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1. Imie i nazwisko: Damian Gruszka
2. Wyksztalcenie, posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

2009: Doktor nauk biologicznych, Katedra Genetyki, Wydzial Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach,
Tytul rozprawy doktorskiej: ,Identyfikacia genow uczestniczgcych w
przekazywaniu sygnafu i syntezie brasinosteroidow u Hordeum vulgare z
wykorzystaniem mutantow potkartowych’;
Promotor: Prof. dr hab. Mirostaw Matuszynski

Rozprawa doktorska zostala wyrdzniona decyzja Rady Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego dnia 27.03.2009.

2004 — 2008: Studia doktoranckie, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach

2003: Magister biologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski
w Katowicach,
Tytut pracy magisterskiej: ,,Sprawdzenie homologii genéw odpowiedzialnych za
rozwoj wlosnikow w korzeniach mutantow jeczmienia (H. vulgare L.) ze znanymi
genami A. thaliana (L.) Heynh.”;
Promotor: Prof. dr hab. Iwona Szarejko

Uzyskanie nagrody Dziekana Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

Slaskiego dla najlepszego absolwenta Wydziatu oraz za prace magisterska w
roku 2003.

1998 - 2003: Stacjonarne studia magisterskie na kierunku Biologia, specjalno$é
Biotechnologia ro$lin 1 mikroorganizméw, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2011 — obecnie: Adiunkt, Katedra Genetyki, Wydzial Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach.

2008 — 2011: Asystent, Katedra Genetyki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach.

2003 — 2004: Asystent, Katedra Genetyki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach.
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2002 — 2003: Pracownik inzynieryjno-techniczny, Katedra Genetyki, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach.

4. Opis osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dn. 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Tytul osiggniecia naukowego:

Identyfikacja i analiza funkcjonalna genow kodujgcych enzymy zaangaiowane
w metabolizm brasinosteroidow u jeczmienia oraz charakterystyka reakcji
potkartowych mutantow na stres niedoboru wody

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

1 Warto$¢ wskaznika Impact Factor wedlug Journal Citation Reports (Thomson Reuters) dla artykulow
naukowych opublikowanych przed rokiem 2017 podano zgodnie z rokiem ich opublikowania; dla publikacji z
roku 2017 podano IF 5-letni

2 Punktacje MNiSW dla poszczegélnych publikacji podano zgodnie z punktacja okre$long w wykazie czasopism
naukowych obowigzujacym na koniec roku kalendarzowego, w ktérym ukazata si¢ publikacja

Punkty Udzial

. . .e 1
Lp. Tytul i autorstwo publikacji IF MNiSW2 | procentowy

1. | Gruszka D. 2013. The brassinosteroid signaling | 1F2o13: 30 100%
pathway - new key players and interconnections | 2,339
with other signaling networks crucial for plant
development and stress tolerance. International
Journal of Molecular Sciences, 14: 8740-8774.

Jestem jedynym autorem tej publikacji. Moj wktad w
jej powstanie polegal na opracowaniu koncepcji
manuskryptu, przygotowaniu jego tresci oraz rycin, jak
rowniez ostatecznym redagowaniu manuskryptu po
recenzjach.

2. | Dockter* C., Gruszka* D., Braumann I., Druka | 1F2o14: 45 35%
A., Druka |I., Franckowiak J., Gough S.P., | 6,841
Janeczko A., Kurowska M., Lundgvist J.,
Lundgvist U., Marzec M., Matyszczak 1., Miiller
A.H., Oklestkova J., Schulz B., Zakhrabekova S.,
Hansson M. 2014. Induced variations in
brassinosteroid genes define barley height and
sturdiness, and expand the green revolution
genetic toolkit. Plant Physiology 166: 1912-1927.

*Posiadam status pierwszego autora tej publikacji
(equal contribution). Moj wkiad w jej powstanie
polegal na udziale w opracowaniu koncepcji badan i
planowaniu  doswiadczen,  ponadto  dokonafem
charakterystyki fizjologicznej badanych mutantow,
bratem udzial w mapowaniu in silico analizowanych
genow w genomie jeczmienia, zidentyfikowalem peine
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sekwencje genow HvBRD oraz HvCPD oraz dokonatem
ich analiz z wykorzystaniem wytypowanych mutantow,
wykonatem analize wplywu zidentyfikowanych mutacji
za pomocq narzedzi bioinformatycznych, bratem udziat
w analizie funkcjonalnej genu HvBRIL, wykonatem
analize  genetyczng zmierzajgcq do  wykazania
allelicznosci zidentyfikowanych mutantow,
opracowalem  wyniki  uzyskane W  powyzszych
eksperymentach, brafem wudzial w przygotowaniu
wszystkich czesci manuskryptu i jestem autorem czeSci
rycin, bratem tez udzial w ostatecznym redagowaniu
manuskryptu po recenzjach.

Gruszka D., Gorniak M., Glodowska E., Wierus | 1F2o1s: 30 80%
E., Oklestkova J., Janeczko A., Maluszynski M., | 3,226
Szarejko |. 2016a. A reverse-genetics mutational
analysis of the barley HYDWARF gene results in
identification of a series of alleles and mutants
with short stature of wvarious degree and
disturbance in BR biosynthesis allowing a new
insight into the process. International Journal of
Molecular Sciences, 17: 600.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegat na
opracowaniu koncepcji badan oraz zaplanowaniu
wszystkich eksperymentow, bralem udzial w analizach
zwigzanych z identyfikacjq petnej sekwencji genu
HVYDWARF oraz jego analizq funkcjonalng z uzyciem
metody TILLING, Wykonatem analizy
bioinformatyczne okresiajgce wplyw mutacji na
sekwencje i strukture kodowanego polipeptydu, a takze
bratem udzial w analizie molekularnej transkryptow
genu HVDWARF potwierdzajqcej wphw mutacji,
dokonatem analizy przestrzennego i czasowego profilu
ekspresji  genu HVDWARF  metodg real-time
quantitative PCR, przeprowadzitem wigkszos¢ analiz
genetycznych i fenotypowych mutantow oraz testow
fizjologicznych, opracowatem wszystkie uzyskane w tej
pracy wyniki, przygotowatem caly tekst manuskryptu
oraz wszystkie ryciny, jak réwniez redagowalem
manuskrypt po recenzjach.

Janeczko A., Gruszka D., Pociecha E., Dziurka | IF2o1s: 35 35%
M., Filek M., Jurczyk B., Kalaji H.M., Kocurek | 2,724
M., Waligorski P. 2016. Physiological and
biochemical characterisation of watered and
drought-stressed barley mutants in the HyDWARF
gene encoding C6-oxidase involved in
brassinosteroid biosynthesis. Plant Physiology and
Biochemistry, 99: 126-141.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegat na
udziale w opracowaniu koncepcji badan i planowaniu
doswiadczen, oraz na wykonaniu fizjologicznej (testy
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etiolacji i rozwijania blaszek lisciowych), genetycznej
(analiza allelicznosci) oraz molekularnej (identyfikacja
mutacji wywotujgcych fenotyp mutantow)
charakterystyki potkartowych mutantow BR, ktére
stanowily material badan. Ponadto dokonatem
interpretacji uzyskanych w tej pracy wynikéw w
odniesieniu do genetycznego podloza fenotypu
badanych mutantow, bratem udzial w przygotowaniu
wszystkich czesci manuskryptu oraz w ostatecznym
redagowaniu manuskryptu po recenzjach.

5. | Gruszka D., Janeczko A., Dziurka M., Pociecha | IF2o16: 40 80%
E., Oklestkova J., Szarejko 1. 2016b. Barley | 4,291
brassinosteroid mutants provide an insight into
phytohormonal homeostasis in plant reaction to
drought stress. Frontiers in Plant Science, 7: 1824.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na
opracowaniu koncepcji badan, ich zaplanowaniu, a
takze  udziale w  realizacji  eksperymentow
zmierzajgcych do okreslenia profilu  akumulacji
poszczegolnych fitohormonow, a takze fizjologicznych
pomiarow reakcji badanych genotypow na stres suszy.
Ponadto  przeanalizowalem i  zinterpretowalem
wszystkie uzyskane w tej pracy wyniki, przygotowatem
caly tekst manuskryptu oraz wszystkie ryciny, jak
rowniez redagowatem manuskrypt po recenzjach.

6. | Gruszka D., Janeczko A., Dziurka M., Pociecha | IFs. 40 80%
E., Fodor J. 2017. Non-enzymatic antioxidant | ietni:
accumulations in BR-deficient and BR-insensitive | 3,524
barley mutants under control and drought
conditions.  Physiologia  Plantarum, DOI:
10.1111/ppl.12674 (artykut w druku, dostepny w
wersji elektronicznej na stronie internetowej
czasopisma).

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na
opracowaniu koncepcji badan, ich zaplanowaniu, jak
rowniez udziale w  realizacji  eksperymentow
zmierzajqcych do okreslenia stezen poszczegolnych
nieenzymatycznych — antyoksydantow u  badanych
genotypow podczas ich wzrostu w warunkach
kontrolnych oraz stresu niedoboru wody. Ponadto
przeanalizowatem i zinterpretowatem — wszystkie
uzyskane w tej pracy wyniki, przygotowatem caty tekst
manuskryptu oraz wszystkie ryciny, jak réwniez
redagowatem manuskrypt po recenzjach.

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego: 22,945

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW publikacii  wchodzacych w  sklad osiagniecia
naukowego: 220
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c) Oméwienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikéw wraz z opisem
ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

Brasinosteroidy (BR) sa sterolowymi hormonami ros§linnymi, zidentyfikowanymi po raz
pierwszy pod koniec lat 70-tych XX wieku. Hormony te wykazuja wysoka aktywnos¢
biologiczng w stymulacji wzrostu i rozwoju roslin. Analizy genetyczne i fizjologiczne z
wykorzystaniem mutantow wykazaty, ze BR reguluja szeroki zakres procesow
morfogenetycznych oraz fizjologicznych w cyklu rozwojowym roslin, poczawszy o0d
powstawania nasion i ich kietkowania, az po rozwoj organow generatywnych i senescencje.
Procesy biosyntezy i transdukcji sygnatu BR zostaty scharakteryzowane w najwigkszym
stopniu u gatunku modelowego — rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana),
jednoczesnie sg one poznane w znacznie mniejszym zakresie w przypadku gatunkow
uprawnych, w tym zboz.

Badania prowadzone w ostatnich latach wskazaty, ze regulacja tak réznych proceséw
fizjologicznych jest mozliwa poprzez skomplikowang sie¢ interakcji komponentow szlaku
transdukcji sygnatu BR z czynnikami biorgcymi udzial w sygnalizacji innych fitohormonow.
Takie podloze molekularne stanowi podstawe sieci interakcji i wzajemnych zaleznosci
roznych fitohormonéw i1 umozliwia skoordynowana regulacje proceséw fizjologicznych.
Analizy fenotypowe mutantéw zidentyfikowanych u gatunkéw jedno- i dwuli$ciennych
wykazaty, ze zaburzenia metabolizmu BR prowadza do réznorodnych zmian morfologii i
anatomii, w tym obnizonego wzrostu (kartowosci i potkartowosci) oraz zmian pokroju roslin.
W przypadku zbdéz wykorzystanie w uprawach potkarlowych odmian o zmniejszonej
tendencji do wylegania w niekorzystnych warunkach atmosferycznych umozliwito
stosowanie wyzszych dawek nawozow, a tym samym zwickszenie plonow. Ta strategia
hodowli stosowana w drugiej potowie XX w. umozliwita sukces tzw. ‘Zielonej rewolucji’.
Badania prowadzone w ostatnich latach wskazuja, ze BR petnig rdwniez role regulujaca
reakcje fizjologiczne roslin na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe, W tym stres suszy,
jednak molekularne podtoze tych zjawisk pozostaje niewyjasnione, szczegdlnie w przypadku
gatunké6w uprawnych.

Kluczowymi narzedziami umozliwiajagcymi analiz¢ funkcjonalng genow oraz okreslenie
roli BR 1 innych fitohormonéw w regulacji réznorodnych proceséw fizjologicznych sg
kolekcje mutantow. Badania prowadzone od wielu lat w Katedrze Genetyki WBiOS US
wykorzystuja mutagenez¢ jako zrodto zmiennosci genetycznej jeczmienia (Hordeum
vulgare). Ta strategia umozliwila powstanie szerokiej kolekcji mutantéw, a w ostatnich latach
rowniez populacji TILLING (ang. Targeting Induced Local Lesions IN Genomes), ktora
wykorzystywana byta w przedstawianych badaniach prowadzonych m. in. metodg tzw.
‘odwrotnej genetyki’ (ang. reverse genetics).

Biorgc pod uwage powyzsze przestanki oraz kluczowa role BR w regulacji wielu
proces6w morfogenezy i fizjologii roslin, a zarazem z uwagi na skromne informacje na temat
metabolizmu BR u jednolisciennych, do celow prowadzonych badan stanowigcych
prezentowane osiggniecie naukowe nalezaty:
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1. ldentyfikacja i charakterystyka funkcjonalna genow jeczmienia kodujacych enzymy
biosyntezy BR oraz dodatkowo analiza funkcjonalna genu kodujacego receptor tych
fitohormonow.

Do analiz funkcjonalnych tych genow wykorzystano wspomniang kolekcje mutantow oraz
grupe linii bliskoizogenicznych, ktére poddano roznym analizom fizjologicznym. Analize
funkcjonalng prowadzono réwniez z uzyciem wspomnianej powyzej metody TILLING.

