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Oswiadczenia wspotautorow okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich w powstanie
poszczegdlnych publikacji, wehodzacych w sklad osiggnigcia naukowego, znajdujg si¢ W

Zalgczniku nr 6.

¢) oméwienie celu naukowego / artystycznego ww. pracy / prac i osiggnigtych
wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

WSTEP

Stresy abiotyczne sg gldéwnym czynnikiem ograniczajgcym wystgpowanie roflin w
poszczegolnych strefach klimatycznych. Temperatura, dostgpnosé wody oraz zasolenie gleby
(pojawiajace si¢ gtéwnie na obszarach ulegajacych stepowieniu) maja najwigkszy wplyw na
ich wzrost i rozwoj. Pierwotne uszkodzenia spowodowane dzialaniem stresow dotyczg
zaburzen w przebiegu procesu fotosyntezy oraz utrzymywania wodnej homeostazy. Gatunki
zroznicowane pod wzgledem tolerancji na dany rodzaj stresu posiadajg odmienne wzory
ekspresji kluczowych genéw kodujgcych biatka bioragce udzial w regulacji tych procesow.
Istotng funkcje w odpowiedzi roslin na dehydratacj¢ pelniag akwaporyny - biatka blonowe
nalezace do rodziny MIP (ang. Major Intrinsic Proteins) (Pawlowicz i in. 2018 -P2).
Obecnosé tych biatek w btonach biologicznych zwigksza ich przepuszczalnos¢ dla wody, a
takze innych niskoczasteczkowych substancji. U ro$lin wyzszych akwaporyny klasyfikuje si¢
w szesciu nastepujacych podrodzinach: PIPs (ang. Plasma membrane Intrinsic Proteins), TIPs
(ang. Tonoplast Intrinsic Proteins), NIPs (ang. Nodulin-26-like Intrinsic Proteins), SIPs (ang.
Small, basic Intrinsic Proteins), GIPs (ang. GlpF-like Intrinsic Proteins) oraz XIPs (ang.
uncategorized X intrinsic proteins). Przynalezno$¢ poszczegdlnych izoform do danej
podrodziny jest zwigzana z ich blonowo-specyficzng akumulacja. W plazmolemie
lokalizowane sg biatka PIPs, NIPs oraz XIPs, w retikulum endoplazmatycznym NIPs i SIPs, a
w tonoplascie TIPs. Akwaporyny wystgpuja w formie homo- badz hetero-tetramerow, przy
czym kazdy monomer tworzy niezalezny kanal. Monomery przyjmujg tzw. strukturg
klepsydry (ang. hourglass-like structure), ktora jest zbudowana z szedciu transblonowych o-
helis polaczonych ze sobg za pomoca pigciu petli (A do E) (Fujiyoshi i in. 2002). W
strukturze biatka wyréznia sie dwa konserwatywne motywy: NPA (asparagina-prolina-
alanina) oraz tzw. motyw Ar/R (aminokwas aromatyczny/arginina), ktére uczestniczg w
selekcji zwigzkow, jakie moga byé transportowane przez kanat (Tornroth-Horsefield i in.

2006). Do najlepiej scharakteryzowanych akwaporyn naleza izoformy z podrodziny PIPs i
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TIPs. W obrebie podrodziny PIPs wyrdznia si¢ grupy PIP1 i PIP2, ktore roznig si¢
nieznacznie budowa, jak rowniez wydajnoscig przewodzenia wody (Zelazny 1 in. 2007;
Yaneff i in. 2014; Byrt i in. 2017). Z kolei podrodzina TIPs jest podzielona na pie¢ grup
(TIP1-TIP5) akumulowanych sa w réznych typach wakuoli (Reinhardt i in. 2016). W
tkankach wegetatywnych najliczniejsze sg izoformy TIP1 i TIP2. Zaréwno bialka PIPs, jak i
TIPs tworza kanaly, przez ktore mogg przenikaé czasteczki wody. Wykazano, ze obnizenie
ckspresji genéw PIPs powoduje redukcje przewodnictwa wodnego w lisciach (Kjear) 1
korzeniach (Lpy) (Prado i in. 2013; Song i in. 2016; Gitto i Fricke 2018). Ponadto, zaréwno
izoformy PIP1, jak i PIP2 uczestniczqg w transporcie dwutlenku wegla przez blony
komérkowe, a tym samym biorg udziat w regulacji przewodnictwa szparkowego, jak réwniez
mezofilowego. Badania wykazaly, ze geny kodujgce akwaporyny podlegajg zaro6wno
pozytywnej, jak i negatywnej regulacji w warunkach streséw abiotycznych u wielu gatunkéw
roslin, zaréwno jedno-, jak i dwuligciennych (Venkatesh i in. 2013; Hove i in., 2015; Kayum i
in. 2017). Profile ekspresji poszczegolnych genow byly specyficzne dla danego czynnika
stresowego. U Arabidopsis podczas suszy i zasolenia obserwowano zardwno wzrost, jak i
spadek poziomu transkryptu wielu genéw kodujacych akwaporyny, natomiast podczas
hartowania w chtodzie ekspresja wigkszoéci badanych genow ulegta obnizeniu (Jang i in.
2004). Indukowane susza obnizenie ekspresji genow takich jak PIP1;5, PIP2;2, PIP3;2 i
PIP2;4 u Arabidopsis (gtéwnie ulegajacych ekspresji w korzeniach), w poczatkowej fazie
stresu prowadzilo do zatrzymania wody w komérkach (Jang i in. 2004; Alexandersson 1in.
2005). Natomiast wzmozona ekspresje genéw takich jak JcPIP2 z Jatropha curcas (Jang i in.
2013) oraz ArTIP2;1 z Arabidopsis (Oono i in. 2003) obserwowano po ponownym
nawodnieniu rodlin (faza regeneracji), co bylo zwigzane z przywrdéceniem optymalnego
uwodnienia tkanek po ustapieniu stresu. Nadekspresja genow PIPI i PIP2 u wielu gatunkow
rodlin jedno- i dwuliéciennych, takich jak Oryza sativa (Liu i in. 2013; Ding i in. 2015),
Nicotiana tabacum (Huet i in. 2012; Zhou i in. 2012; Chang i in. 2016), Solarium
lycopersicum (Sade i in. 2010; Li i in. 2016; Wang i in. 2017) powodowala zwigkszenie
poziomu ich tolerancji na susz¢ i zasolenie. U mutantéw obserwowano miedzy innymi
szybszy wzrost, lepiej rozwinigty system korzeniowy, szybsze zamykanie aparatow
szparkowych w warunkach stresu, a co za tym idzie wolniejsza utrate wody, ulepszony
wspolczynnik WUE (ang. Water Use Efficiency) oraz wyzsze przewodnictwo wodne korzeni.
Roéliny transgeniczne o zwigkszonej tolerancji na suszg charakteryzowaly si¢ wyzszymi

wartosciami wspolczynnika K/Na, wyzszym stezeniem jonéw wapnia i proliny w tkankach,
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wyzszg aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych, obnizong peroksydacjg lipidéw oraz

obnizonym wyciekiem elektrolitow.

