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6. Praca naukowa — najwazniejsze dane:

1) Publikacje w punktowanych
czasopismach naukowych, w tym:

1a) publikacje eksperymentalne

Liczba: 18
Punkty MNiSW tacznie: 405
Faczny IF: 69.328

Liczba: 7
Punkty MNiSW lacznie: 160
Laczny IF: 17.908

1b) publikacje - artykuly przegladowe

Liczba: 1
Punkty MNiSW: 4

1¢) publikacje konferencyjne

Liczba: 8
Punkty MNiSW lacznie: 160
Laczny IF: 3.567

1a + 1b + 1c¢ - podsumowanie zbiorcze

Liczba: 27
Punkty MNiSW Iacznie: 569
Laczny IF: 72.895

Liczba pozycji: 34
Punkty MNiSW facznie: 729

2)A+B
) Laczny IF: 90.803
3) Publikacje popularyzujace nauke 1
4) Materialy konferencyjne poza
czasopismami naukowymi, w tym:
4a) konferencje i sympozja
zagraniczne/miedzynarodowe, lub o zasiegu Liczba: 9
migdzynarodowym
4b) konferencje i sympozja o zasiegu krajowym Liczba: 8

5) Dorobek naukowy lacznie (2+3+4)

Liczba pozycji: 52
Punkty MNiSW lacznie: 729
F.aczny IF: 90.803

6) Liczba grantéw MNiSW - wykonawca 3
7) Liczba grantow MNiSW - kierownik 1
8) Liczba wszystkich cytowarn (z
cytowaniami Wnioskodawcy) ! 213
9) Liczba cytowan nie bedacymi cytacjami
. 139
Whioskodawcy
10) h-indeks - Google Scholar 2 9
11) h-indeks - na podstawie podanego w
Zatgczniku 6 wykazu wszystkich 9
istniejgcych cytujacych zrodet
12) h-indeks - na podstawie Scopus i WoS 7

A) - Dorobek z wytaczeniem publikacji wchodzacych w skiad osiagnigcia naukowego.

B) — Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego.

! Petna lista wszystkich prac cytujacych w Zataczniku nr 6.
2 sr6dto: hitp://scholar.soogle.com/citations Juser=7TWx00I8BAAAAJ &hl=pl

" WoS (Web of Science) i Scopus nie potrafia wyszukaé wszystkich istniejacych Zrédet cytujacych.
Najwiccej zrédet wyszukuje Google Scholar i Google — patrz Zatacznik nr 6.
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7. Osiagnigcie naukowe zgloszone do postgpowania habilitacyjnego - opisany
ponizej cykl 7 publikacji.
a) Tytul osiggniecia naukowego - cyklu 7 publikcji:

,,Badania cytogenetyczne nad strukturalng heterozygotycznoscia u Oenothera i Tradescantia,
ze szczegdlnym uwzglednieniem permanentne;j translokacyjnej heterozygotycznosci”

b) Publikacje stanowigce osiggnig¢cie naukowe ’ (7 pozycji, Iacznie 160 punktéw MNISW, taczny
IF = 17.908):

’ Udziat whasny dla kazdej 7 publikacji zostat przedstawiony w Zataczniku nr 3. Prace stanowiace
osiagniecie naukowe cytowane s zgodnie z nadang im numeracja [1-7].  Aby unikng¢
zamieszczania dwéch spiséw  literaturowych, wszystkie cytowane w Autoreferacie pozycje
literaturowe sg wyszczeg6lnione na samym koficu Autoreferatu, czyli w Rozdziale 9.
[1] Golczyk H., Hasterok R., Joachimiak A.J. 2005. FISH-aimed karyotyping and
characterization of Renner complexes in permanent heterozygote Rhoeo spathacea. Genome
48: 145-153. [IF 2005 = 2.070) / 20 pkt. MNiSW].

[2] Golczyk H., Joachimiak A., Hasterok R. 2008. Pericentromeric GC-rich chromatin in Rhoeo.
Evidence from soma and germ-line. Caryologia 61: 388-391. [IF 2008 = 0.231 / 20 pkt.
MNiSW].

[3] Golczyk H., Hasterok R., Szklarczyk M. 2010. Ribosomal DNA, tri- and bipartite
pericentromeres in the permanent translocation heterozygote Rhoeo spathacea. Cellular &
Molecular Biology Letters 15: 651-664. [IF 2010 = 1.455 / 15 pkt. MNiSW].

[4] Golczyk H. 2011. Cytogenetics of the permanent translocation heterozygote Rhoeo spathacea
var. variegata. Implications for complex chromosome rearrangements in Rhoeo. Caryologia
64: 325-334. [IF 2011 = 0.533 / 20 pkt. MNiSW1].

[5] Golczyk H. 2011. Breakdown of the balanced lethals in Rhoeo. The structure of the alethal
Renner complex of the homozygotic stock of Rhoeo. Cytogenetic and Genome Research 134:
229-233. [IF 2011 = 1.533 / 20 pkt. MNiSW].

{6] Golczyk H. 2011. Structural heterozygosity, duplication of telomeric (TTTAGGG), clusters
and B chromosome architecture in Tradescantia virginiana L. Cytogenetic and Genome
Research 134: 234-242. [IF 2011 = 1.533 / 20 pkt. MNiSW].

[7] Golczyk H, Massouh A, Greiner S. 2014. Translocations of chromosome end-segments and
facultative heterochromatin promote meiotic ring formation in evening primroses. Plant Cell
26: 1280-1293. [IF 2012 = 9.251/ 45 pkt. MNiSW].
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¢) Oméwienie osiggniecia naukowego - cyklu 7 publikcji: Wstep, Cele, Material, Metody,
Wyniki, Wnioski, Podsumowanie *

% Tredé ponizszego oméwienia zostata juz przedstawiona w jezyku angielskim w w/w siedmiu
zrecenzowanych i opublikowanych pracach [1-7]. Poniewaz zagraniczne specjalistyczne czasopisma
naukowe wymagaja bardzo skrétowego i zwartego sposobu pisania, aby utatwi¢ prace Recenzentom,
staratem si¢ niniejszym pewne aspekty bardziej rozwinac, a wigc w sposéb w miarg przystepny i
pogladowy przedstawi¢ w polskim jezyku poruszang tematyke oraz precyzyjnie opisa¢ opublikowane
wyniki i ich znaczenie. Pozostaje mi mie¢ nadziejg, ze cel ten zostat osiagniety.

Wstep

Ogdlna charakterystyka permanentnej translokacyjne heterozygotycznosci (PTH)

Chromosomowe rearanzacje maja wptyw na procesy specjacji u roslin [8,9,10]. Z tego wzgledu
pozostaja W centrum zainteresowania cytogenetyki. Istotnym zagadnieniem jest poznanie
cytogenetycznych uwarunkowan, odpowiedzialnych za ich powstawanie oraz zrozumienie w jaki
sposéb moga one ksztattowa strategie rozrodczo-adaptacyjne zywych organizméw. Bardzo
dogodnymi modelami dla tak pojetej strategii badawczej sa rézne przejawy heterozygotycznosci
strukturalnej (np. heterozygotycznos¢ translokacyjna, inwersyjna). Wsréd nich na szczeg6lng uwage
zastuguje nieczgsta w $wiecie roslin, tzw. permanentna translokacyjna heterozygotycznos¢ (PTH),
ktéra rozwineta sie¢ w obrebie kilku rodzin Angiospermae, m.in. Commelinaceae [11,12], Lobeliaceae
[13], Iridaceae [14], Onagraceae [15,16], Papaveraceae [17].

Wydaje sig, ze w zadnym innym systemie genetycznym kompleksowe chromosomowe rearanzacje
nie s tak spektakularne i tak $cisle powiazane z ewolucja i rozmnazaniem, jak w systemie PTH.
Niczwykla cecha organizméw PTH, zwiazang z translokacjami, jest zachowanie si¢ chromosoméw
podezas podziatu mejotycznego. W diakinezie i metafazie 1 zamiast biwalentow formuje si¢ pierscien
lub pierécienie. Jest to skutek heterozygotycznosci translokacyjnej, wygenerowanej szeregiem
wzajemnych translokacji migdzy chromosomami nichomologicznymi. W czasie anafazy I co drugi
chromosom pierécienia segreguje do tego samego bieguna (ang. alternate segregation”) i w ten
sposéb powstaja dwie segregujace niezaleznie od siebie grupy supersprzezen — tak zwane kompleksy
Rennera (kompleks o i kompleks ). Permanentnie heterozygotyczna struktura populacji (osobniki
af) jest osiggana dzigki autogamii (autogamiczna budowa kwiatéw) oraz specjalnym systemom
rozmnazania (np. allele letalne, geny niekompatybilnosci, rywalizacja gametofitow, selektywne
zaptodnienie) eliminujacym osobniki homozygotyczne (oo lub B-B). Sugeryje si¢ , ze PTH moze by¢
pojmowana jako szczeg6lny sposéb na osiagnigcie heterozji w obliczu pogl¢bionej wsobnosci [16,138].
Istniejace w $wiecie zwierzat rézne przejawy translokacyjnej heterozygotycznosci, wiaczajac w to
systemy translokacyjne powiazane z chromosomami plci, nie posiadaja w/w cech, stad tez wedtug
Holsinger i Ellstrand [18], nie nalezy ich myli¢ z PTH.

W opracowaniach podrecznikowych PTH jest najczesciej omawiana na przyktadzie wiesiotka
(Oenothera, rodzina Onagraceae, liczba chromosoméw 2n=14), ze wzgledu na szczegllne bogactwo
réznych stopni heterozygotycznosci i zréznicowanych strategii jej utrwalania (np. allele letalne, geny
niekompatybilnosci, rywalizacja gametofitéw, selektywne zaptodnienie). Inng tego przyczyng jest
fakt, ze PTH jest szczegGlnie czgsta w tym taksonie [16,18,19]. Sposréd 59 odnotowanych gatunkow
PTH reprezentujacych rézne rodziny, 49 nalezy do rodziny Onagraceae, w tym 45 to gatunki
Oenothera [16,18].

Postuluje sig, ze w toku ewolucji PTH, wielokrotne rearanzacje chromosomowe spowodowaty, ze
na chromosomach nichomologicznych powstaty rozlegte rejony o skomplikowanej budowie (ang.
,differential segments”) bedace m.in. efektem przetasowania segmentow pochodzacych z wielu
réznych chromosoméw, a wigc charakteryzujace si¢ wzajemna czesciowg homologia [20,21].
Poniewaz rekombinacja mejotyczna pomiedzy takimi rejonami (ang. ectopic recombination)
doprowadzataby do powstawania niedozwolonych konfiguracji mejotycznych i w konsekwencji do
zaburzen podziatowych, zostata ona w systemie PTH ograniczona tylko do koncowych czesci ramion
chromosomowych. Zastosowanie technik genetyki klasycznej i molekularnej pozwala na wniosek, ze
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rekombinacja miedzy koncami ramion chromosomowych w systemie PTH jest genetycznie neutralna i
nie generuje zmiennosci genetycznej [15,20-22]. Wydaje sig wiec, ze jest potrzebna gtownie do
zapewnienia regularnej segregacji mejotycznej. Mimo, ze miejsca obligatoryjnego crossing-over
(.recombination hotspots™) nie zostaly zmapowane, tradycyjnie uwaza sie, ze wystepuja one w
pozycjach terminalnych na chromosomach. Z tego wzgledu struktura dystalnych czgsci chromosomow
wydaje sig istotna dla zrozumienia systemu PTH. Niestety, byta ona do tej pory generalnie bardzo
stabo poznana. Poniewaz poziom wykrywalnych wydarzen rekombinacyjnych w systemie PTH jest
bardzo niski (bliski zeru), mozna przyja¢, ze kompleksy Rennera sg genomami generalnie
nierekombinujacymi, co powinno sprzyja¢ ich molekularnej dywersyfikacji [22, 23]. Drastycznemu
ograniczeniu homologicznej rekombinacji towarzyszy brak swobodnej segregacji chromosomow w
pierscieniu, co skutkuje klonalnym (genetyczna jednorodnos¢) i permanentnie heterozygotycznym
statusem kolejnych pokolen. Paradoksalnie wigc, droga seksualna poprzez wygenerowanie licznych
nasion, stuzy do szybkiej propagacji klonéw, co przypomina apomiksj¢ [16,18,24-26]. Liczne klony
moga dzieki temu szybko opanowac dane siedlisko.

Fakt, ze PTH powstata w niespokrewnionych taksonach roslinnych wskazuje, ze system ten,
mimo pewnych pozornie niekorzystnych cech (takich jak ograniczenie rekombinacji 1
réznorodnosci genetycznej w populacji, skomplikowany typ segregacji mejotycznej), moze stuzy¢
jako owocna ewolucyjna strategia przystosowawcza, umozliwiajaca zaréwno uzyskiwanie nowych
kombinacji cech, jak i sukces w szybkim opanowaniu nowych $rodowisk. Tak na przyktad PTH u
Oenothera poza kilkoma wyjatkami oparta jest na czestej autogamii, ktorej generalnie sprzyja
charakterystyczne dla systemu PTH, autogamiczna budowa kwiatéw. Jednakze nadal mozliwe jest
zapylenie krzyzowe. Okazuje sig, Ze w naturze rézne linie/gatunki typu PTH, gdy ich zasiggi si¢
zetkng, moga sie krzyzowaé. W ten sposéb dochodzi do powstawania mieszancéw, ktdre sg nowymi
mikrogatunkami typu PTH [18]. Podczas aktu krzyzowania dochodzi do potaczenia dwoch
genetycznie odlegtych od siebie kompleksow Rennera i natychmiastowego utrwalenia nowej
kombinacji cech, umozliwiajacej nowemu klonalnie rozmnazajacemu si¢ mikrogatunkowi PTH
szybkie (poprzez liczne nasiona) opanowanie nowej niszy. To sprawia, ze formy PTH sa inwazyjne.
Tak wigc, specyfika genetycznej zmiennosci w systemie PTH wydaje si¢ polegac na tym, ze jest ona
generowana nie przez rekombinacjg, lecz przez hybrydyzacjg¢ oraz translokacje.

Ewolucja w kierunku PTH obejmuje wazny etap - proces powstawania duzych pierscieni
mejotycznych. U Oenothera powszechnie przyjety tradycyjny model [15,16], ktéry zaklada
powstawanie pierscieni mejotycznych na drodze przypadkowej hybrydyzacji pomigdzy populacjami
réznigcymi sie chromosomowymi formutami (translokacjami). Sukcesywna ewolucja od populacji
tworzacych biwalenty do populacji tworzacych pierscienie zachodzi dzieki przypadkowej akumulacji
translokacji w populacjach. Jednakze model ten ma stabe punkty. Po pierwsze, biorac pod uwage
przypadkowosé translokacji 1 powszechna hybrydyzacje, trudno jest wyjasni¢ statos¢ kierunku
ewolucyjnego w strong powstawania coraz wigkszych pierscieni (dyskusja w: [7]). Po drugie,
tradycyjny model stabo koresponduje z genetyka populacyjna, zgodnie z kiéra selekcja przeciwko
homozygotycznosci jest mechanizmem napgdowym ewolucji w kierunku PTH [27]. Istnieje wigc u
wiesiotka potrzeba wypracowania modelu ewolucji w kierunku PTH, ktéry by z jednej strony
uwzgledniat wskazania genetyki populacyjnej, z drugiej strony na poziomie cytogenetycznym
tlamaczyt stabilnos¢ duzych pierscieni mejotycznych w populacjach. Wydaje sig, ze dla prob
nakierowanych na ten cel, warto uwzglednia¢ dane strukturalne, tzn. szczeglly organizacji
chromosoméw/chromatyny, ktére do tej pory byly bardzo stabo poznane [15].

