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4.3 Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz 7 omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

431 Wstep

Chloroplasty sg organellami wystepujacymi w komorkach roslin i glonéw, odpowiadajgcymi za
proces fotosyntezy, w trakcie ktorego energia $wietlna jest konwertowana do energii chemicznej.
Podczas fotosyntezy chloroplasty wykorzystuja barwniki fotosyntetyczne potrzebne do absorpcji
fotonow $wiatta 1 pozniejszej konwersji zaabsorbowanej energii do wigzan chemicznych.
W poczatkowym etapie fotosyntezy zabsorbowana energia stuzy do syntezy ATP i NADPH, ktore
pozniej wykorzystywane sg do syntezy cukrow oraz innych zwigzkoéw organicznych. Czyni to
fotosyntez¢ procesem niezb¢dnym do utrzymania zycia na Ziemi i zrédtem energii dla wigkszosci
organizméw zywych.

Oprécz pehienia kluczowej funkcji w procesie fotosyntezy, chloroplasty sg zaangazowane
w syntez¢ kwasow thuszczowych, metabolizm aminokwaséw oraz mechanizmy aklimatyzacyjne
pozwalajace na dostosowanie funkcjonowania komorki do stresow abiotycznych i biotycznych
(Schwenkert i in., 2022). Niekorzystne warunki srodowiskowe mogg powodowaé wystgpienie stresu
oksydacyjnego i zaburzy¢ dziatanie membran oraz biatek, prowadzac do zahamowania wzrostu i
ograniczenia produkcji biomasy. Ze wzgledu na osiadly tryb zycia ro§liny wyksztalcity liczne
mechanizmy pozwalajagce im dostosowywaé si¢ do wystepujacych tresow s$rodowiskowych.
Chloroplasty odgrywaja zasadnicza role w tych procesach, poniewaz sg gtownym zrodtem reaktywnych
form tlenu (RFT), aktywujacych $ciezki sygnalne prowadzace do aklimatyzacji (Suzuki i in., 2012).
Réwnoczesnie, stresy $rodowiskowe moga bezposrednio wplyng¢ na dziatanie chloroplastow i
zmniejszy¢ wydajnosé¢ fotosyntezy. Dlatego zrozumienie w jaki sposob chloroplasty reaguja na stresy
srodowiskowe ma zasadnicze znaczenie w opracowaniu rozwigzan pozwalajacych na poprawe
funkcjonowania i plonowania ro$lin w niekorzystnych warunkach.

Chloroplasty sg organellami poétautonomicznymi, poniewaz posiadaja wiasny genom
i maszyneri¢ pozwalajaca na jego ekspresje. Genom chloroplastowy jest pozostato$ciag po genomie
bakterii fotosyntetyzujacej, bedacej przodkiem dzisiejszych cyjanobakterii. Bakteria fotosyntetyzujaca
wnikneta do pierwotnej komorki eukariotycznej okoto jednego mld lat temu. W trakcie ko-ewolucji
genomu bakteryjnego z genomem eukariotycznym doszto to transferu znakomitej wigkszosci genow
bakteryjnych do jadra (Leister, 2016). W poréwnaniu do genomow cyjanobakterii dzisiejsze genomy
chloroplastowe sg silnie zredukowane i koduja tylko niewielka czgs¢ wszystkich biatek znajdujacych
si¢ w chloroplastach. Wsrod okoto osiemdziesieciu biatek kodowanych przez genomy chloroplastowe
znalez¢ mozna glownie biatka zaangazowane w fotosyntezg¢ i ekspresje gendéw chloroplastowych
(Green, 2011). Wydajna ekspresja genéw chloroplastowych, w szczegolnosci translacja, jest niezwykle
istotna, poniewaz w jej wyniku powstaje do 50 % catkowitego biatka w lisciach. W wyniku translacji
w chloroplastach  powstaje = miedzy innymi duza podjednostka  enzymu  RuBisCo
(karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu), odpowiedzialnego za asymilacj¢ CO- i bedacego
jednocze$nie najliczniej wystepujgcym biatkiem na Ziemi (Hayer-Hartl & Hartl, 2020).

Synteza biatek w chloroplastach przebiega w rybosomach typu prokariotycznego (70S) (Zoschke
& Bock, 2018). Pomimo wielu podobienistw do organizmdéw prokariotycznych translacja
w chloroplastach posiada rowniez cechy specyficzne dla tych organelli. Rybosomy chloroplastowe sa
wicksze od swoich bakteryjnych odpowiednikéw wskutek wigzania specyficznych bialek
plastydowych. Ponadto, translacja w chloroplastach jest uwazana za glowny etap regulacji ekspresji
genow. Pozwala to na szybkie dostosowanie metabolizmu chloroplastow do zmian w $rodowisku bez
potrzeby wplywania na wczesniejsze etapy ekspresji genow. Co za tym idzie, translacja w
chloroplastach jest $cisle regulowana przez czynniki rozwojowe i srodowiskowe, do ktorych zaliczy¢
mozna zmiany intensywnosci $wiatta oraz fluktuacje temperatury (Chotewutmontri & Barkan, 2016;
Gao i in., 2022; Schuster i in., 2020).



Podjednostki wchodzace w sklad wielu komplekséw biatkowych  wystepujacych
w chloroplastach moga by¢ kodowane przez geny znajdujace si¢ w roznych genomach. Dobrym
przyktadem ilustrujacym to zjawisko jest RuBisCo. W sktad RuBisCo wchodza dwa rodzaje
podjednostek: duza podjednostka, ktora jest kodowana przez gen rbcL znajdujacy si¢ w genomie
chloroplastowym, oraz mata podjednostka, kodowana przez jadrowy gen RbcS (Hayer-Hartl & Hartl,
2020). Rozdzielenie gendw pomiedzy réznymi genomami rodzi potrzebe koordynacji ekspresji genow
z roéznych przedziatbw komorkowych, dlatego rosliny wyksztatcity mechanizmy pozwalajace na
przeptyw informacji migdzy chloroplastami a jadrem komorkowym (Mielecki i in., 2020). Z jednej
strony jadro komodrkowe sprawuje kontrole nad ekspresjg genow w chloroplastach (ang. anterograde
signals), poniewaz genom jadrowy koduje wiele biatek zaangazowanych w transkrypcje i translacjg
w chloroplastach, np. podjednostki sigma polimerazy RNA i niektore biatka rybosomalne, z drugiej zas
strony chloroplasty moga wysyta¢ specyficzne sygnaty (np. reaktywne formy tlenu [RFT] lub
metabolity), ktore wptywaja na ekspresje genow jadrowych (ang. retrograde signals). Wspotzaleznosé¢
ekspresji genow chloroplastowych i jadrowych ma na celu utrzymanie homeostazy komorkowej
i optymalne wykorzystanie energii. Sprawna komunikacja chloroplast-jadro jest szczegélnie istotna
podczas zmian rozwojowych i w odpowiedzi na stresy $rodowiskowe, ktore wptywaja na procesy
zachodzace w chloroplastach. Przyktadem takiego wptywu moze by¢ stres wysokiego natezenia Swiatla,
ktory prowadzi do fotoinhibicji i zmniejszenia wydajnosci fotosyntetycznego transportu elektronow.
Przywrocenie poprawnego funkcjonowania wigze si¢ ze znacznymi zmianami ekspresji genow
jadrowych i chloroplastowych.

Wewnatrzkomérkowa komunikacja migdzy jadrem komoérkowym a chloroplastami reguluje
procesy fizjologiczne, w tym rozwoj, wzrost i reakcje na stresy srodowiskowe. Sygnalty wysytane
z chloroplastow pozwalaja na koordynacje ekspresji genéw jadrowych i chloroplastowych zapewniajac
wydajna aklimatyzacje. Sygnaly z chloroplastow sa indukowane podczas zaburzenia funkcjonowania
tych organelli, do ktorych zalicza si¢ zahamowanie syntezy tetrapiroli, inhibicj¢ translacji czy
zwigkszenie poziomu RFT, w tym podczas stresu wysokiego nat¢zenia §wiatta (Chan i in., 2016). Na
poziomie molekularnym zmiany nat¢zenia $wiatla powodujg zmiany statusu redoks przekaznikdéw
elektronow prowadzac do nadprodukcji RFT, takich jak tlen singletowy i nadtlenek wodoru (H-0,).
Przyktadem zaangazowania RFT w komunikacje chloroplast-jadro moze by¢ H.O, ktéry podczas
stresow suszy i wysokiego nat¢zenia $wiatta wptywa na metabolizm 3’-fosfoadenozyno-5’-fosforanu
(PAP). W normalnych warunkach stezenie PAP jest na niskim poziomie, jednak w trakcie tych stresow
PAP akumuluje si¢ w chloroplastach, a jego cze$¢ trafia do jadra komorkowego, gdzie wptywa na
ekspresje wielu genoéw prowadzac do aklimatyzacji (Estavillo i in., 2011). Oprocz aktywowania
specyficznej $ciezki sygnalnej H,O2 produkowany w chloroplastach moze réwniez bezposrednio lub
poprzez stromule trafia¢ do jadra komdrkowego i wptywac na ekspresje genéw (Caplan i in., 2015;
Exposito-Rodriguez i in., 2017). Kolejnym RFT, ktory bierze udziat w komunikacji chloroplast-jadro,
jest tlen singletowy, jednak przez niska stabilno$¢ nie moze zosta¢ przetransportowany do jadra
komorkowego. Dziatanie tlenu singletowego polega na aktywacji specyficznych przekaznikow sygnatu
w chloroplastach. Dotychczas zostaly opisane dwie $ciezki sygnalne zalezne od tlenu singletowego.
Zaliczamy do nich $ciezke zalezng od B-cyklocitralu bedacego produktem utlenienia B-karotenu oraz
Sciezke zalezng od kodowanych jadrowo biatek EXECUTER 1 i 2 (Dograi in., 2019; Ramel i in., 2012).
Obie $ciezki regulujg ekspresje roznych i specyficznych dla siebie grup genow.

