Anna Barabasz Zalacznik nr 3: autoreferat w jezyku polskim

Zalacznik nr 3

dr Anna Barabasz

Wydziat Biologii
Uniwersytet Warszawski

Autoreferat

Transportery transblonowe cynku i kadmu
- funkcja oraz konsekwencje heterologicznej ekspresji u roslin




Anna Barabasz Zalacznik nr 3: autoreferat w jezyku polskim

Anna Barabas?
Zalacznik nr 3: Autoreferat w jezyku polskim

AUTOREFERAT

I. Imi¢ i nazwisko:

Anna Barabasz

I1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

04.10.2005 - nadanie stopnia doktora nauk biologicznych przez Rade Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN, specjalnos¢ biochemia roslin. Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Analiza ekspresji i funkcji 1,3-beta-
glukanazy — produktu genu gluB20-2 w roslinach ziemniaka”, promotor pracy — prof. dr hab. Jacek
Hennig.

25.09.1998 — tytul magistra uzyskany na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszdwskiego. Tytut pracy
magisterskiej: ,,Konstrukcja szczepu niezdolnego do wycinania intronu z 5’UTR mRNA arginazy

Aspergillus nidulans”, promotor pracy — prof. dr hab. Piotr Weglenski.

I11. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

a) Zatrudnienie — umowa o prace

0d 05/2013 — do chwili obecnej: adiunkt w Zakladzie Anatomii i Cytologii Roslin, Wydziat Biologii,
Uniwersytet Warszawski, , wymiar - 2 etatu

01/2010 — 04/2013: specjalista naukowo-techniczny w Zaktadzie Anatomii i Cytologii Roslin,
Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, , wymiar — %; etatu

02/2005 — 06/2005: biolog w pracowni Patogenezy Roslin, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN,
wymiar — pefen etat

b) Zatrudnienie w ramach uméw cywilno-prawnych — praca w projektach badawczych

09/2015 —09/2018: Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, Projekt badawczy nr
2014/15/B/NZ9/02303: ,,Molekularne podstawy zmian translokacji Zn do pedu pod wptywem Cd”,
finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, kierownik projektu prof. dr hab. Danuta Maria
Antosiewicz, rola w badaniach — gtéwny wykonawca

12/2010 — 06/2014: Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, Projekt badawczy MNiSW nr 814/N-
COST/2010/0: ,Molekularne mechanizmy indukcji akumulacji cynku oraz redukcji kadmu w
roslinach - badania na rzecz poprawy sktadu mineralnego”, finansowany przez MNiSW, kierownik
projektu prof. dr hab. Danuta Maria Antosiewicz, rola w badaniach — gléwny wykonawca
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02/2006 — 08/2011: Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, 6 Projekt Ramowy Unii Europejskiej
PHIME, nr FOOD-CT-2006-016253, kierownik projektu prof. dr hab. Danuta Maria Antosiewicz, rola
w badaniach — wykonawca, w tym - 09/2008 — 02/2009 — przerwa na urlop macierzynski

¢) Dodatkowe informacje o dluzszych przerwach w pracy

1172002 - 04/2004, 02/2005 — 02/2006 oraz 09/2008-02/2009 urlopy macierzyfiskie, przedtuzone o
urlopy wychowawcze (Yacznie 34 miesigce)

IV. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) Tytul osiagni¢cia naukowego/artystycznego:

Transportery transblonowe cynku i kadmu
- funkcja oraz konsekwencje heterologicznej ekspresji u roslin

b) Spis publikacji wchodzacych w sklad osiagnigcia habilitacyjnego:

1) Barabasz A., Krdmer U., Hanikenne M., Rudzka J., Antosiewicz D.M. (2010) Metal
accumulation in tobacco expressing Arabidopsis halleri metal hyperaccumulation gene depends
on external supply. Journal of Experimental Botany, 61: 3057-67.

IF2010 - 4,818; IFs.jem; - 6,044; punkty MNiSW - 45; liczba cytowan (wg WoS) - 45 (bez autocytowan 34)

Wkiad habilitanta — 80% : wspétautorstwo koncepcji badan, wyprowadzenie roslin transgenicznych, analiza otrzymanych roslin pod
wzgledem obecnosci transgenu, planowanie i samodzielne wykonanie wigkszosci do§wiadczen (uprawa roslin, zbieranie materiatu,
dokumentacja fotograficzna, przygotowanie prob oraz analiza stezen pierwiastkdw, izolacja RNA, przygotowanie cDNA, badanie
poziomu ekspresji), opracowanie wynikdw, przygotowanie rycin.

2) Barabasz A, Wilkowska A., Ruszczynska A., Bulska E., Hanikenne M., Czarny M., Krdmer
U., Antosiewicz D.M. (2012) Metal response of transgenic tomato plants expressing P1B-
ATPase. Physiologia Plantarum 145: 315-331

[F2012 = 3,656; IFs.je1n; - 2,986; MNiSW - 40; liczba cytowan (wg WoS) — 28 (bez autocytowan 17)

Wkiad habilitanta — 75% : wspétautorstwo koncepcji badan, wyprowadzenie roslin transgenicznych, analiza otrzymanych roslin pod
wzglgdem obecnosci transgenu, planowanie i wspotwykonanie wszystkich doswiadczen (uprawa roslin, zbiér materiatu, dokumentacja
fotograficzna, przygotowanie préb oraz analiza stezei pierwiastkow z poszezegolnych organéw oraz z ptynu apoplastycznego, izolacja
RNA, przygotowanie cDNA, projektowanie starteréw i badanie poziomu ekspresji, analiza stezen barwnikéw fotosyntetycznych,
analiza aktywnosci reduktazy zelazowej), opracowanie wynikéw, przygotowanie rycin.

3) Barabasz A, Wilkowska A., Tracz K., Ruszczynska A., Bulska E., Mills R.F., Williams L.E.,
Antosiewicz D.M. (2013) Expression of HvHMA?2 in tobacco modifies Zn-Fe-Cd homeostasis.
Journal of Plant Physiology 170: 1176-1186

[F2013 — 2,770; IF s jetni - 3,034; MNiSWyq; - 35; liczba cytowan (wg WoS) — 16 (bez autocytowan 9)

Wkiad habilitanta — 40%: wspétautorstwo koncepcji badan, wspétudzial w wyprowadzeniu roslin transgenicznych i analiza
otrzymanych roslin pod wzgledem obecnosci transgenu, planowanie i wspdtwykonanie wigkszosci doswiadczen (uprawa roslin, zbior
materiatu, przygotowanie préb oraz analiza st¢zen pierwiastkéw z poszczegélnych organéw oraz z ptynu apoplastycznego),
opracowanie wynikow, przygotowanie czgsci rycin.
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4) Barabasz A., Klimecka M., Kendziorek M., Weremczuk A., Ruszczynfiska A., Bulska E.,
Antosiewicz DM (2016) The ratio of Zn and Cd supply as a determinant of metal-homeostasis
gene expression in tobacco and its modulation by overexpressing the metal exporter AtHMA4.
Journal of Experimental Botany 67: 6201-6214

IF2016 = 5,830; IFs.jen; - 6,044; MNiISW 6 - 45; liczba cytowan (wg WoS) — 4 (bez autocytowan 2)

Wkiad habilitanta — 80%: wspétautorstwo koncepcji badan, planowanie oraz samodzielne lub wspétwykonanie wszystkich
doswiadczen (wykonanie i analiza bibliotek subtrakowanych, uprawa roslin, zbieranie matariatu, przygotowanie prob oraz analiza
stgzen pierwiastkow z poszczegdinych organdw i ich czgsci oraz z ptynu apoplastycznego, izolacja RNA, przygotowanie cDNA,
projektowanie starteréw i badanie poziomu mRNA), analiza bioinformatyczna, opracowanie wynikéw, przygotowanie rycin i tabel,
przygotowanie czgsci manuskryptu.

5) Barabasz A., Palusifiska M., Papierniak A., Kendziorek M., Kozak K., Williams L.E.,
Antosiewicz DM (2019) Functional analysis of M#ZIP4B and Zn status-dependent expression
pattern of tobacco ZIP genes. Frontiers in Plant Science 9: 1984

IF5017 = 3,677; IF s jemi - 4,353; MNiSW g7 - 40; liczba cytowan (wg WoS) — 0

Wkiad habilitanta — 75%: wspotautor korespondencyjny, wspétautorstwo koncepcji badan, planowanie oraz samodzielne lub
wspotwykonanie wszystkich doswiadczent (uzyskanie wszystkich potrzebnych plazmidéw, transformacja drozdzy, analiza
specyficznosci transportowej poprzez komplementacj¢ mutacji drozdzowych, transformacja ro$lin, analiza tkankowo-specyficznej
aktywnosci promotora), opracowanie wynikéw, przygotowanie rycin i tabel, przygotowanie czg¢éci manuskryptu.