PTH jest zwykle tylko jedng ze strategii rozmnazania systemu translokacyjnego, w obrgbie
ktérego si¢ rozwinat. Obok form PTH istnieja populacje rézniace sie translokacjami o zmiennym
stopniu heterozygotycznosci strukturalnej. Zwykle tez istniejg linie catkowicie homozygotyczne, tZn.
wytwarzajace w mejozie same biwalenty [15,28]. Tradycyjnie uwaza sig, ze formy PTH sa skrajnie
wyspecjalizowane i stanowig zwienczenie ewolucji catego taksonu. Wyrazem tego jest uznanie
priori, ze ograniczenie rekombinacji charakteryzuje tylko i wytacznie formy PTH [21,24,25]. Jednak
zaréwno genetyka klasyczna, jak i molekukularna nie potwierdzaja tego zatozenia [15,23]. Badania
molekularne wykorzystujace merkery AFLP wykazaly ze poziom rekombinacji genetycznej u
uznanych ze formy ancestralne gatunkéw homozygotycznych, jest poréwnywalny z poziomem
rekombinacji systemu PTH [23]. Tak wigc zar6wno u gatunkéw tworzacych permanentne pierscienie
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mejotyczne, jak i u badanych catkowitych strukturalnych homozygot, rekombinacja jest praktycznie
niewykrywalna, ograniczona tylko do obligatoryjnie rekombinujacych koficéw chromosomowych
ramion. Ten fakt sugeruje, ze do ograniczenia rekombinacji doszto zanim wyewoluowata PTH.
Sugeruje sie, ze juz w istniejacym wyjsciowym (przed powstaniem PTH) systemie genetycznym
(ktérego elementem sa takze strukturalne homozygoty) trudne w tej chwili do ustalenia
chromosomowe rearanzacje (a wigc nickoniecznie translokacje) doprowadzity do ograniczenia
rekombinacji i w ten sposéb utatwity/przyspieszyty ewolucje PTH [23]. Taka interpretacja jest
wiarygodna w $wietle ustalen genetykéw populacyjnych, ktérzy twierdza, ze oszacowany czas
potrzebny do rozwoju PTH w oparciu o same translokacje, jest nierealistycznie diugi [27].
Rearanzacjami chromosomowymi wyjatkowo dobrze thumaczacymi zahamowanie crossing-over
miedzy kompleksami Rennera oraz tworzenie systemu genéw letalnych, sa inwersje [20,29].

Kondycja genetyczna systemu PTH jest interesujaca takze ze wzgledu na fakt, ze eliminacja
homozygot bywa u form PTH sporadycznie przetamywana, doprowadzajac w ten sposob do
powstawania wtérnych homozygot z aletalnym kompleksem Rennera w dawce podwdjnej [15,28].
Nieznany jest jego mechanizm oraz znaczenie tego zjawiska dla ewolucji catego systemu
translokacyjnego. Mato wiadomo do jakiego typu zmian dochodzi w strukturze komplekséw
Rennera na skutek tego procesu. Na przyktad, u Oenothera glazioviana lamackiana przetamanie
letalnosci zygotycznej jest zwigzane ze stabo poznang seria strukturalnych rearanzacji, w rezultacie
czego powstaje kompleks aletalny, ktory po samozapyleniu daje catkowicie homozygotyczng (7
biwalentéw) forme (mikrogatunek) Oenothera glazioviana blandina [15,28]. Takze u Tradescantia w
sekcji  Rhoeo, niektére homozygotyczne (szes¢ biwalentéw w mejozie) klony wydajg sig
reprezentowa¢ analogiczny fenomen [30]. Dotychczasowe badania nie daja jednak pewnosci co do
tego, ktory z komplekséw jest obecny w dawce podwdéijnej jako kompleks aletalny. Nie wiadomo tez
jakie mechanizmy towarzysza przetamywaniu systemu letalno$ci w sekcji Rhoeo.

Wiele na to wskazuje, ze translokacje biorace udziat w ewolucji systemu PTH, mogq przebiegal
na rézne sposoby, w zaleznosci od taksonu. Tak na przyktad u Oenothera (Onagraceae) do tej pory
przewazat poglad, ze translokacje objety swym zasiggiem cate ramiona chromosomowe [15], z kolei u
Gibasis pulchella (Commelinaceae) postuluje sig, ze translokacje objety niewielkie dystalne czgsci
chromosomowych ramion [12]. Generalnie jednak mozna stwierdzi¢, ze charakter 1 zakres
strukturalnych rearanzacji chromosomowych odpowiedzialnych za ewolucj¢ PTH oraz podstawowe
cytogenetyczne predyspozycje wymagane do rozwinigcia si¢ tego systemu, sa nieznane.
Podstawowym, warunkujacym je parametrem jest struktura chromosoméw/chromatyny. Niestety, jest
ona niewystarczajaco poznana u organizméw typu PTH.

Wiecej informacji o Oenothera

Nazwa ,,Oenothera” lub , wiesiotek” (liczba chromosomdéw 2n=14) zostala niniejszym uzyta dla
najlepiej poznanej podsekcji Oenothera (rodzaj Oenothera sekcja Oenothera, wg [16]). Wiesiofek
pochodzi z Ameryki Srodkowej i Pétnocnej, skad rozprzestrzenit si¢ na resztg kontynentéw. Zostat
dobrze przebadany na gruncie morfologicznej taksonomii i genetyki klasycznej [15,28]. Dietrich ze
wspotpracownikami [16], pogrupowali rozmaite linie w trzynascie gatunkéw. Cztery z nich tworza
gléwnie biwalenty w mejozie, natomiast pozostale to formy PTH. Ponadto, w obrebie kazdego
gatunku istniejg rézne linie translokacyjne. Mozna stwierdzi¢, ze caty takson stanowi jeden duzy
system translokacyjny [15]. Oprécz tego, wiesiolek stuzy jako uktad modelowy do badaf nad
kompleksowymi chromosomowymi rearanzacjami i PTH, jest takze waznym obiektem do badan nad
rzadkim u ro$lin obuojcowskim przekazywaniem plastydow (ang. biparental plastid transmission) a
takze ma istotne znaczenie praktyczne. Wytwarzanym przez wiesiotki kwasem linolenowym  (y-
linolenic acid, Omega-6) interesuje si¢ przemyst odzywczy i medycyna, natomiast kultury
tkankowe Oenothera sa wykorzystywane do produkcji farmaceutycznie czynnych wtérnych
metabolitéw. W konsekwencji, obecnie jest zainteresowanie komercyjng propagacjg wiesiotkow i ich
genetycznym udoskonalaniem (w: [22]). Rozpoznawanie mieszancow i komplekséw Rennera to
warunek powodzenia w tej dziedzinie. Tak wigc, badania cyto-molekularne nad struktura
chromosoméw/chromatyny u wiesiotka maja nie tyko znaczenie teoretyczne.

Na podstawie obserwacji nad konfiguracjami w diakinezie u mieszancéw, dla wigkszosci linii
wiesiolkéw opracowano tzw. ,formuty chromosomowe”, z ktérych mozna wywnioskowac iloma
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translokacjami réznig si¢ dane linie/gatunki [15]. Mozna takze na ich podstawie przewidzie¢ jaka
konfiguracja mejotyczna powstanie u mieszanca. Koniugujace w mejozie ramiona chromosomoéw
przyjeto oznaczaé arbitralnie cyframi. Uznano, ze wzorcowym haploidalnym genomem odniesienia
dla wszystkich wiesiotkéw bedzie genom Oe. elata subsp. hookeri linia hookeri de Vries (7
biwalentéw), gdzie kazdy z siedmiu tworzacych go chromosoméw sktada si¢ z dwoéch ramion
oznaczonych arbitralnie w sposob nastepujacy: 12, 34, 5-6, 7-8, 910, 11-12, 13-14. Z kolei formuta
wydedukowana dla haploidalnego genomu tworzacego biwalenty Oe. elata subsp. hookeri linia
johansen jest nastgpujaca: 1-2, 34, 56, 7-10, 9-8, 11:12, 13-14. Mozna zatem przez poréwnanie
tych dwdch formut wywnioskowa¢, ze finalnie te dwa wiesiotki réznia sie jedna translokacja.

Na tle coraz liczniejszych genetycznych, ewolucyjnych i ekologicznych badan nad wiesiotkiem
[22,23,25,26,31-39) i dobrze rozwinigtej genetyki klasyczne] catej podsekeji [15], zdumiewajacy jest
prawie zupetny brak podstawowych danych dotyczacych struktury chromosoméw. Do tej pory (to
znaczy przed opublikowaniem wynikéw stanowigcych osiagnigcie habilitacyjne) nie opracowano ani
jednego kariotypu dla zadnego z gatunkow wiesiotka. Nie przeprowadzono zadnej z dwoich
podstawowych metod cytogenetycznych, tj. FISH i C-banding. Natura translokacji oraz
cylogenetyczne predyspozycje, ktére pozwolity zaadaptowa¢ translokacje jako staly element
genetycznego systemu Qenothera, pozostaja niewyjasnione. Zgodnie z sugestiami Clelanda [15], taka
predyspozycja u Oenothera sg chromosomy metacentryczne — identyczne/podobne pod wzgledem
wielkosci oraz podatna na pgknigcia centromerowa heterochromatyna. Tak wigc wedtug Clelanda, u
wicsiotka translokujg cale ramiona chromosomowe, a peknigcia zlokalizowane sa w obrgbie
heterochromatyny centromerowej — w bliskim sasiedztwie centromeréw. Ta hipoteza zostala
zaproponowana w oparciu o obserwacje klasycznie wybarwionych chromosoméw, ktore rzeczywiscie
okazaly si¢ by¢ metacentryczne i bardzo do siebie podobne pod wzglgdem dtugosci. Jednak
dystrybucje heterochromatyny oszacowano nie na podstawie metod specyficznych (np. C-banding),
lecz w oparciu o obserwacje klasycznie zabarwionych kondensujacych chromosomow. Uderzajaca
cecha wiesiotka jest bowiem nieréwna kondensacja chromatyny w czasic podziatow komdrkowych.
Czesci dystalne klasycznie wybarwionych chromosoméw czesto az do metafazy wykazuja znacznie
opézniong kondensacje w porédwnaniu do cze$ei przycentromerowych ktore osiggaja do tego czasu
maksymalny stopien zgrubienia. Taki wzér kondensacji nie jest powszechny u roslin, jest jednak
typowy dla Onagraceae [19]. Generainie, istnieje tendencja aby utozsamia¢ mocno skondensowane (a
przez to silniej barwiace sig) srodkowe czesci chromosoméw  wiesiotka z heterochromatynag,
konstytutywna [15], co zdaje si¢ potwierdzac hipoteze Clelanda. Jednak istniejace dane wskazujq
wyraznie ze na podstawie wzoru kondensacji chromosoméw nie mozna wnioskowa¢ o lokalizacji
heterochromatyny i ze jedyng do tego drogg stanowi zastosowanie metod specyficznych, np. metody
C-banding [40].

Wiecej informacji o sekcji Rhoeo (rodzaj Tradescantia)

PTH w rodzaju Tradescantia (rodzina Commelinaceae) rozwineta sie u gatunku T. spathacea
(synon. Rhoeo spathacea, liczba chromosomow 2n=12), ktéry jest jednoczesnie jedng z dwunastu
wyréznionych sekeji [41,42]. Uzasadnieniem dla utworzenia osobnej sekcji dla tego gatunku, jest nie
tylko fakt wystgpowania w jej obrgbie systemu PTH, lecz takze badania molekularne, ktére dowodza
7e jest on w istocie osobnym kladem [43]. Wszystkie dwanascie chromosomy u 7. spathacea biorg
udziat w tworzeniu mejotycznego pierscienia zaréwno w szlaku meskim jak i zenskim. Badania
sugeruja, ze u T. spathacea mechanizmem utrzymujacym stan permanentne;j heterozygotycznosci jest
letalno$¢ homozygotycznych zygot/zarodkéw [44]. Ojczyzng tego gatunku jest Ameryka Srodkowa
(Meksyk), skad rozprzestrzenit si¢ na inne ciepte rejony. W hodowli doniczkowej uprawiony jest na
calym swiecie jako ro$lina domowa/ozdobna. Istnieja trzy odmiany T. spathacea: spathacea (syn.
discolor), variegata (synon. vittata) i concolor - rézniace sic morfologia lisci [45]. Sekcja Rhoeo jest
wyjatkowa na tle innych syteméw PTH, poniewaz jest nie tylko monotypowa i jednolita, lecz takze
najprawdopodobniej  pozbawiona translokacyjnego  polimorfizmu  [45]. Formowanie  si¢
permanentnego dwunastochromosomowego pierscienia w mejozie odnotowano u odmian spathacea i
variegata, i w niektérych klonach odmiany concolor. W odréznieniu od Oenothera, w sekcji Rhoeo
utrzymat si¢ literowy system oznaczania koniugujacych ze soba ramion chromosomowych. Petna
sekwencja chromosoméw w pierscieniu u odmiany spathacea zostata zakodowana literowo przez Saxa
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[46] w nastepujacy sposéb: - Aa - aB - Bb - bC - Cc - ¢D - Dd - dE - Ee - eF - Ff - fA -. Zatozono
arbitralnie, ze chromosomy: Aa, Bb, Cc, Dd, Ee, fF tworza kompleks o, natomiast chromosomy: aB,
bC. ¢D, dE, eF, fA tworza kompleks P [47]. Sax [46] podat pierwsza wiarygodna informacje o
morfologii chromosoméw mejotycznych u odmiany spathacea i okreslit po raz pierwszy stala
sekwencje o$miu  chromosoméw W pierscieniu.  Wyr6znit  w pierdcieniu  chromosomy
heterochrachialne (h), czyli chromosomy aB, Bb, Cc, ¢D, dE, Ee oraz pozostate chromosomy, ktérych
morfologicznie okreslit jako izobrachialne (i). Generalna dystrybucja C-pozytywnej (barwiacej si¢
metoda prazkéw C) heterochromatyny konstytutywnej u odmiany spathacea zostata poznana.
Wiadomo, 7Ze heterochromatyna konstytutywna wystgpuje W rejonach  przycentromerowych
wszystkich  dwunastu  chromosoméw, w  kilku pozycjach terminalnych, w  formie NOR-
heterochromatyny, oraz ze nie ma jej w pozycjach interkalarnych [48-50]. Wiadomo tez, ze
przycentromerowa heterochromatyna u tej odmiany agreguje w jadrach komorek mejotycznych i
somatycznych i tworzy kolektywne chromocentry [48,49,511.

Ze wzgledu na morfologiczne podobienstwo wielu chromosoméw w mitozie, identyfikacja
chromosoméw u Rhoeo byta do niedawna mozliwa tylko w mejotycznym pierscieniu (poniewaz
charakteryzuje si¢ on statoscig wzajemnego utozenia chromosoméw). Poniewaz chromosomy
mejotyczne nie sg dogodnym obiektem do zaawansowanych badan, istnieje koniecznos¢ opracowania
systemu identyfikacji chromosoméw w mitozie. W oparciu o technikg C-banding, u odmiany
spathacea dokonano generalnej, statystycznej identyfikacji chromosomowych typéw w mitozie
[48,49]. Niestety, metoda C-banding silnie degraduje chromatyng, powodujac  przy tym istotne
zmiany morfologii chromosoméw [52]. Stad tez potrzeba opracowania mniej destrukcyjnych,
fluorescencyjnych metod réznicowego barwienia dla sekcji Rhoeo. Przede wszystkim jednak, do
zaawansowanych badafi nad struktura nierekombinujacych komplekséw Rennera w sekeji Rhoeo
konieczne jest opracowanie metody FISH, ktora przy sprzyjajacym uktadzie markerow cyto-
molekularnych pozwataby na szybka i pewng identyfikacje chromosomow i chromosomowych ramion
w konkretnej ptytce mitotycznej. Aby podja¢ wiazaca dyskusj¢ na temat charakteru i zakresu
translokacji, powinny zosta¢ opracowane precyzyjne tabelaryczne zestawienia usrednionych dtugosci
chromosoméw. Konieczne jest tez oszacowanie statystycznych réznic w dlugosci pomigdzy
koniugujacymi w mejozie ramionami chromosoméw. Istnieje tez konieczno$¢, aby dokonac
zaawansowanej analizy kariotypu takze u pozostatych odmian.

