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1. DANE OSOBOWE

Imie i nazwisko: Dr inz. Weronika Krystyna Czarnocka (poprzednio:
Wituszynska)

Miejsce zatrudnienia: Katedra Botaniki
Instytut Biologii

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
ul. Nowoursynowska 159, 02-787 Warszawa

e-mail: weronika_czarnocka@sggw.edu.pl
nr ORCID: 0000-0003-4062-0370
Web of Science ResearcherID C-1461-2014

2. POSTIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE

2013 r. doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia (dyplom z wyr6znieniem)
Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akadami Nauk w Warszawie
Temat pracy doktorskiej: ,,Genetyczne oraz molekularne mechanizmy
kontrolujace programowang $mier¢ komorki oraz przystosowanie roslin w
odpowiedzi na stresy abiotyczne”
Promotor: Prof. dr Stanistaw Karpinski

2009 1. magister inzynier biotechnologii, specjalno$¢: diagnostyka molekularna
Uniwersytet Przyrodniczy im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu
Temat pracy magisterskiej: ,,Zastosowanie interferencyjnego RNA do inaktywacji
genu kodujacego al,3-galaktozylotransferaze $wini domowej (Sus scrofa
domestica)”
Promotor: Prof. dr hab. Ryszard Stomski

3. INFORMACJA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH

10.2015 — obecnie adiunkt - Katedra Botaniki, Instytut Biologii (do 2019 roku Wydziat
Rolnictwa i1 Biologii), Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w

Warszawie

10.2013 —09.2015 asystent - Katedra Botaniki, Wydziat Rolnictwa i Biologii, Szkota Gléwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

4. SUMARYCZNE WSKAZNIKI DOROBKU NAUKOWO-BADAWCZEGO

Wskazniki wg bazy danych Scopus (12.03.2021) lub wg punktacji czasopism, zgodnie z
komunikatem Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) na dany rok.

Liczba publikacji w czasopismach posiadajacych Impact Factor — 23 w tym 20 prac
oryginalnych i 3 prace przegladowe.
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Liczba rozdziatbw w monografiach — 3
Indeks Hirscha — 10

Sumaryczny Impact Factor — 96,670 (w tym 35,469 przypadajacych na niniejsze osiagnigcie
naukowe)

Suma punktow MNiSW — 1400 (w tym 615 przypadajacych na niniejsze osiggniecie
naukowe)

Sumaryczna liczba cytowan — 481 (w tym 174 przypadajace na niniejsze osiggnigcie
naukowe)

5. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2
USTAWY

5.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO I WYKAZ CYKLU PUBLIKACJI
STANOWIACYCH OSIAGNIECIE WRAZ Z DANYMI BIBLIOMETRYCZNYMI

Tytut osiggniecia naukowego: ,,Wplyw percepcji Swiatla i szlaku przekazywania sygnalu
zaleznego od LSD1 na rozwdj roslin i ich odpornos¢ na czynniki Srodowiskowe”

Cykl publikacji stanowigcych osiggniecie wraz z danymi bibliometrycznymi (kolejnosc
publikacji wynika z tematycznego opisu osiggnigcia)

P1 Czarnocka W., Karpinski S. (2018) Friend or foe? Reactive oxygen species production,
scavenging and signaling in plant response to environmental stresses. Free Radical
Biology and Medicine 122: 4-20
Punkty MNiSW o5+ IF2015 Liczba cytowan™
40 5,656 129
P2 Czarnocka W., Rusaczonek A., Willems P., Sujkowska-Rybkowska M., Van Breusegem
F., Karpinski S. (2020) Novel role of JACI in influencing photosynthesis, stomatal
conductance and photooxidative stress signalling pathway in Arabidopsis thaliana.
Frontiers in Plant Science 11: 1124
Punkty MNiSW 020+ 1F 2020 Liczba cytowan™
100 4,402 0
P3 Rusaczonek A., Czarnocka W., Willems P., Sujkowska-Rybkowska M., Van Breusegem
F., Karpinski S. (2021) Phototropin 1 and 2 influence photosynthesis, UV-C induced
photooxidative stress responses, and cell death. Cells 10: E200
Punkty MNiISW21 1F2021* Liczba cytowaﬁ**
140 4,366 0
P4 Rusaczonek A., Czarnocka W., Kacprzak S., Witon D., Slesak I, Szechynska-Hebda M.,
Gawronski P., Karpinski S. (2015) Role of phytochromes A and B in the regulation of cell
death and acclimatory responses to UV stress in Arabidopsis thaliana. Journal of
Experimental Botany 66: 6679-6695
Punkty MNiSWo;s+ IF 2015+ Liczba cytowan™
45 5,677 24
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P5 Bernacki M.J., Czarnocka W., Szechynska-Hebda M., Mittler R., Karpinski S. (2019)
Biotechnological potential of LSD1, EDSI, and PAD4 in the improvement of crops and
industrial plants. Plants (Basel) 8: 290
Punkty MNiISW019+ 1F2019* Liczba cytowaﬁ**
70 2,762 3
P6 Bernacki M.J.¥, Czarnocka W.*, Witon D., Rusaczonek A., Szechyfiska-Hebda M., Slesak
1., Dabrowska-Bronk J., Karpinski S. (2018) ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1
(EDS1) affects development, photosynthesis and hormonal homeostasis in hybrid aspen
(Populus tremula L. x P. tremuloides). Journal of Plant Physiology 226: 91-102
Punkty MNiISW>o18+ 1F2018* Liczba cytowaﬁ**
35 2,825 6
P7 Czarnocka W., Van Der Kelen K., Willems P., Szechynska-Hebda M., Shahnejat-
Bushehri S., Balazadeh S., Rusaczonek A., Mueller-Roeber B., Van Breusegem F.,
Karpinski S. (2017) The dual role of LESION SIMULATING DISEASE 1 as a condition-
dependent scaffold protein and transcription regulator. Plant, Cell and Environment 40:
2644-2662
Punkty MNiSW 0,7+ IF 2017+ Liczba cytowan™
45 5,415 12
P8 Czarnocka W., Fichman Y., Bernacki M., Rozanska E., Sanko-Sawczenko I., Mittler R.,
Karpinski S. (2020) FMOI1 is involved in excess light stress-induced signal transduction
and cell death signaling. Cells 9(10): 2163
Punkty MNISW 020+ 1F2020* Liczba cytowafl**
140 4,366 0

Podkresleniem nazwiska wskazano publikacje, w ktorych petnie role autora korespondujacego.

# rowny wktad autorow

* uwzgledniono punktacje czasopism z roku publikacji artykuléw, zgodnie z komunikatem Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) obowigzujacym w danym roku. Impact factor (IF) czasopisma z roku publikacji
artykulu podano zgodnie danymi dostgpnymi w Web of Science Core Collection.

** liczba cytowan (z autocytowaniami) wg bazy danych Scopus na dzien 12.03.2021

Podsumowanie danych bibliometrycznych publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

Sumaryczny Impact Factor (IF) 35,469
Sumaryczna liczba punktow wg wykazu czasopism naukowych MNiSW 615
Sumaryczna liczba cytowan wg bazy danych Scopus 174
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5.2. SYNTETYCZNE OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO I OSIAGNIETYCH
WYNIKOW

5.2.1. Wstep

Jednym z najwazniejszych czynnikow wplywajacych na rozwoj i wzrost roslin jest
swiatto. Jednak stosunkowo niewielka cze$¢ zaabsorbowanej energii $wietlnej jest
wykorzystywana przez rosliny do przeprowadzania procesu fotosyntezy (Foyer 1 in., 2012).
[lo§¢ zaabsorbowanej energii $§wietlnej, ktéra jest w nadmiarze 1 przekracza mozliwosci
wykorzystania jej w cyklu fotosyntetycznej redukcji wegla, nazywana jest nadmierng energia
wzbudzenia (ang. excess excitation energy, EEE). Nadmierna energia wzbudzenia jest jednym
z najbardziej szkodliwych czynnikow dla roslin, gdyz powoduje wzrost szybko$ci transportu
elektrondw, co prowadzi do zmian w stopniu utlenienia (zmian redoks) fotosyntetycznych
przekaznikow elektronow, przeprogramowania transkrypcji (Huang i in., 2019), wytworzenia
reaktywnych form tlenu (RFT) (Pospisil, 2016), zaburzenia homeostazy hormondéw i
metabolitow (Dietz, 2015) 1 uszkodzenia chloroplastow (Wituszynska i in., 2015). Jesli
nadmierna energia wzbudzenia nie zostanie rozproszona przez centrum reakcji fotosystemu II
(ang. photosystem II, PSII) lub karotenoidy w kompleksach zbierajacych $wiatto, dochodzi do
utworzenia stanu trypletowego chlorofilu, ktory reaguje z tlenem, dajac tlen singletowy ('02)
(Mullineaux i Baker, 2010). Niedostatecznie rozproszona nadmierna energia wzbudzenia moze
powodowac fotoinhibicje, czyli wywotang $wiatlem utrate aktywnosci transportu elektronéw
w PSII spowodowang degradacja biatka D1 w centrach reakcji PSII (Tyystjarvi, 2013).

Nadmiar energii wzbudzenia jest odbierany przez aparat fotosyntetyczny nie tylko w
wyniku ekspozycji na nadmierne nastonecznienie, ale takze w wyniku innych stresow
srodowiskowych, takich jak promieniowanie UV, czy susza (Wituszynska and Karpinski,
2013). W sytuacjach, w ktorych efektywnos$¢ fotosyntetyczna jest ostabiona przez stres,
wytwarzana jest nadmierna ilo§¢ RFT, takich jak tlen singletowy ('O2), anionorodnik
ponadtlenkowy (O:"), nadtlenek wodoru (H202) czy rodnik hydroksylowy ("OH), ktore
powoduja uszkodzenia komodrek poprzez utlenianie sktadnikow komorkowych: biatek,
pigmentow, kwasow nukleinowych i lipidow (P1). Jesli produkcja RFT przekracza zdolnos¢
ich usuwania przez enzymy antyoksydacyjne, prowadzi to do uszkodzenia elementéw aparatu
fotosyntetycznego, co moze skutkowa¢ §miercig komoérek, a w konsekwencji zmniejszeniem
biomasy roslinnej i plonu (Wituszynska i Karpinski, 2013). Stad tak wazne jest poszukiwanie
regulatorow $mierci komoérki oraz badanie szlakow przekazywania sygnatow uczestniczacych
W tym procesie.

Unikanie i rozpraszanie nadmiernej energii wzbudzenia to mechanizmy zapewniajace
przetrwanie ro$lin w zmiennych warunkach o$wietlenia. Strategie unikania obejmujg
przemieszczanie si¢ chloroplastow w obrgbie komorki 1 redukcje liczby centréw reakeji
fotosysteméw (Li i in., 2009). W odpowiedzi na zmieniajacg si¢ intensywnos$¢ $wiatla
chloroplasty przemieszczaja si¢ w kierunku $cian komorkowych peryklinalnych lub
antyklinalnych, aby odpowiednio wychwyci¢ wiecej swiatta lub unikna¢ jego nadmiaru. Na
ruch chloroplastow wplywa percepcja $wiatla poprzez fototropiny (receptory $wiatta
niebieskiego 1 promieniowania UV-A/B) 1 fitochromy (receptory $wiatta czerwonego 1 dalekie;j
czerwieni) oraz niereceptorowe biatko o nazwie J-domain protein required for chloroplast
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accumulation response 1 (JAC1) (Kong i Wada, 2016). Gatunek modelowy w biologii
eksperymentalnej roslin, rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana), posiada dwie
fototropiny, photl 1 phot2, ktore pelnig taka sama rolg w mechanizmie akumulacji
chloroplastow (Sakai i in., 2001). Jednak tylko phot2 jest zaangazowana w reakcj¢ unikania
$wiatta przez chloroplasty (Kagawa i in., 2001). Pomimo, Ze przemieszczanie si¢ chloroplastow
wywotane §wiatlem u roslin okrytonasiennych nie jest bezposrednio regulowane przez swiatto
czerwone, fitochromy A 1 B hamuja ruch chloroplastow w odpowiedzi na zwigkszenie
intensywnosci $wiatta w wyniku posredniej regulacji polegajacej na zwigkszeniu aktyno-
zaleznej ruchliwo$ci cytoplazmatycznej, zmianach w ekspresji genow oraz modyfikacji
stabilno$ci biatek (DeBlasio i in., 2003; Luesse i in., 2010). Relokacja chloroplastow u
rzodkiewnika pospolitego jest zalezna od krotkich widkien aktynowych zlokalizowanych
wzdhuz otoczki chloroplastu, ktore po indukcji §wiatlem umozliwiaja przemieszczanie si¢ tych
organelli. Ruch ten zalezy od aktywno$ci biatka JACI (Ichikawa i in., 2011). RoSliny
pozbawione funkcjonalnego biatka JAC1 (mutant jac/) majg chloroplasty zlokalizowane
wzdtuz antyklinalnych §cian komérkowych komorek mezofilu i pozbawione sg mozliwosci ich
akumulacji pod powierzchnig komorki w warunkach stabego o§wietlenia (Suetsugu i in., 2005).
Oprocz udziatu w procesie akumulacji chloroplastow, biatko JAC1 uczestniczy w regulacji
reakcji unikania przez chloroplasty nadmiaru §wiatla, poniewaz u mutanta jac/ zaburzona jest
organizacja filamentéw aktynowych (Ichikawa i in., 2011). Mimo, Zze znaczenie biatek
zaangazowanych w relokacje chloroplastow jest dobrze opisane w procesie percepcji Swiatla,
dotychczas nikt nie podjat si¢ zbadania ich roli w regulacji odpowiedzi roslin na stres nadmiaru
energii wzbudzenia i $mierci komorki. Bioragc pod uwage, ze percepcja $wiatlta 1 ruchy
chloroplastow sa niezwykle wazne w wywotanej przez nadmierng energi¢ wzbudzenia
fotoinhibicji 1 $mierci komorki, rola fototropin, fitochroméw 1 biatka JAC1 w reakcji na
nadmiar §wiatta wydaje si¢ by¢ istotna.