Sumaryczny wspétczynnik oddzialywania czasopism, w ktérych ukazaly sie publikacje wchodzace w
sktad osiagniecia naukowego:

Zgodnie z rokiem opublikowania -21,114

Zgodnie z aktualnym pigcioletnim IF - 22,461
Liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego:

Zgodnie z rokiem opublikowania - 187

Zgodnie z ostatnig dostepna listg - 205

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego do dnia ztozenia wniosku
(wg bazy Web of Science) — 93 (bez autocytowan — 62)

¢) Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagni¢tych wynikéw wraz
z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Skréty i pojecia uzywane w opisie:

Fe, Zn, Mn, Cu, Ni, Mo, Cd, Pb - w opisie przyjeto, ze symbole poszczegdlnych pierwiastkéw wskazuja na
metal, a nie na jego form¢ chemiczna

TR - rosliny transgeniczne

TD - rosliny typu dzikiego

TF — wspétezynnik translokacji (ang. Translocation Factor), wielko$¢ bedaca ilorazem stgzenia metalu w pedzie
do stezenia metalu w korzeniu, im wspétezynnik ten jest wigkszy, tym wigksza czgs¢ pobranego metalu zostata
przetransportowana do czesci nadziemnych

Deficytowe stezenie Zn w pozywce — stgzenie Zn w pozywce wynikajgce jedynie z obecnosci §ladowych ilosci
Zn w wodzie oraz w odczynnikach, sole Zn nie s3 dodawane jako oddzielne sktadniki

Wstep

Zelazo (Fe), cynk (Zn), mangan (Mn), miedZ (Cu), nikiel (Ni) oraz molibden (Mo) to metale
cigzkie zaliczane do mikroelementéw, niezbgdne dla prawidtowego wzrostu roélin. Pobierane sa
z roztworu glebowego w formie jonowej lub w pofaczeniu ze zwiazkami chelatujgcymi, ktére moga
by¢ wydzielane przez korzenie. Absorpcja metali przez korzenie zachodzi poprzez pobieranie bierne
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i czynne. W obszar apoplastu metale dostaja si¢ w sposdb bierny wraz z masowym przepltywem wody.
Pasemka Caspary’ego obecne w komoérkach endodermy (oraz warstwie egzodermy w starszych
czgsciach korzeni) blokujac radialny apoplastyczny transport wody w kierunku walca osiowego
powoduja zablokowanie dalszego przenoszenia metali droga apoplastyczng. Wnikanie metali do
komorek epidermy z roztworu glebowego oraz do komorek kory pierwotnej z apoplastu zachodzi
w drodze transportu aktywnego z udzialem transblonowych bialek transportowych. Moga réwniez by¢
pobierane na drodze endocytozy w formie kompleksu metal-pektyny (Krzestowska, 2011). Metale,
ktore zostaly przetransportowane do wnetrza komorek przenoszone sg droga symplastyczna (poprzez
plazmodesmy sagsiadujacych komérek) w kierunku komoérek walca osiowego, tj. okolnicy, a nastepnie
migkiszu otaczajacego ksylem. Zatadunek metali w walcu osiowym do ksylemu odbywa si¢ w wyniku
ich aktywnego transportu do apoplastu i dyfuzji do wnetrza martwych naczyn. Metale obecne w soku
ksylemowym sg transportowane wraz z pradem wody do pedow.

Wymagania co do ilosci metali w réznych organellach znacznie sie réznig. Kontrola procesow
pobierania, buforowania, translokacji oraz przechowywania jest konieczna aby utrzymaé stezenie
niezbgdnych metali w tkankach i organellach w fizjologicznych granicach. Jednak specyficznosé
transporteréw nie jest absolutna, dlatego w warunkach niskiego stezenia w podiozu lub ograniczonej
biodostgpnosci niezbgdnego metalu zachodzi zwiekszone pobieranie innego, o odpowiednio wysokiej
biodostgpnosci. Analogicznie zbyt wysokie st¢zenie w podlozu jednego metalu moze powodowaé
zahamowanie pobierania innego. Brak specyficznosci w systemie pobierania oraz dystrybucji
ograniczonej tylko do jednego metalu prowadzi réwniez do akumulacji metali zbgdnych, m.in. kadmu
(Cd) czy otowiu (Pb). Wspomniane metale to jedne z najbardziej powszechnych metali balastowych,
toksycznych dla organizmoéw.

Mechanizmy kontrolujace stgzenie jonéw metali w poszczegélnych przestrzeniach
komoérkowych opierajg si¢ nie tylko na biatkach blonowych transportujacych metale ,,do” oraz ,,z”
kompartmentéw komérkowych, ale rowniez na czasteczkach wiazacych jony metali. Sa to biatka takie
jak ferrytyna, metalotieneiny czy biatka opiekuncze, wolne aminokwasy (gtéwnie histydyna, ale takze
cysteina, asparagina, glutamina oraz kwas glutaminowy), niebiatkowe peptydy (nikotianamina,
glutation czy fitochelatyny) oraz reszty kwasow organicznych (cytrynian, jablczan, malonian,
szczawian). Za gléwne miejsce ,,skladowania” nadmiaru jonéw metali uwazane sg wakuole oraz
sciany komorkowe. W wakuolach jony metali sa kompleksowane przez fitochelatyny, glutation czy
nikontianaming. Tworza tez sole z resztami kwaséw organicznych. Poniewaz w organizmach metale
wystepujg w réznej formie chemicznej, przyjefam, iz uzyte symbole wskazujq na metal, a nie na jego
forme chemiczng.

Poznawanie genéw zwigzanych z pobieraniem i dystrybucja metali cigzkich zrodzito nadzieje,
ze na drodze inzynierii genetycznej bedzie mozliwe uzyskanie roslin transgenicznych (TR)
charakteryzujacych si¢ zwigkszong akumulacja metali cigzkich w cze$ciach nadziemnych,
przydatnych dla celow fitoremediacji (oczyszczanie terenéw skazonych metalami przy uzyciu ro$lin)
oraz biofortyfikacji (zwigkszenia stezenia metali korzystnych dla zdrowia ludzi w jadalnych czgsciach
roslin oraz ograniczenia pobierania metali szkodliwych). Badania w ramach mojej pracy doktorskiej
prowadzilam na ro$linach genetycznie modyfikowanych, poczawszy od konstrukcji plazmidéw
niezbednych do transformacji, poprzez procedure transformacji, a skoficzywszy na charakterystyce
otrzymanych roslin. Umiej¢tnoscei oraz wiedza nabyta podczas studiéw doktoranckich spowodowaty,
iz w 2006 roku zostatam czlonkiem grupy badawczej dr hab. Danuty Marii Antosiewicz realizujace;j
projekt ,Public health impact of long-term, low level mixed element exposure in susceptible
population strata”, akronim PHIME, ktéry byt finansowany w ramach 6 Programu Ramowego UE.
Celem projektu bylo uzyskanie, a nastgpnie charakterystyka transgenicznych roslin tytoniu i pomidora
o zwigkszonej akumulacji Zn i Cd w nadziemnych cze$ciach roslin.
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Po zakonczeniu projektu PHIME kontynuowatam prace w grupie prof. dr hab. Danuty Marii
Antosiewicz, bedac gléwnym wykonawca czgsci projektu COST: ,,Molekularne mechanizmy indukcji
akumulacji cynku oraz redukcji kadmu w roslinach - badania na rzecz poprawy sktadu mineralnego”.
Badania koncentrowaly si¢ na poszukiwaniu molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za
modyfikacj¢ akumulacji Cd w pgdach ro$lin TR w odpowiedzi na r6zng kombinacje stezent Zn i Cd.
Analizie podlegaly rosliny TR wyrazajace biatko eksportujace Zn i Cd do apoplastu.

W wyniku przeprowadzonych analiz zaobserwowatam m.in., ze w tytoniu, w obecnosci Cd
dochodzi do bardziej efektywnej translokacji Zn do pedéw. Zjawisko to zachodzi jedynie przy niskim
stezeniu Zn w podlozu. Nie jest ono opisane w literaturze i na obecnym etapie wydaje si¢ by¢
specyficzne gatunkowo. Aby pozna¢ jego molekularne podstawy prof. dr hab. Danuta Maria
Antosiewicz uzyskata finansowanie projektu OPUS, pt. ,,Molekularne podstawy zmian translokacji Zn
do pedu pod wplywem Cd”, ktérego jestem gléwnym wykonawca.

Rezultaty badan opisanych w publikacjach wchodzgcych w sklad
osiaggniecia naukowego

Pierwsze trzy prace wschodzace w sklad osiggni¢cia naukowego (Barabasz i wsp., 2010,
2012, 2013, pub. 1, 2, 3 osiggnigcia) przedstawiajg otrzymanie i charakterystyke roslin
transgenicznych wyrazajacych geny HMA. Geny HMA4 i HMA2 (Heavy Metal ATPase) sa jednymi z
nielicznych poznanych do tej pory gendw zaangazowanych w dlugodystansowy transport metali
cigzkich z korzeni do pedéw. Geny AtHMA4 z Arabidopsis thaliana i AhHMA4 z Arabidopsis halleri
ulegaja ekspresji glownie w komérkach walca osiowego korzeni oraz na obszarze wigzek
przewodzacych, a biatko przez nie kodowane lokalizuje sie¢ w plazmolemie (Mills i wsp., 2003, 2005;
Verret i wsp., 2004, Hanikenne i wsp., 2008). Aktywno$¢ transportowa bialek HMA2 i HMA4
prowadzi do zatadunku Zn i Cd do ksylemu, co w efekcie prowadzi do translokacji metali do pedow.
Mutant hma4 A.thaliana, podwéjny mutant hmaZhma4 A.thaliana oraz rosliny A. halleri
z wyciszonymi za pomocg RNAI trzema genami A4hHMA4 charakteryzujg si¢ obnizonym transportem
Zn i Cd z korzeni do czgéci nadziemnych (Hussain i wsp., 2004, Verret i wsp., 2004, Hanikenne
i wsp., 2008). Wybierajac geny HvHMA2 z Hordeum vulgare i AhHMA4 z A. halleri do
heterologicznej ekspresji w roslinach tytoniu i pomidora oczekiwano, iz aktywnosé kodowanych
przez nie bialek usprawni translokacj¢ Zn i Cd z korzeni do ped6w, przez co stezenie obu metali
w cz¢Sciach nadziemnych roslin TR b¢dzie wyzsze niz w ro$linach TD niezaleznie od warunkow
uprawy. Gtéwnym celem badan nad transgenicznymi roélinami tytoniu z ekspresjg genéw HvEHMA?2
oraz AhHMA4 bylo sprawdzenie, czy rosliny te akumuluja w pedach wieksze ilosci Zn oraz Cd niz
rodliny TD, a przez co mogltyby by¢ uzywane do fitoremediacji obszaré6w skazonych w réznym
stopniu Zn i Cd. Z kolei otrzymanie i charakterystyka transgenicznych roslin pomidora wyrazajacych
gen AhHMA4 miato wskazaé, czy mozna uzyska¢ ro§liny charakteryzujace si¢ zawsze wyzszym
stgzeniem Zn w owocach w poréwnaniu do roslin TD. Poniewaz biatko AhHMA4 transportuje takze
Cd, istniala obawa, ze ro$liny transgeniczne z ekspresja AhHMA4 mogg charakteryzowaé sig
sprawniejszym transportem Cd do czgéci nadziemnych. Badania przeprowadzone przez Weremczuk
(2016, praca bedaca czgscia dorobku opisana w rozdziale V autoreferatu) wykazaly jednak, ze proces
ten nie ma miejsce.