Cel naukowy i strategia badawcza

Opisane ponizej badania mialy na celu gtebszy niz do tej pory welad w_cytogenetyczne podtoze
(struktura chromosoméw/chromatyny interfazowej) i przyczyny translokacyinej heterozygotycznosci u
Oenothera i Tradescantia, gtownie przy pomocy takich technik cytogenetycznych, ktérych do tej pory
oeneralnie nie stosowano do badan nad w/w taksonami. Mimo ze systemy PTH w obydwu taksonach
maja duze znaczenie ogdlnobiologiczne jako uktady modelowe i sa przedstawiane w znanych 1
klasycznych opracowaniach jako podrgcznikowe przyklady translokacyjnej heterozygotycznosci
[8,9,15,28,53-63], dotychczasowa wiedza o strukturze ich kariotypéw, chromatyny, charakterze 1
zakresie chromosomowych rearanzacji jest niewielka i niewystarczajaca. Oenothera | Tradescantia
reprezentuja dwie rézne grupy roslin - rosliny dwuliscienne vs. jednoliscienne. Taki wybdr materiatu
badawczego byt od samego poczatku podyktowany potrzebg wykrycia szczegétow organizacji
chromatyny/chromosoméw, ktére bytyby uwarunkowane nie pokrewienstwem, lecz wymogami
narzuconymi przez PTH.

Dla rozwoju PTH pierwszorzgdowa rolg odgrywaja rearanzacje chromosomowe. PTH, jezeli si¢
rozwija, to zwykle w obrebie taksonu stanowiacego system translokacyjny, tzn., ktory nie tylko
wykazuje szczegblng sktonnos¢ do translokacji, ale przede wszystkim potrafi zaadaptowaé je i
wchtonaé jako istotng czgs¢ swojego systemu genetycznego i reprodukcyjnego [16,18,19]. Ponadto,
wiele na to wskazuje, ze, charakterystyczne dla danego taksonu (wigc nie tylko dla form PTH)
pierwotne chromosomowe rearanzacje inne niz translokacje, przyczynity si¢ do powstania PTH [23].
Stad tez istnieje konieczno$¢, aby w badaniach nad PTH analizowaé nie tylko formy PTH lecz takze
innych wybranych przedstawicieli danego taksonu. Kolejnym argumentem za koniecznoscia
rozszerzenia badan o formy spokrewnione, lecz nie nalezace do systemu PTH, jest wspomniane wyzej
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powstawanie wtérnych homozygot z form PTH. Zgodnie z powyzszym, oprécz heterozygot
translokacyjnych przebadano wybrane homozygotyczne linie oraz poddano analizie gatunek
Tradescantia virginiana. Cenng informacja, jaka si¢ kierowatem przy wyborze tego ostatniego, byty
obserwacje klasycznych cytologdw, wskazujace, ze typowa dla trzykrotek sktonnos¢ do fragmentacji
chromosoméw, ktéra przyczynia sie do powstawania B-chromosomoéw [29,64-73], jest u T. virginiana
nasilona [64,65,70]. Fragmentacja chromosoméw powoduje strukturalng heterozygotycznose, lecz
przede wszystkim jest skutkiem chromosomowych rearanzacji. W przypadku Tradescantia, daje wigc
ona mozliwos¢ wnioskowania o charakterze pierwotnych zmian chromosomowych.

Opisane ponizej wyniki zostaty uzyskane przy uzyciu technik cytogenetycznych generalnie
wezesniej nie stosowanych w badaniach nad chromosomami/chromatyna u Tradescantia i Oenothera.
Do metod tych naleza m.in.: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH), immunodetekcja
potranslacyjnych epigenetycznych modyfikacji chromatyny, fluorescencyjne barwienia réznicowe. A\
przypadku chromosoméw wiesiotka, po raz pierwszy zastosowano takze metode C-banding (prazki
C). Tak wigc omawione naukowe osiagnigcie (cykl 7 prac) przedstawia oryginalny 1 istotny typ badan
cytogenetycznych.

Prace stanowiace osiagnigcie naukowe - cel, material, metody, wyniki i wnioski.

(1]
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[1] Golczyk H., Hasterok R., Joachimiak A.J. 2005. FISH-aimed Kkaryotyping and
characterization of Renner complexes in permanent heterozygote Rhoeo spathacea. Genome
48: 145-153.
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- Glowne cele pracy:

e Zmapowanie po raz pierwszy rybosomalnego DNA (458 i 58 rDNA) na chromosomach
mejotycznych i mitotycznych u odmiany spathacea oraz wsparcie tych badan analiza
rozmieszczenia organizatorow jaderkotwoérczych (NOR). Sprawdzenie przy pomocy techniki
FISH, czy zakonczenia chromosoméw sg zbudowane z kanonicznych minisatelitarnych
powtdrek typu Arabidopsis.

e Stworzenie po raz pierwszy niezawodnego systemu identyfikacji chromosoméw i ich ramion,
w oparciu o rozlozenie cytomolekularnych markeréw FISH oraz morfologi¢ chromosomoéw.
Przypisanie zidentyfikowanym chromosomom kod6ow literowych Saxa (1931).

e Analiza struktury jader interfazowych merystemu korzenia przy uzycie metod cyto-
molekularnych..

- Materiat roslinny:
e Trzy klony tworzacej 12-chromosomowe pierécienie mejotyczne permanentnej heterozygoty
translokacyjnej T. spathacea (syn. Rhoeo spathacea) var. spathacea (2n=2x=12). Analizowane

byly chromosomy mitotyczne i mejotyczne, jadra interfazowe i profazowe merystemu
korzenia. Badania prowadzono na poziomie mikroskopii fluorescencyjnej i w jasnym polu.
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- Stosowane metody:

Po raz pierwszy u T. spathacea zastosowano fluorescencyjna hybrydyzacj¢ in situ (FISH) w
mejozie i mitozie z udziatem wybranych sond molekularnych (fragment 45S rDNA, fragment
55 rDNA, sonda telomerowa HT100.3 typu Arabidopsis).

Metoda Ag-staing (ujawniajaca aktywnos¢ transkrypcyjng 458 1DNA, czyli organizatory
jaderkotworcze)

Barwienie klasyczne (orceina octowa)

Akwizycja obrazu mikroskopowego przy pomocy kamery CCD i oprogramowania.

- Uzyskane wyniki:

Ustalono ktére chromosomy mejotyczne odpowiadaja kodom literowym Saxa [46], 0znaczono
je dodatkowo cyframi oraz okreslono ich ogélng morfologig: 1Aa(i) - 2aB(h) - 3Bb(h) - 4bC(i)
- 5Cc(h) - 6¢D(h) - 7Dd(i) - 8dE(h) - 9Ee(h) - 10eF(i) - 11Ff(i) - 12fA(i). Opisano morfologie
wszystkich chromosoméw w pierscieniu. Wykazano, ze kolejnos$¢ wszystkich chromosomoéw
w pierscieniu jest stata dla kazdego z trzech analizowanych klonéw.

Stwierdzono, ze wszystkie chromosomy heterobrachialne w pierscieniu koniuguja ze sobg za
posrednictwem swoich krétszych ramion u wszystkich trzech klonéw.

Stwierdzono, ze w kariotypie wystepuje 10 terminalnych, transkrypcyjnie aktywnych loci 458
rDNA oraz 8 loci 5S rDNA.

Stwierdzono, ze maksymalna liczba jaderek w jadrach merystemu korzenia wynosi § 1 nie
pokrywa sig z liczba transkrypeyjnie aktywnych terminalnych loci 458 rDNA (10). Powodem
tej niezgodnosci jest silna tendencja do fuzji telomerdw i jaderek.

Ustalono system szybkiej identyfikacji kazdego chromosomu w mitozie w oparciu roztozenie
loci 5SS i 458 tDNA, chromosomowg morfologi¢ oraz —orientacyjna wielko$¢
przycentromerowej AT-bogatej (DAPI-pozytywnej) heterochromatyny ~w  niektorych
chromosomach.

Stwierdzono, ze zakoficzenia chromosomdw sa zbudowane z kanonicznych minisatelitarnych
powtdrek typu Arabidopsis.

Ustalono, ze jadra interfazowe i profazowe merystemu korzenia u wszystkich trzech klonow
charakteryzuja sig silnym spolaryzowanym Rablowskim uktadem. Stwierdzono, ze w ramach
uktadu Rablowskiego dochodzi do agregacji nie tylko pericentromerycznej heterochromatyny.
lecz takze do fuzji telomeréw i terminalnych jaderek.

- Whnioski:

Opracowanie systemu identyfikacji chromosoméw w mitozie u T. spathacea ma szczegdlne
znaczenie, gdyz od tej pory mozna zgiebiac strukture chromosoméw tego gatunku w oparciu o
tatwiejsze do analizy stadium mitotyczne.

Koniugowanie chromosoméw heterobrachialnych za posrednictwem ramion o zblizonej
dlugoéci,  brak  heterochromatyny  interkalarnej — oraz zroznicowana  wielkos¢
heterochromatynowych segmentéw przycentromerowych moga wstepnie sugerowal ze punkty
translokacyjne powstawaly w obregbie przycentromerowej heterochromatyny, a wigc, 7ze w
translokacjach braty udziat ramiona chromosomowe.

Zaproponowano, ze zorganizowany uktad chromatynowych domen w postaci uktadu
Rablowskiego ma zwiazek z kompleksowymi chromosomowymi rearanzacjami u Rhoeo.
Agregacja pericentromerycznej heterochromatyny, fuzja telomeréw i terminalnych jaderek
wydaja si¢ prostym sposobem na utrzymanie/wzmocnienie spolaryzowanej architektury
jadrowe;j.
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[2]

[2] Golezyk H., Joachimiak A., Hasterok R. 2008. Pericentromeric GC-rich chromatin in Rhoeo.
Evidence from soma and germ-line. Caryologia 61: 388-391.

- Glowne cele pracy:

Opracowanie metody fluorescencyjnego barwienia CMA+/DAPUDA do wizualizacji GC-
bogatych frakcji chromatyny u odmiany spathacea. Przetestowanie nowej metody na materiale
mejotycznym i mitotycznym.

- Materiat roslinny:

Trzy analizowane w poprzedniej pracy klony odmiany spathacea. Analizowane byty
chromosomy mitotyczne i mejotyczne oraz jadra mejocytow. Badania prowadzono na
poziomie mikroskopii fluorescencyjnej.

- Stosowane metody:

Po raz pierwszy zastosowano u T. spathacea barwienie CMA/DAPIY/DA — wykrywajace
specyficznie GC-bogate chromatynowe segmenty.

Akwizycja obrazu mikroskopowego przy pomocy kamery CCD i oprogramowania.

- Uzyskane wyniki:

Po raz pierwszy wykazano, ze u odmiany spathacea, rejony przycentromerowe wszystkich
chromosoméw (w mitozie i mejozie) sktadaja si¢ nie tylko z chromatyny AT-bogatej
(barwienie DAPI), lecz takze z chromatynowych frakcji bogatych w pary GC.

Mejotyczne jadra profazowe wykazywaty obecnos¢ 8-10 GC-bogatych segmentéw w obrebie
pojedynczego kolektywnego chromocentru. Wielko$é niektérych GC-bogatych segmentow
sugeruje tendencje do asocjacji pomigedzy GC-bogatymi frakcjami przycentromerowymi.

- Whnioski:

Obecnoé¢ zaréwno AT- jak i GC-bogatych segmentéw w rejonach przycentromerowych u
odmiany spathacea moze sugerowal zakrojone na szeroka skale (koncertowe)
rozprzestrzenianie si¢ sekwencji przycentromerowych i homogenizacje tych sekwencji
podczas ewolucji kariotypu. Konieczne jest zatem w kolejnych badaniach [3,4,5] sprawdzenie,
czy taka budowa przycentromerowych rejonow charakteryzuje takze pozostate odmiany T.
spathacea. Wskazane jest takze poznanie doktadnej wzajemnej lokalizacji AT- i GC-bogatych
przycentromerowych frakeji.

Fakt, ze u odmiany spathacea istnicje sktonno$¢ do silnych asocjacji przycentromerowych
(kolektywne chromocentry) w mitozie i mejozie (patrz Wstep), uzyskuje nowe znaczenic w
$wietle niniejszych badan. Zaproponowano, ze asocjacje te mogly zapewnia¢ zaréwno
rozprzestrzenianie sig sekwencji przycentromerowych na drodze kontaktu, jak i wzajemne
translokacje catych, badz tez catych ramion chromosomowych.

Poniewaz GC-bogata chromatyna w innych roslin zwykle kolokalizuje z genami 45S rRNA,
mozna podejrzewaé, ze w rejonach przycentromerowych znajduje si¢ rDNA - by¢ moze
rozproszone i trudne do wykrycia metoda FISH. Wskazana jest zatem w kolejnych badaniach
[3,4] modyfikacja metody FISH, zwigkszajaca jej czutos¢ oraz opracowanie metody
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pozwalajacej na sekwencyjne zastosowanie FISH i AT-/GC-specyficznych réznicowych
barwien fluorescencyjnych na tym samym preparacie.

[31i[4]

[3] Golezyk H., Hasterok R., Szklarczyk M. 2010. Ribosomal DNA, tri- and bipartite
pericentromeres in the permanent translocation heterozygote Rhoeo spathacea. Cellular &
Molecular Biology Letters 15: 651-664.

[4] Golczyk H. 2011. Cytogenetics of the permanent translocation heterozygote Rhoeo spathacea
var. variegata. Implications for complex chromosome rearrangements in Rhoeo. Caryologia
64: 325-334.

- Glowne cele pracy:

Zastosowanie sekwencyjnej kombinacji metody FISH z metodami fluorescencyjnego
réznicowego barwienia: CMAy/DAPI/DA (GC-bagata chromatyna) i DAP/AMD (AT-bogata
chromatyna) w celu lepszego poznania wzajemnej lokalizacji AT- 1 GC-bogatych
przycentromerowych frakeji.

Zastosowanie ulepszonej metody FISH o podniesionej czutosci w celu sprawdzenia, czy u
dwéch odmian PTH w rejonach przycentromerowych znajduje siec tDNA i sekwencyjna
kombinacja tej metody z réznicowymi barwieniami fluorescencyjnymi CMA/DAPIDA i
DAPI/AMD.

Na podstawie istniejacego juz systemu identyfikacji chromosomowych ramion w mitozie [1] -
opracowanie precyzyjnych tabelarycznych zestawien usrednionych diugosci chromosomow i
ich ramion oraz réznic w dtugosciach koniugujacych ramion w pierscieniu mejotycznym.

- Materiat roslinny:

Trzy analizowane w poprzedniej pacy klony T. spathacea odmiana spathacea [3] oraz trzy
rézne klony 7. spathacea odmiana variegata [4]. Obydwie odmiany sg formami PTH 1 tworza
12-chromosomowe pierscienie mejotyczne. Analizowane byly chromosomy mitotyczne i
mejotyczne, jadra mejocytow i merystemu korzenia. Badania prowadzono na poziomie
mikroskopii fluorescencyjnej.

- Stosowane metody:

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z udziatem wybranych sond molekularnych:
fragment 45S rDNA, fragment 58 rDNA. Zwigkszono czuto$é techniki poprzez wprowadzenie
trawienia preparatéw roztworem pepsyny (lepsza penetracja sondy) przed hybrydyzacja.
Stosowano FISH w warunkach standardowej lub obnizonej sity ptukan (stringency).
Fluorescencyjne  barwienie DAPVAMD -  wykrywajace specyficznie  AT-bogate
chromatynowe segmenty oraz jego sekwencyjna kombinacja z technikq FISH.
Fluorescencyjne barwienie CMAz/DAPVDA  — wykrywajace specyficznie GC-bogate
chromatynowe segmenty oraz jego sekwencyjna kombinacja z technikgq FISH.

Komputerowa analiza kariotypu (pomiary chromosomowe, ustalanie statystycznej diugosci
chromosomowych ramion oraz statystycznych réznic w dhugosci pomigdzy koniugujacymi
ramionami).

Akwizycja obrazu mikroskopowego przy pomocy kamery CCD i oprogramowania.

