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1. Imie i nazwisko: Michat Rurek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe- z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej:

- doktor nauk biologicznych- 15.09.2000 r., Wydziat Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Tytut rozprawy doktorskiej: ,Charakterystyka wybranych genow
mitochondrialnych podjednostek dehydrogenazy NADH kompleksu | roslin i ich ekspresja”
(praca obroniona z wyroznieniem);

- magister nauk biologicznych- 8.05.1995 r., Wydziat Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu (studia ukonczone z wyrdznieniem). Tytut pracy magisterskiej:
.Molekularna charakterystyka fragmentéw chloroplastowego DNA {ubinu Zoéttego

zawierajgcego motyw adeninowy”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

- 0od 1.10.2000 r. do dnia dzisiejszego- adiunkt w Zaktadzie Biologii Molekularnej Roslin (od
2005 r. zmiana nazwy zaktadu na Zakfad Biologii Molekularnej i Komérkowej) Instytutu
Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu (stosunek pracy na podstawie mianowania na czas nieokreslony);

-w 1995 r. (4 miesigce)- asystent w Katedrze Hematologii Akademii Medycznej w Poznaniu

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego:

Kompleksowa analiza biogenezy mitochondriéw roslin wyzszych z uwzglednieniem

stresu temperaturowego

b) (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

1. Rurek M, Nuc K, Raczynska KD, Augustyniak H (2003) Lupin nad9 and nad6 genes and
their expression: 5’ termini of the nad9 gene transcripts differentiate lupin species. Gene,
315, 123-132 [IF 2,754; 16 pkt KBN]

2. Pawtowski T, Rurek M, Janicka S, Raczynska KD, Augustyniak H (2005) Preliminary
analysis of the cauliflower mitochondrial proteome. Acta Physiologiae Plantarum, 27, 275-
281 [IF 0,379; 10 pkt MNiSW]
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3. Rurek M (2008) Proteins involved in maturation pathways of plant mitochondrial and
plastid c-type cytochromes. Acta Biochimica Polonica, 55, 417-433 [IF 1,448; 15 pkt MNiSW]
4. Rurek M (2010) Diverse accumulation of several dehydrin-like proteins in yellow lupin
(Lupinus luteus), cauliflower (Brassica oleracea var. botrytis) and Arabidopsis thaliana
mitochondria under cold and heat stress. BMC Plant Biology, 10, 181 [IF 4,085; 32 pkt
MNiSW]

5. Rurek M (2014) Plant mitochondria under a variety of temperature stress conditions.
Mitochondrion, 19, 289-294 [IF 3,249; 30 pkt MNiSW]

6. Rurek M, Woyda-Ploszczyca A, Jarmuszkiewicz W (2015) Biogenesis of cauliflower
(Brassica oleracea var. botrytis) mitochondria in thermal stress and recovery depends on
multiple steps and depends on diverse responses in complexome, activity of respiratory
chain components and mitochondrial ultrastructure. Biochimica et Biophysica Acta -
Bioenergetics, 1847, 399-417 [IF 5,353; 35 pkt MNiSW]

c) omoéwienie celu naukowego ww. pracy i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania:

Odnosniki literaturowe wyrédznione pogrubiong czcionkg dotyczg publikacji habilitanta stanowigcych
osiggniecie naukowe zebranych w p. b. Pozostate odno$niki literaturowe zamieszczono w
podrozdziale ,Literatura dodatkowa do p. 4”.

Osiaggniecie naukowe stanowi cykl szesciu oryginalnych publikacji naukowych
opublikowanych w latach 2003-2015 w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal
Citation Reports. Sumaryczny wspétczynnik wptywu IF (zgodny z rokiem opublikowania)
tych pozycji wynosi 17,268. Sumaryczna liczba punktéw MNiSW wynosi 122; dodatkowo
zdobytem rowniez 16 punktow KBN. W pieciu publikacjach jestem ich pierwszym autorem, w
jednej publikacji (publikacja 2) - drugim autorem, ktéry wywart jednak decydujgcy wptyw na

jej powstanie (wigczajac w to autorstwo catej koncepcji badan zamieszczonych w publikacii).

Wstep
Prace badawcze ostatnich kilkunastu lat wykazaty, Ze mitochondria roslinne, oprécz

petnienia podstawowych funkcji bioenergetycznych w komérce, sg przedziatem, w ktérym
zachodzg réznorodne procesy metaboliczne. Z drugiej strony, mitochondria roslin wyzszych
majg wiele unikalnych cech. Nalezy tutaj miedzy innymi zaliczy¢ zdolnos¢ do syntezy
niektérych zwigzkéw drobnoczasteczkowych (w tym kofaktoréw), obecnos¢ systemu
rozszczepiajgcego glicyne (ang. glycine cleavage system, GCS) i zwigzany z tym udziat tych
organelli w fotoodychaniu. Takie kompleksy enzymatyczne, jak przyktadowo kompleks | (ClI)

tancucha oddechowego, wydajg sie odgrywa¢ szczegolng role w ztozonosci strukturalnej
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mitochondriéw roslinnych oraz w bezposredniej i posredniej wspotpracy z innymi organellami
(Braun i wsp., 2014). Mitochondria sg rowniez czynnie zaangazowane w takie zjawiska, jak
programowana $mier¢ komorki oraz odpowiedz na warunki stresowe. Ten ostatni proces, w
szczegdblnosci w odniesieniu do mitochondriéw roélin wyzszych nie zostat jednak do konca
zbadany. W zwigzku ze wspotdziataniem mitochondridw roslinnych z jadrem komérkowym i
plastydami, odpowiedz tych organelli na warunki stresowe ma charakter bardzo ztozony i
angazuje wiele biatek w ramach odpowiedzi antero- i retrogradowej. Niektére biatka
mitochondrialne, takie jak przyktadowo alternatywna oksydaza (AOX), mogag by¢ nie tylko
efektorami dziatania warunkéw stresowych, lecz rowniez aktywnie braé¢ udziat w precyzyjnej
regulacji odpowiedzi komorki na te warunki (Vanlerberghe i wsp., 2009).

Prowadzone obecne prace doswiadczalne z zakresu biologii molekularnej
mitochondriéw roslinnych weszty juz w zaawansowang faze ery pogenomicznej. Jednakze
wiele dostepnych danych literaturowych dotyczacych wptywu réznego rodzaju warunkéw
stresowych na biogeneze tych organelli jest fragmentarycznych, gdyz pochodzg one z
niewielu kompleksowo analizowanych proteomoéw mitochondrialnych roslin wyzszych.
Wykazatem to w jednej z moich publikacji o charakterze przeglgdowym (publikacja 5).
Nalezy podkresli¢, ze stopien ztozonosci roslinnego proteomu mitochondrialnego jest wcigz
zagadnieniem dyskusyjnym. Uwaza sie, ze moze on zawiera¢ przynajmniej 1500 réznych
biatek (Taylor i wsp., 2011). Wiele danych odno$nie wplywu warunkéw stresowych na
poziom akumulacji transkryptéow lub biatek mitochondrialnych pochodzi réwniez z analiz
catkowitych proteoméw i transkryptomoéw i w zwigzku z tym dane te niewystarczajgco
szacujg ilosciowo biatka mitochondrialne (oraz kodujgce je mRNA) o nizszym poziomie
akumulacji, ktére mogg wyznaczaé¢ nieznane uprzednio kierunki adaptacji do warunkoéw
stresowych. Zgodnie z danymi Taylor i wsp. (2009) przynajmniej 22% biatek Arabidopsis
thaliana uczestniczacych w odpowiedzi na stres abiotyczny stanowig biatka zlokalizowane w
mitochondriach. Niemniej jednak ilos¢ ta pozostaje wcigz niedoszacowana.

Dotychczas ukazato sie niewiele prac, ktére analizowaty zmiany w proteomie
mitochondrialnym roslin wyzszych pod wptywem chtodu lub ciepta (Taylor i wsp., 2005; Qin i
wsp., 2009; Yin i wsp., 2009; Tan i wsp., 2012). Nasza wiedza dotyczgca udziatu
poszczegodlnych etapdéw biogenezy mitochondridow roslinnych w odpowiedzi na warunki
stresowe, w tym réznorodne warunki stresu temperaturowego (obnizonej i podwyzszonej
temperatury), a szczegodlnie po powrocie do warunkéw kontrolnych (ang. stress recovery)
wzrostu i rozwoju ros$lin jest zatem wcigz niepetna. Odrebnym problemem jest rowniez
niedobdr bardziej ogdélnych analiz w odniesieniu do catego organizmu roslinnego (a nie
tylko dotyczacych uktadéw doswiadczalnych in vitro). Pozwala to na interpretacje wynikow

badan posiadajgcych rzeczywisty sens biologiczny. Takie podejscie metodyczne nie byto w
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wystarczajgcym stopniu podkreslane w literaturze przedmiotu. Jednym z bardziej
interesujgcych pytan wynikajgcych z ostatnich analiz jest rowniez zagadnienie, w jaki sposob
ulega zmianie rownowaga pomiedzy skoordynowang ekspresjg genéw mitochondrialnych i
jadrowych kodujgcych biatka mitochondrialne w warunkach stresowych i w jaki sposéb
zmienia sie woéwczas skladanie i rozpad wielkich kompleksow supramolekularnych w
mitochondriach (Giegé i wsp., 2005; Howell i wsp., 2007). Dotychczasowe dane pozwalajg
zatem nie tylko postrzegaé mitochondria roslin wyzszych, jako istotny sktadnik odpowiedzi na

warunki stresowe, lecz sprzyjajg rowniez przeprowadzaniu bardziej zintegrowanych analiz.

Cele badawcze i ogolne uwagi metodyczne

Biorgc pod uwage przedstawione powyzej uwarunkowania, za gtéwny cel badawczy
postawitem sobie szczegotowe zanalizowanie procesu biogenezy mitochondriéw
roslinnych z uwzglednieniem warunkéw stresu obnizonej oraz podwyzszonej
temperatury (stresu chtodu lub ciepta) poprzez przeprowadzenie w szerokim zakresie
analizy poziomu ekspresji wybranych genéw kodujacych biatka mitochondrialne
kalafiora (Brassica oleracea var. botrytis) oraz czesciowo w aspekcie poréwnawczym -
réznych gatunkéw tubinu (Lupinus) oraz A. thaliana. Nalezy zaznaczy¢, ze w uprzednich
pracach doswiadczalnych prowadzonych przez pracownikéw Zaktadu Biologii Molekularnej
Roslin uzyto rowniez gatunki roslin motylkowatych (Fabaceae). Za konieczne uznatem,
zwlaszcza w poczatkowym okresie realizacji doswiadczen, przeprowadzenie szeregu
wstepnych analiz transkryptomicznych oraz proteomicznych mitochondriéw izolowanych z
kilku gatunkow roslin nasiennych (publikacje 1 i 4), ktére pozwolity na wybranie do dalszych
badan tylko jednego gatunku rosliny (publikacje 2 i 6). Nacisk potozytem na analize
ekspresji gendw (przede wszystkim na poziomie biatka i czesciowo na poziomie RNA)
kodujgcych skfadniki fancucha oddechowego (systemu OXPHOS), biatka bedgce
sktadnikiem macierzy mitochondrialnej (w tym szczegodlnie biatka enzymatyczne) oraz biatka
podobne do dehydryn (publikacje 1, 4, 6). Nalezy podkresli¢, ze niektore z tych biatek
mitochondrialnych, przykladowo uczestniczace w dojrzewaniu cytochroméw typu ¢
(publikacja 3) oraz biatka przypominajgce dehydryny (publikacja 4) nie sg wystarczajgco
szeroko scharakteryzowane, nawet w przypadku gatunkow modelowych, takich jak A.
thaliana. Realizacja postawionych sobie celow badawczych wymagata ode mnie podjecia
analiz  proteomu mitochondrialnego w  warunkach stresowych. Doswiadczenia
przeprowadzano poczatkowo dla kilku wariantow nasilenia stresu, w celu wyboru takich
warunkoéw, ktére wywotywatyby znaczgce zmiany jakosciowe i ilosciowe w proteomie

mitochondrialnym. Analizowatem rowniez efekty molekularne i fizjologiczne dotyczace
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funkcjonowania mitochondriow podczas powrotu roslin do warunkéw kontrolnych (publikacje
4i6).