W pierwszej pracy osiagnigcia naukowego (Barabasz i wsp., 2010, pub. 1 osiggnigcia)
przedstawiono wyniki badan nad otrzymaniem i charakterystyka roslin tytoniu z ekspresja
AhHMA4,::AhHMA4. Uzycie wlasnego promotora genu 4AhHMA4, ktérego aktywnosé¢ w roslinach
A.halleri jest znacznie wyzsza niz promotora CaMV 35S (Hannikene i wsp., 2008) rodzito nadzieje, iz
transport Zn i Cd do pgdéw bedzie bardziej efektywny. Rosliny TR oraz TD byly uprawiane na
pozywkach hydroponicznych zawierajacych Zn w réznym stezeniu — od deficytowego po toksyczne.
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W roélinach TR uprawianych w deficycie Zn doszto do zwigkszonej akumulacji Zn w poréwnaniu do
rodlin TD, ale tylko w mlodych lisciach. Natomiast w przypadku roslin uprawianych w obecnosci
optymalnego st¢zenia Zn akumulacja Zn w pedach roslin TR byla nizsze niz w TD. Dla pozostatych
wariantow uprawy nie zaobserwowano roéznic w stezeniu Zn w pedach pomig¢dzy roslinami TR a TD.

Otrzymane rosliny uprawiano réwniez w obecnosci Cd o dwdch réznych stezeniach: niskiego
(nie dajagcego objawdw toksycznosci) oraz toksycznego. Dla obydwu wariantéw uprawy nie
zanotowano wyzszego stezenia Cd w pedach roslin TR w poréwnaniu do ro$lin TD. Rosliny TR
charakteryzowaly si¢ natomiast obnizonym stezeniem Cd w korzeniach w poréwnaniu do roslin TD.
Wielko$¢ réznic pomigdzy roslinami TR a TD zalezata od zastosowanego stezenia Cd.

Parametrem opisujacym efektywno$é transportu danego pierwiastka z korzeni do pedow jest
wspdtczynnik translokacji (TF, Translocation Factor), wyrazony wzorem TF = [stezenie
w pedzie]/[st¢zenie w korzeniach]. W przypadku ro$lin uprawianych w obecnosci Cd, wartos¢ TF dla
Cd byta wyzsza dla roslin TR. Warto$¢ ta nie wynikata jednak z wyzszego stezenia Cd w pedach, lecz
z nizszego stezenia Cd w korzeniach roslin TR.

Ekspresja AhHMA4,::AhHMA4 spowodowala, ze rosliny TR byly bardziej wrazliwe na
toksyczne stgzenie Zn i Cd niz TD pomimo poréwnywalnych stezen Zn i Cd w pedach.
Prawdopodobnie obserwowane symptomy byly skutkiem zaburzonej kompartmentacji Zn oraz Cd
pomigdzy symplastem a apoplastem. Potwierdzenie lub obalenie tej hipotezy bylo przedmiotem
dalszych badan. ,

Poniewaz poziom akumulacji Zn i Cd w pegdach roélin TR mégt by¢ skutkiem innej regulacji
aktywnosci promotora 4hHMA4, w roslinach tytoniu niz w rodlinach A4.halleri oraz mogt zaleze¢ od
stezenia Zn i Cd w pozywce wykonano analiz¢ ekspresji genu A4hHMA4 w transgenicznym tytoniu.
Nie zaobserwowano jednak znaczacych réznic w ekspresji genu A4hHMA4 zaréwno w pedach jak i w
korzeniach pomigdzy roslinami TR rosnacymi na pozywkach o réznych stezeniach Zn oraz Cd. Jedyna
roznica jaka zanotowano dotyczyla sytuacji, kiedy rosliny TR po uprawie przez 1 tydzieh w
warunkach deficytu Zn zostaly przeniesione do pozywki zawierajacej podwyzszone st¢zenie Zn. Po 24
godzinach uprawy w warunkach podwyzszonego st¢zenia Zn poziom mRNA AhHMA4 byl nizszy w
korzeniach takich roélin niz w korzeniach roslin rosnacych nadal w warunkach deficytowych.
W lisciach poziom mRNA transgenu pozostawal niezmieniony. Wyniki te sag odmienne od wynikéw
uzyskanych dla roslin natywnych, gdyz Talke (2006) wykazata niewielkie obnizenie ekspresji
w pedach po przeniesieniu roslin w A.halleri z warunkéw deficytowych na 24 h do warunkéw
kontrolnych, przy braku réznic w poziomie mRNA 4hHMA4 w korzeniach. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze: 1) promotor 4hHMA4, jest aktywny w odleglych filogenetycznie roslinach tytoniu,
2) jest regulowany poziomem Zn, 3) jego regulacja w tytoniu jest odmienna niz w A.halleri.

Rézny poziom Zn w pozywce (niski, optymalny, wysoki), jak réwniez obecno$é Cd, jest
przyczyna réznic w ekspresji gendw odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy metali w roslinach
(Talke i wsp., 2006, van de Mortel i wsp., 2006), co w konsekwencji prowadzi do zmian w akumulacji
i dystrybucji metali pomigdzy poszczegdlnymi organami, tkankami i kompartmentami komérkowymi.
Z tego powodu przypuszczano, ze zalezne od st¢zenia Zn i Cd w pozywce réznice w akumulacji Zn i
Cd pomigdzy w roslinami TR i TD mogly zaleze¢ od: 1) réznego poziomu ekspresji genow
gospodarza w odpowiedzi na st¢zenie Zn/Cd w pozywce, 2) zmian dystrybucji Zn/Cd pomiedzy
symplastem a apoplastem na skutek aktywnosci eksportowej AhHHMA4 w roslinach tytoniu, u ktérych
wielko$¢ zmian zalezala od stgzenia metalu w pozywce. Modyfikacja poziomu ekspresji genéw
endogennych mogta by¢ odpowiedzia na stezenie Zn w komérkach (co jest konsekwencjg stezenia Zn
w podlozu) oraz skutkiem ekspresji genu 4hHMA4 (aktywnosci eksportowej kodowanego biatka,
prowadzacej do przetadowania apoplastu Zn, zatem do zaburzenia homeostazy metali). W celu
weryfikacji hipotezy, iz w roélinach TR dochodzi do zmian w ekspresji genéw endogennych, a zmiany
te sg zalezne od stgzenia Zn w podtozu, zbadano ekspresj¢ genu Nt/RTI (Iron Regulated Transporter),
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jako jednego z niewielu wowczas poznanych genéw tytoniowych zaangazowanych w homeostaze
mikroelementow (Yoshihara i wsp., 2006, Hodoshima i wsp., 2007). Biatko AtIRT1 jest
plazmolemowym transporterem Fe, Zn, Mn jak réwniez Cd i uczestniczy w pobieraniu wspomnianych
pierwiastkow przez komorki korzenia (Eide i wsp., 1996, Korshunowa i wsp., 1999, Rogers i wsp.,
2000). Rosliny TR uprawiane w warunkach deficytu Zn lub zwigkszonego, nietoksycznego stezenia
Zn charakteryzowaly si¢ wyzszym poziomem transkryptu Nt/RTI w stosunku do roslin TR
uprawianych w warunkach optymalnych oraz w poréwnaniu do ro$lin TD uprawianych we wszystkich
trzech, zastosowanych warunkach. W wyniku tych badan wykazano, iz ekspresja transgenu indukuje
zmiany w ekspresji genu gospodarza regulujgcego homeostaz¢ Zn, Fe, Mn i Cd w roslinach, jednak
wystgpowanie réznic w poziomie transkryptu oraz kierunek i wielko$¢ obserwowanych zmian w
ekspresji genéw pomigdzy roslinami TR a TD bedzie zalezal od zastosowanych warunkow uprawy.

Podsumowanie

e Ekspresja AhHMA4,::AhHMA4 spowodowala wzrost:
o stezenia Zn w cz¢$ciach nadziemnych ro$lin tytoniu, jednak wzrost ten nie byt
stabilny, niezalezny od warunkéw uprawy (warunkéw Srodowiskowych),
o translokacji Cd, przy jednoczesnym obnizonym pobieraniu tego pierwiastka
o ekspresji NtIRTI w obecnoSci deficytowego oraz podwyzszonego stezenia Zn w
podlozu, co wskazuje, ze réwniez ekspresja innych gendéw, kodujacych
transportery metali mogla ulec zmianie.

e Zmiana ekspresji genéw endogennych mogla przyczyni¢ si¢ do zmiany akumulacji,
dystrybucji, a takze pobierania metali z podloza.

e Heterologiczna ekspresja genéw kodujacych transportery metali moze prowadzi¢ do
generowania zmian w akumulacji i pobieraniu metali, odmiennych od spodziewanych na
podstawie znanej funkeji genu uzytego do transformacji. Jezeli funkcja biatka
kodowanego przez transgen nie jest w pelni poznana, prawidlowa interpretacja
uzyskanych wynikéw z wykorzystaniem roslin, w ktérych gen ten ulega ekspresji, moze
by¢ utrudniona.

¢ Regulacja promotora genu AhHMA4 z A.halleri w tytoniu jest odmienna od regulacji w
roSlinach, z ktérych pochodzi gen.

