Streszczenie

Glin jest trzecim najczgsciej wystepujacym pierwiastkiem w skorupie ziemskiej.
Wykazuje on toksyczne dzialanie w glebach kwasnych. W $rodowisku o niskim pH glin
dziata genotoksycznie, powodujac uszkodzenia DNA oraz zatrzymanie cyklu komérkowego.
Jeczmien jest jednym z najbardziej wrazliwych zb6z na stres glinu, a efekt jego dziatania
przejawia si¢ w ograniczeniu wzrostu i rozwoju roslin, a w konsekwencji obnizeniu plonow.
Zahamowanie wzrostu korzeni jest powszechnie znanym wskaznikiem w odpowiedzi na stres
glinu. Obok pH na toksycznos$¢ glinu wptywa wiele czynnikow, w tym rodzaj pozywki
(w warunkach laboratoryjnych), st¢zenie glinu i czas ekspozycji.

Celem pracy doktorskiej byta ocena efektow dziatania glinu w komodrkach korzeni
jeczmienia zwyczajnego odmiany wyjsciowej Sebastian oraz mutanta hvatr.g (Ataxia
Telangiectasia and RAD3 Related, ATR), o podwyzszonej tolerancji na glin, ze szczegélnym
uwzglednieniem uszkodzen DNA oraz zaburzen cyklu komorkowego. W zwigzku z wptywem
glinu na wzrost korzeni przeprowadzono réwniez analiz¢ zmian histologiczno-anatomicznych
korzeni oraz sktadu $ciany komoérkowe;.

Wykazano, Ze glin powoduje w komorkach jeczmienia odmiany wyjsciowej Sebastian
dziatanie genotoksyczne — indukuje powstawanie mikrojader, uszkodzen jader komorkowych,
oraz bezposrednich uszkodzen DNA w formie peknie¢ wykrywanych w tescie TUNEL.
W ramach oceny wplywu glinu na cykl komoérkowy zastosowano cytometri¢ przeplywowa
oraz metod¢ inkorporacji 1 wykrywania analogu tymidyny EdU. Zmiany w cyklu
komorkowym obejmowaty, obok obnizenia aktywno$ci mitotycznej komoérek, zmniejszenie
czestosci jader komorkowych w fazie S 1 zwigkszenie ich czgstosci w fazie G2/M.

Analiza histologiczna korzeni odmiany wyj$ciowej Sebastian i mutanta hvatr.g
rosngcych w pozywkach o réznych pH i z dodatkiem chlorku glinu pokazata rdéznice
w budowie korzeni. W$rdd nich zaobserwowano wzrost $rednicy korzenia, skrocenie
czapeczki korzenia, wzrost wielkosci komorek ryzodermalnych oraz podziaty komorek
egzodermy i kory.

Analiza obecnosci 1 rozmieszczenia epitopdw pektynowych, rozpoznawanych przez
przeciwciala LMS, LM6, LM19 i LM20 wykazata réznice w korzeniach odmiany Sebastian:
kontrolnych i traktowanych chlorkiem glinu. Ponadto wykazano, ze odpowiedz komorek na
glin moze by¢ wyrazona przez specyficzne rozmieszczenie pektyn w $cianie komorkowej,
a tym samym bra¢ udziat w mechanizmie hamowania wzrostu korzeni. Ponadto wykazano, ze

metyloestryfikowane HG moga by¢ markerem nowo powstajacych $cian komoérkowych



w warunkach stresu glinu. Obserwowano zmiany histologiczne w korzeniach odmiany
rodzicielskiej w kontroli o pH 6, pH 4 i z dodatkiem chlorku glinu.

Wykorzystanie mutanta hvatr.g pozwolito na opisanie roli ATR w szlaku DDR
w komorkach jeczmienia oraz funkcji genu HVATR w odpowiedzi na uszkodzenia DNA
wywotane toksyczno$cig glinu. Podj¢to rowniez analize mozliwej roli szlaku DDR, zaleznego
od ATR, w odpowiedzi na inny czynnik uszkadzajacy DNA, chemiczny klastogen — hydrazyd
kwasu maleinowego (MH). Komodrki merystematyczne korzeni mutanta hvatr.g
charakteryzowaty si¢ wysokim poziom uszkodzen DNA w warunkach kontrolnych, co moze
wskazywac¢ na zaburzony szlak DDR. Wysoka czgsto$¢ uszkodzen DNA nie prowadzita do
zahamowania cyklu komorkowego, ale mutant wykazywal zwigkszong liczbe komorek
w fazie G2/M. W odpowiedzi na traktowanie chlorkiem glinu i MH, hvatr.g wykazywat
wysoki poziom tolerancji — nie zaobserwowano zatrzymania wzrostu korzeni tak jak
U odmiany wyjsciowej Sebastian. Ponadto traktowanie chlorkiem glinu 1 MH zwigkszalo
poziom uszkodzen DNA, ale nie wpltywalo na aktywno$¢ mitotyczng i profil cyklu
komorkowego w komorkach mutanta hvatr.g. Badania efektu dziatania glinu i MH
w komoérkach mutanta hvatr.g jeczmienia, o uszkodzonej $ciezce naprawy DNA, i jego
odmiany wyjs$ciowej Sebastian pozwolity na potwierdzenie roli genu HVATR w mechanizmie
odpowiedzi na badane czynniki. Uposledzony mechanizm odpowiedzi na uszkodzenia DNA

moze by¢ przyczyng tolerancji na glin 1t MH.