Z uwagi na fakt, ze zawigzki kwiatostanéw kalafiora (w przeciwienstwie do hipokotyli i
korzeni siewek tubinu) okazaty sie bardzo bogatym zrédtem sprzezonych mitochondriéw o
wysokim stopniu czystosci, postanowitem gtowne etapy moich prac badawczych, zwigzanych
przede wszystkim z ustaleniem wptywu analizowanych warunkéw stresowych na biogeneze
mitochondriéw, przeprowadzi¢ na tym gatunku. Wymagato to ode mnie wstepnego
scharakteryzowania proteomu mitochondrialnego tej rosliny (publikacja 2). Chociaz petna
sekwencja genomu jgdrowego kalafiora w tym czasie nie byla dostepna (z wyjatkiem
wynikdw sekwencjonowania typu shotgun genomu jgdrowego B. oleracea; Ayele i wsp.,
2005), to jednak wyniki analiz nawet na wczesnych etapach realizacji zadan badawczych z
tatwoscig mogty zosta¢ przyréwnane do odpowiednich danych dotyczgcych przedstawicieli
tej samej rodziny, szczegodlnie A. thaliana. Warto podkreslic, ze znana jest obecnie
sekwencja genomu mitochondrialnego kalafiora (Grewe i wsp., 2014). Nalezy réwniez
zauwazy¢, ze kalafior jest waznym gatunkiem warzywnym uprawianym dla celéw
uzytkowych. Obecnie zwraca sie uwage na koniecznos¢ analizy biogenezy organelli u
waznych uzytkowo gatunkow, gdyz stres abiotyczny, wilaczajgc w to szczegdlnie stres
temperaturowy powoduje powazne straty w rolnictwie, zwlaszcza podczas zachodzgcych
aktualnie globalnych zmian klimatycznych. Otrzymane wyniki pozwolity mi nie tylko na
zaproponowanie modelu zmian zachodzgcych w biogenezie mitochondriéw roslinnych pod
wpltywem warunkach stresu temperaturowego (publikacje 5 i 6), ale prawdopodobnie
pozwolg na skonstruowanie transgenicznych ro$lin kalafiora opornego na niekorzystne

warunki Srodowiska.

Dyskusja osiggnietych wynikow i ich wykorzystanie w pracy badawczej

Poczatkowo, przed rozpoczeciem wiasciwych analiz w warunkach stresowych,
postanowitem zbada¢ organizacje wybranych gendéw nad (kodujgcych podjednostki
kompleksu 1) w genomie mitochondrialnym analizowanych gatunkéw roslin oraz okresli¢
obraz startu transkrypcji tych genéw. W cyklu doswiadczenh opisanych w publikacji 1 po raz
pierwszy przedstawitem petniejszy i bardziej catosciowy obraz transkrypcji mitochondrialnych
genow nad (na przyktadzie genéw nad6 i nad9) u przedstawicieli rodziny motylkowatych.
Analizy zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem czterech gatunkow tubinu: tubinu zéttego
(L. luteus), tubinu biatego (L. albus), tubinu waskolistnego (L. angustifolius) oraz tubinu
andyjskiego (L. mutabilis Sweet). W ramach wymienionej pracy wykazatem, ze sekwencja
nukleotydowa nad6 i nad9 oraz ich organizacja w genomie mitochondrialnym rodzaju

Lupinus (zgrupowanie gendw rps3-rpl16-nad9 oraz liczba kopii genéw nad9 i nad6) jest silnie
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zachowawcza. Byt to wniosek zaskakujgcy, zwazywszy, ze lokalizacja tych genow w
genomach mitochondrialnych roslin nasiennych jest zazwyczaj zmienna i ze te same geny
nad mogg wchodzi¢ w sktad odmiennych jednostek transkrypcyjnych u réznych gatunkow
roslin (Kubo i wsp., 2000; Notsu i wsp., 2002). Ekspresje gendéw nad6 i nad9 analizowatem
rowniez w roznych tkankach/ uktadach doswiadczalnych (hipokotyle i korzenie, kalus, kultury
zawiesinowe) i wykazatem, ze z reguly ulegajg w nich stosunkowo silnej akumulacji
monocistronowe transkrypty analizowanych genow. Wyniki te kontrastowaty z
dotychczasowymi doniesieniami, podkreslajgcymi szczegodlnie ztozony obraz transkrypcji
roslinnego genu nad9 (Lu i Hanson, 1996; Nakazono i wsp., 1996). Z drugiej strony, w
mitochondriach tubinu biatego stwierdzitem wystepowanie wyjagtkowo dtugich transkryptow
nad6 i nad9.

Chociaz redagowanie mRNA nad6 i nad9 u przedstawicieli rodzaju Lupinus wykazuje
niewiele roznic (wiecej miejsc redagowania wykrytem w transkryptach genu nad6), to jednak
po raz pierwszy wykazatem, ze dwa kodony w transkryptach nad9 tubinu zottego i
waskolistnego ulegajg edytowaniu w sposéb zupetnie nietypowy dla roslin dwulisciennych,
natomiast w transkryptach nad6 tubinéw nie dochodzi do redagowania pojedynczego kodonu
w porownaniu z danymi dotyczgcymi dwulisciennych. Ponadto obraz czesciowego
redagowania w trzech kodonach mRNA genu nad6 tubinu waskolistnego zalezat od stadium
rozwojowego. Wykazatem ponadto, ze dwa sposrdéd analizowanych przez nas gatunkow
tubinu, tubin zétty i waskolistny charakteryzujg sie zréznicowang budowg promotora genu
nad9, co zdecydowanie wptywa na odmienny obraz startu transkrypcji nad9 we
wspomnianych gatunkach. Biorgc pod uwage ich pozycje taksonomiczng, odkrycie to
stanowito duzg niespodzianke. Co wiecej, mapowanie jednego z dwdch potencjalnych
koncow 5’ transkryptéw nad9 tubinu zéttego i waskolistnego wykazato, ze dzieli je odlegto$é
144 pz u wymienionych gatunkéw i ze znajdujg sie one w odmiennych rejonach promotora
nie zawierajgcych przy tym kanonicznego motywu 5-CRTA-3’ charakterystycznego dla tego
typu sekwencji. Motyw ten znalaztem natomiast w regionie potozonym powyzej
zmapowanego drugiego kohca 5 transkryptu nad9, ktérego pozycja byta zblizona u tubinu
zo6ttego i waskolistnego. Okazato sie zatem, ze molekularne cechy miejsca startu transkrypcji
nad9 mogg réznicowa¢ analizowany materiat roslinny. Biorgc pod uwage wyniki naszej
pracy, zaproponowatem wykorzystanie ich jako uktadéw markerowych. Warto rowniez w tym
miejscu zaznaczyC, ze tego typu analizy, jak rowniez analizy genomow roznych gatunkéw
tubinu pozwalajg na lepszg charakterystyke ich historii ewolucyjne;j.

Przed rozpoczeciem dalszych analiz konieczna byla optymalizacja poszczegoinych
etapow procedury izolacji mitochondriow Kkalafiora, w tym homogenizacji materiatu

biologicznego (z zewnetrznej warstwy zawigzkéw kwiatostanéw 3-miesiecznych roslin),
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wirowania réznicowego i optymalizacji warunkéw rozdziatu na gradiencie Percollu.
Konieczne okazato sie rowniez sprawdzenie czystosci uzyskanej frakcji mitochondridw za
pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego oraz przeprowadzenie testéw z
wykorzystaniem aktywnosci odpowiednich enzymow markerowych subfrakcji komorkowych
(publikacje 2 i 4). Czystos¢ preparatéw zawierajgcych biatka mitochondrialne wycenilismy
na >90%. Nasze wstepne analizy proteomiczne (publikacja 2) zostaty przeprowadzone z
wykorzystaniem m.in. frakcji wzbogaconych w mitochondrialne biatka btonowe (w tym
powierzchniowe i integralne) oraz biatka rozpuszczalne. Wszystkie analizowane frakcje byty
rozdzielane w warunkach 2D PAGE (IEF/ SDS-PAGE). Podczas ogniskowania
izoelektrycznego rutynowo stosowaliSmy gradient pH 3-10, natomiast podczas rozdziatu
biatek w drugim kierunku zastosowali§my komercyjnie dostepne 8-18% zele gradientowe do
SDS-PAGE. Zastosowalismy standardowg metode barwienia biatek azotanem srebra. Mapy
proteomiczne analizowane byty za pomocg programu Imager Master 2D Elite. Rozdzielilismy
i zanalizowaliSmy 561 plamek biatek mitochondrialnych; z kolei, we frakcji biatek
rozpuszczalnych  (przede wszystkim reprezentujgcych macierz  mitochondrialng)
stwierdzilismy obecnos¢ szczegdlnie wielu biatek o stosunkowo wysokim poziomie
akumulacji. Porownalismy mapy proteomu mitochondrialnego kalafiora oraz A. thaliana (Kruft
i wsp., 2001; Millar i wsp., 2001), i wytypowaliSmy 30 biatek mitochondrialnych kalafiora
bedgcych przypuszczalnymi homologami odpowiednich biatek mitochondrialnych A. thaliana.
Ponadto potwierdzilismy identyfikacje wybranych biatlek za pomocg spektrometrii mas.
Generalnie stwierdziliSmy, ze mapy proteomu mitochondrialnego kalafiora oraz A. thaliana
sg do siebie bardzo podobne. Nalezy podkresli¢, ze chociaz analizowany przez nas proteom
mitochondrialny kalafiora byt pigtym oOwczesnie ,rozpoznanym” roslinnym proteomem
mitochondrialnym (Millar i wsp., 2001; Bardel i wsp., 2002; Heazlewood i wsp., 2003;
Hochholdinger i wsp., 2004), stanowit on pierwszy opublikowany proteom mitochondrialny
przedstawiciela rodzaju Brassica i drugi proteom mitochondrialny przedstawiciela rodziny
Brassicaceae. Wyniki naszej pracy utatwity pdzniejszg interpretacje analiz typu DIGE oraz
pozycji kluczowych biatek markerowych rozdzielanych w drugim kierunku celem prawidiowej
weryfikacji zidentyfikowanych plam biatkowych (publikacja 6).

Ustalenie znaczenia niektérych biatek mitochondrialnych w odpowiedzi na warunki
stresowe moze w dalszym ciggu by¢ ktopotliwe z uwagi na ich stosunkowo niski poziom
akumulacji. Proba przyblizenia charakterystyki takich biatek zostata zawarta w publikaciji 3.
Stanowi ona prace przegladowg poswiecong roznorodnym systemom dojrzewania
cytochroméw typu c. Opierajgc sie na aktualnych danych literaturowych, przedstawitem w
niej modularng koncepcje budowy tych systemow, zwracajgc szczegolng uwage na procesy

dojrzewania cytochroméw typu c¢ w mitochondriach i plastydach. Dokfadnie zostaty
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przedstawione skfadniki biatkowe mitochondrialnego aparatu dojrzewania cytochroméw typu
¢, czyli tzw. systemu |, oraz ich przypuszczalny udziat w caltym procesie wnioskowany
czestokro¢ réwniez na podstawie wynikdw analiz funkcjonalnych sktadnikéw analogicznego
systemu wystepujgcego w komorkach eubakteryjnych. Zestaw ten obejmuje biatka
uczestniczgce w transporcie hemu oraz redukcji apocytochromoéw, oraz przypuszczalne
biatka wykazujgce aktywnos¢ liazy hemowej. Dodatkowo przedyskutowatem w niej
potencjalne oddziatywania wystepujgce pomiedzy sktadnikami systemu | w komorkach
prokariotycznych i w mitochondriach roslinnych. W tym okresie rozwazatem mozliwos¢
przedledzenia zmian w poziomie niektérych biatek bedgcych sktadnikami systemu | w
mitochondriach kalafiora w warunkach stresu temperaturowego. Z uwagi na problemy
zwigzane z wykrywalnoscig wiekszosci z nich wynikajgce z ich niskiego poziomu i
niewystarczajgcej specyficznosci przeciwcial, postanowitem swoje analizy ograniczy¢é do
sprawdzenia submitochondrialnej lokalizacji jednego z tych biatek, biatka CCMH kalafiora.
Wykazuje ono aktywnos$¢ tioredoksyny i zarazem jest postulowanym sktadnikiem kompleksu
o aktywnosci liazy hemowej w mitochondriach roslinnych (Meyer i wsp., 2005). Wyniki moich
analiz zostaly zamieszczone w publikacji 4. Biatko CCMH kalafiora, podobnie jak jego
odpowiednik u A. thaliana, jest integralnym biatkiem btonowym zwigzanym z wewnetrzng
btong mitochondrialng, opornym na ekstrakcje w warunkach wysokiej sity jonowej. W tym
samych warunkach eksperymentalnych, cyt. c¢ oddziatujgcy z wewnetrzng btong
mitochondrialng ulegat intensywnemu wymyciu z frakcji submitochondrialnych kalafiora
wzbogaconych w btony. PowyZzej opisane doswiadczenia zostaty wykorzystane przy ocenie
jakoéciowej przygotowanych frakcji i doktadniejszych analizach lokalizacji biatek podobnych
do dehydryn (patrz ponizej).