Aktywno$¢ wielu czynnikow transkrypeyijnych (ang. transcription factors) jest regulowana przez
sygnaty z organelli. Czynniki ANACO013 i ANACO017 sg kontrolowane przez zmiany statusu redoks w
mitochondriach. Za pomoca domeny trans-blonowej sa one przylaczone do retikulum
endoplazmatycznego, jednak w reakcji na zaburzenie kompleksu 111 w mitochondriach dochodzi do ich
odciecia, w konsekwencji czego sg transportowane do jadra komorkowego wplywajac na ekspresje
genow (De Clercq i in., 2013; Ng i in., 2013). Tak wigc czynniki transkrypcyjne o podwojnej lokalizacji
moga brac¢ udzial w komunikacji miedzy organellami a jadrem. Analizy in silico wykazaly, ze sposrod
okoto 2000 czynnikéw transkrypcyjnych kodowanych przez genom Arabidopsis thaliana,



prawdopodobnie 50-80 jest lokalizowanych w plastydach (Schwacke i in., 2007, Wagner &
Pfannschmidt, 2006).

4.3.2 Cel pracy i hipotezy badawcze

Regulacja translacji w chloroplastach oraz komunikacja chloroplast-jadro sa istotnymi
elementami procesow aklimatyzacyjnych u roslin. Dlatego celem przedstawionego osiaggniecia, na ktore
sktadaja si¢ cztery prace oryginalne (P1 — P4) oraz jedna praca przegladowa (P5), bylo poznanie
molekularnych podstaw regulacji translacji w chloroplastach oraz identyfikacja i charakterystyka
nowych czynnikdw oraz $ciezek sygnalnych biorgcych udzial w komunikacji chloroplast-jadro,
szczegblnie w reakcji na stresy zaburzajgce poprawne funkcjonowanie chloroplastow. Opisane badania
sg badaniami podstawowymi prowadzonymi na roslinie modelowej A. thaliana, jednak w szerszej
perspektywie moga si¢ one przyczynic¢ do opracowania rozwigzan pozwalajacych na uzyskanie nowych
odmian roslin o zwigkszonej tolerancji na stresy srodowiskowe.

W ramach przedstawionego osiagnigcia zweryfikowano nastgpujace hipotezy badawcze:

e czynniki transkrypcyjne o podwojnej lokalizacji, chloroplastowo-jadrowej, biora udziat
w komunikacji migdzy tymi organellami i petnig istotng funkcje w procesie aklimatyzacji
do stresow abiotycznych,

e stabilna struktura ll-rzedowa oraz inne cechy mRNA, i syntetyzowanego tancucha
polipeptydowego powodujg pauzowanie rybosoméw w chloroplastach,

e cechy mRNA takie jak obecnos$¢ sekwencji Shine-Dalgarno w obrebie CDS i stabilna
struktura  ll-rzgdowa powodujace pauzowanie rybosomoéw sa  ewolucyjnie
konserwowane,

e zmiany wydajnosci translacji genow chloroplastowych podczas aklimatyzacji do stresu
wysokiego nat¢zenia §wiatla zaleza od zmian struktury Il-rzedowej mRNA.

4.3.3 Omowienie wynikow badan

Czynnik transkrypcyjny CHLOROPLAST IMPORT APPARATUS2 (CIA2) lokalizuje sie
W chloroplastach i jgdrze komdrkowym 1 jest pozytywnym regulatorem odpowiedzi na stres
fotooksydacyjny

Celem pracy P1 byto poznanie i scharakteryzowanie czynnikow transkrypcyjnych o podwojnej
lokalizacji, zaréwno jadrowej jak i chloroplastowej, bioragcych udziat w komunikacji migdzy tymi
organellami, w roslinie modelowej A. thaliana. Praca P1 w Plant Journal (2021) byta pierwsza proba
identyfikacji czynnikow transkrypcyjnych o podwojnej lokalizacji chloroplastowo-jadrowej bioragcych
udzial w komunikacji miedzy tymi organellami. Punktem wyjscia prowadzonych przeze mnie badan
byto wykorzystanie strategii ukierunkowanej odwrotnej genetyki (ang. reverse genetics). Na poczatku
przeszukano bazy danych znanych czynnikow transkrypcyjnych (Jin i in., 2014; Pérez-Rodriguez i in.,
2009) oraz biatek chloroplastowych (Myouga i in., 2013; Schwacke i in., 2003; Sun i in., 2009)
i wytypowano zbior genow jadrowych kodujacych czynniki transkrypcyjne, ktore potranslacyjnie moga
by¢ transportowane do chloroplastoéw. W kolejnym etapie uzyskano 67 homozygotycznych mutantow
insercyjnych T-DNA w 53 genach. Mutanty te poddano analizie w warunkach stresow zaburzajacych
dziatanie chloroplastow (stres wysokiego nat¢zenia $wiatta w niskiej temperaturze [cHL] i stres UV-
AB). Zatozono, ze jesli badany czynnik transkrypcyjny jest zaangazowany w komunikacj¢ chloroplast-
jadro, to jego brak (tak jak w mutancie) bedzie skutkowat zwigkszona wrazliwoscia na stresy.
Wigkszo$¢ analizowanych mutantow nie wykazywata zwigkszonej wrazliwosci na stresy w porownaniu
do rodlin typu dzikiego. Wyjatek stanowily mutanty w o$miu genach, ktére wykazywaty wigksza
wrazliwo$¢ na cHL i/lub UV-AB. Nastepnie skupiono si¢ na szeSciu sposrod osmiu analizowanych
gendw, ktore sklonowano, aby sprawdzi¢ czy koduja biatka lokalizujace sie w chloroplastach. Analize
wykonano wykorzystujac przejsciowa transformacje siewek A. thaliana, w ktorych nastepowata
ekspresja badanego biatka w fuzji z biatkiem z6ttej fluorescencji (YFP) pod kontrola konstytutywnego
promotora 35S. Sposrod analizowanych biatek tylko biatko fuzyjne AT5G57180-YFP lokalizowalo si¢



w chloroplastach i jadrze komorkowym. Dlatego dalsze badania prowadzono na genie AT5G57180
kodujacym biatko CHLOROPLAST IMPORT APPARATUS?2 (CIA2), ktore wczesniej opisano jako
biorace udziat w imporcie biatek do chloroplastow i translacji w chloroplastach (Sun i in., 2001, 2009).
CIA2 posiada domeng CCT na C-koncu, charakterystycznag dla biatek zaangazowanych w proces
przekazywania sygnatow zaleznych od $wiatla. Zwigkszona wrazliwo$é na analizowane stresy
chloroplastowe mutanta SALK_ 045340 (cia2—4) sugeruje, ze CIA2 jest zaangazowane w procesy
aklimatyzacyjne w odpowiedzi na cHL i UV-AB.

CIA2i CIA2-LIKE (CIL) dziatajg synergistycznie W trakcie stresu fotooksydacyjnego ale tylko
CIA2 posiada funkcjonalny chloroplastowy peptyd tranzytowy

Aby potwierdzi¢ rolg CIA2 w procesie aklimatyzacji do stresu, wyizolowano mutanty cia2—2
(SALK_004037) i cia2—-3 (SGT49) z insercjami T-DNA w pierwszym egzonie. Analiza zawarto$ci
barwnikow fotosyntetycznych wykazala, ze mutanty cia2 maja ich mniej niz rosliny typu dzikiego. Na
poziomie aminokwasowym CIA2 jest w 54 % identyczny z biatkiem CIA2-LIKE (CIL, AT4G25990).
Analiza lokalizacji biatka CIL-YFP wykazata, ze w przeciwienstwie do CIA2-YFP, CIL-YFP lokalizuje
si¢ tylko w jadrze komorkowym. Nastepnie Sprawdzilismy redundancj¢ genow CIA2 i CIL krzyzujac
mutanty cia2 z uzyskanymi mutantami cil-1 (SAIL_228 CO01) i cil-2 (SK14786). Mutanty cil nie
roznity si¢ fenotypowo od roslin typu dzikiego. Zaobserwowano, ze podwojne mutanty cia2 cil miaty
nizszg zawarto$¢ pigmentow fotosyntetycznych niz pojedyncze mutanty i rosliny typu dzikiego.
Sugeruje to, ze geny CIA2 i CIL dziataja synergistycznie i sg niezbedne do optymalnego funkcjonowania
fotosystemow i fotosyntezy.

Poczatkowo w analizie wrazliwo$ci na stresy chloroplastowe (UV-AB i cHL) wykorzystano
mutanta cia2-4, dlatego kolejne eksperymenty rozszerzono o inne allele mutantow cia2 i cil, oraz
podwdjne mutanty cia2 cil. Analiza fenotypow mutantow wykazata, ze CIA2 i CIL sg potrzebne do
optymalnej odpowiedzi fizjologicznej na stres fotooksydacyjny, z tym ze CIA2 petni dominujacg rolg.
Mutanty cil nie roznity si¢ znaczaco reakcja od roslin typu dzikiego ale wprowadzenie mutacji cil do tta
genetycznego cia2, jak miato to miejsce w podwojnym mutancie cia2 cil, zwigkszato jego wrazliwosé
na analizowane stresy. Zwigkszona wrazliwo$¢ analizowanych mutantéw na HL i UV-AB moze by¢
konsekwencja uposledzenia procesu rozpraszania nadmiaru energii wzbudzenia (Karpinski i in., 1999).
Dlatego zbadano proces niefotochemicznego wygaszania (NPQ) za pomocg analizy fluorescencji
chlorofilu a oraz pomiaru gradientu protonéw w poprzek btony tylakoidow. Oba eksperymenty
wykazaly, ze mutanty cia2 cil nie s3 w stanie zaindukowa¢ NPQ do poziomu obserwowanego w
roslinach typu dzikiego, zwlaszcza w mtodych, rozwijajacych sie lisciach. Dodatkowo zbadano
wydajnos¢ fotosyntezy wykorzystujac pomiar asymilacji CO. Uzyskane wyniki wskazuja, ze rosliny
cia2 cil maja istotnie obnizone tempo asymilacji CO2 co dobrze koreluje z obnizonym tempem wzrostu
tych roslin.