Konstrukt, wykorzystany do wyprowadzenia opisanych powyzej roslin tytoniu z ekspresja
AhHMA4,::AhHMA4 zostal uzyty rowniez do transformacji pomidora w celu zwigkszenia stezenia Zn
w pedach i owocach (Barabasz i wsp., 2012, pub. 2 osiggnigcia). Podobnie jak transgeniczne ro$liny
tytoniu, transgeniczne rosliny pomidora uprawiano w pozywkach ptynnych w obecnosci réznych
stezen Zn, od deficytowego po toksyczne. Warto zaznaczyé, ze zastosowane w tych badaniach
stezenia toksyczne dla pomidora, u tytoniu nie wywolujg objawéw toksycznosci, co $wiadczy o
réznicach w gospodarce mineralnej pomiedzy tymi dwoma gatunkami.

Ekspresja AhHMA4,::AhHMA4 w pomidorze spowodowata wzrost st¢zenia Zn w lisciach
roslin uprawianych w obecnosci niedeficytowych stezen Zn. Ekspresja transgenu nie spowodowata
natomiast réznic w st¢zeniu Zn pomigdzy roslinami TR a TD uprawianymi w deficycie Zn. Okazalo
si¢ takze, ze w rodlinach TR pobieranie Zn byto zwigkszone w poréwnaniu do roslin TD uprawianych
w obecnosci jednego z toksycznych stezeni Zn, Wskazuje to na indukcje endogennych mechanizméw
odpowiedzialnych za pobieranie Zn z pozywki.

Rosliny pomidora wyrazajace gen AhHMA4,.::AhHMA4 byty, podobnie do tytoniu z ekspresja
AhHMA4,::AhHMA4, bardziej wrazliwe na nadmiar Zn. Objawom toksycznos$ci (niZzsza biomasa,
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chlorozy oraz nekrozy na lisciach) towarzyszyla zmiana akumulacji (nizsze stezenie) i dystrybucji
(mniej efektywna translokacja) Fe.

Biatko HMA4 eksportuje Zn poza komoérke, zatem jego ekspresja w pomidorze moze
prowadzi¢ do przeladowania apoplastu tym metalem, zaburzajac homeostaze metali. Aby to
sprawdzi¢, zbadano st¢zenie Zn w ptynie apoplastycznym. Analizy potwierdzily to przypuszczenie.
St¢zenie Zn w apoplascie roslin TR bylo 2-3-krotnie (uprawa w optymalnym stezeniu Zn) lub 10-15-
krotnie wyzsze (uprawa w toksycznym ste¢zeniu Zn) niz w apoplascie roslin TD uprawianych w tych
samych warunkach. Nie zaobserwowano natomiast znaczacych réznic w stezeniu Fe.

Obserwowane w roslinach TR modyfikacje w gospodarce mineralnej, takie jak zmiana
akumulacji i dystrybucji Fe oraz zwigkszone pobieranie Zn w okreslonych warunkach uprawy
wskazywaty, iz w roslinach TR mogto doj$¢ do indukcji/represji ekspresji genéw endogennych na
skutek zaburzonej dystrybucji Zn symplast/apoplast oraz zaburzonych proporcji Zn/Fe w apoplascie,
bedacych wynikiem aktywnosci biatka AhHMA4. Z powodu obserwowanych zmian w akumulacji
i dystrybucji Zn/Fe zbadano ekspresj¢ wybranych genéw zaangazowanych w regulacje homeostazy Zn
i Fe w rodlinach TR oraz TD uprawianych w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci toksycznego
stezenia Zn. Analizie poddano geny strategii I pobierania Fe, ktére wykazuja zwigkszong ekspresje
w warunkach deficytu Fe (Ling i wsp., 2002, Bauer i wsp., 2004, Li i wsp., 2004). Byty to: (a) SIFER
(nazwa od mutanta fer), ulegajacy ekspresji tylko w korzeniach, kodujgcy czynnik transkrypcyjny
kontrolujacy ekspresje genéw SIIRT1, SIFROI oraz SINRAMPI; (b) SIIRTI, kodujacy transporter Fe
odpowiedzialny za pobieranie tego pierwiastka przez komérki korzeni; (¢) SIFROI kodujgcy biatko
zlokalizowane w blonie plazmatycznej wykazujace aktywnos¢ reduktazy Fe®”. Ekspresja wszystkich
wymienionych genéw byta wyzsza w korzeniach ro$lin TR uprawianych w obecnosci toksycznego
stezenia Zn w poréwnaniu do roslin TD. Wzrostowi ekspresji genu SIFRO!I w korzeniach towarzyszyt
wzrost aktywnosci reduktazy zelazowej w tych organach. Gen SIFROI wykazywat wyzsza ekspresje
rowniez w lisciach roslinach TR w poréwnaniu do roslin TD. Kolejny gen o wyzszej ekspresji
w korzeniach ro$lin TR uprawianych w obecno$ci toksycznego stezenia Zn to SINRAMPI (Natural
Resistance-Associated Macrophage Protein), kodujacy transporter Fe odpowiedzialny za eksport Fe z
wakuoli do cytoplazmy, ktérego ekspresja jest rowniez zalezna od czynnika transkrypcyjnego SIFER.
Ekspresja SIIRT2 i SINRAMP3 nie jest regulowana czynnikiem transkrypcyjnym FER. Poziom mRNA
genu SINRAMP3 byt umiarkowanie podwyzszony w korzeniach i liciach roélin TR, natomiast poziom
mRNA geny SI/RT2 nie byt zmieniony w roslinach TR. Ostatnim analizowanym genem zwigzanych
z regulacjg homeostazy Fe, ale rowniez Zn, byt SICHLN (nazwa pochodzi od mutanta chloronerve)
kodujgcy syntaz¢ nikotianaminy. W innych gatunkach geny te sg znane pod nazwg NAS
(Nicotianamine Synthase). Jego ekspresja w korzeniach roslin TR hodowanych w obecnosci
toksycznego stezenia Zn byla wyzsza, natomiast w liSciach obnizona w stosunku do roslin TD. W
analizie ekspresyjnej uwzgledniono réwniez jeden z genéw zwigzanych z metabolizmem $ciany
komoérkowej - SIPME (Pectin Methylesterase), kodujacy metylesteraze pektyn. Zaobserwowana
zwigkszong ekspresj¢ w lisciach rodlin TR uprawianych w obecnosci toksycznego stezenia Zn
$wiadczy o réznicach w metabolizmie $cian komoérkowych pomiedzy roslinami TR a TD. Réznice te
sg najprawdopodobniej pochodna réznic w steZzeniu Zn w tym kompartmencie.

Uzyskane wyniki badan ekspresji genéw homeostazy metali w pomidorze TR i TD
wskazywaly, iz w lisciach transgenicznych ro§lin pomidora uprawianych w obecnosci toksycznego
stezenia Zn zostal wygenerowany sygnal przekazujacy informacj¢ o deficycie Fe, ktéry spowodowat
wzrost ekspresji genow zaangazowanych w pobieranie Fe (tj. SIFRO! i SIIRTI) oraz w uwalnianie Fe
z wakuoli komoérek korzenia (SINRAMPI).
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Podsumowanie

¢ Ekspresja genu AhHMA4,::AhHMA4 w pomidorze doprowadzila do wyzszej akumulacji
Zn w pedach (efekt oczekiwany), ale tylko przy odpowiednio wysokim stezeniu Zn w

pozywce.

¢ Transformaty uprawiane w obecno$ci podwyiszonego stezenia Zn pobraly wigksze ilo$ci
Zn niz ro§liny TD, pomimo iz biatko HMA4 nie jest zaangazowane w pobieranie Zn z
podloza. Na skutek ekspresji AhHMA4 ulegly indukcji endogenne systemy pobierania
metali w ro§linie uzytej do transformacji, jednak tylko wéwczas, gdy byla uprawiana w
okre$lonych warunkach.

e W obecnoSci toksycznego stezenia Zn, w roflinach wyrazajacych gen
AhHMA4,::AhHMA4 doszlo do zahamowania pobierania oraz transportu Fe do pedéw,
pierwiastka, ktéry nie jest transportowany przez bialko HMA4. Otrzymane wyniki
wskazuja, iz w nastgpstwie heterologicznej ekspresji bialka zaangazowanego w transport
poza komérke Zn i Cd, moze doj§¢ do zmiany pobierania i dystrybucji innych metali.
Aspekt zmian w pobieraniu i dystrybucji metali, ktére nie s transportowane przez bialo
kodowane przez transgen nie byl do tej pory brany pod uwage przy analizie roslin
transgenicznych generowanych w celu modyfikacji gromadzenia metali w tkankach.

¢ Zmiany w dystrybucji Zn pomie¢dzy symplastem a apoplastem, jako skutek aktywnosci
bialka AhHMA4 doprowadzily do zaburzenia homeostazy metali, a w konsekwencji do
zmian w ekspresji endogennych genéw pomidora zwigzanych z jej utrzymaniem i w
ostateczno$ci do modyfikacji calego systemu kontrolujacego pobieranie i dystrybucje
metali w roslinie.

Drugi z genéw HMA uzyty do transformacji roslin to HvHMA2 z jeczmienia (Mills i wsp.,
2012). Wprowadzono go do roslin tytoniu pod kontrolag promotora CaMV 35S (Barabasz i wsp.,
2013, pub. 3 osiggniecia). Aby oceni¢, czy ekspresja 35S,::HvHMA2 prowadzi do zwigkszenia
akumulacji Zn i Cd w pedzie, rosliny uprawiano w obecnodci trzech stezeni Zn: optymalnego,
podwyzszonego i toksycznego oraz dwodch stezeni Cd: niskiego (przy ktérym nie obserwowano
objawow toksycznosci) oraz toksycznego. Wykazano, ze w wyniku ekspresji 35S,:: HVvHMA2 doszio
do spodziewanego wzrostu akumulacji Zn w pedach, jednak tylko woéwczas gdy rosliny rosty w
obecnosci podwyzszonego stg¢zenia Zn. Natomiast w warunkach optymalnego oraz toksycznego
stezenia Zn w pozywce nie bylo réznic w akumulacji Zn w pgdach pomiedzy roslinami TR a TD.
Podobnie jak w roflinach tytoniu i pomidora wyrazajacych gen AhHMA4,::AhHMA4, réwniez w
ro§linach tytoniu wyrazajacych gen 358,::HvHMA2 zaobserwowano wzrost wrazliwosci na toksyczne
stezenie Zn.