Przedmiotem dalszych dociekan naukowych (publikacja 4) staly sie rozwiniete w
szerszym zakresie badania majgce na celu doktadniejszg charakterystyke kolejnej grupy
biatek mitochondrialnych - biatek podobnych do dehydryn (ang. dehydrin-like proteins, dips)
w mitochondriach kalafiora, A. thaliana i fubinu zéttego z uwzglednieniem wszystkich
analizowanych warunkéw stresowych. Dehydryny - jedna z klas zachowawczej rodziny
biatek LEA (ang. late embryogenesis abundant), obejmuje biatka bogate w lizyne i glicyne,
ktorych poziom ulega znacznemu zwiekszeniu, m.in. podczas kietkowania nasion i w trakcie
niedoboru wody. Wiadomo jednak, ze tego typu biatka ulegaja indukcji rowniez w innych
warunkach stresowych (Close, 1997; Rorat i wsp., 2006). Dehydryny wykazujg
charakterystyczng budowe segmentowg sekwencji |- rzedowej. Majg charakterystyczng
zachowawczg domene bogatg w lizyne, tzw. segment K (Campbell i Close, 1997).
Dehydryny sg zlokalizowane w wielu przedziatach komorkowych (Houde i wsp., 1995;

Danyluk i wsp., 1998; Heyen i wsp., 2002) i charakteryzujg sie znaczng termostabilnoscig. Z
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kolei, mitochondrialne biatka podobne do dehydryn poznano dotychczas u niewielu
stosunkowo gatunkow roslin - wyzszych, przede wszystkim traw (Poaceae) i w
niewystarczajgcy sposob potwierdzono ich topologie oraz lokalizacje submitochondrialng
(Borovskii i wsp., 2000, 2002).

Biorgc pod uwage przedstawione dane doswiadczalne, wydawato sie celowym blizsze
scharakteryzowanie tych biatek w mitochondriach gatunkow roslin nasiennych badanych na
wczesniejszych etapach prac badawczych (publikacja 1). Analizy tego typu wykonano po
raz pierwszy dla przedstawicieli rodzin Fabaceae i Brassicaceae, biorgc pod uwage rowniez
specyfike tkankowg dlps. Przeprowadzane doswiadczenia po raz pierwszy pozwolity na
sprecyzowanie roli tych biatek nie tylko w odpowiedzi na stres temperaturowy, ale réwniez
podczas powrotu roslin do warunkéw kontrolnych ze stresu obnizonej i podwyzszonej
temperatury (publikacja 4). Wykorzystatem dwa rodzaje przeciwciat skierowanych przeciwko
réznym segmentom dehydryn: wspomniane wczesniej przeciwciata skierowane przeciwko
segmentowi K oraz alternatywne przeciwciata rozpoznajgce zaréwno segmenty S, jak i K.
Takie podejscie pozwolito na ustalenie, ze ilos¢ immunoreaktywnych epitopow wykrywanych
przez obydwa rodzaje przeciwciat byla zrdéznicowana. Co ciekawe, zaréwno w
mitochondriach kalafiora, jak i A. thaliana wykrytem znacznie wiecej dlps o wiekszym
przedziale mas czgsteczkowych, niz znanych dotychczas dehydryn Brassicaceae (Bies-
Ethéve i wsp., 2008; Hundertmark i Hincha, 2008). Wydaje sie przy tym, ze dehydryny i dlps
pomimo obecnosci zachowawczych motywow mogg wykazywaé w niektérych przypadkach
znaczng zmiennos¢ sekwencji. Wykazatem, ze w mitochondriach kalafiora, tubinu zottego i
A. thaliana wystepuje znacznie bogatsza niz w mitochondriach traw (Poaceae) pula dips.
Stwierdzitem przy tym wystepowanie tkankowo - specyficznych réznic w akumulacji
mitochondrialnych dlps u trzech analizowanych gatunkéw. Przyktadowo, w mitochondriach
kultur komérkowych (w przeciwienstwie do lisci rozet) A. thaliana wystepowato wigksze
zréznicowanie dlps, ktére ulegaty znacznej akumulacji zwtaszcza w fazie stacjonarnej
wzrostu. Podobny wynik uzyskali wczesniej Bae i wsp. (2009) analizujgc pule
cytoplazmatycznych dehydryn typu SKs; w kulturach topoli (Populus alba x P. tremula var.
glandulosa). Czes¢ analizowanych dlps miata mase czgsteczkowg powyzej 50 kDa. Co
ciekawe, pula niskoczgsteczkowych dips charakteryzowata sie wiekszg zmiennoscig masy
czgsteczkowej niz odpowiednie biatka traw (Poaceae). Niskoczgsteczkowe dlps ulegaty
szybkiej indukcji pod wptywem stosowanych warunkow stresowych, natomiast inne dips byty
zaangazowane w odpowiedz mitochondribw w fazie powrotu do warunkéw kontrolnych.
Wyniki przeprowadzanych analiz wskazywaty, ze biatka te mogg przypuszczalnie
uczestniczy¢ w nabywaniu tolerancji na omawiane warunki stresowe. Okazato sie réwniez,

ze pula wysokoczgsteczkowych dlps charakteryzuje sie z reguty wiekszg termostabilnoscia.
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Duzg nowoscig w publikacji 4 byta przeprowadzona przeze mnie analiza lokalizacji
niektorych z poznanych dlps w mitochondriach kalafiora za pomocg trzech niezaleznych
podejs¢ eksperymentalnych. Jest to cenne uzupetnienie dotychczasowych danych.
Wiekszos¢ tych biatek byta zlokalizowana w macierzy mitochondrialnej, ale przynajmniej trzy
z nich oddziatujg z btonami mitochondrialnymi. Wykazatem réwniez, ze jedno z tych trzech
biatek (65 kDa) charakteryzujgce sie wysokg termostabilnoscia, oddziatuje z zewnetrzng
btong mitochondrialng. Zaproponowatem, ze moze by¢ ono potencjalnym kandydatem na
termostabilng dehydryne ,ostaniajacg” mitochondria kalafiora od strony cytoplazmatycznej
przed skutkami dziatania stresu temperaturowego. Dotychczasowe dane literaturowe
opieraly sie na niejasnych kryteriach eksperymentalnych, pozwalajgcych na odréznienie
znanych uprzednio mitochondrialnych dehydryn od biatek podobnych do dehydryn. W mojej
publikacji sprecyzowatem to kryterium, ktadgc nacisk na wieksze zrdéznicowanie
termowrazliwosci dehydryn i biatek podobnych do dehydryn. Publikacja 4 precyzuje réwniez
model dziatania dlps w warunkach stresu chtodu, ciepta oraz podczas powrotu do warunkow
kontrolnych, czesciowo oparty o dane literaturowe. Zgodnie z nim, wielkoczgsteczkowe
dehydryny cytoplazmatyczne oddziatujg z zewnetrzng btong mitochondrialng, natomiast mate
dlps ulegajg importowi do macierzy mitochondrialnej, stabilizujgc wewnetrzng bione lub/i
enzymy macierzy mitochondrialnej. Publikacja 4 stanowi zatem istotny wktad w poszerzeniu
wiedzy dotyczgcej udziatu mitochondriow w odpowiedzi na stres, a wyniki w nigj
przedstawione uzupetniajg model biogenezy mitochondriow roslinnych w stresie
temperaturowym przedstawiony w p6zniejszych pracach (publikacje 51 6).

Wyniki najwazniejszych i najbardziej kompleksowych analiz biogenezy mitochondriéw
kalafiora pod wplywem stresu temperaturowego i w fazie powrotu do warunkéw kontrolnych
zamieszczone zostaty w publikacji 6, ktéra jest wynikiem wspétpracy z kilkoma jednostkami
naukowymi (Zaktad Bioenergetyki UAM oraz Wydzialowa Pracownia Mikroskopii
Elektronowej i Konfokalnej UAM; Institut fur Pflanzengenetik, Uniwersytet w Hanowerze,
Niemcy; Katedra Warzywnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu). Zamie$citem w
niej wyniki realizacji szeregu analiz o charakterze proteomicznym, transkryptomicznym,
funkcjonalnym, a takze wyniki analiz mikroskopowych. Przedyskutowane zostaty w niej
réwniez potencjalne zmiany w metabolizmie mitochondrialnym w trakcie dziatania warunkow
stresowych.

Poczatkowe etapy prac doswiadczalnych zostaty przeprowadzone we wspotpracy z
grupa badawczg prof. Hansa-Petera Brauna (Institut fir Pflanzengenetik, Uniwersytet w
Hanowerze). Postugujgc sie 2D DIGE (ang. difference in gel electrophoresis) w warunkach
BN/Tris-Tricine-SDS-PAGE po raz pierwszy analizowatem stabilnos¢ komplekséw i

superkomplekséw tancucha oddechowego kalafiora podczas stresu podwyzszonej
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temperatury i w fazie powrotu do warunkéw kontrolnych wzrostu i rozwoju roslin. W
przeciwienstwie do uprzednich doniesien (Amme i wsp., 2007; Kieffer i wsp., 2008; Kjellsen i
wsp., 2010; Jacoby i wsp.,, 2013) w publikacji 6 znakowanie kompleksomu
mitochondrialnego w warunkach natywnych przeprowadzitem dwoma niezaleznymi
systemami znacznikow fluorescencyjnych. Dotychczasowe doniesienia literaturowe
dotyczgce zmian kompleksomicznych w mitochondriach roslin wyzszych wywotanych
warunkami stresowymi byly bardzo skape i z wyjgtkiem pracy Tan i wsp. (2012) niezwigzane
z dziataniem stresu temperaturowego. Heinemeyer i wsp. (2009) poddawali wyizolowane
preparaty mitochondriow A. thaliana dziataniu podwyzszonej temperatury, lecz
zaobserwowana przez nich destabilizacja niektérych komplekséw OXPHOS byta
konsekwencjg oddziatywania czynnika termicznego w warunkach in vitro i w zwigzku z tym
nie wniosta istotnych implikacji biologicznych. W przeciwienstwie jednak do wnioskow
przedstawionych w pracy Tan i wsp. (2012), ktérej autorzy na podstawie wynikéw analiz
iTRAQ sprzezonych z LC-MS/MS postulowali koekspresje okreslonych podjednostek tych
samych kompleksow OXPHOS w stresie chtodu, podejscie przedstawione przeze mnie w
publikacji 6 jest z metodycznego punktu widzenia bardziej bezposrednie. Przeprowadzone
przeze mnie analizy nieoczekiwanie wykazaty, ze kompleks | (Cl) oraz superkompleks I+l1ll,
(SCI+lIl,) mitochondrialnego tancucha oddechowego kalafiora wykazujg znaczng opornos$é
na stres podwyzszonej temperatury. Z drugiej strony zaobserwowatem jednakze zaburzenia
w skfadaniu holokompleksu syntazy ATP, zwigzane z akumulacjg wolnych podjednostek b i y
tego enzymu podczas powrotu do warunkéw kontrolnych. Towarzyszyly temu wyrazne
zaburzenia w syntezie de novo innej podjednostki syntazy ATP.