Ekspresja chloroplastowych biatek rybosomalnych i dojrzewanie 23S rRNA zaleig od
aktywnosci CIA2 i CIL

Wezesniejsze badania sugerowaly, ze CIA2 jest istotnym czynnikiem wptywajacym na translacje
w chloroplastach poprzez regulacje ekspresji genéw jadrowych kodujacych niektore biatka rybosomu
chloroplastowego (Sun i in., 2009). Aby sprawdzi¢ czy podobny efekt jest obserwowany
w analizowanych mutantach cia2 oraz czy ekspresja genéw rybosomalnych zalezy od aktywnosci CIL,
przeprowadzono analize ekspresji za pomoca qRT-PCR i sekwencjonowania RNA (RNA-seq).
Ekspresja 21 spos$rod 66 analizowanych genow rybosomalnych byta obnizona w cia2 i podwdjnym
mutancie cia2 cil. Obserwowany efekt byt silniejszy w podwdjnym niz w pojedynczym mutancie cia2
(cil nie roznit sie od ro$lin typu dzikiego), co sugeruje, ze CIA2 i CIL wspdtuczestnicza W regulacji
ekspresji genow rybosomalnych. W celu sprawdzenia, czy CIA2 i CIL wptywaja na translacje w
chloroplastach przeprowadzono analiz¢ polisomow poprzez badanie wigzania MRNA pshD
z rybosomami chloroplastowymi z wykorzystaniem frakcjonowania w gradiencie sacharozy.
Eksperyment wykazal, ze w ro$linach cia2 cil mMRNA psbD byto zwigzane z mniejsza iloscia



rybosomo6w niz w roslinach typu dzikiego, co wskazuje na obnizong translacj¢ chloroplastowg w tym
genotypie. Dodatkowym potwierdzeniem wskazujacym na rolg CIA2 i CIL w procesie translacji
W chloroplastach byta analiza rybosomalnego RNA (rRNA). Wykazano, ze dojrzewanie 23S rRNA,
wchodzagcego w sktad duzej podjednostki rybosomu, jest zaburzone w mutantach cia2 cil. Rosliny
0 obnizonej wydajnos$ci translacji w chloroplastach czgsto wykazuja wieksza wrazliwo$¢ na niektdre
antybiotyki begdace inhibitorami translacji (np. spektynomycyng). Zgodnie z oczekiwaniami wzrost
i rozwoj roslin cia2 cil byt silnie zaburzony na podtozu zawierajacym spektynomycyng potwierdzajac,
ze CIA2 i CIL odgrywajg istotng role w translacji w chloroplastach.

Analiza wynikow RNA-seq wykazata, ze wiele genéw zaangazowanych w odpowiedz na stres
wysokiej temperatury (np. HSP) ma konstytutywnie podwyzszong ekspresje w roslinach cia2 cil. Co
wigcej, zaohserwowano, ze rosliny cia2 cil lepiej radza sobie w podwyzszonej temperaturze niz ro$liny
kontrolne, co sugeruje ze CIA2 i CIL wplywaja na termotolerancje¢, prawdopodobnie przez regulacje
ekspresji genow HSP. Podsumowujac, w pracy P1 opisano nowg role czynnikow transkrypcyjnych
CIA2 i CIL w procesie komunikacji chloroplast-jadro w trakcie stresu fotooksydacyjnego oraz w
regulacji translacji w chloroplastach. Ostatnio opublikowane prace innych zespotow (Li i in., 2021;
Yang i in., 2022; Yang & Sun, 2020) potwierdzaja role tych biatek i wskazuja, ze sg to ciekawe obiekty
do dalszych badan.

Profilowanie rybosomow pozwolilo na identyfikacje licznych miejsc pauzowania rybosomow
na mMRNA w chloroplastach

Celem publikacji P2 byto scharakteryzowanie czynnikow wptywajacych na elongacje translacji i
pauzowanie rybosomow W chloroplastach oraz zrozumienie biologicznej roli pauzowania. Badania
przeprowadzono na mtodych lisciach A. thaliana z wykorzystaniem techniki profilowania rybosomow
(Ribo-seq). Przeprowadzono trawienie polisomow za pomoca MNazy po czym uzyskane $lady
rybosomow (ang. ribosome footprints) zostaty zsekwencjonowane na platformie Illumina. Uzyskane
odczyty przefiltrowano pod wzgledem jakosci, przyci¢to i zmapowano na sekwencjach kodujacych
(CDS) genéw chloroplastowych. Takie podejscie eksperymentalne pozwolito na identyfikacje 78 miejsc
pauzowania rybosomow z duzg dokladnos$cig. Co istotne, uzyskane wyniki poréwnano
bioinformatycznie z danymi pochodzacymi z kukurydzy (Chotewutmontri & Barkan, 2016) i jeczmienia
(Kim i in., 1991). W pracy P2 analizowano w szczegolnosci wplyw wlasciwosci mRNA oraz nowo
syntetyzowanego lancucha peptydowego (ang. nascent peptide chain) na pauzowanie rybosomow.

Pauzowanie rybosomow jest spowodowane stabilng strukturg |1-rzedowg mRNA

Badania rozpoczgto od analizy wptywu struktury Il-rzedowej mRNA na elongacj¢ translacji.
Zatozono, ze jesli stabilna struktura powoduje pauzowanie rybosomu, powinna si¢ ona znajdowac
ponizej pauzujacego rybosomu. Zgodnie z przewidywaniami zaobserwowano, ze wigksze
prawdopodobienstwo wystgpienia stabilnej struktury II-rzedowej mRNA wystepuje 31 nukleotydow
ponizej miejsc pauzowania rybosomow niz w losowo wybranych miejscach mMRNA. Warto zauwazy¢,
ze uzyskano zgodne wyniki zaréwno dla bioinformatycznej predykeji struktury mRNA jak i struktury
opisanej eksperymentalnie (Ding i in., 2014). Analiza przeprowadzona w odwrotnym Kierunku,
polegajaca na sprawdzeniu, czy powyzej miejsc 0 najstabilniejszej strukturze mRNA wystepuje wigksze
prawdopodobienstwo pauzowania rybosomow, doprowadzita do analogicznych wnioskow. Na
podstawie analizy bioinformatycznej wynikow profilowania rybosoméw u kukurydzy (Chotewutmontri
& Barkan, 2016), wykazano rowniez, ze wystepuje korelacja miedzy strukturg II-rzedowag mRNA
a pauzowaniem rybosoméw U tego gatunku. Uzyskane wyniki wskazuja, ze struktura mRNA
i pauzowanie rybosomow w chloroplastach sg funkcjonalnie powigzane.

Sekwencja Shine-Dalgarno w obrgbie CDS moze wplywaé na pauzowanie rybosomow
w chloroplastach

Wczesniejsze badania (Li i in., 2012), wskazywaty, ze kolejnym czynnikiem mogacym wptywac
na pauzowanie rybosomow, moze by¢ wystepowanie w obrgbie CDS sekwencji Shine-Dalgarno (SD),



ktora odpowiada za prawidlowe pozycjonowanie matej podjednostki rybosomu i rozpoznanie kodonu
start w trakcie inicjacji translacji. Zgodnie z tym zalozeniem sekwencje SD powinny znajdowac sig
powyzej miejsc pauzowania rybosomow, aby moglto dojs¢ do hybrydyzacji z sekwencja anti-SD
znajdujaca si¢ na koncu 3” 16S rRNA. Uzyskane wyniki i analiza danych z kukurydzy wskazuja, ze
podobnie jak w przypadku struktury Il-rzedowej, obecno$¢ SD w CDS koreluje z miejscami pauzowania
rybosomow i jest czynnikiem wptywajacym na pauzowanie w chloroplastach.

Oddzialywania elektrostatyczne miedzy dodatnio natadowanymi aminokwasami a ujemnie
naladowanym tunelem wyjsciowym rybosomu wplywajq na pauzowanie rybosomow w chloroplastach

Poza mRNA, roéwniez cechy syntetyzowanego tancucha peptydowego moga powodowac
pauzowanie rybosomow. Mozna do nich zaliczy¢ obecno$¢ dodatnio natadowanych aminokwasow,
ktore oddziatywaja elektrostatycznie z ujemnie natadowanym tunelem wyjsciowym rybosomu
(Charneski & Hurst, 2013) i obecnos¢ bogatych w proling peptydow, ktore moga powodowac
pauzowanie rybosomow, zahamowanie elongacji i przedwczesna terminacjg¢ translacji (Woolstenhulme
i in.,, 2013). W chloroplastach zaobserwowano, ze dodatnio naladowane aminokwasy moga by¢
czynnikiem wplywajacym na pauzowanie rybosoméw. Warto rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze nie
zauwazono korelacji miedzy wystgpowaniem proliny oraz rodzajem kodonu a pauzowaniem rybosomu.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze czynnikami wplywajacymi na pauzowanie
rybosoméw w chloroplastach s3: i) struktura II-rzedowa mRNA, ii) obecno$¢ SD w CDS oraz iii)
wystepowanie dodatnio naladowanych aminokwaséw w rosnacym tancuchu polipeptydowym. Do
95 % wszystkich miejsc pauzowania w chloroplastach moze by¢ wyjasnionych za pomoca wyzej
opisanych czynnikow. Dobrym przyktadem jest mMRNA psbC, gdzie wszystkie miejsca pauzowania
rybosomdéw moga by¢ opisane za pomoca jednego lub wigcej wyzej wymienionych czynnikow.