2. Okreslenie reakcji zidentyfikowanych, poltkarlowych mutantéw jeczmienia na stres
niedoboru wody.

Cel prowadzonych badan wynikal ze znaczenia potkartowych form zbdz dla rolnictwa, a
takze odzwierciedlat konieczno$¢ identyfikacji nowych form cechujacych si¢ podwyzszona
tolerancja na niedobor wody w obliczu nadchodzacych zmian klimatycznych.
Interesujagcym wynikiem byto wykazanie, ze potkartowe mutanty BR jeczmienia wykazuja
wyzsza tolerancje na niedobér wody w poréwnaniu z odmianami wyjsciowymi.

3. Okreslenie roli endogennych BR w regulacji homeostazy innych fitohormonéw w
warunkach optymalnego nawodnienia oraz w stresie suszy.

Badania prowadzono z wykorzystaniem zidentyfikowanych mutantéw, a uzyskane wyniki
sg bardzo istotne biorgc pod uwage role interakcji hormonalnych w regulacji fizjologii
roslin.

4. Okreslenie funkcji endogennych BR w regulacji homeostazy nieenzymatycznych
antyoksydantéw w warunkach kontrolnych oraz podczas suszy.

Materialem tych badan byly linie bliskoizogeniczne, cechujace si¢ zaburzeniami w
procesie biosyntezy lub sygnalizacji BR. Uzyskane wyniki wykazaly, ze prawidlowy
przebieg procesOw biosyntezy 1 sygnalizacji BR jest konieczny dla odpowiedniej
akumulacji nieenzymatycznych antyoksydantéw podczas rozwoju roslin w warunkach
kontrolnych oraz stresu niedoboru wody.

Wszystkie powyzsze cele zostaly osiggniete, a wyniki badan pozwolily na wyjasnienie kilku
kluczowych kwestii zwigzanych z metabolizmem oraz rolg endogennych BR w regulacji
homeostazy hormonalnej oraz akumulacji nieenzymatycznych antyoksydantoéw w warunkach
optymalnego nawodnienia oraz w stresie suszy. Szczegdtowy opis prac wchodzacych w sktad
osiggnigcia naukowego przedstawiono ponize;j.

Molekularne mechanizmy percepcji i transdukcji sygnalu brasinosteroidéw oraz
interakcje sygnalosomu BR z komponentami szlakéow transdukcji sygnalow innych
fitohormonow umozliwiajace regulacje réznych procesow fizjologicznych oraz reakcji
na stresy

Regulacja réznych proceséw morfogenetycznych i fizjologicznych w trakcie cyklu
rozwojowego ro$lin jest mozliwa poprzez skomplikowang sie¢ interakcji hormonalnych, w
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tym komponentow szlaku transdukcji sygnalu BR z czynnikami biorgcymi udzial w
sygnalizacji innych fitohormondéw. Do pelnego zrozumienia tych interakcji konieczna jest
mozliwie jak najszersza identyfikacja i charakterystyka komponentow biorgcych udziat w
szlaku transdukcji sygnalu BR. Badania w tym kierunku prowadzone byty w gtownej mierze
na gatunku modelowym A. thaliana i doprowadzity do opracowania wcigz uzupetianego
schematu transdukcji sygnatu BR. W zwigzku z faktem, ze tego typu informacje moga
stanowi¢ podstawe¢ dla badan zmierzajacych do charakterystyki procesu transdukcji sygnatu
BR u gatunkéw uprawnych, w tym zboz, u ktérych jest on znacznie stabiej poznany, pojawia
si¢ konieczno$¢ aktualizowania i systematyzowania nowych informacji pochodzacych z
badan prowadzonych na gatunku modelowym. Temu celowi stuzylo przygotowanie przeze
mnie publikacji przegladowej, opisujacej mechanizmy percepcji i transdukcji sygnalu BR
oraz molekularne interakcje sygnalosomu BR z komponentami uczestniczacymi W
sygnalizacji innych fitohormonéw (Gruszka, 2013; International Journal of Molecular
Sciences, 14: 8740-8774). W tej publikacji, po wstepie przedstawiajagcym ogolng
charakterystyke BR oraz szerokie spektrum procesow, ktore sg przez te hormony regulowane,
zostaly szczegotowo opisane zagadnienia dotyczace struktury transbtonowego receptora BR,
a takze molekularnych mechanizméw prowadzacych do uformowania kompleksu
receptorowego i zainicjowania transdukcji sygnatu. W publikacji przedstawiono rowniez
charakterystyke i funkcje komponentow szlaku transdukcji sygnatu BR, w tym negatywnych
regulatorow tego procesu. Na podstawie przedstawionych informacji przygotowano
oryginalne schematy prezentujace przebieg procesu transdukcji sygnatu BR, poczawszy od
wigzania czasteczki BR przez receptor, az po regulacje ekspresji genow docelowych.
Opracowano roéwniez oryginalny schemat skomplikowanej sieci interakcji czynnikow
transkrypcyjnych, regulujacych zalezng od BR ekspresj¢ genow. Istotng czgscig tej publikacji
jest opis udziatu niektorych komponentéw sygnalizacji BR w szlakach transdukcji sygnatu
innych fitohormondéw oraz W mechanizmach regulacji réznych procesoéw fizjologicznych, w
tym reakcji na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. Tym samym publikacja ta stanowi
bogate 1 wielowymiarowe zrodlo informacji na temat procesow sygnalizacji BR, interakcji
hormonalnych oraz zaangazowania komponentéow sygnalosomu BR w regulacj¢ innych
procesoéw fizjologicznych. Publikacja ta jest jednym z efektow realizacji projektu, ktorego
bylem kierownikiem ‘ldentyfikacja i charakterystyka genow jeczmienia (Hordeum vulgare)
zaangazowanych w procesy syntezy i transdukcji sygnatu brasinosteroidow, jako hormonow
regulujgcych wzrost i rozwdj roslin’ (IP2011-016471), realizowanego w ramach programu
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ‘luventus Plus’.

Opracowanie charakterystyki cech fenotypowych mutantow BR jeczmienia,
umozliwiajacej wydajng identyfikacje nowych form

W poréwnaniu do gatunku modelowego A. thaliana lista zidentyfikowanych i
scharakteryzowanych gendéw jeczmienia, kodujacych enzymy biorgce udzial w biosyntezie
lub szlaku transdukcji sygnalu BR  jest zdecydowanie krotsza.  Pierwszym
scharakteryzowanym mutantem BR jeczmienia byt uzu (allel uzul.a), ktory ze wzgledu na
mutacje¢ w genie HVBRI1 kodujacym receptor BR wykazuje niewrazliwo$¢ na ten hormon.

8
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Jednak prace prowadzone w ostatnich latach przeze mnie indywidualnie oraz we wspotpracy
umozliwily identyfikacje i1 analiz¢ funkcjonalng czterech kolejnych gendéw jgczmienia
(HvBRD, HvCPD, HvDIM i HvDWARF) oraz potwierdzenie ich funkcji poprzez
wielokierunkowg charakterystyke ponad 20 potkartowych mutantow. Skutecznosc tej strategii
wynika z opracowania charakterystyki cech fenotypowych mutantow BR jeczmienia,
umozliwiajacej wydajng identyfikacje nowych form. Analizy fenotypowe potaczone z
eksperymentami fizjologicznymi pozwolily na okreslenie kilku tatwo obserwowalnych cech,
ktoére umozliwiajg szybkg i ukierunkowang selekcje mutantéw BR jeczmienia. Analizy
fenotypowe przeprowadzono z zastosowaniem szerokiej kolekcji linii bliskoizogenicznych
(ang. Near Isogenic Lines, NILs), ktore powstaty poprzez wielokrotne krzyzowania wsteczne
mutantow potkartowych z odmiang ‘Bowman’. Rezultatem takiej procedury bylo
wyprowadzenie linii zawierajacych ograniczony rejon introgresji (pochodzacy z genomu
mutanta i specyficzny dla poszczegélnej linii) we wspdlnym dla wszystkich linii tle
genetycznym odmiany ‘Bowman’. Jednolite tlo genetyczne tych linii jest wielkg zaletg tej
kolekcji i utatwia prowadzenie porownawczych analiz fenotypowych. Wytypowane cechy
charakterystyczne mutantéw BR jgczmienia obejmujg: potkartowy, erektoidalny pokroj
ro$lin, obnizong elongacje gornych migdzywezli, obnizony kat pomiedzy blaszka liSciowa a
zdzbtem, falisto$¢ brzegow blaszek lisciowych u nasady (ten sam efekt fenotypowy moze
zostaé osiggniety po potraktowaniu formy wyjsciowej ‘Bowman’ roztworem propikonazolu,
ktory jest inhibitorem biosyntezy BR), zbite ktosy (szczegolnie u podstawy) oraz krotkie osci.
Nalezy doda¢, ze powyzszy zestaw cech fenotypowych moze by¢ obserwowany u mutantow
BR reprezentujacych rozne tlta genetyczne. Wykorzystanie tego zestawu cech umozliwito
wydajng analize fenotypowa ponad 160 podtkartowych linii bliskoizogenicznych, z ktorych 16
wykazywato wymienione cechy fenotypowe, charakterystyczne dla zaburzen metabolizmu
BR. Analizy fizjologiczne 1 genetyczne potwierdzity, ze fenotyp mutantéw
wyselekcjonowanych na podstawie powyzszych kryteriow spowodowany jest zaburzeniami
biosyntezy lub sygnalizacji BR (Dockter, Gruszka i in., 2014; Plant Physiology, 166: 1912—
1927).

Identyfikacja i charakterystyka gendow bioracych udzial w biosyntezie i
sygnalizacji BR (HYDWARF, HvBRD, HvCPD, HvDIM oraz HvBRI1) oraz ich analiza
funkcjonalna z wykorzystaniem genetyki molekularnej oraz strategii TILLING

Wyselekcjonowane linie bliskoizogeniczne stanowily materiat analiz genetycznych i
fizjologicznych z zastosowaniem testu etiolacji oraz testu rozwijania blaszek lisciowych, co
pozwolito na podzielenie tej grupy na dwie kategorie: mutantow wrazliwych i niewrazliwych
na egzogenne BR. Rownolegle prowadzone analizy z uzyciem narzedzi bioinformatycznych
pozwolily na wytypowanie 9 gendw jeczmienia (o nieustalonej wczesniej funkcji), jako
kodujacych enzymy zaangazowane w biosynteze BR. Dokonano predykcji lokalizacji tych
genéw w obrebie genomu jeczmienia z zastosowaniem narzedzia GenomeZipper oraz w
odniesieniu do mapy fizycznej genomu jeczmienia. Na podstawie informacji 0 genomowej
lokalizacji rejondéw introgresji w poszczegdlnych liniach bliskoizogenicznych mozliwe bylo
przypisanie wyselekcjonowanych linii NIL, zawierajagcych zmapowane rejony introgresji, do
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fragmentéw chromosomow, w ktérych zlokalizowane sg badane geny. Ta strategia pozwolita
na identyfikacj¢ pelnych sekwencji trzech genow: Brassinosteroid-6-oxidase (HvVBRD),
Constitutive Photomorphogenic Dwarf (HvCPD) oraz Diminuto (HvDIM), okreslenie ich
pozycji w genomie, a takze ich analize¢ funkcjonalng z zastosowaniem wytypowanych linii
bliskoizogenicznych. Zidentyfikowano tacznie 12 réznych alleli tych gendw, a analiza profilu
akumulacji endogennych BR u zidentyfikowanych mutantow pozwolita na potwierdzenie, ze
ich fenotyp spowodowanych jest zaburzeniami w procesie biosyntezy BR. Wytypowane linie
bliskoizogeniczne, niewrazliwe na egzogenne BR postuzyly jako material do analizy
funkcjonalnej genu Brassinosteroid-insensitivel (HvVBRI1), kodujgcego receptor BR.
Zastosowanie powyzszej strategii umozliwito identyfikacj¢ czterech nowych alleli tego genu,
a analizy akumulacji endogennych BR potwierdzity, ze fenotyp zidentyfikowanych mutantéw
jest spowodowanych zaburzeniami w percepcji BR. Linie bliskoizogeniczne zawierajace
zidentyfikowane, nowe allele badanych genéw oraz allel uzul.a (bedacy zrodiem
potkarfowosci w hodowli jeczmienia; uzu to historyczna nazwa genu HvBRI1) zostaty
poddane analizie fenotypowej w eksperymencie, ktoérego celem bylo okreslenie reakcji tych
linii na podwyzszong temperature otoczenia (26°C) wzgledem warunkow kontrolnych (14°C).
Eksperyment ten mial na celu okreSlenie potencjalnego wykorzystania tych poétkartowych
mutantow w programach hodowlanych w obliczu nadchodzacych zmian klimatycznych.
Analizy wykazaty, ze w podwyzszonej temperaturze wzrost roslin mutanta uzul.a jest silnie
redukowany w poréwnaniu do innych mutantow BR. Z uwagi na fakt, ze ta zalezno$¢
fenotypu od temperatury jest specyficzna tylko dla allelu uzul.a, nowo zidentyfikowane
mutanty moga stanowi¢ alternatywe dla uzu w programach hodowlanych w przysztosci,
szczegolnie uwzgledniajac nadchodzace globalne zmiany klimatyczne (Dockter, Gruszka i
in., 2014; Plant Physiology, 166: 1912-1927).