Najbardziej wrazliwym na dzialanie stresow abiotycznych komponentem aparatu
fotosyntetycznego jest fotouklad II (PSII). Jest to kompleks zbudowany z wielu podjednostek
biatkowych zlokalizowany w tylakoidach chloroplastéw, w ktérym zachodza reakcje fazy
jasnej fotosyntezy. Stresy abiotyczne powodujg obniZzenie jego aktywnodci, jak roéwniez
fancucha transportu elektronow (ang. rozwinigeie skrétu ETC), co z kolei generuje stres
fotooksydacyjny w komorkach (Gururani i in. 2012; Roach i in. 2014). Najwazniejszym
mechanizmem obronnym przed stresem fotooksydacyjnym jest przeksztalcenie energii
$wietlnej w termiczng, ktdra nastgpnie w postaci ciepta jest uwalniana przez rosliny do
otoczenia. Proces ten nazywany jest dyssypacjg energii cieplnej (ang. Non-Photochemical
Quenching — NPQ) (Nath i in. 2013; Rochaix i in. 2014), ktéry czgsto wystepuje podczas
hartowania roslin w chlodzie. Nadprodukcja reaktywnych form tlenu (ang. rozwinigcie skrotu
ROS) moze prowadzi¢ do peroksydacji lipidow. Z kolei peroksydacja lipidowych
komponentow PSII moze powodowaé degradacje bialek wchodzgcych w jego sklad (Li i in.
2018) i jest jedng z glownych przyczyn jego uszkodzen. U roélin wyzszych w budowie
centrum katalitycznego PSII, tzw. OEC (ang. Oxygen Evolving Complex) wyrdznia si¢
kompleks manganowy (MnsCa) i zwiazane z nim liczne zewngtrzne i wewngtrzne biatka (ang.
extrinsic and intrinsic proteins), ktére pelnig funkcje stabilizacyjng kompleksu (Ifuku i in.
2005; Yi i in. 2009; Bricker i in. 2012). Do dwoch najwazniejszych bialek zewngtrznych
nalezg: OEE1 (PsbO) oraz OEE2 (PsbP) o masie czasteczkowej wynoszacej odpowiednio 33 i
24 kDa (Su i in. 2017) akumulowane w $wietle tylakoidéw. Biatko OEE1 (PsbO) nazywane
jest rowniez biatkiem stabilizujacym kompleks manganowy (ang. manganese-stabilizing
protein — MSP). Posiada ono silnie zakonserwowana strukturg i jest syntetyzowane u
wszystkich organizméw przeprowadzajacych fotosyntez¢ w warunkach tlenowych (De Las
Rivas i in. 2004). Z przeprowadzonych badan wynika, ze biatko OEE1 pelni najistotniejsza
funkcje w prawidtowym funkcjonowaniu PSII poprzez utrzymywanie optymalnego stgzenia
jonéw manganu (Bommer i in. 2016), a takze wapnia i chloru w centrum aktywnym PSII
(Popelkova i in. 2011; Roose i in. 2016). W ten sposob OEE1 pelni rol¢ biatka opiekunczego
(ang. chaperone) (Yamamoto i in. 2016). Biatko OEE1 jest kodowane przez jeden gen u
Oryza sativa, lub przez dwa geny u Arabidopsis i Solanum tuberosum. U Arabidopsis
izoforma PsbO1 bierze udzial w utrzymywaniu prawidlowej aktywnosci PSII, podczas gdy

izoforma PsbO2 w regulacji fosforylacji biatka D1 podczas cyklu naprawczego PSII (Lundin i
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in. 2007). Wykazano, ze izoforma PsbO1 moze przejmowac funkcje izoformy PsbO2 (Lundin
i in. 2007). Dodatkowg funkcjg biatka OEE1 moze by¢ udzial w ochronie PSII przed
uszkodzeniami fotooksydacyjnymi (Gururani i in. 2012; Gururani i in. 2013; Roose i in.
2016). Brak ekspresji genu PshOI u mutantéw Arabidopsis, powodowal obnizong aktywnos¢
PSII, podczas gdy u roslin transgenicznych z wylaczong ekspresja genu PsbO2 aktywnosc ta
byla podwyzszona. U roslin F. pratensis biatko OEE1 ulegalo czesciowej degradacji podezas
hartowania w chlodzie (Kosmala i in. 2009). Podobnie jak w przypadku biatka OEE1, funkcja
biatka OEE2 jest utrzymywanie optymalnego stgzenia jonow wapnia i chloru w kompleksie
manganowym (Yi i in. 2009; Bricker i in. 2012), co wiaze sig ze zmianami konformacyjnymi
konca aminowego biatka OEE2 (Tomita i in. 2009). U Arabidopsis biatko OEE2 réwniez jest
kodowane przez dwa geny: PsbPl i PsbP2, przy czym z genu PsbP2 nie powstaje
funkcjonalne biatko (Ishihara i in. 2007; Allahverdiyeva i in. 2009).

Do biatek chloroplastowych o istotnym znaczeniu w przebiegu fotosyntezy nalezg lipokaliny,
sbudowane z 120-180 aminokwaséw. Ich specyficzna struktura trzeciorzgdowa pozwala na
wigzanie ligandow, ktorymi sg male, zazwyczaj hydrofobowe czasteczki, takie jak kwasy
thuszczowe, retinoidy, steroidy oraz feromony (Flower 2000; Flower i in. 2000). Wéréd
lipokalin wyréznia si¢ dwie grupy tzw. lipokaliny prawdziwe (ang. true lipocalins) oraz biatka
lipokalinopodobne (ang. lipocalin-like proteins). Do lipokalin prawdziwych zaliczane sg
lipokaliny indukowane temperaturg (ang. temperature-induced lipocalins, TIL) akumulowane
w plazmolemie, oraz lipokaliny chloroplastowe (ang. chloroplastic lipocalins, CHL) obecne w
$wietle tylakoidow (Charron 2005). Lipokaliny prawdziwe posiadajg w swojej strukturze
biatkowej trzy kopie motywu SCR (ang. Structurally Conserved Region) oraz antyrownolegla
B-harmonijke (Flower i in. 2000). Do biatek lipokalinopodobnych zaliczane sa enzymy cyklu
ksantofilowego: epoksydaza zeaksantynowa (ZEPs) i wiolaksantyna (VDEs). Ekspresja
gen6éw kodujacych lipokaliny chloroplastowe jest regulowana przez czynniki abiotyczne
(Charron i in. 2008; Levesque-Tremblay i in. 2009; Kjellsen i in. 2010). Rola lipokalin u
rolin nie zostata jak dotad szczegotowo wyjasniona. Wysoka akumulacja chloroplastowe;
lipokaliny w suszy u roslin transgenicznych Arabidopsis z nadekspresjg genu AfCHL
powodowala ich wyzsza przezywalnosé (Levesque-Tremblay i in. 2009). Byla ona zwigzana
ze zwickszonym poziomem tolerancji na stres oksydacyjny mutantéw, u ktérych
obserwowano obnizony poziom peroksydacji lipidow w blonach komorkowych w warunkach
dehydratacji oraz silnego natgzenia $wiatla. Natomiast mutanty typu knock-out posiadaty

wyzsza zawarto$¢ hydroksylowych kwasow thuszezowych, w poréwnaniu z roslinami typu
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dzikiego. Wyzszy poziom lipokaliny indukowanej temperaturg (AtTIL) u mutantow
Arabidopsis z nadekspresjg genu ArTIL powodowal zwigkszenie tolerancji na mroz, jak

rowniez stres oksydacyjny (Charron i in. 2008).

