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CEL PROJEKTU Gtownym celem projektu jest charakterystyka rodziny lipokalin oraz poznanie funkcji
lipokalin chloroplastowych (CHL) w stabilizowaniu aparatu fotosyntetycznego podczas stresu
oksydacyjnego u Festuca glaucescens. Wsrod lipokalin wyrdznia si¢ dwie grupy: tzw. lipokaliny prawdziwe
(ang. true lipocalins) oraz biatka lipokalino-podobne (ang. lipocalin like proteins). Z kolei do lipokalin
prawdziwych klasyfikowane sa lipokaliny chloroplastowe (ang. chloroplastic liocalins — CHL) oraz

lipokaliny indukowane temperaturg (ang. temperature induced lipocalins —TIL). Biatka te posiadajg zdolnos¢
wigzania ligandow o charakterze hydrofobowym, a ich ekspresja jest regulowana przez czynniki abiotyczne,
takie jak susza, niska oraz wysoka temperatura. Jak dotad u roslin zidentyfikowano ograniczong liczbe
lipokalin co sugeruje, ze ich funkcja ochronna podczas stresu oksydacyjnego nie zostata w pelni poznana. F.
arundinacea jako gatunek trawy o wysokiej tolerancji na susz¢ wydaje si¢ by¢ dobrym modelem do
realizacji planowanych badan.

Cele szczegdtowe sg nastepujace: (i) identyfikacja genow kodujacych lipokaliny w genomie F. glaucescens
oraz ich klasyfikacja jako prawdziwe lipokaliny oraz biatka lipokalino-podobne; (ii) analiza funkcji
komorkowej lipokalin prawdziwych u roslin typu dzikiego (iii) analiza aktywnosci fotosyntetycznej u roslin
typu dzikiego oraz roslin transgenicznych z mutacja typu knock-out genu/genow CHL w warunkach
kontrolnych oraz podczas jednoczesnej ekspozycji roslin na dziatanie suszy i §wiatta o wysokim natezeniu;
(iv) analiza lipidomu bton tylakoidowych u roslin typu dzikiego oraz roslin transgenicznych z mutacja typu
knock-out genu/genow CHL w warunkach kontrolnych oraz podczas jednoczesnej ekspozycji roslin na
dziatanie suszy i $wiatta o wysokim natezeniu.

OPIS BADAN Planowane badania obejmuja: sekwencjonowanie de novo oraz sktadanie genomu F.
glaucescens z wykorzystaniem technologii NGS (ang. Next-Generation Sequencing); anotacj¢ genow
kodujacych lipokaliny TIL i CHL; identyfikacje ligandow, ktére wigza si¢ z lipokalinami TIL i CHL,;
subkomorkows lokalizacje lipokalin CHL; otrzymanie roslin transgenicznych F. glaucescens z mutacja typu
knock-out genu/genéw CHL (edycja genéw metodg CRISPR/Cas9); poddanie roslin typu dzikiego oraz
mutantow typu knock-out jednoczesnemu dzialaniu suszy i wysokiego natezenia $wiatlta; pomiar
peroksydacji lipidow oraz zawartosci reaktywnych form tlenu (ROS); analiza funkcjonowania
enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego poprzez pomiar ekspresji i aktywnosci katalaz, peroksydaz i
dysmutaz u roslin typu dzikiego oraz u mutantéw typu knock-out w warunkach kontrolnych oraz podczas
jednoczesnej ekspozycji na dziatanie suszy i $wiatta o wysokim natezeniu; analiza funkcjonowania Cyklu
Calvina poprzez pomiar fluorescencji chlorofilu i wymiany gazowej oraz ekspresji i aktywnosci aldolazy
chloroplastowej u roslin typu dzikiego oraz mutantow typu knock-out w warunkach kontrolnych oraz
podczas jednoczesnej ekspozycji na dziatanie suszy i wysokieg0 nat¢zenia $wiatla; analiza kompozycji
lipidomu bton tylakoidowych u roslin typu dzikiego oraz u mutantow typu knock-out w warunkach
kontrolnych oraz podczas jednoczesnej ekspozycji na dziatanie suszy i Swiatla o wysokim natezeniu.

UZSADNIENIE PODJECIA TEMATYKI BADAWCZEJ Sekwencja genomu F. glaucescens nie jest
poznana, co znaczaco ogranicza zakres badan, jakie moga by¢ wykonywane z wykorzystaniem tego gatunku,

jak réwniez innych gatunkéw z rodzaju Festuca, ktére posiadajg duze znaczenie ekonomiczne. Stad tez
wiedza na temat molekularnych podstaw tolerancji F. glaucescens na stresy abiotyczne, w tym udziatu
lipokalin, jest niewystarczajaca. Edycja genow metoda CRISPR/Cas9 oraz transformacji traw z rodzaju
Festuca metoda Agrobacterium tumefaciens nie jest rozwinigta w Zespole Fizjologii Molekularnej i
Cytogenetyki Roslin.

NAJWAZNIEJSZE SPODZIEWANE EFEKTY Do najwazniejszych efektow nalezg: (i) otrzymanie pelnej
sekwencji genomu F. glaucescens, (ii) scharakteryzowanie rodziny lipokaliny u F. glaucescens, (iii)
okreslenie roli lipokalin chloroplastowych u F. glaucescens w tolerancji na stresy abiotyczne poprzez
wylaczenie ekspresji wybranego genu/gendéw u mutantow.




