Streszczenie

Nasilajace si¢ zmiany klimatyczne skutkuja wzrostem $redniej temperatury powierzchni Ziemi,
a takze zwigkszajacg si¢ czestoscig wystepowania ekstremalnych zjawisk pogodowych, ktore
sg zagrozeniem dla produkcji zywnosci. Biorgc pod uwage powickszajaca sie populacje ludzi
i spadajacg powierzchnie gruntow uprawnych istnieje pilna potrzeba opracowania nowych upraw,
lepiej przystosowanych do zmieniajacych si¢ warunkéw klimatycznych. Rozwdj takich upraw
mozliwy jest dzigki opracowywaniu nowych odmian roslin. Mozliwe jest to z wykorzystaniem
klasycznych metod hodowli lub dzigki zastosowaniu inzynierii genetycznej. To drugie podejscie
wymaga szczegdtowej wiedzy na temat mechanizmoéw molekularnych lezacych u podstaw
réznych reakcji na stresy, w szczego6lnosci stres temperaturowy, ktory indukowany jest zard6wno
przez niskie, jak i wysokie temperatury. Stres temperaturowy prowadzi do zmian w wydajnosci
fotosyntezy i zaburzenia potencjatu redoks, rearanzacji cytoszkieletu i przebudowy S$cian
komoérkowych, ktére sa stosunkowo stabo poznane. Dlatego tez skupiono si¢ na odpowiedzi
na stres temperaturowy lisci modelowego gatunku dla traw strefy klimatu umiarkowanego, jakim

jest Brachypodium distachyon.

Celem niniejszej pracy byta analiza odpowiedzi bialek $ciany komorkowej lisci
Brachypodium distachyon na niskg (4 °C) i wysokg temperature (40 °C), jak tez uzyskanie
mutantéw z inaktywowanymi genami kodujagcymi biatko arabinogalaktanowe typu Fasciclin
(Bradi3g39740) i metyloesteraze pektynowa (Bradi3g24750). W celu charakteryzacji wplywu
stresu komorkowego na biatka $ciany komodrkowej wykorzystano techniki immunocytochemii
z przeciwcialami wigzacymi si¢ specyficznie z epitopami bialek arabinogalaktanowych
1 ekstensyn, analizy profilu ekspresji genow kodujacych biatka arabinogalaktanowe 1 ekstensyny,
jak tez analiz¢ proteomu $ciany komoérkowej. By uzyska¢ mutanty z inaktywowanymi genami
wykorzystano mutageneze ukierunkowang oparta na systemie CRISPR/Cas9. Transformacje
kalusa embriogennego wyindukowanego z niedojrzatych zarodkow przeprowadzono

wykorzystujgc komorki bakteryjne Agrobacterium tumefaciens.

Badania rozmieszczenia epitopow AGP w lisciach B. distachyon ujawnity ich obecno$¢
gtownie w wigzce przewodzacej, a ekstensyn w mezofilu. Wykazano réznice w rozmieszczeniu
1 intensywnos$ci sygnatow dla czterech przeciwciat rozpoznajacych AGP: JIMS, JIM16, LM2

i LM6. Jednoczes$nie nie zaobserwowano rdéznic w rozmieszczeniu i intensywnosci sygnatow dla



przeciwcial rozpoznajacych epitopy ekstensyn. Analiza profilu ekspresji gendw kodujacych AGP
1 ekstensyny ujawnita gtownie wzrost poziomu ekspresji, ktory byt znacznie wigkszy w przypadku
ro$lin inkubowanych w wysokiej temperaturze. Z kolei, analiza proteomiczna $ciany komérkowe;j
pozwolita na identyfikacje 46 bialek o zroéznicowanej obecnosci w wysokiej temperaturze
w poroéwnaniu do kontroli. Zmiany te sugerujg nizszg aktywnos¢ proteaz, lignifikacje i ekspansj¢
Sciany komorkowej oraz zmiany w architekturze polimerow $ciany komoérkowej, zwlaszcza
pektyn. Wykorzystujac system CRISPR/Cas9 uzyskano po cztery mutanty z inaktywowanymi
genami kodujacymi biatko arabinogalaktanowe typu Fasciclin i metyloesteraze pektynowa. Cho¢
uzyskane mutanty cechujg si¢ brakiem zmian w odpowiedzi na stres temperaturowy, to wykazuja

stabszy wzrost w odpowiedzi na stres solny.