CEL NAUKOWY I UZYSKANE WYNIKI

W Zespole Fizjologii Molekularnej i Cytogenetyki Roslin Instytutu Genetyki Roslin PAN
realizowane sg badania dotyczace molekularnych podstaw tolerancji stresow abiotycznych u
traw pastewnych z rodzaju Festuca (kostrzewy). Rodzaj ten skupia okolo 500 gatunkéw o
znakomitych wlasciwosciach uzytkowych cenionych miedzy innymi w przemysle nasiennym,
szeroko rozpowszechnionych w strefach klimatu umiarkowanego (Hand i in. 2012). Do
gatunkdw o najwiekszym znaczeniu gospodarczym naleza: Festuca pratensis Huds.
(kostrzewa takowa) o wysokiej zimotrwalosci oraz tolerancji na mréz (Kosmala i in. 2009,
Jurczyk i in. 2012, 2016) oraz Festuca arundinacea Schreb. (kostrzewa trzcinowa) o wysokiej
tolerancji na suszg, zasolenie oraz wysoka temperatur¢ (Gao i in. 2015; Perlikowski i in.
2016; Zhuang i in. 2018). Jak wskazujg liczne badania, gatunki te stanowig doskonaty model
do badan funkcji genow zwigzanych z roznymi typami odpowiedzi ro$lin na dzialanie
czynnikow srodowiskowych, rowniez ze wzgledu na ich wewnatrzgatunkowa zmiennosé

(Kosmala i in. 2009, Bocian i in. 2011).

Badania wchodzace w sklad niniejszego osiagni¢cia naukowego mialy miedzy innymi na

celu _identyfikacj¢ genéw zaangazowanych w strategie tolerancji odwodnienia

protoplastu u kostrzewy trzcinowej (F. pratensis) i kostrzewy lakowej (F. arundinacea).

Dehydratacja protoplastu moze by¢ wywotywana dzialaniem suszy i zasolenia, jak rowniez
towarzyszy¢ stresowi mrozu. Wigze sie ona ze zmiang ekspresji wielu genow.
Przeprowadzone badania obejmowaty szczegdtowa analizg¢ ekspresji na poziomie transkryptu
i biatka wybranych gendéw kodujacych akwaporyny z podrodzin PIPs i TIPs oraz genéw
kodujacych kluczowe biatka zwigzane z funkcjonowaniem aparatu fotosyntetycznego podczas
suszy, zasolenia oraz niskiej temperatury. Zastosowany uklad eksperymentalny polegal na
analizie porownawczej ekspresji wyzej wymienionych grup genéw u dwoch genotypoéw
danego gatunkéw Festuca, rdznigcych si¢ znaczaco poziomem tolerancji na dany rodzaj

stresu (Tabela 1). Zastosowanym kryterium wyboru podczas selekcji genotypéw z populacji
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F. arundinacea byl fluorymetryczny pomiar fluorescencji chlorofilu (Pawlowicz i Rapacz
2010 — P5), natomiast genotypéw z populacji F. pratensis zdolnosci roslin do odrostu po
wymrozeniu (wizualna skala Larsena) oraz stopien uszkodzenia blon komodrkowych pod

wplywem mrozenia (pomiar wycieku elektrolitow — test Teiso) (Kosmala i in. 2009).

Tabela 1 Nazwy i skréty genotypéw F. arundinacea i I. pratensis o zroznicowanej tolerancji

na susze, zasolenie i niska temperature uzytych jako materiat badawczy

Stres Genotyp o niskim poziomie Genotyp o wysokim Gatunek
tolerancji stresu (ang. low- poziomie tolerancji stresu
stress tolerant genotype) (ang. high-stress tolerant
genotype)
Susza LDT (Fa31 i Fa60) HDT (Fa35 i Fa45) Festuca arundinacea
Zasolenie LST (Fal4) HST (Fal8) Festuca arundinacea
Niska temperatura | LFT (Fp13) HFT (Fp37) Festuca pratensis

Klony poszczegélnych genotypéw umieszczono w doniczkach, a nastgpnie poddano je
dziataniu suszy (F. arundinacea) (Kosmala i in. 2012; Pawlowicz i in. 2012 - P4), zasolenia
(F. arundinacea) (Pawlowicz i in. 2018 — P2) oraz niskiej temperatury (F. pratensis)
(Kosmala i in. 2012; Pawlowicz i in. 2012 — P4). Dla uzyskania deficytu wody roliny nie
byty podlewane przez okres 11 dni. Nastgpnie byty one ponownie nawadniane (rehydratacja),
w celu oceny ich potencjatu do regeneracji po ustgpieniu stresu. Podczas stresu solnego
rogliny podlewano 250 mM roztworem NaCl przez 11 (Pawlowicz i in. 2012 — P4) badz 24
dni (Pawlowicz i in. 2018 — P2). Warunki wzrostu roslin w czasie suszy i zasolenia byly
nastepujace: temperatura — 22/17 °C, fotoperiod — 16 h dzien, $wiatto — 400 pmol m 2\
Relatywna wilgotno$¢ powietrza w czasie suszy wynosita 30%, a podczas zasolenia 60%.
Podczas stresu niskiej temperatury (hartowanie w chlodzie), zastosowano nastepujgce
warunki wzrostu roélin: 7-dniowe pre-hartowanie (temperatura — 12 °C fotoperiod — 8 h
dzien, $wiatto 200 pmol m2s™"), poprzedzito okres 21-dniowego hartowania w chlodzie
(temperatura — 4/2 °C, fotoperiod — 10 h dzien, $wiatto — 200 umol m %s”' PPFD). Pr6by do
analiz zbierano w warunkach optymalnego wzrostu (kontrola), podczas stresu (punkty

czasowe) oraz po 10 dniach nawadniania w przypadku stresu suszy.
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W trakcie eksperymentow prowadzono nastgpujgce pomiary parametréw fizjologicznych w
lisciach: relatywnej zawartosci wody w tkankach (ang. Relative Water Content — RWC),
wycieku elektrolitéw (ang. Electrolyte Leakage — EL), wymiany gazowej oraz fluorescencii
chlorofilu. Ich celem byto okreslenie rdznic w reakeji fizjologicznej wybranych genotypow na
dany rodzaj stresu, co mogloby by¢ zwigzane z odmiennym przebiegiem reakcji
metabolicznych w lisciach. W warunkach suszy wykonano analizy fizjologiczne dla dwaéch
genotypow o wysokim poziomie tolerancji (Fa35 i Fa45) oraz dwoch o znaczgco nizszym
poziomie tolerancji (Fa31 i Fa60), ktére nastgpnie zostaly wykorzystane w dwoch

niezaleznych eksperymentach (Kosmala i in. 2012; Pawlowicz i in, 2012 — P4).

W normalnych warunkach wzrostu badane genotypy F. arundinacea posiadaly zblizony

poziom RWC. Natomiast obserwowana w_warunkach suszy utrata wody zawartej w lisciach

byla szybsza u genotypéw LDT (Fa3S i Fa60) w poréwnaniu do genotypéw HDT (Fa31 i
Fa45). Najwieksze roznice pomiedzy genotypami Fa31 i Fa35 zanotowano w 6 dniu stresu
(Pawlowicz i in. 2012 — P4), natomiast pomiedzy Fa60 i Fa45 w 11 dniu stresu (Kosmala i in.
2012). Po ponownym nawodnieniu roélin (rehydratacji), poziom RWC powrécit do wartosci
poczatkowych u wszystkich badanych genotypoéw z wyjatkiem Fa35, gdzie pozostal na nieco
obnizonym poziomie.