W toku ewolucji, oprécz reakcji unikania nadmiernej energii wzbudzenia rosliny
rozwinety mechanizmy jej rozpraszania, takie jak emisja Swiatta poprzez fluorescencje lub
ciepto w procesie niefotochemicznego wygaszania (ang. non-photochemical quenching, NPQ)
(Baker, 2008). Proces NPQ polega na przenoszeniu nadmiernej energii wzbudzenia w
kompleksach zbierajacych $wiatto z chlorofilu na karotenoidy, ktére rozpraszaja ja w postaci
ciepta podczas cyklu ksantofilowego (cykl wiolaksantyna - anteraksantyna - zeaksantyna (ang.
VAZ)) (Demmig-Adams i Adams, 2006). Nadmierna energia wzbudzenia moze zosta¢ rowniez
zneutralizowana poprzez cykl woda-woda i1 fotooddychanie (Asada, 1999). Eliminacja
elektronow w cyklu woda-woda polega na redukcji O> w fotosystemie I (PSI) do O™ (reakcja
Mehlera) oraz dalszej aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD), przeksztatcajaca O™ w H>O» 1 peroksydaza
askorbinianowa (ang. ascorbate peroxidase, APX), redukujaca H>O> do H>O (Asada, 1999).
Fotooddychanie to kolejny proces zuzywajacy nadmiar energii, ktéry zapobiega fotoinhibicji
aparatu fotosyntetycznego poprzez wykorzystanie wyprodukowanego ATP i rownowaznikéw
redukujacych, takich jak NADH 1 FADHo». Jedng z wad tego procesu jest wytwarzanie H>O»,
ktory musi zosta¢ wyeliminowany przez enzymy przeciwutleniajace, takie jak katalaza (ang.
catalase, CAT) (Mittler i in., 2004).

Jednak szlaki przekazywania sygnaléw, indukowane przez nadmierng energi¢
wzbudzenia i prowadzace do $mierci niektorych komoérek, mozna rowniez uzna¢ za korzystne,
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poniewaz umozliwiajg one redystrybucje sktadnikow odzywczych z uszkodzonych komorek
oraz zapoczatkowuja przekazywanie sygnatu do innych komorek i aklimatyzacje rosliny do
niekorzystnych warunkow (P1). RFT, powstajace w trakcie obumierania komorek, oprocz ich
uszkadzania sg waznymi czasteczkami sygnalowymi, ktore przygotowuja inne komoérki do
walki z kolejnym lub przedtuzajacym si¢ stresem (P1). Na przyklad, H>O:> jest transportowany
przez blony biologiczne przy udziale akwaporyn (Bienert i Chaumont, 2014) i wyzwala
odpowiedz systemowa na nadmierng energi¢ wzbudzenia, okreslang jako systemiczna nabyta
aklimatyzacja (ang. systemic acquired acclimation, SAA) (Karpinski 1 in., 1999). SAA jest
indukowana glownie przez zmiany stopnia utlenienia (zmiany redoks) elementéw uktadu
fotosyntetycznego i przejawia si¢ zmianami w ekspresji genow, prowadzac do aklimatyzacji
ro$liny (Karpinski i in., 1999).

Przekazywanie sygnatéw redoks w odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne odbywa
si¢ za posrednictwem skoordynowanego dziatania trzech biatek, LESION SIMULATING
DISEASE 1 (LSD1), ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1) i
PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 (PAD4) (Rustérucci i in., 2001; Miihlenbock i in., 2008).
Ro$liny pozbawione funkcjonalnego biatka LSD1 (mutant Isdl) zostaly poczatkowo
scharakteryzowane ze wzgledu na rozprzestrzenianie si¢ $§mierci komorki w odpowiedzi na
patogeny, ktore byto zalezne od akumulacji O>™ 1 kwasu salicylowego (Dietrich 1 in., 1994) lub
dhugiego/ciaglego fotoperiodu (Jabs i in., 1996). Mutant Isd/ wykazuje zmniejszong aktywnos¢
CAT przy braku stresu, a pod wptywem stresu biotycznego lub abiotycznego akumuluje H>O»,
po czym nastepuje niekontrolowana $mieré komoérek (ang. runaway cell death, RCD)
(Rustérucci i in., 2001; Mateo i in., 2004). Podwojny mutant Isd1/cao, ktéry ma zmniejszony
rozmiar anteny PSII, a tym samym zmniejszong zdolno$¢ pochtaniania swiatta spowodowang
mutacjag w genie kodujacym biatko o nazwie chloroplast signal recognition particle 43 kDa
(cpSRP43, cao), wykazuje odwrocenie fenotypu RCD u Isd1. Wskazuje to, ze $mieré komorki
u mutanta /sd/ zalezy od ilo$ci energii §wietlnej pochtonietej w nadmiarze przez kompleksy
zbierajace $wiatto (Mateo i in., 2004). Nieumiejetnos¢ powstrzymania $mierci komorki po jej
zainicjowaniu u mutanta /sd/ silnie zalezy takze od bialek EDS1 i PAD4, funkcjonalnych
regulatorow homeostazy RFT i hormonéw w odpowiedzi na stresy srodowiskowe (P1).
Mutacja w genach EDSI lub PAD4 jest w stanie zapobiec akumulacji H>O» i $mierci komorki,
obserwowanej u mutanta /sd/ (Rustérucci i in., 2001; Mateo i in., 2004; Miihlenbock 1 in.,
2008). Wykazano rowniez, ze produkcja HoO> u mutanta /sd! jest podwyzszona, gdy na rosliny
dziatajg czynniki zmniejszajace pule plastochinon, zwigzku bioragcego udziat w transporcie
elektronow w reakcjach zaleznych od $wiatta. Mechanizm ten jest zalezny od biatek EDSI i
PADA4, poniewaz wprowadzenie mutacji eds! lub pad4 do ro$lin Isd 1, skutkujacej podwojnymi
mutantami eds!/lsdl Tub pad4/Isdi, odwraca reakcje specyficzng dla /sd! w odpowiedzi na
zmniejszenie puli plastochinonu (Miihlenbock i in., 2008). Powyzsze wyniki wskazuja, ze
biatko LSD1 dziata jako negatywny regulator produkcji RFT i $mierci komorki wywolanej
przez nadmierng energi¢ wzbudzenia, a procesy te sg zalezne od biatek EDS1 1 PAD4.

Prace badawcze, ktore sg podstawa niniejszego osiggni¢cia, zostaty podjete przeze mnie
w roku 2014 jako rozszerzenie badan prowadzonych w trakcie studiow doktoranckich nad
odpornoscig roslin na stresy abiotyczne (doktorat obroniony w 2013 roku). Dostrzegtam
potrzebe dalszej analizy roli biatek odpowiadajgcych za percepcje swiatta i ruch chloroplastow
w regulacji odpornosci roslin na stresy srodowiskowe, zwlaszcza w kontekscie szlakow
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transdukcji sygnatéw zaangazowanych w §mieré¢ komorki, ktora przyczynia si¢ do strat w
rolnictwie. Co wigcej, pomimo wieloletnich badan nad szlakiem przekazywania sygnatow
nadmiernej energii wzbudzenia, holistyczna funkcja LSD1 1 funkcjonalnie zwigzanych z nim
biatek byta nadal niewystarczajaco poznana. Z uwagi na fakt, ze biatka LSD1, EDS1 i PAD4
biorg udzial w reakcji na zardwno stres biotyczny jak i abiotyczny, poznanie szlakéw
przekazywania sygnatow od nich zaleznych moze pomdc w odpowiedzi na pytanie, w jaki
sposOb odpornos¢ roslin na patogeny, aklimatyzacja do nadmiaru $wiatta 1 §mieré komorki sg
powigzane. Dlatego moim celem byto wyjasnienie roli biatka LSD1 w odpowiedzi na czynniki
srodowiskowe. Istnieja dowody wskazujace, ze biatko LSD1 reguluje aktywno$¢ niektorych
czynnikow transkrypcyjnych (Kaminaka i in., 2006) i zasugerowano, ze biatko to samo z siebie
dziala jako czynnik transkrypcyjny (Dietrich i in., 1997). Jednak doktadna funkcja molekularna
LSD1 byta do tej pory stabo poznana. Co wigcej, podczas moich studiéw doktoranckich
odkrytam, Zze gen kodujacy biatko FLAVIN-DEPENDENT MONOOXYGENASE 1 (FMO1)
jest znaczgco silniej eksprymowany w mutancie /sd/ niz w roslinach typu dzikiego, natomiast
stabiej w mutantach eds/ i pad4 (Wituszynska i in., 2013). To sktonito mnie do gl¢bszej analizy
funkcji biatka FMO1 w $mierci komorki zaleznej od biatek LSD1, EDS1 i PAD4. Podobnie,
znaczenie bialek LSD1, EDS1 i PAD4 w rozwoju ro$lin nie zostato kompleksowo wyjasnione.
Biorgc pod uwage ich wptyw na homeostaz¢ RFT 1 hormondw, jest wysoce prawdopodobne,
ze LSDI1, EDS1 i PAD4 biorg udzial w tym procesie. Jak dotad jedynymi opublikowanymi
informacjami sugerujacymi ich udzial w procesach rozwojowych, byly badania Miihlenbock i
wspotautorow (2007) wskazujace, ze LSD1, EDS1 i PAD4 reguluja tworzenie lizogenne;j
aerenchymy w zanurzonych w wodzie korzeniach.

Dlatego celem badan przedstawionych w niniejszym osiggni¢ciu naukowym byto
glebsze zbadanie roli, zarowno na poziomie molekularnym jak 1 fizjologicznym,
fotoreceptorow i regulatoréw ruchu chloroplastow (fototropin, fitochromow 1 biatka JAC1), a
takze funkcji biatka LSD1 1 innych regulatorow zaleznych od LSDI. Niniejsze osiggnigcie
naukowe sklada si¢ z o$miu artykutow, sze$ciu oryginalnych i dwoch przegladowych,
przedstawiajacych catkowicie nowe funkcje zaré6wno szlaku przekazywania sygnatow,
zaleznego od LSDI1, jak i regulatorow odpowiedzialnych za percepcje $wiatla oraz ruch
chloroplastow w odpowiedzi roslin na czynniki srodowiskowe. Wyniki zawarte w niniejszym
osiggnieciu naukowym zostaty opublikowane w prestizowych czasopismach, takich jak Plant,
Cell & Environment, Journal of Experimental Botany, Free Radical Biology and Medicine czy
Cells, co wskazuje na ich znaczenie dla spolecznosci biologdw eksperymentalnych roslin.
Niektore z powyzszych rozwazan zostaly przedstawione w nastepujagcym artykule

przegladowym:

P1. Czarnocka W., Karpinski S. (2018) Friend or foe? Reactive oxygen species production,
scavenging and signaling in plant response to environmental stresses. Free Radical Biology
and Medicine 122: 4-20

5.2.2. Cel pracy i hipotezy badawcze

Artykuly zaprezentowane w osiggnieciu naukowym stanowig realizacje nastepujacych
celow badawczych:
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1. Podsumowanie aktualnej wiedzy na temat produkcji, eliminowania i przekazywania
sygnaléw z udzialem RFT w odpowiedzi roslin na stresy Srodowiskowe, ze szczegolnym
uwzglednieniem ich roli w przekazywaniu sygnatow zaleznych od $wiatta 1 biatka LSDI
(artykut przegladowy P1).

2. Charakterystyka roli fotoreceptoréow i ruchu chloroplastéow w fotosyntezie, Smierci
komoérki i odpowiedzi aklimatyzacyjnej na nadmierna energie wzbudzenia. Swiatlo
stanowi kluczowy czynnik wplywajacy na fotosyntezg. Zatem fotoreceptory 1 biatka regulujace
ruch chloroplastow powinny mie¢ takze pewien wplyw na ten proces. Jednak ich rola w
regulacji fazy $wietlnej i asymilacji CO; nie zostata dotychczas w pelni wyjasniona. Jak dotad
nie przeprowadzono réwniez badan weryfikujacych potencjalny udzial fotoreceptoréw w
szlaku przekazywania sygnatow w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Biorgc pod uwage fakt,
ze percepcja swiatta i1 ruchy chloroplastow sa niezwykle wazne w zapobieganiu fotoinhibicji
powodowanej nadmierng energia wzbudzenia, postawilam hipoteze, ze fototropiny,
fitochromy i bialko JAC1 odgrywaja wazng role w regulacji $mierci komorki i odpowiedzi
aklimatyzacyjnej roslin na nadmierng energie wzbudzenia (artykuty oryginalne P2, P3 i
P4).

3. Zdefiniowanie roli bialka EDS1 u topoli oraz podsumowanie dotychczasowej wiedzy
dotyczacej roli bialek LSD1, EDS1 i PAD4 w rozwoju roslin i odpowiedzi na stres. Biorac
pod uwagg fakt, ze LSD1, EDS1 i PAD4 reguluja homeostaz¢ RFT i hormonéw w komorkach
roslinnych, postawilam hipoteze, Ze odgrywaja rowniez pewna rol¢ w rozwoju roslin.
Najnowsze doniesienia wykazaty ich wptyw na rozwdj nie tylko w roslinach zielnych, ale 1
drzewiastych (artykut przegladowy PS5 oraz artykut oryginalny P6).

4. Zdefiniowanie dokladnej funkcji molekularnej bialka LSD1 w szlaku przekazywania
sygnalow stresu oksydacyjnego i §mierci komorki. Do tej pory, molekularna funkcja biatka
LSDI pozostawata w duzej mierze nieznana. LSD1 posiada domeny palca cynkowego, ktére
mogg by¢ odpowiedzialne za wigzanie DNA i/lub bialek. Zatem postawiona przeze mnie
hipoteza zakladala, ze LSD1 jest regulatorem transkrypcji i w zaleznosci od statusu
redoks komorki oddzialuje z r6znymi bialkami, prowadzac do przekazywania sygnahu
(artykul oryginalny P7).