Stosujgc sieciowanie chemiczne (za pomocg bifunkcyjnego estru ditiobis[propionianu
sukcynimidylu], DSP) w warunkach natywnych przed solubilizacjg superkompleksow i
komplekséw mitochondrialnych kalafiora za pomocg digitoniny stwierdzitem, Ze obraz
oddziatywan pomiedzy CI i CIll prowadzgce do utworzenia SCI+lll,, a takze stopien
dimeryzacji mitochondrialnej syntazy ATP, mimo zaburzen w jej skladaniu, w zasadzie nie
ulega zmianie w stresie ciepta. Nalezy podkresli¢, ze sieciowanie chemiczne stosowano
dotychczas gtownie podczas analizy struktury i budowy podjednostkowej okreslonych
mitochondrialnych kompleksow biatkowych, a nie oddziatywan pomiedzy tymi kompleksami
(Back i wsp., 2002). Z kolei, postugujac sie elektroforezg niebieskonatywng (BN-PAGE)
zaobserwowatem zmiany ilosciowe i jakosciowe w akumulacji kompleksow zawierajgcych
niektore biatka macierzy mitochondrialnej, takie jak akonitaza (ACO) czy dehydrogenaza
izocytrynianowa (IDH), a nawet niektérych kompleksow btonowych, takich jak izoforma 1

mitochondrialnej poryny (VDACL1) i metaloproteaza FtSH4. Wszystkie te zmiany, a przede
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wszystkim obnizenie akumulacji wymienionych kompleksoéw, towarzyszyty adaptacji
metabolizmu mitochondrialnego do stresu podwyzszonej temperatury.

Stosujgc identyfikacje plamek biatkowych z Zeli 2D DIGE za pomocg LC-ESI-Q-TOF-
MS oraz postugujgc sie programami Delta2D (Decodon) oraz GelMap (Rode i wsp., 2011), w
publikacji 6 stwierdzitem wystepowanie zmian w akumulacji wielu biatek mitochondrialnych
w stresie podwyzszonej temperatury i znaczniejszych zmian zwlaszcza podczas powrotu do
warunkéw kontrolnych po dziataniu stresu temperaturowego. Dotyczyly one réwniez biatek
dotychczas niepowigzanych z odpowiedzig na te warunki stresowe. Wiele zmian dotyczyto
nie tylko enzymow odpowiedzialnych za metabolizm szkieletow weglowych lub
aminokwasow, ale rowniez sktadnikéw mitochondrialnego aparatu importu biatek. Co
ciekawe, wahaniu ulegat réwniez poziom niektérych podjednostek CI, Cll i Clll. Zmiany w
akumulacji podjednostek CI i Clll w zasadzie nie byly skoordynowane ze zmianami ich
poziomu w odpowiednich superkompleksach. Analize ogdélnych zmian w akumulacji
wybranych biatek mitochondrialnych, ze zwréceniem szczegdélnej uwagi na poziom izoform
AOX, w warunkach stresu temperaturowego przeprowadzatem rowniez metodg Western
blot. Najwieksze roznice w zmianach akumulacji biatek mitochondrialnych obserwowano z
reguty po zakonczeniu fazy powrotu roslin do warunkéw kontrolnych, a nie bezposrednio po
zaprzestaniu dziatania warunkéw stresowych. Wszystko to sugeruje wystepowanie kilku
istotnych punktéw regulacyjnych w metabolizmie mitochondrialnym zaréwno podczas stresu
ciepfa, jak rowniez w trakcie powrotu do warunkdéw kontrolnych, uprzednio nie w pefni
poznanych.

W tej samej publikacji stwierdzitem réwniez wystepowanie okreslonych podobienstw
pomiedzy kompleksomem mitochondrialnym kalafiora i A. thaliana (Klodmann i wsp., 2011).
Niemniej jednak CII tancucha oddechowego kalafiora wydaje sie zawiera¢ dodatkowe,
swoiste gatunkowo izoformy niektérych podjednostek, co zwieksza naszg wiedze o budowie
tego enzymu u roslin wyzszych (Millar i wsp., 2004). Podobnie jak u wiekszoéci zbadanych
gatunkow roslin, w mitochondriach kalafiora wystepujg dwie izoformy kompleksu oksydazy
cytochromowej (CIVa i CIVb) o zréznicowanym poziomie akumulacji i aktywnosci. Nalezy
jednak podkresli¢, ze w mitochondriach ziemniaka (Solanum tuberosum) Eubel i wsp. (2004)
wykazali wystepowanie tylko pojedynczej izoformy CIV. Wydaje sie réwniez, ze akumulacja
izoform tego kompleksu o zr6znicowanej aktywnosci w mitochondriach pewnych gatunkéw
roslin moze mie¢ charakter tkankowo - swoisty (Peters i wsp., 2012).

Z kolei analizy funkcjonalne zamieszczone w publikacji 6 dowiodty, ze aktywnos$é
komplekséw fancucha oddechowego i wydajnos¢ syntezy ATP sg znaczgco zmienione w
warunkach stresowych. Postugujac sie technikg in-gel assay wykazatem, ze w trakcie stresu

chtodu i ciepta nastepujg wyrazne zmiany w aktywnosci enzymatycznej CI-CIV oraz syntazy
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ATP. Podczas stresu ciepta aktywnos¢ komplekséw oddechowych byta obnizona; ulegata
ona natomiast zwigkszeniu w trakcie powrotu do warunkéw kontrolnych po stresie
podwyzszonej temperatury, co korespondowato z odpowiednimi zmianami proteomicznymi.
Poniewaz jednak aktywnos¢ wymienionych komplekséw zalezy od ich obecnosci w
wewnetrznej btony mitochondrialnej (Pfeiffer i wsp., 2003), a czynnik ten ulega
wyeliminowaniu w trakcie analiz typu in-gel assay, we wspotpracy z pracownikami Zaktadu
Bioenergetyki UAM przeprowadzilismy odpowiednie pomiary oksygraficzne izolowanych
mitochondriéw kalafiora w warunkach stresowych. Szybkos¢ oddychania mitochondrialnego
w stanie 3 i 4 byta wieksza, gdy substratem oddechowym byt bursztynian, w przeciwienstwie
do jabtczanu. WykazaliSmy, ze w przeciwienstwie do stresu obnizonej temperatury, stres
ciepta powodowat zmniejszenie wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej poprzez zmiany w
aktywnosci AOX. Jedynie stres podwyzszonej temperatury powodowat zwiekszenie
akumulacji AOX i jej aktywnosci (a takze puli niektorych transkryptow AOX), natomiast
powrét do warunkéw kontrolnych powodowat odwrécenie tych zmian. Stres ciepta obnizat
réwniez aktywnos$¢ syntazy ATP, CI, CIV, lecz nie CII. Aktywnosci tych trzech ostatnich
komplekséw ulegaty obnizeniu podczas powrotu do warunkéw kontrolnych. Z kolei stres
chtodu obnizat aktywnos¢ Cll i CIV, ale nie Cl, natomiast po powrocie do warunkow
kontrolnych aktywnosci wymienionych komplekséw biatkowych ulegaty podwyzszeniu. Co
ciekawe, kazde zwiekszenie temperatury (stres ciepta i powrét do warunkéw kontrolnych po
stresie chtodu) powodowato zmniejszenie aktywnosci dehydrogenazy wewnetrznego NADH
niewrazliwej na rotenon. Zréznicowana regulacja aktywnosci dehydrogenazy wewnetrznego
NADH i AOX w stresie temperaturowym jest niespodziankg w poréwnaniu z poprzednimi
doniesieniami postulujgcymi koekspresje izoform tych dwéch enzymow (Clifton i wsp., 2005;
Rasmusson i wsp., 2009; Van Aken i wsp., 2009).

W mitochondriach kalafiora wykrytem rowniez obecnos¢ 3 izoform biatkowych AOX o
masie czgsteczkowej 29-33 kDa; poziom dwoch z nich ulegat obnizeniu w stresie obnizonej
temperatury i podczas powrotu do warunkéw kontrolnych, natomiast poziom wszystkich
trzech izoform ulegat znaczgco zwiekszonej akumulacji wytgcznie w stresie podwyzszonej
temperatury. W tych ostatnich warunkach zwiekszeniu ulegata rowniez pula transkryptow
AOXla i AOX1ld. Jednak w trakcie powrotu do warunkow kontrolnych po stresie
podwyzszonej i obnizonej temperatury, zwigekszenie akumulacji wymienionych transkryptéw
kompensowato obnizeniu poziomu biatka AOX, co uwidacznia znaczenie tej fazy w regulaciji
aktywno$ci alternatywnej oksydazy. Interesujgcym pozostaje fakt, ze poziom koordynaciji
ekspresji mitochondrialnych gendéw kalafiora kodujgcych podjednostki tego samego
kompleksu biatkowego byt ograniczony w wypadku mRNA nad3, nad6 i nad9 zaréwno w

stresie chtodu, jak i ciepta, chociaz odpowiednie zmiany transkryptomiczne byty
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skoordynowane ze zmianami puli de novo tych biatek, analizowanymi podczas translacji in
organello. Nalezy zaznaczy¢, ze spodziewaliSmy sie jednak wiekszej koordynacji zmian
transkryptomicznych dotyczacych mRNA kodujgcych podjednostki ClI (Van Aken i wsp.,
2009). Ogdlnie jednak obraz translacji mitochondrialnej w stresie ulegat znacznym zmianom,
Co jest znaczng nowoscig, zwazywszy na uprzednie doniesienia literaturowe (Giegé i wsp.,
2005).

We wspétpracy z Wydziatowg Pracownig Mikroskopii Elektronowej i Konfokalnej w
publikacji 6 przeanalizowatem liczebnos$¢, rozmiary oraz ultrastrukture mitochondriéw w
apikalnej warstwie komorek zawigzkéw kwiatostanow kalafiora. Stwierdzitem, ze zaréwno
ultrastruktura, jak i liczebno$¢é mitochondridw nie ulegaty znaczgcym zmianom pod wptywem
analizowanych warunkéw stresowych. Zaskakujgce, ze wieksze zmiany w ksztatcie i
liczebnosci mitochondriow, przejawiajgce sie m.in. ich pecznieniem udato sie zaobserwowac
po powrocie roslin do warunkdéw kontrolnych wzrostu, niezaleznie od rodzaju stosowanego
czynnika stresowego, chociaz szczegétowe zmiany w morfologii mitochondriow nie w pefni
pokrywaty sie z danymi literaturowymi (Webster i Watson, 1993; Neumann i wsp., 1994;
Vella i wsp., 2012). Postulujemy, ze zaobserwowane zmiany mogty by¢ zwigzane z indukcjg
procesu programowanej smierci komérek w zawigzkach kwiatostanéw kalafiora, organu
stosunkowo wrazliwego na zmiany temperatury. Wiadomo, ze kalafior, w przeciwienstwie do
A. thaliana jest gatunkiem tylko czesciowo aklimatyzowanym do warunkéw stresu
temperaturowego.

