Linie jeczmienia uzyskane metodg krzyzowania wstecznego oraz linie rekombinacyjne uzyskane technika pojedynczego ziarna
postuza do realizacji celu projektu, ktérym jest poznanie ekspresji genu nsLTP2 (non-specific lipid transfer proteins 2; synonim
B11E) w zréznicowanych warunkach srodowiska, tj. stresu deficytu wody, zasolenia oraz wysokiej temperatury w potgczeniu z
detekcja biatka i jakosciowo-ilosciowym oznaczeniem zawartosci lipidow. Zintegrowane badania pozwolg zweryfikowa¢ hipoteze
0 wzmozonej ekspresji genu LTP2 w warunkach streséw abiotycznych, determinujacej zmienno$¢ w obrebie lipidomu i fenomu.
Badania dotyczace oznaczania poziomu biatka, bedacego produktem ekspresji genu LTP2 i wykazujacego silne dziatanie
alergogenne, pozwola uzyskac¢ odpowiedz, czy nastepuje wzrost syntezy tych alergenéw w warunkach streséw abiotycznych.
Materiatem roslinnym w projekcie sg linie BC jeczmienia wytypowane na podstawie polimorfizmu markera SNP 954-1377
zmapowanego w chromosomie 4H w MLOC 53422, ktory adnotowany jest przez Ensembl Plants jako gen LTP2, oraz linie
rekombinacyjne linie wsobne (F8) populacji MCam uzyskane ze skrzyzowania odmiany Maresi oraz syryjskiej linii hodowlanej
Cam/B1/C108887/C105761 (CamB1) zaadoptowanej do warunkéw niedoboru wody. Zastosowana analiza stabilnosci linii
jeczmienia jarego w powigzaniu z danymi dotyczacymi fenomu i genomu umozliwita wyselekcjonowanie linii MCam tgczacych
korzystne cechy/allele obu form rodzicielskich, to jest wczesno$¢ odmian syryjskich z pétkartowatoscia wnoszona przez odmiane
Maresi z rdwnoczesnym stabilnym plonem ziarna w warunkach niedoboru wody (analiza interakcji G x E, Sergen; P < 0,01).
Zastosowany materiat pozwoli ocenié czy poziom ekspresji genu LTP2 oraz biatko, ktére koduje, zmieniajg sie w zaleznosci od
zastosowanych warunkéw stresowych w obrebie populacji BC oraz MCam. Populacje te posiadajg wsp6lna forme rodzicielska
(Maresi), lecz z drugiej strony to forma ojcowska CamB1 determinuje adaptacje do warunkéw niedoboru wody. Materiat zostat
tak dobrany, aby ocieni¢ czy i jak zmienia sie ekspresja genu LTP2, synteza jego produktu oraz zawarto$¢ lipidow w liniach
MCam o zwiekszonym przystosowaniu do warunk6éw stresowych w poréwnaniu do linii BC.

Obserwacje fenotypowe przeprowadzone zostang w do$wiadczeniach zatozonych zaréwno w warunkach szklarniowych jak i w
fitotronie w trzech powtorzeniach. W ramach projektu przeprowadzona bedzie seria komplementarnych i skoordynowanych
doswiadczen, w ktorych wybrane formy jeczmienia bedg poddawane stresom abiotycznym w stadium krzewienia przez okres 14
dni, natomiast cechy fenotypowe obserwowane i mierzone bedg w czasie formowania plonu oraz w stadium dojrzatosci petne;j.
Fenotypowanie obejmowaé bedzie 20 cech zwigzanych miedzy innymi z morfologia ktosa, architekturg rosliny, masa ziarna, a
takze terminami osiggania wazniejszych faz rozwojowych. Wraz z fenotypowaniem bedzie badany sktad jakosciowo-ilosciowy
lipidéw ze szczegélnym uwzglednieniem steroli z wykorzystaniem LC-MS. Bedzie takze obserwowany poziom transkryptu genu
LTP2 z wykorzystaniem reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Detekcja biatka LTP2 nastgpi z wykorzystaniem metody Western
Blot. Wszystkie pomiary beda przeprowadzone na prébkach biologicznych uzyskanych w warunkach kontrolnych oraz po
zastosowaniu stresdéw abiotycznych (susza, wysoka temperatura, zasolenie). Wyniki doswiadczen beda analizowane pod
wzgledem zmiennosci w obrebie badanych linii jeczmienia. W doswiadczeniach obejmujgcych zastosowanie stresow
abiotycznych polimorfizm ten bedzie takze interpretowany w odniesieniu do efektéw interakcji genotypowo-srodowiskowe;j.
Powszechnie uznaje sie, ze pierwotnym miejscem odbioru sygnatu o powstaniu deficytu wody w komorce sg btony plazmatyczne.
tagodny deficyt wody przyczynia sie do zmian w ptynnosci lipidéw, co stanowi sygnat inicjujacy taficuch zdarzen prowadzacych
do ekspresji okreslonych genéw odpowiedzialnych za uruchomienie mechanizméw dostosowawczych (Hoekstra i in. 2001).
Jeczmien stanowi ok. 10% Swiatowej powierzchni uprawy zbéz (68-71 min ha) i zajmuje czwartg pozycje na $wiecie pod
wzgledem wielkosci produkcji, zaraz po kukurydzy, ryzu i pszenicy. W$réd zbéz jeczmien nalezy do jednego z gatunkow
najlepiej rozpoznanych pod wzgledem genetycznym. Ponadto zsekwencjonowanie genomu jeczmienia w ramach International
Barley Genome Sequencing Consortium w 2012 roku moze znaczaco wptyna¢ na rozwoj genetyki jeczmienia, a w konsekwencji
dostarczy¢ nowych narzedzi w poznawaniu genoméw roslin z plemienia Triticeae.