5. Charakterystyka roli bialka FMO1 w przekazywaniu sygnalu nadmiernej energii
wzbudzenia oraz $mierci komérki. Istnieje coraz wigcej dowodow wskazujacych, ze
systemiczna nabyta odporno$¢ (ang. systemic acquired resistance, SAR) w odpowiedzi na
stresy biotyczne oraz systemiczna nabyta aklimatyzacja (ang. systemic acquired acclimation,
SAA) w odpowiedzi na stresy abiotyczne aktywuja podobne mechanizmy komoérkowe i
wykorzystuja te same szlaki przekazywania sygnatéw. Jednak do tej pory zidentyfikowano
niewiele bialek, w tym LSD1, EDS1 i PAD4, bioracych udzial zarowno w procesie SAR, jak i
SAA. Ze wzgledu na prawdopodobny udziat biatka FMO1 w przekazywaniu sygnatow,
zaleznym od LSD1, EDS1 i PAD4, postawilam hipoteze, ze FMO1, wczesniej opisywany
jako regulator SAR, jest rowniez waznym elementem SAA (artykul oryginalny P8).
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5.2.3. Omowienie wynikow badan oraz metod ich wykorzystania

1. Produkcja i usuwanie RFT oraz przekazywanie sygnalu z ich udzialem w odpowiedzi
roslin na stresy Srodowiskowe, ze szczegéolnym uwzglednieniem roli RFT w
przekazywaniu sygnalu zaleznego od Swiatla i bialka LSD1

W artykule przegladowym (P1) przedstawitam aktualny stan wiedzy, w tym najnowsze
badania dotyczgce wytwarzania i metabolizmu RFT oraz szlakow przekazywania sygnatu z ich
udziatem. Praca koncentruje si¢, mi¢dzy innymi, na organellach komorkowych (chloroplasty,
peroksysomy, mitochondria, btona plazmatyczna, $ciana komoérkowa 1 retikulum
endoplazmatyczne), w ktorych RFT sg wytwarzane w odpowiedzi na r6zne czynniki stresowe.
Przeglad najnowszych doniesien literaturowych pozwolit na przedstawienie najbardziej
aktualnej wiedzy na temat uszkodzen wywotywanych przez RFT, a takze na temat systeméw
usuwania RFT. Jednak w tym artykule przegladowym potozytam nacisk na fakt, ze RFT nalezy
traktowa¢ rowniez jako wazne czasteczki sygnatowe, ktore reguluja lokalne i systemiczne
odpowiedzi aklimatyzacyjne i obronne. Omédwitam rowniez najnowsze odkrycia dotyczace
przekazywania sygnaléw redoks, w ktorych posredniczg biatka LSD1, EDS1 1 PAD4. Ponadto
przedyskutowalam niedawno odkryte wzajemne zaleznosci RFT, Ca®", sygnatow
hormonalnych i elektrycznych w SAR 1 SAA, dwdch procesach fizjologicznych niezbednych
do przetrwania i optymalnej produktywnosci roslin w niekorzystnych warunkach. Praca ta,
opublikowana w 2018 roku, zostala zauwazona w §rodowisku naukowym, o czym $wiadczy
duza liczba cytowan wynoszaca, wedtug bazy danych Scopus, 129.

Powyzsze rozwazania zostaly przedstawione w nastepujacym artykule:

P1. Czarnocka W., Karpinski S. (2018) Friend or foe? Reactive oxygen species production,
scavenging and signaling in plant response to environmental stresses. Free Radical Biology
and Medicine 122: 4-20

e MJ¢j wklad w t¢ prace polegatl na przeanalizowaniu dostgpnej literatury, napisaniu
manuskryptu oraz przygotowaniu grafik i rycin.

2. Fototropiny, fitochromy i bialko JAC1 maja wplyw na fotosynteze¢ i Smier¢ komorki
spowodowang nadmierng energig wzbudzenia oraz reakcje aklimatyzacyjne

Swiatlo jest kluczowym elementem oddziatujacym na fotosyntezg. W zwiazku z tym
fotoreceptory 1 regulatory ruchu chloroplastow powinny mie¢ pewien wptyw na ten proces.
Jednak, jak dotad, ich wptyw na faze¢ Swietlng i asymilacje COz nie zostal w petlni wyjasniony.
Dlatego celem moich badan bylo przeanalizowanie roli receptorow $wiatla niebieskiego,
fototropin 1 i 2 (photl i phot2), receptorow $wiatla czerwonego i1 dalekiej czerwieni,
fitochroméw A 1 B (phyA i phyB) oraz niereceptorowego biatka JAC1 w regulacji fotosyntezy.

Wyniki moich badan po raz pierwszy pokazaty, ze biatko JAC1 negatywnie wplywa na
intensywnos$¢ fotosyntezy 1 zawartos$¢ barwnikéw fotosyntetycznych, gdyz rosliny pozbawione
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funkcjonalnego JAC1 (mutanty jacl) mialy podwyzszong warto$¢ maksymalnej wydajnosci
kwantowej PSII (F\/Fm) 1 wigcej centréw reakcyjnych PSII, czemu towarzyszyta podwyzszona
zawarto$¢ catkowitego chlorofilu i wyzsza ekspresja genow kodujacych podjednostki
komplekséw zbierajacych $wiatto (P2). Ponadto udowodnitam, ze JAC1 negatywnie wplywa
na tempo pobierania przez ros$ling CO,. Podwyzszona asymilacja CO2 u mutanta jacl byta
najprawdopodobniej spowodowana zahamowaniem ruchu chloroplastéw u tego mutanta
(Suetsugu 1 in., 2005). Wykazano bowiem, ze lokalizacja chloroplastow w poblizu $cian
komorkowych przylegajacych do przestrzeni miedzykomorkowych pozytywnie koreluje z
asymilacja CO,, poprzez zmiane¢ dlugosci S$ciezki dyfuzji tego gazu z przestrzeni
migdzykomorkowych do chloroplastu (Terashima i in., 2006). Dlatego droga dyfuzji CO> do
stromy chloroplastow moze by¢ krdétsza u mutanta jacl, w poréwnaniu z ro§linami kontrolnymi.
Zwigkszonej szybkosci asymilacji CO; u mutanta jacl towarzyszylo podwyzszone
przewodnictwo pary wodnej i wigksza rozwartos¢ szparek (P2). Przeprowadzone przeze mnie
profilowanie transkryptomiczne wykazalo, ze wiele genow, eksprymowanych w komodrkach
szparkowych, kodujacych biatka zaangazowane w ruchy aparatow szparkowych, wykazywato
zwiekszong transkrypcje w mutancie jacl, w porownaniu do roslin typu dzikiego (P2). Ta
obserwacja wskazuje, ze biatko JAC1 ma wptyw na przewodnictwo szparkowe i1 szybko$¢
pobierania CO». Odkrycia te rzucaja nowe $wiatlo na role jednego z najwazniejszych
regulatorow fotorelokacji chloroplastow, wskazujac, ze jego funkcja jest znacznie bardziej
ztozona niz wczesniej sadzono.

Pomimo, ze dotychczas przeprowadzono wiele badan dotyczacych roli fototropin w
regulacji ruchu chloroplastow, wptyw photl i phot2 na wydajno$¢ fotosyntezy nie zostat
wystarczajgco opisany. Wyniki moich badan wykazaty pewien wpltyw fototropin na faze
fotosyntezy zalezng od $wiatla 1 przewodnictwo aparatow szparkowych (P3). Parametr qP,
ktory wskazuje na proporcje centrow reakcji PSII, ktore sg otwarte, byl nizszy u podwojnego
mutanta photl/phot2, w pordwnaniu do roslin typu dzikiego. Ponadto, okazato si¢, ze catkowita
zawarto$¢ chlorofilu byla znaczaco nizsza u mutantéw phot2 1 photl/phot2, w pordwnaniu z
typem dzikim i korelowata ze zmniejszong zawartoscig karotenoidéw. Moze to sugerowaé
ogblnie mniejszy rozmiar anteny fotosyntetycznej u mutantow phot2 i photl/phot2, jako
mechanizm fotoprotekcyjny (P3). Wyniki te wskazuja, ze biatko phot2 razem z photl
pozytywnie wplywaja na zawarto$¢ barwnikoéw fotosyntetycznych 1 wydajnos¢ reakcji
fotochemicznych. Przeprowadzone przeze mnie profilowanie transkryptomiczne wykazato, ze
ekspresja genow kodujacych podjednostki komplekséw zbierajacych $wiatto, wigzacych
chlorofil a 1 b, byta znacznie podwyzszona u mutantow phot2 i photl/phot2, w pordwnaniu z
typem dzikim, co moze sugerowac sposob na rekompensate stosunkowo niewielkiej anteny w
tych mutantach (P3). Ponadto, wydajno$¢ niefotochemicznego wygaszenia byla nizsza u
mutantow photl i photl/phot2, co odpowiadato nizszemu stopniowi deepoksydacji ksantofili.
Sugeruje to, ze w mutantach fototropin zaabsorbowana energia zostata wykorzystana raczej na
reakcje fotochemiczne niz na niefotochemiczne wygaszanie. Co wazne, wykazatam, ze istnieje
pozytywna zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig fototropin a gestos$cig aparatow szparkowych
(P3). Wptyw fototropin na otwieranie aparatow szparkowych zostat juz opisany (Takemiya i
in., 2016), ale po raz pierwszy pokazatam, ze receptory te regulujg rowniez liczbe aparatow
szparkowych. Zalezno$¢ liczby aparatow szparkowych od aktywnos$ci obu fototropin byla
addytywna, poniewaz podwdjny mutant photl/phot2 wykazywal nizsza gesto$¢ aparatéw
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szparkowych prawie o potowg, w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego. Korzystajac z
profilowania transkryptomicznego wykazaliSmy réwniez, ze niektore geny, kodujace biatka
zaangazowane w rozwoj aparatéow szparkowych podlegaja znacznej deregulacji u mutanta
photl/phot2. Udowodnitam réwniez mniejsza akumulacje biomasy u mutanta photl/phot2
(P3), co moze wynika¢ z zaobserwowanej przeze mnie redukcji gestosci aparatow szparkowych
1 zwijania lisci, ale takze zmniejszonej grubos$ci lisci opisanej wczesniej (Lopez-Juez 1 in.,
2007).

Kolejnym celem moich badan byto sprawdzenie mozliwej roli fitochroméw, receptorow
$wiatta czerwonego i dalekiej czerwieni, w reakcjach fotosyntetycznych i asymilacji COo.
Istotnym odkryciem w tej czgs$ci mojego osiggniecia naukowego bylo wykazanie nizszej
aktywnosci fotosyntetycznej u mutanta phyB, co bylo zwigzane ze zmniejszong zawartoscia
chlorofili 1 karotenoidow (P4). Te wyniki sg zbiezne z dowiedziong wczesniej rolg zardowno
phyA, jak i phyB, w wigzaniu czynnikow oddziatujacych z fitochromami (ang. phytochrome-
interacting factors, PIF), ktore regulujg szlaki biosyntezy chlorofilu (Moon i in., 2008).
Ponadto, istotne statystycznie zmniejszenie zawartosci fotoprotekcyjnego -karotenu u mutanta
phyB moglto by¢ przyczyng jego wigkszej podatnos$ci na opisang w dalszej czesci $mieré
komorki, indukowang promieniowaniem UV. Nizszej zawartosci barwnikow
fotosyntetycznych u mutanta phyB, w pordwnaniu z typem dzikim, towarzyszyta zwigkszona
ekspresja genéw kodujacych podjednostki komplekséw zbierajacych swiatto (P4), co sugeruje
rekompensat¢ zmniejszonej wydajnosci fotosyntezy u tych roslin. Podsumowujac, ta czes$¢
mojego osiggni¢cia naukowego wykazala, ze fitochromy, gtownie phyB, pozytywnie wplywaja
na wydajnos$¢ fazy fotosyntezy zaleznej od $wiatta. Co wigcej, moje wyniki wykazaty, ze
szybko$¢ asymilacji CO; byla zmniejszona u mutantow phyA i phyB, a jeszcze bardziej u
podwdjnego mutanta phyA/phyB, w porownaniu z roslinami typu dzikiego (P4). Obnizona
asymilacja CO> u mutantow phyB i phyA/phyB korelowala z istotnie nizszg przewodnoscig pary
wodnej 1 gestoscig aparatow szparkowych. Rola phyB w wymianie gazowej i rozwoju aparatow
szparkowych zostata wykazana wcze$niej (Boccalandro i in., 2009; Casson i in., 2009), ale
dodatkowa rola phyA jako pozytywnego regulatora wymiany gazowej jest istotng nowoscia,
zwlaszcza biorac pod uwage, ze spadek asymilacji CO2, przewodnictwa szparkowego i
zahamowania wzrostu ro$lin byty najbardziej widoczne u podwojnego mutanta phyA/phyB.

Ruch chloroplastow jest waznym mechanizmem unikania nadmiernej energii
wzbudzenia. Zatem kolejnym zadaniem w toku moich badan bylo okreslenie roli fototropin,
fitochromoéw 1 biatka JAC1 w aktywacji odpowiedzi aklimatyzacyjnej, wywolanej stresem
oksydacyjnym. Wykazano, ze promieniowanie UV powoduje uszkodzenie PSII podobne do
tego, ktore obserwuje si¢ przy ekspozycji na intensywne $wiatto (Ohnishi 1 in., 2005). Stres
oksydacyjny i zmiany w obrebie chloroplastow to pierwsze obserwowane objawy stresu
spowodowanego promieniowaniem UV (Wituszynska i in., 2015). Dlatego ekspozycja na
promieniowanie UV jest wygodng metoda badania wptywu okreslonych regulatoréw na
fotoinhibicjg, fotooksydacyjng odpowiedz na stres oraz $mier¢ komorki.