Pauzowanie rybosomow moZe byc istotne dla kotranslacyjnego wigzania bialek 7 blonami oraz
wiqzania kofaktorow

Pauzowanie rybosoméw moze by¢ istotne w procesie kotranslacyjnego faldowania bialek.
Dlatego postanowiono sprawdzi¢, czy W chloroplastach pauzowanie moze by¢ skorelowane
z fatldowaniem biatek i integracjg bialek z btonami. W tym celu poréwnano miejsca pauzowania
z wystegpowaniem domen transbtonowych (TM). Zauwazono, ze w odlegtosci 34 aminokwasow ponizej
rejonu TM typu | (koniec N znajduje si¢ w lumen tylakoidéw) znajduja sie¢ miejsca pauzowania
rybosomow. Taka odlegtos¢ pozwala na opuszczenie tunelu wyjsciowego rybosomu przez N-koniec
domeny TM i prawdopodobnie rekrutacje czynnikow utatwiajacych integracj¢ z btong. Podobny
mechanizm zaobserwowano w Escherichia coli (Fluman i in., 2014), Saccharomyces cerevisiae
(Pechmann i in., 2014) i danych analizowanych w pracy P2 pochodzacych z kukurydzy
(Chotewutmontri & Barkan, 2016). Zauwazono rdéwniez, ze miejsca pauzowania rybosomow
koresponduja z miejscami wigzania kofaktorow, takich jak centra Zelazowo-siarkowe do biatek
fotosystemu | (PSI) oraz pierwszym miejscem wigzania MnsCaOs w biatku D1 wchodzacym w sktad
centrum reakcyjnego fotosystemu Il (PSII). Analogiczne miejsca pauzowania rybosomow byty opisane
rowniez U jeczmienia (Kim i in., 1991). Podsumowujac, po raz pierwszy wykazano, ze rola
pauzowania rybosoméw w chloroplastow moze byé umozliwienie wigzania bialek z blonami
i wigzanie kofaktorow.

Cechy mRNA powodujgce pauzowanie rybosoméw w chloroplastach sq ewolucyjnie
konserwowane

Jesli miejsca pauzowania rybosoméw sg istotne z biologicznego punktu widzenia, to powinny
by¢ ewolucyjnie konserwowane. Aby to sprawdzi¢, postanowiono przeanalizowa¢ wybrane miejsca
pauzowania m. in. w mRNA rbcL w pozycji kodonu Ser-398. Pauzowanie w tym miejscu moze by¢
istotne dla rekrutacji bialek opiekunczych i faldowania duzej podjednostki RuBisCo. Jest ono
spowodowane obecnoscia sekwencji SD i stabilnej struktury 1l1-rzedowej mRNA. Co istotne, cechy te
sa konserwowane u ros$lin nasiennych i mszakow. Stabilna struktura mRNA wystepuje rowniez W tym



miejscu W jednokomorkowym glonie Chlamydomonas reinhardtii. Co ciekawe, zauwazono réwniez
zréznicowany stopien konserwacji SD u roslin pasozytniczych z rodzaju Cuscuta. Porownano
bioinformatycznie dwa gatunki o zredukowanej aktywnosci fotosyntetycznej (C. reflexa i C. exalata)
do dwoch gatunkow o szczatkowej aktywnosci fotosyntetycznej (C. gronovii i C. obtusiflora).
U pierwszych gatunkoéw sekwencja SD jest obecna, ale nie wystepuje u ostatnich dwoch gatunkow.
Wyniki te sa dodatkowym potwierdzeniem wskazujacym na istotno$¢ pauzowania rybosoméw
w procesach, takich jak faldowanie bialek, wlaczanie rejonéw TM do blon czy skladanie
kompleksow fotosyntetycznych.

Struktura wszystkich czterech nukleotydow w RNA chloroplastowym moZe by¢ odczytana za
pomocq siarczanu dimetylu (DMS) i odwrotnej transkryptazy TGIRT

W pracach P3 i P4 po raz pierwszy scharakteryzowano wplyw struktury II-rzedowej mRNA
na translacje w chloroplastach in vivo. Wczesniejsze prace sugerowaty, ze zmiana struktury mRNA
w regionie inicjacji translacji moze wptywa¢ na wydajnos¢ inicjacji translacji (Hammani i in., 2012;
Prikryl i in., 2011). Jednak prace te bazowaly na predykcji struktury RNA na podstawie sekwencji
nukleotydowej lub w oparciu o eksperymenty in vitro. Uzyskane w ten sposob informacje o strukturze
nie odzwierciedlajg w petni struktury mRNA in vivo. W pracy P3 przeanalizowano struktur¢ RNA in
vivo w mtodych, 17-18 dniowych ro$linach A. thaliana i poréwnano ja do struktury RNA, ktore zostato
sfaldowane in vitro bez obecnosci biatek. W tym celu RNA zostalo zmodyfikowane za pomocg
siarczanu dimetylu (DMS), ktory powoduje metylacje jednoniciowych i dostepnych dla rozpuszczalnika
nukleotydow. Miejsca metylacji zostaty zidentyfikowane za pomoca profilowania mutacyjnego (ang.
mutational profiling [MaP]) z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy TGIRT i sekwencjonowania
typu Illumina (metoda DMS-MaPseq). Czesto$¢é wystgpowania mutacji W danej pozycji w cDNA
odzwierciedla prawdopodobienstwo, z jakim dany nukleotyd jest dostepny dla rozpuszczalnika i nie
hybrydyzuje z komplementarnym nukleotydem (jest niesparowany). W omawianej pracy
przeprowadzono analizg struktury II-rzedowej wybranych mRNA chloroplastowych réznigcych si¢
poziomem ekspresji oraz organizacjg CDS. Jako kontrol¢ ze znang strukturg II-rzedowa wykorzystano
16S rRNA bedace komponentem matej podjednostki rybosomu chloroplastowego.

Uzyskana liczba odczytow, ktore poprawnie zmapowano na transkryptach chloroplastowych,
pozwolita na analize struktury RNA wszystkich badanych genéw. Wykazano, ze wykorzystana metoda
jest wiarygodna i dobrze odzwierciedla strukture 16S rRNA. Co ciekawe, w klasycznych
eksperymentach z uzyciem DMS zwiazek ten wykorzystywany jest do odczytywania statusu
strukturalnego adeniny i cytozyny, jednak ostatnie badania wskazuja, ze w lekko zasadowym
srodowisku moze by¢ réwniez wykorzystany do analizy guaniny i uracylu (Mustoe i in., 2019).
W chloroplastach, gdzie pH stromy jest lekko alkaiczne, zauwazono, ze informacja o statusie
strukturalnym guaniny i uracylu jest zachowana, jednak ma nizsza jako$¢ niz w przypadku
adeniny i cytozyny.

Inicjacja translacji genow chloroplastowych moze zaleie¢ od struktury mRNA w regionie
5°UTR

Okoto 30 % gendéw chloroplastowych nie posiada sekwencji Shine—Dalgarno (SD) pozwalajacej
na prawidtowe rozpoznanie kodonu start. W takich przypadkach uwaza sig, ze lokalne minima struktury
Il-rzedowej odpowiadaja za prawidtowe pozycjonowanie rybosomu i wydajng inicjacje translacji. Gen
clpP nie posiada sekwencji SD i zauwazono, ze kodon start i region inicjacji translacji ma wigksza
reaktywno$¢ DMS, czyli ma mniej stabilng strukturg II-rzgdowa w warunkach in vivo niz in vitro. Mniej
stabilna struktura w komorce moze by¢ skutkiem wigzania biatka uniemozliwiajgcego przyjecie bardziej
stabilnej struktury przez RNA. W przypadku clpP wcze$niejsze badania (Ruwe i in., 2016) wykazaty
obecnos¢ sladu (ang. footprint) nieznanego biatka wiazacego RNA w regionie 5’UTR. Wigzanie tego
biatka do RNA moze hamowaé tworzenie struktury spinki do wlosow i tym samym zwigkszaé
dostepnos¢ kodonu start umozliwiajagc wydajng inicjacj¢ translacji. Analiza pozostatych genow



wskazata, ze struktura Il-rzgdowa regionu inicjacji translacji jest mniej stabilna w warunkach in vivo niz
in vitro, co pozwala na osiagnigcie wysokiej wydajnosci translacji w chloroplastach.

Wigkszo$¢ regionow kodujgcych genow chloroplastowych wykazuje mniej stabilng strukture
l1-rzedowq in vivo niz in vitro

Uwaza sig, ze struktura IlI-rzgdowa regionéw kodujacych (CDS) moze si¢ rdzni¢ in vivo (ze
zwigzanymi rybosomami i biatkami wigzacymi RNA) od struktury in vitro (bez zwigzanych biatek). Dla
genow chloroplastowych wigkszo$¢ regionow CDS miata mniej stabilng strukturg in vivo niz in vitro
prawdopodobnie dzigki aktywnosci helikazy RNA rybosomu. Zgodnie z oczekiwaniami struktura 16S
rRNA byla bardziej stabilna w warunkach in vivo. Prawdopodobnie wigzanie do rRNA biatek
rybosomalnych i kompaktowa struktura 16S rRNA ogranicza dostgpnos¢ DMS, przez co zmniejsza
reaktywnos¢ tej czasteczki. Podobny trend zaobserwowano w genie psbA, kodujacym biatko D1. CDS
psbA ma stabilniejsza struktur¢ in vivo niz in vitro. Co istotne, struktura Il-rzgdowa psbA
w analizowanych warunkach (rosliny byty uprawiane w niskim nat¢zeniu $wiatla) jest stabilniejsza niz
u innych genow kodujacych biatka. Warto zwroci¢ uwagg na fakt, ze mniejsza reaktywno$¢ DMS psbA
in vivo moze by¢ réwniez skutkiem wigzania wielu biatek (Watkins i in., 2020), ktore ograniczaja
dostepnos¢ dla tej substancji, tak jak ma to miejsce w 16S rRNA.