Badania nad analizg funkcjonalng genow jgczmienia kodujacych enzymy zaangazowane
w biosyntezg i1 percepcj¢ BR byly prowadzone réwniez z zastosowaniem strategii tzw.
‘odwrotnej genetyki’ - TILLING. W tym celu wykorzystano wyprowadzong w Katedrze
Genetyki WBiOS US populacje HorTILLUS, uzyskana po traktowaniu mutagenicznym
ziaren jeczmienia odmiany ‘Sebastian’ azydkiem sodu oraz N-metylo-N-nitrozomocznikiem.
Analiza funkcjonalna dotyczyla dwoch genow, z ktérych pierwszy (HVDWARF) koduje
enzym katalizujacy biosynteze BR, natomiast drugi (HVBRI1) koduje receptor BR. Analizg
funkcjonalng genu HYDWARF rozpoczeto od identyfikacji jego pelnej sekwencji i struktury,
co umozliwito odpowiednie zaprojektowanie starterow PCR do analiz TILLING. W wyniku
analiz zidentyfikowano tacznie 11 nowych alleli tego genu, z czego 5 mialo charakter mutacji
zmiany sensu, a 6 niosto mutacje zlokalizowane w intronach tego genu. Wielokierunkowe
analizy fenotypowe ro$lin homozygotycznych wzgledem zidentyfikowanych mutacji
wykazaty, ze dwa sposrdd zidentyfikowanych alleli wywotuja obnizong wysokos$¢ roslin,
spowodowang zaburzeniami w biosyntezie BR. Pierwszy ze zidentyfikowanych alleli (brd1-
c), ktorych nazwy (ang. brassinosteroid deficientl) odpowiadajg akronimom mutantow
homologicznych genéw ryzu siewnego (Oryza sativa) i kukurydzy zwyczajnej (Zea mays),
zawiera substytucje G3050T w obrebie eksonu pigtego, wywolujaca zmiang wysoce
konserwowanej argininy-347 na izoleucyn¢. Drugi ze zidentyfikowanych alleli (brd1-d),
zawiera substytucje C3365T w obrebie traktu polipirymidynowego szdstego intronu.
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Wykazano z uzyciem metod biologii molekularnej, ze ta mutacja powoduje zaburzenie
splicingu kodowanego transkryptu, co skutkuje obecnoscig w dojrzatym transkrypcie intronu
szbstego, a tym samym zmiang ramki odczytu i wystapieniem przedwczesnego kodonu stop.
Analizy przeprowadzone z zastosowaniem narzedzi bioinformatycznych wskazaly, ze oba
zidentyfikowane allele koduja polipeptydy o zmienionej aranzacji drugorzedowych domen
strukturalnych (szczegolnie znaczace zmiany odnotowano W przypadku wersji polipeptydu
kodowanej przez allel brdl-d). Odzwierciedleniem roznic w przewidywanej strukturze
polipeptydéw kodowanych przez allele brdl-c i brdl-d jest roznica w zakresie redukcji
wysokosci roslin mutantdéw — fenotyp homozygotycznych roslin mutanta brdl-c jest
potkartowy, podczas gdy homozygotyczne rosliny mutanta brd1-d wykazuja bardzo znaczaca
redukcje wzrostu i fenotyp kartowy. Analizy genetyczne, fizjologiczne oraz pomiar
akumulacji endogennych BR potwierdzity, ze fenotypy =zidentyfikowanych mutantow
spowodowane s3 zaburzeniami w biosyntezie BR. Uzyskane wyniki i analizy poréwnawcze z
innymi mutantami biosyntezy BR dostarczyly nowych, bardzo istotnych informacji na temat
mechanizméw regulacji tego procesu u jeczmienia (Gruszka i in., 2016a; International
Journal of Molecular Sciences, 17: 600).

W przypadku drugiego z analizowanych metodg TILLING genéw, HVBRI1, materiat
badan stanowita populacja roslin M2 wyprowadzona po traktowaniu mutagenicznym z
uzyciem N-metylo-N-nitrozomocznika ziaren linii podwojonego haploida ‘H930-36°. Analizie
poddano dwa fragmenty genu o tacznej dtugosci 1356 pz. W wyniku analiz zidentyfikowano
nowy allel tego genu (uzul.c), zawierajacy substytucj¢ G2171A, ktora powoduje zamiang
argininy-710 na lizyng. Pozycja zamienionego aminokwasu znajduje si¢ w bliskim
sgsiedztwie domeny transbtonowej. Po wyprowadzeniu formy homozygotycznej tego mutanta
przeprowadzono szereg analiz  fenotypowych, genetycznych i fizjologicznych.
Zidentyfikowana mutacja wywotuje potkartowy i erektoidalny fenotyp, obserwowano
réwniez falisto§¢ brzegow blaszek liSciowych u nasady. Diugosci klosa 1 o$ci mutanta sa
mniejsze niz u formy wyjsciowej (ktos zbity), jednak liczba ziaren w klosie i ptodnos¢ roslin
nie ulegly obnizeniu. Tak wigc fenotyp zidentyfikowanego mutanta odpowiadat cechom
charakterystycznym mutantow BR jeczmienia opisanym powyzej. Analizy genetyczne
wykazaty, ze zidentyfikowany mutant jest alleliczny wzgledem innych mutantow genu
HvBRI1 (uzul.a i wuzul.b). Potwierdzeniem tych wynikow bylo stwierdzenie, ze
zidentyfikowany mutant nie wykazuje zwigkszonej elongacji siewki podczas wzrostu w
ciemnosci (cecha charakterystyczna mutantéw BR). Cechg nowego mutanta, stwierdzong po
przeprowadzeniu testow fizjologicznych, jest obnizona wrazliwo$¢ na egzogennie aplikowany
BR, wczeséniej zidentyfikowane mutanty alleliczne uzul.a i uzul.b wykazywaty catkowitg
niewrazliwos¢ na BR (Dockter, Gruszka i in., 2014; Plant Physiology, 166: 1912-1927).
Tym samym przeprowadzone badania umozliwity znaczace wzbogacenie wiedzy na temat
analizy funkcjonalnej receptora BR u jeczmienia oraz potwierdzily uzytecznos¢ opracowane;j
metody wizualnego identyfikowania mutantow BR jeczmienia.

Opisane powyzej eksperymenty prowadzone byly we wspdlpracy miedzynarodowe] z
kilkoma instytucjami naukowymi, szczegolnie z Carlsberg Laboratory w Kopenhadze.
Uzyskane wyniki sg efektem m. in. realizacji projektu badawczego, prowadzonego pod moim
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kierownictwem, a finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(IP2011-016471, program ‘luventus Plus’).

Badania nad wplywem endogennych BR na tolerancje¢ roslin jeczmienia na stres
niedoboru wody z wykorzystaniem polkarlowych mutantow

Zmiany klimatyczne w przysztosci mogg wigzaé si¢ z niedoborem opaddéw w czasie
wegetacji zboz oraz wystepowaniem innych niekorzystnych warunkéw atmosferycznych.
Biorgc pod uwage znaczenie pdtkartowosci zbdz dla rolnictwa rozpoczatem badania nad
charakterystyka reakcji fizjologicznych potkarfowych mutantéw BR jeczmienia na stres
niedoboru wody. Materialem ro§linnym w pierwszym z przeprowadzonych badan byty
zidentyfikowane przeze mnie pétkartowe mutanty odmiany ‘Delisa’, pochodzace z kolekcji
Katedry Genetyki WBiOS US. Dwa alleliczne mutanty 522DK i 527DK cechuja sie
jednonukleotydowymi substytucjami w réznych fragmentach genu HYDWARF kodujacego
enzym biosyntezy BR. Mutacje powoduja zamiany aminokwaséw zlokalizowanych w wysoce
konserwowanych domenach kodowanego polipeptydu. Wptyw zidentyfikowanych mutacji na
fenotyp mutantow zostatl potwierdzony poprzez zastosowanie testow fizjologicznych oraz
pomiar akumulacji endogennych BR (Gruszka i in., 2016a; International Journal of
Molecular Sciences, 17: 600). Badane mutanty poddano wielokierunkowym analizom
fizjologicznym w celu okreslenia roli endogennych BR w regulacji sprawnos$ci fotosystemu
II, akumulacji barwnikéw fotosyntetycznych, przebiegu procesu fotosyntezy i wymiany
gazowej oraz asymilacji COz. U badanych genotypéw okre§lono rowniez aktywnosé
karboksylazy-oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBisCO) oraz profil akumulacji
cukrow. Uzyskane wyniki pozwolily na wielowymiarowa charakterystyke fizjologiczna
badanych mutantow. W warunkach kontrolnych mutanty wykazuja obnizong (8-26%)
zawartos¢ chlorofilu a i b w poréwnaniu do odmiany wyjsciowej oraz obnizong o 22-32%
aktywnos¢ RuBisCO, jednak w warunkach suszy nie odnotowano znaczacych roéznic migdzy
badanymi genotypami. Mutanty wykazaly podobne do odmiany ‘Delisa’ zawartosci
karotenoidow zaréowno w warunkach kontrolnych, jak i podczas suszy. Analizy wykazaty
ponadto wplyw endogennych BR na profil akumulacji cukrow. W warunkach kontrolnych
mutanty wykazuja zwickszone (o ponad 30%) w poréwnaniu do odmiany ‘Delisa’ stezenia
glukozy i fruktozy, a obnizone (o ponad 20%) stezenia sacharozy. Wykazano, ze stres suszy
powoduje zwigkszenie akumulacji monosacharydéw, a jednocze$nie znaczne obnizenie
stezenia sacharozy u wszystkich badanych genotypéw. Przeprowadzone badania pozwolity
wiec wykaza¢ wplyw endogennych BR na profil akumulacji cukréw oraz okresli¢ zmiany w
tym profilu wywotane stresem suszy. Z punktu widzenia znaczenia potkartowosci dla hodowli
zb6z, bardzo istotnym rezultatem prowadzonych badan bylo wykazanie, ze podtkartowe
mutanty jeczmienia wykazuja wigksza tolerancje na niedobdr wody niz odmiana ‘Delisa’.
Stres suszy spowodowat znaczne obnizenie wzrostu roslin odmiany ‘Delisa’, jednocze$nie nie
powodujac znaczacych zmian we wzro$cie potkartowych mutantow. Ten efekt widoczny byt
zarowno bezposrednio po przeprowadzeniu stresu suszy, jak i po fazie rehydratacji (Janeczko
I in., 2016; Plant Physiology and Biochemistry, 99: 126-141). Tak wigc przeprowadzone
badania dostarczytly wielu cennych informacji na temat fizjologicznej reakcji mutantow BR
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jeczmienia na stres niedoboru wody, ale rowniez wykazaty, ze te mutanty charakteryzuja si¢
wigkszg tolerancja na stres suszy niz odmiana wyj$ciowa ‘Delisa’, co stanowi istotne
potwierdzenie, ze potkarfowe mutanty jeczmienia moga stanowi¢ alternatywe w przyszitych
programach hodowlanych rowniez ze wzglgdu na nadchodzace zmiany klimatyczne.

Istotnos¢ tych wynikéw sklonita mnie do przeprowadzenia kolejnych eksperymentow
majacych na celu sprawdzenie, czy obserwowana zwigkszona tolerancja potkartowych
mutantéw BR jgczmienia na stres niedoboru wody jest niezalezna od tla genetycznego
badanych form. Materiatem ro$linnym w kolejnym eksperymencie byly scharakteryzowane,
potkartowe linie bliskoizogeniczne BW084, BW091 i BW333, ktére cechuja si¢ zaburzeniami
w procesie biosyntezy BR, dwie polkartowe linie — BW312 i BW88S5, ktore wykazuja
zaburzenia w procesie szlaku transdukcji sygnatu BR oraz odmiana referencyjna ‘Bowman’.
Linia BW084 (brh13.p) cechuje si¢ mutacjg zmiany sensu w genie HVCPD, linia BW091
(brh3.g) charakteryzuje si¢ mutacjg nonsensowng w genie HVBRD, a linia BW333 (ert-
zd.159) niesie mutacj¢ zmiany sensu w genie HvDIM, natomiast linie BW312 (ert-ii.79) i
BW885 (uzul.a) cechuja si¢ mutacjami zmiany sensu w réznych domenach receptora
HvBRI1. Po 28-dniowym okresie wzrostu w warunkach optymalnego nawodnienia ro$liny
wszystkich badanych genotypow podzielono na dwie grupy, pierwsza grupa roslin wzrastata
do konca eksperymentu w warunkach optymalnych (kontrola), podczas gdy druga grupa
wzrastala w warunkach 15-dniowego narastajgcego deficytu wody. Wykonane obserwacje
oraz analizy fizjologiczne wskazaly jednoznacznie, ze rosliny badanych poétkartowych linii
bliskoizogenicznych wykazuja opdzniony wzgledem ro$lin odmiany ‘Bowman’ moment
wiedniecia. Symptomy wiednigcia byly obserwowane najpierw u roslin odmiany ‘Bowman’,
natomiast rosliny mutantow BR wykazywaty glownie zwijanie blaszek lisciowych wzdhuz osi
podtuznej. W warunkach kontrolnych wskaznik fotosyntezy netto (Pn) nie wykazywat
znaczacych réznic migdzy analizowanymi genotypami. Stres suszy spowodowatl obnizenie
warto$ci tego wskaznika u wszystkich badanych genotypow, jednak co istotne wzgledne
obnizenie wartos$ci tego wskaznika w stosunku do wartos$ci kontrolnej bylo najbardziej
znaczace (41,2%) u ro$lin odmiany ‘Bowman’. W warunkach kontrolnych warto$ci
transpiracji (E) oraz przewodnictwa szparkowego (gs) byly bardzo zblizone u wszystkich
analizowanych genotypow. Stres suszy spowodowal obnizenie transpiracji i przewodnictwa
szparkowego u wszystkich genotypow, jednak podczas tego stresu rosliny mutantow BR
utrzymywaly wartosci tych wskaznikow na poziomie podobnym lub wyzszym w poréwnaniu
do roslin odmiany ‘Bowman’ (Gruszka i in., 2016b; Frontiers in Plant Science, 7: 1824).