Moim najwi¢ckszym osiggnigciem w tej czesci badan byto wykazanie nowej funkcji
biatek photl, phot2, phyA, phyB i JAC1 w regulacji zawartosci H>O, w li§ciach, aktywnosci
enzymoOw przeciwutleniajacych 1 $§mierci komorki po stresie fotoksydacyjnym, wywolanym
promieniowaniem UV (P2, P3 i P4). Smier¢ komérki zaindukowana ekspozycja na UV byta
bardziej dostrzegalna w roslinach pozbawionych funkcjonalnych biatek photl, phot2, phyB i
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JACI1, co wskazuje, ze biatka te dzialajg jako pozytywne regulatory aklimatyzacji roslin do
stresu fotooksydacyjnego. Ponadto, mutanty phot1, phot2, phyA, phyB ijacl, poddane dziataniu
UV, wykazywaly wieksza wydajno$¢ fotosyntezy, w poréwnaniu z typem dzikim, co sugeruje,
ze aktywnos¢ fototropin, fitochroméw, a takze JAC1 negatywnie wplywa na ochrong PSII
przed stresem oksydacyjnym. Mutanty phot, phy ijacl, poddane dziataniu promieniowania UV,
miaty nizszg zawartos¢ H>O», co u wigkszosci mutantow korelowato ze zmniejszong
aktywnos$cig enzymow antyoksydacyjnych. Wyniki te sg pierwszym doniesieniem, ze
fototropiny, fitochromy i JAC1 wplywaja na aktywnos$¢ systemu antyoksydacyjnego. Jednak
zmniejszona zawartos¢ RFT u badanych mutantow nie byta w stanie zahamowac postepujace;j
$mierci komorki. Moze to sugerowaé, ze produkcja RFT w tych roslinach nie jest kluczowym
czynnikiem odpowiedzialnym za $mier¢ komorki. Dlatego regulacja zawartosci RFT przez
fototropiny, fitochromy i biatko JACI jest raczej czescig bardziej wyrafinowanego systemu
przekazywania sygnatu stresu.

Podsumowujac, pozytywnie zweryfikowalam hipoteze, ze fototropiny, fitochromy i
bialko JAC1 odgrywaja wazna role¢ w regulacji Smierci komorki i odpowiedzi
aklimatyzacyjnej roslin na nadmierng energie wzbudzenia. Z szerszej perspektywy prace
te dowodza, ze zmiany w pozycjonowaniu chloroplastow w obrebie komorki zalezne od
fototropin, fitochroméw 1 biatka JAC1 wpltywaja na wydajnos¢ fotosyntetyczng roslin,
zawarto$¢ HoO, w lisciach, aktywno$¢ enzymoéw przeciwutleniajacych i $mier¢ komorki po
stresie fotoksydacyjnym (Ryc. 1).
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie wptywu fototropin (photl i phot2), fitochromoéw (phyA i phyB) i biatka
JACI na fotosynteze, przewodno$¢ szparkowa (A), zawartos¢ H,O; 1 aktywno$¢ enzymow przeciwutleniajacych
w liciach oraz $mier¢ komorki indukowanag stresem fotooksydacyjnym (B).
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Przedstawione powyzej wyniki zostaty opublikowane w nastepujacych artykutach:

P2. Czarnocka W., Rusaczonek A., Willems P., Sujkowska-Rybkowska M., Van Breusegem
F., Karpinski S. (2020) Novel role of JAC1 in influencing photosynthesis, stomatal conductance

and photooxidative stress signalling pathway in Arabidopsis thaliana. Frontiers in Plant Science
11: 1124

e MJ¢j wkiad w te prace polegat na sformutowaniu hipotez badawczych, zaplanowaniu
eksperymentdw, pomiarze zawartoSci nadtlenku wodoru oraz barwnikow
fotosyntetycznych, analizie aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych, przygotowaniu
RNA do sekwencjonowania (RNAseq), analizie funkcjonalnej danych RNAseq,
przeprowadzeniu reakcji PCR w czasie rzeczywistym oraz napisaniu manuskryptu. Jako
autor korespondujacy odpowiadatam na recenzje oraz ostatecznie zredagowatam
manuskrypt po recenzjach.

P3. Rusaczonek A., Czarnocka W., Willems P., Sujkowska-Rybkowska M., Van Breusegem
F., Karpinski S. (2021) Phototropin 1 and 2 influence photosynthesis, UV-C induced
photooxidative stress responses, and cell death. Cells 10: E200

e Moj wkiad w te prace polegat na sformutowaniu hipotez badawczych, zaplanowaniu
eksperymentdéw, przeprowadzeniu pomiaru wielkosci roslin, suchej masy, gestosci
aparatow szparkowych, wydajnosci zuzycia wody, analizie zawarto$ci nadtlenku
wodoru i aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych oraz przygotowaniu rycin.

P4. Rusaczonek A., Czarnocka W., Kacprzak S., Witon D., Slesak L., Szechynska-Hebda M.,
Gawronski P., Karpinski S. (2015) Role of phytochromes A and B in the regulation of cell death

and acclimatory responses to UV stress in Arabidopsis thaliana. Journal of Experimental
Botany 66: 6679-6695

e Moj wkiad w te prace polegal na zaplanowaniu eksperymentow, analizie $§mierci
komorki, pomiarze parametrow fotosyntetycznych, przeprowadzeniu analiz
transkryptomicznych oraz napisaniu manuskryptu.

3. Bialka LSD1, EDS1 i PAD4 odgrywaja wazng role w rozwoju roslin i odpowiedzi na
stres nie tylko u roslin zielnych, ale takze u roslin drzewiastych

Wplyw biatek LSD1, EDS1 1 PAD4 na odpornos¢ roslin na stres czyni je dobrymi
kandydatami do przetestowania w programach hodowlanych roslin uprawnych. W artykule
przegladowym dotyczacym potencjatu biotechnologicznego LSDI, EDSI i1 PAD4 (PS)
omowilismy korzys$ci wynikajace z modyfikacji tych genow w kontekscie wyzszej produkcji
biomasy i1 plonu nasion oraz odpornos$ci na stresy srodowiskowe. Nasze badania dowiodty, ze
biatko LSD1, wraz z EDS1 1 PAD4 poza tym, ze petni wazng role w odpowiedzi rosliny na
stres abiotyczny 1 biotyczny, ma rowniez wptyw na procesy warunkujace kondycje roslin, takie
jak fotosynteza, efektywnos¢ wykorzystania wody, homeostaza RFT i hormonow (Wituszynska
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1in.,201312015). Geny LSD1, EDS1 1 PAD4 zidentyfikowano u wielu gatunkow roslin, w tym
ro$lin uprawnych, takich jak Oryza sativa (ryz), Solanum lycopersicum (pomidor), Vitis
vinifera (winoro$l), Pisum sativum (groch) czy Gossypium barbadense (bawetna) (P5).
Wyciszenie genu LSDI w ryzu prowadzito do powstawania charakterystycznych uszkodzen,
dowodzacych, ze LSD1 w ryzu jest takze negatywnym regulatorem $mierci komorki, podobnie
jak urzodkiewnika pospolitego (Wang i in., 2005). Biatka LSD1 u grochu i pszenicy sa rowniez
zaangazowane w regulacje $mierci komoérki (He 1 in., 2011; Guo i in., 2013). Ponadto, ortologi
EDS1 i PAD4 w winorosli mialy taki sam wplyw na odporno$¢ roslin, jak u rzodkiewnika
pospolitego (Gao i in., 2010). Dowiedziono, ze ekspresja gendéw EDSI i PAD4 w baweknie byta
silnie indukowana w odpowiedzi na patogeny, a wyciszanie EDS/ skutkowalo znacznym
zmniejszeniem akumulacji H2Oz 1 kwasu salicylowego (Zhang i in., 2012; Yan i in., 2016).
Wykazano réwniez, ze EDS1 u pomidora bierze udzial w akumulacji kwasu salicylowego,
poniewaz jego poziom byt znacznie obnizony w mutantach eds/ pomidora, ktére miaty takze
zaburzong opornos¢ na patogeny wirusowe i bakteryjne (Hu 1 in., 2005).

W artykule przegladowym (P5) omowilismy réwniez nowe odkrycia zwigzane z
zastosowaniem zmian w ekspresji LSD1, EDSI 1 PAD4 w modyfikowaniu wtasciwosci roslin
zielnych 1 drzewiastych do réznych zastosowan biotechnologicznych. Na przykiad biatka
LSDI1, EDSI i PAD4 reguluja tworzenie lizogennej aerenchymy w korzeniach roslin w
odpowiedzi aklimatyzacyjnej na niskg dostepnosc¢ tlenu w glebie, np. w czasie zalania systemu
korzeniowego. Bialka LSD1, EDS1 1 PAD4 wykazaly roéwniez wpltyw na sktad $cian
komorkowych 1 strukture drewna topoli (Szechynska-Hebda i in., 2016). Wzrost zawartosci
hemicelulozy 1 obnizenie zawartosci celulozy 1 ligniny zmniejszyly stabilnos¢ drewna linii
topoli z wyciszonym genem LSD /. Umozliwiato to jednocze$nie tatwiejsza degradacje drewna,
w poréwnaniu z drewnem drzew typu dzikiego, co moze mie¢ znaczenie w zastosowaniach
przemystowych. W przeciwienstwie do linii topoli z wyciszonym LSDI, §ciana komérkowa
linii z wyciszonym PAD4 zawierata wigcej celulozy i ligniny, a poprzez to byta odporniejsza
na degradacj¢. Z gospodarczego punktu widzenia, produkcja papieru i bioetanolu z tatwiej
rozkladajacego si¢ drewna jest mniej szkodliwa dla srodowiska.

Prowadzac bardziej szczegdtowe badania na liniach topoli z wyciszonym EDSI
wykazalismy, Ze nizsza aktywno$¢ EDS1 ma takze wptyw na wzrost topoli (P6). Linie topoli z
wyciszonym EDSI tworzyty wiecej pedéw bocznych. Wyniki te poszerzaja tradycyjny poglad
narol¢ EDS1 w obronie i aklimatyzacji, poprzez udowodnienie jego wptywu na wzrost i rozwdj
roslin. Udziat EDS1 w ksztattowaniu cech morfologicznych moze by¢ spowodowany dobrze
opisang rolg tego biatka w regulacji homeostazy RFT i hormonéw. Wykazano, ze biatka LSD1,
EDS1 i PAD4 biorg udzial w szlakach przekazywania sygnatéw zaleznych od RFT i kwasu
salicylowego (Rustérucci i in., 2001; Mateo i in., 2004; Wituszynska i in., 2013), ktorych rola
podczas wzrostu i rozwoju roslin jest juz dobrze poznana (Rivas-San Vicente i Plasencia, 2011;
Mhamdi i Van Breusegem, 2018; Koo i in., 2020). Linie topoli z wyciszonym genem EDS/
produkowaty mniej H>O> 1 kwasu salicylowego (P6). Przeprowadzona przeze mnie analiza
transkryptomiczna wykazata, ze wiele genéw kodujacych biatka zaangazowanych w regulacje
rozwoju roslin oraz kontrole¢ homeostazy RFT i hormonow, miato zmieniong ekspresj¢ w linii
z wyciszonym EDS1 w poréwnaniu do drzew typu dzikiego. Stosunkowo duzo byto wsérod nich
genow kodujacych biatka metabolizujace, transportujace 1 przekazujace sygnaty z udziatem
auksyn i cytokinin (P6). Auksyny dziatajg jako sygnatl hamujacy rozwoj pedéw bocznych,
podczas gdy cytokininy wykazuja dziatanie przeciwne (Miiller i Leyser, 2011). Dlatego rola
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biatka EDS1 w regulacji cech morfologicznych topoli moze by¢ zwigzana z regulacja
homeostazy tych hormonéw. Biatko EDSI nie posiada domen wigzacych DNA, stad jego
wpltyw na ekspresje genow jest raczej posredni. Co ciekawe, w rzodkiewniku pospolitym EDS1
oddziatuje w jadrze komorkowym z biatkiem LSDI, ktére zostato opisane jako regulator
transkrypcji (P7), co wskazuje na mozliwa role EDS1 w posredniej regulacji ekspresji genow.
Ponadto, wyniki tej czesci moich badan wykazaty, ze biato EDS1 wplywa negatywnie
na sprawnos¢ dziatania PSII, wymiang gazowa, asymilacje CO; i zawartos¢ chlorofilu w
lisciach topoli, co moze by¢ zwigzane z akumulacjg kwasu salicylowego zalezng od EDSI.
Mutanty rzodkiewnika pospolitego majace wysoka zawarto$¢ kwasu salicylowego wykazywaty
zmniejszong wydajnos¢ PSII, zmniejszong przewodno$¢ szparkowa i nizsza wydajnosé
asymilacji CO; (Mateo i in., 2006). Podobnie, drzewa hybrydowe Populus tremula x P. alba,
akumulujace duze ilosci kwasu salicylowego, dzigki ekspresji bakteryjnej syntazy tego
hormonu, miaty obnizong wydajnos¢ fotosyntezy, nizsze przewodnictwo szparkowe i szybko$¢
transpiracji (Xue 1 in., 2013). Dlatego wplyw biatka EDS1 na parametry fotosyntezy,
transpiracj¢ 1 asymilacje¢ mozna powigza¢ z zmieniong zawarto$cig kwasu salicylowego. W
drzewach z wyciszong ekspresjg genu EDS1, ilo$¢ H2O> w lisciach byta mniejsza i korelowata
z wyzsza wydajnoscig fotosyntezy, jako, ze dowiedziono korzystny wplyw obnizonego stezenia
RFT na aparat fotosyntetyczny (Foyer i in., 2012). Co wiecej, zaobserwowano takze wzrost
aktywnosci SOD i CAT w liniach z wyciszonym EDSI, w poroéwnaniu z roslinami typu
dzikiego, co wskazuje, ze nizsza ekspresja EDSI przyczynia si¢ do wydajniejszej dysmutacji
02" do H20> oraz zwigkszonego rozktadu H>O2 do H2O. Wyzsza aktywno$¢ CAT w drzewach
z wyciszonym EDSI byla zwigzana ze zwigkszong ekspresja genu CATALASE 2 (CAT2).
Podobne wyniki dla ilosci RFT 1 aktywno$ci CAT otrzymatam w moich poprzednich badaniach
na rzodkiewniku pospolitym (Wituszynska i in., 2015). Wyniki tej czgsci mojego osiggnigcia
naukowego wskazuja na wazng role bialka EDS1 w regulacji homeostazy RFT nie tylko u
rzodkiewnika, ale takze u ro$lin drzewiastych. Co ciekawe, pokazalismy, ze aktywno$¢ EDS1
u topoli przyspiesza starzenie liSci 1 zmiany w aparacie fotosyntetycznym jesienig, w
koncowym okresie sezonu wegetacyjnego. U rzodkiewnika pospolitego biatko EDS1 fizycznie
oddziatuje z regulatorem starzenia, SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 101 (SAG101) (He
i Gan, 2002; Feys i in., 2005). Wystepowanie tej interakcji nie zostato jeszcze zweryfikowane
u topoli, ale nie mozna odrzuci¢ go jako sposobu regulacji tempa starzenia si¢ lisci. Co wigcej,
z uwagi na to, ze EDS1 w rzodkiewniku pozytywnie reguluje $mier¢ komoérek wywolang
roznymi stresami (Rustérucci i in., 2001; Chen i in., 2015; Wituszynska i in., 2015), a starzenie
sie lisci wigze si¢ takze ze $miercig komorek (Wu 1 in., 2012), opéznione starzenie w liniach z
wyciszong ekspresja genu EDSI moze wskazywaé, ze EDS1 pozytywnie wptywa na $mier¢
komorki u topoli, podobnie jak jego ortolog u rzodkiewnika. Zatem z aplikacyjnego punktu
widzenia, cennymi cechami moga by¢ zwigkszona asymilacja CO2 1 wydajnos¢ fotosyntezy
oraz opdznione procesy starzenia w liniach topoli z wyciszonym genem EDSI (Ryc. 2) (P6).
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EDS1
H,0, auxin/cytokinin
leaf senescence SA signalling
photosynthesis tree branching

Rycina 2. Schematyczne przedstawienie wplywu biatka EDS1 na cechy morfologiczne i fizjologiczne drzew
topoli. SA — kwas salicylowy (z ang. salicylic acid).