Ponadto we wspoipracy z pracownikami Katedry Warzywnictwa UP w Poznaniu
sprawdzitem, czy analizowane warunki stresu podwyzszonej lub obnizonej temperatury sg w
stanie wywotac specyficzne zmiany na poziomie fizjologicznym, wigzgce sie z metabolizmem
mitochondrialnym. ZmierzyliSmy szybkosé wymiany gazowej towarzyszgcej oddychaniu
mitochondrialnemu na Swietle, a takze szybkosc¢ fotorespiraciji w dojrzatych lisciach kalafiora.
W doswiadczeniach wykorzystaliSmy specjalistyczny system do pomiaréw wymiany gazowej
lisci. Do pomiaréw natezenia oddychania na swietle wykorzystano metode Laiska (1977).
Zaleznos¢ pomiedzy natezeniem asymilacji CO, a miedzykomdrkowym stezeniem CO, w
lisciach ustalano dla trzech wartosci natezenia swiatta. Dodatkowo monitorowalismy rowniez
temperature powierzchni lisci. Wiekszos¢ warunkéw stresowych, a takze powrdét do
warunkéw kontrolnych, w zroznicowany sposob zmieniaty analizowane parametry
fizjologiczne. Przyktadowo, po podniesieniu temperatury do 40°C nastepowat szybki wzrostu
temperatury rosliny, a nastepnie temperatura ta sie stabilizowata. Okres ten trwat okoto 2
godzin. Kiedy czas trwania stresu podwyzszonej temperatury przedtuzono o kolejne 2
godziny, stwierdzilismy znaczny wzrost intensywnosci oddychania mitochondrialnego na

Swietle i spadek szybkosci fotooddychania. Jednakze przediuzenie tgcznego czasu
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utrzymywania wysokiej temperatury ponad 4 godziny powodowato znacznie obnizanie
turgoru lisci, a na niektérych lisciach pojawity sie trwate uszkodzenia, czego efektem byto ich
z6tkniecie i zamieranie w dalszych dniach wzrostu. W temperaturze 8°C reakcja fizjologiczna
byta widoczna po 8 godzinach od obnizenia temperatury. StwierdziliSmy spadek
intensywnosci oddychania na Swietle i drastyczne, ponad 10-krotne obnizenie szybkosci
fotooddychania. Jednakze opisane powyzej zmiany proteomiczne i transkryptomiczne byty
widoczne dopiero po 10 dniach trwania stresu obnizonej temperatury (publikacja 6).

Przeprowadzone prace pozwolity zatem na poznanie bardziej catoSciowo biogenezy
mitochondriéw rodlin wyZzszych w stresie obnizonej lub podwyzszonej temperatury i w fazie
powrotu do warunkéw kontrolnych wzrostu i rozwoju roslin. W publikacji 5, na podstawie
aktualnych danych literaturowych, zaproponowatem ogélny model funkcjonowania
mitochondriéw roslin wyzszych w tych warunkach. Wspomniana praca o charakterze
przeglgdowym powstata w porozumieniu z organizatorami International Congress for Plant
Mitochondrial Biology w Rosario (Argentyna), ktéry odbyt sie w 2013 r. Zostata w niegj
zwrécona uwaga nie tylko na réznorodne aspekty odpowiedzi mitochondriéw roslinnych na
warunki stresu temperaturowego na poziomie proteomicznym i transkryptomicznym, ale
podkreslono w niej znaczenie rearanzacji genomowych, kierunkow adaptacyjnych w
morfologii i metabolizmie mitochondrialnym w odpowiedzi na chtéd lub ciepto. Z uwagi na
niewiele dotychczasowych doniesien literaturowych zaznaczono w niej réwniez koniecznosc¢
kontynuowania analiz zmian w kompleksomie mitochondrialnym i imporcie biatek
mitochondrialnych w omawianych warunkach stresowych. Ogdélny model funkcjonowania
mitochondriéw roslin wyzszych przedstawiony w publikacji 5 na podstawie danych
literaturowych zostat uscislony w nastepnej pracy (publikacja 6) w odniesieniu do
mitochondriéw kalafiora. Stwierdzitem, 2ze ograniczony poziom Kkontroli biogenezy
mitochondriéw tego gatunku podczas stresu temperaturowego zwigzany jest nie tylko z
zaburzeniami skfadania i rozpadu kompleksow, ale rowniez z zaburzeniami mitochondrialnej
translacji i zmianami w poziomie wielu biatek mitochondrialnych, w tym szczegdinie
enzymow macierzy mitochondrialnej i sktadnikéw aparatu importu biatek do mitochondriow.
Wystepowata przy tym ograniczona korelacja pomiedzy uzyskanymi wynikami analiz
proteomicznych i funkcjonalnych, a takze pomiedzy zmianami proteomicznymi i
transkryptomicznymi w mitochondriach kalafiora. Zmiany te niekiedy mialy charakter
adaptacyjny do warunkow stresowych.

W przeciwienstwie do uktadow modelowych, takich jak kultury komoérkowe, regulacja
biogenezy mitochondriéw kalafiora w warunkach stresu temperaturowego jest bardziej
skomplikowana; wydaje sie ona rowniez nie zalezeC jedynie od odpowiedzi retrogradowej

(mitochondria - jgdro komorkowe) i zmian w ekspresji genoéw jgdrowych kodujgcych biatka
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mitochondrialne. Tak wiec odpowiedz mitochondriéw tego gatunku na stres obnizonej lub
podwyzszonej temperatury ma pewne cechy swoiste, a ponadto bierze w niej udziat wiecej
pozioméw biogenezy mitochondriéw, niz w przypadku kultur komérkowych A. thaliana (Giegé
i wsp., 2005). Z drugiej jednak strony, nie wszystkie sktadniki mitochondrialnej odpowiedzi na
stres temperaturowy odgrywajg takg samg role. Opisanym zmianom towarzyszg réwniez
liczne regulacje funkcjonalne i regulacje dotyczgce morfologii mitochondriow, zwlaszcza

podczas powrotu do warunkéw kontrolnych wzrostu i rozwoju roslin.

Finansowanie prac doswiadczalnych zwigzanych z realizacjg osiggniecia naukowego

Powstate publikacje wchodzgce w zakres osiggnigecia naukowego zawierajg wyniki
badan, ktérych realizacja objeta byta finansowaniem przede wszystkim dwuletniego grantu
badawczego wtasnego nr N N303 338835 Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(publikacje 5 i 6), a takze innymi projektami badawczymi (projekt Komitetu Badan
Naukowych nr 6 PO4C 033 19, projekt Wydziatu Biologii UAM nr PBWB 212/2000).
Publikacja 5 zostata réowniez czesciowo dofinansowana w ramach projektu Narodowego
Centrum Nauki typu OPUS2 nr UMO-2011/03/B/NZ9/05237). We wszystkich wymienionych
projektach badawczych bytem ich kierownikiem Iub gtbwnym wykonawcg. Dane
przedstawione w publikacjach 3 i 4 byty objete rowniez finansowaniem ze strony M. Curie
Host Fellowship for the Transfer of Knowledge (nr MTKD-CT-2004-517068) 6 Programu
Ramowego Unii Europejskiej mojego stazu podoktorskiego w Institut de Biologie Moléculaire
des Plantes (IBMP-CNRS-ULP, Strasbourg, Francja) w 2006 r. Dane zebrane w
publikacjach 3 i 4 byly zwigzane z moim stazem podoktorskim w tym samym osrodku
badawczym w 2004 i 2006 r. finansowanym przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej,
natomiast publikacja 6 byta finansowana dodatkowo w ramach KNOW Poznan RNA Centre,
01/KNOW2/2014.

Podsumowanie i dalsze perspektywy badawcze

Podsumowujac uwazam, ze najwazniejszymi wynikami przeprowadzonych analiz
sa:

» poznanie obrazu biogenezy i oddziatywan kompleksow i superkompleksow OXPHOS
w warunkach stresowych i oszacowanie stopnia ich destabilizaciji;

» ustalenie zmian w akumulacji kilkunastu biatek mitochondrialnych uczestniczgcych w
odpowiedzi na stres temperaturowy i po powrocie roslin do warunkoéw kontrolnych;

»przeprowadzenie analiz  funkcjonalnych  pozwalajgcych na  rozpoznanie
fizjologicznego i metabolicznego ,stanu” mitochondriow w zaleznosci od analizowanych

warunkéw stresowych i po powrocie do warunkéw kontrolnych;
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» ustalenie stopnia koordynacji zmian w akumulacji biatek i kodujgcych je transkryptow
w warunkach stresowych i po powrocie do warunkéw kontrolnych;

P petniejsze scharakteryzowanie biatek podobnych do dehydryn w mitochondriach w
mitochondriach tubinu zéttego, A. thaliana i kalafiora nie tylko podczas stresu chtodu, ale
réwniez ciepta, a przede wszystkim po powrocie do warunkéw kontrolnych; zbadanie
lokalizacji submitochondrialnej tych biatek;

» przeanalizowanie proteomu mitochondrialnego kalafiora,;

P petniejsze scharakteryzowanie ekspresji niektorych gendéw kodujgcych biatka
mitochondrialne (np. mitochondrialnych genoéw nad) na poziomie RNA (w aspekcie
gatunkowym i tkankowym).

W najblizszej przysztosci zamierzam potozy¢ nacisk na oszacowanie dynamicznych
zmian w obrazie wybranych modyfikacji potranslacyjnych biatek mitochondrialnych w
biogenezie mitochondriow pod wptywem stresu temperaturowego. Ponadto podjete zostang
prace doswiadczalne, ktorych celem bedzie sprecyzowanie udziatu matych, niekodujgcych
RNA oraz zmian w poziomie biatek wigzgcych sie z RNA we wspomnianym procesie.
Réwnolegle toczg sie prace badawcze majgce na celu ustalenie zmian w biogenezie
mitochondriéw kalafiora, w tym znaczenia poznanych uprzednio biatek podobnych do
dehydryn w warunkach niedoboru wody. Podjeta zostanie m.in. proba identyfikacja
mitochondrialnych biatek podobnych do dehydryn ulegajgcych indukcji w stresie suszy z
trzech odmian kalafiora poprzez sekwencjonowanie metodg Edmana i klonowanie
kodujgcych je cDNA. Prace te objete sg finansowaniem w ramach projektu Narodowego
Centrum Nauki typu OPUS (nr UMO-2011/03/B/NZ9/05237).
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnieé naukowo — badawczych:

Odnosniki literaturowe zamieszczone ponizej zebrano w podrozdziale ,Literatura do p. 5”. Odnosniki
dotyczgce publikacji wchodzgcych w sktad dorobku habilitanta zostaly zaznaczone pogrubiong
czcionka.

5.1. Osiggniecia naukowo- badawcze przed przyznaniem stopnia doktora

M¢j dorobek naukowy przed przyznaniem stopnia doktora nauk biologicznych
obejmuje 7 prac, w tym 1 publikacje eksperymentalng (Rurek i wsp., 1998), 2 prace
przeglgdowe (Rurek, 1994a; Rurek, 2000), 1 rozdziat w pracy monograficznej (Rurek i
Augustyniak, 1998), 2 prace doswiadczalne w materiatach pokonferencyjnych (Pietkiewicz
i wsp., 1998 Sawicka-Sienkiewicz i wsp., 1998), a takze 1 krotkie opracowanie

metodyczne w czasopi$mie Biotechnologia (Rurek, 1994b).

Podczas studiow na Wydziale Biologii UAM opublikowatem prace przeglagdowa
poswiecong nowo odkrytym przypadkom redagowania chloroplastowych i mitochondrialnych

genéw tRNA na podstawie aktualnych danych (Rurek, 1994a). W tym samym czasie w
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czasopismie Biotechnologia ukazata sie moja krotka notatka metodyczna, przyblizajgca
Czytelnikowi zmodyfikowang procedure transgenezy A. thaliana poprzez infiltracje nasion i

roslin z wykorzystaniem Agrobacterium tumefaciens (Rurek, 1994b).

W trakcie wykonywania doswiadczen zwigzanych z przygotowywang rozprawg
doktorskg  opublikowatem prace poswiecong ustaleniu  sekwencji  niektérych
mitochondrialnych gendw tubinu oraz poziomu ich ekspresji (Rurek i wsp., 1998). W ramach
wspomnianej publikacji okreslitem sekwencje operonu nad3-rps12 czterech gatunkéw tubinu:
tubinu Zbitego, biatego, andyjskiego oraz waskolistnego. Zastosowanie zaréwno hybrydyzaciji
typu northern, jak rowniez RT-PCR pozwolito po raz pierwszy na wykazanie, ze zarowno
sekwencja gendw nad3 i rps12, jak i obraz ich transkrypcji sg silnie zachowawcze w rodzinie
motylkowatych (Fabaceae).