Zwiekszenie nat¢zenia $wiatla powoduje wzrost wydajnos$ci translacji psbA (Chotewutmontri &
Barkan, 2018; Schuster i in., 2020). Jest to oczekiwane, poniewaz biatko D1 kodowane przez psbA jest
wrazliwe na stres fotooksydacyjny i musi by¢ zastgpione przez nowo zsyntetyzowane biatko, aby
utrzyma¢ poprawne funkcjonowanie PSII. Uwaza si¢, ze w tych warunkach regulacja translacji odbywa
si¢ na etapie inicjacji (Chotewutmontri & Barkan, 2018; Schuster i in., 2020). Jednak molekularny
mechanizm regulacji inicjacji translacji w chloroplastach nie jest wystarczajaco dobrze zrozumiany, aby
wyjasni¢ zmiany wydajnosci translacji psbA na $wietle. Badania in vitro (Hammani i in., 2012; Prikryl
i in., 2011) oraz wyniki pracy P3 sugeruja, ze biatka wigzace si¢ do regionu inicjacji translacji moga
wplywaé na strukture II-rzgdowg RNA i przez to promowaé wigzanie rybosomu i inicjacje translacji.
Aby zweryfikowac¢ t¢ hipotez¢ w warunkach in vivo, w pracy P4 wykorzystano nowatorskie metody
(Ribo-seq, DMS-MaPseq i SHAPE-seq) pozwalajace na badanie struktury Il-rzedowej mRNA w
chloroplastach A. thaliana przy zmianie natezenia swiatla.

RozluzZnienie struktury Il-rzedowej 5’UTR koreluje ze zwigkszeniem wydajnosci translacji psbA
W Wysokim natezeniu swiatla

W pracy P4 wykorzystano metode DMS-MaPseq do oceny struktury 1l-rzedowej mRNA in vivo
w roslinach A. thaliana rosnacych w niskim lub wysokim natezeniem $wiatta. Zaobserwowano roznice
reaktywnosci regionu inicjacji translacji w psbA, zwtaszcza w poblizu kodonu start oraz sekwencji SD.
W warunkach wysokiego natezenia Swiatta regiony te wykazywaty zwiekszong reaktywnos$¢ na DMS.
Zwigkszona reaktywnos¢ na DMS wskazuje, ze analizowany region RNA przyjmuje mniej stabilng
strukture II-rzedows (bardziej jednoniciowg) przy wysokim natezeniu $wiatla, co jest zgodne ze
wzrostem wydajnosci translacji psbA. Ponadto region komplementarny do SD rowniez wykazywat
zwigkszong reaktywno$¢ na DMS przy wysokim nate¢zeniu $wiatla, co sugeruje, ze moze on
hybrydyzowac z SD w niskim, ale nie przy wysokim natezeniu swiatta. Byloby to zgodne z hipoteza, ze
wydajnos¢ translacji jest niska, gdy sekwencja SD i/lub kodon startowy sg w regionie dwuniciowym.
Otwarcie struktury uczyniloby te elementy bardziej dostgpnymi, co powinno zwigkszy¢ wydajnosé
translacji. Aby potwierdzi¢ zmiany strukturalne w mRNA psbA, zastosowano niezalezng metode
polegajacg na selektywnej acylacji grupy hydroksylowej w pozycji 2° w rybozie (ang. selective 2'-
hydroxyl acylation analyzed by primer extension [SHAPE]) z wykorzystaniem zwigzku 1-(2-
metylonikotynoilo)imidazol (ang. 2-methylnicotinic acid imidazolide azide [NAI-N3]). NAI-Ns reaguje
z duzym prawdopodobienstwem z ryboza, jesli RNA przyjmuje w danym miejscu strukture
jednoniciowa. Podobnie jak w przypadku DMS reaktywnos¢ poszczegolnych nukleotydow na NAI-Ns3
moze by¢ odczytana za pomoca sekwencjonowania lllumina (metoda SHAPE-seq). Co wazne,
reaktywnos¢ SHAPE dobrze korelowata z sygnalem DMS-MaPseq obserwowanym w regionie inicjacji



translacji psbA w analizowanych warunkach. Uzywajac zatem dwoch réznych sond chemicznych,
stwierdzono, ze region inicjacji translacji psbA staje si¢ bardziej dostgpny w warunkach wysokiego
nat¢zenia $wiatta, co prawdopodobnie odpowiada za zwigkszenie wydajnosci translacji.

Wiqzanie biatka do 5°’UTR psbA moZze powodowaé zmiang jego struktury

Analizujac  wyniki sekwencjonowania krotkich RNA, zaobserwowano obecnos¢ $ladu
(ang. footprint) w obszarze 5’UTR psbA, ktory moze by¢ konsekwencja wigzania biatka do tego
regionu. W dalszej kolejnosci potwierdzono obecnos¢ $ladu za pomoca hybrydyzacji typu Northern
i zauwazono, ze jego poziom rosnie w wysokim natgzeniu $wiatta. Zaobserwowany $lad w czesci
srodkowej zostal wczesniej opisany jako miejsce wigzania biatka HCF173 (McDermott i in., 2019),
ktore aktywuje translacje psbA. W pracy P4 oceniono wplyw wigzania HCF173 na strukture regionu
inicjacji translacji psbA wykorzystujac reaktywnos¢ na DMS jako dane wej$ciowe. Predykcja
struktury ll-rzedowej ujawnita, ze region $ladu (wigzany przez HCF173) moze hybrydyzowac z
sekwencja SD i kodonem start. W niskim nat¢zeniu $wiatla przedstawione cis-elementy sa czescig
dwuniciowej struktury, natomiast w wysokim nate¢zeniu $wiatla, sekwencja Shine-Dalgarno i kodon
start znajduja si¢ w wickszosci w strukturze jednoniciowej i dlatego sa bardziej dostepne.

Translacja mRNA ze stabymi sekwencjami SD zaleZy strukturalnej dostgpnosci tego elementu

Jak pokazano powyzej, zmiany strukturalne mRNA sg istotne dla indukowanej wysokim
natezeniem $wiatla aktywacji translacji mMRNA psbA. Postanowiono sprawdzié, czy istnieje ogdlna
korelacja miedzy zmianami strukturalnymi a wydajnoscig translacji, czy tez jest to zjawisko unikalne
dla psbA. Eksperyment SHAPE-seq miat wystarczajgce pokrycie sekwencjonowania, aby umozliwic¢
analize struktury 16 genéw chloroplastowych. W tym samym ukladzie eksperymentalnym
przeanalizowano translacje wykorzystujac profilowanie rybosoméw (Ribo-seq). Ribo-seq w potaczeniu
z sekwencjonowaniem RNA (RNA-seq) pozwala na ocen¢ wydajnosci translacji analizowanych mRNA.
Jesli duza cze§¢ mRNA jest regulowana przez zmiany strukturalne RNA podobne do tych, ktore
zaobserwowano dla psbA po ekspozycji na wysokie nat¢zenie §wiatta, nalezaloby oczekiwaé korelacji
pomiedzy zmianami w wydajnosci translacji a zmianami strukturalnymi w kodonie start i/lub sekwencji
SD. Tego rodzaju korelacja nie byla obserwowana dla wszystkich analizowanych genow, jednak dla
genow ze stabymi sekwencjami SD, do ktorych zaliczy¢é mozna psbA, mozna zauwazy¢ korelacje
miedzy zmiang wydajnos$ci translacji a zmiang reaktywno$ci na NAI-Nz w obrebie sekwencji SD w
analizowanych warunkach. Uzyskane wyniki sugeruja wiec, Ze strukturalna dostepnos¢ regionu SD
jest kluczowa dla zaleznej od $wiatla regulacji translacji mRNA ze stabymi sekwencjami SD (tak
jak w przypadku psbA), podczas gdy inne mechanizmy sg prawdopodobnie wazniejsze dla mRNA
z silnymi sekwencjami SD. Dla mRNA psbA regulacja translacji wydaje si¢ zaleze¢ od rekrutacji
specyficznych biatek do regionu 5'UTR i pdzniejszej reorganizacji struktury RNA.

W pracy przegladowej P5 skupiono sie na wptywie H,O; na regulacje ekspresji genow, ktora jest
kluczowa podczas aklimatyzacji do warunkow stresowych i omowiono perspektywy dalszych badan.
W czasie stresu wysokiego natezenia $wiatta chloroplasty sa gléwnym zrodtem H»O,. H,O, moze
dziata¢ lokalnie (w chloroplastach), ale moze by¢ réwniez transportowany do innych przedziatow
komoérkowych przez akwaporyny. Wptyw H>02 na regulacje transkrypcji genow jadrowych jest dobrze
poznany. Dlatego w pracy P5 skupiono si¢ na opisaniu roli tej molekuly w regulacji proceséw
potranskrypcyjnych. Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze H>O, moze wplywa¢ na modyfikacje
i degradacje RNA, splicing pre-mRNA (w tym alternatywny splicing) i translacje (poprzez wptyw na
strukture i modyfikacje potranslacyjne rybosomu, aktywacje¢ Sciezek modulujgcych translacje i regulacije
poziomu tRNA). Stad uwaza sie, ze H,O, odgrywa kluczowa rolg w komunikacji chloroplast-jadro.