Przedstawione powyzej wyniki zostaty opublikowane w nastepujacych artykutach:

PS. Bernacki M.J., Czarnocka W., Szechynska-Hebda M., Mittler R., Karpinski S. (2019)
Biotechnological potential of LSDI1, EDSI, and PAD4 in the improvement of crops and
industrial plants. Plants (Basel) 8: 290

e Moj wkiad w te prace polegal na pisaniu manuskryptu.

P6. Bernacki M.J.*, Czarnocka W.*, Witon D., Rusaczonek A., Szechynska-Hebda M., Slesak
1., Dabrowska-Bronk J., Karpinski S. (2018) ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1
(EDS1) affects development, photosynthesis and hormonal homeostasis in hybrid aspen
(Populus tremula L. x P. tremuloides). Journal of Plant Physiology 226: 91-102

# rowny wktad autorow

e Mo wkiad w te prace polegat na sformutowaniu hipotez badawczych, zaplanowaniu
eksperymentoéw, przygotowaniu RNA do sekwencjonowania (RNAseq), analizie
funkcjonalnej danych RNAseq, analizie statystycznej rezultatow qPCR oraz pisaniu

manuskryptu.

4. LSD1 jest bialkiem we¢zlowym i regulatorem transkrypcji zaleznym od statusu redoks

Od czasu jego odkrycia, ponad dwie dekady temu, jako waznego regulatora §mierci
komorki, rola biatka LSD1 byta intensywnie badana pod katem roli w reakcji na stresy zar6wno
biotyczne, jak i abiotyczne. Jednak molekularny mechanizm dziatania LSD1 pozostawal
nieuchwytny i pomimo jego znaczenia w regulacji $mierci komorki 1 aklimatyzacji roslin,
bardzo niewiele byto wiadomo na temat szlakow przekazywania sygnatow angazujacych biatko
LSD1. Biatko to posiada trzy domeny palca cynkowego (ang. Zn-finger domains) na swoim N-
koncu. Zostato udowodnione, ze tego typu domeny posrednicza w interakcji danego biatka z
partnerami bialkowymi oraz w wigzaniu DNA i/lub RNA, a biatka zawierajace domeny palca
cynkowego odgrywaja wazng role w transdukcji sygnatu, rozwoju roslin i $mierci komorki
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(Ciftci-Yilmaz 1 Mittler, 2008). Domeny typu palca cynkowego w biatku LSD1 zostaty
sklasyfikowane jako typ C2C2, ktory jest charakterystyczny dla niektorych czynnikéw
transkrypcyjnych (Gupta i in., 2012). Dlatego postawitam hipotezg, ze LSD1 dziata jako biatko
szkieletowe i/lub regulator transkrypcji. W kolejnej fazie moich badan podjetam probe
zdefiniowania funkcji molekularnej biatka LSD1, co bylo niezbedne dla lepszego zrozumienia
mechanizmu $mierci komoérki u roslin. Zastosowalam rozne techniki molekularne, ktore
umozliwily scharakteryzowanie subkomorkowej lokalizacji LSD1 i biatek oddziatujacych z
LSD1 in vivo, zardwno przy braku stresu, jak i w czasie stresu oksydacyjnego. Ponadto moim
celem bylo zidentyfikowanie gendow regulowanych przez aktywnos$¢ LSD1 i ocena, czy LSD1
moze dziata¢ jako regulator transkrypcji.

Wykazatam, ze biatko fuzyjne LSDI1-GFP, pod kontrola endogennego promotora
pLSD1, zostalo wykryte w cytoplazmie i jadrze komérkowym (P7). Ponadto, okazato sig, ze
LSD1 tworzy homodimery zlokalizowane gléwnie w jadrze komorkowym, ale wystepujace
takze w cytoplazmie. Genetyczna wspotzaleznos¢ biatek LSD1, EDS1 i PAD4 w regulacji
$mierci komorki zostata dobrze udokumentowana (Wituszynska 1 in., 2013 1 2015), dlatego
chciatam sprawdzi¢, czy biatko LSDI1 jest w stanie fizycznie oddziatywac in vivo z biatkami
EDS1 1 PADA4. Przeprowadzone przeze mnie doswiadczenie bimolekularnej komplementacji
fluorescencji (ang. Bimolecular Fluorescence Complementation, BiFC) potwierdzito wykazang
wczesniej homodimeryzacj¢ biatka EDS1 1 bezposrednie oddziatywanie EDS1 z PAD4 (Feys 1
in., 2001; Zhuiin., 2011). Co najwazniejsze, wykazatam interakcje LSD1 z EDS1 (P7). Jednak
podczas moich badan nie udato si¢ wykry¢ zadnych heterodimeréw LSD1-PAD4, co wskazuje,
ze wplyw biatka LSD1 na regulowang przez PAD4 $mier¢ komorki moze zachodzi¢ poprzez
ich wspolnego partnera — biatko EDS1.

Odkryta bezposrednia interakcja pomiedzy biatkami LSD1 i EDSI umozliwita
postawienia hipotezy, ze istnieje wigcej biatlek oddziatujacych z LSDI1 in vivo.
Rozprzestrzenianie si¢ $mierci komoérki u mutanta rzodkiewnika pospolitego pozbawionego
funkcjonalnego biatka LSDI1 (mutant /sd/) bylo skorelowane z akumulacja RFT (Jabs i in.,
1996; Wituszynska i in., 2013 1 2015). Z tego powodu przeanalizowatam biatka wchodzace w
interakcje z LSD1 zard6wno w warunkach braku stresu, jak i podczas stresu oksydacyjnego.
Oczyszczanie kompleksow biatkowych metoda Tandem Affinity Purification (TAP), pozwolito
wykazag¢, ze interakcje LSD1 z innymi biatkami zaleza od warunkéw. Oddzialywania tworzone
przez biatko LSD1 przy braku stresu okazaly si¢ inne, niz podczas stresu oksydacyjnego (P7).
Analiza biatek metoda spektrometrii mas doprowadzita do zidentyfikowania 38 nowych biatek
wchodzacych w interakcje z LSDI1, odpowiednio 25 i 16 bialek oddziatujacych z LSD1 w
warunkach kontrolnych 1 stresu oksydacyjnego, z jedynie trzema biatkami wspdélnymi (P7).
Pozwolilo to na pozytywne zweryfikowanie hipotezy, ze LSD1 oddzialuje z réznymi
bialkami w zaleznosci od statusu redoks komorki (Ryc. 3). Wyniki te wskazaty takze, ze
LSD1 dziata jako biatko weztowe posredniczace w interakcjach pomiedzy licznymi biatkami.
Wezty sieci biatkowych utatwiajg wigzanie wielu biatek, regulujagc w ten sposob rozne procesy
komorkowe. Brak okreslonego biatka weztowego czesto prowadzi do powaznych zaburzen
homeostazy komodrkowej (He 1 Zhang, 2006), co moze wyjasnia¢ powszechnie znany fakt, ze
rosliny pozbawione funkcjonalnego biatka LSD1 (mutanty Isdl) wykazuja wysoka
niestabilno$¢ po ekspozycji na stres (Rustérucci i in., 2001; Wituszynska i in., 2013).

Biatka oddziatujace z LSD1 okazaty si¢ by¢ zaangazowane w rdzne szlaki molekularne,
takie jak reakcje metylacji, ubikwitynacji, synteza $ciany komodrkowej, kontrola cyklu
komorkowego, gametogeneza i rozwdj zarodka (P7). W warunkach stresu oksydacyjnego
wigcej biatek oddziatujacych z LSD1 bylo zlokalizowanych w apoplascie, blonie komérkowej
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1 chloroplastach, w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi. Co wigcej, traktowanie H>O»
spowodowato, ze biatko LSD1 oddziatywato z wigksza liczbg biatek bioragcych udziat w
odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne, komérkowe szlaki transportowe 1 energetyczne.
Sugeruje to, ze w warunkach stresu oksydacyjnego funkcja LSD1 przestawia si¢ w kierunku
regulacji szlakéw sygnalowych. Chociaz w biatku LSDI1 nie znaleziono Zadnego sygnatu
lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal, NLS), w warunkach stresu oksydacyjnego
oddziatywato ono z autopeptydaza nukleoporynowa, biatkiem kompleksu poréw jadrowych, co
wskazuje, ze LSD1 moze by¢ aktywnie transportowane przez pory jadrowe. Fakt, ze LSDI
oddziatuje z biatkami zaangazowanymi w cykl komodrkowy i syntez¢ $ciany komodrkowej,
sugeruje jego funkcje w regulacji podziatow komoérkowych, na co wskazuja rowniez mniejsze
wymiary komoérek mezofilu i ich wigksza gesto§¢ w mutancie Isd/, podczas gdy odwrotna
sytuacja ma miejsce u roslin z nadekspresja genu LSDI (P7). Wyniki te sa zgodne z naszymi
ostatnimi badaniami, w ktorych wykazano zalezne od LSDI1 zmiany w skladzie $ciany
komorkowej zardwno u rzodkiewnika pospolitego, jak i u topoli, oraz rdoznice w przebiegu
podziatéw i roznicowania si¢ komorek (Szechynska-Hebda i in., 2016). Ponadto, mniejsza ilo$¢
monomerdéw biatka LSD1 w warunkach stresu oksydacyjnego moze wskazywac, ze w
interakcjach biatka LSD1 z jego partnerami biorg udziat wewnatrzczasteczkowe wigzania
dwusiarczkowe, powstajgce w warunkach stresu oksydacyjnego. Jest to tym bardziej
prawdopodobne z uwagi na obecnos$¢ w obrebie kazdej z domen typu palca cynkowego biatka
LSD1 motywu podobnego do tioredoksyny, wystepujacego w biatkach katalizujacych
tworzenie lub rozszczepianie mostkow dwusiarczkowych (Carvalho i in., 2008), oraz z uwagi
na wysoka zawarto$¢ reszt cysteiny we wszystkich biatkach oddziatujacych z LSD1 (P7).

Moim nastepnym celem bylo sprawdzenie, czy LSD1 moze dziata¢ jako regulator
transkrypcji. Po nawigzaniu wspolpracy z Prof. Berndem Mueller-Roeber’em wyjechalam na
3-miesi¢czny staz do Instytutu Molekularnej Fizjologii Roslin im. Maxa Plancka w Poczdamie.
Aby zidentyfikowac potencjalne sekwencje promotorowe, regulowane przez biatko LSDI,
wygenerowatam linie rzodkiewnika pospolitego z nadekspresja biatka fuzyjnego LSD1-GFP
(35Spro:LSDI-GFP) oraz linig, w ktorej traktowanie deksametazonem (DEX) prowadzito do
translokacji biatka fuzyjnego LSDI1 z receptorem glukokortykoidowym (GR) (35Spro:LSD1-
GR) do jadra komoérkowego. Powyzsze linie rzodkiewnika wraz z typem dzikim i mutantem
Isdl poddano profilowaniu transkryptomicznemu, co umozliwito identyfikacje 27 genow
wykazujacych przeciwne wzorce ekspresji w zaleznos$ci od braku lub nadekspresji aktywnego
biatka LSD1 (P7). Okazato si¢, ze geny te koduja biatka zaangazowane w odpowiedz na stresy
abiotyczne 1 biotyczne, transdukcj¢ sygnatu i modyfikacje Sciany komorkowej. Kolejnym
etapem bylo przeprowadzenie immunoprecypitacji chromatyny (ang. chromatin
immunoprecipitation, ChIP) w polaczeniu z ilosciowym PCR w czasie rzeczywistym dla
sekwencji promotorowych zidentyfikowanych genoéw. Dzigki temu podejsciu wykazatam
wigzanie biatka LSD1 z sekwencjami promotorowymi 15 gendw w roslinach uprawianych w
warunkach laboratoryjnych 1 13 genow ulegajacych ekspresji w roslinach uprawianych w
warunkach szklarniowych (P7). Moje wyniki pozwolily na pozytywne zweryfikowanie
hipotezy, ze LSD1 jest regulatorem transkrypcji (Ryc. 3).