W omawianym okresie bytem réwniez autorem prac przeglgdowych oraz opracowan
monograficznych poswieconych szeroko pojetej biologii molekularnej mitochondridw.
Wspdlnie z prof. dr hab. Haling Augustyniak napisatem jeden rozdziat w monografii
zatytutowanej Biologia molekularna mitochondriow (Rurek i Augustyniak, 1998).
Monografia stanowi zbiér materiatow, ktére mogg by¢ wykorzystane przez studentéw biologii
i biotechnologii, czesciowo opartych na referatach wygtoszonych w ramach Otwartych
Seminariow Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM w 1996 r. Redaktorami
monografii byli pracownicy Zaktadu Biologii Molekularnej Roslin. Wymieniony rozdziat
monografii przytacza aktualne dane o budowie roslinnego kompleksu |, budowie i ekspresji
genow kodujgcych jego podjednostki oraz danych o mutacjach i rearanzacjach gendw nad, i
odpowiadajgcych im efektom fenotypowym. Drugie z opracowan to obszerna praca
przegladowa (Rurek, 2000) bedgca bardzo doktadnym zestawieniem danych
doswiadczalnych (152 pozycje literaturowe) dotyczacych charakterystyki mitochondrialnych
genow kodujgcych podjednostki kompleksu | roslin wyzszych, grzybow, oraz zwierzat, a
takze procesu redagowania ich transkryptéw. Dane dotyczgce materiatu roslinnego zostaty w

niej szczegolnie wyeksponowane.

W tym samym okresie nawigzatem wspotprace badawczg z pracownikami Katedry
Genetyki, Hodowli Roslin i Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, w
szczegolnosci z dr Renatg Galek i prof. dr hab. Ewg Sawicka-Sienkiewicz. Zaowocowata ona
w tym czasie opublikowaniem 2 materiatbw pokonferencyjnych. Pierwsza publikacja
(Sawicka-Sienkiewicz i wsp., 1998) zwigzana byta z 3rd European Conference on Grain
Legumes, ktéra miata miejsce w Valladolid (Hiszpania) w 1998 r. W tym czasie

poszukiwalismy optymalnych markeréw genetycznych w celu roznicowania mieszancow
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miedzygatunkowych tubinu andyjskiego. Biorgc pod uwage sktad nasion i stosunkowo niskg
zawartos¢ alkaloidéw, stanowi on jeden z najwazniejszych uprawianych gatunkéw tubinu. Z
uwagi na trudnosci w przystosowaniu tego gatunku do warunkéw rolnictwa europejskiego
istnieje koniecznos¢ selekcji nowych genotypow tubinu andyjskiego. Postanowilismy
wykorzystac rodzine genowg kodujgcg leghemoglobiny (geny LGI i LGII), a takze sekwencje
mitochondrialnego plazmidu K2 tubinu biatego, uprzednio sklonowanego przez pracownikow
Zakfadu Biologii Molekularnej Roslin celem selekcji analizowanych form rodzicielskich oraz
odpowiednich form mieszancowych. Obecnos¢ markerow LG (w przeciwienstwie do K2) byta
bardzo rézna w formach rodzicielskich, natomiast formy mieszancowe wykazaty
preferencyjng obecno$s¢ markera LGII. Zastosowanie sekwencji plazmidu K2 do
genotypowania linii tubinu andyjskiego pozwolito na przesledzenie efektéw dziedziczenia
matecznego tego markera. Z pozytywnym wynikiem testowatem ponadto przydatnosc¢ 4
starterow DAF w genotypowaniu wspomnianego materiatu roslinnego.

Druga nasza publikacja (Pietkiewicz i wsp., 1998) z tego okresu weszta w sktad
materiatébw Ogolnopolskiego Seminarium Naukowego ,tubin — Biatko — Ekologia”, ktére
miato miejsce w Osrodku Doradztwa Rolniczego w Przysieku w 1998 r. W tym wypadku
pragnelismy w szerszym zakresie wykorzysta¢ technike DAF (w tym uzyte uprzednio
startery) w celu genotypowania réznych hodowlanych i kolekcyjnych linii tubinu biatego, a
takze roznorodnych linii fubinu andyjskiego. Jeden ze starterow okazat sie szczegodlnie dobry
dla rozréznienia 3 linii L. mutabilis, a inne startery DAF doskonale rozrézniaty analizowane
linie tubinu biatego. Wspdtpraca z Katedrg Genetyki, Hodowli Ro$lin i Nasiennictwa
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu byta przez mnie kontynuowana réwniez po

uzyskaniu stopnia doktora (patrz p. 5.2).

5.2. Osiagniecia naukowo- badawcze po przyznaniu stopnia doktora

M¢6j dorobek naukowy po przyznaniu stopnia doktora nauk biologicznych
(niezwigzany z publikacjami do przewodu habilitacyjnego) obejmuje 13 prac, w tym 10
publikacji eksperymentalnych (Olczak i wsp., 2001; Rurek i wsp., 2001a; Rurek i wsp.,
2001b; Stefaniak i wsp., 2005; Raczynska i wsp., 2006; Augustyniak-Bartosik i wsp.,
2008; Uyttewaal i wsp., 2008; Galek i wsp., 2011; Augustyniak-Bartosik i wsp., 2013;
Rurek i wsp., 2014), 1 prace przeglagdowg (Augustyniak i wsp., 2002) oraz 2 opracowania
w materiatach pokonferencyjnych (Sawicka-Sienkiewicz i wsp., 2002; Sawicka-

Sienkiewicz i wsp., 2005).
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Grupe prac zwigzanych bezposrednio z biologig molekularng mitochondriéw roslinnych
stanowig 3 publikacje doswiadczalne (Rurek i wsp., 2001b; Raczynska i wsp., 2006;
Uyttewaal i wsp., 2008). W ramach pracy Rurek i wsp. (2001b) wspétpracowatem z
pracownikami Katedry Genetyki, Hodowli Roslin i Nasiennictwa Uniwersytetu Rolniczego w
Krakowie. W przypadku genu nad3 wykorzystatem znany w analizach molekularnych ukfad
doswiadczalny cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS), jakim jest marchew (Daucus
carota). Wyniki tych prac wskazywaty po raz pierwszy na wystepowanie réznic w obrazie
intensywnego redagowania mitochondrialnych transkryptéw nad3 linii meskosterylnej (CMS
typu petaloidowego) oraz ptodnej linii dopetniajgcej. Wybor marchwi jako materiatu
badawczego w omawianych doswiadczeniach wigzat sie z uprzednimi analizami Hanson i
wsp. (1999), ktorzy nie znalezli korelacji pomiedzy intensywnoscig procesow redagowania
transkryptéw mitochondrialnych, a pojawieniem sie meskiej sterylnosci lub przywréceniem
ptodnosci. Wykazatem, ze trzy substytucje nukleotydowe (wystepujgce réwniez na poziomie
RNA) réznicowaty gen nad3 dwoéch analizowanych linii marchwi, natomiast trzy miejsca
redagowania (typu C-U) wystepowaty tylko w linii ptodnej, chociaz w obydwu liniach nie
doprowadzito to do substytucji reszt aminokwasowych. Jednakze w transkryptach nad3 linii
ptodnej wystepowato réwniez czesciowe redagowanie w czterech kodonach, w trzech
wypadkach mogace prowadzi¢ do heterogennosci na poziomie biatka. Dodatkowo ustalitem,
ze geny nad3 i rpsl2 ulegajg kotranskrypcji w obu analizowanych liniach marchwi.
Generalnie, wykazatem, Zze mRNA nad3 marchwi charakteryzuje sie zmiennym obrazem
redagowania w zaleznosci od stopnia ptodnosci linii i ze w mitochondriach tego gatunku
czesciowo redagowane transkrypty genu nad3 sg tatwo wykrywalne.

Do najwazniejszych prac mojego dorobku z tego okresu zaliczam dwie kolejne
publikacje bezposrednio zwigzane ze stazem podoktorskim z 2004 r. odbytym w Institut de
Biologie Moléculaire des Plantes (IBMP-CNRS-Université L. Pasteur) w Strasbourgu
(Francja). Wczesniejsze kontakty z tym osrodkiem badawczym zostaly nawigzane juz w
latach 2000-2001. Wspotprace kontynuowatem réwniez w 2006 r. w ramach M. Curie Host
Fellowship for the Transfer of Knowledge (nr MTKD-CT-2004-517068) 6 Programu
Ramowego Unii Europejskiej przyznanemu Instytutowi Biologii Molekularnej i Biotechnologii
UAM. Podczas obydwu stazy naukowych bratem udziat miedzy innymi w charakterystyce
mitochondrialnych komplekséw A. thaliana zawierajgcych biatka Ccm/CCM, uczestniczgce w
dojrzewaniu cytochroméw typu c. W przeciwienstwie do mitochondriow wiekszosci
eukariotow, mitochondria roslinne wykorzystujg system | dojrzewania cytochroméw typu ¢
przypominajacy system znaleziony w bakteriach gramujemnych, w sktad ktérego wchodzi
kilkanascie biatek Ccm/CCM. Zidentyfikowano osiem gendéw jadrowych (CCM) i
mitochondrialnych (ccm) A. thaliana kodujgcych te biatka. W trakcie drugiego pobytu, w 2006
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r., swoje analizy poszerzytem rowniez o analize oddziatywan, w ktére zaangazowane sg
wspomniane biatka za pomocg sieciowania chemicznego. Uczestniczytem w sprawdzeniu
lokalizacji jednego z biatek Ccm w mitochondriach A. thaliana (Raczynska i wsp., 2006)
oraz scharakteryzowaniu nowego przedstawiciela uprzednio nieznanej podklasy biatek PPR
(Uyttewaal i wsp., 2008). We wspomnianych pracach wykorzystatem preparaty
mitochondriéw izolowanych z 6- dniowych etiolowanych kultur komérkowych A. thaliana. W
tym wypadku uzytem zatem zasadniczo odmiennego ukfadu doswiadczalnego w stosunku do
materiatu stosowanego w wiekszosci analiz wchodzgcych w zakres mojego osiggniecia
naukowego (patrz p. 4).

Publikacja Raczynska i wsp. (2006) powstata w wyniku wczesniejszego okresu
wspotpracy z IBMP, rozpoczetej w 2004 r. Wspdétpraca ta objeta dwie grupy badawcze tego
osrodka, kierowane przez dr Géraldine Bonnard i dr José Gualberto. Nalezy podkresli¢, ze w
powstaniu tej publikacji uczestniczyli rowniez doktoranci i pracownicy Zaktadu Biologii
Molekularnej i Komorkowej UAM (wczesniej: Zaktadu Biologii Molekularnej Roslin).
Wspomniana publikacja dotyczyta charakterystyki ekspresji niektérych mitochondrialnych
gendéw ccm na poziomie RNA i biatka. Biatko CcmC zlokalizowane jest w wewnetrznej btony
mitochondrialnej; zawiera przynajmniej 33% reszt hydrofobowych i sze$¢ helis
transbtonowych (Bonnard i Grienenberger, 1995). Uczestniczy ono najprawdopodobniej w
transporcie hemu w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej. Okazato sie, ze dojrzate
transkrypty ccm moga byé skrocone na 3’ koricu i nie posiada¢ kodonu stop, jak w wypadku
MRNA ccmC rzepaku (B. napus; Handa, 2003). Jednakze brak byto dowodoéw wskazujgcych
na to, ze tego typu mRNA mogg syntetyzowaé funkcjonalne biatka mitochondrialne.

