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Cele projektu. Projekt ma na celu poszerzenie wiedzy na temat sygnalizacji auksyny w komoérkach roslinnych.
Poniewaz auksyna kontroluje kazdy aspekt rozwoju ro$lin in vivo i in vitro, odkrycie w jaki sposob auksyna
reguluje ekspresje genow jest kluczowe dla dalszego rozwoju biotechnologii i genetyki translacyjnej. Nasze
badania koncentruja si¢ na odkrywaniu zaleznosci regulacyjnych migdzy czynnikiem transkrypcyjnym
kodowanym przez gen MONOPTEROS (MP), a kontrolowanymi przez niego genami podczas zaleznego od
auksyn procesu embriogenezy somatycznej (SE).
Powody podjecia tego tematu badawczego. Dlaczego koncentrujemy badania na genie MP? Rola MP w SE jest
nickwestionowalna, ulega on wysokiej ekspresji podczas SE, jest aktywny w regionach eksplantatu, z ktoérych
powstajg zarodki somatyczne, a mutant mp nie jest zdolny do procesu SE. Przy niskim poziomie auksyn biatko
MP oddziatuje przez domen¢ PB1 z BODENLOS (BDL), ktory rekrutuje biatka odpowiedzialne za kondensacje
chromatyny i blokowanie ekspresji genéw odpowiedzi na auksyne. W obecnosci auksyn, BDL ulega degradacji,
MP jest uwalniany, tworzac kompleks z biatkami remodelujacymi chromatyne, co prowadzi do odblokowania
chromatyny 1 transkrypcji genow odpowiedzi na auksyne (Fig.1). Ten mechanizm dziatania MP obowigzywat do
2021 roku, kiedy odkryto izoforme¢ MP11ir. MP11ir jest skrocong wersja biatka MP, ktora nie zawiera domeny
PB1. Izoforma MP11ir jest niewrazliwa na represj¢ przez BDL, inne Aux/IAA lub samg siebie. Wstepne badania
zespotu doprowadzity do identyfikacji MP11ir podczas procesu SE. PotwierdziliSmy pozytywng korelacje migdzy
poziomem transkryptu kodujacego MP1lir, a zdolnoscig do procesu SE. Do przywrocenia mutantowi mpS3179
fenotypu kontrolnego, niezbgdne sg zaréwno izoforma MP11ir, jak i kanoniczne biatko MP. Dodatkowo, MP11ir
1 MP moga dziata¢ w r6znych komodrkach. Udowodnilismy, ze MP11ir i MP reguluja poziom endogennej auksyny,
co nie zostato jak dotad udokumentowane. Stawiamy hipoteze, ze rozne geny moga znajdowac si¢ pod kontrolg
MP1lir oraz MP. Potrzebne sg jednak globalne analizy, aby zrozumie¢ funkcje¢ biatek MP11ir i MP. Dlaczego
chcemy bada¢ proces somatycznej embriogenezy? Ze wzgledu na rosngcg populacje ludzka, postepujace zmiany
klimatu prowadzace do zmniejszonego plonowania i rosnace zanieczyszczenie, znaczenie rozmnazania roslin przy
uzyciu technik in vitro, w tym procesu SE, rosnie. Jednak wiele roslin nadal nie moze by¢ rozmnazanych w
kulturze in vitro. Dlatego konieczne jest doktadne zbadanie mechanizmu dziatania auksyny, gtdéwnego induktora
tranzycji embriogenicznej, w celu poprawy wydajnosci regeneracji roslin opornych w kulturach in vitro.
Opis badan. Natura dziatlania genu MP jest ztozona w kontek$cie istniejacych izoform tj. MP1lir i MP.
Proponowane badania pozwolg na identyfikacje mechanizmu dziatania niedawno odkrytej izoformy MP11ir oraz
kanonicznego biatka MP podczas procesu SE (Fig.1). Wstepne analizy wskazuja, ze dziatania MP11ir i MP ro6znig
si¢ na poziomie molekularnym. Stworzymy molekularng sie¢ zaleznos$ci dla MP11ir oraz MP, przez identyfikacj¢
gendw znajdujacych si¢ pod ich bezposrednia kontrolg podczas SE, przy uzyciu techniki greenCUT&RUN.
Analiza bioinformatyczna wskaze geny kandydackie o ekspresp zalezneJ od MP11ir lub MP, ktore jednoczesnie
DAALANIE NEzALEznE | IR greenCUTARUN 2 analza e ulegaja roéznej ekspresji
gkl podczas procesu SE.
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Fig. 1. Postulowana rola izoformy MP11ir i kanonicznego biatka MP w procesie SE oraz pakiety robocze (WP |-IV) zaplanowane w ramach projektu. Ac-grupa acetylowa; ASK1-ARABIDOPSIS SKP1
HOMOLOG; BDL-BODENLOS; BRM/SYD-BRAHMA/SPLAYED; CUL1-CULLINL; E2-UBIQUITIN-LIGASE; HAT-HISTOME ACETYLASES; HDAL9-HISTONE DEACETYLASES19; MP-MONOPTEROS; MP1lir- (‘ ‘ ] ) 1 1
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ich profile ekspres;ji,
(WP2), oszacujemy zdolno$¢ embriogenng mutantéw i transgenicznych linii z indukowalng nadekspresja
kandydackich genéw (WP3), a przy uzyciu linii reporterowych zbadamy lokalizacje ekspresji genow i biatek
kandydackich genow podczas SE. Opracujemy rowniez narzedzie molekularne do jednoczesnego monitorowania
MP11ir oraz MP w komorkach ro§linnych (WP4). W ten sposob bedziemy mogli dowiedziec si¢, czy MP11iri MP
dziatajag w tych samych, czy r6znych komorkach podczas indukcji procesu SE.

Glowne efekty badan. Projekt doprowadzi do identyfikacji genow bezposrednio regulowanych przez MP11ir
oraz MP oraz szczegétowej charakterystyki wybranych, nowych gendéw o kluczowej roli w przemianach
embriogenicznych. Gendw, ktore w przysztosci moga przyczynic si¢ do przezwycigzenia opornosci na regeneracje
ro$lin w kulturach in vitro. Proponowana analiza poszerzy wiedz¢ na temat znaczenia alternatywnego splicingu i
roli izoform w rozwoju ro$lin, poniewaz wglad w molekularny mechanizm dzialania izoform u ro$lin jest
szczatkowy.