Geny, ktérych promotory byty regulowane przez LSD1 kodowaty biatka zaangazowane
w rozne szlaki komorkowe, takie jak odpowiedz na stres, szlaki sygnatowe zalezne od
hormonow, dojrzewanie pre-mRNA, potranslacyjna modyfikacja biatek, proteoliza czy
modyfikacja $cian komoérkowych. Co ciekawe, biatko LSD1 oddziatywalo z promotorami
dwodch gendéw zwigzanych z patogenezg (PRI i CAP), ale tylko w probkach uzyskanych z roslin
uprawianych w stabilnych warunkach laboratoryjnych. Jest to zgodne 2z naszymi

20



Weronika Krystyna Czarnocka ZALACZNIK 3. AUTOREFERAT

wczesniejszymi danymi wskazujacymi, ze ekspresja PR/ jest indukowana w ro$linach mutanta
Isdl rosngcych w stabilnych warunkach laboratoryjnych, ale nie w zmiennych warunkach
polowych (Wituszynska i in., 2013). Tak wigc wptyw LSDI1 na ekspresje, przynajmniej
niektorych genow, wydaje si¢ by¢ rowniez zalezny od warunkow, co dodatkowo potwierdza
obserwacje, ze funkcja LSDI1 silnie zalezy od statusu redoks komorki. Roéznorodno$é
zidentyfikowanych sekwencji promotorowych oraz fakt, Ze trzy spos$rod enzymow
oddziatujacych z LSD1 sa odpowiedzialne za metylacj¢ DNA lub histonow, sugeruje, ze LSD1
moze regulowaé ekspresje genow poprzez modyfikacje aktywnosci transkrypcyjnej
chromatyny. Jednak nie mozna wykluczy¢, ze LSD1 reguluje ekspresj¢ gendéw posrednio,
wplywajac na inne specyficzne czynniki transkrypcyjne lub represory.

Pl

P transcriptiona
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redox-
dependent PPI

=%

biotic and abiotic stress

K methylation
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gametogenesis * pre-mRNA splicing
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Rycina 3. Schematyczne przedstawienie roli LSD1 jako biatka weztowego, posredniczacego w interakcjach z
biatkami o roznych funkcjach molekularnych oraz czynnika regulujacego ekspresje genéw. PI — protein interactor,
PPI — protein-protein interactions.

Przedstawione powyzej wyniki zostaly opublikowane w nastepujacym artykule:

P7. Czarnocka W., Van Der Kelen K., Willems P., Szechynska-Hebda M., Shahnejat-Bushehri
S., Balazadeh S., Rusaczonek A., Mueller-Roeber B., Van Breusegem F., Karpinski S. (2017)
The dual role of LESION SIMULATING DISEASE 1 as a condition-dependent scaffold protein
and transcription regulator. Plant, Cell and Environment 40: 2644-2662

e Mo wkiad w te prace polegat na sformutowaniu hipotez badawczych, zaplanowaniu
eksperymentow, przygotowaniu  wszystkich  konstruktow  genetycznych,
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przeprowadzeniu lokalizacji subkomorkowej przy pomocy BiFC, wykonaniu
immunoblotow, przygotowaniu RNA do sekwencjonowania, wykonaniu wszystkich
reakcji qPCR, przeprowadzeniu immunoprecypitacji chromatyny i analizie interakcji
biatek przy pomocy metody TAP oraz napisaniu manuskryptu i przygotowaniu rycin.

5. FLAVIN-DEPENDENT MONOOXYGENASE 1 (FMO1) to nowe bialko
zaangazowane w zalezny od LSD1 szlak przekazywania sygnalow podczas aklimatyzacji
do nadmiernej energii wzbudzenia

Podczas badan nad genami, ktérych ekspresja zalezy od LSD1 udowodnitam, ze jednym
z gendw o najbardziej podwyzszonej ekspresji u mutanta Isd/ byt gen kodujacy biatko
FLAVIN-DEPENDENT MONOOXYGENASE 1 (FMO1) (Wituszynska i in., 2013). Co
ciekawe, u mutantow eds! i pad4 ekspresja FMOI byta obnizona, co sugeruje, ze biatkko FMO1
moze by¢ sktadnikiem mechanizmu indukcji $mierci komorki, w ktorej posrednicza biatka
LSD1, EDSI i PAD4. Bialka nalezace do rodziny monooksygenaz zawierajacych flawing
wykorzystuja NAD(P)H 1 Oz do utleniania zwigzkéw o niskiej masie czasteczkowej (Rossner i
in., 2017). FMOI1 bierze udziat w odpowiedzi na stres biotyczny - po ataku patogenu rosliny
rzodkiewnika pospolitego pozbawione funkcjonalnego biatka FMOI1 (mutant finol) nie
potrafily zahamowac rozprzestrzeniania si¢ infekcji (Bartsch i in., 2006). Ponadto mutant fino/
ma zaburzony mechanizm indukcji SAR (Mishina i Zeier, 2006). Uruchomienie SAR obejmuje
przeprogramowanie transkrypcyjne niektérych genéw zwigzanych z obrona, wytwarzanie RFT
i kwasu salicylowego, a nastgpnie S$mier¢ zakazonych komorek, ktora hamuje
rozprzestrzeniania si¢ patogenow (P1). Ale nie tylko patogeny wywotujg systemiczng
transdukcje sygnalu. Wykazano, ze traktowanie liScia nadmiarem $wiatlta indukuje
rozprzestrzenianie si¢ sygnatu systemicznego, ktory jest przenoszony do dystalnych lisci, co
skutkuje reakcjg aklimatyzacyjng, zwang systemiczng nabyta aklimatyzacja (SAA),
zwiekszajacg tolerancje na kolejny stres (Karpinski i in., 1999). Mechanizm SAA polega na
przeprogramowaniu transkryptomicznym, produkcji RFT 1 przekazywaniu sygnatow z
udziatem tych czasteczek 1 hormondéw oraz sygnalizacji elektrycznej (P1). Transdukcja SAA
zalezy takze od bezposrednich potaczen wigzek przewodzacych, a coraz wiecej dowodow
wskazuje, ze jej sygnal jest rozprowadzany przez parenchymatyczne komorki pochew
okotowigzkowych (Szechynska-Hebda i in., 2010; Carmody i in., 2016). Potwierdza to takze
fakt, ze ekspresja genow markerowych SAA u rzodkiewnika pospolitego, ASCORBATE
PEROXIDASE 2 (APX2) i ZINC-FINGER OF ARABIDOPSIS 10 (ZAT10) ma miejsce W
komorkach pochew okotowigzkowych (Fryer i in., 2003; Galvez-Valdivieso i in., 2009).
Chociaz SAR 1 SAA byly wcze$niej uwazane za oddzielne procesy, coraz wigcej dowodow
wskazuje na kilka taczacych je elementow, takich jak RFT, kwas salicylowy, etylen i
sygnalizacja fotoelektrofizjologiczna (Baxter i in., 2014). Ponadto, indukcja obydwu tych
procesOw jest zwigzana ze $miercig komorek, regulowang przez biatka LSD1, EDS1 i PAD4
(Rustérucci i in., 2001; Wituszynska i in., 2013).

Indukcja ekspresji FMOI1 w miejscu zakazenia patogenem jest zniesiona w mutantach
rzodkiewnika pospolitego eds! i pad4 (Mishina 1 Zeier, 2006). Zalezna od biatka FMOI
aktywacja SAR wymaga funkcjonalnych bialek EDS1 i PAD4, a FMO1 pozytywnie reguluje
zalezng od EDS1 $mier¢ komorki (Bartsch i in., 2006). W pracy autorstwa Mishina i Zeier
(2006) zasugerowano, ze biatko FMO1 uczestniczy w syntezie nieznanego jeszcze metabolitu,
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ktory jest niezbedny do systemicznej transdukcji sygnatu. Potwierdzito te przypuszczenia
niedawne odkrycie, ze FMO1 katalizuje biochemiczng konwersje¢ kwasu pipekolowego (Pip)
do wczesniej nieopisanego metabolitu ro$linnego zaangazowanego w SAR, kwasu N-
hydroksy-pipekolowego (N-OH-Pip) (Chen i in., 2018; Hartmann i in., 2018).

Procesy SAR i SAA posiadaja pewne wspodlne szlaki przekazywania sygnatow, zalezne
od LSD1, EDS1 i PAD4. Z tego powodu postawitam hipoteze, ze biatko FMO1, uwazane
wylacznie za regulator odpowiedzi na stres biotyczny, jest rowniez waznym elementem
odpowiedzi na stres abiotyczny. Z uwagi na fakt, iz ekspresja genu FMOI jest silnie
indukowana u mutanta /sd/ (Wituszynska i in., 2013), moja nastgpna hipoteza zaktadata, ze
biatka LSD1 i FMO1 wspdlnie reguluja niektore procesy, na przyktad akumulacje RFT, czy
$mier¢ komorki. Przeprowadzona analiza ekspresji genéw, przy pomocy ilosciowego PCR w
czasie rzeczywistym dowiodta, ze ekspresja genu FMO! byta indukowana po dziataniu stresem
nadmiernego $wiatla zarowno na lisciach traktowanych (lokalnych), jak 1 lisciach
nietraktowanych (systemicznych) (P8).

RFT naleza do najwazniejszych czasteczek sygnatowych w SAA (P1). Dlatego w
kolejnym etapie badan chciatam sprawdzi¢, czy biatko FMO1 odgrywa jakakolwiek rolge w
systemicznym rozchodzeniu si¢ sygnatow z udziatem RFT. U roslin rzodkiewnika pospolitego
typu dzikiego 2-minutowe dziatanie nadmiarem $wiatta na lokalny li§¢ bylo wystarczajace, aby
zwigkszy¢ koncentracje RFT (P8). Mutant Isd/ wykazywal szybsza produkcje RFT, a mutant
fmol - wolniejsza, w poréwnaniu z typem dzikim. Co wazne, podwdjny mutant /sd/fimo [ miat
podobng zawarto$§¢ RFT jak typ dziki, co wskazuje, ze biatko FMO1 sprzyja produkcji RFT i
jest zaangazowane w zalezny od LSDI1 szlak sygnatowy RFT. Funkcjonalne biatko FMO1
okazalo si¢ rowniez niezbedne do systemicznej indukcji genéw markerowych SAA: APX2 i
ZATI10 (P8). Wyniki te pozwolily na pozytywne zweryfikowanie hipotezy, ze FMO1 jest
waznym regulatorem SAA (Ryc. 4).

Postanowitam takze sprawdzi¢, czy biatko FMO1 uczestniczy w $mierci komorki, ktora
pozostaje pod negatywng kontrolg biatka LSDI. Dlatego potraktowalam lokalne liscie
nadmiarem $wiatla i1 analizowalam postgp $mierci komoérek w lisciach lokalnych i
systemicznych, barwigc je bigkitem trypanu, ktory uwidocznia mikrouszkodzenia (niewielkie
obszary w obrgbie liscia, skladajace si¢ z jednej lub kilku martwych komoérek). Tworzenie
mikrouszkodzen w lisciach systemicznych nastepowalo w odpowiedzi na atak patogendéw
podczas SAR (Alvarez i in., 1998). Jak dotad nie bylo jednak dowoddéw na rozwoj
mikrouszkodzen podczas SAA. Przeprowadzone przeze mnie eksperymenty po raz pierwszy
dowiodly, ze miejscowe traktowanie nadmiarem $wiatta moze wywota¢ mikrouszkodzenia
zaréwno w lisciach poddanych dzialaniu stresu, jak 1 w li§ciach odlegtych od dzialania stresu
(P8). Co ciekawe, w lisciach systemicznych zaobserwowatam wigkszg liczbe mikrouszkodzen
niz w lisciach lokalnych. Jednak, co najwazniejsze, wykazalam, ze biatko FMOI1 jest
pozytywnym regulatorem rozprzestrzeniania si¢ sygnatu $mierci komorki 1 bierze udzial w
zaleznym od LSD1 szlaku regulacji $mierci komorki (Ryc. 4).

Opierajac si¢ na wynikach przedstawionych w tej czesci mojego osiggniecia
naukowego, zaproponowatam model udziatu biatka FMO1 w sygnalizacji RFT 1 $mierci
komorki po zadziataniu §wiatla o nadmiernej energii wzbudzenia. W tym modelu biatko LSD1
negatywnie wplywa na S$ciezki przekazywania sygnatu zalezne od FMOI, takie jak
rozchodzenie si¢ sygnatow RFT z lisci lokalnych do systemicznych, jak rowniez przekazywanie
sygnatow zaleznych od APX2 i ZAT10. Rozprzestrzenianie si¢ RFT, pozytywnie regulowane
przez biatko FMO1, prowadzi do $mierci komorki i jednoczesnie do SAA (Ryc. 4). Dzieki temu
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biatko FMO1 zostalo zidentyfikowane jako kolejny wspolny element w indukcji SAR 1 SAA,
dla ktérych zaproponowano wspdlne miano systemiczna nabyta aklimatyzacja i opornosc¢ (ang.
systemic acquired acclimation and resistance, SAAR) (P8). Wcze$niej wykazano, ze gen FMO!
ulega ekspresji w tkankach otaczajacych wigzki przewodzace (Olszak i in., 2006), a biorac pod
uwage sugerowane rozprzestrzenianie sygnalu SAA  poprzez komorki pochew
okotowigzkowych (Szechynska-Hebda i in., 2010), wydaje si¢ prawdopodobnym, ze zalezna
od biatka FMO1 transdukcja sygnatu moze zachodzi¢ wtasnie poprzez komoérki migkiszowe
otaczajace wiazki przewodzace.

EEE

|>/l

Rycina 4. Proponowany model udziatu biatka FMO1 w przekazywaniu sygnalu RFT, systemicznej nabytej
aklimatyzacji i opornosci (SAAR) oraz $mierci komoérki (PCD z ang. programmed cell death) w odpowiedzi na
nadmierng energi¢ wzbudzenia (EEE z ang. excess excitation energy).