H>0, moze potransktypcyjnie wplywaé na ekspresje genow poprzez modulowanie translacji
i modyfikacje RNA

W pracy przegladowej P5 opisano, ze poszczegdlne biatka rybosomalne moga by¢ kodowane
przez wigcej niz jeden gen jadrowy, co moze prowadzi¢ do duzej liczby mozliwych konformacji



rybosomoéw. Rybosomy moga réwniez wykazywaé heterogenicznos¢ ze wzgledu na modyfikacje
potranslacyjne, wiagzanie biatek oraz réznice w sekwencjach rRNA. Istnieja przestanki, ze rozne
konformacje rybosomow moga regulowaé translacje specyficznych mRNA. Ekspresja gendow
rybosomalnych moze by¢ regulowana przez stres oksydacyjny, a wysoki poziom H.O, powoduje
starzenie si¢ rybosomow. Kolejnym czynnikiem wplywajacym na heterogeniczno$¢ rybosomow sa
modyfikacje potranslacyjne. Fosforylacja biatek rybosomalnych, bedaca najpowszechniej wystepujaca
modyfikacja, moze by¢ kontrolowana przez szlak TOR (ang. target of rapamycin). Szlak TOR jest
aktywowany przez H,O, i prawdopodobnie wptywa na wydajno$¢ translacji w roslinach. TOR aktywuje
translacje i stymuluje transkrypcj¢ rRNA i tRNA. TOR hamuje réwniez biatkko MAF1, represor
polimerazy RNA Ill, co prowadzi do aktywacji transkrypcji tRNA, 5S rRNA i matych RNA
i prawdopodobnie wptywa na wydajnos$¢ translacji. Co ciekawe, inaktywacja MAF1 prowadzi do
nadwrazliwos$ci na H,O,. W dalszej czesci artykutu P5 przedyskutowano wptyw H,O» na powstawanie
modyfikacji potranskrypcyjnych w RNA i ich wptyw na translacj¢. Utlenienie mRNA bgdace skutkiem
wysokiego poziomu H,O, prowadzi do powstania 8-hydroksyguanozyny (8-0xo-G). 8-0x0-G moze
tworzy¢ niespecyficzne wigzania wodorowe, co prowadzi do zahamowania elongacji translacji
i przedwczesnej  terminacji. Obecno$¢ 8-0xo-G  opisano  w  mRNA  chloroplastowym
i cytoplazmatycznym. H,O;, moze prowadzi¢ réwniez do utlenienia zar6wno mRNA, jak rRNA i tRNA.
Dane literaturowe wskazuja, ze chloroplast moze sprawowac kontrolg nad translacja w cytozolu, a H2O;
moze wptywac na translacj¢ poprzez zmiany w sktadzie rybosomow, potranslacyjne modyfikacje biatek
rybosomalnych, modyfikacje potranskrypcyjne mRNA i biogeneze oraz modyfikacje tRNA i rRNA.

Za najwazniejsze dokonania prac sktadajacych si¢ na osiggniecie naukowe uwazam:

e identyfikacje i charakterystyke roli czynnika transkrypcyjnego CIA2 i jego homologa
CIL w komunikacji chloroplast-jadro w trakcie stresu fotooksydacyjnego (P1),

e poznanie roli CIA2 i CIL w regulacji translacji w chloroplastach i aklimatyzacji roslin do
stresu wysokiej temperatury (P1),

e opisanie czynnikbw wplywajacych na elongacj¢ translacji w chloroplastach,
a w szczegolnosci zrozumienie roli struktury ll-rzedowej RNA, wystepowania sekwencji
Shine-Dalgarno w obrebie CDS i obecno$ci dodatnio natadowanych aminokwasow
W syntetyzowanym tancuchu polipeptydowym w pauzowaniu rybosomow (P2),

e poznanie funkcji pauzowania rybosomow w procesach odbywajacych si¢ kotranslacyjnie,
takich jak wigzanie bialek z blonami i wigzanie kofaktorow (P2),

e opracowanie metody badania struktury Il-rzedowej RNA w chloroplastach (P3 i P4),

e charakterystyke zmian struktury II-rzedowej mRNA w warunkach stresu wysokiego
natezenia $wiatla i jej wptyw na wydajnos¢ translacji psbA w chloroplastach (P4),

e szczegdlowa ocene wpltywu HoO; na regulacje translacji i modyfikacje potranskrypcyjne
RNA (P5).
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5 Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo
artystyczng realizowana w wie¢cej niz jednej uczelni, instytucji naukowej
lub instytucji kultury, w szczegolnosci zagranicznej

W trakcie swojej kariery naukowej odbytem trzy staze w zagranicznych, renomowanych
osrodkach naukowych w Holandii, Wielkiej Brytanii i Danii. Laczny czas trwania wymienionych
stazy to jeden rok i siedem miesiecy. Najdluzszy staz odbylem po zakonczeniu doktoratu
w Copenhagen Plant Science Centre w Danii. Staze znaczaco wplyngly na przebieg mojej kariery
naukowej i przyczynity si¢ do uzyskania stypendium doktoranckiego w ramach projektu Welcome FNP
w 2009 oraz otrzymania projektow NCN na realizacj¢ wlasnych badan.

5.1 Wageningen University, Laboratory of Nematology, Holandia (11.2008 - 04.2009)

Po obronie pracy magisterskiej wyjechatem na pigciomiesigczny staz do Uniwersytetu
w Wageningen w Holandii. Prowadzitem tam badania w zespole dr Geerta Smanta nad molekularnymi
podstawami interakcji miedzy nicieniami a komoérkami roslinnymi. W trakcie stazu analizowatem
ekspresje genow z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym (qRT-PCR). Moim drugim zadaniem
byto klonowanie genéw w celu potwierdzenia interakcji miedzy biatkami w systemie BiFC
z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Doswiadczenie zdobyte na Uniwersytecie w Wageningen
W znaczacy sposob wptyneto na przebieg mojej dalszej kariery naukowej. Pozwolito mi na uzyskanie
stypendium doktoranckiego w ramach projektu Welcome FNP w 2009 r. i prac¢ w zespole prof.
Stanistawa Karpinskiego. Staz w Holandii zaowocowal rowniez publikacja, w ktdrej zaprezentowano
czes$¢ z uzyskanych przeze mnie wynikow:

e Lozano-Torres, J. L., Wilbers, R. H. P., Gawronski, P., Boshoven, J. C., Finkers-Tomczak, A.,
Cordewener, J. H. G., America, A. H. P., Overmars, H. a, Van ’t Klooster, J. W., Baranowski,
L., Sobczak, M., llyas, M., van der Hoorn, R. a L., Schots, A., de Wit, P. J. G. M., Bakker, J.,
Goverse, A., & Smant, G. (2012). Dual disease resistance mediated by the immune receptor Cf-
2 in tomato requires a common virulence target of a fungus and a nematode. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 109(25), 10119-10124.

5.2 University of Leeds, Wielka Brytania (05.2013 - 08.2013)

Pod koniec doktoratu wyjechatem na trzymiesieczny staz do laboratorium prof. Christine Foyer
na Uniwersytecie w Leeds w ramach projektu FP7-REGPOT (Warsaw Plant Health Initiative, EU FP7,
n°286093). W trakcie pobytu w Wielkiej Brytanii skupitem si¢ na badaniu roli biatka Aladin. Badania
prowadzone w zespole prof. Christine Foyer wskazywaly, ze Aladin lokalizuje si¢ w porach jadrowych
A. thaliana i moze wptywac¢ na wydajno$é¢ fotosyntezy. Moja rolg byto doktadne zbadanie wptywu
mutacji aladin na fotosynteze. Wykazatem, ze asymilacja CO; oraz wydajnos¢ kwantowa PSII jest
znacznie obnizona w roslinach aladin. Rownolegle do badan nad mutantem aladin bratem udziat
w badaniu zmian statusu redoks réznych komponentéw uktadu antyoksydacyjnego w chloroplastach.
Zdobyte doswiadczenie pozwolito mi na dokonczenie eksperymentéw do rozprawy doktorskiej, ktorej
celem byta analiza wptywu MPK4 i syntezy kwasu salicylowego na fotosynteze. Staz na Uniwersytecie
w Leeds przyczynit sie wydania publikacji:

e Gawronski, P., Witon, D., Vashutina, K., Bederska, M., Betlinski, B., Rusaczonek, A., &
Karpinski, S. (2014). Mitogen-activated protein kinase 4 is a salicylic acid-independent
regulator of growth but not of photosynthesis in Arabidopsis. Molecular Plant, 7(7), 1151—
1166.