Tym samym przeprowadzone analizy pozwolity na charakterystyke reakcji
fizjologicznej mutantow BR na stres niedoboru wody, ale rowniez potwierdzity, ze
obserwowana zwigkszona tolerancja potkartowych mutantow BR jeczmienia na stres suszy
jest niezalezna od tla genetycznego badanych form. Te wyniki wskazuja na mozliwos¢
potencjalnego wykorzystania potkartlowych mutantow BR jeczmienia w przyszitych
programach hodowlanych, szczegdlnie w obliczu nadchodzacych globalnych zmian
klimatycznych. Opisane powyzej badania prowadzone byly we wspoétpracy z krajowymi i
zagranicznymi instytucjami naukowymi, szczeg6lnie z Instytutem Fizjologii Roslin Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie oraz Palacky University w Otomuncu (Czechy). Badania
prowadzone byty w ramach projektu finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
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Wsi  (decyzja: HOR hn-801-11/14), ktory jest obecnie realizowany pod moim
Kierownictwem.

Rola endogennych BR w regulacji homeostazy innych fitohormonow w
warunkach optymalnego nawodnienia oraz niedoboru wody

Z uwagi na fakt, ze regulowanie przez BR szerokiego zakresu procesow
fizjologicznych jest mozliwe poprzez skomplikowang sie¢ interakcji z innymi fitohormonami,
kolejnym celem badan byto okreslenie zmian w profilu akumulacji endogennych BR podczas
reakcji roslin jeczmienia na stres suszy, a takze opisanie roli endogennych BR w regulacji
homeostazy innych fitohormonow w warunkach kontrolnych oraz podczas stresu suszy.
Material ro§linny prowadzonych eksperymentow stanowily przedstawione powyzej,
scharakteryzowane linie bliskoizogeniczne. Schemat doswiadczenia i warunki stresu suszy
zostaly opisane powyzej. Pomiary stezen endogennych fitohormonéw (BR, auksyn, cytokinin,
giberelin, kwasu abscysynowego, kwasu jasmonowego oraz kwasu salicylowego) wykonano
metoda ultrasprawnej chromatografii cieczowej, sprz¢zonej ze spektrometria masowa
(UHPLC-MS/MS).

Analiza akumulacji endogennych BR wykazata, ze w reakcji na susz¢ stezenie
kastasteronu (najbardziej aktywnej biologicznie formy BR u jednolisciennych) ulegto
zwigkszeniu u wszystkich analizowanych genotypéw, jednak efekt ten byl najbardziej
znaczacy w przypadku linii niewrazliwych na BR. Ten wynik wskazuje, ze kastasteron peini
rolg w regulacji odpowiedzi fizjologicznej ro$lin jeczmienia na stres niedoboru wody. Analizy
wykazaty akumulacje relatywnie niewysokich stezen innej formy BR, 24-epibrasinolidu. W
warunkach kontrolnych ten zwigzek ulegal akumulacji specyficznie u jednego z
analizowanych genotypow — linii BW88S, niewrazliwej na BR. Stres niedoboru wody
spowodowat akumulacje 24-epibrasinolidu u wszystkich analizowanych genotypow. Wynik
ten sugeruje, ze 24-epibrasinolid jest kolejnym, obok kastasteronu, przedstawicielem BR,
ktorego akumulacja jest indukowana stresem suszy, przy czym poziom akumulacji 24-
epibrasinolidu w warunkach tego stresu byl porownywalny u wszystkich analizowanych
genotypow. Okreslono rowniez profil zawartosci homokastasteronu, ktory ulegat akumulacji
w znacznych st¢zeniach u wszystkich analizowanych genotypow zaréwno w warunkach
kontrolnych, jak 1 w stresie suszy. Zaobserwowano ciekawg zalezno$¢ po poréwnaniu profili
akumulacji homokastasteronu pomiedzy analizowanymi genotypami: W warunkach
kontrolnych znaczaco wyzsze w stosunku do odmiany ‘Bowman’ st¢zenia homokastasteronu
odnotowano w liniach bliskoizogenicznych cechujacych si¢ zaburzeniami w biosyntezie
kastasteronu. Najnizszg koncentracj¢ homokastasteronu odnotowano u ro$lin linii BW312
cechujgcej si¢ niewrazliwoscia na BR, u ktorej wykazano najwyzsza koncentracje
kastasteronu. Tym samym wykazano, ze w warunkach kontrolnych akumulacja
homokastasteronu jest odwrotnie skorelowana z akumulacja kastasteronu. Co ciekawe, stres
suszy nie spowodowal zwigkszenia akumulacji homokastasteronu w analizowanych
genotypach. Tym samym, przeprowadzone analizy pozwolity na okre$lenie szczegdtowego
profilu akumulacji BR u jeczmienia zar6wno w warunkach kontrolnych, jak i podczas suszy.
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Analizie poddano réwniez profil akumulacji réznych form giberelin. Badanie
biologicznie aktywnej formy giberelin, GA7, wykazato, ze w warunkach kontrolnych linie
bliskoizogeniczne z mutacjami w genach biosyntezy i sygnalizacji BR zawieraly znaczaco
obnizone koncentracje tego zwigzku (ok. 14% - 46% warto$ci odnotowanej u odmiany
‘Bowman’). Zatem prezentowane badania wykazaly, ze poziom akumulacji GA7 jest u
jeczmienia zalezny od metabolizmu BR. Stres niedoboru wody spowodowat znaczacy wzrost
w akumulacji endogennej GA7 u wszystkich analizowanych genotypow, jednak u linii z
mutacjami w genach metabolizmu BR ten efekt byt jeszcze bardziej znaczacy (ok. 370% -
1050% warto$ci kontrolnych), niz u odmiany ‘Bowman’ (ok. 180% wartosci kontrolnej). W
rezultacie, w warunkach stresu suszy koncentracje endogennej GA7 byly poréwnywalne u
wszystkich analizowanych genotypow. Te wyniki wskazuja, Ze u jeczmienia giberelina GA7
jest gltowng aktywna biologicznie formg giberelin, ktérej akumulacja jest znaczaco
indukowana przez stres suszy.

W warunkach kontrolnych akumulacja kwasu abscysynowego (ABA) w liniach
bliskoizogenicznych osiggata podobne wartosci do odnotowanej u odmiany ‘Bowman’.
Zgodnie z oczekiwaniami, stres niedoboru wody spowodowal bardzo znaczacy wzrost
akumulacji ABA u wszystkich analizowanych genotypow. Akumulacja ABA wzrosta co
najmniej siedmiokrotnie, jednak miedzy genotypami nie obserwowano zadnej tendencji,
réowniez po okresleniu dla kazdego z genotypoéw wzglednego wzrostu akumulacji ABA
wzgledem wartosci kontrolnej. Wyniki te wskazuja, ze zaburzenia w biosyntezie lub
sygnalizacji BR nie wplywaja na homeostazg¢ ABA w warunkach kontrolnych, jak rowniez
nie zmniejszaja zdolnosci mutantow BR do reakcji na stres niedoboru wody, objawiajacej si¢
znaczacym wzrostem akumulacji ABA.

Po okresleniu profilu akumulacji kwasu salicylowego (SA) stwierdzono, ze w
warunkach kontrolnych wigkszo§¢ z analizowanych linii bliskoizogenicznych zawiera
podobne do odmiany ‘Bowman’ st¢zenia tego hormonu. Stres niedoboru wody spowodowat
bardzo znaczacy wzrost stezenia SA u wszystkich badanych genotypéw (ok. 190% - 500%
warto$ci kontrolnych), jednak nie obserwowano zadnej tendencji pomig¢dzy genotypami.
Wyniki te wskazuja, ze zmiany w homeostazie SA sg fizjologiczng reakcjg roslin jeczmienia
na stres niedoboru wody.

Wykazano, ze w warunkach kontrolnych wszystkie linie bliskoizogeniczne zawieraja
znaczgco obnizone stezenia kwasu jasmonowego (JA) w porownaniu do odmiany ‘Bowman’.
Te wyniki wskazuja, Ze u jeczmienia homeostaza JA jest zalezna od biosyntezy i sygnalizacji
BR. Stres niedoboru wody spowodowat bardzo znaczacy wzrost akumulacji JA u wszystkich
analizowanych genotypow. Mimo, ze w warunkach kontrolnych wszystkie mutanty zawieraty
znaczaco obnizone stezenia JA w pordwnaniu do odmiany ‘Bowman’, w warunkach stresu
poziom akumulacji JA u mutantow byt poréwnywalny lub wyzszy. Te wyniki pozwolity na
stwierdzenie, ze mutanty biosyntezy i1 sygnalizacji BR zachowuja zdolno$¢ znaczacego
zwigkszania akumulacji endogennego JA w reakcji na stres suszy (Gruszka i in., 2016b;
Frontiers in Plant Science, 7: 1824).

Przeprowadzone analizy pozwolily na okreslenie profilu akumulacji endogennych BR u
badanych genotypow jeczmienia w warunkach kontrolnych oraz w stresie suszy. Ponadto
uzyskane wyniki umozliwily szczegoétowa charakterystyke profilu akumulacji réznych
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fitohormonéw u badanych genotypow. Badania te wykazaty roéwniez role endogennych BR w
regulacji homeostazy innych fitohormonéw w warunkach optymalnego nawodnienia oraz
podczas suszy. Eksperymenty te prowadzone byly we wspolpracy krajowej i
mi¢dzynarodowej w ramach grantu finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
Wsi  (decyzja: HOR hn-801-11/14), ktory jest obecnie realizowany pod moim
Kierownictwem.

Rola endogennych BR w regulacji homeostazy nieenzymatycznych
antyoksydantow w warunkach kontrolnych i w stresie niedoboru wody

Kolejnym celem prowadzonych przeze mnie badan byto okreslenie roli endogennych
BR w regulacji procesu akumulacji nieenzymatycznych antyoksydantow u jeczmienia w
warunkach optymalnych oraz podczas stresu suszy. Material tych badan stanowity
przedstawione powyzej, scharakteryzowane linie bliskoizogeniczne, cechujace si¢
zaburzeniami w procesie biosyntezy lub sygnalizacji BR oraz odmiana ‘Bowman’. W tych
badaniach okreslono profile akumulacji zredukowanej (AsA) i utlenionej (DHA) formy
askorbinianu, zredukowanej (GSH) i utlenionej (GSSG) formy glutationu, roéznych
przedstawicieli antyoksydantow z grup tokoferoli i tokotrienoli oraz beta-karotenu u
badanych genotypow w obu warunkach wzrostu roslin.

W warunkach kontrolnych najwyzsze st¢zenie AsA odnotowano u odmiany ‘Bowman’.
U badanych linii bliskoizogenicznych stezenia AsA byly w réznym stopniu obnizone
wzgledem warto$ci odnotowanej u odmiany ‘Bowman’. Stres suszy spowodowat zwigkszenie
stezen AsA u wszystkich genotypéw, jednak u odmiany ‘Bowman’ st¢zenie tego
antyoksydantu pozostawalo wyzsze niz u badanych mutantow BR.

Analiza stezen DHA wykazata, ze w warunkach kontrolnych wszystkie analizowane
genotypy zawieraly podobne stezenia tej formy askorbinianu. Stres niedoboru wody
spowodowat zwigkszenie akumulacji DHA u wszystkich badanych genotypdéw, jednak
ciekawg zalezno$¢ odnotowano po porownaniu stezen DHA pomiedzy odmiang ‘Bowman’ a
badanymi mutantami BR. W warunkach stresu suszy najnizsze st¢zenie DHA odnotowano u
odmiany ‘Bowman’, co wigcej u tej odmiany spowodowane susza zwigkszenie akumulacji
DHA wzgledem wartosci kontrolnej byto relatywnie najnizsze. W warunkach suszy stgzenia
DHA byty znaczaco wyzsze u badanych mutantow BR w poréwnaniu do odmiany ‘Bowman’.
Ponadto wykazano kolejng ciekawg zalezno$¢ — w warunkach suszy stosunek akumulacji AsA
wzgledem DHA odnotowany u odmiany ‘Bowman’ byt odwrotny wzgledem obserwowanego
u badanych mutantéw BR.

Okreslenie profilu akumulacji r6znych form glutationu u badanych genotypéw w obu
warunkach wegetacji doprowadzito do kilku istotnych spostrzezen. W warunkach kontrolnych
stezenie GSH osiggato bardzo podobne wartosci U odmiany ‘Bowman’ i bliskoizogenicznych
linii cechujacych si¢ zaburzeniami biosyntezy BR (BW084, BW091 oraz BW333). Jednak
niewrazliwe na BR linie BW312 1 BW885 zawieraly znaczaco obnizone ste¢zenia GSH w
porownaniu z odmiang ‘Bowman’ 1 mutantami biosyntezy BR. Te wyniki wskazuja, Ze
wrazliwos¢ na BR jest konieczna dla prawidtowej akumulacji GSH w optymalnych
warunkach wegetacji. Stres suszy spowodowal zmiane profilu akumulacji GSH, jednak w
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roznym zakresie u badanych genotypow - wywotal znaczacy wzrost zawartosci GSH u
odmiany ‘Bowman’, jednak jedynie niewielkie zmiany w stezeniu GSH u mutantéw
biosyntezy BR. Stres niedoboru wody spowodowal znaczne zwigkszenie akumulacji GSH u
linii niewrazliwych na BR. Po stresie suszy zawarto$ci GSH byty podobne u mutantéw BR,
jednak znaczaco obnizone w poréwnaniu do odmiany ‘Bowman’.