Biorgc to pod uwage, celem naszych badan byto sprawdzenie po raz pierwszy, czy
skrocone na koncu 3’ transkrypty mitochondrialne ulegajg translacji. Okazato sie, ze mRNA
kodujgce mitochondrialne biatko CcmC pomimo skrécenia kohca 3’ sg w petni funkcjonalne i
ze w mitochondriach A. thaliana ulega akumulacji prawidtowa izoforma CcmC (Raczynska i
wsp., 2006). Do mapowania transkryptow uzyliSmy techniki cRT-PCR (ang. circular RT-
PCR). Sekwencjonujgc klony cDNA zawierajgce otwartg ramke odczytu ccmC wykluczylismy
udziat redagowania lub obecnosci dodatkowego egzonu w powstawaniu alternatywnych
kodonow stop. Za pomocg RT-PCR nie wykazalismy tkankowo-specyficznych réznic w
obrazie dojrzewania transkryptow ccmC A. thaliana. Wykorzystujgc ultrawirowanie
komplekséw zawierajgcych transkrypty mitochondrialne w gradiencie sacharozowym
stwierdzilismy ponadto, ze mRNA ccmC oddziatuje z frakcjg polisoméw o wysokiej masie
czgsteczkowej. Biorgc pod uwage fakt, ze tak uzyskany wynik nie moze by¢ bezposrednim
dowodem na aktywny udziat wymienionych transkryptow w translacji mitochondrialnej,

zdecydowatem sie podjg¢ prébe immunologicznego wykrycia biatko CcmC metodg Western
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blot w mitochondriach A. thaliana oraz sprawdzi¢ jego lokalizacje submitochondrialna.
Podczas immunoidentyfikacji CcmC wykorzystatem wczesniej oczyszczone przeze mnie
przeciwciata skierowane przeciwko peptydowi odpowiadajgcemu resztom aminokwasowym
175-189 biatka A. thaliana (rejon sekwencji zawarty pomiedzy dwoma domenami
transbtonowymi CcmC). Wykrytem polipeptyd 24 kDa we frakcji zawierajgcej catkowite biatka
mitochondrialne oraz we frakcji btonowej. Jego masa czgsteczkowa odpowiadata
teoretycznej wielkosci biatka syntetyzowanego z wykorzystaniem transkryptéw ccmC nie
zawierajgcych kodonu stop.

Kolejna publikacja (Uyttewaal i wsp., 2008) powstata w wyniku mojej wspotpracy z dr
Philippe Giegé z IBMP-CNRS oraz z grupg badawczg dr Hakima Mireau z Institut National
de la Recherche Agronomique (INRA) w Wersalu (Francja) w latach 2004-2006. Biatka PPR
(ang. pentatricopeptide repeat), okreslane tak w zwigzku z wystepujgcym w nich
uporzagdkowanym tandemowo kluczowym motywem sekwencyjnym ztozonym z 35 reszt
aminokwasowych, zaangazowane sg w regulacje kluczowych etapéw ekspresji gendéw
organellowych (Schmitz-Linneweber i Small, 2008). Wystepujg one pospolicie u eukariotéw,
szczegOlnie u roslin wyzszych. Zgromadzono wiele dowoddéw na ich udziat nie tylko w
dojrzewaniu i stabilizacji RNA w mitochondriach, ale réwniez w redagowaniu transkryptow
mitochondrialnych, jako czynniki biatkowe wptywajgce na jego specyficznos¢ (Giegé i
Brennicke, 2001; Holec i wsp., 2006). Uwaza sie, ze bialka PPR wchodzg w skfad
wielopodjednostkowego kompleksu biatkowego - edytosomu, odpowiedzialnego za ten
proces. Biatka PPR sg rowniez regulatorami translacji zachodzacej w plastydach i
mitochondriach, a w wyjatkowych wypadkach uczestniczg rowniez w biogenezie rybosoméw
mitochondrialnych (Choquet i Wollman, 2002; Pusnik i wsp., 2007). Nalezy jednakze
podkresli¢, ze wtasnosci biochemiczne i sposéb dziatania niektorych biatek PPR nie zostat
do konca poznany.

W pracach doswiadczalnych zwigzanych z publikacja Uyttewaal i wsp. (2008)
bratem udziat w scharakteryzowaniu nowego przedstawiciela rodziny biatek PPR, biatka
PPR336 (At1g61870). Zbudowane jest ono z 408 reszt aminokwasowych, natomiast Srednia
liczba reszt aminokwasowych dla catej rodziny biatek PPR wynosi 673. Zawiera mnie]
powtarzajgcych sie tandemowo powtorzonych motywow sekwencji; wydaje sie zatem, ze
nalezy do subklasy obejmujacej szczegdlnie mate biatka PPR. Wykazatem, ze PPR336
wchodzi w sktad kompleksu o masie czgsteczkowej 800 kDa w mitochondriach A. thaliana.
Warto podkreslic, ze wymieniony kompleks stanowit jeden z pierwszych poznanych
komplekséw PPR. W ostatnich latach grupa badawcza prof. Hansa-Petera Brauna opisata
kilkka mitochondrialnych kompleksow biatkowych o niewielkich masach czgsteczkowych

zawierajgcych inne biatka PPR, ale nie zostaty one blizej scharakteryzowane (Klodmann i
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wsp., 2011). Dostepne dane z analiz mikromacierzowych wskazywaty, ze gen kodujgcy
PPR336 ulega ekspresji na wysokim poziomie we wszystkich organach A. thaliana,
szczegoblnie zas w korzeniach i pgkach kwiatowych. Okazato sie, ze PPR336 nalezy do
zupetnie nowej, nieznanej uprzednio podrodziny biatek PPR klasy P. PPR336 ulega
importowi wytgcznie do wewnetrznej btony mitochondrialnej (jest biatkiem peryferyjnym),
gdzie stanowi sktadnik kompleksu wrazliwego na dziatanie RNAz. Analiza northwestern oraz
ultrawirowanie frakcji polisomalnej w gradiencie sacharozowym wykazaty, ze PPR336 jest
biatkiem oddziatujgcym z RNA i dodatkowo z rybosomami mitochondrialnymi. W naszych
wspdlnych badaniach uzylismy réwniez mutanty insercyjne A. thaliana (Ppr336/Ppr336-like),
w ktorych niskoczgsteczkowa frakcja polisomow mitochondrialnych oddziatujgcych z
transkryptami Ppr336 ulegata akumulacji na wyzszym poziomie, niz w mitochondriach roslin
typu dzikiego. Przeprowadzone analizy sugerowaly zatem, ze PPR336 uczestniczy

najprawdopodobniej w mitochondrialnej translaciji.

W okresie po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych prébg szerszej
popularyzacji wiedzy o transkrypcji genéw mitochondrialnych byta praca przeglgdowa, ktorej
jestem wspotautorem (Augustyniak i wsp., 2002). Praca zostata opublikowana w jezyku
polskim w czasopiSmie Biotechnologia. Nalezy zaznaczy¢, ze wolumen czasopisma, w
ktérym znajduje sie wymieniona publikacja, zostat poswiecony pamieci prof. dr hab. Jerzego
Pawelkiewicza i zawiera prace doswiadczalne i przeglgdowe napisane przez Jego uczniow i
wychowankow, do ktoérych zaliczata sie miedzy innymi prof. dr hab. Halina Augustyniak.
Praca charakteryzuje ogoélny obraz ekspresji roslinnych genéw mitochondrialnych, opisuje
budowe regionu promotorowego tych gendw, podaje zidentyfikowane miejsca startu
transkrypcji  wybranych gendéw mitochondrialnych oraz aktualne informacje o
mitochondrialnych czynnikach transkrypcyjnych i innych biatkach biorgcych udziat w

mitochondrialnej transkrypciji.

Odrebny nurt badawczy wynikat z kontynuacji mojej wspotpracy z pracownikami
Katedry Genetyki, Hodowli Ro$lin i Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu, a szczegodlnie z dr Renatg Galek i prof. dr hab. Ewg Sawicka-Sienkiewicz.
Wspdtpraca ta zostata zapoczgtkowana w okresie przygotowywania mojej rozprawy
doktorskiej (patrz p. 5.1).

Poczatkowo nasza wspotpraca koncentrowata sie na poszukiwaniu optymalnych
markerow organellowych w celu rozréznienia przedstawicieli rodzaju tubin (Lupinus) Starego
i przede wszystkim Nowego Swiata (grupa mutabilis). W omawianym okresie prace

przeprowadzane w Katedrze Nasiennictwa i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego we
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Wroctawiu koncentrowaty sie na przystosowaniu tubinu andyjskiego do warunkéw uprawy
polowej w Polsce poprzez selekcje nowych linii mutantéw, selekcje potomstwa krzyzéwek z
tubinami z sekcji Albus, a takze identyfikacje wczesnodojrzewajgcych, wysokoplennych
genotypdw. Dzieki naszej uprzedniej, wstepnej analizie mieszancéw miedzygatunkowych
tubinu (Sawicka-Sienkiewicz i wsp., 1998; patrz p. 5.1), mozliwa stata sie doktadniejsza
analiza polimorfizméw organellowego DNA, w tym polimorfizméw mitochondrialnych.
Podjatem zatem préby genotypowania omawianego materiatu roslinnego z zastosowaniem
PCR wykorzystujgc sekwencje nad (rejony kodujgce oraz miedzygenowe; Rurek i wsp.,
2001a) oraz sekwencje rodziny gendéw kodujgcych leghemoglobiny (LG; Sawicka-
Sienkiewicz i wsp., 2005). W tym samym celu zastosowatem technike RFLP wykorzystujgc
szereg organellowych sond hybrydyzacyjnych o duzej specyficznosci (Olczak i wsp., 2001).

W publikacji Olczak i wsp. (2001) przeprowadzitem poréwnawcze analizy RFLP
celem oszacowania zmiennosci chloroplastowego i mitochondrialnego DNA pomiedzy
réznymi genotypami L. mutabilis (siedem populacji oraz pie¢ linii mutantéw), a czterema
gatunkami tubinéw z sekcji Albus. W analizach wykorzystatem catkowity DNA hydrolizowany
enzymem restrykcyjnym EcoRIl. Wiekszos¢ uzytych sond organellowych rozrézniata
analizowany materiat roslinny. Najwyzszym stopniem zréznicowania polimorfizmow
mitochondrialnych charakteryzowaty sie populacje tubinu andyjskiego. W przeciwienstwie do
tego, gatunki sekcji Albus charakteryzowaty sie wysokim stopniem monomorfizmu. Ponadto
sondy mitochondrialne w lepszym stopniu genotypowaty badany materiat niz sondy
chloroplastowe, pozwalajagc na identyfikacje zmiennosci miedzygatunkowych i
wewnatrzgatunkowych. Wobec tego zaproponowatem wykorzystanie niektorych z tych
sekwencji jako nowych markerow, szczegodlnie w celu identyfikacji zmiennosci pomiedzy
populacjami tubinu andyjskiego.

W badaniach opisanych w publikacji Rurek i wsp. (2001a) zaproponowatem uzycie
PCR do amplifikacji regionbw genomu mitochondrialnego réznych gatunkéw tubinu
zawierajgcych wybrane geny nad (nad6 i nad9) potgczonego z hydrolizg restrykcyjng Rsal i
reamplifikacja PCR z wykorzystaniem wewnetrznych starteréw genowospecyficznych lub
starterow RAPD. Takie podejscie pozwolito na wykrycie znacznych roznic
miedzygatunkowych. Wynik réznicowania niektorych gatunkéw tubinu przy uzyciu starterow
RAPD zalezat od temperatury przytgczania startera.

Z kolei w pracy Sawicka-Sienkiewicz i wsp. (2005) przeprowadzitem genotypowanie
mieszancow miedzygatunkowych L. mutabilis i L. albus sensu lato oraz ich form
rodzicielskich, wykorzystujgc rodzine genowg kodujgcg leghemoglobiny (geny LGI i LGII).
Otrzymanie takich form mieszancowych jest trudne i pozwoli w przysziosci na

wyprowadzenie genotypéw o dogodnych agronomicznie cechach uzytkowych. Okazato sie,
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ze marker LGl byt nieobecny w L. albus, lecz obecny byt w liniach L. mutabilis i 3
mieszancach miedzygatunkowych; ogolnie metoda PCR-DAF umozliwita zatem stosunkowo
optymalng detekcje zréznicowania genetycznego L. mutabilis.