Test studenta.
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- Uzyskane wyniki:

e Ustalono ze chromosomy u odmiany variegata tworza w mejotycznym pierscieniu taka sama
sekwencje typow morfologicznych jak u odmiany spathacea: 1Aa(i) - 2aB(h) - 3Bb(h) -
4bC(i) - 5Cc(h) - 6¢D(h) - 7Dd(i) - 8dE(h) - 9Ee(h) - 10eF(i) - 11F1(i) - 12fAG).

e Obie odmiany nie réznig si¢ roztozeniem loci SSTDNA i 45S rDNA na chromosomach. Dzigki
ulepszonej metodzie FISH wykryto w mejozie i mitozie nowe interkalarne loci 5S rDNA na
ramionach 3b i 4b, obydwa w odiegtosci ok. 40% dlugosci kazdego z ramion (liczac od
telomeru). Odkryto tez, ze kazde z dwdéch duzych loci 58 rDNA zlokalizowanych na
ramionach 8E i 9E jest ztozone z dwéch mniejszych loci.

e Drzi¢ki ulepszeniu techniki FISH, u obu odmian stwierdzono obecnos¢ genéw 45S rRNA w
obrebie rejonéw przycentromerowych we wszystkich dwunastu chromosomach w mejozie.
Przycentromerowe sygnaty 458 rDNA nie byty jednak widoczne, gdy ta samg metoda
traktowano preparaty mitotyczne (merystem korzenia). Obnizenie sity ptukan (stringency)
pozwolito na wizualizacj¢ przycentromerowych genéw 45S rRNA na chromosomach
mitotycznych.

e Zastosowanie techniki Ag-staining u odmiany variegata pozwolito stwierdzi¢, ze podobnie jak
u odmiany spathacea, terminalne loci 458 rDNA sg aktywne transkrypcyjnie, natomiast
przycentromerowe geny 45S rRNA sg nieaktywne. U odmiany variegata, w przeciwienstwie
do odmiany spathacea (8 jederek — patrz [1]) maksymalna liczba jaderek wynosita 10, a zatem
odpowiadata liczbie terminalnych loci 455 rDNA.

e Fluorescencyjne barwienia réznicowe (DAPVAMD i CMA/DAPUDA ) ujawnily, ze u obu
odmian rejony przycentromerowe wszystkich chromosoméw w kariotypie sktadaja si¢ z
wiekszej centralnej AT-bogatej domeny heterochromatynowej oraz z jednego badZ dwoch
bocznie przylegajacych mniejszych GC-bogatych segmentow. Dzigki zastosowaniu metody
sekwencyjnej rDNA-FISH-CMA3/DA/DAPT i DNA-FISH-DAPI/AMD, udato si¢ zmapowac
AT i GC bogata chromatyng przycentromerowa na kazdym zidentyfikowanym chromosomie
w relacji do przycentromerowych sygnatéw 458 rDNA. Przycentromerowe sygnaty 458
rDNA wyraznie kolokalizujg z przycentromerowymi GC-bogatymi segmentami, lecz nie
ograniczaja sie do nich. Bardzo drobne sygnaty 45S tDNA wystepuja bowiem rozproszone w
obrebie catych rejonéw przycentromerowych, a wigc takze ich AT-bogatych czgsci. Wielko$¢
sygnatéw fluorescencyjnych nie zawsze koreluje z wielkoscia GC-bogatych segmentow.
Czasami duze segmenty GC-bogatej chromatyny wykazuja stabe sygnaty hybrydyzacyjne 455
rDNA.

e Obliczono, ze catkowita ilog¢é AT-bogatej heterochromatyny u obu odmian wynosi ok. 8%
dhugosci kariotypu.

e Podano dla obu odmian diugosci kazdego z 24 chromosomowych ramion (w tabelach).
Analiza wykazata ze w systemie PTH w sekeji Rhoeo, potowa chromosoméw w kariotypie ma
jedno ramig znacznie krotsze od drugiego ramienia oraz ustalono doktadnie ktdre
chromosomy i w jakim stopniu réznig sig od siebie pod wzgledem dtugosei. Ustalono tez po
raz pierwszy w sposob bardzo dokfadny (usrednione pomiary) i z uzyciem testu
statystycznego, ktore z koniugujacych ze sobg ramion chromosomowych réznig si¢ istotnie
pod wzgledem dtugosci. Generalnie u obu odmian koniugujace ze soba ramiona sg mniej lub
bardziej dopasowane pod wzgledem diugosci. Najbardziej dopasowane sa krotsze ramiona
2B-3B, 5c-6¢, 8E-9E, 11f-12f. Zupetnie niedopasowane sa ramiona 4C-5C oraz 6D-7D
(najwieksze réznice w diugosci). Precyzyjnie skalkulowana suma wszystkich ,,niedopasowan”
u obu odmian nie jest duza i wynosi ok. 6% dtugosci kariotypu.

e  Zastosowanie metody DAPI/AMD ujawnito, ze jadra komérek somatycznych i mejotycznych
u odmiany variegata charakteryzuja si¢ silnie spolaryzowang architektura, polegajaca na tym,
7e rejony przycentromerowe wszystkich dwunastu chromosoméw agreguja/fuzjuja po jednej
stronie jader, co manifestuje si¢ w postaci kilku jednego lub kilku AT-bogatych kolektywnych
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chromocentréw. Organizacja jader somatycznych i mejotycznych u odmiany variegata jest
wigc generalnie taka sama jak u odmiany spathacea.

- Whnioski:

e Juz na samym wstepie dyskusji mozna stwierdzi¢, ze poniewaz u obu odmian wyst¢puja
centromerowe bloki AT-bogatej heterochromatyny konstytutywnej —oraz brak jest
heterochromatyny interkalarnej, peknigcia translokacyjne w okolicach centromeru oraz
rearanzacje catych chromosomowych ramion (jako podstawa powstawania pierscienia
mejotycznego w sekcji Rhoeo) to istotnie prawdopodobny scenariusz ewolucyjnych wydarzen
w sekcji Rhoeo. Poglgbiona analiza jeszcze bardziej o tym przekonuje 1 daje wigcej
szczegStowych przestanek: Catkowita suma “niedopasowan na dtugos¢” koniugujacych ze
sobg chromosomowych ramion wynosi ok. 6% dhugosci kariotypu, a wigc jest generalnie
zblizona do ilogci AT-bogatej przycentromerowej heterochromatyny (wynoszacej ok. 8%
diugosci kariotypu), lecz jej nie przekracza. To wskazuje, ze niedopasowania powstaty
dlatego, ze peknigcia translokacyjne zachodzity w obrebie lub w poblizu AT-bogatej
przycentromerowej heterochromatyny, lecz w trochg réznych odlegtosciach od centromeru.

e Zaproponowano, ze Zrédlem rDNA przycentromerowego byty subtelomeryczne sekwencje
45S rDNA, ktére zasiedlily rejony przycentromerowe, migdzy innymi dzieki inwersjom
paracentrycznym ramion chromosomowych. Proponowane przypuszczalne miejsca pgkniec sa
wigc  zlokalizowane w  obrebie rejonow przycentromerowych oraz w  obrgbie
subtelomerycznych loci 45S rDNA.

e Obecnodé¢ zarowno GC- jak i AT-bogatych grup sekwencji przycentromerowych w kazdym z
12 chromosoméw sugeruje, ze W sekcji Rhoeo dochodzi do homogenizacji rejondéw
przycentromerowych na chromosomach niehomologicznych. W sekcji Rhoeo istnieje
szczegblne  strukturalne uwarunkowanie do takiego zjawiska. Jest nim specyficzna
architektura jader komérkowych. Badania wykazaty bowiem, ze u obu odmian w jadrach
komérek somatycznych i mejotycznych rejony przycentromerowe wszystkich dwunastu
chromosoméw biorg udziat w tworzeniu si¢ uktadu Rablowskiego i agregujqg po jednej
stronie  jadra (naprzeciwko bieguna telomerycznego) tworzac jeden duzy chromocentr
kolektywny. Tak wigc fizyczna blisko$¢ i kontakt domen przycentromerowych mogly by¢
dogodnym podtozem dla uwspdlniania sig sekwencji przycentromerowych u Rhoeo. Pewna
grupa subtelomerycznych sekwencji (np. GC-bogatych) raz dostawszy si¢ W okolicg
centromeru na danym chromosomie (np. poprzez inwersj¢ paracentryczng), mogta si¢ wraz z
przylegajacymi do nich, juz istniejacymi tam innymi sekwencjami (np. AT-bogatymi) znalez¢
w odcinku przycentromerowym innego chromosomu i w ten sposéb dokona¢ koncertowej
inwazji (poprzez peknigcia w rejonach przycentromerowych oraz wzajemne translokacje
catych ramion) takze na pozostale chromosomy.

e W sekcji Rhoeo mogto dochodzi¢ takze do inwersji paracentrycznych obejmujacych nie
ramiona chromosomowe, lecz ich czesci. Inwersje paracentryczne maja ta zaletg, ze nie
zmieniaja morfologii chromosoméw (wigc nie wprowadzaja niekorzystnych zmian we
wzajemnych dopasowaniu na dlugos¢ koniugujacych ramion chromosomowych) oraz
doskonale ttumacza zahamowanie crossing-over migdzy kompleksami Rennera oraz tworzenie
si¢ systemu genéw letalnych (Darlington 1929, 1931; Swanson 1940). Zaproponowano, ze
duplikacja loci 5S rDNA na ramionach 8E i 9E jest rezultatem niewielkie] inwersji
paracentrycznej a jedno z pgknigc inwersyjnych znajdowato si¢ w obrebie juz istniejacego
wyjsciowego locus 5S rDNA. Z kolei mate interkalarne loci 5S rDNA na ramionach 3b i 4b
mogly powstaé na skutek duzej inwersji (obejmujacej ok. 40% ramienia) i peknigcia
inwersyjnego w obrebie duzego terminalnego locus 5S rDNA. Poniewaz zaproponowane
interkalarne inwersje wystepuja w stanie homozygotycznym (na Kkoniugujacych ze sobg
ramionach w pierscieniu mejotycznym), zatem musiato do nich dojs¢ wczedniej niz do
translokacji chromosomowych ramion.
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[5]

[5] Golczyk H. 2011. Breakdown of the balanced lethals in Rhoeo. The structure of the alethal
Renner complex of the homozygotic stock of Rhoeo. Cytogenetic and Genome Research 134:
229-233.

- Gléwne cele pracy:

e Ustalenie typu konfiguracji mejotycznej w mejozie u odmiany concolor.

e Zastosowanie ulepszonej metody FISH oraz metod fluorescencyjnego réznicowego barwienia
(CMAyDAPIU/DA i DAPI/AMD), C-banding, Ag-staining, w celu poznania struktury
kariotypu odmiany concolor.

e Opracowanie precyzyjnych tabelarycznych zestawien usrednionych dtugosei chromosoméw 1
ich ramion.

- Materiat roslinny:

e Odmiana T. spathacea var. concolor. Analizowane byty chromosomy mitotyczne i
mejotyczne, jadra merystemu korzenia. Badania prowadzono na poziomie mikroskopii
fluorescencyjnej i w jasnym polu.

- Stosowane metody:

e Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z udziatem wybranych sond molekularnych
(fragment 45S rDNA, fragment 5S rDNA). Technika ulepszona poprzez wprowadzenie
trawiena preparatéw roztworem pepsyny przed hybrydyzacja. Stosowano FISH w warunkach
standardowej lub obnizonej sity ptukan (stringency).

¢ Fluorescencyjne barwienie réznicowe DAPVAMD — wykrywajace specyficznie AT-bogate
chromatynowe segmenty.

e TFluorescencyjne barwienie réznicowe CMAL/DAPI/DA — wykrywajace specyficznie GC-
bogate chromatynowe segmenty.

e Klasyczna metoda prazkéw C (Giemsa C-banding)

e Metoda Ag-staining (srebrzenie)

e Barwienie orceing octowg

e Komputerowa analiza kariotypu (pomiary chromosomowe).

e Akwizycja obrazu mikroskopowego przy pomocy kamery CCD i oprogramowania.
- Uzyskane wyniki:

e Wykazano obecnos¢ 6 biwalentéw w mejozie u odmiany concolor.

e Chromosomy podstawowego kompleksu odmiany concolor sa morfologicznie identyczne z
chromosomami kompleksu B, ktéry wystepuje u form PTH. Sa to chromosomy: 2aB(h) -
4bC(i) - 6¢D(h) - 8dE(h) - 10eF(i) - 12fA(i). Kompleks odmiany concolor zostat wige
nazwany "B.

e Rozklad dystalnych i interkalarnych loci 5S i 458 rDNA w kompleksie "B jest generalnie
prawie taki sam jak w kompleksie 3. Réznice sa niewielkie: m.in. brak dystalnych loci 455
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rDNA na chromosomie 10, dodatkowy maty locus na krétszym ramieniu chromosomu 12 w
kompleksie "B.

e Kompleks "B, tak samo jak kompleks B wykazuje obecnosé heterochromatyny w rejonach
przycentromerowych wszystkich chromosomow.

e Podobnie jak w kompleksie P, rejony przycentromerowe chromosoméw  kompleksu
"B skiadaja si¢ z AT- i GC-bogatych frakcji chromatynowych.

e W kompleksie " tak samo jak w kompleksie [3, geny 455 rRNA s obecne w rejonach
przycentromerowych wszystkich chromosomow. Podobnie jak u odmian PTH, metoda Ag-
staining wykazata, ze sg one nieaktywne, w odréznieniu od terminalnych genéw 45S rDNA.

e Chromosomy 2, 6, 12 kompleksu "8 maja mniej AT-bogatej heterochromatyny
przycentromerowej niz chromosomy 2, 6, 12 kompleksu B.

- Whnioski:

e  Wyniki uzyskane wskazujg ze mimo niewiclkich modyfikacji w utozeniu niektérych
dystalnych loci 45S rDNA i w ilosci heterochromatyny na niektérych chromosomach,
kompleks "B jest segmentalnie nie zmienionym kompleksem [. Odmiana concolor
najprawdopodobniej wigc powstata z formy PTH poprzez przetamanie systemu letalnosci. A
zatem, w przeciwiefstwie do Oenothera (patrz wyzej), powstawanie kompleksu aletalnego w
sekeji Rhoeo moze odbyé sie bez gruntownych zmian strukturalnych. Zaproponowano, ze
aletalny kompleks "8 moze powsta¢ z kompleksu 8 na skutek sporadycznego crossing-over
pomiedzy genami letalnymi usytuowanymi na koniugujacych ze soba homologicznych
czesciach ramion chromosomowych.

[6]

[6] Golczyk H. 2011. Structural heterozygosity, duplication of telomeric (TTTAGGG), clusters
and B chromosome architecture in Tradescantia virginiana L. Cytogenetic and Genome
Research 134: 234-242.

o--.--oo-.--o-o-ao---ooocooo--o-.noooo--.-o-oo-o.o.o---.-o-oo--ooo..u-o--o--.oo-.oo.---o.o-o..--oo---o.--.---.oo-o-o--o-.--noo-oo

- Glowne cele pracy:

e Sprawdzenie konfiguracji mejotycznych w  celu ustalenia czy badane rosliny s
translokacyjnymi heterozygotami (pierécienie translokacyjne w mejozie) czy tez nie.

e Cyto-molekularna analiza struktury kariotypu w  celu sprawdzenia czy cechy
charakterystyczne dla 7. spathacea (takie jak obecnos¢ konstytutywnej heterochromatyny 1
genéw 45 rRNA w rejonach przycentromerowych, terminalnie zlokalizowane organizatory
jaderek, telomery typu Arabidpsis, itp.) sa takze obecne u T. virginiana.

e Préba odpowiedzi na pytanie, jakie chromosomowe rearanzacje powodujg fragmentacj¢
chromosoméw oraz strukturalng heterozygotyczno$¢ u T. virginiana.

- Materiat roslinny:

e trzy klony Tradecsantia virginiana (2n-4x=24). Analizowane byly chromosomy mitotyczne i
mejotyczne. Badania prowadzono na poziomie mikroskopii fluorescencyjnej i w jasnym polu.
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- Stosowane metody:

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z udziatem wybranych sond molekularnych
(fragment 45S rDNA, fragment 5S rDNA, syntetyczna oligomerowa sonda tolomerowa typu
Arabidopsis. Stosowano trawienie preparatéw roztworem pepsyny przed hybrydyzacja. FISH
w warunkach standardowej lub obnizonej sity ptukan (stringency).