5.3 Copenhagen Plant Science Centre, Dania (03.2015 - 02.2016)

Po ukonczeniu doktoratu kontynuowatem prace w zespole prof. Stanistawa Karpinskiego jako
glowny wykonawca w projekcie OPUS NCN pt. ,Identyfikacja i analiza funkcjonalna gendéw
kodujacych potencjalne czynniki biorgce udziat w retroaktywnych sygnatach z chloroplastow do jadra
podczas odpowiedzi obronnych i aklimatyzacyjnych u Arabidopsis”. W trakcie realizacji projektu
wyjechatem w ramach tego projektu na roczny staz do zespotu prof. Dario Leistera w Kopenhadze, aby
przeprowadzi¢ eksperymenty majgce na celu identyfikacj¢ i charakterystyke nowych czynnikoéw
transkrypcyjnych zaangazowanych w komunikacj¢ chloroplast-jadro. Innym watkiem prowadzonych
przeze mnie badan na Uniwersytecie w Kopenhadze byta analiza elongacji translacji w chloroplastach.
W trakcie stazu nawigzatem wspotprace z doktorem Larsem Scharffem, z ktorym kontynuowatem
wspolne badania przez nastgpnych szes¢ lat. Wynikiem mojej pracy zainicjowanej w Danii byto
wspotautorstwo w nastgpujacych publikacjach:

e Pulido, P., Zagari, N., Manavski, N., Gawronski, P., Matthes, A., Scharff, L. B., Meurer, J., &
Leister, D. (2018). CHLOROPLAST RIBOSOME ASSOCIATED supports translation under
stress and interacts with the ribosomal 30S subunit. Plant Physiology, 177(4), 1539-1554.

o Gawronski, P., Jensen, P. E., Karpinski, S., Leister, D., & Scharff, L. B. (2018). Pausing of
chloroplast ribosomes is induced by multiple features and is linked to the assembly of
photosynthetic complexes. Plant Physiology, 176(3), 2557-2569.

e Gawronski, P., Burdiak, P., Scharff, L. B., Mielecki, J., Gorecka, M., Zaborowska, M., Leister,
D., Waszczak, C., & Karpinski, S. (2021). CIA2 and CIA2-LIKE are required for optimal
photosynthesis and stress responses in Arabidopsis thaliana. The Plant Journal, 105(3), 619—
638.

e Gawronski, P., Enroth, C., Kindgren, P., Marquardt, S., Karpinski, S., Leister, D., Jensen, P.,
Vinther, J., & Scharff, L. (2021). Light-dependent translation change of Arabidopsis psbA
correlates with RNA structure alterations at the translation initiation region. Cells, 10(2), 322.

e Gawronski, P., Palac, A., & Scharff, L. B. (2020). Secondary structure of chloroplast MRNAs
in vivo and in vitro. Plants, 9(3), 323.

Dos$wiadczenie zdobyte podczas stazu w Copenhagen Plant Science Centre pozwolito mi na
uzyskanie projektu SONATA NCN pt. ,Regulacja elongacji translacji w chloroplastach przez
reaktywne formy tlenu, status redoks i gradient protonowy”. Prace dotyczace badania mechanizméw
regulacji translacji w chloroplastach, ktore zapoczatkowatem podczas stazu w Kopenhadze, sg aktualnie
kontunuowanie w kierowanym przeze mnie projekcie SONATA-BIS NCN pt. ,,Rola ekspresji
i modyfikacji tRNA w procesie translacji w chloroplastach podczas stresu”. Dlatego tez uwazam, ze
kompetencije i wiedza zdobyta podczas tego stazu byty kluczowe dla rozwoju mojej kariery naukowe;.

5.4 University of Helsinki, Finlandia

Wspolpracuj¢ z dwoma naukowcami z Uniwersytetu w Helsinkach: z doktorem Cezarym
Waszczakiem oraz doktorem Peterem Sarinem. Z doktorem Cezarym Waszczakiem wspotpracowatem
nad projektem charakteryzujacym role CIA2 i CIL w komunikacji chloroplast-jadro. W trakcie
prowadzonych badan pan Konrad Losinski wykonujacy prace inzynierska pod moim kierownictwem
wyjechal na staz na Uniwersytet Helsinski w celu uzyskania dodatkowych mutantéw w genach CIA2
i CIL za pomocg techniki CRISPR-Cas9. W wyniku wspotpracy z doktorem Waszczakiem ukazata sie
praca (P1) wchodzaca w sktad opisywanego osiggni¢cia naukowego.

Wspotpracg z doktorem Peterem Sarinem rozpoczatem w 2021 r. Wyniki wspoélnie
przeprowadzonych eksperymentow nad modyfikacjami potranskrypcyjnymi tRNA w trakcie stresu
wysokiego natgzenia $wiatla z wykorzystaniem LC-MS byly podstawa do aplikacji o projekt NCN



SONATA-BIS. Dr Peter Sarin wspotuczestniczy w eksperymentach majacych na celu charakterystyke
modyfikacji tRNA i zmian poziomu tych modyfikacji podczas stresow abiotycznych.

5.5 Mendel University in Brno, Czechy

Wspotpraca z doktorem Pavelem Kerchevem, ktora rozpoczatem w 2021 r., jest istotna dla
realizacji projektu SONATA-BIS. Dr Pavel Kerchev jest odpowiedzialny za charakterystyke zmian
w proteomie w roslinach A. thaliana w reakcji na stresy abiotyczne i w mutantach z zaburzonym
wprowadzaniem modyfikacji w tRNA. Dotychczas opublikowalismy wspolnie jedna prace przegladowa
wchodzaca w sktad opisywanego osiagnigcia (P5).

6 Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

6.1 Aktywnosé organizacyjna

Czlonek komicji jury podczas XLVI Przegladu Dorobku K6l Naukowych (6 grudnia 2019)

Czlonek zespolu przygotowujacego raport samooceny na Wydziale Ogrodnictwa i Biotechnologii
(2019) — bytem zaangazowany w przygotowanie raportu do akredytacji (PKA) kierunku ogrodnictwo
w roku akademickim 2019/20.

Koordynator ds. Wspolpracy Miedzynarodowej w Instytucie Biologii (1 listopada 2019 — 21
wrzesnia 2021)

Opiekun roku na kierunku Biotechnologia (1 pazdziernika 2020 — obecnie)

Organizator seminariéw naukowych w Katedrze Genetyki Hodowli i Biotechnologii Ro$lin
(1 wrzeénia 2020 — obecnie) — od 2020 roku organizuj¢ seminaria zapraszajac gosci z innych jednostek
naukowych z Polski z zagranicy. W kazdym semestrze $rednio jest zorganizowanych 10 seminariow.

Czlonek komitetu organizacyjnego konferencji ,,Genetyka aplikacyjna roslin — wyzwania XXI
wieku” (1 pazdziernika 2020 — 24 wrze$nia 2021) — bylem odpowiedzialny za pozyskanie sponsorow
oraz za kontakty z firmami i instytucjami wystawiajacymi si¢ podczas konferencji.

Czlonek Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne (14 grudnia 2020 — obecnie) — od 2020 r. jestem
cztonkiem Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne w grupie niesamodzielnych pracownikéw naukowych.

Koordynator ds. Wspélpracy z Otoczeniem Gospodarczym Wydzialu Ogrodnictwa
i Biotechnologii na kierunku Biotechnologia (1 pazdziernika 2020 — 31 sierpnia 2021) — do zakresu
mojej dziatalno$ci mozna zaliczy¢ wspdtprace z podmiotami gospodarczymi i interesariuszami
zewnetrznymi, 1 koordynowanie oferty dydaktycznej wspdtpracy z podmiotami otoczenia
gospodarczego.

Koordynator ds. Wspolpracy z Otoczeniem Gospodarczym Wydzialu Biologii i Biotechnologii
(1 wrzesnia 2021 — obecnie) — do zakresu mojej dziatalno$ci mozna zaliczy¢ wspotprace w podmiotami
gospodarczymi i interesariuszami zewnetrznymi, i koordynowanie oferty dydaktycznej wspotpracy
z podmiotami otoczenia gospodarczego.

Oficer lacznikowy SGGW w centrum badawczym dotyczacym obszaru biochemii i biotechnologii
w ramach inicjatywy ,,UNIgreen — the green European University” (kwiecien 2023 — obecnie)

6.2 Zajecia dydaktyczne

Zajecia dydaktyczne prowadze od 2017 r na 3 kierunkach studiéw dziennych (Biotechnologii,
Biologii i Bezpieczenstwie zywnosci). Lacznie prowadzitem zajecia w ramach 11 przedmiotow



w wigkszosci realizowanych na kierunku Biotechnologia. Moim autorskim przedmiotem na
Biotechnologii 1-go stopnia jest Biologia chloroplastéw. Wspoltworzylem przedmiot Jezyk
programowania R i jestem koordynatorem ¢wiczen z Inzynierii genetycznej. Moje zaangazowanie
w realizacje zaje¢ dydaktycznych w ostatnim roku akademickim (2022/23) jest znaczaco mnigjsze niz
w poprzednich latach ze wzglgdu na redukcj¢ pensum z powodu kierowania projektem NCN SONATA-
BIS.

Lista prowadzonych przeze mnie zaje¢ na 3 kierunkach:
Biotechnologia studia stacjonarne:

1. Biologia chloroplastow (wyktady i ¢wiczenia, opracowalem i realizuj¢ cato$¢ przedmiotu),

2. Inzynieria genetyczna I i1 II (¢wiczenia, opracowalem calo$¢ ¢wiczen i jestem ich
koordynatorem),

Podstawy bioinformatyki (prowadzitem wybrane ¢wiczenia),

Projektowanie molekularne (prowadzitem wybrane ¢wiczenia),

Genetyka ogo6lna (opracowatem i prowadzitem wybrane ¢wiczenia),

Genomika strukturalna i funkcjonalna (opracowatem i realizuj¢ wybrane wyktady i ¢wiczenia),
Metodologia publikacji naukowych w naukach biologicznych (opracowatem i prowadzitem
wybrane ¢wiczenia),

Jezyk programowania R (opracowatem i prowadz¢ 50% przedmiotu),

Molekularne aspekty biologii komorki roslinnej (opracowatem i1 prowadzitem czes$¢
wyktadow).

No ok ow

© ©

Bezpieczenstwo zywnosci studia stacjonarne:

1. Podstawy biologii molekularnej i inzynierii genetycznej (koordynowatem i prowadzitem
wiekszo$¢ ¢wiczen).
Biologia studia stacjonarne:

1. Genetyka (prowadzitem cze$¢ ¢wiczen).
6.3 Promotorstwo prac dyplomowych

Petni¢ role promotora pomocniczego w trzech rozprawach doktorskich. Obrony dwoch
doktoratow przewidziane sg na koniec 2023 r. Obrona ostatniego z doktoratow, ktory jest realizowany
w ramach otrzymanego przeze mnie projektu SONATA-BIS, przewidziana jest na koniec 2026 r. Bylem
promotorem dwoch prac magisterskich, 11 inzynierskich (w tym jednej w jezyku angielskim) oraz
dwaéch prac licencjackich.

