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Rosliny sg stale narazane na dziatanie wielu czynnikoéw stresowych, w tym czynnikoéw uszkadzajacych
DNA. Wigkszos¢ gleb uprawnych w Europie i Ameryce Potnocnej ma niskie pH, podobnie jak gleby w
wielu krajach Ameryki Potudniowej, centralnej Afryki, czy potudniowowschodniej Azji. W glebach o
niskim pH, aluminium (Al), najpopularniejszy metal w skorupie ziemskiej, wystepuje w postaci
fitotoksycznych jonéw Al**powodujgcych m.in. hamowanie podziatéw komoérkowych i elongacji
komoérek w korzeniu. Jeczmien jest jednym z najbardziej wrazliwych na aluminium zboz.
Dotychczasowe prace, w tym te prowadzone przez nas w ramach konsorcjum ERA-CAPS, wykazuja,
ze aluminium jest czynnikiem genotoksycznym, wywotujacym uszkodzenia DNA. W ramach
niniejszego projektu chcemy bada¢ nowy mechanizm molekularny tolerancji roslin na czynniki
genotoksyczne. Wstepne badania prowadzone przez niemieckiego partnera na Arabidopsis wskazuja na
potencjalny udziat jednego z czynnikow transkrypcyjnych NAC oraz kompleksu DREAM w
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Nowo zidentyfikowany NAC jest targetem biatka SOG1 — czynnika
transkrypcyjnego, ktory jest gldwnym regulatorem zaangazowanym w $ciezke DDR (DNA Damage
Response). Natomiast kompleks DREAM jest najlepiej scharakteryzowany u cztowieka, gdzie jego
funkcja jest represja genow cyklu komorkowego podczas wchodzenia komorki w stan spoczynku (Go).
Nasza hipoteza badawcza zaktada, ze u roslin nowo zidentyfikowany NAC wraz z komponentami
DREAM tworza aktywowany przez uszkodzenia DNA kompleks, ktory reguluje ekspresje genow
zaangazowanych we wzrost i podziat komorek, w celu zatrzymania tych procesow.

Praca w ramach przedstawianego projektu prowadzona bedzie na dwoch gatunkach ro$lin: Arabidopsis
thaliana, modelowej roslinie dwulisciennej i jeczmieniu (Hordeum vulgare), uzytkowej roslinie
jednolisciennej, ktorej genom zostat niedawno zsekwencjonowany. Badania naukowe obejmuja cztery
glowna zagadnienia. W ramach =zadania WPl planujemy zidentyfikowa¢ ortologa nowo
zidentyfikowanego czynnika NAC u jeczmienia na podstawie analiz transkryptomu mutanta sogl
(uzyskanego przez nas we wczesniejszych badaniach) i jego formy wyjsciowe] po traktowaniu
czynnikami uszkadzajgcymi DNA — aluminium i cisplatyng. Nastepnie wykorzystamy strategie
TILLING w celu zidentyfikowania mutantéw jeczmienia niosgcych zmiany w tym ortologu i w jego
ewentualnych paralogach. Mutanty te zostang poddane testom oceniajagcym wplyw czynnikdéw
genotoksycznych na rozwdj ich systemu korzeniowego oraz analizom histo- i cytologicznym. W ramach
kolejnego zadania, WP2, postaramy si¢ ocenic, czy istnieja u roslin specyficzne komponenty kompleksu
DREAM biorace udziat w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. W tym celu zostang wyprowadzone
mutanty Arabidopsis 1 jeczmieniach w genach kodujacych wybrane czynniki kompleksu DREAM.
Analizy odpowiedzi mutantdéw na czynniki genotoksyczne pomoga w wybraniu genéw specyficznie
odpowiadajacych na uszkodzenia DNA. Celem zadania WP3 bedzie ocena sktadu kompleksu DREAM
oraz genow docelowych ulegajacych represji w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. W ramach tego
zadania postaramy si¢ odpowiedzie¢ na pytanie, czy badany NAC jest czescig kompleksu DREAM, czy
niezaleznie od tego kompleksu bierze udziat w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Planujemy réwniez
zidentyfikowa¢ geny przez niego regulowane u Arabidopsis (ChiP-seq) i jeczmienia (RNA-seq).
Analiza poréwnawcza wynikow otrzymanych dla tych dwdch gatunkow pozwoli na oceng stopnia
konserwowania tych elementow regulatorowych pomigdzy roslinami jedno- i dwulisciennymi. Ostatnie
zadanie WP4 obejmuje ocene czasowo-przestrzennej odpowiedzi na uszkodzenia DNA w korzeniu.
Jesli nasza hipoteza, zaktadajaca wptyw badanych czynnikow na represje genow promujacych wzrost i
podziaty komoérkowe w odpowiedzi na uszkodzenia DNA jest prawidlowa, mutacje w analizowanym
genie NAC oraz w genach kodujacych komponenty kompleksu DREAM moga prowadzi¢ do
zwickszonej tolerancji na czynniki genotoksyczne, co moze mie¢ dodatkowo przetozenia aplikacyjne.
Potencjalnie, mutanty jeczmienia niosgce zmiany w analizowanych genach mogg charakteryzowac si¢
lepszym wzrostem na zawierajacych genotoksyczne jony Al** kwasnych glebach, ktore stanowig coraz
wigkszy areat gleb uprawnych na §wiecie.