Podobnie, w suszy obserwowano znaczgcy wzrost wycieku elektrolitow (EL) u badanych
ro§lin w poréwnaniu do warunkow kontrolnych, z wyjatkiem genotypu Fad5. Wyzsze
wartoéci EL zanotowano dla genotypow LDT. Najbardziej znaczace réznice migdzy
genotypami Fa35 i Fa31 mialy miejsce w 6 dniu stresu, natomiast migdzy genotypami Fa60 i
Fa45 w 9 i 11 dniu stresu. Najwyzsze wartosci EL odnotowano dla genotypu Fa35 w
zaawansowanej fazie suszy. Po rehydratacji poziom RWC u genotypu Fa35 byl nieznacznie
wyzszy w stosunku do ostatniego dnia suszy, natomiast u pozostatych genotypow obnizyt sig
do poziomu kontrolnego. Spadek wartosci EL u genotypéw Fa31 oraz Fa60 wskazywal na ich
znakomity potencjal do naprawy uszkodzen blon komoérkowych u genotypu LDT w fazie
rehydratacji.

Pomiar fluorescencji chlorofilu réwniez wykazat znaczace roznice pomigdzy badanymi
genotypami, ale tylko w warunkach stresu. Genotypy Fa60 i Fad5 réznily si¢ migdzy innymi
wartosciami ABS/CS (ang. light energy absorption), TRo/CS (ang. trapped energy flux per
CS) oraz ETo/CS (ang. electron transport flux per CS). Podwyzszone w poréwnaniu do
kontroli wartosci parametrow ABS/CS oraz TRo/CS obserwowano u genotypu Fad5 w316

dniu suszy. Susza nie wywolata zmian w poziomie ABS/CS u genotypu Fa60, jednakze ulegt
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on obnizeniu po powtérnym nawodnieniu roslin. Warto$¢ parametru ETo/CS wzrosta u
genotypu Fa45 pomigdzy kontrolg a 3 dniem suszy, natomiast obnizyla si¢ ona u genotypu
Fa60 w 9 i 11 dniu stresu. Uzyskane wyniki wskazujg na znaczne zaburzenia integralnodci
fotouktadu II (PSII) u genotypu Fa60 podczas deficytu wodnego. W trakcie suszy genotyp
Fa31 osiagnal nizszg warto$¢ parametru DIo/CS (ang. energy dissipation from PSII reaction
centers) w stosunku do genotypu Fa35 (Pawlowicz i in. 2012 - P4). Ponadto, u obu
genotypoéw podczas stresu nastapil spadek wartosei frakeji OEC (ang. fraction OEC), przy
czym byl on wigkszy u genotypu Fa35. W zaawansowanej suszy (dzien 11) zarowno u
genotypu LDT (Fa60), jak i HDT (Fa45) nastgpito znaczgce obnizenie analizowanych
parametrow wymiany gazowej W porownaniu z faza regeneracji (Kosmala i in. 2012). Nizszy
poziom asymilacji dwutlenku wegla (Py) oraz transpiracji (E) podczas stresu obserwowano u
genotypu Fa60. Natomiast w fazie regeneracji u genotypu tego odnotowano wyzsze wartosci
E i g co moglo to by¢ zwigzane z bardziej intensywnym uwodnieniem tkanek.

Pomiary parametréw fizjologicznych przeprowadzone w_warunkach zasolenia rowniez

pokazaty réznice w odpowiedzi genotypow Fal8 (HST) i Fal4 (LST) na stres. Przede
wszystkim genotypy te roznily si¢ znaczaco stopniem akumulowania jonéw sodu. W
pierwszej fazie stresu (pomigdzy 6 i 9 dniem) stezenie jonoéw sodu bylo nizsze u genotypu
HST, w poréwnaniu z LST. Natomiast stgzenie jonéw potasu bylo nizsze u genotypu HST
przez caly czas trwania stresu. U genotypu LST obserwowano wzrost poziomu K' w
zaawansowanej fazie stresu (pomiedzy 19 a 24 dniem). W konsekwencji wartos¢
wspolczynnika K/Na byla znaczgco nizsza u genotypu HST, zaréwno przed stresem, jak
réwniez w jego zaawansowanej fazie (dzief 24). Podobnie, akumulacj¢ jonéw magnezu w
stresie obserwowano tylko u genotypu LST. Natomiast warunki stresu (zaburzenia gospodarki
jonowej) spowodowaty drastyczny spadek stgzenia jonow wapnia pomigdzy 15 a 19 dniem
stresu u genotypu HST. Pokazuje to, ze reakcja genotypu HST byla charakterystyczna dla
halofitéw, ktére dzieki wydajnemu systemowi usuwania nadmiaru jonéw (SOS, ang. Salt
Overly Sensitive) moga utrzymywac odpowiednio niskg zawarto$¢ jonow w komoérkach. W
czasie trwania stresu u obu genotypéw nastapito stopniowe obnizenie si¢ RWC, przy czym
szybszg utrata wody charakteryzowal si¢ genotyp LST. Wraz z akumulacja jondéw nastgpito
obnizenie parametréw wymiany gazowej (gs, E, Pn) u obu genotypéw. W zaawansowanej
fazie stresu przewodnictwo szparkowe (gs) bylo nieco wyzsze u genotypu LST. Badane
genotypy réznily si¢ znaczaco podczas stresu solnego (9 dzien) wewngtrzkomérkowa

zawartoscia dwutlenku wegla (C;), ktorego wyzszy poziom obserwowano u genotypu LST.
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Akumulacja jonéw Na' i Cl' miala rowniez wplyw na fotochemiczng aktywnos¢ fotouktadu II
PSII. W poczgtkowe] fazie stresu nastgpil wzrost wartosci ABS/RC (ang. energy flows for
absorption), TRo/RC (ang. trapping), oraz ETo/RC (ang. electron transport), osiggajac
najwyzsze wartoéci w 6 dniu stresu, po czym w nastgpnych dniach stresu nastgpit ich spadek
do poziomu kontrolnego, co wskazywato na zaburzenia w transporcie elektronéw podczas

stresu.

U badanych genotypéw F. pratensis obserwowano odmienng reakcj¢ aparatu

fotosyntetycznego na niskg temperaturg (Pawlowicz i in. 2012 — P4). Pod wplywem

hartowania w chlodzie (4/2°C, dziefi/noc) u obu genotypdéw obserwowano spadek wartosei
F\/F,, (maximum quantum efficiency of PSII photochemistry). Spadek ten byl szybszy i
bardziej znaczacy u genotypu Fp13 (LFT). W warunkach kontrolnych genotyp Fp37 osiggnat
wyzsze wartosci DIo/CS, natomiast podczas stresu nastapil jego istotny wzrost u genotypu
Fpl13. W ostatniej fazie hartowania (21 dzien) wartosci Fv/Fm i DIo/CS byly identyczne dla
obu genotypow. Niska temperatura nie spowodowata zmian w wartoéci parametru (ang.
fraction OEC), a zatem mozna wnioskowac¢, ze centrum aktywne fotouktadu II pozostawato
stabilne w warunkach stresu. Znaczaco nizsze wartosci Fv/Fm u genotypu Fpl13 w 7 i 11 dniu
hartowania w chtodzie wskazywaly to wickszg podatnos¢ genotypu LST na fotoinhibicje

indukowang niskg temperatura.

Kolejnym etapem badan byla analiza ekspresji wybranych genéw zwigzanych z
fotosynteza oraz transportem wody na poziomie transkryptu i bialka metoda RT-gPCR

i Western blot podczas streséw abiotycznych.