Poniewaz ekspresja genu A4hHMA4,::AhHMA4 w pomidorze spowodowata zmiany w
pobieraniu i dystrybucji Fe w ro$linach uprawianych w obecnosci toksycznego stezenia Zn (Barabasz
i wsp., 2012, pub. 2 osiggnigcia), zbadano stezenie Fe w uzyskanych ro$linach tytoniu. Zanotowano
wyzsze stezenie Fe w korzeniach, a mniejsze w pedach roslin TR uprawianych w obecnosci
toksycznego stezenia Zn w poréwnaniu do roslin TD uprawianych w tych samych warunkach. Wyniki
te Swiadczyly o zahamowanym transporcie Fe do pedéw roslin TR. Dla ro§lin TR rosngcych w
warunkach optymalnych nie zaobserwowano zmian w dystrybucji Fe. Poglebionym objawom
toksycznosci Zn towarzyszyto rowniez zwigkszone stezenie Zn w plynie apoplastycznym.

Tyton z ekspresja 35S,::HvHMA2 byl réwniez uprawiany w obecnosci dwoéch stezen Cd,
jednak nie stwierdzono zwigkszonej akumulacji tego metalu w pedach. W roélinach uprawianych w
obecnosci toksycznego st¢zenia Cd zmierzono stezenie Zn i Fe. Obecno$é Cd w podiozu u roslin TD



Anna Barabasz Zatacznik nr 3: autoreferat w jezyku polskim

powoduje wzrost translokacji Zn oraz obnizenie translokacji Fe do pedéw. Heterologiczna ekspresja
358, :HvHMA2 w tytoniu skutkowata zwigkszeniem efektywnosci transportu Zn do pedéw lecz
obnizeniem pobierania Zn w obecnosci toksycznego stezenia Cd (w poréwnaniu do TD). Ponadto
skutkowata wzrostem pobierania Fe, bez wptywu na jego translokacje. Zatem, obnizone pobieranie
Zn, a zwigkszone pobieranie Fe na skutek ekspresji 35S,.: HvHMA2 prawdopodobnie jest wynikiem
modyfikacji endogennych genéw odpowiedzialnych za pobieranie metali.

Podsumowanie

¢ Ekspresja 35S,::HvHMA2, doprowadzila do wzrostu akumulacji Zn w pedach (efekt
oczekiwany), jednak pojawienie si¢ takiej modyfikacji zalezalo od skiladu pozywki.

* Nie zaobserwowano zwig¢kszonego st¢zenia Cd w pedach roslin TR.

¢ Obecno$¢ Cd w pozywce skutkuje intensyfikacja transportu Zn do pedéw tytoniu TD.
Ekspresja 35S,::HvHMA2 spowodowala dodatkows indukcj¢ translokacji Zn w
obecnosci Cd, ale byla jednocze$nie przyczyng obnizenia pobierania Zn.

* Ekspresja 35S,::HvHMA2 spowodowala zwi¢kszona wrazliwo$¢ na toksyczne stezenie
Zn. Analogicznie do roslin pomidora z genem AhHMA4 zwigkszonej toksycznosci Zn
towarzyszyl wzrost st¢zenia Zn w apopla$cie liSci oraz obnizenie st¢zenia Fe w pedach.

* Ekspresja 35S,::HvHMA2 zaburzyla homeostaze nie tylko Zn (HvHMA?2 usuwa Zn do
apoplastu), ale takze Fe (Fe nie jest substratem dla HYHMA?2). Za pierwotng przyczyng
uznano zwi¢kszony eksport Zn do apoplastu, co spowodowalo zaburzenie homeostazy
metali oraz zmiang ekspresji endogennych genéw tytoniu jako efekt regulacji zaburzonej
gospodarki metalami.

Transformacja roslin jest metoda powszechnie stosowang w celu uzyskania osobnikéw
o nowych lub spotegowanych dla danego gatunku cechach (aspekt biotechnologiczny). Prowadzone
badania oparte o wygenerowane transformanty z ekspresja genéw HMA kodujacych biatka
eksportujace Zn i Cd do apoplastu miaty na celu uzyskanie roslin o zwigkszonej akumulacji w pedach
Zn (tytof, pomidor) oraz Cd (tytor) w poréwnaniu do ro$lin TD. Badania na uzyskanych roslinach
wykazaly jednak, ze do zwigkszonej akumulacji Zn w czesciach nadziemnych dochodzito tylko
w niektérych z zastosowanych warunkach uprawy. Nie zaobserwowano natomiast zwigkszonej
akumulacji Cd w pedach, chociaz warto$¢ wspotczynnika translokacji (stosunek stezenia metalu w
pedzie do stgzenia metalu w korzeniach) byla wyzsza, co wskazuje na zwigkszong intensywnosé
transportu tego pierwiastka do czgéci nadziemnych. Otrzymane rosliny charakteryzowaly sie réwniez
zmianami w akumulacji/dystrybucji Fe — pierwiastka, ktéry nie jest transportowany przez biatka
HMA. Uzyskane wyniki doprowadzity do wskazania mechanizméw generowania zmian
w akumulacji/translokacji metali. Ekspresja genéw endogennych w roslinach TD jest zalezna od
stezenia poszczeg6lnych metali w pozywce oraz w tkankach. Aktywno$¢ biatka heterologicznego
zmieniajac stgzenie jednego pierwiastka na poziomie komérek/tkanek/organéw moze w réznym
stopniu modyfikowa¢ ekspresj¢ endogennych genéw homeostazy metali, co skutkuje innym wzorem
ich ekspresji w poréwnaniu do roslin TD. Ze wzgledu na brak pelnej specyficznosci substratowej, w
konsekwencji dochodzi do zmian w akumulacji i dystrybucji innych metali, nie tylko tych, ktére sa
transportowane przez bialko kodowane przez transgen. Zatem obserwowane roznice w stezeniu
i dystrybucji poszczegélnych metali pomigdzy roslinami TR a TD beda zalezaty od: (a) uzytego do
transformacji genu kodujacego biatko transportujace metale, (b) zastosowanego promotora, (c)
gatunku uzytego do transformacji, (d) warunkéw uprawy, (e) wieku roélin, (€) dtugosci prowadzonego
eksperymentu. Obserwacje roélin tytoniu z ekspresja HvHMA2 wskazuja, iz zastosowanie nawet
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konstytutywnego promotora CaMV 35S nie gwarantuje wygenerowania nowej, spodziewanej cechy,
(t.j. wyzszego stgzenia metalu w pedach w poréwnaniu do roslin TD) bez wzgledu na skfad pozywki.
Z tego powodu wyniki uzyskiwane w eksperymentach polowych z wykorzystaniem roslin TR
wyrazajacymi geny homeostazy metali czesto nie sa zgodne z wynikami uzyskanymi w badaniach
z wykorzystaniem upraw hydroponicznych oraz szklarniowych. Model wskazujacy na mechanizmy
molekularne prowadzace do zmiany fenotypu roslin w wyniku transformacji przedstawiono w pracy
przegladowej bedacej czgscig dorobku opisanego w rozdziale V autoreferatu (Antosiewicz i wsp.,
2014).

W ramach prac nad wygenerowaniem transformantéw przydatnych do fitoremediacji Zn i Cd
(zwigkszona akumulacja Zn i Cd w pedach / zwigkszona efektywno$¢ translokacji tych metali do
pedéw) otrzymano réwniez transgeniczne rosliny tytoniu wyrazajace gen AtHMA4 pod kontrolg
promotora CaMV 35S (Siemianowski i wsp., 2011). Roéliny te charakteryzowaly si¢ m.in. nizszym
niz roéliny TD stgzeniem Cd w korzeniach i pedach po uprawie w obecno$ci Cd. Ze wzgledu na te
cechg rosliny te postuzyly jako materiat badawczy w projekcie MNiSW: ,,Molekularne mechanizmy
indukcji akumulacji cynku oraz redukcji kadmu w roslinach - badania na rzecz poprawy sktadu
mineralnego”. Jednym z celéw byla charakterystyka molekularna roslin TR z ekspresja 35S),::AtHMA4
cechujgcych sig¢ zmniejszong akumulacja Cd w okres§lonych warunkach uprawy. Wyniki uzyskane w
ramach przeprowadzonych badan weszty w sktad publikacji z 2016 roku (Barabasz i wsp., 2016,
pub. 4 osiggniecia) ’