Fluorescencyjne barwienie réznicowe CMAy/DAPUDA — wykrywajace specyticznie GC-
bogate chromatynowe segmenty.

Fluorescencyjna wersja prazkéw C - ,,C-banding/DAPI”.
Barwienie acetokarminem.
Komputerowa analiza kariotypu (pomiary chromosomowe).

Akwizycja obrazu mikroskopowego przy pomocy kamery CCD i oprogramowania.

- Uzyskane wyniki:

Analizowane konfiguracie chromosomowe w mejozie (tetrawalenty 1 biwalenty) 1 ich
czestosei oraz brak translokacyjnych multiwalentéw w sktad ktérych wchodzitoby wigcej niz
cztery chromosomy, $wiadcza ze analizowane klony sa regularnymi autotetraploidami (2n =
4x =24).

W materiale znaleziono ro$liny z 1-7 chromosomami B (obserwowane w mitozie 1 mejozie),
ktérych 7rédtem jest charakterystyczna dla Tradescantia fragmentacja chromosoméw. W
przeciwienstwie do obserwacji wczesniejszych cytologow, w mejozie chromosomy B nie
koniugowaty z chromosomami A.

W przeciwienstwie do sekcji Rhoeo, T. virginiana nie posiada wykrywalnej metoda C-banding
heterochromatyny przycentromerowej, natomiast rejony przycentromerowe wykazujg zupelny
brak genéw 458 rRNA oraz cytologicznie wyréznialnych GC-bogatych segmentow

4558 rDNA jest zlokalizowany wytacznie terminalnie na bardzo wielu chromosomach.
Wiekszos¢ loci 458 rDNA kolokalizuje z 5S rDNA. Dodatkowo. na wielu chromosomach
wykryto interkalarne loci 5S tDNA.

Wykryto telomerowe sekwencje typu Arabidopsis zlokalizowane terminalnie na wszystkich
ramionach chromosomowych. Dodatkowo, wykryto zduplikowane telomerowe loci
subtermialne, oraz na paru chromosomach - interkalarne zgrupowania sekwencji
telomerowych oddalone znacznie od koficéw chromosomowych ramion.

Wiele koficowych czesci chromosoméw A posiada skomplikowana strukturg cyto-
molekularng. Poza terminalnymi zgrupowaniami sekwencji telomerowych w ich skfad
wchodza zduplikowane loci telomerowe zlokalizowane subterminalnie, heterochromatyna,
45S tDNA i 5S rDNA. Taka sama strukture majg B chromosomy. Dtugos¢ B chromosoméw
jest zblizona do dlugosci konicowych czgsel chromosoméw A.

Kariotyp ~ wykazuje  strukturalng  heterozygotycznosc. Struktura  cyto-molekularna
chromosoméw 7.  virginiana nie  pozwala na  wyréznienie szesciu  grup
czterochromosomowych.

- Wnioski:

Roztozenie cytomolekularnych markeréw sugeruje ze w ewolucji kariotypu T. virginiana
doszto do inwersji obejmujacych od niewielkich po wigksze odcinki chromosoméw.

Inwersje sa szczegdlnie prawdopodobne w obrgbie matych dystalnych segmentow
chromosomowych na wielu chromosomach. Zaproponowano, ze zduplikowane zgupowania
sekwencji telomerycznej powstaty na skutek niewielkich paracentrycznych inwersji.
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e Poniewaz roztozenie analizowanych markeréw cyto-molekularnych w B-chromosomach oraz
w obrebie matych dystalnych segmentéw na chromosomach A jest bardzo zblizone, B-
chromosomy u T. virginiana najprawdopodobniej powstaty z koncowych  czesci
chromosoméw A, ktére uzyskaly de novo aktywny centromer. Zaproponowany model ich
dalszej ewolucji uwzglednia inwersjg, akumulacje sekwencji DNA specyficznych dla B-
chromosoméw oraz eliminacje czg¢sci 45S rDNA.

[71

[7] Golezyk H, Massouh A, Greiner S. 2014. Translocations of chromosome end-segments and
facultative heterochromatin promote meiotic ring formation in evening primroses. Plant Cell
26: 1280-1293.

- Glowne cele pracy:

e Poznanie cyto-molekularnej struktury chromosoméw/chromatyny u QOenothera W tym natury
chromocentréw (patrz: Wstep). Proba opracowania ogolnego modelu ewolucji PTH w oparciu
o uzyskane dane strukturalne i znana juz charakterystyke systemu PTH u wiesiotka.

- Materiat roslinny:

e Oprécz tworzacych pierscien mejotyczny form PTH (4 gatunki: Oe. glazioviana linia r/r-
lamarckiana Sweden, Oe. biennis linia suaveolens Standard, Oe. biennis linia suaveolens
Grado, Oe. villosa ssp. villosa linia bauri Standard), przebadano strukturalne homozygoty.
Wsréd tych ostatnich byly 3 gatunki uwazane u Oenothera za formy pierwotne (Oe. elata ssp.
hookeri linia hookeri de Vries, Oe. elata ssp. hookeri linia johansen Standard, Oe. grandiflora
linia grandiflora Tuscaloosa), jedna linia powstata widrnie z gatunku PTH (Oe. glazioviana
lamarckiana) — Oe. glazioviana linia blandina de Vries, oraz mieszaniec migdzygatunkowy
Oe. elata ssp. hookeri linia johansen Standard x Oe. grandiflora linia grandiflora Tuscaloosa.
Analizowane byly chromosomy, jadra interfazowe i profazowe merystemu korzenia oraz jadra
komorkowe innych wybranych tkanek/struktur (jadra premejotyczne, mejocyty, mikrospory,
tapetum, epiderma korzenia, wiosniki, migkisz lisci, ksylemu i liscieni). Badania prowadzono
na poziomie mikroskopii fluorescencyjnej.

- Stosowane metody:

e Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z udzialem wybranych sond molckularnych (45S
rDNA, 58 rDNA, ludzkie i rodlinne sekwencje telomeryczne).

e Metoda C-banding w dwéch wersjach: ,,Giemsa C-banding” oraz jej fluorescencyjna odmiana
- ,,C-banding/DAPI”.

e Immunodetekcja wybranych epigenetycznych potranslacyjnych modyfikacji histonu H3.

e Przeszukiwanie genomowego DNA pod katem obecnosci  kanonicznych sekwencji
telomerowych  (Arabidopsis, Homo  sapiens, Bombyx, Chlamydomonas, Oxytricha,
Tetrachymena, Ascaris) przy pomocy asymetrycznego PCR.

e Barwienia fluorescencyjne — DAPIL, chromomycyna As.

e Komputerowa analiza kariotypu (pomiary chromosomowe, ustalanie statystycznej morfologii
chromosomow).

e Akwizycja obrazu mikroskopowego przy pomocy kamery CCD i oprogramowania.
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- Uzyskane wyniki: - W pracy wykazano, ze system translokacyjny u Oenothera, a wigc zarowno
formy PTH, jak i strukturalne homozygoty, wykazuje si¢ nastepujacymi wspolnymi cechami:

e Podziat kazdego z 14 chromosoméw na dwie epigenetyczne chromatynowe frakcje — duza
srodkowa cze$é obejmujaca centromer oraz niewielkie segmenty koncowe.

e (Cuedci srodkowe chromosomow nie barwig sig pozytywnie metoda prazkow C oraz sa ubogie
w ,euchromatynowy” histon H3 dimetylowany w lizynie 4 (H3K4me2) i histon H3
trimetylowany w lizynie 27 (H3K27me3). Nie wykazuja tez charakterystycznej dla
heterochromatyny konstytutywnej pozytywnej immunolokalizacji histonu H3 dimetylowanego
w lizynie 9 (H3K9me2) oraz histonu H3 dimetylowanego w lizynie 27 (H3K27me2). Czesci
srodkowe kondensuja w komérkach dzielacych si¢ (merystem korzenia, merystem
mejotyczny, dzielace si¢ jednojadrowe tapetum) i sa widoczne w postaci 14 duzych
chromocentréw. Chromocentry sa niezwykle duze i przypominaja ksztattem skondensowanc
chromosomy. Czesto mozna nawet wyrézni¢ dwa ramiona danego chromosomu i taczacy je
centromer. Takie obserwacje moga rodzi¢ podejrzenie, ze obserwowane struktury sg po prostu
profazowymi  chromosomami. Brak  pozytywnej immunolokalizacji  histonu  H3
ufosforylowanego w serynie 10 (H3S10ph) i treoninie 11 (H3T1lph ) na obszarze
chromocentréw i jego pozytywna immunolokalizacja w obrebie chromosoméw metafazowych
i anafazowych na tym samym preparacie, byt ostatecznym potwierdzeniem, ze obserwowane
struktury chromosomo-podobne sg rzeczywiscie chromocentrami w jadrach interfazowych.
W/w modyfikacje histonu H3 sa bowiem wysoce specyficzne dla kondensujacych
chromosoméw podziatowych u Eucaryota. Chromocentry wykazujg taki sam brak
wybarwienia prazkami C oraz taki sam wzor immunodetekcyjny H3K4me2 i H3K27me3 jak
odpowiadajace im srodkowe czgsei chromosoméw. Chromocentry ulegaja jednak
dekondensacji wraz z réznicowaniem si¢ tkanek. W pewnych terminalnie zréznicowanych
tkankach (dojrzaty migkisz lidcia, dwujadrowe tapetum, migkisz ksylemu, wiosniki) sa
nicobecne. Z kolei w innych (epiderma korzenia, dojrzewajace mikrospory) sg znacznie
mniejsze niz w jadrach merystematycznych. Wszystkie w/w uzyskane wyniki wykazujg
jednoznacznie, ze Srodkowe czgdel chromosoméw u  Qenothera nie  stanowig
heterochromatyny konstytutywnej lecz tworza heterochromatyng fakultatywna, o tkankowo-
specyficznym wzorze kondensacji.

e (Czesci dystalne chromosoméw sa w interfazie zdekondensowane. Immunobarwienia
chromosoméw mitotycznych ujawnity, ze sa one bogate w ,,euchromatynowy” histon H3
dimetylowany w lizynie 4 (H3K4me2) i histon H3 trimetylowany w lizynie 27 (H3K27me3).
.Represyjny” marker H3K27me3 wspdlnie z ,permisywnymi” metylacjami H3K4 czesto
dekoruja euchromatyng, dziatajac w procesach aktywacji/wyciszania euchromatynowych
genéw. Tak wigc czgsci dystalne chromosoméw odpowiadajg bogatej w geny euchromatynie.

e Cuzeici $rodkowe i dystalne chromosoméw réznia sie wzorem kondensacji podczas
mitozy/mejozy. Podczas profazy czesci srodkowe sg skondensowane juz w bardzo wczesnej
profazie (wczesnie kondensujaca chromatyna), natomiast czesci dystalne kondensuja bardzo
pézno (wezesna/Srodkowa metafaza) i tworzg tzw. pozno kondensujaca chromatyng.

e Immunobarwienia i testowanie podatnosci na degradacj¢ metodg C-banding wykazaly, ze
wezesnie kondensujaca chromatyna profazowa odpowiada heterochromatynie fakultatywnej
obecnej w poprzedzajacej interfazie. Inaczej moéwiac, chromatyna ta nie bytaby wczesnie
kondensujaca, gdyby wczesniej nie skondensowata fakultatywnie w interfazie dzielacych si¢
komoérek. Z kolei wykazano, ze p6zno kondensujaca chromatyna odpowiada euchromatynie.

e Asymetryczny PCR i FISH nie wykazaty obecnosci kanonicznych minisatelitarnych sekwencji
telomerowych. Z kolei zastosowanie metody prazk6w C wykazato, ze czgsci dystalne
chromosoméw u  Oenothera sa zakoficzone drobnymi segmentami ztozonymi  z
heterochromatyny konstytutywnej. Segmenty te okazaty sic bogate w H3K27me2 -
modyfikacje epigenetyczng bioraca udziat w inaktywacji retroelementéw i/lub satelitarnego
DNA.

e Kuariotypy wszystkich analizowanych wiesiotkéw  charakteryzujg si¢  obecnoscia
chromosoméw metacentrycznych o bardzo zblizonej dhugosci oraz statg liczba dwéch loci 5S
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rDNA. Loci 5S rDNA sg zlokalizowane w obrgbie satelitéw chromosomoéw jaderkotworczych,
lekko na zewnatrz od loci 45S rDNA. Liczba loci 45S rDNA jest zmienna i wynosi od 4 do 6,
w zaleznosci od badanej linii.

e  Metoda rDNA-FISH i analiza morfometryczna chromosoméw pozwolita po raz pierwszy u
Oenothera na  zidentyfikowanie chromosomowych typéw oraz na skonstruowanie
statystycznych kariograméw/idiograméw standardowych, opartych o uérednione pomiary.

e Okazalo sie, ze niektére kompleksy rézniace si¢ formutami chromosomowymi, strukturalnie
sa bardzo podobne lub wrecz identyczne. Z kolei kompleks "iohansen i "tuscaloosa, mimo, ze
posiadaja t¢ sama formutg chromosomowa, r6znig si¢ znacznie pod wzglgdem strukturalnym.
Ponadto badania wykazaly, ze wystgpowanie niektérych ramion chromosomowych ogranicza
sie tylko do danej linii/gatunku. Te obserwacje trudno pogodzi¢ z teorig translokacji catych
chromosomowych ramion.

e Poréwnanie struktury kariotypu Oe. glazioviana blandina z kariotypem Oe. glazioviana
lamarckiana wykazalo, ze te dwie linie bardzo mocno réznig si¢ od siebie pod wzgledem
roztozenia loci rDNA oraz morfologii niektérych chromosoméw.

e Jadra profazowe w mitozie i mejozie wykazujg wyrazna polaryzacjg Rablowska (centromery
na jednym biegunie, telomery na biegunie przeciwnym). Uktad Rablowski byt takze
obserwowany w czesci jader interfazowych merystemu korzenia. Dodatkowo, dane wskazuja
7e grupowanie telomeréw po jednej stronie jadra zachodzi tez w czesci jader komorek
zréznicowanych.