Pierwsza analiza dotyczyla genu PsbO kodujgcego biatko OEE1 (PsbO) u genotypéw Fa35 i
Fa31 w warunkach suszy oraz Fp13 i Fp37 podczas hartowania w chlodzie (Pawlowicz i in.
2012 — P4). Wykazata ona wzrost poziomu transkryptu PsbO w warunkach suszy u genotypu
HDT. Podniesiony poziom ekspresji utrzymywal si¢ réwniez po rehydratacji. U genotypu
LDT nieznaczny wzrost poziomu transkryptu miat miejsce w 8 dniu stresu, po czym powrdcit
on do poziomu kontrolnego, po ponownym nawodnieniu ro$lin. Natomiast podczas stresu
nastapit postepujacy spadek poziomu akumulacji biatka u obu genotypow. Najwigksze
réznice miedzy-genotypowe obserwowano w 8 dniu stresu, kiedy poziom biatka OEE1 byl
znaczaco nizszy u genotypu HDT. Po rehydratacji poziom biatka pozostawal na obnizonym

poziomie w stosunku do poziomu kontrolnego.

11




Autoreferat Izabela Pawlowicz

Pod wplywem hartowania w chtodzie poziom transkryptu genu PsbO obnizyl si¢ u genotypu
LFT. Natomiast w 21 dniu hartowania obserwowano jego istotny wzrost (ale nie byl on
istotny). U genotypu HET po nieznacznym spadku poziomu transkryptu PsbO drugim dniu
stresu, nastapil jego wzrost w kolejnych dniach hartowania. W warunkach kontrolnych
poziom biatka byl wyzszy u genotypu HFT. Podobnie u genotypu HDT obserwowano
akumulacje biatka po diuzszym czasie hartowania w chiodzie. Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna spekulowaé, ze bialko OEE1 pelni odmienng funkceje w stabilizacji PSII
w suszy i w niskiej temperaturze. Podczas hartowania w chlodzie zmiany ekspresji genu
PsbO byly skorelowane z wydajno$cig fotosyntetyczng PSIL. Natomiast u genotypéw F.
arundinacea wysoki stopien degradacji bialka OEE1 wplywal na destabilizacje¢

kompleksu OEC podczas suszy.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analize poziomu akumulacji transkryptu podczas

stres6w abiotycznych dla czterech genéw kodujgcych akwaporyny u genotypéw Fa60 i Fad5
oraz Fpl3 i Fp37 metodg RT-qPCR (Pawlowicz i in. 2017 — P3). Biatka te nalezaly do
podrodziny PIP (PIP1;2 i PIP2;2) oraz TIP (TIPI;1 i TIP2;1). Byla to pierwsza analiza

zmian ekspresji genéw kodujacych akwaporyny w odpowiedzi na stresy abiotyczne u
gatunkéw z rodzaju Festuca. U gatunkéw tych rodzina MIP nie zostala jak dotad
scharakteryzowana i nie jest znana liczba genéw wchodzacych w jej sklad. Do analizy zostaty
wybrane geny z podrodziny PIP i TIP ze wzglgdu na to, ze jak wynika z danych
literaturowych sa one zaangazowane w regulacj¢ przewodnictwa wody i dwutlenku wegla.
Analiza profili transkrypcyjnych tych genéw podczas suszy, zasolenia oraz hartowania
w chlodzie miala na celu okreslenie ich potencjalnej funkcji w mechanizmie tolerancji
stres6w abiotycznych u analizowanych gatunkéw Festuca. W trakcie analiz okazalo sig, ze
w lisciach obu gatunkéw gen TIP2;l ulegal ekspresji na poziomie niemozliwym do

oznaczenia metoda RT-qPCR.

W warunkach suszy obserwowano spadek akumulacji transkryptu genéw PIP1;2 oraz TIPI;1

u obu analizowanych genotypéw. U genotypu LDT poziom transkryptu genu PIPI;2 byt
obnizony przez caty okres suszy, podczas gdy u genotypu HDT miat on miejsce jedynie w 9
dniu stresu. Po ponownym nawodnieniu roélin poziom transkrypt PIP1;2 u genotypu LDT
powrdcit do poziomu kontrolnego. W przypadku obu genotypéw poziom transkryptu genu
TIP1;1 obnizyt si¢ w zaawansowanym stadium suszy (dziefi 9 u genotypu LDT oraz dzien 11

u genotypu HDT). Natomiast w fazie regeneracji po stresie (RE) obserwowano znaczacy
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wzrost akumulacji transkryptu T/P1;1 u genotypu LDT, podczas gdy u HDT utrzymywat si¢
na poziomie kontrolnym. Warunki suszy nie wplynely na poziom transkryptu genu PIP2;1 u
genotypu LDT, podczas gdy u genotypu HDT nastgpil jego znaczny spadek w 11 dniu suszy.
W fazie regeneracji u genotypu LDT zaobserwowano istotny wzrost poziomu transkryptu
genu PIP2;1.

W warunkach kontrolnych genotypy HDT i LDT réznity si¢ znaczgco poziomem transkryptu
badanych gendow. Wyzszy poziom transkryptu genu PIP2;1 zanotowano u genotypu HDT
oraz LST, genu PIP1;2 u genotypu HST, a T/P1;1 u genotypu LST. Natomiast w warunkach
wysokiego zasolenia nastapily zmiany w ekspresji genow PIP1;2 i TIP1;1 u genotypu HST.
Poziom transkryptu genu PIPI;2 u ulegl obnizeniu w 9 dniu stresu, natomiast poziom gen
TIP1;1 wzrést w 6 dniu stresu.

Podczas stresu niskiej temperatury odnotowano spadek akumulacji transkryptu gendéw

PIPI;2, PIP2;1 oraz TIPI;1 u obu genotypéw. Byl on najbardziej znaczacy (niemalze
czterokrotny) w przypadku genu 7IPI1;1 u genotypu LFT. W przypadku genu PIPI;2
obnizenie poziomu transkryptu nastgpifo w sposéb stopniowy, podczas gdy akumulacja
pozostatych genéw byta nizsza juz w pierwszych dniach aklimatyzacji w chlodzie, w
poréwnaniu do kontroli. W 7 dniu hartowania w chtodzie obserwowano lekki wzrost poziomu
transkryptu wszystkich analizowanych genéw w poréwnaniu do dnia pigtego. U genu PIPI;2
w 7 dniu stresu poziom transkryptu byl identyczny z kontrola, podczas gdy poziom
transkryptu PIP2;1 i TIP1;1 pozostawal nieco nizszy. Genotypy réznily si¢ znaczaco
poziomem transkryptu genéw PIP2;1 i TIPI;1 w warunkach kontrolnych, przy czym w obu
przypadkach byt on wyzszy u genotypu LFT. Podobnie, podczas stresu nizszy poziom
wykazywal genotyp o wiekszej tolerancji na stres. W przypadku stresu suszy roéznice migdzy
genotypami obserwowano w przypadku genu PIP2;1, podczas zasolenia u genu PIPI;2,
natomiast podczas aklimatyzacji w chtodzie u genow PIP2;1 1 TIP1;1.