W momencie rozpoczgcia badan sekwencja genomu tytoniu nie byla znana, a dostgpne
mikromacierze zawieraly sondy rozpoznajace jedynie czg$¢ gendw tytoniu. Z tej przyczyny postuzono
si¢ metodg bibliotek subrakowanych (SSH — z ang. Suppression Subtractive Hybridization) w celu
identyfikacji i sklonowania genéw o zmienionej ekspresji w korzeniach roslin TR uprawianych
w obecnodci 0,25 uM Cd w poréwnaniu do roélin TD uprawianych w takich samych warunkach.
Biblioteki wykonano w oparciu o mRNA pozyskane z apikalnych czesci korzeni, gdyz wiadomo, ze
sa one odpowiedzialne za pobieranie pierwiastkéw z podioza oraz za zatadunek ksylemu (Puig
i Pefiarrubia, 2009). Zidentyfikowano 316 fragmentéw genéw o potencjalnie zwigkszonej ekspresji
w roslinach transgenicznych oraz 354 fragmentéw genéw o potencjalnie obnizonej ekspresji
w roslinach transgenicznych w poréwnaniu do roslin TD. Posréd nich byly geny kodujace transportery
jondéw oraz niskoczgsteczkowych zwigzkéw organicznych, regulujace budowe i modyfikacje $ciany
komoérkowej, stres biotyczny i abiotyczny. Wérdd otrzymanych fragmentéw gendw zidentyfikowano
5 gendéw zwigzanych bezposrednio z regulacja homeostazy metali. Trzy geny pochodzily z biblioteki
zawierajacej geny o potencjalnie zwigkszonej ekspresji w roslinach TR, co potwierdzila p6zniejsza
analiza. Byly to: a) nieznany wcze$niej w tytoniu gen NtZIP4 (ZRT-IRT-like Protein), b) NtIRT1-like
— wykazujacy 96% homologii do znanego genu NtIRTI, ¢) NtNAS — wykazujacy 99% homologii z
genem NiNASI. Dwa pozostate geny, tj. NtZIP2 oraz NtVTL (Vacuolar Iron Transporter — Like),
nieznane wczesniej w tytoniu, pochodzity z biblioteki zawierajacej geny o potencjalnie nizszej
ekspresji w roslinach TR w poréwnaniu do roélin TD. Otrzymane wyniki wykorzystano do dalszych
badan majgcych na celu poznanie molekularnych mechanizméw stojacych za obserwowang regulacja
translokacji do pedéw Cd i Zn w roslinach TD zalezna od wzajemnych stezen tych metali w pozywce
oraz za zmianami generowanymi w wyniku ekspresji 35S,::AtHMA4. Analizowano réznice
w akumulacji Zn, Cd, a takze Fe w powiazaniu z ekspresja genow homeostazy metali w apikalnych
fragmentach korzeni pomig¢dzy roslinami TR a TD uprawianymi w kombinacji stezefi Zn i Cd : 1) Zn
0,5 uM (pozywka kontrolna); 2) Zn 0,5 uM + Cd 0,25 pM; 3) Zn 0,5 uM + Cd 4 uM; 4) Zn 10 pM; 5)
Zn 10 uyM + Cd 0,25 uM; 6) Zn 10 uM + Cd 4 pM.
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W roélinach TD uprawianych w obecnosci niskiego stgzenia Cd w podtozu translokacja Cd do

pedow byla bardziej sprawna niz przy uprawie w obecno$ci wysokiego stezenia Cd. Co interesujace,
przy niskim st¢zeniu Cd, obecnos¢ w poditozu podwyzszonego st¢zenia Zn stymulowatla pobieranie
oraz transport Cd do pedéw. Zjawisko to nie zostato do tej pory opisane. Po uprawie w obecnosci
wysokiego st¢zenia Cd znacznie wigksza czg$¢ pobranego Cd zostata zakumulowana w korzeniach niz
przy uprawie w obecnosci niskiego Cd. Obecny w podiozu Zn o podwyzszonym stgzeniu nie miat
wplywu na ilo§¢ zakumulowanego Cd, a takze na jego dystrybucj¢ pomiedzy korzeniami a pedami.
Ekspresja 35S,::AtHMA4 w tytoniu zmodyfikowata translokacj¢ Cd do pedéw w sposob zalezny od
kombinacji stgzen Zn/Cd. Przy niskim stgzeniu Zn i wysokim stezeniu Cd zaobserwowano bardziej
wydajng translokacj¢ Cd, natomiast przy podwyzszonym stgzeniu Zn i niskim stgzeniu Cd mniej
wydajng translokacja Cd do pgdéw w roslinach TR w poréwnaniu do ro$lin TD. W pozostatych
warunkach uprawy (niskie stezenia Zn i niskie st¢zenia Cd oraz podwyzszone stezenia Zn i wysokiego
stezenia Cd) nie zaobserwowano réznic w translokacji Cd pomiedzy roslinami TR a TD. Wyniki te
wskazujg, iz wptyw ekspresji 35S,::AtHMA4 na translokacje Cd zalezal od wzajemnych proporcji
Cd:Zn w pozywce. Im stosunek ten jest wyzszy, tym wigksza czes¢ Cd pobranego przez rosliny TR
jest transportowana do pedéw. Ektopowa ekspresja genu kodujacego biatko eksportujgce Zn i Cd do
apoplastu spowodowata réwniez obnizenie pobierania Cd przed rosliny TR uprawiane w obecnosci
niskiego Cd (niezaleznie od st¢zenia Zn) w stosunku do roslin TD uprawianych w tych samych
warunkach. :
Transport Zn do pedéw w roslinach TD uprawianych w obecnosci 0,5 puM Zn byt bardziej
wydajny w obecnosci Cd w podiozu, zaréwno w niskim jak i wysokim stezeniu, co potwierdzito
wczesniejsze wyniki. Ekspresja 35S,::4tHMA4 zintensyfikowata transport Zn do pedéw (wynik
oczekiwany) w roslinach uprawianych w obecnosci niskiego stezenia Zn, niezaleznie od braku lub
obecnosci Cd. Po uprawie w podwyzszonym st¢zeniu Zn, niezaleznie od stezenia Cd, nie stwierdzono
roznic w akumulacji i dystrybucji Zn pomig¢dzy roslinami TR a TD.

Akumulacja i dystrybucja Fe w roslinach TD zalezata takze od stezefi Zn i Cd w pozywce. W
obecnosci 4 uM Cd, zaréwno przy nizszym jak i wyzszym stezeniu Zn, doszto do obnizenia stezenia
Fe w korzeniach i pedach. Z kolei w obecnosci 10 pM Zn w podiozu, transport Fe do pedéw zostat
zahamowany, co skutkowato wzrostem stg¢zenia Fe w korzeniach i obnizeniem stezenia w pedach.
Ekspresja 35S,::4tHMA4 spowodowata zahamowanie transportu Fe do pedéw w obecnosci 4 uM Cd.
Jest to wynik nieoczekiwany, gdyz biatka HMA nie transportuja Fe.

Zmiany w translokacji oraz akumulacji Cd, Zn i Fe indukowane ekspresja genu AtHMA4,
a takze zalezne od kombinacji stgzen Zn/Cd mogly wynika¢ ze zmodyfikowanej ekspresji
endogennych genéw tytoniu. Aby to sprawdzi¢ przeprowadzono analiz¢ poziomu mRNA genéw
ktérych fragmenty sekwencji poznano w ramach analizy bibliotek subtrakowanych, tj. NtZIP2,
NtZIP4, NtIRTI-like, NtNAS oraz NtVTL. Dodatkowo zbadano ekspresj¢ N:ZIPI oraz NtMTPIA
(Metal Tolerance Protein), ktérych sekwencje zostaly wczesniej zdeponowane w bazach danych
(Sano i wsp., 2012, Shingu i wsp., 2005). Poniewaz funkcja nowo poznanych genéw tytoniu byla
nieznana, a opublikowane wyniki dotyczace gendéw N:iZIP! i NtMTPla nie obejmowaly badan
ekspresji pod wpltywem deficytu metali, wazne dla dalszego wnioskowania bylo okreslenie czy
ekspresja tych genow jest regulowana deficytem Zn i Fe. Wyniki wczesniejszych badan wskazywaty
bowiem, ze ekspresja AhHMA4p::AhHMA4 w pomidorze wywotata deficyt Fe (Barabasz i wsp.,
2012, pub. 2 osiggnigcia). Przypuszczano wigc, ze réwniez w roslinach tytoniu z ekspresjg
35S, :AtHMA4 moze dochodzi¢ do deficytu Fe badZ Zn. Przeprowadzone analizy wykazaty, iz
ekspresja wszystkich wymienionych wyzej genéw byta indukowana deficytem Zn. Z kolei deficyt Fe
spowodowat wzrost ekspresji genéw NtZIPI, NINAS i NtMTPIa oraz obnizenie ekspresji genow
NtZIP2 i NtVTL.
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Poziom ekspresji badanych genéw w ro$linach TD zalezat od zastosowanej kombinacji stezen
Zn i Cd. Ekspresja 35S,::AtHMA4 spowodowala modyfikacjg ich ekspresji w odniesieniu do ro$lin TD
uprawianych w tych samych warunkach. Dla przejrzystosci opisu dotyczacego wieloczynnikowego
wpltywu zastosowanych kombinacji st¢zeh Zn i Cd na zmiany w ekspresji badanych genéw
w roSlinach TR, najpierw przedstawiono wyniki dla roslin TD wraz z interpretacja uzyskanych
rezultatéw, jako punkt odniesienia dla zmian ekspresji w roslinach TR.

U rodlin TD obecnos¢ w podtozu Cd (4 uM) indukowata wzrost ekspresji genéw NtZIP1,
NtZIP2, NtZIP4, NtNAS, NtMTPI1a w apikalnych czgéciach korzeni co wskazuje, ze wysokie stgzenie
Cd wywotuje w roslinach stan deficytu Zn. Zjawisko to okreslane jest w literaturze pojeciem ,,deficyt
Zn wywotany Cd” (Kiipper i Kochian, 2010). Poziom wzrostu ekspresji genéw NtZIPI, NtZIP4 oraz
NINAS w odpowiedzi na wysokie st¢zenie Cd zalezat jednak od stezenia Zn w podtozu, co wskazuje,
ze deficyt Zn wywotany Cd moze mie¢ rozne nasilenie w zaleznosci od proporcji stezen Cd/Zn, a co
za tym idzie od dostgpnosci Zn. Z kolei wzrost ekspresji genu NtZIP2 oraz NtMTPIa pod wplywem
4 uM Cd byt niezalezny od zastosowanego ste¢zenia Zn. By¢ moze pierwotna przyczyna wzrostu
ekspresji tych genéw pod wplywem 4 uM Cd jest inna niz deficyt Zn wywotany Cd. W przypadku
genu NtMTPla moze to by¢ deficyt Fe, gdyz wzrost jego ekspresji jest rowniez indukowany
deficytem Fe. Analiza akumulacji Fe wykazatla bowiem, ze obecno$¢ Cd w wysokim stezeniu
skutkowata obnizonym pobieraniem Fe. Nie mozna wykluczy¢, ze sama obecno$¢ Cd spowodowata
wzrost ekspresje genow NiZIP2 i NtMTPla. Nie zaobserwowano wptywu Cd na pobieranie Zn. Brak
obnizonej akumulacji Zn w obecnosci 4 uM Cd (zwlaszcza przy 0,5 uM Zn, czego mozna bylo sie
spodziewa¢ biorac pod uwage wspdtzawodnictwo tych dwéch pierwiastkéw o biatka transportowe),
prawdopodobnie jest wynikiem skoordynowanego wzrostu ekspresji genéw NtZIP1, NtZIP2, NtZIP4,
NtMTPIla oraz NtNAS.