Przedstawione powyzej wyniki zostaty opublikowane w nastepujacym artykule:

P8. Czarnocka W., Fichman Y., Bernacki M., Rozanska E., Sanko-Sawczenko I., Mittler R.,
Karpinski S. (2020) FMOI1 is involved in excess light stress-induced signal transduction and
cell death signaling. Cells 9: 2163

e Mo¢j wkiad w te prace polegal na sformutowaniu hipotez badawczych, zaplanowaniu
eksperymentow, izolacji RNA, syntezy cDNA, przeprowadzeniu reakcji qPCR,
przygotowaniu konstrukcji genetycznej 1 stabilnej transformacji ro$lin, selekcji
pokolenia T4 stabilnych transformantow roslin FMO1-OE, przeprowadzeniu wycieku
jonowego i analizy mikro-uszkodzen lisci, analizie in silico, napisaniu manuskryptu
oraz przygotowaniu rycin. Jako autor korespondujacy odpowiadatam na recenzje oraz
ostatecznie zredagowatam manuskrypt po recenzjach.
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5.2.4. Podsumowanie i perspektywy dalszych badan

Podsumowujac wyniki niniejszego osiggniecia naukowego, udato mi si¢ wykazac¢ role
fotoreceptorow oraz ruchu chloroplastéw w regulacji proceséw fotosyntetycznych oraz
odpowiedzi roslin na stres oksydacyjny. Ponadto, moje badania wskazuja na duzy potencjat
biotechnologiczny biatek LSD1, EDS1 oraz PAD4 w regulacji rozwoju oraz odporno$ci na
czynniki $rodowiskowe, nie tylko u ro$lin zielnych, ale takze drzewiastych. Rezultaty,
wchodzace w sklad niniejszego osiggniecia naukowego doprowadzity takze do glebszego
poznania funkcji biatka LSD1 jako biatka weztowego, wchodzacego w interakcje z roznego
rodzaju regulatorami komoérkowymi oraz dowiodty roli LSD1 jako regulatora ekspresji gendw.
Wykazatam takze, ze biatko FMOI jest elementem szlaku przekazywania sygnalu nadmiernej
energii wzbudzenia zaleznego od LSDI1 i Ze bierze ono udziat w regulacji $mierci komorki.

Wykazana przeze mnie szeroka sie¢ interakcji biatka LSD1 stanowi punkt startowy do
jeszcze lepszego poznania jego roli jako niezbednego regulatora $mierci komorki. Dalsze
badania powinny by¢ prowadzone w kierunku szczegétowego zbadania szlakow
przekazywania sygnaléw, na przyktad poprzez analize fenotypu podwdjnych mutantéw Isd1
oraz mutantow genoéw kodujacych biatka, z ktorymi LSD1 wchodzi w interakcj¢. Moje badania
sugeruja, ze bialtko LSDI jest raczej posrednim regulatorem transkrypcji, wigc warto bytoby
zidentyfikowa¢ czynniki transkrypcyjne, ktore moga by¢ przez niego regulowane. Ciekawg
wydaje si¢ tez by¢ rola biatkka FMO1 w SAAR. Szlaki metaboliczne i1 przekazywania sygnatow
z udzialem tego bialka pozostaja nadal stabo poznane. Dlatego interesujace bytoby
zidentyfikowanie biatek wchodzacych w interakcje z biatkiem FMO1, co pozwolitoby okresli¢
jego role w przekazywaniu sygnatow w odpowiedzi na zaréwno stresy biotyczne, jak 1
abiotyczne.
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6.1. Wykaz pozostalych publikacji wraz z danymi bibliometrycznymi

Artykuly indeksowane w Journal Citation Reports (JCR):

IF*
Lp. Publikacja MNiSW#*
liczba cyt.**
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Rozdzialy w monografiach:

1. Wituszynska W., Karpinski S. (2013) Programmed cell death as the response to high light,
UV and drought stress in plants. W: Abiotic Stress Plant Responses and Applications in
Agriculture, Vahdati K., Leslie Ch., (red.). In Tech, ISBN 980-953-307-673-2

2. Skawinska M., Sanko-Sawczenko I., Dmitruk D., Czarnocka W., Lotocka B. (2020)
Organization and ultrastructure of Medicago truncatula root nodule meristem. W: The Model
Legume Medicago truncatula., de Bruijn F.J. (red.). Wiley-Blackwell Publishers, Chichester,
UK. ISBN 9781119409168

3. Skawinska M., Sanko-Sawczenko 1., Dmitruk D., Czarnocka W., Lotocka B. (2020)
Organization and ultrastructure of Medicago truncatula root apical meristem. W: The Model

Legume Medicago truncatula., de Bruijn F.J. (red.). Wiley-Blackwell Publishers, Chichester,
UK. ISBN 9781119409168

6.2. Obszary zainteresowan naukowych wraz 2z omdwieniem pozostalych,
najwazniejszych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

Praca naukowg zainteresowatam si¢ juz podczas ostatnich semestrow studiow
magisterskich iz tego tez powodu w 2008 roku zdobytam finansowanie w ramach uczelnianego
funduszu stypendialnego 1 wyjechatam na 3-miesieczny staz naukowy do Institut fiir
Humangenetik w Lipsku (Niemcy), gdzie prowadzitam badania nad czesto$cig wystgpowania
mutacji w genie CHEK?2, warunkujacych powstawanie réznego rodzaju nowotworow. Wyniki
uzyskane w ramach tego stazu zaowocowaly publikacja:

Scharrer U., Skrzypczak-Zielinska M., Wituszynska W., Mierzejewski M., Krause K.,
Cybulski C., Froster U.G. (2010) 4 simple method of investigating mutations in CHEK2 by
DHPLC: a study of the German populations of Saxony, Saxony-Anhalt, and Thuringia. Cancer
Genetics and Cytogenetics 199: 48-52

Po ukonczeniu studiow magisterskich zostatam laureatkg stypendium doktoranckiego
Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej w ramach projektu WELCOME 2008/1, pt. ,,Functional
analysis of genetic, molecular and quantum mechanisms that regulate plants productivity, and
biotechnologies for cell wall degradation and hydrogen production”, przyznanego Prof. dr
Stanistawowi Karpinskiemu. W latach 2009-2013 bytam doktorantka Instytutu Biochemii i
Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, prowadzac prace badawcze w Katedrze Genetyki, Hodowli
1 Biotechnologii Roslin w Szkole Gtoéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Rezultaty
moich badan wskazaty na istotng role bialek LSD1, EDS1 1 PAD4 w regulacji $mierci komorki
w odpowiedzi na nadmierng energi¢ wzbudzenia. Ponadto, wyniki moich prac dowiodty, ze
rosliny rzodkiewnika pospolitego zaaklimatyzowane do warunkéw polowych wykazujg
wickszg wydajnos¢ fotosyntetyczng oraz sg bardziej odporne na zmienne nat¢zenie $wiatla i
dostepnos¢ CO> niz rosliny rosngce w stabilnych warunkach laboratoryjnych. Wykazatam
takze, ze za te zmiany odpowiedzialna jest reorganizacja w obrgbie kompleksOw zbierajacych
$wiatto oraz PSII, razem ze zmienionym sktadem barwnikow fotosyntetycznych. Ponadto,
uzywajac profilowania transkryptomicznego, wytlumaczytam molekularne podltoze tych
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adaptacji. Tak znaczace zmiany w strukturze i wydajnos$ci aparatu fotosyntetycznego pomiedzy
ro§linami rosngcymi w réznych §rodowiskach zainspirowaty mnie do analizy funkcji bialtek
LSDI, EDS1 i PAD4 w dostosowaniu roslin do stalych badz zmiennych warunkéw wzrostu.
Wyniki moich prac badawczych dowiodty, ze recesywny mutant w genie LSD1 (Isd[), ktory
wykazuje tzw. uciekajacg $mier¢ komorki (RCD z ang. runaway cell death) w warunkach
stresu, jest bardziej odporny na jednoczesny stres suszy i wysokiego natezenia §wiatta niz
rosliny typu dzikiego. Ponadto, zaleznie od warunkéw wzrostu, wykazywal réznice w
wydajnosci zuzycia wody, w homeostazie RFT i hormonéw, maksymalnej wydajnosci PSII
oraz w ekspresji genéw. Jednak pomimo tych zmian, mutant /sd/ mial podobny plon nasion we
wszystkich testowanych warunkach wzrostu, a powyzsze cechy zalezaty od bialek EDS1 oraz
PAD4. DowiedliSmy zatem, ze LSD1, EDS1 i PAD4 biora udziat w regulacji wielu procesow
molekularnych i1 fizjologicznych, ktore wptywaja na dostosowanie roslin rzodkiewnika
pospolitego do otaczajgcego Srodowiska. Podkreslilismy takze, ze rola tak waznych
regulatorow jak LSD1, EDS1 i PAD4 nie powinna by¢ definiowana jedynie na podstawie badan
przeprowadzonych w stabilnych warunkach laboratoryjnych, ale takze w naturalnym
srodowisku, obfitujgcym w réznorodne stresy. Powyzsze wyniki znalazty si¢ w mojej pracy
doktorskiej zatytutowanej ,,Genetyczne oraz molekularne mechanizmy kontrolujgce
programowang S$mier¢ komorki oraz przystosowanie ros$lin w odpowiedzi na stresy
abiotyczne”, obronionej w czerwcu 2013 roku, i zostaly opublikowane w trzech artykutach
oryginalnych, jednym artykule przegladowym oraz w jednym rozdziale w monografii.
Rezultaty te staty si¢ takze inspiracja do zgloszenia patentowego.

Artykuty indeksowane w Journal Citation Reports (JCR):

Wituszynska W., Slesak 1., Vanderauwera S., Szechynska-Hebda M., Korna§ A., Van Der
Kelen K., Miihlenbock P., Karpinska B., Mackowski S., Van Breusegem F., Karpinski S.
(2013) LESION SIMULATING DISEASEI, ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITYI, and
PHYTOALEXIN DEFICIENT4 conditionally regulate cellular signaling homeostasis,
photosynthesis, water use efficiency, and seed yield in Arabidopsis. Plant Physiology 161:
1795-1805

Wituszynska W., Galazka K., Rusaczonek A., Vanderauwera S., Van Breusegem F., Karpinski
S. (2013) Multivariable environmental conditions promote photosynthetic adaptation potential
in Arabidopsis thaliana. Journal of Plant Physiology 170: 548-559

Karpinski S., Szechynska-Hebda M., Wituszynska W., Burdiak P. (2013) Light acclimation,
retrograde signaling, cell death, and immune defenses in plants Plant, Cell and Environment
36: 736-744

Wituszynska W., Szechynska-Hebda M., Sobczak M., Rusaczonek A., Koztowska-Makulska
A., Witon D., Karpinski S. (2015) LESION SIMULATING DISEASE] and ENHANCED
DISEASE SUSCEPTIBILITY1 differentially regulate UV-C induced photooxidative stress
signalling and programmed cell death in Arabidopsis thaliana. Plant, Cell and Environment 38:
315-330
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Rozdzial w monografii:

Wituszynska W., Karpinski S. (2013) Programmed cell death as the response to high light,
UV and drought stress in plants. W: Abiotic Stress Plant Responses and Applications in
Agriculture, Vahdati K., Leslie Ch., (red.). In Tech, ISBN 980-953-307-673-2

Zgloszenie patentowe:

Karpinski S., Szechynska-Hebda M., Slesak 1., Wituszynska W. (2013) Plant treatment
methods and means therefor. Zgloszenie patentowe: WO/2013/093637. Miedzynarodowy
numer aplikacji: PCT/IB2012/003045. Data publikacji w World Intellectual Property
Organization (WIPO): 27.06.2013, zakres terytorialny: USA, Europa (EPO, EAPO), Afryka
(ARIPO, OAPI)

Juz podczas studiow doktoranckich moim celem byto okreslenie doktadnej
molekularnej roli biatka LSD1. W tym celu nawigzalam wspotpracg z Prof. Frankiem Van
Breusegemem z Department of Plant Systems Biology, Flanders Institute for Biotechnology
(VIB) w Gandawie (Belgia). Udalo mi si¢ zdoby¢ finansowanie, poczatkowo z funduszu na
wymiang¢ naukowg Polskiej Akademii Nauk, a p6zniej w ramach projektu REGPOT-2011-1-
286093 pt. "Warsaw Plant Health Initiative", wspotfinansowanego ze srodkoéw 7. Programu
Ramowego Unii Europejskiej (7FP), ktore umozliwilo mi wyjazd na 9-miesi¢gczny staz
naukowy (11.2011 -05.2012 oraz 11.2012 — 01.2013). Podczas tego stazu nauczytam si¢ wielu
technik molekularnych oraz przeprowadzitam badania nad rolg LSD1 w stresie oksydacyjnym.

Po obronie pracy doktorskiej, w 2013 roku zostalam zatrudniona na stanowisku
asystenta w Katedrze Botaniki Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, gdzie
rozpoczelam prace badawcza nad rolg receptoréow $wiatta w $mierci komoérki oraz
kontynuowatam badania nad rolg biatka LSD1. W szczego6lnosci checiatam zweryfikowac swoja
hipoteze badawcza dotyczaca roli biatka LSD1 w regulacji ekspresji genow. W tym celu
zdobytam finansowanie na kolejny staz naukowy, w ramach projektu UDA-POKL-04.03.00-
00-042/12-00 pt. ,,Program doskonalenia dydaktyki SGGW w dziedzinie pozyskiwania
surowcow roslinnych dla energetyki w konteksScie celow Strategii Europa 20207,
finansowanego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki Europejskiego Funduszu
Spotecznego. W ramach tego projektu otrzymatam grant na 3-miesiecny (01.2015 — 04.2015)
wyjazd do laboratorium Prof. Bernda Mueller-Roeber’a w Max-Planck Institut fiir molekulare
Pflanzenphysiologie w Poczdamie (Niemcy). W czasie tego stazu przeprowadzilam szereg
eksperymentéw, dowodzacych, ze biatko LSDI jest regulatorem transkrypcji. Wyniki te
znalazty si¢ w publikacji wykazanej w niniejszym osiggni¢ciu naukowym (P7). Rownolegle,
wspolnie z mgr Maciejem Bernackim, doktorantem, w ktérego przewodzie doktorskim
pelitam rol¢ promotora pomocniczego, kontynuowatam prace badawcze nad rolg biatek
LSD1, EDS1, PAD4 oraz MAP KINASE 4 (MPK4), zar6wno u rzodkiewnika pospolitego, jak
i u topoli. Rezultaty naszych badan dowiodty, ze MPK4 topoli reguluje homeostazg RFT 1
hormondéw, wplywa na wydajnos¢ fotosyntezy i wzrost drzew. Ponadto, dowiedli§my roli
biatek LSD1, EDSI i PAD4 w modyfikacji wlasciwosci drewna topoli, a takze wykazalismy
matematyczng korelacj¢ pomiedzy zawarto$ciag H2O> i kwasu salicylowego a wydajnoscia
zuzycia wody i plonem nasion u rzodkiewnika pospolitego. Nasze najnowsze badania dowiodly
takze, ze zwierzece biatko Bax wplywa na $mier¢ komorki zalezng od EDS1, co dowodzi
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pewnych wspolnych elementow pomiedzy procesami $mierci komorki u roslin 1 zwierzat.
Powyzsze wyniki weszty w sktad nastepujacych artykuléw naukowych:

Witof D., Gawronski P., Czarnocka W., Slesak 1., Rusaczonek A., Sujkowska-Rybkowska
M., Bernacki M.J., Dabrowska-Bronk J., Tomsia N., Szechynska-Hebda M., Karpinski S.
(2016) Mitogen activated protein kinase 4 (MPK4) influences growth in Populus tremula L. x
tremuloides. Environmental and Experimental Botany 130: 189-205

Szechynska-Hebda M., Czarnocka W., Hebda M., Bernacki M.J., Karpinski S. (2016) PAD4,
LSD1 and EDSI regulate drought tolerance, plant biomass production, and cell wall
properties. Plant Cell Reports 35: 527-539

Bernacki M.J., Czarnocka W., Rusaczonek A., Witon D., Keska S., Czyz J., Szechynska-
Hebda M., Karpinski S. (2019) LSD1, EDSI1 and PAD4-dependent conditional correlation
among salicylic acid, hydrogen peroxide, water use efficiency, and seed yield in Arabidopsis
thaliana. Physiologia Plantarum 165: 369-382

Bernacki M.J., Czarnocka W., Zaborowska M., Rozanska E., Labudda M., Rusaczonek A.,
Witon D., Karpinski S. (2020) EDSI-dependent cell death and the antioxidant system
in Arabidopsis leaves is deregulated by the mammalian Bax. Cells 9: E2454

Pracujac w Katedrze Botaniki zainteresowatam si¢ reakcjami symbiotycznymi
pomiedzy roslinami z rodziny bobowatych a bakteriami glebowymi, zdolnymi do
symbiotycznego wigzania azotu atmosferycznego, nazywanymi wspolnym mianem ryzobia.
Dostrzeglam lukg¢ w obrebie dostgpnej wiedzy na temat szlakéw molekularnych warunkujacych
podtrzymywanie aktywnos$ci merystematycznej specyficznych organow, powstajacych w
wyniku tej symbiozy, brodawek korzeniowych. W 2015 roku zdobylam grant w ramach
programu luventus Plus (0512/1P1/2015/73) z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na
finansowanie badan w ramach projektu pt. "Analiza réznic w transkryptomach brodawek
korzeniowych Medicago truncatula oraz Lotus japonicus w warunkach optymalnych i w
warunkach stresu suszy przy pomocy sekwencjonowania RNA nastgpnej generacji (NGS)". W
ramach tego projektu, wspolnie z mgr inz. Izabelg Sanko-Sawczenko, doktorantka, w ktorej
przewodzie doktorskim pelnitam funkcj¢ promotora pomocniczego, wykazatySmy zmiany w
obregbie transkryptoméw zaréwno roslinnych, jak i bakteryjnych, w zaleznosci od typu
merystemu brodawki. Ponadto, w ramach powyzszego projektu zlokalizowaty$Smy ekspresje
genow PIN w brodawkach korzeniowych, na réznych etapach ich rozwoju. Nasze rezultaty
dowiodty, ze bialka PIN, zlokalizowane w btonie retikulum endoplazmatycznego i biorace
udziat w regulacji wewnatrzkomoérkowej homeostazy auksyn, majg znaczacy udziat podczas
inicjacji brodawkowania, ale takze w podtrzymywaniu aktywno$ci merystematycznej
brodawek korzeniowych lucerny. Powyzsze wyniki zostaly zaprezentowane w trzech pracach
oryginalnych, w ktorych petitam role autora korespondujacego oraz w dwoch rozdziatach w
monografii.
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Artykuty indeksowane w Journal Citation Reports (JCR):

Sanko-Sawczenko 1., Lotocka B., Czarnocka W. (2016) Expression analysis of PIN genes in
root tips and nodules of Medicago truncatula. International Journal of Molecular Sciences 17:
1197

Sanko-Sawczenko 1., Dmitruk D., Lotocka B., Rézanska E., Czarnocka W. (2019) Expression
analysis of PIN genes in root tips and nodules of Lotus japonicus. International Journal of
Molecular Sciences 20: 235

Sanko-Sawczenko 1., Lotocka B., Mielecki J., Rekosz-Burlaga H., Czarnocka
W. (2019) Transcriptomic changes in Medicago truncatula and Lotus japonicus root nodules
during drought stress. International Journal of Molecular Sciences 20: 1204

Rozdzialy w monografii:

Skawinska M., Sanko-Sawczenko 1., Dmitruk D., Czarnocka W., Lotocka B. (2020)
Organization and ultrastructure of Medicago truncatula root nodule meristem. W: The Model
Legume Medicago truncatula., de Bruijn F.J. (red.). Wiley-Blackwell Publishers, Chichester,
UK. ISBN 9781119409168

Skawinska M., Sanko-Sawczenko 1., Dmitruk D., Czarnocka W., Lotocka B. (2020)
Organization and ultrastructure of Medicago truncatula root apical meristem. W: The Model
Legume Medicago truncatula., de Bruijn F.J. (red.). Wiley-Blackwell Publishers, Chichester,
UK. ISBN 9781119409168

Realizacja zadan badawczych w ramach tego projektu zaowocowata takze ciekawymi
wynikami na temat genéw SHORT-ROOT i SCARECROW w procesie rozwoju brodawek
korzeniowych i podtrzymywania ich aktywno$ci merystematycznej, wigc moim celem byto
zglebienie ich roli w brodawkowaniu, co umozliwito mi uzyskane finansowanie w ramach
projektu Miniatura (2020/04/X/NZ3/00416) z Narodowego Centrum Nauki na dziatanie
naukowe pt. ,,Analiza poziomu oraz wzoru ekspresji gendéw SHORT-ROOT i SCARECROW
podczas rozwoju brodawek korzeniowych lucerny”, ktore jest w trakcie realizacji.

Ponadto, w trakcie mojej pracy badawczej wspotpracowalam z innymi zespotami,
pracujacymi nad analizg interakcji roslin z grzybami mikoryzowymi oraz nicieniami.
Wspotpraca ta zaowocowatla ponizszymi artykutami naukowymi:

Sujkowska-Rybkowska M., Czarnocka W., Sanko-Sawczenko 1., Witon D. (2018) Effect of
short-term aluminum stress and mycorrhizal inoculation on nitric oxide metabolism in
Medicago truncatula roots. Journal of Plant Physiology 220: 145-154

Labudda M., Rozanska E., Czarnocka W., Sobczak M., Dzik J.M. (2018) Systemic changes in
photosynthesis and reactive oxygen species homeostasis in shoots of Arabidopsis thaliana
infected with the beet cyst nematode Heterodera schachtii. Molecular Plant Pathology 19: 1690-
1704
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Roézanska E., Czarnocka W., Baranowski L., Mielecki J., de Almeida Engler J., Sobczak M.
(2018) Expression of both Arabidopsis y-tubulin genes is essential for development of a
functional syncytium induced by Heterodera schachtii. Plant Cell Reports 37: 1279-1292

7. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ INSTYTUCJI NAUKOWEJ, W
SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ

Staze zagraniczne:

02.2015 - 04.2015

11.2011 - 05.2012

oraz
11.2012 -01.2013

06 —09.2008

Max-Planck Institut fiir molekulare Pflanzenphysiologie,
Poczdam, Niemcy: staz naukowy, wtasny projekt badawczy pt.
»Analiza funkcjonalna biatka LSD1 jako potencjalnego czynnika
transkrypcyjnego u roslin”

Department of Plant Systems Biology, Flanders Institute for
Biotechnology (VIB), Gandawa, Belgia: staz naukowy, wlasny
projekt badawczy pt. “Funkcjonalna charakterystyka biatka LSD1 w
regulacji programowanej $mierci komorki”

Institut fiir Humangenetik, Lipsk, Niemcy: staz naukowy, wlasny
projekt badawczy pt. “Badanie czgstosci wystgpowania mutacji w
genie CHEK?2 w populacji niemieckiej”

8. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,
ORGANIZACYJNYCH ORAZ POULARYZUJACYCH NAUKE

8.1. Funkcja promotora pomocniczego w przewodach doktorskich

10.2015 - 03.2021

10.2017 - 07.2020

opieka naukowa nad doktorantkg Izabela Sanko-Sawczenko, tytut
rozprawy  doktorskiej: ,,Wybrane mechanizmy molekularne
zaangazowane Ww podtrzymywanie aktywno$ci merystematycznej
brodawek korzeniowych u gatunkéw modelowych z rodziny Fabaceae”

opieka naukowa nad doktorantem Maciejem Jerzym Bernackim, tytut
rozprawy doktorskiej: ,,Biotechnologiczne aspekty $mierci komorki
zaleznej od biatek LSDI1, EDS1 i PAD4 u Populus tremula x
tremuloides oraz Arabidopsis thaliana”

8.2. Funkcja promotora prac magisterskich

10.2019 - 06.2021

06.2014 - 06.2015

promotorstwo pracy magisterskiej Wiktorii Fraczek, Wydzial
Rolnictwa 1 Biologii, kierunek Biologia, tytul pracy magisterskie;j:
»Analiza wzoru ekspresji genow SHORT-ROOT 1 SCARECROW w
brodawkach korzeniowych Medicago truncatula”

promotorstwo pracy magisterskiej Izabeli Sanko-Sawczenko, Wydziat
Ogrodnictwa, Biotechnologii 1 Architektury krajobrazu, kierunek
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Biotechnologia, tytut pracy magisterskiej: ,,Badanie roli biatek PIN w
podtrzymywaniu  aktywno$ci  brodawek  korzeniowych  typu
niezdeterminowanego u Medicago truncatula”

8.3. Zajecia dydaktyczne

Od 2013 roku prowadze zajecia, zarowno ¢wiczenia, jak i wyktady, ze studentami
kierunkéw Biologia, Biotechnologia, Inzyniera ekologiczna, Rolnictwo oraz kierunku,
prowadzonego calkowicie w jezyku angielskim — Organic Agriculture and Food Production
(OAFP). Jestem koordynatorem przedmiotu ,,Basics of Botany” dla kierunku OAFP, bedac
jednocze$nie autorem tresci wyktadowych i ¢wiczeniowych w jezyku angielskim. Prowadzg
takze autorskie wyktady w ramach zaje¢ fakultatywnych "Nowe trendy w fizjologii roslin".

Przedmiot Stopien studiéw Kierunek Wydzial
Basics of botany I Organic Agriculture | Rolnictwa i Biologii
(wyktady w j. and food Production
angielskim)
Basics of botany I Organic Agriculture | Rolnictwa i Biologii
(¢wiczenia w j. and food Production
angielskim)
Botanika (¢wiczenia) I Biologia, Inzynieria Rolnictwa i Biologii
ekologiczna,
Rolnictwo
Botanika (¢wiczenia) I Biotechnologia Ogrodnictwa i
Biotechnologii
Systematyka roslin I Biologia, Inzynieria Rolnictwa i Biologii
(¢wiczenia) ekologiczna,
Rolnictwo
Biologia komorki II Biotechnologia Ogrodnictwa i
(¢wiczenia) Biotechnologii
Mikroskopowe II Biologia Rolnictwa i Biologii

metody wizualizacji
procesow 1 zwigzkow
chemicznych
(wyktady)
Mikroskopowe I Biotechnologia Ogrodnictwa i
metody wizualizacji Biotechnologii
procesow I zwigzkow
chemicznych
(¢wiczenia)
Propedeutyka analizy I Biologia Rolnictwa i Biologii
naukowej bibliografii
anglojezycznej
(zajecia
fakultatywne)
Redakcja prac II Biologia Rolnictwa i Biologii
naukowych (zajecia
fakultatywne)
Nowe trendy w II Biologia Rolnictwa i Biologii
fizjologii ro$lin
(zajecia
fakultatywne)
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8.4. Doswiadczenie w tworzeniu oferty programowej uczelni

Wspoéttworzytam program studiéw podyplomowych "Przyroda i biologia" w Szkole Gltownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie skierowanych dla nauczycieli szkot podstawowych,
nauczajacych przedmiotow innych niz biologia, chcacych poszerzy¢ swoje kompetencje

zawodowe.

8.5. Popularyzacja nauki

Przygotowatam program oraz przeprowadzitam zajecia w ramach przedsigewzigcia
edukacyjnego ,,Uniwersytet Dzieci”. Byly to dwa catodzienne zajecia warsztatowe z fizjologii
ro$lin dla dzieci w wieku 10-11 lat.

9. STUDIA PODYPLOMOWE, KURSY I SZKOLENIA

26.10.2019 - obecnie

23.10.2015

13 —28.04.2015

24 —28.03.2014

12.07.2013

25.11-5.12.2012

23.11.2012

15/20.11.2012

6/9.11.2012

26.10.2012

3.10.2012

5.09.2012

Liderskie studia podyplomowe w Akademii Leona Kozminskiego,
Warszawa

Mentoring jako narzedzie wsparcia indywidualnego rozwoju naukowca
— Warszawa, Polska

Introduction to Linux and Scripting for Biologists — Poczdam, Niemcy
Ist TALEN and CRISPR Training School — Halle, Niemcy

Optimization of selected techniques of protein analysis — Warszawa,
Polska

Generation and Analysis of Next Generation Sequencing Data —
Gandawa, Belgia

Visualizing and exploring biological networks with Cytoscape —
Gandawa, Belgia

Basic Statistics in “R” — Gandawa, Belgia

Analysis of public microarray data using Genevestigator — Gandawa,
Belgia

Mechanisms of plant pest interaction — discovery and characterization
workshop — Warszawa, Polska

The Craft of Scientific Presentations — Warszawa, Polska
People Management — Gandawa, Belgia
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5.09.2012

2/9.03.2012

7022012

13-15.11.2009

9-12.11.2009

7-8.11.2009

How to Get Published workshop — Gandawa, Belgia

Basic Bioinformatics concepts, databases and tools — Gandawa, Belgia
CLC Genomics Workbench 4.5 — Warszawa, Polska

Perl Programming — Warszawa, Polska

Administracja systemem Linux — Warszawa, Polska

Microsoft Office Excel Professional — Warszawa, Polska
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