W warunkach kontrolnych catkowite zawartosci glutationu (GSH 1 GSSG) byty bardzo
zblizone u odmiany ‘Bowman’ i mutantow biosyntezy BR, jednak linie niewrazliwe na BR
wykazywaly znacznie nizszg catkowitg akumulacje glutationu. Tym samym uzyskane wyniKi
wskazuja, ze w warunkach kontrolnych prawidtowy przebieg sygnalizacji BR jest konieczny
dla odpowiedniej akumulacji glutationu (szczegolnie GSH). Stres suszy spowodowat
zwigkszenie catkowitej zawarto$ci glutationu u wszystkich badanych genotypéw, jednak
obserwowano rozne profile zmian. Znaczace, stymulowane stresem suszy zwickszenie
catkowitej zawarto$ci glutationu odnotowano u odmiany ‘Bowman’. U mutantéw biosyntezy
BR stymulowane stresem niedoboru wody zwigkszenie catkowitej zawartosci glutationu byto
mniej znaczace. U mutantow niewrazliwych na BR stres suszy spowodowal znaczace
zwigkszenie catkowitych zawarto$ci glutationu. Nalezy podkresli¢, ze w warunkach stresu
suszy calkowita zawarto$¢ glutationu byla znacznie wyzsza u odmiany ‘Bowman’ w
poréwnaniu z badanymi mutantami BR.

W prezentowanych badaniach okre§lono réwniez profil akumulacji réznych tokoferoli.
Wykazano, ze u wszystkich badanych genotypéw a-tokoferol wystepuje w najwyzszych
stezeniach w poroéwnaniu z innymi przedstawicielami tej grupy antyoksydantéw zar6wno w
warunkach kontrolnych, jak i w stresie suszy. Niemniej, w warunkach kontrolnych st¢zenia a-
tokoferolu byly znaczaco nizsze u mutantow BR niz u odmiany ‘Bowman’. Stres suszy
spowodowat znaczne zwickszenie akumulacji a-tokoferolu u wszystkich genotypow, jednak u
mutantow BR stezenia a-tokoferolu pozostaty znacznie obnizone w poréwnaniu do wartosci
odnotowanej u odmiany ‘Bowman’.

W warunkach kontrolnych stezenia y-tokoferolu (podobnie do akumulacji a-tokoferolu)
byly znacznie obnizone u mutantow BR wzgledem warto$ci odnotowanej u odmiany
‘Bowman’. Stres suszy spowodowal znaczne zwickszenie akumulacji y-tokoferolu u
wszystkich genotypow. Nalezy podkresli¢, ze w warunkach suszy st¢zenia y-tokoferolu u
mutantow BR pozostaly znacznie obnizone wzgledem warto$ci odnotowanej u odmiany
‘Bowman’.

Te badania pozwolity na okreslenie pelnego profilu akumulacji wszystkich
przedstawicieli tokoferoli. W warunkach kontrolnych mutanty BR zawieraty znacznie nizsze
catkowite zawartosci tokoferoli w porownaniu do odmiany ‘Bowman’. Stres suszy
spowodowat znaczne zwigkszenie catkowitej zawartosci tokoferoli u wszystkich genotypow,
jednak u analizowanych mutantow BR calkowite zawartosci tokoferoli pozostawaty znacznie
nizsze niz u odmiany ‘Bowman’. Uzyskane wyniki wskazuja, ze endogenne BR oraz
prawidlowy przebieg ich biosyntezy i1 sygnalizacji sg konieczne dla normalnej akumulacji
tokoferoli u jeczmienia, zarbwno w warunkach kontrolnych, jak i podczas suszy (Gruszka i
in., 2017; Physiologia Plantarum, DOI: 10.1111/ppl.12674, w druku). Badania te byty
prowadzone we wspotpracy krajowej 1 migdzynarodowej w ramach grantu finansowanego
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przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi (decyzja: HOR hn-801-11/14), ktory jest
obecnie realizowany pod moim kierownictwem.

Najwazniejsze rezultaty i wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan wchodzacych
w sklad osiagniecia naukowego:

1. Z wykorzystaniem kolekcji poétkartowych mutantdéw jeczmienia zidentyfikowano oraz
scharakteryzowano molekularnie i funkcjonalnie cztery geny (HvDWARF, HvBRD,
HvCPD, HvDIM) kodujace enzymy biorace udzial w biosyntezie BR oraz wykonano
dodatkowa analiz¢ funkcjonalng genu HVBRI1 kodujacego receptor BR.

2. Funkcje zidentyfikowanych genow oraz podtoze fizjologiczne fenotypu tych mutantéw
okreslono poprzez analizg profilu akumulacji endogennych BR oraz poprzez analizy
alleliczno$ci. Badania te doprowadzity do identyfikacji ponad 20 nowych, pétkartowych
mutantow BR jeczmienia, ktdére moga stanowié alternatywe w przysztych programach
hodowlanych.

3. Wykazano, ze zidentyfikowane potkartowe mutanty jeczmienia, charakteryzujace si¢
zaburzeniami biosyntezy lub percepcji BR, wykazuja wyzsza tolerancj¢ na niedobor wody
w porownaniu z odmianami rodzicielskimi.

4. Stwierdzono, ze endogenne BR nalezg do grupy hormonow, ktorych stezenie wzrasta w
reakcji na stres niedoboru wody, co wskazuje, ze reguluja odpowiedz fizjologiczng ro$lin
na ten stres.

5. Wykazano, ze endogenne BR reguluja homeostaze¢ innych fitohormonow (gibereliny GA7 i
kwasu jasmonowego) u jeczmienia W warunkach optymalnego nawodnienia. Stwierdzono
réwniez, ze mutanty biosyntezy i1 sygnalizacji BR zachowuja zdolno$¢ znaczacego
zwigkszania akumulacji GA7 i kwasu jasmonowego w reakcji na stres suszy. Okreslono
rowniez profil zmian w akumulacji innych fitohormonow u potkartowych mutantow BR w
reakcji na stres niedoboru wody, co przyczynito si¢ do lepszego zrozumienia odpowiedzi
fizjologicznej roslin jeczmienia na ten stres.

6. Wykazano, ze endogenne BR oraz prawidlowy przebieg procesow biosyntezy i sygnalizacji
tych  hormonow pelnig istotng role w regulacji homeostazy kluczowych
nieenzymatycznych antyoksydantow zarowno w warunkach optymalnego nawodnienia, jak
i podczas suszy.

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Charakterystyka nowego allelu genu HvBRI1 (Uzu) kodujacego receptor BR oraz
identyfikacja pierwszego genu kodujacego enzym Kkatalizujacy biosynteze BR u
jeczmienia

Moje zainteresowanie rola BR w regulacji fizjologii roslin oraz identyfikacjg genow
zaangazowanych w metabolizm BR u jeczmienia miato swoje poczatki w czasie
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rozpoczynania przeze mnie studiow doktoranckich. Pierwszym zidentyfikowanym i
scharakteryzowanym fizjologicznie mutantem BR jeczmienia byta szeroko wykorzystywana
w rolnictwie w Azji Wschodniej spontaniczna, poétkarlowa forma uzu, ktoérej fenotyp i
niewrazliwo$¢ na BR spowodowane sa mutacja w genie kodujacym receptor HvBRI1. Do
czasu rozpoczecia przeze mnie badan w ramach pracy doktorskiej byt to jedyny znany mutant
BR jeczmienia. Badania prowadzone przeze mnie w ramach pracy doktorskiej zmierzaty do
identyfikacji 1 analizy funkcjonalnej genow jeczmienia, kodujacych enzymy zaangazowane w
metabolizm BR. Wyniki tych badan zostaty przeze mnie opublikowane w formie trzech,
przedstawionych ponizej artykutow naukowych. Materiatem prowadzonych badan byta
kolekcja potkarfowych mutantéw jeczmienia, ktéra powstata w Katedrze Genetyki WBiOS
US w efekcie eksperymentdow z zastosowaniem fizycznych i chemicznych $rodkéw
mutagenicznych. W rezultacie prowadzonych przeze mnie testow fizjologicznych (testu
etiolacji oraz testu rozwijania blaszek lisciowych), z tej kolekcji wyselekcjonowano formy,
ktorych fenotyp spowodowany jest zaburzeniami w biosyntezie lub sygnalizacji BR. Jednym
z niewrazliwych na BR potkartowych mutantow byt 093AR, pochodzacy z odmiany ‘Aramir’.
Przeprowadzone analizy genetyczne wykazaly, ze mutant 093AR jest alleliczny wzgledem
mutanta uzu. Analiza sekwencji genu HvBRI1 u mutanta 093AR pozwolita na identyfikacje
podwadjnej substytucji typu CC>AA w pozycjach 1760-1761 tego genu. Przeprowadzona
analiza translacji in silico z zastosowaniem programu Jellyfish wykazata, ze zidentyfikowane
substytucje powodujg zamiang wysoce konserwowanej treoniny-573 na lizyne (Gruszka i in.,
2006). Treonina-573 jest ostatnim aminokwasem wchodzacym w sktad 70-aminokwasowego
regionu, ktory odpowiedzialny jest za wigzanie przez receptor czasteczek BR. Tym samym
zidentyfikowano nowy allel genu HvBRI1, jako ze u mutanta uzu zamiana histydyny-857 na
argining dotyczy domeny kinazowej receptora. Analizy przeprowadzone z zastosowaniem
narzedzi bioinformatycznych (PSIPRED oraz SOPMA), ktére mialy na celu okreslenie
lokalizacji domen drugorzedowych w strukturze receptora HvBRI1 wykazaty, Zze wysoce
konserwowana treoniny-573 zlokalizowana jest w obrebie krotkiej alfa-helisy, ktora zajmuje
analogiczne pozycje w homologicznych polipeptydach BRI1 pochodzacych z gatunkéw
jedno- (H. vulgare i O. sativa), jak i dwulisciennych (A. thaliana i S. lycopersicum), co
swiadczy o istotnym znaczeniu tej domeny dla konformacji receptora BR (Gruszka i in.,
2011a).

Stosujgc t¢ samg strategie oraz kolekcj¢ mutantow w ramach pracy doktorskiej
zidentyfikowatem rowniez sekwencje transkryptu pierwszego genu, HYDWARF, kodujacego
enzym zaangazowany w biosynteze BR u jeczmienia. Enzym kodowany przez
zidentyfikowang sekwencj¢ nalezy do rodziny biatek cytochromowych P450 i (jak wykazaty
pézniejsze prowadzone przeze mnie badania) Kkatalizuje biosynteze najbardziej aktywnej
biologicznie formy BR wu jednoliSciennych — Kkastasteronu. Analize funkcjonalng
zidentyfikowanej sekwencji przeprowadzono z uzyciem grupy poétkartowych mutantow
wykazujacych wrazliwo$¢ na egzogenne BR w te$cie rozwijania blaszek liSciowych. W
obrebie sekwencji transkryptu HYDWARF zidentyfikowano mutacje zmiany sensu u dwoch
allelicznych, pétkartowych mutantéw 522DK i 527DK z odmiany ‘Delisa’. Zidentyfikowane
mutacje powoduja zamiany aminokwasoéw zlokalizowanych w wysoce konserwowanych
fragmentach sekwencji kodowanego polipeptydu. W przypadku mutanta 522DK
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zidentyfikowana substytucja powoduje zamian¢ waliny-341 na izoleucyne, natomiast
zidentyfikowana u allelicznego mutanta 527DK tranzycja powoduje zamiang glutaminy-442
na argining. Analizy bioinformatyczne, przeprowadzone z zastosowaniem programu
PSIPRED wykazaty, ze oba aminokwasy podlegajace mutacyjnym zamianom zlokalizowane
sa w obrebie drugorzedowych domen strukturalnych, co wigcej zidentyfikowane substytucje
prowadza do zmian w przewidywanej aranzacji drugorzegdowych domen strukturalnych, co
potwierdzito wptyw zidentyfikowanych mutacji na funkcjonowanie kodowanego enzymu, a
tym samym na fenotyp mutantow (Gruszka i in., 2011b).

Identyfikacja i analiza funkcjonalna genéw kodujacych enzymy uczestniczace w
naprawie uszkodzen DNA u jeczmienia oraz utworzenie bazy danych tych genéw
(bEST-DRRD)

W latach 20092014, réwnolegle z przedstawionymi powyzej badaniami dotyczacymi
metabolizmu BR u jeczmienia, ktére stanowig gltoéwne osiagnigcie naukowe, kierowalem
projektami dotyczacymi analizy funkcjonalnej genéw kodujacych enzymy zaangazowane w
naprawe uszkodzen DNA u tego gatunku. Badanie tych zagadnien miato na celu poznanie
mechanizméw indukowania zmienno$ci genetycznej i wykorzystywania mutagenezy do
identyfikacji nowych mutantow jeczmienia. Z uwagi na wysoka ztozono$¢ badanego procesu
realizacje projektoéw rozpoczeto od utworzenia bazy danych sekwencji zwigzanych z
procesami replikacji i naprawy DNA u A. thaliana jako gatunku modelowego. Sekwencje
gené6w kodujacych enzymy zaangazowane w te procesy wykazuja wysoki poziom
konserwowania w obrgbie réznych grup organizmoéw, co pozwolito na wykorzystanie
sekwencji pochodzacych z A. thaliana (podzielonych na kategorie wedlug procesu, ktory
reguluja) jako kwerend do wyszukiwania sekwencji homologicznych, pochodzacych z
genomu j¢czmienia oraz dwoch innych gatunkow jednolisciennych - Oryza sativa i
Brachypodium distachyon. Utworzona przeze mnie w ten sposob baza barley EST DNA
Replication and Repair Database (bEST-DRRD) (URL: http://www.best.us.edu.pl) jest
ogolnodostepnym narzedziem identyfikacji gendw jeczmienia zaangazowanych w proces
naprawy DNA oraz repozytorium danych odnoszacych si¢ do zidentyfikowanych w tych
genach mutacji (Gruszka i in., 2012a).