Jedyny gen, ktérego ekspresja byta nizsza w obecnosci 4 uM Cd to MV'TL. Obnizenie jego
ekspresja prawdopodobnie wynikato z deficytu Fe w tych roslinach, a nie deficytu Zn, gdyz deficyt Zn
indukuje jego ekspresj¢. Z danych literaturowych wiadomo, iz w roslinach tytoniu uprawianych w
deficycie Zn wzrasta stgzenie Fe zar6wno w korzeniach jak i w pedach, w poréwnaniu do ro$lin
uprawianych warunkach kontrolnych (Kobayashi i wsp., 2003). Nie mozna wykluczy¢, ze wzrost
ekspresji MVTL pod wplywem deficytu Zn w pozywce jest wynikiem odpowiednio wysokiej
akumulacji Fe w pedach, za$ wyzsza ekspresja genu NMVTL w korzeniach ma chroni¢ pedy przed
nadmiernym naptywem tego pierwiastka.

Obecnos¢ w_podtozu 0,25 uM Cd nie wplyngla na ekspresje analizowanych genow
w rodlinach TD za wyjatkiem gendéw NtIRTI-like oraz NtVTL (niewielkie obnizenie w obecnosci 0,5
UM Zn + 0,25 uM Cd).

Obecny w_podiozu Cd w_niskim i wysokim stezeniu spowodowat u roslin TD wzrost
translokacji Zn do pedéw, ale tylko przy niskim stgzeniu Zn w pozywce. Ekspresja zadnego
z analizowanych genéw nie ulegla zwigkszeniu w apikalnych czedciach korzeni w obecnosci 0,25 uM
Cd jak i 4 uM Cd. Jedynym genem, ktérego ekspresja przyjeta jednakowy kierunek zmian zaréwno
w obecnosci 0,25 pM oraz 4 uM Cd byt NtV'TL. Nie mozna wykluczy¢, ze kodowane przez nie biatko
moze by¢ zaangazowane w regulacj¢ tego procesu. Ponadto za zjawisko to moga by¢ odpowiedzialne:
a) zmiany ekspresji innych genéw niz badane; b) zmiany na poziomie aktywnosci biatek; ¢) zmiany
ekspresji genéw w innych niz apikalne czgsciach korzeni. Obecnos¢ w podtozu Cd wpltywajac na
efektywnos¢ pobierania i translokacji Zn i Fe, prawdopodobnie w wyniku wspoéizawodnictwa,
powoduje zmiany w wewnatrz- i zewnatrzkomérkowym stezeniu Zn i Fe, a przez to moduluje
ekspresj¢ gendéw zaangazowanych w utrzymanie homeostazy metali. Ostateczny poziom akumulacji
i dystrybucji Zn/Cd/Fe jest wigc wynikiem skoordynowanej aktywnosci biatek kodowanych nie tylko
przez analizowane geny, ale takze inne geny homeostazy metali.
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Jedynym genem, ktérego ekspresja miala rézny poziom w roslinach TD rosnacych we
wszystkich kombinacjach Zn/Cd byt gen NtVTL. Poziom jego ekspresji w apikalnych czesciach
korzeni by? skorelowany ze stgzeniem Fe w pedach po uprawie w obecnosci réznego stezenia Zn/Cd.
Obserwacja ta jest podstawg do postawienia hipotezy o pgdowym pochodzeniu sygnatu regulujgcego
ekspresj¢ tego genu.

Ekspresja 33S,::4tHMA4 w_tytoniu indukowala ekspresj¢ wszystkich badanych gendéw
w poréwnaniu do roslin TD uprawianych w tych samych warunkach, za wyjatkiem NtZIP2, przy czym
wystepowanie réznic w ekspresji oraz ich wielkos¢ zalezaly od wzajemnego stezenia Zn i Cd (skiadu
pozywki). Poniewaz wszystkie analizowane geny w ro$linach TD sa indukowane w warunkach
deficytu Zn w pozywce, otrzymane wyniki sa przestanka wskazujaca, iz w roslinach wyrazajacych
AtHMA4 generowany jest deficyt Zn.

Sciezki sygnatowe regulujace ekspresje genéw pod wplywem deficytu Zn (sygnat lokalny,
sygnat systemiczny, sygnaly informujgce o stezeniu Zn w symplascie lub stgzeniu Zn w apoplascie)
nie s3 znane. Nie mozna wykluczyé, ze wzrost ekspresji niektérych genéw w wyniku uprawy
w niedoborze Zn moze by¢ mechanizmem zabezpieczajacym przed nadmiernym naptywem innych
metali z powodu braku pelnej specyficznosci substratowej transporterow. Szczegdlnie moze to
dotyczy¢ gendw kodujacych biatka transportujace metale do wakuoli. Taka sytuacja moze mieé
miejsce w przypadku genu NtMTPla lub NtVTL. Niewykluczone, ze poziom ekspresji NtVTL jest
determinowany nie tylko st¢zeniem Fe w pedach, o czym wspomniano wyzej, ale rdwniez niskim
stezeniem Zn w komdrkach. Pomimo, ze dla wigkszosci zastosowanych kombinacji Zn/Cd nie
zanotowano réznic w akumulacji Fe pomiedzy roslinami TR a TD to wzrost ekspresji MVTL w
rodlinach TR byt obserwowany.

Mimo podwyzszonej w roslinach TR ekspresji genow ZIP, w tym NtIRTI-like, nie
zaobserwowano zwigkszonego pobierania Zn i Fe przez te rosliny. Mozliwe, ze badane geny, ktérych
ekspresja jest zwigkszona w roslinach TR, koduja biatka zaangazowane w pobieranie Zn z przestrzeni
apoplastycznej wokot komérek potozonych glebiej w korzeniach, tj. komorek kory, w tym endodermy
oraz komoérek walca osiowego. Zwigkszona ilos¢ kodowanych przez nie biatek prowadzitaby do
bardziej efektywnego pobierania Zn z apoplastu, ktéry juz raz zostal pobrany przez komorki
ryzodermy, a nastg¢pnie zostal wyeksportowany do apoplastu na skutek aktywnosci AtHMA4.

Podsumowanie

e W roslinach tytoniu TD obecno$¢ Cd usprawnia translokacj¢ Zn do pg¢dow, ale tylko
w okreSlonym zakresie st¢zen Zn i Cd (niskie stezenie Zn, stezenie Cd 4 pM i nizsze).
Ekspresja 35S,::AtHMA4 zintensyfikowala transport Zn do p¢déw w obecno$ci niskiego
stezenia Zn w pozywce niezaleznie od obecnosci Cd.

¢ Stosujac metod¢ SSH zidentyfikowano fragmenty genéw tytoniu zaangazowanych
w regulacj¢ homeostazy Zn i Cd.

e Wykazano, ze zidentyfikowane geny o wyzszej ekspresji w ros§linach TR s3 indukowane
deficytem Zn.

¢ Ekspresja 35S,::AtHMA4 w tytoniu indukuje deficyt Zn w komérce (co nie jest powigzane
z calkowitym st¢zeniem tego metalu w tkankach), o czym $§wiadczy wzrost ekspresji genéw
w roSlinach TR indukowanych deficytem Zn.

e Skoordynowane zmiany ekspresja endogennych genéw homeostazy metali w roslinach TR
indukowane ekspresja transgenu to kluczowy mechanizm generowania fenotypu
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transformatéw: wystgpowania réznic w akumulacji i dystrybucji Zn i Cd w ros§linach TR
(w poréwnaniu do ro§lin TD).

* Na podstawie réznic modyfikacji ekspresji badanych genéw, za kluczowe dla generowania
fenotypu transformantéw (modyfikacja dystrybucji Zn i Cd korzen/ped zaleinej od
stezenia Zn) uznano geny NtZIP1, NtZIP4, NtIRTI-like i NtVTL.

* Ekspresja genu MVTL w rolinach TD oraz TR podlegala najwi¢kszym modyfikacjom
pod wplywom zmiennych, wzajemnych st¢zenn Zn i Cd, co wskazuje na jego istotng role
w homeostazie tych metali.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, iz tylko w jednej z zastosowanych kombinacji
stgzen Zn/Cd, tj. 0,5 uM Zn + 4 uM Cd, rosliny TR wykazuja zwiekszong translokacje zaréwno Zn
jak i Cd. Poniewaz w tych warunkach w ro$linach TD najwyzsza indukcje ekspresji wykazuja geny
NIZIP1 i NtZIP4, a heterologiczna ekspresja AtHMA4 dodatkowo indukuje ich ekspresje, przyjeto
hipotezg, iz geny te s3 zaangazowane w regulacj¢ translokacji Zn i Cd do pedow. Z tego powodu
dalszy cigg badafh miat na celu poznanie roli N¢ZIP1 i NtZIP4 w procesie translokacji Zn i Cd, ktéry to
proces jest zalezny od wzajemnych stezenia Zn i Cd w pozywce. Wyniki czeéci badan z tego obszaru
zawarto w kolejnej pracy wchodzacej w sktad osiggnigcia naukowego (Barabasz i wsp., 2019, pub. 5
osiggniecia).