Na skutek drastycznego niedoboru wody w glebie (gwattowna susza) dochodzi zwykle do wielu niekorzystnych zmian zaréwno
strukturalnych, jak i funkcjonalnych na poziomie komérkowym. Wystepuja zmiany w selektywnosci bton plazmatycznych,
dochodzi do hamowania aktywnosci enzymoéw, a w konsekwencji do utraty kompartymentacji komorek i zaktocenia przebiegu
proceséw metabolicznych. Wzrost przepuszczalnosci bton jest spowodowany degradacja biatek oraz lipidéw, ktéra jest
konsekwencja zwiekszonego poziomu reaktywnych form tlenu i wystepowania stresu oksydacyjnego. W zaleznos$ci od nasilenia
stresu wzrasta réwniez stopien peroksydacji lipidow.

Proteom dojrzatych nasion jeczmienia obfituje w biatka odpowiedzi na stres, m.in. rodzine biatek stresu roslinnego PRs
(pathogenesis-related proteins). Ekspresja genéw PRs regulowana jest w trakcje rozwoju rosliny. Uwaza sie, ze biatka PRs petnig
ochronng role w trakcie spoczynku i kietkowania nasion, jak réwniez zaangazowane sg w odpowiedz roéliny na czynniki
stresowe. Wedtug doniesien literaturowych gtéwnie sg to stresy biotyczne, gdyz wtedy nastepuje wzmozona ekspresja genéw
PRs. Biatka PR wykazuja zwiekszong odporno$¢ na proteolize, wysoka temperature i utrzymujg stabilnosé w Srodowisku o niskim
pH, czyli w ekstremalnych warunkach, gdzie wiekszo$¢ biatek roslinnych ulega denaturacji. Te wiasciwosci czynia biatka PRs
korzystnymi w aspekcie obrony roéliny na stres. Z drugiej jednak strony ich wysoka stabilno$¢ moze przyczyniac sie do
indukowania alergennosci. Sklasyfikowano 17 rodzin biatek PR, a spo$réd nich 9 uznano za alergeny dla cztowieka. Grupa 14
obejmuje biatka transportujgce lipidy (lipid transfer proteins - LTP), ktdre wystepujg zaréwno w pytku roélin jak i ziarnach,
owocach, warzywach czy orzechach. Biatka wchodzace w sktad tej rodziny stanowig jedne z najsilniejszych alergendw
pokarmowych z grup PRs i powodujg grozna anafilaksje. Biatka transportujace lipidy podzielone sg na dwie podgrupy: LTP1 o
masie okoto 9 kDa i LTP2 0 masie okoto 7 KDA. Kodujace je geny ulegajg ekspresji przede wszystkim we wczesnych fazach
rozwojowych oraz mtodych tkankach dojrzatych roslin, a takze w reakcji na stresy biotyczne. Mniej wiadomo o ich
zaangazowaniu w odpowiedzZ na stresy abiotyczne, w przypadku jeczmienia niewiele jest na ten temat doniesien literaturowych.
Stwierdzono dziesieciokrotnie nizsze stezenie biatka LTP2 w nasionach w poréwnaniu z LTP1. Jednakze to biatko LTP2
charakteryzuje sie wyzszg temperaturg topnienia (ponad 100°C) oraz zwiekszona odpornos$cig na stezenie detergentéw niz LTP1.
Moze to sugerowac jego silniejsze dziatanie alergogenne nawet przy nizszym stezeniu. Ponadto LTP2 posiada zdolnos$¢ do
wigzania nie tylko liniowych czasteczek lipidéw (jak w przypadku LTP1), lecz réwniez steroli (o duzym znaczeniu dla cztowieka,
m.in. zmniejszeniu stezenia cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL, nie powodujac przy tym spadku frakcji HDL) dzieki
czemu odznacza sie wyzszg aktywnoscig przenoszenia lipidow. Moze mie¢ to istotne znaczenie w warunkach stresu abiotycznego.
W najnowszej literaturze $wiatowej informacji na temat LTP2 jest niewiele, a w przypadku jeczmienia prace badawcze sg
prowadzone w bardzo ograniczonym zakresie. W zaproponowanym projekcie zintegrowane analizy ekspresji genu oraz biatka,



ktére koduje, jakosciowe i ilosciowe pomiary zawartosci lipidéw, wraz z danymi obserwacji cech fenotypowych dostarcza nowej
wiedzy dotyczacej LTP2. Zastosowanie linii BC o bardzo zblizonym tle genetycznym, wyselekcjonowanych ze wzgledu na gen
LTP2, stanowi unikalny materiat badawczy oraz pozwoli oceni¢, czy obserwowane i w jakim stopniu zmiany zawartosci lipidow
pod wptywem réznych stresdw abiotycznych sg efektem dziatania tego genu. Uzyskane wyniki beda zawieraty istotne informacje
dla funkcjonalnej adnotacji genomu jeczmienia, ktory staje sie modelem dla roslin zbozowych ze wzgledu na opublikowang
niedawno jego sekwencje. Podjete zintegrowane prace badawcze i zdobyta wiedza bedg w przysztosci stuzy¢ jako podstawa dla
metod doskonalenia jeczmienia i innych roslin uprawnych.