Uzyskane wyniki potwierdzily, ze, ekspresja genéw akwaporyn podlegala regulacji
indukowanej dzialaniem bodzcéw $rodowiskowych u obu analizowanych gatunkéw z
rodzaju Festuca. Profile transkrypcyjne analizowanych genéw akwaporyn byty specyficzne
gatunkowo i roznily si¢ w zaleznosci od dzialajacego na rosling bodZca stresowego.
Wykazano réwniez pewna korelacje pomigdzy zmianami w poziomie akumulacji transkryptu
u poszczegolnych genotypéw a ich poziomem tolerancji na stres. Najwigkszy spadek
akumulacji transkryptu genu PIPI;2 oraz TIPI;1 u genotypu HDT nﬂal miejsce kiedy

jednoczesnie obserwowano u niego najwigkszy spadek RWC. Ponadto, znaczgce obnizenie
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akumulacji transkryptu genu PIP2;1 w zaawansowanej suszy (91 11 dzien stresu) u genotypu
HDT mogloby by¢ zwigzane z obnizong asymilacjg dwutlenku wegla. Co wigee] wyzszy w
stosunku do kontrolnego poziom transkryptu PIP2;] obserwowany u genotypu LDT po
rehydratacji mial odzwierciedlenie w wigkszym otwarciu aparatow szparkowych w fazie
regeneracji. Mozna zatem wnioskowaé, ze spadek akumulacji transkryptu genow PIPI;2 i
PIP2;]1 podczas zaawansowanej suszy moze by¢ zwigzany 7z redukcjg  wodnej
przepuszczalnosei membran, co zapobiega utracie wody z tkanck roslin podczas stresu.
Natomiast zwiekszony poziom transkryptu PIP2;1 w fazie ponownego nawodnienia w
poréwnaniu do warunkéw kontrolnych u genotypu LDT mogtla przyczyni¢ si¢ do bardziej
wydajnej absorpeji wody z podloza, i tym samym wlatwi¢ szybsze osiggnigcic wodnej
homeostazy po ustaniu stresu. Interesujgce jest to, ze spadek transkryptu genu PIPI;2
obserwowano u obu genotypow takze podczas hartowania roslin w chlodzie, podczas gdy nie
byl on regulowany w odpowiedzi na zasolenie. Ekspresja genéw PIP1;2 i TIPI;1 byla silnie

skorelowana z poziomem tolerancji na zasolenie badanych roslin.

Kolejnym celem prowadzonych badan bylo poszukiwanie kluczowych komponentéw

metabolizmu chloroplastéw, ktére warunkuja tolerancje na zasolenie u ro§lin F.

arundinacea (Pawlowicz i in. 2018 — P2).

Przeprowadzono analizg porownawczg proteomu chloroplastowego w warunkach kontrolnych
oraz w warunkach wysokiego zasolenia gleby (24 dni stresu) z zastosowaniem
dwukierunkowej elektroforezy (2-DE) w polgczeniu ze spektrometrig mas (MS). W
przypadku 12 bialek, poziom ich akumulacji wzrastat lub ulegat obnizeniu w warunkach
stresu w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Posrod nich znalazly si¢ dwa bialka OEE
(ang. Oxygen-Evolving Enhancer proteins): OEE1 i OEE2, plastydowa aldolaza fruktozo-1,6-
bisfosforanu (pFBA), oraz chloroplastowa lipokalina (CHL). Poziom biatka OEE1 uleglt
obnizeniu pod wplywem zasolenia u genotypu LST w stosunku do warunkéw kontrolnych,
podczas gdy u genotypu HST jego akumulacja byta indukowana stresem. Jakkolwiek wyzszg
akumulacje OEE1 w stresic odnotowano u genotypu LST. Biatko OEE2 zostato
zidentyfikowane wylgcznie u genotypu LST, przy czym jego poziom wzrastal pod wpltywem
zasolenia. Biatko to bylo reprezentowane przez dwie plamki w rozdziale 2-DE, co moze
oznaczaé, ze uleglo ono podczas stresu czgsciowe;j degradacji lub u badanych genotypow

obecne byty jego dwie izoformy.
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Poziom akumulacji bialek pFBA oraz CHL wzrastal znaczgco podezas stresu u genotypu
HST, podczas gdy u genotypu LST pozostawal na poziomie kontrolnym. Jednoczesnie
poziom CHL w kontroli byt znaczaco nizszy u genotypu HST. Wskazuje to, ze biatko to
moze petnié¢ funkcje ochronne dla PSII w warunkach zasolenia. Hipotez¢ t¢ potwierdzajg
pomiary parametrow fluorescencji chlorofilu, ktére wskazujg na wigkszg efektywno$¢ OEC u

genotypu HST podczas stresu.

Dla genéw kodujgcych wyzej wymienione bialka przeprowadzona zostala rowniez analizg¢
ekspresji na poziomie transkryptu w warunkach stresu solnego za pomocg reakcji RT-gPCR.
Poziom transkryptu zostal oznaczony w czterech punktach czasowych, ktore byly
nastepujace: kontrola, oraz 9, 19 i 24 dniu stresu. Diugotrwaly stres solny powodowat
obnizenie poziomu transkryptu genow PsbOl, PsbO2 oraz pFBA, natomiast indukowal
akumulacje transkryptu genu CHL u obu genotypdw. Zaréwno w przypadku genu OEE], jak i
OEE2 poziom transkryptu w warunkach kontrolnych byl wyzszy u genotypu LST. Spadek
akumulacji transkryptu genu OEEI (PsbO1) u genotypu LST mial miejsce pomigdzy 9 a 19
dniem stresu. W przypadku genotypu HST nieznaczny wzrost poziomu transkryptu nastgpit w
9 dniu stresu, po czym w dalszych dniach stresu nastapito jego obnizenie. U genotypu LST
obserwowano stopniowy spadek poziomu transkryptu OEE2 (PsbO2) od rozpoczgcia stresu
do dnia 19, po czym wzrdst on nieznacznie w 24 dniu stresu, jednakze pozostat na obnizonym
poziomie w stosunku do kontroli. U genotypu HST zmiany w poziomie akumulacji
transkryptu OEE2 nastapity dopiero podczas zaawansowanej fazy stresu (dzien 24), kiedy
nastgpit jego delikatny spadek. Poziom transkryptu pFBA obnizyt si¢ u genotypu LST
pomiedzy 9 a 19 dniem stresu, podczas gdy u genotypu HST spadek mial miejsce w
poczatkowe]j fazie stresu (pomigdzy kontrola a 9 dniem). W przeciwienstwie do wyzej
wymienionych genéw akumulacja transkryptu CHL przebiegala w odmienny sposob.
Dlugotrwaly stres powodowal wzrost poziomu transkryptu u obu analizowanych genotypow.
U genotypu LST wzrost akumulacji transkryptu obserwowano pomigdzy kontrolg a 9 dniem

stresu, natomiast u genotypu HST w fazie pozniejszej, tj. migdzy 19 i 24 dniem stresu.