6.3.1 Rozprawy doktorskie

1. Mielecki Jakub: Analiza funkcjonalna genéw kodujacych potencjalne czynniki zaangazowane
w transdukcje retroaktywnych sygnatow z chloroplastow do jadra komoérkowego podczas
odpowiedzi obronnych i aklimatyzacyjnych u Arabidopsis thaliana, Instytut Biologii, SGGW,
petnie funkcje promotora pomocniczego (w trakcie, przewidywany termin obrony: grudzien
2023)

2. Barczak-Brzyzek Anna: Chloroplast retrograde control of miRNA expression in response to
high light stress, Instytut Biologii, SGGW, peli¢ funkcj¢ promotora pomocniczego
(w trakcie, przewidywany termin obrony: wrzesien 2023)

3. Gotlebiewska Kinga: The role of chloroplast non-coding RNAs and RNA-modifying proteins in
translation, Instytut Biologii, Szkota Doktorska SGGW, pehli¢ funkcje promotora
pomocniczego (w trakcie, przewidywany termin obrony: koniec 2026)



6.3.2

10.

11.

12.

13.

Prace magisterskie

Gotebiewska Kinga: Molekularna i fizjologiczna analiza Arabidopsis thaliana pod wptywem
stresu wysokiego natezenia $wiatla w obecnosci nigerycyny, 2022, Biotechnologia, SGGW
Tyszkiewicz Magda: Modelowanie struktury Il i Ill-rzgdowej wybranych czasteczek RNA
Arabidopsis thaliana, 2020, Biotechnologia, SGGW

Prace inzynierskie i licencjackie

Czeremuzynska Zofia: Biatko HCF173 jako czynnik inicjacji translacji psbA w chloroplastach
- klonowanie molekularne i otrzymanie ro$lin transgenicznych Arabidopsis thaliana
wyrazajacych biatko fuzyjne HCF173-EYFP, 2022, Biotechnologia, SGGW

Zaremba Julia: Uzyskanie i charakterystyka linii transgenicznych z nadekspresja genow CIA2
i HHCMF7 w tle genetycznym mutanta cia2-2 cil-1 u Arabidopsis thaliana, 2022,
Biotechnologia, SGGW

Dwojak Paulina: Optymalizacja metody klonowania genéw z wykorzystaniem egzonukleazy
T5, 2021, Biologia, SGGW

Golebiewska Kinga: Analiza wplywu nigerycyny na translacj¢ w chloroplastach wybranych
MRNA u Arabidopsis thaliana, 2021, Biotechnologia, SGGW

Wawrzyniak Kamila: Analiza ekspresji wybranych tRNA w odpowiedzi na stres $wietlny
u Arabidopsis thaliana, 2021, Biotechnologia, SGGW

Biernacik Bartosz: Analiza tRNA w roslinie modelowej Arabidopsis thaliana w czasie stresu
wysokiego nat¢zenia Swiatta, 2020, Biotechnologia, SGGW

Losinski Konrad: Tworzenie mutantow knockout Arabidopsis thaliana w genach CIA2 i CIL
z wykorzystaniem technologii CRISPR/Cas9, 2020, Biotechnologia, SGGW (praca w jezyku
Angielskim)

Warchatowska Natalia: Analiza mozliwosci wykorzystania YAMAT-seq do detekcji
modyfikacji tRNA, 2020, Biotechnologia, SGGW

Swigder Krzysztof: Identyfikacja modyfikacji chemicznych tRNA  wystepujacych
w chloroplastach Arabidopsis thaliana na podstawie wynikéw YAMAT-seq oraz analizy
poréwnawczej z tRNA z innych organizmoéw, 2020, Biotechnologia, SGGW

Najechalski Maciej: Charakterystyka fizjologiczna i molekularna czterech linii mutantéw
insercyjnych Arabidopsis thaliana genow KEA3 i TPK3, 2019, Biotechnologia, SGGW
Piwnicki Rafal: Porownanie programow do mapowania odczytoéw uzyskanych w wyniku
profilowania rybosomoéw, 2019, Biotechnologia, SGGW

Michalak Agata: Analiza mutanta prorsl-5 w genie PRORS1 u Arabidopsis thaliana oraz
optymalizacja metody Toeprinting, 2019, Biotechnologia, SGGW

Patac Aleksandra: Analiza wptywu nigerycyny i zwiazkéw zmieniajacych status redoks na
fotosyntetyczny transport elektronéw u Arabidopsis thaliana, 2019, Biologia, SGGW

6.4 Opieka nad studentami zagranicznymi realizujgcymi praktyki w SGGW

Pablo Lopez Saiz (wrzesien 2021 — czerwiec 2022) — opieka nad studentem w ramach programu
Erasmus+

6.5 Opieka nad studentami realizujgcymi projekty w ramach kota naukowego

Kinga Gotebiewska, Krzysztof Wardak, 2021 — prezentacja ustna, pani Kinga Gotebiewska zdobyta
pierwsze miejsce w sekcji nauk biologicznych

Bartosz Biernacik, 2019 — poster pt. ,,Analiza tRNA w roslinie modelowej Arabidopsis thaliana w czasie
stresu wysokiego natezenia Swiatta”.



7 Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego Kkariery
zawodowej

7.1 Nagrody

2012 — Dyplom dla laureata konkursu popularyzatorskiego przyznany przez Fundacj¢ na rzecz Nauki
Polskiej

2014 — Dyplom uznania przyznany przez Rektora SGGW w Warszawie za osiagni¢cia naukowe
2015 — Dyplom uznania przyznany przez Rektora SGGW w Warszawie za osiggni¢cia naukowe
2016 — Dyplom uznania przyznany przez Rektora SGGW w Warszawie za osiggni¢cia naukowe

2017 — Dyplom uznania przyznany przez Rektora SGGW w Warszawie za osiagni¢cia naukowe

2018 — Nagroda zespotowa stopnia Il przyznana przez Rektora SGGW w Warszawie za osiagnigcia
naukowe

2018 - Nagroda dla wybitnego mtodego naukowca przyznana przez Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (Nr 0803/E-385/STYP/13/2018)

2019 — Nagroda zespotowa stopnia Il przyznana przez Rektora SGGW w Warszawie za osiggnigcia
naukowe

2020 — Nagroda zespotowa stopnia I przyznana przez Rektora SGGW w Warszawie za osiggnigcia
badawcze

2021 — Nagroda indywidualna stopnia 1l przyznana przez Rektora SGGW w Warszawie za
osiagnigcia badawcze

2022 — Nagroda zespotowa stopnia III przyznana przez Rektora SGGW w Warszawie za osiggniecia
organizacyjne

2022 — Nagroda zespotowa stopnia Il przyznana przez Rektora SGGW w Warszawie za osiagnigcia
badawcze

7.2 Szkolenia

Kurs praktyczny pt. ,,Izolacja i oczyszczanie sztucznych chromosoméw bakteryjnych z
wykorzystaniem zestawu PhasePrepTM BAC DNA Kit firmy Sigma” organizowany przez KGHiBR i
firme Sigma-Aldrich; Warszawa, 2009

Kurs z obstugi zestawu do PCR w czasie rzeczywistym, Applied Biosystems 7500Fast Real-Time
PCR; Warszawa, 2009

Szkolenie pt. ,,Perl Programming — szkolenie dedykowane”’; Warszawa, 2009
Szkolenie pt. ,,Administracja systemow Linux”; Warszawa, 2009
Szkolenie pt. ,,Microsoft Office Excel 2007 Profesjonalista’; Warszawa, 2009

Szkolenie pt. ,,Obstuga oprogramowania bioinformatycznego CLC Genomics Workbench 4.5”;
Warszawa, 2011

Szkolenie z zakresu prezentacji zagadnien naukowych dla r6znych grup odbiorcéw, organizowane
przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej; Warszawa, 2012



Szkolenie z zakresu autoprezentacji i sztuki wystapien publicznych, organizowane przez Fundacj¢ na

rzecz Nauki Polskiej; Warszawa, 2012

Warsztaty pt. ,,Mechanisms of plant pest interaction — discovery and characterization”; Warszawa,

2012

8 Sumaryczne wskazniki dorobku naukowo-badawczego

Wskazniki wg bazy danych Web of Science (8.05.2023) lub wg punktacji czasopism, zgodnie

z komunikatem Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEIN).

Liczba publikacji w czasopismach posiadajagcych Impact Factor — 25, w tym 23 prace oryginalne i 2

prace przegladowe.

Liczba rozdzialéw w monografiach — 1

Indeks Hirscha — 13

Sumaryczny Impact Factor — 169,152 (w tym 36,654 przypadajacych na niniejsze osiagnigcie

naukowe)

Suma punktéw MEIN — 3120 (w tym 630 przypadajacych na niniejsze osiggniecie naukowe)

Sumaryczna liczba cytowan — 600 (w tym 58 przypadajace na niniejsze osiggniecie naukowe)

IF z osiggnieciem naukowym

Publikacje Liczba Pkt Pkt MEIN IF w roku IF w roku
publikacji MNiSW/ w roku publikacji 2021
MEIN w 2021
roku
publikacji

Osiagnigcie naukowe 5 535 630 34,231 36,654
Publikacje z IF przed 6 165 720 29,312 50,492
doktoratem (nie wchodza
w sktad osiagniecia)
Publikacje z IF po doktoracie 14 1250 1770 68,895 82,006
(nie wchodzag w sktad
osiggnigcia)
Suma wszystkich publikacji z 25 2010 3120 132,438 169,152
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