Streszczenie

W wyniku postepujacych zmian klimatycznych stres suszy coraz czgséciej redukuje
plonowanie roslin uprawnych. W celu otrzymywania nowych odmian tolerancyjnych na susze
konieczne jest doktadne zrozumienie mechanizméw umozliwiajacych adaptacje roslin do tego
stresu. Kwas abscysynowy (ABA) jest gtéwnym fitohormonem regulujacym odpowiedz
ros§liny na stresy abiotyczne, w tym na susz¢. Na poziomie fizjologicznym ABA powoduje
zamykanie aparatow szparkowych 1 hamowanie fotosyntezy, natomiast na poziomie
molekularnym wptywa na regulacj¢ ekspresji gendéw odpowiedzi na stres. U Arabidopsis,
ABA INSENSITIVE 5 (ABI5) oraz biatkka ABRE BINDING FACTOR/ABRE-BINDING
PROTEIN (ABF/AREB) pehig funkcje ABA-zaleznych czynnikéw transkrypcyjnych z
domeng zamka leucynowego (BASIC LEUCINE ZIPPER, bZIP), ktore reguluja ekspresje
genow zwigzanych z procesami warunkujacymi adaptacj¢ do niekorzystnych warunkow
srodowiska.

Przedstawiona praca miala na celu opisanie roli HvABIS, jeczmiennego homologa AtABI5
oraz AtABF/AREB, w odpowiedzi na susz¢ u jeczmienia (Hordeum vulgare), a takze
identyfikacj¢ genow potencjalnie docelowych dla HvABIS. Wykorzystanie populacji
TILLING jeczmienia, wyprowadzonej w Katedrze Genetyki Uniwersytetu Slaskiego,
pozwolito na identyfikacje mutanta svabi.d niosacego mutacje punktowa G1751A w obrgbie
genu HvABIS. Zidentyfikowana mutacja skutkowata substytucja argininy na lizyne 274, ktora
znajduje si¢ w poblizu domeny bZIP biatka HvVABIS. Mutant hvabi5.d odznaczal si¢ nizsza
wrazliwosciag na ABA w stadium kietkowania ziarniakéw w pordéwnaniu z odmiang
wyjsciowa ‘Sebastian’ oraz wykazywal nizszg warto$¢ parametrow fotosyntetycznych,
wskaznika funkcjonowania PSII (Plass) oraz maksymalnej wydajnosci fotochemiczna PSII
(pPo), a takze wyzszy poziom osmolitu proliny po traktowaniu ABA w stadium wczesnej
siewki. Reakcja analizowanego mutanta na ABA pozwolila przypuszczaé, ze HvABI5 moze
regulowa¢ odpowiedz na stres suszy u jeczmienia. Po traktowaniu susza hvabi5.d wykazywat
wyzsza o 13% warto$¢ parametru wzglednej zawartosci wody w lisciu (Relative Water
Content, RWC) wzgledem odmiany ‘Sebastian’. Zwigkszona tolerancja na susze hvabis.d
byla zwigzana z nizszym stopniem uszkodzenia bton komoérkowych, wyzszg zawartosciag
flawonoidow (flawonoli oraz antocyjanéw) oraz szybszym zamykaniem aparatow
szparkowych niz obserwowano to u odmiany rodzicielskiej. Co wigcej, w poréwnaniu do
odmiany wyjSciowej mutant odznaczal si¢ po suszy wyzsza ekspresja znanych genow