Biatko OEE2 zostalo zidentyﬁkowane za pomocg MS tylko u genotypu LST i jego
akumulacja zwickszyla si¢ nieznacznie podczas stresu solnego, w poréwnaniu do warunkéw
kontrolnych. Nie wykazano zatem zwigzku pomig¢dzy jego akumulacja i zwigkszaniem przez
rosling tolerancji na zasolenie. Jego rola w stresie pozostaje do wyjasnienia. Stres solny

indukowal réwniez wzrost akumulacji biatka pFBA u genotypu HST. Poniewaz ekspresja
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genu pFBA na poziomie transkryptu byta regulowana w bardzo niewielkim stopniu, uwaza sig
7e roznice w poziomie biatka mogta wynika¢ z modyfikacji potranslacyjnych. Uzyskane
wyniki potwierdzajg wezesniejsze badania przeprowadzone na mieszancach L. multiflorum/F.
arundinacea, u ktorych akumulacje aldolazy obserwowano podczas stresu suszy i niskiej
temperatury (Perlikowski i in. 2016; Augustyniak i in. 2018), u genotypéw o wigkszym
poziomie tolerancji stresu. Poziom akumulacji chloroplastowej lipokaliny wzrastal znaczgco
w warunkach zasolenia u genotypu HST, natomiast u LST pozostawat taki jak w warunkach
kontrolnych. Indukowany stresem wzrost poziomu transkryptu genu CHL obserwowano u
obu genotypéw. Z naszych weze$niejszych badan wynika, ze zmiany w poziomie biatka
CHL nastepowaly réwniez pod wplywem suszy (Kosmala i in. 2012). Deficyt wodny
powodowal obnizenie poziomu biatka u dwoch analizowanych genotypéw: o wysokim
poziomie tolerancji suszy (HDT), oraz o niskim poziomie tolerancji suszy (LDT). Wzrost
poziomu ekspresji genu (zar6wno na poziomie transkryptu, jak i biatka) CHL u genotypu
HST byt skorelowany ze zwigkszong wartoscig parametru DIo/CS, ktéry wskazywal na

dyssypacje energii cieplnej przez fotouktad II (NPQ).

Najwazniejsze osiggniecia poznawcze prowadzonych badan:

1. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowac, ze biatko OEE1 pelni odmienng
funkcje w stabilizacji PSII w suszy i w niskiej temperaturze. Podczas hartowania w chlodzie
zmiany ekspresji genu OEEI byly skorelowane z wydajnoscig fotosyntetyczng PSII u F.
pratensis. Natomiast u genotypéw F. arundinacea wysoki stopiefi degradacji biatka OEEIL

wplywat na destabilizacjg kompleksu OEC podczas suszy.

2. Obnizony poziom transkryptu genu PIP1;2 W zaawansowanej suszy byt skorelowany z
obnizong wydajnoscia fotosyntezy oraz wymiany gazowej u genotypu LDT. Wskazuje to na

udziat tego genu w regulacji fazy jasnej fotosyntezy.

3. Wyzszy poziom transkryptu genéw PIPI;2 i TIP1;1 w fazie regeneracji po stresic w
poréwnaniu do poziomu kontrolnego u F. arundinacea wskazuje, ze geny te mogg byc¢

zaangazowane w wydajne uzupetnienie wody po ustaniu stresu suszy.

4. Nabywaniem tolerancji na mréz u roslin F. pratensis podczas procesu hartowania w

chtodzie bylo zwigzane z obnizeniem si¢ poziomu transkryptu genow PIP 1 TIR.
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5. Akumulacja lipokaliny chloroplastowej u F. arundinacea jest pozytywnie skorelowana z

tolerancja na zasolenie.

Badania wchodzace w skfad niniejszego osiagnigcia zostaly wykonane w ramach realizacji
projektu wilasnego NCN - N N303 807640 (2011-2015) pt.: ,,Analiza zmian w ekspresji
genéw akwaporyn pod wplywem stresu dehydratacyjnego u wybranych gatunkow z rodzaju

Festuca” [Zalacznik nr 41, 11.4].

Dalsze badania beda dotyczyé analizy funkcji genéw, ktérych ekspresja, jak wykazaly
wezesniejsze badania, jest zwigzana z tolerancjg streséw abiotycznych, z wykorzystaniem
metody CRISPR/CAS (zlozony projekt NAWA: , Targeted mutagenesis of Lolium genome
mediated by RNA-guided Cas9 endonuclease system”). Do genéw pozostajacych w kregu
mojego zainteresowania znajduja si¢ geny kodujace lipokaliny, ktérych funkcje w warunkach

streséw abiotycznych u gatunkéw Festuca cheiatabym wyjasnic.

5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych (artystycznych).

Prace naukowg rozpoczetam w listopadzie 1999 r. jako stuchaczka Studium Doktoranckiego
przy Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Realizowatam ja
w Pracowni Genomiki Funkcjonalnej Instytutu Genetyki Roslin PAN kierowanej przez prof.
dr. hab. Tadeusza Rorata. Badania prowadzone przez Zesp6! prof. Rorata mialy na celu
identyfikacje genéw warunkujacych mrozoodporno$¢ u gatunkow z rodzaju Solanum oraz
analize ich funkcji. Istotng grupg genow, ktorych ekspresja byla indukowana podczas
hartownia w chlodzie u gatunku dzikiego zimniaka, Solanum sogarandinum, byly geny
kodujace dehydryny. Dehydryny nalezg do II grupy biatek LEA (ang. Late Embriogenesis
Abundant) i sa akumulowane w tkankach wegetatywnych w odpowiedzi na czynniki
abiotyczne powodujgce dehydratacje komorek, takie jak susza, zasolenie i niska temperatura
(Pawlowicz 2004). Uwaza sig, ze ich glowna rola jest stabilizowanie bton komérkowych oraz
innych biatek podczas stresu, jak réwniez mogg petni¢ funkcje krioprotekcyjng oraz wigzac
jony metali cigzkich akumulowane w roglinach (Yu i in. 2018). Analiza funkcji genu Sscil8
(S. sogarandinum cold induced) kodujacego dehydryng o masie czgsteczkowej 9.8 kD (10
kD) w rozwoju roélin oraz w warunkach streséw abiotycznych stala si¢ przedmiotem
realizowanej przeze mnie pracy doktorskiej. W celu zwigkszenia syntezy biatka DHN10 u

uprawnego gatunku ziemniaka, S. fuberosum zostala przeprowadzona jego transformacja
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genem Dhnl0 za pomocy Agrobacterium tumefaciens z zastosowaniem indukowanego
chlodem promotora glukozylotransferazy (GT). Badania wykazaty, ze ekspresja genu Dhml10
u S. sogarandinum i S. tuberosum jest organospecyficzna oraz regulowana przez czynniki
kierujace wzrostem i rozwojem. Akumulacja biatka DHN10 w nadziemnych czgsciach roslin
nastgpowata pod wplywem suszy, jak réwniez stresu fotooksydacyjnego u obu gatunkdw
ziemniaka. Transgen GT::DHN10 ulegat ekspresji tylko na poziomie transkryptu w roslinach
transgenicznych S. tuberosum (Pawlowicz i in. 2004). A zatem zastosowanie promotora GT
do ekspresji genu Dhnl0 nie pozwolilo na zwigkszenie poziomu DHNI0 u mutantow
ziemniaka uprawnego, zaréwno w warunkach kontrolnych, jak i podezas hartowania w
chlodzie. Badania te wykonatam w ramach realizacji projektu zamawianego pt.: »Wplyw
zwigkszonego poziomu ekspresji genow kodujgcych bialka hydrofilowe na odpornos¢
ziemniaka (S. fuberosum) na niskie temperatury” w ramach projektu zamawianego pt.
,Wykorzystanie genetycznych i molekularnych podstaw rozmnazania i odpornosci roslin na
stresy $rodowiskowe dla poprawy whasciwosci ro$lin uprawnych” [Zatacznik nr 41, I.1.], oraz
projektu promotorskiego pt.: ,Przygotowanie transgendéw zlozonych z promotora genu
glukozylo-transferazy (GT) i 355-CaMV oraz sekwencji DNA kodujacej dehydryng DHN10
pochodzgeg z klonu cDNA Sscil8 (Dhnl0). Otrzymanie konstruktéw pBI-GT-DHN i pBI-
35S-DHN oraz wprowadzenie ich do Agrobacterium tumefaciens (szczep LBA 4404)”
[ Zatacznik nr 41.1.2].