W tym samym okresie zajgtem sie rowniez poszukiwaniem nowych uktadow
markerowych w celu selekcji lokalnych tetraploidalnych kultywaréw i linii hodowlanych
ziemniaka opornych na atak matwika ziemniaczanego (Globodera rostochiensis). Wiadomo,
Zze co najmniej cztery geny opornosci (H1, GroVI, Grol i Gpa2) ziemniaka odpowiadajg za
prawie catkowitg odpornos¢ na jeden lub kilka patotypdw nicienia, podczas gdy inne geny sg
zwigzane jedynie z czesciowg odpornoscig (Bakker i wsp., 2004). Od 2006 r. odpornos¢ na
G. rostochiensis jest cechg prawnie obowigzujgcg réwniez w selekcji nowych genotypow
ziemniaka w Polsce. Jest to utrudnione przez fakt, ze wiekszos¢ uprzednich prac
przeprowadzano z wykorzystaniem diploidalnych linii i odmian. Przeniesienie markera do
genotypow tetraploidalnych lub opracowanie nowych uktadow markerowych dla tego
materiatu jest zawsze duzym wyzwaniem. Procedura ta jest jednak niezbedna, nie tylko z
uwagi na obowigzujgce normy prawne, ale réwniez dlatego, ze dotychczasowa metodyka
okreslania odpornosci na atak nicieni opierajgca sie na testach laboratoryjnych i polowych
byta bardzo czasochtonna.

W pierwszych dwoch opublikowanych pracach (Sawicka-Sienkiewicz i wsp., 2002;
Galek i wsp., 2011) przetestowatem zastosowanie dwoch uktadow markerowych
sprzezonych z genem H1 w celu selekcji tetraploidalnych odmian i linii (genotypéw) opornych
na atak matwika ziemniaczanego. We wszystkich analizach tego typu bratem pod uwage
nieprzebadane uprzednio genotypy. Wstepne wyniki naszych analiz zostaty zamieszczone w
opracowaniu pokonferencyjnym (Sawicka-Sienkiewicz i wsp., 2002). Poczatkowo
zastosowatem metode RAPD z wykorzystaniem startera znanego z pracy Ballvora i wsp.
(1995). Jeden z produktow RAPD o wielkosci 700 pz, pochodzacy z namnozenia fragmentu
sekwencji genomowej ziemniaka zawartej na chromosomie VII pozwolit na okreslenie
stopnia heterozygotycznosci form rodzicielskich uzytych do wyprowadzenia form
mieszancowych. Z kolei, dodatkowy marker RAPD (2000 pz) okazat sie Scisle zwigzany z
opornoscig analizowanych genotypdw na matwika. Dalsze prace zwigzane z blizszg
charakterystykg markera RAPD 2000 pz opublikowano w publikacji Rurek i wsp. (2014),
ktorej wyniki zostang przedstawione ponizej. Poniewaz wykazano, ze w rodzinie
Solanaceae, do ktorej nalezy ziemniak, geny zwigzane z opornoscia na matwika
ziemniaczanego sg sprzezone z niektérymi genami Aps kodujgcymi izoformy fosfatazy
kwasnej, wydawato sie celowym sprawdzenie obecnosci okreslonych izoform tego enzymu w
analizowanych tetraploidalnych genotypach za pomocg testow typu in-gel assay (Sawicka-
Sienkiewicz i wsp., 2002). Otrzymane wyniki (zwiekszona ilos¢ szybciej migrujgcych
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prazkéw izoform fosfatazy kwasnej w genotypach opornych na matwika ziemniaczanego)
Swiadczg o wysokiej heterozygotycznosci form opornych.

Celem badan zamieszczonych w publikacji Galek i wsp. (2011) bylo sprawdzenie
uzytecznosci dwoch markeréw opartych na PCR sprzezonych z genem H1 (marker 140 i 760
pz) w celu szybkiego rozroznienia 91 polskich, uprzednio nieanalizowanych, genotypéw
ziemniaka pod wzgledem cechy opornosci na matwika ziemniaczanego. Stwierdzitem, Ze
obydwa markery byly obecne w 88-100% opornych kultywaréw i linii. Marker 760 pz
wykrytem we wszystkich genotypach opornych na atak nicienia. Marker 140 pz byt natomiast
wykrywalny u 94% opornych kultywarow. Wiekszos¢ genotypow podatnych na atak matwika
nie wykazywata obecnosci markera 140 pz, co dowodzi, ze jest on najlepszym uktadem
markerowym do selekcji genotypdw ziemniaka opornych na patotyp Ro1 tego nicienia.

Kolejna moja publikacja (Rurek i wsp., 2014) poswiecona byla natomiast
zastosowaniu innych ukfadéw markerowych zwigzanych z opornoscig na matwika
ziemniaczanego (w tym markerow RAPD o dlugosci 2000 pz i 700 pz), a takze
wykorzystaniu profilu metylacyjnego genu kodujgcego podjednostke B AGPazy (waznego
enzymu szlaku syntezy skrobii) do genotypowania wiekszej liczby tetraploidalnych
genotypow. Sklonowatem i czesciowo zsekwencjonowatem marker RAPD o dtugosci 2000
pz (uzyty uprzednio w pracy Sawicka-Sienkiewicz i wsp., 2002), a nastepnie
zaproponowatem i zaplanowatem wykorzystanie na tej podstawie odpowiednich markerow
typu SCAR z dwdéch genotypow ziemniaka o zréznicowanej podatnosci na infekcje matwika.
Stwierdzilismy ponadto, ze w analizowanych genotypach wystepujg co najmniej trzy
alleliczne formy genu AGPazyB. Okazato sie rowniez, ze profil metylacji tego genu
réznicowat niektore genotypy ziemniaka w zaleznoéci od stopnia opornosci na atak nicieni,
co sprawia, ze wydaje sie on stanowi¢ dodatkowg ceche markerowg. W opisanej pracy
przedstawitem réwniez praktyczne ograniczenia wynikajace ze stosowania tych uktadow
markerowych w selekcji typu MAS linii ziemniaka. Analizy opisane w publikacjach Sawicka-
Sienkiewicz i wsp. (2002) oraz Rurek i wsp. (2014) przeprowadzitem rowniez we

wspotpracy z dr Matgorzatg Jakubowicz z Zaktadu Biotechnologii UAM.

Wspotpracowatem rowniez z pracownikami Zaktadu Hydrobiologii UAM w zakresie
genotypowania populacji sinic Planktothrix agardhii z probek pobranych gtoéwnie z
,zakwitajgcych” jezior wielkopolskich. Koniecznos¢ monitorowania stanu tych jezior oraz
ogolne zainteresowanie wptywem P. agardhii na srodowisko wodne wynika z tego, ze
gatunek ten wytwarza hepatotoksyny i neurotoksyny, niebezpieczne dla cztowieka i zwierzat.
Owocem tej wspotpracy okazata sie praca doswiadczalna opublikowana w 2005 r.

(Stefaniak i wsp., 2005). Opierajgc sie na analizach Humbert i Le Berre (2001) celem
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wspomnianych badan byto sprawdzenie, czy izolaty P. agardhii pobrane z wielkopolskich
jezior hipertroficznych wykazujg znaczgce podobiehAstwo genetyczne do kultur tego gatunku
z innych rejonow Europy (gtéwnie jezior alpejskich). Jako uktad markerowy wykorzystatem
odpowiednie fragmenty rejonéw miedzygenowych psa A/B i rbc L/X, biorgc pod uwage
mozliwo$¢ wystepowania tzw. typow genetycznych P1, P2 lub P3 w analizowanym materiale.
Otrzymane dane przyréownatem do odpowiednich sekwencji markerowych P. agardhii
uzyskanych z pétnocnej Europy (zdeponowanej w ramach NIVA Culture Collection). Okazato
sie, ze struktura genetyczna populacji polskich i populacji z jezior zachodniej i pétnocnej
Europy jest relatywnie podobna pod wzgledem przebadanych uktadéw markerowych.
Niemniej jednak zidentyfikowatem nowe miejsca polimorficzne w regionie miedzygenowym
psaA-psaB, co moze wskazywaC na wystepowanie odrebnego szczepu analizowanego

gatunku sinicy w hipertroficznych jeziorach Wielkopolski.

Ostatni nurt mojej wspotpracy badawczej dotyczyt wspoéinych prac doswiadczalnych
prowadzonych z dr Hanng Augustyniak-Bartosik i innymi pracownikami Katedry Nefrologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Dotyczyly one analizy mutaciji i polimorfizmoéow we
fragmentach genu policystyny 1 (PKD1) populacji dolnoslgskiej. Uwaza sie, ze zmiany tego
typu moga by¢ skorelowane z wystepowaniem zespotu ADPKD (genetycznie uwarunkowanej
polipowatosci nerek w wielu wypadkach nieuchronnie prowadzgcej do zaprzestania ich
funkcjonowania i koniecznosci dializowania pacjentéw). Autosomalna, dominujgca postac
zwyrodnienia torbielowatego nerek charakteryzuje sie rozwojem licznych torbieli o
zroznicowanej wielkosci w warstwie korowej i rdzeniu nerek. Jest ono jednym z
najczestszych schorzen genetycznych i dotyka 0,1% populaciji. Poczatkowo, w grupie 134
badanych pacjentéow (23 rodziny) wykrytem 42 mutacje i polimorfizmy genetyczne. Analizy
dotyczyty fragmentéw genu PKD1 obejmujgcych przede wszystkim egzony 43-46 oraz
egzon 15 (Augustyniak-Bartosik i wsp., 2008). W kolejnej publikacji (Augustyniak-
Bartosik i wsp., 2013) analizowatem mutacje i polimorfizmy fragmentéw genu PKD1
obejmujgcych egzony 43-44 oraz egzon 15. W grupie 134 pacjentéw wykrytem 8 nowych,
poprzednio nieopisanych mutacji oraz 2 juz wczesniej znane. Potwierdzitem rowniez
wystepowanie 3 znanych polimorfizméw w analizowanych rejonach PKD1. Wigkszos¢ (7 na
8) nowych mutacji miata charakter heterozygotyczny. Czestotliwo$¢ mutacji w analizowanych
fragmentach genu PKD1 w populacji dolnoslaskiej byta mniejsza, niz donoszg dane
literaturowe dotyczace innych populacji. Pomimo wykrycia nowych mutacji i zmian
polimorficznych w genie PKD1, uderzajgcy byt brak wyraznej asocjacji pomiedzy ich
wystepowaniem, a przebiegiem klinicznym choroby. Niemniej jednak obecnos¢ i ciezkosc
nadcisnienia tetniczego oraz stopien powiekszenia nerek wyraznie korelowaty z szybszag
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progresjg zespotu ADPKD (Augustyniak- Bartosik i wsp., 2008; Augustyniak-Bartosik i
wsp., 2013).

Podsumowujgc, uwazam, ze pomimo nawigzania kontaktéw z wieloma jednostkami
naukowymi, zasadniczy nurt badawczy mojego dorobku naukowego jest skoncentrowany na
biologii molekularnej mitochondriéw roslinnych i harmonizuje z pracami doswiadczalnymi
bedacymi czescig gtdwnego odkrycia naukowego. Ponadto wybrane aspekty doswiadczen
bedacych czescig koncepcji rozprawy habilitacyjnej, zostaty praktycznie wykorzystane w
pracach naukowych wchodzgcych w skitad mojego dorobku. Szczegdtowe dane
pozapublikacyjne dotyczgce dalszych moich osiggnieé naukowo- badawczych, a takze dane
dotyczgce pozostatych osiggnie¢ zaréwno w okresie przed, jak i po uzyskaniu stopnia

naukowego doktora nauk biologicznych zostaty przedstawione w zatgcznikach 4 i 5.
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