Przedstawiona powyzej baza danych bEST-DRRD postuzyta jako narzedzie
identyfikacji genéw jeczmienia zaangazowanych w rozne procesy naprawy DNA, w tym
genow HVPARP3 oraz HvKu80. Produkt genu HvPARP3 poprzez interakcje z innymi
czynnikami stanowi element reakcji na obecno$¢ w genomie podwdjnoniciowych peknieé
DNA (ang. Double-strand breaks, DSB). Zidentyfikowana sekwencja tego genu zostata
poddana analizie funkcjonalnej z uzyciem metody TILLING 1 populacji roslin Mz
HorTILLUS, ktéra wyprowadzono w Katedrze Genetyki WBiOS US. Zidentyfikowane
homozygotyczne mutanty oraz odmiana rodzicielska ‘Sebastian’ byly charakteryzowane m.
in. poprzez okreslenie liczby DSB 1 obecnosci ich znacznika, jakim jest zmodyfikowana,
fosforylowana wersja histonu H2AX (yH2AX) w materiale kontrolnym oraz po zastosowaniu
bleomycyny, jako czynnika wywolujacego DSB. Przeprowadzone analizy pozwolity na
wykazanie funkcji genu HVPARP3 w regulacji procesu naprawy DNA u jeczmienia.
Stwierdzono réwniez, ze zidentyfikowane mutanty cechuja si¢ zmieniong dtugoscia
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telomerow, co wskazuje, ze u jeczmienia produkt genu HYPARP3 moze petni¢ podwdjng role
- w naprawie DSB oraz regulacji dlugosci telomeréw (Stolarek i in., 2015a).

Podobng strategie zastosowano do identyfikacji sekwencji genu HvVKu80 kodujacego
inny z czynnikow biorgcych udziat w procesie naprawy DSB. Podobnie jak w przypadku
genu HVPARP3, analize funkcjonalng genu HvKu80 przeprowadzono z zastosowaniem
metody TILLING i populacji roslin M2 HorTILLUS. Zidentyfikowane homozygotyczne
mutanty tego genu wykazujg znacznie zwigkszong akumulacje DSB wywotanych dziataniem
bleomycyny w porownaniu z odmiang rodzicielskg ‘Sebastian’. Zmieniona reakcja mutantow
na dzialanie bleomycyny i zmiany w wydajnosci procesu naprawy DNA sg spowodowane
nizsza ekspresja zmutowanego genu. Wykazano, ze zidentyfikowane mutanty cechuja si¢
roéwniez obnizong wydajnoscig naprawy DSB wystepujacych w warunkach kontrolnych (bez
stosowania bleomycyny) w poroéwnaniu z odmiang ‘Sebastian’. Stwierdzona w przypadku
mutantow obnizona ekspresja genu HvKu80 oraz obnizenie wydajno$ci procesu naprawy
DSB, ktére zostaly wykazane z uzyciem rdéznych technik molekularnych, stanowia
potwierdzenie funkcji badanego genu. Dodatkowym potwierdzeniem funkcji tego genu jest
fakt, ze jego ekspresja jest indukowana pod wplywem bleomycyny, co wiecej poziom
transkrypcji tego genu jest zalezny od czestosci wystepowania DSB (Stolarek i in., 2015b).

Skuteczna realizacja kierowanego przeze mnie projektu oraz nawigzanie przeze mnie
wspotpracy w obrebie migedzynarodowej grupy naukowcdéw uczestniczacych w programie
Migdzynarodowej Agencji Energii Atomowej (IAEA) w Wiedniu, ktéra koordynowala i
finansowata prowadzone badania, byly podstawa przygotowania obszernej pracy
przegladowej. Celem tej publikacji bylo przedstawienie mechanizméw naprawy uszkodzen
DNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem przeniesienia wiedzy na temat tych procesow z
modelowych gatunkéw roslin do gatunkéw uprawnych. Publikacja przedstawia endo- i
egzogenne zrodta uszkodzen DNA, a nastgpnie obszernie charakteryzuje poszczegdlne
mechanizmy naprawy tych uszkodzen wraz z opisem wydajnosci tych proceséw, genetycznej
kontroli ich przebiegu oraz znaczenia dla rolnictwa. Praca omawia réwniez role indukeji 1
naprawy DSB w procesach ukierunkowanej mutagenezy. Publikacja przedstawia takze
najnowsze doniesienia na temat funkcji niskoczasteczkowych RNA w procesach naprawy
DNA. Ostatnie rozdziaty tej publikacji dotycza roli mechanizméw naprawy DNA w reakcji
roslin na stresy biotyczne oraz znaczenia tych procesow dla opartej na mutagenezie hodowli
roslin (Manova i Gruszka, 2015).

Wykorzystanie mutagenezy chemicznej i fizycznej do tworzenia platform analizy
funkcjonalnej genéw z zastosowaniem strategii TILLING oraz identyfikacja funkcji
genow w oparciu o analize profilu ekspresji z zastosowaniem mikromacierzy DNA

Biorgc pod uwagg, ze kluczowymi narzedziami umozliwiajagcymi analiz¢ funkcjonalng
gendéw sg kolekcje mutantdw, mogace stanowi¢ material badan prowadzonych zaréwno
zgodnie z metodyka analizy genetycznej, jak i z uzyciem strategii tzw. ‘odwrotnej genetyki’,
niezwykle istotnym jest opracowanie skutecznych metod uzyskiwania mutantow 2z
zastosowaniem technik mutagenezy oraz wydajnych metod analiz sekwencji i funkcji genow.
Te zagadnienia zostaly opisane w serii publikacji, ktorych jestem wspotautorem, majacych
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charakter prac przegladowych, oryginalnych, a takze rozdzialdbw w monografiach, ktore
zostang przedstawione ponize;.

Pierwsza z publikacji dotyczy metody TILLING jako narzedzia ‘odwrotnej genetyki’ i
przedstawia etapy tworzenia platformy TILLING wraz z wykazem gatunkéw roslin
modelowych i1 uprawnych, dla ktorych powstaly takie platformy. Dla kazdego z gatunkow
przedstawiono typ stosowanego mutagenu, liczebno$¢ populacji ro$lin My, liczbe genow
przeanalizowanych z uzyciem poszczegolnych platform oraz liczbg zidentyfikowanych
mutacji. SzczegoOtowe zestawienia przedstawiajg roéwniez spektrum 1 typy mutacji
zidentyfikowanych z wykorzystaniem poszczegdlnych platform TILLING. Publikacja
zawiera rowniez opis narzedzi bioinformatycznych, metod i aparatury, ktore moga by¢
wykorzystywane w trakcie analiz. Przedstawiono réwniez modyfikacje strategii TILLING i
ich zastosowania. Ostatnia czg¢$¢ tej publikacji po§wiecona jest charakterystyce nowych alleli
zidentyfikowanych z uzyciem metody TILLING oraz ich znaczeniu dla analizy funkcjonalnej
genow (Kurowska i in., 2011).

W trakcie studiow doktoranckich odbytem trzymiesigczny staz naukowy w John Innes
Centre, w Norwich (Wielka Brytania) w ramach programu Unii Europejskiej Lifelong
Learning Programme ‘Erasmus’. Moim celem podczas tego stazu naukowego bylo nabycie
umiejetnosci  analizy danych pochodzacych =z eksperymentow wykorzystujacych
mikromacierze DNA. Materialem badan byl mutant eam8 (early maturity 8) cechujacy si¢
zaburzeniem cyklu okotodobowego, ktore powoduje przyspieszone przejscie do generatywne;j
fazy rozwoju. Prowadzone przeze mnie analizy miaty na celu okre$lenie zr6znicowanego
wzoru ekspresji gend6w u badanego mutanta oraz odmian referencyjnych ‘Bowman’ oraz
‘Igri” w r6znych warunkach fotoperiodu. W analizach danych dotyczacych ekspresji genow
wykorzystalem program dChip, a nastgpnie narz¢dzia Genevestigator oraz Cytoscape.
Prowadzone przeze mnie analizy doprowadzity do wytypowania grupy genow wykazujacych
zréznicowany wzoOr ekspresji miedzy mutantem a odmianami referencyjnymi w réznych
warunkach fotoperiodu. Dalsze badania oparte na przeprowadzonych przeze mnie analizach
ekspresji genow pozwolity na identyfikacje mutacji w genie HYEAMS, bedacym ortologiem
genu EARLY FLOWERINGS3 (ELF3) A. thaliana kodujacego regulator cyklu okotodobowego.
Wyniki badan dostarczyty nowych informacji na temat mechanizmow adaptacji jgczmienia do
krotkiego okresu wegetacyjnego i zostaly opublikowane w prestizowym Proceedings of the
National Academy of Sciences USA (Faure i in., 2012).

W ostatnich latach bralem rowniez udzial w realizacji projektu dotyczacego
identyfikacji genow jeczmienia kodujacych enzymy zaangazowane w metabolizm
strigolaktondéw, jako nowej grupy hormonow regulujacych morfogeneze i fizjologie roslin.
Jednym z efektow realizacji tego projektu jest publikacja przegladowa, ktorej jestem
wspotautorem, dotyczaca roli strigolaktonow w regulacji proceséw wzrostu 1 rozwoju roslin,
ze szczegdlnym uwzglednieniem regulacji reakcji roslin na niedobor sktadnikow mineralnych
(Marzeciin., 2013).

Eksperymenty prowadzone w ramach tego projektu doprowadzity do identyfikacji genu
HvD14, kodujacego hydrolaze bioraca udziat w procesie sygnalizacji strigolaktondw. Analiza
funkcjonalna tego genu zostala wykonana z uzyciem metody TILLING i populacji roslin M2
HorTILLUS. Zidentyfikowanego, homozygotycznego mutanta charakteryzuje potkartowy
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pokroj oraz znacznie zwigkszona w poréwnaniu do odmiany rodzicielskiej ‘Sebastian’ liczba
zdzbel. Fenotyp mutanta wywotany jest jednonukleotydowa substytucja, ktora powoduje
zamiang wysoce konserwowanej glicyny-193 na kwas glutaminowy. Analizy genetyczne i
fizjologiczne potwierdzily, ze fenotyp mutanta spowodowany jest zidentyfikowana
substytucja. W toku prowadzonych badan wykonatem analiz¢ modelowania homologicznego
z uzyciem programu UCSF Chimera, ktorej celem byta wizualizacja struktury przestrzennej
form polipeptydu HvD14, kodowanych przez prawidiowa i zmutowang wersje genu. Analiza
wykazata, ze glicyna-193, ktéra ulegla mutacyjnej zamianie, zlokalizowana jest w obrebie
powierzchniowej alfa-helisy (@D2), ktéra razem z przylegltymi alfa-helisami tworzy strukture
otaczajacg dostgp do centrum aktywnego enzymu. Analizy struktury przestrzennej
polipeptydu HvD14 wykazaty, ze w zmutowanej wersji tego polipeptydu tancuch boczny
kwasu glutaminowego-193 powoduje przystonigcie dostepu do centrum aktywnego enzymu,
co dodatkowo potwierdzito, ze fenotyp mutanta spowodowany jest zidentyfikowang
substytucja (Marzec i in., 2016).

Wybor czynnika mutagenicznego jest jednym z kluczowych elementow wptywajacych
na powstanie kolekcji mutantow oraz spektrum indukowanych mutacji, a jednym z
mutagendw chemicznych najczesciej stosowanych w eksperymentach prowadzonych na
gatunkach roslin uprawnych w Katedrze Genetyki WBiOS US oraz innych laboratoriach jest
azydek sodu (NaNs). Charakterystyke tego mutagenu przedstawitem w rozdziale ,,Sodium
Azide as a Mutagen”, bedacym czeScig monografii powstatej w miedzynarodowym zespole
ekspertow 1 opublikowanej pod patronatem Organizacji Narodéow Zjednoczonych do spraw
Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) przez wydawnictwo CAB International. Rozdzial, ktorego
jestem autorem, przedstawia metabolizm azydku sodu w komorkach ro$lin, jego aktywno$¢ i
efekty fizjologiczne. W kolejnych czesciach przedstawiono cytotoksyczny i mutageniczny
efekt dziatania azydku sodu. Rozdziat zawiera rowniez protokoét zastosowania azydku sodu w
mutagenezie jeczmienia, opis typow i czestotliwos$ci mutacji indukowanych z uzyciem tego
mutagenu oraz charakterystyke interakcji z innymi czynnikami mutagenicznymi (Gruszka i
in., 2012b).

