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Celem przedstawianego projektu jest zglebienie molekularnych mechanizméw odpowiedzi roslin
jednoliSciennych na stres srodowiskowy zwiazany z obecnoscia fitotoksycznych jonéw glinu (aluminium,
AIFY) w podlozu. Glin jest najpowszechniejszym metalem wystepujacym w skorupie ziemskiej. Jest zatem
sktadnikiem prawie wszystkich gleb na swiecie. W glebach o neutralnym badz zasadowym pH pozostaje zwigzany
w mineratach i nie jest toksyczny, natomiast w warunkach niskiego pH przyjmuje posta¢ fitotoksycznych jonéw
AlI®*, ktore wnikajg do korzeni i hamujg ich wzrost, co przektada si¢ rowniez na redukcje czeSci nadziemnych
rosliny i w efekcie na obnizony plon. Szacuje si¢, ze obecnie ok. 50% obszarow uprawnych na $§wiecie ma kwasng
glebe (pH < 5.5), a w takich warunkach Al jest gtownym czynnikiem limitujagcym plon. Poznanie mechanizméw
molekularnych odpowiedzi roslin na stres zwiazany z toksycznoscia jonow glinu jest zatem niezwykle
istotne i umozliwi wyprowadzanie nowych odmian roslin tolerancyjnych na ten stres.

Materialem do badan bedzie jeczmien (Hordeum vulgare L.), jeden z gatunkow modelowych ro$lin
jednolisciennych, ktory jest czwartym zbozem pod wzgledem arealu upraw na $wiecie i jednym z
najwrazliwszych na jony AI** gatunkow roslin uprawnych. W ramach pracy planowane jest wyprowadzenie
mutantéw jeczmienia charakteryzujacych si¢ mutacjami w genie HVSTOPL, ktory jest homologiem genu
AtSTOP1 kodujacego kluczowy czynnik transkrypcyjny kontrolujacy odpowiedz na jony glinu u
Arabidopsis. W tym celu wykorzystana zostanie platforma HorTILLUS — populacja TILLINGowa jeczmienia
wyprowadzona w Uniwersytecie Slaskim. Populacja ta zostanie przeanalizowania z wykorzystaniem strategii
TILLING w celu identyfikacji ro§lin niosagcych nowe, zmutowane allele HYSTOP1. Roéwnolegle wyprowadzone
zostang dla tego genu mutanty typu knock-out z wykorzystaniem strategii CRISPR/Cas9 (we wspotpracy z dr
Alesem Pecinkg z Czeskiej Akademii Nauk). Wszystkie wygenerowane mutanty zostang przetestowane w
warunkach hydroponicznych pod katem odpowiedzi na Al. Wplyw glinu na rézne parametry systemu
korzeniowego (takie jak liczba korzeni seminalnych i bocznych, ich dtugos¢, $rednica, etc.) oceniany bedzie z
wykorzystaniem specjalistycznego programu WinRHIZO. Nastepnie mutanty o0 zmienionej, w poréwnaniu do
odmiany wyjsciowej (WT), odpowiedzi na Al poddane zostang bardziej szczegétowemu fenotypowaniu
obejmujacemu m.in analizy morfologiczne, fizjologiczne i cytologiczne, takie jak ocena czestotliwosci podziatow
komorkowych w merystemie korzeniowym, analiza cyklu komorkowego z wykorzystaniem cytometru
przeptywowego, czy ocena poziomu uszkodzen DNA. Planowane badania umozliwia analize funkcjonalng
genu HvSTOPL. Ponadto, dla wybranych mutantow stopl (jednego mutanta TILLING i jednego CRISPR/Cas9)
oraz ich odmian wyjsciowych przeprowadzona zostanie analiza RNA-seq, ktora umozliwi poznanie genow
regulowanych (bezposrednio badZ posrednio) przez czynnik transkrypcyjny STOP1, a przez to poznane zostang
sciezki STOP1-zaleznej i STOP1-niezaleznej regulacji transkrypcyjnej odpowiedzi na Al. Uzyskane wyniki
zostang poréwnane z ogélnodostepnymi wynikami RNA-seq otrzymanymi dla Arabidopsis w celu oceny
uniwersalnosci tych $ciezek u roslin jedno- i dwuliSciennych, oraz identyfikacji czynnikow specyficznych
dla poszczegolnych grup.

W ramach projektu planujemy rowniez przeprowadzi¢ analiz¢ funkcjonalna jeczmiennych genéw ALS1
oraz ALS3, kodujacych bialka transportowe potencjalnie zaangazowane w transport Al. Wyprowadzimy
mutanty TILLING i CRISPR/Cas9 dla genéw HVALSL1.1 i HVALS1.2, ktore zidentyfikowaliSmy w naszych
weczesniejszych badaniach transkryptomu jeczmienia wsrod genow indukowanych Al. Te dwa paralogi sa
homologami genu AtALS1, kodujacego bialko transportowe (ABC transporter) odpowiedzialne za transport
jonow AI** z cytoplazmy do wakuoli, gdzie ulegaja sekwestracji (dezaktywacji). W celu analizy funkcjonalnej
paralogdw ALS1 zostang réwniez wyprowadzane podwdjne mutanty. Zarowno pojedyncze, jak i podwdjne
mutanty beda przetestowane w taki sam sposob, jak opisany powyzej dla mutantéw stopl. Spodziewamy sig, ze
mutanty w tych genach bedg nadwrazliwe na badany stres, z uwagi na kumulowanie si¢ jonow Al w cytoplazmie
komorek korzeniowych (brak sekwestracji w wakuoli). Kolejny analizowany gen, HVALS3, koduje inne bialko
transportowe z rodziny ABC, ktore, przynajmniej u Arabidopsis, jest odpowiedzialne za transportéw jonow
Al z korzeni do wyzszych, mniej wrazliwych na Al, czesci rosliny. W naszych wcze$niejszych badaniach
zidentyfikowalis$my szereg mutantow TILLING w genie HVALS3. Spodziewali$my si¢, ze beda one wrazliwsze
na Al niz WT z uwagi na kumulacj¢ Al w korzeniu, jednak nie wykazywaly one nadwrazliwosci. StworzyliSmy
zatem hipoteze, ze, by¢ moze, jeczmien jest tak wrazliwy na Al m.in. z uwagi na niepoprawne funkcjonowanie
mechanizmu umozliwiajacego transport Al do czesSci nadziemnych. W ramach projektu planowane jest
wyprowadzenie mutantow CRISPR/Cas9 (knock-out) dla genu HVALS3 i przetestowanie ich odpowiedzi na glin.
Jesli mutanty te rowniez nie beda wrazliwsze na Al niz ich forma wyjSciowa, posrednio potwierdzi to nasza
hipoteze. W celu potwierdzenia tej hipotezy, sprawdzimy rowniez zawartos¢ glinu w Korzeniach i lisciach
analizowanych genotypow rosngcych w warunkach stresu Al.

W ostatnim etapie projektu, wybrany zostanie mutant alsl, cechujacy si¢ nadwrazliwoscia na Al, na ktorym
przeprowadzona zostanie mutageneza supresorowa majaca na celu zidentyfikowanie mutantéw o zniesionej
nadwrazliwosci na Al. Otrzymanie mutantéw supresorowych umozliwi pézniejsza identyfikacje genow
odpowiedzialnych za zniesienie nadwrazliwosci i poznanie nowych elementow $ciezki odpowiedzi na Al.