- Wnioski:

e Badania wskazuja Ze cecha cytogenetyczng kluczowa dla zrozumienia catego systemu
translokacyjnego u wiesiotka, a wiec nie tylko PTH, jest strukturalne i przestrzenno-czasowe
rozdzieleniec genomu na dwie frakcje: rekombinujaca i nierekombinujacg. Frakcja
nierekombinujaca obejmuje Srodkowe czgsci chromosomow i jest oddzielona od frakcji
rekombinujacej (czesci dystalne chromosoméw) w tym znaczeniu, ze rézni si¢ od niej pod
wzgledem lokalizacji przestrzennej (zajmowanie przeciwstawnych pozycji w obrebie uktadu
Rablowskiego), struktury, stanu kondensacji podczas interfazy oraz dynamika kondensacji
(wczesnie kondensujaca chromatyna vs. pozno kondensujaca chromatyna) podczas profazy.
Niewatpliwie, powstanie tak pojetej genomowe] kompartmentacji jest wazna preadaptacja w
kierunku rozwoju PTH. Nieréwna kondensacja chromatyny podczas profazy mejotycznej oraz
skoncentrowanie sekwencji euchromatynowych w czgsciach dystalnych chromosoméw na
pewno promujg skupianie wydarzen rekombinacyjnych w  czgsciach  dystalnych
chromosoméw. Uzyskane wyniki wskazuja ponadto, ze fakultatywna kondensacja
srodkowych czesci chromosoméw decyduje o tym, ze beda one stanowi¢ ,,wczesnie
kondensujaca chromatyne” podczas profazy. Analogicznie, zaburzenia procesu fakultatywnej
heterochromatynizacji moga potencjalnic  wplywaé na kondensacje chromosomoéw
mejotycznych, a wigc posrednio na rekombinacje mejotyczna. Badania nad zwigzkiem
pomiedzy formowaniem si¢ fakultatywnych chromocentréw a mejotyczng kondensacja i
rekombinacja u Oenthera powinny zatem stanowi¢ w przysztosci obiecujacy kierunek badan.

e Ogblny wzor kondensacji chromatyny interfazowej u Oenothera jest nietypowy, poniewaz
chromocentry, ktére w komorkach merystematycznych sa dobrze wyrdznione, ulegaja
dekondensacji w miarg réznicowania tkanek. U Eucaryota zwykle obserwuje si¢ zwigkszanie
ilosci  skondensowanej chromatyny w toku ontogenezy/starzenia organéw. W pracy
zaproponowano ze ten nietypowy wzor kondensacji ma dla Oenothera swoje szczegolne
uzasadnienie, bo sprzyja regularnemu formowaniu sig pierscieni mejotycznych, regularnej
propagacji kompleksow Rennera oraz ich dywersyfikacji. Fakultatywna
heterochromatynizacja  $rodkowych ~ chromosomowych segmentow ~ w  jadrach
merystematycznych powinna bowiem zapobiega¢ zaburzeniom podzialéw komérkowych (w
mitozie i mejozie), ktére zazwyczaj zachodzg na skutek niedozwolonych wymian (,ectopic
exchanges”) oraz aktywacji elementéw ruchomych w komérkach przechodzacych caty cykl

22




ZALACZNIK nr 2 - AUTOREFERAT

komérkowy (tzn. faze S i M). Konsekwencjg nieznanych pierwszorzedowych rearanzacji
chromosomowych, ktére spowodowaty ograniczenie rekombinacji u Oenothera (patrz Wstgp)
musial byé bowiem wzrost skomplikowania srodkowych czesci chromosomdéw, m.in. na
skutek przetasowania w ich obrgbie segmentow pochodzacych z réznych chromosomow.
Wiadomo tez, ze nierekombinujace odcinki genomu maja tendencje do szczegdlnego
gromadzenia repetytywneo DNA i elementow ruchomych. Z kolei fakt, ze srodkowe czgéei
chromosoméw sg zdekondensowane w tkankach terminalnie zréznicowanych i metabolicznie
wysoce aktywnych sugeruje, ze ich materiat genetyczny petni jaka$ role w funkcjonowaniu
tych tkanek. Pozostaje to w zgodzie z zatozeniem, ze u Oenothera $rodkowe czgsci
chromosoméw sg rejonami w ktorych akumuluja sig nie tylko genetyczne lecz i fizjologiczne
réznice pomiedzy kompleksami Rennera [20,21]. Podsumowujac, zaproponowano, 2ze
nietypowy wzér kondensacji srodkowych segmentow chromosomowych przyczynia si¢ do
obrony genomu przed szkodliwymi konsekwencjami zaburzen podziatowych w komodrkach
dzielacych si¢ (kondensacja), natomiast w komérkach zréznicowanych (dekondensacja)
pozwala na udziat w/w segmentéw w funkcjonowaniu tych komorek oraz w fizjologicznej
dywersyfikacji komplekséw Rennera. Fizjologiczne réznice miedzy kompleksami Rennera
maja istotne znaczenie dla strategii rozrodczej wiesiotkéw. Na przyktad, tzw. ,.efekt Rennera”
polega na wspétzawodnictwie gametofitow, tzn. gametofit ktdry szybciej rosnie ostatecznie
wytwarza dojrzaty woreczek zalazkowy, tak wiec przekazuje swoj kompleks Rennera
nastepnym pokoleniom [15,28].

Uzyskane dane dotyczace struktury dystalnych czesci chromosomowych ramion (C-banding,
immunodetekcja modyfikacji histonu H3, proba znalezienia sekwencji telomerowych)
wskazuja, ze funkcje kanonicznych —sekwencji telomerowych spefnia terminalna
heterochromatyna konstytutywna, ktéra jest zwykle ztozona z wysokorepetytywnych
sekwencji satelitarnego DNA i/lub inaktywowanych retroclementéw. Dane te sugerujq tez
wyraznie, ze crossing-over u QOenothera nie jest stricte terminalny, lecz subterminalny, tzn.
zachodzi w obrebie permisywnej dla rekombinacji p6zno kondensujacej euchromatyny,
bogatej w H3K4me2 i H3K27me3. Gdyby crossing-over byt terminalny, musiatby zachodzi¢
w obrebie C-pozytywnej i bogatej w H3K27me2 terminalnej heterochromatyny
konstytutywnej, co jest z cytologicznego punktu widzenia mato prawdopodobne (Srodowisko
chromatynowe generalnie represywne dla crossing-over).

Poréwnanie kariograméw/idiograméw uzyskanych dzigki kombinacji metody FISH ze
statystyczng analiza morfometryczng chromosoméw, analiza wzoru prazkéw C oraz
immunobarwien doprowadzity do wniosku, ze u  Oenothera translokacjec  catych
chromosomowych ramion sg mato prawdopodobne. Najbardzicj prawdopodobnym
scenariuszem sg translokacje satelitéw chromosoméw jaderkotwdrczych oraz pozostatych
euchromatynowych dystalnych odcinkéw bogatych w H3K4me2 i H3K27me3. Taki
mechanizm translokacji pasuje do catosci poczynionych w pracy obserwacji i do istotnych
whasciwosci PTH u Oenothera (patrz: Wstep). Pozbawione rekombinacji i fakultatywnie
kondensujace odcinki $rodkowe chromosoméw musza by¢ bowiem tymi czgsciami genomu, w
ktérych akumuluja sie (i sa poddawane selekcji) roznice miedzy kompleksami Rennera (patrz:
Wstep). Jezeli odcinki te sa w jaki$ sposéb wazne dla réznicowania/ontogenezy (na co
wskazuja niniejsze badania), peknigcia w ich obrebie nie powinny byC promowane przez
ewolucje. Poniewaz peknigeia w euchromatynowych odcinkach (ze wzgledu na obecnos¢ w
nich genéw metabolizmu podstawowego) s3 takze poddawane negatywnej selekeji, jedynym
ewolucyjnie promowanych ,kruchym” miejscem wydaje sie by¢ rejon graniczny - pomigdzy
fakultatywna heterochromatyna a euchromatyna. Podsumowujac, koncepcja translokacji
catych chromosomowych ramion [15] zostata wigc zakwestionowana.

Poréwnanie struktury kariotypu Oe. glazioviana blandina z kariotypem Oe. glazioviana
lamarckiana potwierdza intuicj¢ wczesniejszych badaczy, zgodnie z ktora powstawanie
wtérnych homozygot u Oenothera wiaze si¢ z szeregiem istotnych strukturalnych zmian
chromosomowych.

W oparciu o translokacje dystalnych euchromatynowych czgsci ramion chromosomowych
zostat opracowany model ewolucyjny tlumaczacy powstawanie pierscieni mejotycznych,
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ewolucje komplekséw Rennera i PTH, oraz wysoka kompatybilno$¢ komplekséw rézniacych

sie translokacjami. W skrocie model ten przedstawia si¢ nastepujaco:
- Kazdy chromosomom w obrgbie kompleksu sktada si¢ z 3 segmentéw - dwoéch
segmentéw dystalnych i segmentu srodkowego (model tréjelementowy). Translokujace
euchromatynowe segmenty dystalne tworza wszystkie mozliwe kombinacje z segmentami
srodkowymi chromosoméw. Model znacznie rozszerza liczbe mozliwych kombinacji
(komplekséw Rennera segmentalnie réznigcych si¢) w poréwnaniu z dwuelementowym
modelem Clelanda (zaktadajacym translokacje catych ramion chromosomowych).

- Pewne okreslone kombinacje/sprzgezenia w/w segmentdw moga po uzyskaniu
selekcyjnej przewagi nad innymi kombinacjami ustabilizowa¢ si¢ jako typy
genoméw/komplekséw  Rennera. Translokacje odcinkéw dystalnych nie rozbijaja
srodkowych czesci  chromosomowych (w  ktérych akumuluja si¢ rdéznice migdzy
kompleksami Rennera), co umozliwia statos¢ tych typow.

- Kombinacje 3-elementowe umozliwiajg powstawanie biwalentéw, ktérych chromosomy
majg tg sama kombinacjg euchromatynowych segmentéw dystalnych, lecz rdéznig si¢
segmentami $rodkowymi. Takie ,,strukturainie heterozygotyczne biwalenty” drastycznie
obnizaja zywotno$¢ gamet. Swobodna segregacja ich chromosoméw doprowadza bowiem
do powstawania gamet genetycznie niezbalansowanych. Duza czgs¢ tych gamet bedzie
niezywotna ze wzgledu na brak segmentu/segmentow  srodkowych. Obecnos¢
heterozygotycznych biwalentow powinna zatem wymusi¢ selekcje w kierunku takich
translokacji, ktére rozbija takie biwalenty i sprawig ze ich chromosomy znajda si¢ obok
siebie w pierscieniu mejotycznym i beda segregowac do przeciwnych biegunéw. Dopiero
wtedy zapewniona jest 100% zywotnos¢ gamet. Im wigksza liczba heterozygotycznych
bivalentéw, tym mniejsza zywotno$¢ gamet i wigksza selekcja w kierunku powstawania
duzych pierscieni mejotycznych ([7] - Fig. 5). Zaproponowano, ze w wyjsciowych
tworzacych biwalenty populacjach u Oenothera, ewolucyjny tendencja w kierunku duzych
pierscieni mejotycznych jest spowodowana obecnoscig heterozygotycznych biwalentow.
Taki scenariusz wydarzen jest w zgodny z ustaleniami genetykow populacyjnych, zgodnie
z ktdérymi selekcja przeciwko homozygotycznosci, w naszym modelu przeciwko
heterozygotycznym biwalentom, jest mechanizmem napedowym ewolucji w kierunku
PTH (patrz: Wstgp).

- Translokacje dystalnych euchromatynowych segmentéw, przy zatozeniu ze kazdy z nich
posiada wiasne obligatoryjne ,gorace miejsce” recombinacyjne (,recombination hot
spot”), zapewniaja pelng kompatybilnos¢ mejotyczna miedzy kompleksami Rennera u
dowolnego mieszanca Oenothera.

Podsumowanie

Opisane w cyklu siedmiu publikacji cyto-molekularne szczegdty chromosomowej organizacji u
Tradescantia [1-6] i Oenothera {7], stanowig wazne odniesienie i podstawe dla dalszych badan nad
strukturg i ewolucja nierekombinujacych kompleksow Rennera. Na uwage zastuguje kompleksowos¢
badari, bogactwo uzytych metod cytogenetycznych i ich pracochtonnos¢. Stosowane metody (np.
prazki C, immunolokalizcja modyfikacji histonéw na chromosomach, FISH na chromosomach w
pierscieniu mejotycznym, FISH i analiza kariotypu u Oenothera, itp.) sa bardzo trudne, a ich
opanowanie i standaryzacja oznaczaty dia Wnioskodawcy wiele lat zmudnej pracy w laboratorium i
matg mozliwo$¢ podejmowania w tym czasie innego rodzaju aktywnosci naukowej. Dodatkowa
trudodcia byta odmiennos¢ materiatu (Oenothera vs. Tradescantia): to, co dato si¢ uzyskal u
Tradescantia okazato sie nie do konca mozliwe w przypadku Oenothera, 1 vice versa. O skali
trudnosci $wiadczy prosty fakt, ze mimo ze system PTH jest modelowym obiektem do badan nad
kompleksowymi chromosomowymi rearanzacjami, opisywanym juz od poczatkow XX w.,
przedstawione w Rozprawie wyniki maja w wickszosci pionierski charakter. Nie bez znaczenia
wydaje sie tez fakt, ze wspéiprace w badaniach nad wiesiotkiem zaproponowano mi migdzy innymi
dlatego, ze satysfakcjonujace opanowanie metody FISH oraz C-banding okazato si¢ bardzo trudne dla
prébujacych tego dokona¢ wezedniejszych badaczy. Na uwage zastuguje fakt, ze mimo trudnosci
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metodycznych i przeciwiefstw, badany material byt wyczerpujacy. Obejmowal on w sumie 13
genetycznie réznych form (trzy odmiany 7. spathaeca, gatunek 7. virginiana, 7 gatunkoéw Oenothera,
| wtérnie homozygotyczna lini¢ Oenothera, jeden mieszaniec migdzygatunkowy Oenothera). Poza
tym, analizowane byly nie tylko chromosomy mitotyczne 1 mejotyczne, lecz takze cate spektrum
réznych tkanek. Omawiane prace zostaty opublikowane w renomowanych zagranicznych
czasopismach. O istotnosci uzyskanych danych przekonuje takze fakt, ze zaproponowany nowy model
ewolucji PTH zostat przez $wiatowej stawy specjalistow oceniony bardzo wysoko i dopuszczony do
publikacji w wysoko notowanym czasopismie Plant Cell [7]. Model ten zostal wyrdézniony i
zarekomendowany w opiniotwérczym F1000Prime, jako generujacy nowe i obiecujace perspektywy
w badaniach nad ewolucja genomu i i remodelingiem chromatyny w toku réznicowania u roslin
(szczegdly w Zataczniku 3).

Wsréd opisanych osiggnigé, szczegdlne znaczenie maja nastgpujace, nowe dia nauki dokonania:

e Opracowanie niezawodnego systemu identyfikacji chromosoméw i chromosomowych ramion
u .T spathacea w oparciu o roztozenie loci 455 i 5S rDNA oraz AT-bogatych segmentow. Od
tej pory mozna catkowicie pewnie identyfikowaé poszczegblne chromosomy i ramiona w
mitozie. Nie trzeba juz do tego celu uzywaé trudnych do analizy stadiéw mejotycznych
(1,3.4].

e  Wykrycie obecnosci GC-bogatych frakeji chromatyny przycentromerowej, w tym
nieaktywnych transkrypcyjnie genéw rRNA na wszystkich 12 chromosomach T. spathacea [1-
5]

e Zaproponowanie nowego oryginalnego modelu ewolucji kariotypu PTH u T. spathacea [3,4].

e Ustalenie, ze odmiana 7. spathacea concolor posiada dwa kompleksy, ktore sg niemal
identyczne z kompleksem B form PTH. Zaproponowanie mechanizmu powstawania odmiany
concolor [5].

e Opisanie cytomolekularnej struktury (morfologia, ufozenie heterochromatyny, loci 458 i 58
rDNA, zgrupowan sekwencji TTTAGGn ) A i B-chromosoméw u  Tradescantia i
zaproponowanie oryginalnego mechanizmu ewolucji B-chromosoméw [6]

e Opisanie cytomolekularnej struktury (loci 45S i 5S rDNA, modytikacje potranslacyjne histonu
H3, oprazki C, wyszukiwanie minisatelitarnych ~ powtérek  telomerycznych)
chromatyny/chromosoméw u Oenothera [7].

e  Wykrycie heterochromatyny fakultatywnej u Oenothera i udowodnienie, Zze tworzy si¢ ona z
duzych srodkowych czgsci wszystkich czternastu chromosomow. Zaproponowanic wiesiotka
jako organizmu modelowego i wyjatkowego do badan nad remodelingiem chromatyny w
ontogenezie [7].

e Opracowanie oryginalnego modelu ewolucji PTH u Oenothera w oparciu o translokacje
odcinkéw dystalnych chromosoméw [7].