Zagadnienia indukowanej zmienno$ci genetycznej, zastosowania strategii TILLING
oraz nowych metod sekwencjonowania do identyfikacji genow zostaty opisane w rozdziale
monografii, przygotowanym we wspotpracy z miedzynarodowym zespotem naukowcow.
Rozdziat ten stanowi fragment obszernej monografii dotyczacej biotechnologii jeczmienia,
wydanej przez Springer-Verlag GmbH. Rozdziat ,,Induced Genetic Variation, TILLING and
NGS-based Cloning”, ktérego jestem wspotautorem, jest zrodtem informacji na temat
najczesciej stosowanych w mutagenezie jeczmienia fizycznych i chemicznych czynnikow
mutagenicznych wraz z okresleniem zakresu dawek i efektu dziatania mutagendéw na
sekwencje DNA. Osobny podrozdziat dotyczy klasyfikacji mutantow wyprowadzonych w
efekcie eksperymentdw mutagenicznych oraz znaczenia tych mutantéw dla hodowli
jeczmienia. Kolejne podrozdziaty dotycza potaczenia metod klasycznej genetyki oraz nowych
metod sekwencjonowania do identyfikacji nowych mutantéw jeczmienia. Ostatnie
podrozdziaty dotycza metody TILLING, mutagenezy insercyjnej oraz potencjalnego
zastosowania u jeczmienia nowych, specyficznych wzgledem sekwencji technik edycji DNA
(Salviiin., 2014).
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Ostatnia z tej serii publikacji, rozdziat ,,Creation of a TILLING Population in Barley
After Chemical Mutagenesis with Sodium Azide and MNU” w monografii wydanej przez
Springer Open, ma charakter obszernego protokotu opisujacego metodyke tworzenia
populacji TILLING jeczmienia, opracowana w Katedrze Genetyki WBiOS US. Kolejne
czgsci tego rozdzialu dotycza metod przygotowania materialu roslinnego do traktowania
mutagenicznego, procedury traktowania oraz okreSlania krytycznej dawki mutagenow
(optymalizacja dawki), a nastepnie przedstawione sg szczegdélowo etapy wyprowadzania
pokolen roslin M> oraz Mas, przeprowadzania podstawowych analiz fenotypowych oraz
tworzenia banku nasion. Ostatni podrozdzial dotyczy tworzenia narz¢dzi informatycznych i
baz danych umozliwiajacych przechowywanie i skuteczne analizowanie danych uzyskanych z
eksperymentow TILLING oraz analiz fenotypowych (Szarejko i in., 2017).

Wykaz publikacji niewchodzacych w sklad osiagniecia naukowego (chronologicznie):

1. Gruszka D., Zbieszczyk J., Kwasniewski M., Szarejko 1., Maluszynski M. 2006. A new
allele in a uzu gene encoding brassinosteroid receptor. Barley Genetics Newsletter, 36:
1-2.

2. Gruszka D., Szarejko I., Maluszynski M. 2011a. New allele of HVBRI1 gene encoding
brassinosteroid receptor in barley. Journal of Applied Genetics, 52: 257-268. (IF2o11:
1,664; punkty MNiSW: 20)

3. Gruszka D., Szarejko 1., Maluszynski M. 2011b. Identification of barley DWARF gene
involved in brassinosteroid synthesis. Plant Growth Regulation, 65: 343-358. (I1F2011:
1,604; punkty MNiSW: 30)

4. Kurowska M., Daszkowska-Golec A., Gruszka D., Marzec M., Szurman M., Szarejko |.,
Maluszynski M. 2011. TILLING - a shortcut in functional genomics. Journal of Applied
Genetics, 52: 371-390. (IF2011: 1,664; punkty MNiSW: 20)

5. Gruszka D., Marzec M., Szarejko I. 2012a. The barley EST DNA Replication and Repair
Database (hEST-DRRD) as a tool for the identification of the genes involved in DNA
replication and repair. BMC Plant Biology, 12: 88. (IF2012: 4,354; punkty MNiSW: 40)

6. Faure S., Turner A.S., Gruszka D., Christodoulou V., Davis S.J., von Korff M., Laurie
D.A. 2012. Mutation at the circadian clock gene EARLY MATURITY 8 adapts
domesticated barley (Hordeum vulgare) to short growing seasons. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA, 109: 8328-8333. (IF2o12: 9,737; punkty MNiSW:
45)

7. Marzec M., Muszynska A., Gruszka D. 2013. The role of strigolactones in nutrient-stress
responses in plants. International Journal of Molecular Sciences, 14: 9286-9304. (1F2o13:
2,339; punkty MNiSW: 30)

8. Stolarek M., Gruszka D., Braszewska-Zalewska A., Maluszynski M. 2015a. Alleles of
newly identified barley gene HVYPARP3 exhibit changes in efficiency of DNA repair.
DNA Repair, 28: 116-130. (IF2015: 3,929; punkty MNiSW: 35)
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9. Stolarek M., Gruszka D., Braszewska-Zalewska A., Maluszynski M. 2015b. Functional
analysis of the new barley gene HvKu80 indicates that it plays a key role in double-
strand DNA break repair and telomere length regulation. Mutagenesis, 30: 785-797.
(IF2015: 2,297; punkty MNiSW: 30)

10. Manova V., Gruszka D. 2015. DNA damage and repair in plants — from models to crops.
Frontiers in Plant Science, 6: 885. (1F2015: 4,495; punkty MNiSW: 40)

11. Marzec M., Gruszka D., Tylec P., Szarejko I. 2016. Identification and functional analysis
of the HvD14 gene involved in strigolactone signaling in Hordeum vulgare. Physiologia
Plantarum, 158: 341-355. (IF2016: 3,33; punkty MNiSW: 40)

Sumaryczny IF publikacji niewchodzacych w sktad osiagniecia naukowego: 35,413

Laczna liczba punktow MNiSW dla tych publikacji: 330

Rozdzialy w monografiach (chronologicznie):

1. Gruszka D., Szarejko 1., Maluszynski M. 2012b. Sodium Azide as a Mutagen [in] Plant
Mutation Breeding and Biotechnology. Shu Q., Forster B.P., Nakagawa H. (Eds.) CAB
International, pp. 159-166. (punkty MNiSW: 5)

2. Salvi S., Druka A., Milner S.G., Gruszka D. 2014. Induced Genetic Variation, TILLING
and NGS-based Cloning [in] Biotechnological Approaches to Barley Improvement.
Kumlehn J., Stein N. (Eds.) Biotechnology in Agriculture and Forestry 69, Springer-Verlag
Berlin Heidelberg, pp. 287-310. (punkty MNiSW: 5)

3. Szarejko 1., Szurman-Zubrzycka M., Nawrot M., Marzec M., Gruszka D., Kurowska M.,
Chmielewska B., Zbieszczyk J., Jelonek J., Maluszynski M. 2017. Creation of a TILLING
Population in Barley After Chemical Mutagenesis with Sodium Azide and MNU [in]
Biotechnologies for Plant Mutation Breeding: Protocols. Jankowicz-Cieslak J., Tai T.H.,
Kumlehn J., Till B.J. (Eds.) Springer Open, pp. 91-111. (punkty MNiSW: 5)

t.aczna liczba punktéw MNiSW za rozdzialy w monografiach: 15

6. Kierownictwo miedzynarodowych i krajowych projektow badawczych

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, poczawszy od roku 2009, pehitem role
kierownika czterech projektow badawczych (jednego projektu migdzynarodowego oraz trzech
projektow krajowych), ktore przedstawiono ponize;j:

- ‘Mutational analysis of genes involved in DNA repair in barley’ (projekt
miedzynarodowy); instytucja finansujaca - International Atomic Energy Agency
(IAEA) w Wiedniu; budzet projektu: 45 000 Euro
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- ‘Analiza mutacyjna genow zaangaiowanych w naprawe uszkodzen DNA u
Jjeczmienia’ (projekt krajowy); instytucja finansujaca - Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego; budzet projektu: 422 500 zt

- ‘ldentyfikacja 1 charakterystyka genow jeczmienia (Hordeum vulgare)
zaangaZowanych w procesy syntezy i transdukcji sygnatu brasinosteroidow, jako
hormonow regulujgcych wzrost i rozwdj roslin’ (projekt krajowy); instytucja
finansujaca — Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; budzet projektu: 265 460
7t

- ‘Badania nad wplywem brasinosteroidow na tolerancje roslin jeczmienia na stres
niedoboru wody’ (projekt krajowy); instytucja finansujaca — Ministerstwo Rolnictwa
i Rozwoju Wsi; budzet projektu: 468 000 zt.

Pierwszym z kierowanych przeze mnie projektow byl migdzynarodowy projekt
badawczy ‘Mutational analysis of genes involved in DNA repair in barley’, bedacy czescia
programu ‘Isolation and characterization of genes involved in mutagenesis in crop plants’
realizowanego w latach 2009-2014, koordynowanego i finansowanego przez International
Atomic Energy Agency (IAEA) w Wiedniu (numer projektu: IAEA Research Contract no.
15657). Program IAEA koordynowal projekty badawcze realizowane przez dziewigé
instytucji naukowych, reprezentujacych kraje Europy, Azji i Ameryki Potudniowej, a
realizacja programu przebiegata z udzialem ekspertow reprezentujacych wiodace osrodki
naukowe na $wiecie (USA 1 Szwajcaria). Realizacja tego projektu badawczego wymagala
przedktadania corocznych raportow oraz wnioskow o odnowienie kontraktu z IAEA. Co dwa
lata TAEA organizowata spotkania (Research Coordination Meetings) majace na celu
wymian¢ doswiadczen 1 uzyskanych wynikow (potaczong z ich prezentacja w formie
wystgpien) oraz koordynowanie dalszej realizacji programu.

Rownolegle z pelieniem funkcji kierownika przedstawionego powyzej projektu
miedzynarodowego petnitem role kierownika krajowego projektu ‘Analiza mutacyjna genow
zaangaiowanych w naprawe uszkodzen DNA u jeczmienia’, realizowanego w latach 2009-
2014. Projekt ten uzyskat czterokrotne finansowanie ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego (decyzje nr:  687/W-IAEA/2010/0, 773/W-IAEA/2010/0,
2214/FAO/IAEA/2011/0 oraz 2725/FAO/IAEA/2013/0). To zadanie badawcze byto
realizowane w ramach programu wsparcia przez MNiSW projektow, ktore uzyskaty
finansowanie ze $rodkéw organizacji migdzynarodowych. Realizacja tego projektu
badawczego wymagata przedktadania corocznych raportow oraz wnioskow o finansowanie w
kolejnym roku. Nalezy doda¢, ze realizacja powyzszych projektow badawczych przyczynita
si¢ do uzyskania stopnia naukowego doktora przez mgr Magdalen¢ Stolarek, ktéra jako
doktorantka Katedry Genetyki WBiOS US brata udziat w realizacji tych projektow.

Od roku 2012, réwnolegle z pracami prowadzonymi w ramach przedstawionych
powyzej projektow dotyczacych identyfikacji gendw jeczmienia zaangazowanych w naprawe
uszkodzen DNA, bylem kierownikiem projektu ‘Identyfikacja i charakterystyka genow
jeczmienia (Hordeum vulgare) zaangaZowanych w procesy syntezy i transdukcji sygnatu
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brasinosteroidow, jako hormonow regulujgcych wzrost i rozwdj roslin’ finansowanego przez
MNISW. Projekt ten byt realizowany w latach 2012-2014 w ramach prestizowego programu
‘luventus Plus’ (numer projektu: 1P2011-016471). Rozpoczecie tego projektu badawczego
byto efektem nawigzania wspolpracy naukowej z dr. Christophem Dockterem i Prof. Matsem
Hanssonem z Carlsberg Laboratory w Kopenhadze. Wspotpraca ta ma na celu
wielokierunkowg charakterystyke potkartowych mutantow jeczmienia cechujacych sig
zaburzeniami w metabolizmie BR i jest kontynuowana obecnie.

Rezultaty uzyskane w efekcie przedstawionego powyzej projektu realizowanego w
ramach programu ‘luventus Plus’ byly podstawg rozpoczecia kolejnego projektu badawczego
‘Badania nad wplywem brasinosteroidow na tolerancje roslin jeczmienia na stres
niedoboru wody’, ktorego jestem Kierownikiem. Realizacja tego pigcioletniego projektu
rozpoczeta si¢ w roku 2014 i jest finansowana ze $rodkoéw Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju
Wsi w ramach programu badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej (decyzja: HOR hn — 801/11/14). Realizacja tego projektu prowadzona jest we
wspotpracy z Instytutem Fizjologii Ro$lin Polskiej Akademii Nauk w Krakowie oraz Palacky
University w Otomuncu (Czechy).

Dodatkowo, oprocz petnienia funkcji kierownika przedstawionych powyzej projektow,
w przeszlosci uczestniczytem w realizacji dwoch projektow badawczych, wykonywanych w
Katedrze Genetyki WBiOS US. Pierwszym z projektow, w realizacji ktérego bratem udziat,
byt projekt zamawiany ‘Stworzenie platformy TILLING Hordeum vulgare jako trwalego
narzedzia genomiki funkcjonalnej i doskonalenia cech uzytkowych’ (numer projektu: PBZ-
MNiSW-2/3/2006/8). Projekt ten byt realizowany w latach 2007-2010 i finansowany przez
Narodowe Centrum Badan i1 Rozwoju. M6j udziat w projekcie polegat na identyfikacji gendéw
jeczmienia zaangazowanych w procesy biosyntezy 1 percepcji BR, ktore nastepnie
analizowano funkcjonalnie z uzyciem metody TILLING. Zidentyfikowane mutanty podlegaty
nastgpnie analizom genetycznym i fizjologicznym.

Drugim z projektow, w realizacji ktorego uczestniczytem, byt projekt VENTURES
‘Poszukiwanie i identyfikacja mutantow strigolaktonowych w celu uzyskania materiatow
wyjsciowych do hodowli jeczmienia Hordeum vulgare w Polsce’ (numer projektu:
VENTURES/2011-7/7). Projekt byt realizowany w latach 2011-2013 i finansowany przez
Fundacj¢ na rzecz Nauki Polskiej. M06j udziat w tym projekcie dotyczyl przeprowadzenia
analiz ~ fizjologicznych ~w  celu  charakterystyki  zidentyfikowanych  mutantéw
strigolaktonowych oraz wykonania analiz modelowania homologicznego z uzyciem programu
UCSF Chimera, ktorych celem byta wizualizacja struktury przestrzennej form polipeptydu
HvD14, kodowanych przez prawidlowa i zmutowang wersj¢ genu.