Przygotowany przeze mnie transgen GT:DHNIO zostal réwniez wykorzystany do
transformacji ogérka (Cucumis sativus L.), w celu analizy potencjalnej roli dehydryny
DHN10 w nabywaniu mrozoodpornosci (Yin i in. 2004). Analizy wykazaty, ze podobnie jak
u ziemniaka, w transgenicznych roslinach ogorka obserwowano jedynie akumulacje
transkryptu transgenu GT::DHNI10. U jednej z analizowanych linii transgenicznych

obserwowano zwiekszony poziom mrozoodpornosci, w poréwnaniu z formg dzika.

Badania kontynuowatam w Pracowni Cytogenetyki i Biologii Molekularnej, kierowanej w
latach 2005-2012 przez prof. dr hab. Zbigniewa Zwierzykowskiego, a od roku 2012 przez dr.
hab. Arkadiusza Kosmale (obecnie Zespot Fizjologii Molekularnej i Cytogenetyki Roslin).
Podejmowana przez Zespol tematyka dotyczy poznania molekularnych mechanizméw
tolerancji streséw abiotycznych u traw pastewnych z rodzaju Lolium i Festuca. W badaniach

wykorzystywane sa dwa gatunki Festuca: F. arundinacea (tolerancja suszy i zasolenia) oraz
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F. pratensis (mrozoodpornos¢) oraz formy introgresywne Lolium/Festuca, jako modele
uruchamiajgce w stresie odmienne strategie jego tolerancji. Badania dotycza analizy ekspresji
genéw kodujacych enzymy cyklu Calvina (kinaza fosfoglicerynianowa, dehydrogenaza
aldehydu  3-fosfoglicerynowego, aldolaza  fruktozo-1,6-bisfosforanowa), a  takze
funkcjonowania w stresie systemu antyoksydacyjnego. Realizowane sg rowniez prace
dotyczace udziatu tlenku azotu w sygnalizacji komorkowej podczas stresu  suszy.
Dowiedziono, ze istotny udzial w tolerancji stresow abiotycznych zwigzanych z dehydratacjg
protoplastu ma aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanowa, ktorej akumulacj¢ obserwowano
podczas suszy, zasolenia, jak réwniez podczas hartowania w chlodzie u genotypéw o
wysokiej tolerancji na stres (Perlikowski i in. 2014; Augustyniak i in, 2018; Pawlowicz i in.
2018). Jej proponowana rola podczas suszy jest zwigzana z nie-szparkowg regulacja
fotosyntezy.

W Zespole podjeto rowniez badania na temat molekularnych podstaw odpornosci réznych
gatunkéw z rodzaju Poaceae na patogeny. U mieszancow introgresywnych L. multiflorum/F.
arundinacea o zréznicowanej strukturze genomowej wyselekcjonowano dwie formy: odporng
i wrazliwa na Microdochium nivale. Nastgpnie przeprowadzono analiz¢ biochemiczng w celu
zidentyfikowania roslinnych komponentéw komérkowych warunkujgcych t¢ odpornosé
(Plazek i in. 2017). Badania wykazaly, ze w przypadku mieszancow Lolium/Festuca
kluczowe znaczenie miala wysoka zawarto$¢ rozpuszczalnych aminokwaséw oraz obnizony

poziom kwasu abscysynowego (ABA) i jasmonowego (JA) w nadziemnych czgsciach roslin.

Przeprowadzono réwniez analiz¢ komponentow biatkowych, warunkujacych odpornos¢ zyta
(Secale cereale 1..) na fuzarioze kloséw (Perlikowski D., Wisniewska H., Goral T., Ochodzki
P., Majka M., Pawlowicz 1., Kosmala A. (2018). Identification of proteomic components
associated with resistance to Fusarium head blight in rye (Secale cereale L.). The Plant
Pathology Journal, w recenzjach). Badania prowadzono przy wykorzystaniu (i) 2-D
elektroforezy, w celu profilowania akumulacji biatek ziarna po inokulacji i w warunkach
kontrolnych oraz (ii) spektrometrii mas, w celu identyfikacji bialek o réznym poziomie
akumulacji miedzy badanymi odmianami zyta. Wykazano zwiazek pomigdzy poziomem
odpornosci na fuzarioze, a akumulacjg dwoch inhibitoréw alfa-amylazy (NCBL: AAV39517 i
ABO45988). Oba inhibitory charakteryzowaty si¢ stosunkowo wysokim stopniem akumulacji
u odmian odpornych zyta, zaréwno po inokulacji, jak i w warunkach kontrolnych. Ponadto,

analizy aktywnosci alfa-amylazy wskazaly na wyzszy poziom aktywnosci tego enzymu u
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odmian podatnych na fuzarioze ktoséw, a wige u tych, u ktérych nie stwierdzono akumulacji

zidentyfikowanych inhibitoréw amylazy po inokulacji . culmorum.

Ponadto, wykonatam analize poziomu transkryptu genu FUMI zaangazowanego w Synteze
fumonizyn (mikotoksyn) u roznych szczepéw Fusarium proliferatum metodg RT-qPCR
(Gérna i in. 2016). Wykazata ona, ze pod wplywem dodania do hodowli grzybowej
ekstraktow z roglin gospodarzy (m.in. ananasa, kukurydzy, szparaga) obserwowano znaczng

akumulacje transkruptu FUM I, podczas gdy ekstrakt z czosnku obnizat jego poziom.

SzczegOlowy wykaz mojego dorobku naukowego zamiescitam w Zalgczniku nr 4 i
Zalaczniku nr 5 pt: ,Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o
osiggnicciach dydaktycznych, wspétpracy naukowej i popularyzacji nauki” wersja w jezyku
polskimi i jezyku angielskim. Ponizej przedstawiam skrocone zestawienie najwazniejszych

osiagnie¢ wraz z odno$nikami do odpowiednich punktow wyzej wymienionego wykazu:

+  Prace naukowe opublikowane w czasopismach znajdujgcych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JCR): 10 (w tym 4 prace wchodzace w sklad osiggniecia naukowego) [L.B.,
ILA.];

«  Monografie, publikacje naukowe w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych
spoza bazy JCR: 7 (w tym 1 praca wchodzaca w sktad osiggniecia naukowego) [LB.,
IL.D.];

«  Sumaryczny Impact Factor wedlug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania (w
przypadku prac opublikowanych w roku 2019 uwzgledniono dostgpny Impact Factor z

roku 2018):
IF = 22,417 [ILF.] (wlaczajgc IF = 8.65) dla 5 publikacji wchodzacych w sklad

osiggnigcia naukowego;
+  Sumaryczna liczba punktéw MNiSW wedlug uaktualnionej w 2016 roku listy:

322 (nie uwzgledniono monografii i czasopism, ktore nie znajdujg si¢ na liscie) [IL.F.];

Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science Core Collection: 82 [ILG]

(wyszukiwanie Pawlowicz 1.), wygenerowane dnia 27 marca 2019 roku;

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: h =5 [ILH.];

Liczba realizowanych projektéw badawczych: 0 UE, 7 MNiSW/NCN [LI11L];
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« Liczba wygloszonych referatow na mig¢dzynarodowych 1 krajowych konferencjach
tematycznych: 4 [ILK.]. Ponadto, 4 referaty wygloszone na krajowych seminariach

naukowych [II1.1.4.];

» Liczba pozostalych komunikatéw prezentowanych na migdzynarodowych i krajowych

konferencjach naukowych: 40 [1ILB.].
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