Tytutem podsumowania, mozna stwierdzi¢, ze na drodze do permanentnej translokacyjnej
heterozygotycznosci mogg by¢ obierane odmienne strategie ewolucyjne. Uzyskane wyniki wskazujg
bowiem, ze dwa omawiane taksony (Oenothera i Tradescantia) réznig si¢ typem wzajemnych
translokacji, a takze charakterem wczesniejszych etapéw ewolucji Kariotypu. Poniewaz nie ma
koniecznosci dla ktérej koniugujace ramiona chromosomowe w pierscieniu miatyby by¢ takiej samej
dtugosci, wydaje sie znamiennym i nieprzypadkowym fakt, ze zaréwno u Oenothera, jak i w sekeji
Rhoeo koniugujace ramiona chromosoméw w pierscieniu sg u Oenothera i Rhoeo dobrze dopasowane
na dhugosé. Dla sekcji Rhoeo ta okolicznos¢, oraz inne istotne dane (ilo$¢ i roztozenie GC- i AT-
bogatych chromatynowych frakcji, chromosomowa organizacja rybosomalnego DNA, statystycznie
oszacowane réznice w dtugoéci koniugujacych ramion i ich usrednione sumy), pozwolity na
zaproponowanie translokacji ramion chromosomowych [1-4]. U Oenothera, uzyskane wyniki (analiza
kariotypéw przy uzyciu techniki rDNA-FISH, immunolokalizacja modyfikacji histonu H3,
monitorowanie wzoru kondensacji chromatyny w cyklu komérkowym i w trakcie réznicowania) jak
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réwniez specyfika rozwinigtego w tym taksonie systemu PTH, wskazuja na translokacje dystalnych i
réwnych co do dtugosci euchromatynowych czesei ramion [7].

Struktura chromosoméw/chromatyny analizowanych taksonéw jest z jednej strony podiozem
umozliwiajacym zachodzenie wzajemnych translokacji, z drugiej za$ strony jest efektem zmian
pierwotnych, ktére ja uksztaltowaty. Klasyczne obserwacje u Tradescantia sugerujg, ze takimi
powszechnymi i pierwotnymi dla taksonu rearanzacjami sa inwersje, co potwierdzajq badania nad
kariotypem T.virginiama - gatunku typowego dla Tradescantia, aczkolwiek nie reprezentujacego
systemu PTH [6]. Szczegdlnie znaczenie dla takiego wniosku ma odkryta po raz pierwszy organizacja
dystalnych czgsci chromosomowych oraz zaproponowany model ewolucji B-chromosoméw. Dzigki
szezegllnej skionnosci do inwersji, u Tradescantia moglo sig wyksztatcié podatne podtoze dla
ewolucji w kierunku PTH [29]. Inwersje w formie heterozygotycznej stanowig najprostszy sposéb na
utatwienie i przyspieszenie ewolucji PTH poprzez zahamowanie crossing-over, wytworzenie
pierwotnych sprzezen i zapoczatkowanie molekularnej dywergencji nierekombinujacych ze soba
czesci genomu [20,21,29]. Z kolei translokacje zabezpieczajg przed rozpadem uprzednio powstatych
sprzezen i poprzez wprowadzenie supersprzgzen i udoskonalenie zbalansowanego systemu genow
letalnych, doprowadzaja stan heterozygotycznosci do formy krancowej.

Obecnie dzieki genomice wiadomo, ze inwersje to giéwny mechanizm reorganizacji genoméw.
Co wiecej, badania wykazujg, ze tam gdzie dochodzi do ograniczenia rekombinacji (np. ewolucja
chromosoméw pici), pierwszorzedowg role petnia wiasnie inwersje [74]. O ile molekularnie
,oddalajace sie od siebie”, nierckombinujace frakcje genomu u T. virginiana to wciaz tylko
stosunkowo niewielkie czeéci genomu (B-chromosomy oraz konicowe czesci chromosomoéw A), to u
form PTH sa to juz cate zespoty chromosoméw (kompleksy Rennera). Niestety, analiza utoZenia
sekwencji repetytywnych na chromosomach, nawet przy znacznym zwickszeniu liczby réznych
mapowanych sekwencji, nie jest w stanie w satysfakcjonujacy spos6b oszacowaé postulowanego
udziatu inwersji w ewolucji kariotypu. Jedynym w pelni skutecznym sposobem na osiggnigcie tego
celu, a wiec poglebienie w przysziosci niniejszych badan, jest rozszyfrowanie liniowego utozenia
unikalnych sekwencji DNA na chromosomach. Techniki do tego celu sie nadajace to FISH z udziatem
klonéw BAC (ang. ,Bacterial Artificial Chromosome”) w charakterze sond, sekwencjonowanie oraz
bioinformatyczna analiza.

Jak wykazuja niniejsze badania, uwarunkowaniem sprzyjajacym wzajemnym translokacjom i
rozwojowi PTH u Oenothera jest ograniczenie euchromatyny do niewielkich dystalnych segmentéw
chromosomowych oraz  wczesna  kondensacja/fakultatywna heterochromatynizacja  duzych
srodkowych czesci chromosoméw [7]. Nie wiadomo jak powstato to niezwykfe strukturalno-czasowe
sréznicowanie genomu, wiele jednak wskazuje ze jest nabytkiem ewolucyjnym wczesniejszym niz
wzajemne translokacje. Po pierwsze, opisane w Rozprawie badania wykazaty, ze jest ono wlasciwe
nie tylko dla form PTH lecz takze dla ancestralnych strukturalnych homozygot oraz mieszancow.
Zadna z tych cech nie wystgpuje w sekcji Rhoeo ani tez nie zostata odnotowana u innych gatunkow
Tradescantia. To oznacza, Ze dwa omawiane taksony réznig si¢ nie tylko rodzajem i zakresem
wzajemnych translokacji, lecz takze wczesniejszymi etapami ewolucji, zmierzajacej jednak finalnie do
tego samego celu, ktorym jest PTH.

Kolejna réznica dotyczy organizacji zakonczen chromosomowych (patrz:  Wstep). W
przeciwienstwie do systemu PTH u 7. spathacea [1], u Oenothera nie wykryto kanonicznych,
zaleznych od telomerazy minisatelitow [7]. Zamiast nich wystepuje terminalna C-pozytywna
heterochromatyna. Wiele wskazuje wigc na to, Ze u Oenothera wyskorepetytywne sekwencje
heterochromatynowe odgrywaja role telomerow [7]. Organizacja telomeréw i rejondw im
towarzyszacych jest wazna dla rozwoju i funkcjonowania PTH (patrz: Wstep). Stad tez istotne jest
ustalenie jak funkcjonujg telomery u Oenothera (np. w jaki spos6b dochodzi do ich odbudowy) i jak to
sie stato, ze nie sa zbudowane z kanonicznych minisatelitarnych sekwencji.

Badania z kolei wykazaly, ze elementem cytomolekularnego podtoza wspolnym dla Oenothera i
sekcji Rhoeo, jest spolaryzowana Rablowska budowa jader komérkowych w szlaku piciowym i
somatycznym  [1,3,4,7]. Niewatpliwie uporzadkowany uktad chromosoméw w  jadrach
interfazowych/profazowych sprzyja zachodzeniu regularnych translokacji i chroni kompleksy Rennera
przed nieprawidtowa koniugacjq i btedami segregacyjnymi, tak wigc sprzyja ewolucji w kierunku
PTH.
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Intrygujacym zjawiskiem jest powstawanie catkowitych strukturalnych homozygot (tworzacych
same biwalenty w mejozie) z form PTH. Jest to bardzo specyficzne i szybkie przetaczanie si¢ z nie-
Mendlowskiej ,.funkcjonalnej apomiksji” (permanentny pierscien z dwiema grupami sprz¢zef) na
standardowg, droge Mendlowskiego rozmnazania (biwalenty 1 niezalezna segregacja chromosomow).
Nie wiadomo jaka rol¢ odegraty ,wtérne homozygoty” w ewolucji taksonéw, w ktérych doszto do
powstania PTH. Istotne zatem jest poznanie cytogenetycznych mechanizméw warunkujacych ten
zjawisko. Ten proces, na co wskazujg uzyskane dane, ma miejsce u 7. spathacea i skutkuje
powstaniem odmiany concolor z dwoma aletalnymi kompleksami "B [5]. Ujawniona cyto-molekularna
struktura kompleksu "B [5] odzwieciedla jego wtdrne pochodzenie od formy PTH. Wydaje si¢, ze
powstawanie wtérnych homozygot powinno wymagaé zaistnienia szczegOlnych mechanizmow.
Ruzeczywiscie, u Oenothera sporadyczne powstawanie catkowitych homozygot strukturalnych z form
PTH jest wynikiem szeregu gigbokich strukturalnych zmian chromosomowych, co potwierdza
poréwnanie struktury kariotypu Oe. glazioviana blandina z kariotypem Oe. glazioviana lamarckiana
[7]. Jednak uzyskane dane nie wskazuja, by podczas powstawania aletalnego kompleksu "B (z
kompleksu B) u T. spathacea, doszto do jakichkolowick istotnych strukturalnych rearanzacji
chromosomowych [5]. Wydaje si¢ wigc, ze systemy PTH Oenothera i Tradescantia zasadniczo réZnig
sie pod tym wzgledem.

Istotng cecha opisanych prac jest ujawnienie bardzo atrakcyjnych dla cytogenetyki wiasciwosci
Oenothera i Tradescantia. Tak na przyktad wykazano, ze u wiesiotka wspétistnieje zakrojona na
szerokg skale fakultatywna heterochromatynizacja (duze chromocentry fakultatywne w jadrach
merystematycznych) z nieprzypadkowa organizacja chromatyny jadrowej (uktad Rablowski), co jest
wyjatkowe w $wiecie roslin [7]. Wskazuje to, ze wiesiotek stanowi unikalny uktad modelowy do
badad nad zjawiskiem remodelingu chromatyny (kondensacji/dekondensacja) w toku ontogenezy, jak
réwniez nad funkcjonalnym znaczeniem architektury jadrowej u roslin. Opisane prace wykazaty tez,
ze do zglebiania znaczenia architektury jadrowej wyjatkowo dobrze nadaje si¢ PTH u Tradescantia
[12,3.4]. Daje ona z jednej strony okazj¢ poznania mechnizméw  rozprzestrzenienia sig
przycentromerowych GC- i AT-bogatych bogatych sekwencji DNA - ich molekularnej
homogenizacji, koncertowej ewolucji, z drugiej za$ strony -  dywergencji pozostatych, nie
asocjujacych ze soba czesci genomu. Rozprzestrzenianie si¢ sekwencji repetytywnych, ich
dywergencja i koncertowa ewolucja, to zjawiska bedace w centrum zainteresowania cytogenetyki
[75], stad tez poruszana tematyka i uzyskane wyniki wydaja si¢ mie¢ duze znaczenie. Obiecujacy
kierunek badan w przysztosci stanowi takze ewolucja chromosoméw B w obrgbie strukturalnie
heterozygotycznego kariotypu 7. virginiana, obejmujaca interesujaca problematyke zwigzang z
biologicznym znaczeniem B chromosoméw dla organizmu oraz powstawaniem w ich obrebie
funkcjonalnego centromeru/kinetochoru [6].

8. Oméwienie przebiegu pracy uczelnianej i dalszych planéw naukowych*

* W niniejszym rozdziale przedstawiam ogdlny zarys mojej pracy uczelnianej. Szczegétowy wykaz
wszystkich  osiggnigé naukowo-poznawczych,  publikacji, grantéw/projektéw,  dziatalnosci
organizacyjnej i dydaktycznej, wspolpracy naukowej, nagréd/wyréznieti i innych, zostat
przedstawiony w Zatgczniku 3.

Po obronie pracy magisterskiej pt. ,,Wyprowadzenie hodowli kalusa trzech gatunkéw Allium oraz
charakterystyka cytologiczna jednej z nich” wykonanej w Zaktadzie Cytologii 1 Embriologii Roslin
(Instytut Botaniki) UJ pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Joachimiaka i zakonczeniu z oceng
bardzo dobra studiéw magisterskich na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego, rozpoczatem w Zakfadzie Cytologii i Embriologii Roslin (Instytut Botaniki) UJ na
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellofskiego dzienne studia doktoranckie. Po
dwdch latach zostatem zatrudniony kolejno na stanowisku asystenta i adiunkta w Zaktadzie Cytologii i
Embriologii Roslin Instytutu Botaniki UJ. Moimi naukowymi opiekunami po uzyskaniu przeze mnie
stopnia magistra byli kolejno prof. dr hab. Lestaw Przywara oraz prof. dr hab. Andrzej Joachimiak z
Zaktadu Cytologii i Embriologii Roslin UJ. Moje zainteresowania badawcze w okresie po uzyskaniu
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stopnia magistra do uzyskania stopnia doktora koncentrowaty si¢ wokoét zagadnien zwigzanych ze
struktura kariotypu, chromosoméw oraz jader interfazowych. Szczegdlnie interesowatem  sie
strukturalnymi i liczbowymi mutacjami chromosomowymi in vivo oraz in vitro. W tym okresie
prébowatem znalezé odpowiedni uktad hodowlany in vitro oraz organizm roélinny, ktdre bytyby w
przysztosci  wygodnymi  obiektami do bardziej zaawansowanych badan npad zmianami
chromosomowymi oraz strukturg chromosoméw. W tym celu kontynuowatem badania nad kalusem
Allium sibiricum i skierowalem swoje zainteresowania takze w strong hodowli zawiesinowych
(Daucus carota), ktére zwykle sa genetycznie niestabilne oraz w strong Tradescantia spathacea (Syn.
Rhoeo spathacea) - gatunku dla cytogenetyki waznego, ze wzgledu na kompleksowe rearanzacje
strukturalne (translokacje). Wyniki mojej pracy w tym okresie zaowocowaty czterema publikacjami
oraz czterema doniesieniami konferencyjnymi. Ten okres w Kkarierze zawodowej pozwolit mi
zaznajomi¢ sie ze stosowanymi w Zakladzie klasycznymi technikami cytologicznymi tj. z
catosciowym (nieréznicowym) barwieniem somatycznych chromosoméw/chromatyny oraz 2z
roznicowq metodg prazkéw C (C-banding). Dodatkowo, samodzielnie opracowatem metodyke
wyprowadzania i utrzymywania ro$linnej hodowli zawiesinowej, poniewaz w Zaktadzie do tej pory
nie prowadzono badan na hodowlach zawiesinowych i takich hodowli nie wyprowadzano. W czerwcu
2000r. obronitem prace doktorska pod tytutem “Struktura kariotypu oraz jader interfazowych u Rhoeo
spathacea (Swartz) Stearn (Commelinaceae)”, W ktérej do analizy kariotypu Rhoeo (=Trudescantia
spathacea) zastosowatem C-banding, barwienie klasyczne oraz analizg obrazu mikroskopowego.