Obecnie bior¢ udzial w realizacji projektu badawczego OPUS ‘Mutanty jeczmienia z
zaburzeniami syntezy i percepcji brasinosteroidow w badaniach stresu temperaturowego’
(numer projektu: 2015/17/B/INZ9/01695), ktory jest wykonywany w Instytucie Fizjologii
Roslin PAN w Krakowie. Realizacje tego dwuletniego projektu rozpoczeto w roku 2016.
Projekt finansowany jest przez Narodowe Centrum Nauki. M6j udziat w tym projekcie polega
na przeprowadzeniu genetycznej, fizjologicznej i molekularnej charakterystyki potkartowych
mutantéw BR jeczmienia, ktore stanowia material badan, jak réwniez na interpretacji
uzyskanych wynikdw w odniesieniu do genetycznego podtoza fenotypu tych mutantow.
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7. Wspolpraca miedzynarodowa i krajowa

W trakcie studiéw doktoranckich oraz w latach kolejnych odbytem nastepujace staze i
wizyty naukowe:
- 4th FAO/IAEA Interregional Training Course ‘Mutant Germplasm Characterisation
Using Molecular Markers’; 27 Sep — 22 Oct 2004, Seibersdorf, Austria

- trzymiesieczny staz naukowy w ramach programu Unii Europejskiej Lifelong
Learning Programme ‘Erasmus’; 1 lipca — 30 wrzesnia 2008, John Innes Centre,
Norwich, Wielka Brytania

- wizyta naukowa w grupie Prof. Matsa Hanssona w Carlsberg Laboratory; 18 stycznia
— 2 lutego 2011, Kopenhaga, Dania

- wizyta naukowa w grupie Prof. Matsa Hanssona w Carlsberg Laboratory; 5-19
wrzesnia 2012, Kopenhaga, Dania

- wizyta naukowa w grupie Prof. Matsa Hanssona w Lund University; 3-17 marca 2015,
Lund, Szwecja.

W ostatnich latach nawigzalem wspotprace z naukowcami reprezentujagcymi Kilka
europejskich instytucji naukowo-badawczych. Wspotprace z dr. Christophem Dockterem i
prof. Matsem Hanssonem zatrudnionymi wowczas w Carlsberg Laboratory w Kopenhadze
(Dania) rozpoczatem w roku 2011 i jest ona obecnie kontynuowana. Wspotpraca dotyczy
identyfikacji 1 analizy funkcjonalnej gendéw jeczmienia kodujacych enzymy biorgce udziat w
biosyntezie i sygnalizacji BR oraz wielokierunkowej analizy fenotypowej zidentyfikowanych
mutantow. W ramach tej wspolpracy w latach 2011 i 2012 odbytem dwie dwutygodniowe
wizyty naukowe w Carlsberg Laboratory w Kopenhadze, a w roku 2015 dwutygodniowa
wizyte naukowa w Department of Biology Lund University w Lund (Szwecja), gdzie obecnie
pracuje prof. Hansson. Celem tych wizyt naukowych bylo prowadzenie badan objetych
tematem wspotpracy. W ramach nawiazanej wspotpracy odbyly si¢ rowniez wizyty naukowe
dr. Docktera i prof. Hanssona w Katedrze Genetyki WBiOS US.

W roku 2013 nawigzatem wspolprace z dr hab. Anng Janeczko z Instytutu Fizjologii
Roslin PAN w Krakowie. Od tamtej pory ta wspotpraca rozwija si¢ bardzo pomyslnie 1
zaowocowala kilkoma publikacjami naukowymi oraz wzajemnym udzialem w kierowanych
przez nas projektach badawczych. Analizy prowadzone w IFR PAN oraz stosowana w tych
badaniach metodyka poszerzyty zakres charakterystyki fenotypowej mutantow BR jeczmienia
w warunkach kontrolnych oraz w reakcji na stres niedoboru wody, co umozliwito okreslenie
roli endogennych BR w regulacji réznych procesow fizjologicznych, jak rowniez ich wptywu
na homeostazg¢ innych fitohormonow.

W roku 2013 nawigzatem wspotprace z dr Jang Oklestkova z Palacky University w
Otomuncu (Czechy). Na bazie tej wspotpracy mozliwe jest okres§lanie profilu akumulacji
réznych form endogennych BR u zidentyfikowanych mutantéw jeczmienia, co stanowi
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bardzo istotne uzupelnienie i potwierdzenie wynikow uzyskiwanych w analizach
genetycznych, molekularnych i fizjologicznych. Wspdtpraca jest obecnie kontynuowana, a
uzyskiwane wyniki stanowig czeg$¢ realizowanych wspolnych projektow badawczych.

W roku 2014 wraz z dr. Dockterem i prof. Hanssonem nawigzatem wspotprace z prof.
Thomasem Altmannem z Department of Molecular Genetics Leibniz Institute of Plant
Genetics and Crop Plant Research (IPK) w Gatersleben (Niemcy). Ta jednostka dysponuje
platformg firmy LemnaTec® do zautomatyzowanego fenotypowania roslin, Kktorg
wykorzystano w analizach fenotypowych ponad 600 mutantow jeczmienia. Eksperyment
doprowadzitl do wyselekcjonowania ponad 30 form o potkartowym fenotypie, erektoidalnym
pokroju oraz innych cechach charakterystycznych dla mutantéw BR jeczmienia. W
p6zniejszych badaniach ta grupa mutantéw zostata poddana analizom fizjologicznym (test
etiolacji oraz test rozwijania blaszek liSciowych) oraz analizom genetycznym, ktoérych celem
byto okreslenie zwigzkow alleliczno$ci pomiedzy wyselekcjonowanymi mutantami. Tak wiec
przeprowadzone badania przyczynitly si¢ do znacznego wzbogacenia kolekcji badanych
mutantow.

W trakcie realizacji wspomnianego projektu dotyczacego naprawy uszkodzen DNA
nawigzatem wspoélprace z dr Vasilissg Manovg z Institute of Genetics, Bulgarian Academy of
Sciences w Sofii (Bulgaria). Jednym z gtownych tematéw badan prowadzonych w tym
instytucie jest mutageneza oraz mechanizmy naprawy uszkodzen DNA m. in. u jeczmienia.
Zbieznos$¢ tematyki prowadzonych projektow pozwolita na wymian¢ do§wiadczen i nabycie
nowych umiejetnosci podczas wzajemnych wizyt naukowych, ktore w roku 2011 odbyta
doktorantka Magdalena Stolarek uczestniczaca w kierowanym przeze mnie projekcie.
Uzyskane w ten sposob umiejetnosei i opanowane techniki analityczne znacznie wzbogacity
zakres metod wykorzystanych w realizacji jej pracy doktorskiej. Doktorantka z grupy dr
Manovej odbyta trzymiesieczny staz naukowy w Katedrze Genetyki WBiOS US, w trakcie
ktorego zapoznata si¢ z praktycznym wykorzystaniem metody TILLING.

8. Obecnie realizowane badania i dalsze plany naukowe

Prowadzone przeze mnie obecnie badania zmierzaja do dalszego wyjasniania procesow
biosyntezy 1 sygnalizacji BR u jeczmienia z wykorzystaniem mutantow potkartowych.
Badania prowadzone sa w opisanej powyzej wspotpracy z dr. Dockterem i prof. Hanssonem.
Celem badan jest identyfikacja kolejnych gendéw kodujacych enzymy zaangazowane w
metabolizm BR oraz analiza genetyczna i fizjologiczna mutantow. W procesie identyfikacji
genow wykorzystywane sg nowe narzgdzia bioinformatyczne GenomeZipper® oraz Strudel®
pozwalajace na przewidywanie lokalizacji genéw jeczmienia w oparciu o informacje
pochodzace z genomow innych gatunkéw jednolisciennych. Analiza obejmuje réwniez grupe
mutantow BR  wyselekcjonowanych podczas opisanego powyzej eksperymentu
prowadzonego z zastosowaniem platformy LemnaTec® do zautomatyzowanego
fenotypowania ro$lin. Powigkszenie kolekcji potkartowych mutantéw BR o nowe formy
wyselekcjonowane po tym eksperymencie, ktore w ostatnim czasie scharakteryzowano pod
katem fizjologicznym, w polgczeniu z uzyskiwanymi w ostatnim czasie informacjami na
temat alleliczno$ci mutantéw pozwoli na potwierdzenie funkcji identyfikowanych gendow.
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Kolekcja scharakteryzowanych fizjologicznie mutantéw, wsrod ktorych wykazano zwigzki
allelicznosci stanowi cenny material badan. W zwiazku z tym analiza tej kolekcji
potkartowych mutantéw BR zmierzajaca do identyfikacji mutacji odpowiedzialnych za ich
fenotyp bedzie roéwniez prowadzona z uzyciem techniki ‘exom capture’. Analizy te
planowane sa we wspotpracy z dr. Nilsem Steinem (IPK, Gatersleben, Niemcy). Weryfikacja
wynikow uzyskanych na drodze analiz genetycznych i fizjologicznych bedzie nastepowac
poprzez okre$lanie profilu akumulacji endogennych BR u tych mutantow (wspolpraca z dr
Oklestkovg). W celu przeprowadzenia globalnej analizy ekspresji genéw u badanych
mutantow wykonane zostang eksperymenty RNA-seq. Planuj¢ rowniez rozbudowanie
metodyki wykorzystywanej w analizie funkcjonalnej badanych genow, ktora bedzie
prowadzona (oprocz metody TILLING) rowniez z zastosowaniem nowej techniki CRISPR-
Cas.

Z uwagi na znaczenie poOtkarlowych form zbdéz dla rolnictwa oraz w obliczu
nadchodzacych zmian klimatycznych bardzo istotnym aspektem prowadzonych przeze mnie
obecnie badan jest wiclowymiarowa analiza reakcji potkartowych mutantow BR jeczmienia
na stresy abiotyczne. Jak wykazaty moje dotychczasowe badania, potkartowe mutanty BR
jeczmienia reprezentujgce rozne tla genetyczne wykazuja zwigkszong wzgledem odmian
rodzicielskich tolerancj¢ na stres niedoboru wody. W niedalekiej przysztosci przeprowadzone
zostang analizy majace na celu okreslenie wysokosci plonowania mutantow BR jeczmienia
poddanych dziataniu suszy glebowej w fazie kloszenia, a takze badania jakosciowe (sktadu
chemicznego) plonu mutantéw BR uzyskanego w warunkach kontrolnych oraz po dziataniu
stresu suszy. W ramach wspotpracy z IFR PAN w Krakowie dokonana zostanie rowniez
wielowymiarowa analiza reakcji potkarfowych mutantow BR jeczmienia na dziatanie Stresu
obnizonej temperatury, co pozwoli na okreslenie roli endogennych BR w regulacji r6znych
aspektow fizjologii (akumulacja transkryptow gendéw kodujacych akwaporyny, ATP-azy i
biatka szoku cieplnego) oraz biologii komorki (stabilno§¢ membran komorkowych).
Oczywiscie, podstawowym, ale bardzo cieckawym pytaniem, na ktore majg odpowiedzieé te
analizy, jest to czy potkartfowe mutanty BR jeczmienia wykazuja wigkszg tolerancj¢ na stres
obnizonej temperatury wzgledem odmian rodzicielskich.

Reakcja roslin na stres abiotyczny jest wielowarstwowym systemem regulacji, gdzie
czgsto w interakcje wchodza szlaki odpowiedzi na rdézne fitohormony, tworzac
skomplikowang sie¢ zalezno$ci. W celu petniejszego zrozumienia procesow, ktére sa
podstawg reakcji ro$lin jgczmienia na stres suszy, oprocz potkartowych mutantow BR planuje
wykorzystanie unikalnej kolekcji mutantow reprezentujacych zaburzenia metabolizmu kwasu
abscysynowego i strigolaktonéw. Te mutanty zostaly zidentyfikowane w ostatnich latach
przez dr Agate Daszkowska-Golec i dr. Marka Marca z Katedry Genetyki WBiOS US z
uzyciem strategii TILLING w populacji HorTILLUS. Mutanty reprezentujace zaburzenia
metabolizmu tych trzech fitohormonow poddane zostang wielokierunkowym analizom
fizjologicznym (m in. RWC, wydajnos¢ fotosyntezy, akumulacja osmolitow i
antyoksydantow), majacym na celu okreslenie reakcji tych genotypéw na stres niedoboru
wody. Przeprowadzone =zostanie rowniez wysokoprzepustowe sekwencjonowanie
transkryptomu badanych form rosnagcych w warunkach deficytu wody i optymalnego
nawodnienia. Oprocz informacji na temat regulomow, w ktére zaangazowane sg geny
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reprezentowane przez badane mutanty, analiza poréwnawcza umozliwi wskazanie
potencjalnych punktéw interakcji taczacych sygnalosomy ABA, BR i SL u jeczmienia.
Badania zostang wzbogacone o analizy profilu akumulacji wszystkich grup hormonéw u
badanych genotypdw rosnacych zarowno w warunkach kontrolnych, jak i po dziataniu stresu.
Prowadzenie badan we wspoélpracy i z wykorzystaniem réznych grup mutantow pozwoli na
poznanie zaleznos$ci na poziomie genetycznym i fizjologicznym miedzy tymi fitohormonami
regulujagcymi reakcje roslin jeczmienia na stres suszy, & w przysztosci moze umozliwi¢
sterowanie reakcjg ro$lin jeczmienia na stres niedoboru wody. Uzyskano juz wyniki
pierwszych prowadzonych w ramach tej wspotpracy eksperymentow.
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