docelowych czynnika HVABIS: HVAI oraz HVA22, a takze genu kodujacego ABA-zalezny



czynnik transkrypcyjny DEHYDRATION-RESPONSIVE FACTOR 1 (HvDRFI). Z drugiej
strony zawarto$¢ chlorofilu oraz warto$ci parametrow fotosyntetycznych Plags oraz ¢Po byty
obnizone u hvabi5.d po suszy. W celu sprawdzenia, czy HvABI5 funkcjonuje zaleznie od
ABA, przeanalizowano ekspresj¢ gendw zwigzanych z metabolizmem oraz sygnalizacja ABA
po suszy u obu analizowanych genotypow. Ekspresja kluczowych genow zwigzanych ze
Sciezkag ABA byla zréznicowana pomiedzy mutantem i odmiang ‘Sebastian’ w obecnosci
stresu. U hvabi5.d obserwowano po suszy 2-20-krotnie wyzsza ekspresj¢ genow HvNCED] i
HvBGS, zaangazowanych w biosynteze¢ i metabolizm ABA oraz HvSnRK2.1 1 HvPP2CH4,
gtéwnych komponentow sygnalizacji ABA. Ponadto hvabi5.d wykazywat ponad 2-krotnie
wyzsza endogenng zawarto§¢ ABA niz odmiana ‘Sebastian’ po suszy, a w promotorach
HvNCEDI, HvSnRK2.1 oraz HvPP2C4 zidentyfikowano potencjalne miejsca wigzania ABIS.
Wyzsza ekspresje HYNCEDI 1 HvSnRK2.1 oraz szybsze zamykanie aparatow szparkowych
stwierdzono rowniez u hvabi5.d po traktowaniu 200 uM ABA, co potwierdza ABA-zalezne
dzialanie HvABI5 w odpowiedzi na stres suszy u jeczmienia.

Globalna analiza transkryptomu przeprowadzona z wykorzystaniem mikromacierzy
Agilent wykazata 2688 genow po 5-dniowym okresie obnizania wilgotno$ci gleby oraz 1959
genow po 10-dniowej suszy, ktore ulegaty specyficznie zréznicowanej ekspresji u hvabi5.d.
Wsrdd nich zidentyfikowano geny, ktére mogly odpowiada¢ za mechanizmy warunkujace
tolerancj¢ na stres mutanta. W celu wskazania genow potencjalnie docelowych dla HvABIS
przeprowadzono analize promotoréw genoéw ulegajacych zrdéznicowanej ekspresji u hvabis.d
po okresie obnizania wilgotnosci gleby oraz po suszy pod wzgledem obecnosci cis-elementow
ABA RESPONSIVE ELEMENT (ABRE) wigzanych przez ABIS. Wystepowanie elementéw
cis ABRE stwierdzono w promotorach 49 gendéw o zréznicowanej ekspresji po okresie
obnizania wilgotnosci gleb oraz w promotorach 48 gendw wykazujacych zrdéznicowang
ekspresje po suszy. Przeprowadzono analiz¢ wzoréw ekspresji wybranych 22 gendw,
potencjalnie docelowych dla HvABIS, po dziataniu suszy i po traktowaniu ABA. Odmienng
aktywno$¢ transkrypcyjng u hvabi5.d 1 odmiany ‘Sebastian’ po obu traktowaniach wykazano
dla 12 gendéw, co wskazuje na regulacj¢ tych genow przez HVABIS w odpowiedzi na susze¢ na
drodze ABA-zaleznej. Funkcja tych gendw jest powigzana z adaptacja rosliny do warunkow
stresu, biosynteza fitohormonéw, regulacja ekspresji genow, fosforylacja biatek,
funkcjonowaniem lipidow oraz podstawowym dziataniem komorek. Jedynie 5 z 22 badanych
genow, ktorych funkcja byla powigzana z odpowiedzig na stres, regulacja sygnalizacji
komoérkowej w odpowiedzi na gibereliny, reakcja obronng na patogeny oraz regulacja

translacji, odznaczato si¢ zr6znicowang ekspresja u mutanta jedynie po suszy, co wskazuje, ze



HvABI5 moze takze dziala¢ jako komponent innych szlakéw sygnalizacyjnych. Nalezy
podkresli¢, ze zidentyfikowane w niniejszej pracy geny potencjalnie docelowe dla HvABIS
nie byly dotad opisane w literaturze, a funkcja tym genom zostala przypisana
bioinformatycznie, na podstawie terminéw GO oraz adntotacji funkcjonalnych dostgpnych w
bazach danych dla sekwencji odpowiadajacym ich identyfikatorom HORVU.

Podsumowujac, otrzymane wyniki $§wiadcza, ze HvABI5 reguluje odpowiedZ na susze
u jeczmienia na drodze zaleznej od ABA. Rola HvABI5 polega na regulacji ekspresji genow,
ktére s3 powigzane z mechanizmami warunkujacymi adaptacje rosliny do suszy. Ponadto
HvABI5 moze modulowa¢ biosyntez¢ oraz sygnalizacic ABA na zasadzie sprz¢zenia
zwrotnego w obecno$ci suszy. Nalezy takze podkresli¢, ze ABA-zalezne mechanizmy

dzialania HvABIS5 w trakcie kietkowania nasion i odpowiedzi na susz¢ s odmienne.
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