W okresie po uzyskaniu stopnia doktora, w trakcie pracy w charakterze adiunkta na
Uniwersytecie Jagiellonskim (Instytut Botaniki), oraz p6zniej (i obecnie) na Katolickim Uniwersytecie
Lubelskim (Instytut Biotechnologii), stopniowo doprecyzowatem wiasng tematyke jako analizg
naturalnej autosomalnej heterozygotycznoéci  strukturalnej w  celu zgtebiania  mechanizméw
rearanzacji chromosomowych oraz promujacych je cytogenetycznych uwarunkowan. Do tego celu
doskonale nadajg sie organizmy tworzace w mejozie pierscienie zamiast biwalentéw, oraz rosliny z B
chromosomami, ktére mozna znalezé w rodzajach Tradescantia i Oenothera. Celem moim byto takze
opracowanie nowych metod i na ile to mozliwe, uwzglednienie w badaniach takze aspektu
mejotycznego, poniewaz mejoza umozliwia bezposrednia detekcje heterozygotycznosci (tancuchy i
pierscienie chromosomowe zamiast biwalentow) oraz warunkuje jej dziedziczenie. Pierwszym moim
owocem testowania wielu nowych metodycznych przepiséw bylo opracowanie wydajnej
(zmodyfikowanej przeze mnie) procedury srebrzenia (do tej pory nie stosowanej w Instytucie), ktéra u
T. spathacea pozwolila na specyficzng lokalizacjg rejonow jaderkotworczych na chromosomach oraz
funkcjonalne odréznienie ich od tzw. przewgzefi dodatkowych [50]. Innym wyzwaniem byto
opanowanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Dzigki uprzejmosci Pani prof. dr hab.
Jolanty Matuszynskiej (Katedra Anatomii i Cytologii Roslin Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach),
mogtem zapozna¢ si¢ w praktyce z podstawami techniki FISH. Z pomocg dr Roberta Hasteroka
(obecnie prof. dr hab. Robert Hasterok) z Katedry Anatomii i Cytologii Roslin zlokalizowatem geny
45 rRNA i 5S rRNA na chromosomach 7. spathacea, dzigki czemu po raz pierwszy mozliwa stata sig
petna identyfikacja chromosoméw u tego gatunku, co zaowocowalo wspdlng publikacja w
czasopi$mie Genome [1] oraz umieszczeniem przez Redakeje Genome fotografii z tego artykutu na
oktadcc czasopisma. Znajomos¢ techniki FISH pozwolita mi p6zniej na znaczna jej modyfikacje pod
katem wiasnych potrzeb (m.in. zmiany w pozyskiwaniu sond, ich znakowania i detekcji, modyfikacje
trawiefi, ptukan, itp.). Kolejne opanowane przeze mnie nowe metody to udoskonalona technika analizy
cytologicznej stadiéw mejotycznych/komérek mejotycznych [31]; fluorescencyjne barwienia
réznicowe: C-banding/DAPI, DAPVAMD, DAPI/DA/CMA; 1 ich sekwencyjne stosowanie w
kombinacji z technikg FISH [2-6]; oryginalna metoda uzyskiwania ostrych fluorescencyjnych obrazow
mikroskopowych (bedaca odpowiednikiem mikroskopii konfokalnej), polegajaca na kombinacji
barwienia DAPI i manualnej dekonwolucji obrazu [31,76,77]; immunodetekcja potranslacyjnych
modyfikacji histonéw [7]. Opanowanie tej ostatnicj umiejetnosci byto mozliwe dzigki zyczliwosci
prof. Andreasa Houbena, ktéry umozliwit mi zapoznanic siec  z zasadg technik
immumocytochemicznych na chromosomach podczas jednego z moich pobytéw w IPK w Gatersleben
(Niemcy). Opracowane przeze mnie techniki analizy komérek mejotycznych, jak réwniez sposoby
radzenia sobie z nietypowymi problemami zwiazanymi z mejoza oraz zmodyfikowang przeze mnie
wersje fluorescencyjnych barwien réznicowych, przekazatem z kolei zaintecresowanym studentom i
cytologom z Krakowa, ktérzy odtad korzystaja z nich w swoich wiasnych badaniach. Takze
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opracowana przeze mnie metoda manualnej dekonwolucji {31 76,77] okazata sie bardzo przydatna dia
Zaktadu Cytologii i Embriologii Roslin UJ i kolegéw z inych zaktadow. Uzyskiwanie zdjec ostrych w
calej ptaszczyznie obrazu stanowito bowiem do tej pory spory problem, a wynaleziona przez mnie
metoda catkowicie go eliminuje. Istotne jest, ze metoda ta, nie pociagajac za sobg zadnych
dodatkowych kosztéw, umozliwia znaczna poprawg ogélnej jakosci zdjg¢. Réwnoczesnie z wiasne]
inicjatywy uczestniczylem w kursach/warsztatach poszerzajacych mozliwosci badawcze.

Konsekwentne udoskonalenie warsztatu badawczego zaowocowato szeregiem  publikacji
pogtebiajacych wiedz¢ o strukturze chromosoméw/chromatyny w mejozie/mitozie u Tradescantia i
Oenothera. Cze$é tych badafn prowadzitem w ramach wspétpracy zagranicznej (patrz nizej). W
rezultacie, obecnie odnotowuje zwiekszajaca si¢ liczbe cytacji w prestizowych czasopismach oraz w
renomowanych opracowaniach ksigzkowych, np. cytowania w Science (dwa razy), Nature Reviews
Genetics, Plant Journal, Evolution, P.N.A.S., PLoSOne, Plant Genome Diversity. Vol2. Physical
Structure, Behavior and Evolution of Plant Genomes (Springer), itd (kompletna informacja w
Zataczniku nr 6). Jestem takze zapraszany przez renomowane czasopisma do recenzowania artykutow
naukowych. Rozbudowanie warsztatu badawczego sprawito takze, ze projekt badawczy MNiSW nr
N301 116 32/4008 [tytut: ,,Badania cytogenctyczne i molekularne nad strukturg kompleksow Rennera
w rodzaju Rhoeo (Commelinaceae)”], ktéry uzyskatem i ktérego bytem kierownikiem w latach 2007-
2010, zostal przez Ministerstwo oceniony na oceng¢ bardzo dobra. W swoja tematyke badawczg
angazowatem tez innych pracownikéw naukowych oraz studentow. Bytem promotorem prac
magisterskich, ktére dotyczyly poruszanej przeze mnie tematyki badawcze;j.

Jako wykonawca angazowalem si¢ rowniez w wewnatrzuczelniang 1 migdzyuczelniang
wspotpracg i w polskie projekty badawcze MNiSW (kompletna informacja w Zataczniku nr 3).
Generalnie méwiac, poruszana w nich tematyka dotyczyla struktury kariotypdw roslinnych oraz
zmiennosci somaklonalnej i procesu regeneracji roslin w warunkach kultury in vitro. Wspdtpraca ta
zaowocowala publikacjami w takich czasopismach jak: Genome, Pland Cell Tissue and Organ
Culture, Acta Biologica Cracoviensia Ser. Botanica, Genetics and Molecular Biology. Na szczegdlna
uwage zastuguje tutaj méj udziat w badaniach nad mechanizmami chromosomowych mutacji i
powstawaniem mikrojader w kalusie Allium fistulosum (publikacja w Genome).

Warta podkreslenia jest ta prowadzona przeze mnie wspotpraca zagraniczna, kiora zaowocowata
juz publikacjami w renomowanych czasopismach. Sg to wspdlne badania z prof. Herrmannem, prof.
Wannerem i dr Meurerem z Uniwersytetu Ludwika Maksymiliana w Monachium; z prof. Bockiem idr
Greinerem z Instytutu Maxa Plancka w Poczdamie-Golm; z prof. Bornerem z Instytutu
Biologii/Genetyki Uniwersytetu Humboldta w Berlinie, oraz z dr A Cuadrado z Uniwersytetu Alcald
de Henares, w Madrycie. Wspétpracujacy ze mng badacze niemieccy koncentrujga si¢ na molekularnej
strukturze genomu jadrowego, plastydowego i mitochondrialnego u Oenothera i u innych roslin.
Podczas naukowego pobytu w Uniwersytecie Ludwika Maksymiliana i w czasie kolejnych pobytéw
naukowych w Instytucie Maxa Plancka, miatem mozliwosé, w ramach wspdlnych badan nad
wiesiotkiem, nie tylko zebraé odpowiedni materiat (identyfikacja linii, odpowiednich stadiéw,
oszacowanie zywotnosci tkanek, itp.), opracowaé dla niego szczegbtowo metodyke cytologiczng i
dokonaé jego gruntownej cytologicznej analizy, lecz takze poznaé wybrane metody molekularne;
analizy genomowego DNA. Pierwsza wspdlna praca (W ktorej jestem pierwszym i
korespondencyjnym autorem) opublikowana w czasopi$mie Genome [31], dotyczyta przebiegu
mejozy u Qenothera i polegata na zredefiniowaniu stadiow mejotycznych, co do ktérych nie byto w
literaturze spéjnych danych. Dwa kolejne wspdlne artykuty [22,23], opublikowane w kolejno Genetics
i Heredity), byly juz potaczeniem danych cytogenetycznych oraz molekularnych. Istotnym wynikiem
tych prac jest opracowanie mapy sprzezonych markeréw AFLP oraz wykazanie, ze u Oenothera
zaréwno u permanentnych heterozygot translokacyjnych jak i u homozygotycznych (tworzacych
regularne  biwalenty) ancestralnych —gatunkéw, rekombinacja mejotyczna jest praktycznie
niewykrywalna. Kolejny wspdlny —artykut  naukowy  [7], ktérego jestem pierwszym i
korespondencyjnym autorem, opublikowany w prestizowym czasopismie Plant Cell (wchodzacy w
sktad osiggnigcia naukowego), dotyczyl cyto-molekularnej struktury chromatyny/chromosomow
wiesiotka i nowego modelu ewolucji PTH. Artykut ten zostat wyr6zniony i zarekomendowany w
opiniotworczym FI1000Prime, jako generujacy nowe i obiecujace perspektywy w badaniach nad
ewolucja genomu i remodelingiem chromatyny w toku réznicowania u ro$lin. 7. kolei wspotpraca z
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oérodkiem hiszpanskim zaowocowala opracowaniem nowej techniki ND-FISH (ang. ..non-
denaturating FISH”) i wspélna publikacja w renomowanym czasopis$mie Chromosome Research [78].
Rezultatem zagranicznej wspétpracy byly takze wspdlne doniesienia konferencyjne/referaty, ktére
zostaly dostrzezone i docenione na forum migdzynarodowym i krajowym.

Doceniajac moje umiejetnosci i doswiadczenie w technikach cytogenetycznych i cytologicznych,
prof. Herrmann (Uniwersytetu Ludwika Maksymiliana w Monachium) oraz prof. Bock (Instytut Maxa
Plancka w Poczdamie-Golm) zaproponowali mi udziat w prowadzonych przez siebie tematach
badawczych, ktére nie byty wtedy bezposrednio zwigzane z prowadzong przez mnie tematyka.
Pierwszy temat dotyczy organizacji genomu plastydowego i jego zachowania si¢ w ontogenezie.
Problemem, z ktérym si¢ samodzielnie zmierzytem byta wizualizacja plastydowego DNA (pt-DNA) w
réznych stadiach rozwoju lisci u wybranych gatunkéw roslin. Jest to zadanie bardzo trudne,
szczegblnie na bardzo wezesnym i bardzo péznym etapie rozwoju plastydéw. Istniejace do tej pory
metody generowaty obrazy o niezadowalajacej jakosci. Technike wizualizacji pt-DNA opanowalem na
tyle dobrze, ze mozliwe bylo dokonanie rewizji koncepcji dotyczacych losu plastydowego DNA w
ontogenezie i przedstawienie przedstawienie wynikow w dwoéch wspolnych publikacjach {76,77].
Jedna z nich ukazata sie w Molecular Genetics and Genomics (jestem w niej drugim autorem), druga
w Plant Cell (jestem w niej pierwszym autorem). Ogélnie méwigc, nasze badania kwestionuja
promowany przez niektére osrodki poglad, zgodnie z ktérym podczas réznicowania i starzenia si¢
organéw dochodzi do znacznego ubytku plastydowego DNA. W tej chwili jestesmy na etapie
finalizowania kolejnej wspélnej publikacji dotyczacego omawianej tematyki.

Drugi temat dotyczy poziomego transferu informacji genetycznej w rejonie zrastania sig tkanek
szczepionych rolin, a moj udzial polega na analizie cytologicznej i cytogenetycznej badanego
materiatu. Do niedawna uwazano, ze w miejscu zrastania si¢ dwdch szczepionych rodlin nie dochodzi
miedzy nimi do wymiany informacji genetycznej. Nasze dotychczasowe badania wykazaty, ze u
tytoniu, w miejscu zrastania si¢ tkanek dwdch genetycznie réznych (w naturze nie krzyzujacych sig ze
sobg) szczepionych gatunkéw, dochodzi do spontanicznego poziomego transferu nie pojedynczych
gendw, ale catego jadrowego DNA. Powstaly w ten sposéb nowy typ komdrek somatycznych ma
petng informacje genetyczna obu gatunkéw, tzn. sumeg ich chromosoméw. Co wiecej, okazato sig, ze 2
takich komérek mozna byto wyprowadzi¢ allopoliploidalnego mieszanca miedzygatunkowego, ktdry
jest w rzeczywistosci nowym gatunkiem, powstatym z pominigciem drogi ptciowej. Wyniki te okazaty
sic wiec na tyle istotne i unikalne (poziomy transfer genomow generujacy powstawanie gatunku
allopoliploidalnego na drodze aseksualnej), ze wspdlna publikacja mogta ukazaé si¢ w prestizowym
czasopisémie naukowym Nature [79). Praca ta wskazuje na metode szczepienia jako potencjalne
narzedzie do uzyskiwania nowych gatunkéw/odmian oraz daje mozliwos¢ innego spojrzenia na role
poziomego transferu informacji genetycznej w ewolucji roslin. Nastgpnym planowanym etapem tych
badan jest cytologiczna i cytogenetyczna analiza procesu przeptywu informacji genetycznej pomigdzy
szczepionymi roslinami. Inna wazng dla mnie okolicznoscia dotyczaca wspotpracy z osrodkami
niemieckimi, byla okazja do zapoznania si¢ z takimi metodami jak real time ¢-PCR i
zaawansowanymi technikami mikroskopii elektronowej tkanek roslinnych.

Zaréwno w Instytucie Botaniki UJ, jak i obecnie w Instytucie Biotechnologii KUL, zajmowatem
sie/zajmuje takze dziatalnoscia dydaktyczna i organizacyjna. Na szczegblng uwage zastuguje
opracowanie przez mnie i wdrozenie nowych c¢wiczen i wyktadéw na KUL dla kierunku
Biotechnologia ( w sumie cztery nowe opracowane przeze mnie kursy). Kursy te prowadze jako ich
kierownik (szczegély w Zataczniku 3). W Instytucie Biotechnologii KUL jestem kierownikiem
tematu statutowego pt. ,.Badania cyto-molekularne nad strukturg genomu eukariotycznego”, ktory
zostat przez Ministerstwo zakceptowany do [inansowania na podstawie przedstawionej przeze mnie
charakterystyki badan i mojego dorobku naukowgo. W ramach (ematu poglgbiam swoje
zainteresowania  dotyczace cyto-molekularnego podtoza strukturalnej heterozygotycznosci  u
Tradescantia i Oenothera. Miedzy innymi, prowadz¢ badania majace na celu szczegdtowe
zmapowanie wielu modyfikacji epigenetycznych na chromosomach oraz zaggszczenie mapy
markeréw cyto-molekularnych z uzyciem uzyskanych niedawno sond typu BAC oraz innych sond
opracowanych na bazie plazmidéw, reprezentujacych gatunkowo-specyficzne sekwencje DNA.
Kontynuuje takze opisana wyzej wspétpracg zagraniczna.
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Dzieki nowoczesnym urzadzeniom stuzacych do badan molekularnych, obecnie udoskonalam
zaawansowane metody molekularnej cytogenetyki, gtéwnie BAC-FISH na chromosomach i BAC-
fiber-FISH na rozciagnietych widknach chromatynowych, a takze techniki stricte molekularne.
Opisane w Rozprawie cyto-molekularne badania nad struktura chromosoméw/chromatyny u
Oenothera wpisuja sie dobrze w caly szereg podjetych staran ktorych celem jest ustanowienie
wiesiotka jako organizmu modelowego do badan nad réznymi aspektami ewolucji genomu
jadrowego, epigenetyka i rola plastydsw w specjacji (w: [22]). W ramach tak pojetej strategii
badawczej, planowane jest przeze mnie i moich wspétpracownik6w zintegrowanie istniejacej mapy
genetycznej [23] z danymi cytogenetycznymi, czyli przypisanie przy pomocy metody FISH (z
zastosowaniem réznorodnych sond molekularnych, w tym sond typu BAC) danej grupy sprzgzen
konkretnemu chromosomowi. Dzigki temu bedzie mozliwe w przysziosci zintegrowanie klasycznych
formut chromosomowych Clelanda [15] z uzyskanymi danymi cytogenetycznymi i genetycznymi
(genetyka klasyczna i molekularna). Badania te beda tez w przysztosci podstawg dla szerszej,
cytogenetyczno-molekularnej analizy proceséw ewolucyjnych u Oenothera.

Ja juz wspomniatem wyZej, opanowanie przez mnie szeregu trudnych technik wymagato wielu
lat zmudnej pracy w laboratorium, z niewielkg mozliwoscia podejmowania w tym czasie innego
rodzaju aktywnosci naukowej. Obecnie poznanie wszystkich niezbednych technik oraz krytyczna
znajomo$¢ literatury, daja mi wigcej czasu na podejmowanie aktywnosci publicystycznej innej niz
eksperymentalne prace naukowe. Moje plany zmierzajg wigc takze do tego, aby wykorzystac te
sposobnos$é i opublikowaé seri¢ popularyzujacych dojrzata wiedzg tekstow biologicznych, ktére moga
okaza¢ sie przydatne dla studentéw i $rodowiska akademickiego.
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