Celem projektu jest zastosowanie nowych technik inzynierii genetycznej w badaniach nad funkcjg genéw jeczmienia,
kontrolujacych wazne procesy fizjologiczne. Badania realizowane beda w oparciu 0 nowatorska, nie testowang dotad u
jeczmienia technologie CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Technika ta
wykorzystuje proces ukierunkowanej mutagenezy, ktory pozwala na wprowadzenie mutacji do teoretycznie kazdego genu
0 znanej sekwencji. Poprzez wprowadzenie takiej mutacji, mozliwe jest wytgczenie danego genu lub zmiane jego funkcji.
W niniejszym projekcie, system CRISPR/Cas zostanie wykorzystany w celu uzyskania roslin jeczmienia o zmienionym
genotypie i fenotypie, poprzez indukcje mutacji w dwdch genach warunkujacych wazne cechy uzytkowe.

Gtownym obiektem naszych badan bedzie gen HYCKX1 jeczmienia, kodujacy enzym oksydaze/dehydrogenaze cytokinin.
Enzym ten katalizuje reakcje degradacji cytokinin — bardzo waznej grupy hormonéw roslinnych kontrolujacych szereg
proceséw wzrostu i rozwoju. U zbdz, cytokininy s réwniez istotnym czynnikiem wplywajacym na plon ziarna. Celem
badan jest zatem doktadne poznanie proceséw fizjologicznych kontrolowanych przez gen HVCKX1, ktore zachodzg w
dojrzewajgcych ziarniakach. Za pomocg techniki CRISPR/Cas do genu HvVCKX1 wprowadzona zostanie mutacja
powodujaca utrate jego funkcji. Pozwoli to na obserwacje zmian fizjologicznych zachodzacych w roélinie. Spodziewamy
sie, ze efektem wylgczenia genu HYCKX1 bedzie spadek aktywnosci enzymu dehydrogenazy cytokinin, a zatem poziom
tych hormondéw w dojrzewajagcych ziarniakach powinien wzrosngé. To z kolei moze przyczyni¢ sie do wzrostu masy
ziarniakow i w konsekwencji do wiekszego plonu ziarna.

Drugim z badanych genéw jeczmienia jest gen Nud, ktory kontroluje oplewienie ziarniakéw. W odréznieniu do
wiekszosci odmian jeczmienia, rosliny ze zmutowanym genem Nud wytwarzajg nieoplewione (nagie) ziarniaki. Ze
wzgledu na znang funkcje i mozliwo$¢ bezposredniej obserwacji efektu fenotypowego mutacji, gen Nud zostat wybrany
w celu okreslenia efektywnosci i wydajnosci systemu CRISPR/Cas u jeczmienia.

Integralng czeScig projektu bedzie roéwniez analiza specyficznosci systemu CRIPR/Cas, poprzez identyfikacje
potencjalnych, niespecyficznych mutacji, powstatych w innych miejscach genomu niz w zamierzonych genach.
Technologia modyfikacji genoméw roslinnych oparta na systemie CRISPR/Cas jest rozwijana od trzech lat. Prowadzone
dotychczas badania opieraty sie gtdwnie na gatunkach modelowych roélin, takich jak Arabidopsis thaliana lub tyton.
Konieczne jest zatem podjecie badan, ktore umozliwig wykorzystani tej nowoczesnej techniki u gatunkéw roslin
uprawnych, zaréwno w celu analizy funkcji gendw, jak i w celu uzyskania zmodyfikowanych roélin o pozgdanych
cechach uzytkowych.

Szerokie zastosowanie techniki CRISPR/Cas w badaniach roslin uprawnych moze przyczynic sie do znacznego postepu w
hodowli. Bardzo istotng przestankg decydujaca o zastosowaniu systemu CRISPR/Cas w tym obszarze jest mozliwos¢
uzyskania zmutowanych roslin, ktére jednoczesnie nie beda zwieraty obcych gendw, a zatem nie powinny by¢ traktowane
jako organizmy modyfikowane genetycznie.