Wzrost ekspresji genéw ZIP4 uznaje si¢ za molekularny marker ﬁzjologicznego deficytu Zn
(Sinclair i wsp., 2018). Pomimo, iz sekwencje genéw ZIP4 zostaly poznana dla wielu gatunkach
(A.thaliana, Medicago truncatula, Oryza sativa, Zea mays i in.), przed rozpoczeciem badan
dotyczacych genéw ZIP w tytoniu tylko dla nielicznych znana byta ich lokalizacja komérkowa
i tkankowa, specyficzno$¢ substratowa i profil ekspresji (Grotz i wsp., 1998, Wintz i wsp., 2003,
Lopez-Millan i wsp., 2004, Ishimaru i wsp., 2005). Potencjalne sekwencje mRNA genéw tytoniowych
udostgpniono w 2016 roku. W ramach przeprowadzonych badafi w genomie tytoniu zidentyfikowno
dwa geny ZIP4, a kazdy ze zidentyfikowanych gen6w pochodzi od innego przodka (tyton szlachetny
jest allotetraploidem i powstat poprzez hybrydyzacj¢ genomu Nicotiana tomentosiformis z genomem
Nicotiana sylvestris, Ren i Timko, 2001; Sierro i wsp., 2013). Geny te zostaly nazwane NtZIP4A
I NtZIP4B. Biatka przez nie kodowane wykazuja 97,57% homologii pomigdzy sobg i posiadaja
wszystkie cechy charakterystyczne dla biatek ZIP, tj. 8 domen transblonowych, dhugi N-terminalny
koniec, bardzo krétki C-terminalny koniec oraz dtuga petle cytoplazmatyczng bogata w histydyny
pomigdzy III a IV domena transblonowa.

Sekwencja kodujaca genu MZIP4B zostata sklonowana. Ekspresja NtZIP4B w szczepie
drozdzy Azrtlzrt2? posiadajgcym dwa zmutowane geny kodujace biatka transportujace Zn do
cytoplazmy (o wysokim i niskim powinowactwie), przywrécita ich wzrost w obecnodci niskiego
stgzenia Zn. Dos$wiadczenie to wykazato, iz biatko ZIP4B odpowiada za transport Zn do wnetrza
komérki. Wykorzystujac szczep dziki drozdzy wykazano, ze NtZIP4B transportuje réwniez Cd.

Wyniki analizy bioinformatycznej wskazywaty, ze bialko NtZIP4B lokalizuje sie w
plazmolemie, co potwierdzono doswiadczalnie stosujac ekspresje¢ przejSciowa biatka fuzyjnego
GFP::ZIP4B w komdrkach epidermy dolnej lisci tytoniu.

Analizy ekspresji wykazaly, ze geny NtZIP4A i NtZIP4B sa regulowane podobnie, dlatego w
prezentowanych ponizej wynikach jest mowa o ekspresji genéw NtZIP4, bez rozdzielenia na
poszczegdlne kopie.

Geny NiZIP4 ulegajg ekspresji we wszystkich organach wegetatywnych. W miodych
siewkach wyzsza ekspresj¢ obserwowano w korzeniach, natomiast w 2-miesigcznych roslinach
najwyzsza ekspresja miala miejsce w mtodych lisciach. O ile w przypadku czesci nadziemnych
wystgpowaly réznice w poziomie ekspresji pomiedzy li$émi mlodymi i starszymi, to w korzeniach
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ekspresja w czesciach apikalnych i nasadowych byta na jednakowym poziomie. Wyniki te wskazuja,
iz w miodych siewkach biatka NtZIP4 uczestnicza gléwnie w pobieraniu Zn z podioza, w starszych
roslinach w wigkszym stopniu sa odpowiedzialne za dostarczenie Zn do komoérek miodych,
rozwijajacych sie lisci.

Krétkoterminowy deficyt Zn w podlozu spowodowal wzrost ekspresji genéw NtZIP4 we
wszystkich poddanych analizie czgéciach rosliny (apikalne i nasadowe czesci korzeni oraz dolne
liscie), co wskazuje ze geny NtZIP4 sg sktadowg proceséw odpowiedzialnych za efektywne pobieranie
Zn do komorki przy ograniczonej dostgpnosci Zn. Analiza akumulacji Zn po uprawie w tych samych
warunkach wykazata, iz pomimo ograniczonej dostepnosci Zn, jego stezenie w pedach utrzymywato
si¢ na poziomie zblizonym do poziomu w roslinach rosnacych w warunkach optymalnych. Natomiast
stezenie Zn w korzeniach uleglo obnizeniu. Wyniki te $wiadcza, ze deficyt Zn w podtozu indukuje
mechanizmy odpowiedzialne za zwigkszenie translokacji zakumulowanego w korzeniach Zn do
pedéw, w celu utrzymania optymalnego stezenia Zn w fotosyntetyzujacych czeéciach rodlin. Geny
NtZIP4 moga uczestniczy¢ w tym procesie.

Przetozenie rodlin tytoniu na pozywke o wyzszym stezeniu Zn skutkowalo obnizeniem
poziomu mRNA genéw NtZIP4, lecz nawet przy dlugoterminowej uprawie w obecnos$ci wysokiego,
lecz nietoksycznego stgzenia Zn zachowana byla réznica w ekspresji pomiedzy lisémi mlodymi a
starymi. Represja ekspresji genéw kodujacych biatka transportujace Zn do komoérki jest mechanizmem
zabezpieczajacym przed intensywnym naptywem Zn do komérek.

Obecnos¢ Cd w pozywce (3 dni) nie indukuje ekspresji NtZIP4. Wprawd21e wczesniejsze
badania wykazaty, iz w wyniku 11-dniowej uprawy w obecnosci 4 uM Cd dochodzi do indukcji
ekspresji genéw NiZIP4 w apikalnych czesciach korzeni, jednak krétkoterminowa uprawa w
obecnosci toksycznego stgzenia tego pierwiastka nie wywolala takiego efektu. Wyniki te
uwierzytelnily wczesniejsze wnioski, iz wzrost ekspresji genéw NtZIP4 w obecnosci Cd jest efektem
wtornym, wynikajgcym z deficytu Zn wywotanego Cd.

W celu poznania tkankowo-specyficznej ekspresji genu NtZIP4B sklonowano jego promotor.
Poznano réwniez sekwencj¢ promotora genu NiZIP4A z wykorzystaniem narzedzi
bioinformatycznych. Obydwa promotory zawierajg sekwencj¢ ZDRE (Zinc Deficiency Response
Element, Assungdo et al., 2010) odpowiedzialng za indukcj¢ ekspresji w warunkach deficytu Zn.
Uzywajac genu reporterowego uid4 (koduje B-glucuronidaze - GUS, w wyniku jej aktywnosci
powstaje produkt o niebieskiej barwie) poznano tkankowo-specyficzna aktywno$¢ promotora genu
NtZIP4 w 4-tygodniowych siewkach uprawianych w warunkach kontrolnych lub w deficycie Zn.

W korzeniach roslin uprawianych w warunkach kontrolnych aktywno$¢ biatka GUS zostata
zaobserwowana w czesci apikalnej powyzej cichego centrum w komérkach prokambium oraz
w sgsiadujacych z nimi komérkach pramigkiszu. W obszarze gdzie dochodzi do réznicowania sie
komoérek wraz ze znaczng ich wakuolizacjg niebieskie zabarwienie $wiadczace o aktywnosci GUS
bylo stabsze, a w niektérych komérkach byto niewidoczne. Pojawiato si¢ ponownie ok. 1 cm powyzej
stozka wzrostu, najpierw w komérkach walca osiowego, a w wyzszych partiach obejmowato komérki
kory pierwotnej oraz ryzodermy. Taki wzor aktywnosci GUS byt widoczny przez calg czesé srodkowa
korzeni i zanikat w poblizu potgczenia korzen-ped. W korzeniach ro$lin uprawianych w deficycie Zn
niebieskie zabarwienie byto mocniejsze, a w obszarze réznicowania barwa wskazujgca na aktywnosé
GUS nie zanikata do kornca. Niebieski kolor byl wciaz widoczny w komérkach réznicujacych sie
w komoérki walca osiowego. Ponadto zabarwione byly komorki kory pierwotnej i ryzodermy
potozonych blizej stozka wzrostu w poréwnaniu do korzeni roslin kontrolnych. W przypadku pedéw
roslin uprawianych na pozywce kontrolnej najmocniej byly wybarwione mtode liscie znajdujace sie
wokot stozka wzrostu oraz lidcienie. Starsze liScie byly stabiej wybarwione, a niektére z nich byty
niewybarwione. W lisciach najmocniejszy sygnal pochodzit z komérek wigzek przewodzacych,
stabszy z komérek migkiszu palisadowego i gabczastego. W przypadku lisci z roslin uprawianych w
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deficycie Zn sygnat GUS byl mocniejszy, obecny we wszystkich liciach, w komoérkach wiagzek
przewodzacych oraz migkiszu palisadowego i gabczastego, byt widoczny rowniez w epidermie.
Tkankowo-specyficzna analiza aktywnosci promotora wykazala wigc, ze promotor ten jest aktywny
zarowno w komdrkach okrywajacych organy jak rowniez w umiejscowionych wewnatrz rosliny, nie
majgcych bezposredniego kontaktu ze Srodowiskiem zewngtrznym. Taka aktywno$¢ promotora
wskazuje, ze bialko NtZIP4B uczestniczy w pobieraniu Zn i Cd do komoérek zaréwno ze srodowiska
zewnetrznego jak i z apoplastu. NtZIP4 to jedno z niewielu biatek (obok AtIRT1 i HYNRAMPS, Vert i
wsp., 2002, Wu i wsp., 2016), ktdre jest zaangazowane w pobieranie metali z roztworu glebowego.

Podsumowanie

e Bialko NtZIP4B uczestniczy w pobieraniu Zn bezposSrednio z pozywki przez komérki
epidermy korzenia, jak tez z przestrzeni apoplastycznej korzeni, lodyg i liSci. Ponadto
jest odpowiedzialne za pobieranie Cd.

¢  Gen NtZIP4A najprawdopodobniej pelni te same funkcje co gen NeZIP4B

e W promotorach genéw NZIP4A i NtZIP4B obecna jest sekwencja ZDRE
odpowiedzialna za indukcj¢ ekspresji w warunkach deficytu Zn, co wskazuje, ze ich
ekspresja jest regulowana przez czynniki transkrypcyjne homologiczne do bZIP19
i bZIP23 z A. thaliana (Lilay i wsp., 2019).

e Geny NtZIP4A i NtZIP4B s3a skladowa mechanizméw odpowiedzialnych za efektywne
pobieranie Zn z pozywKi oraz z apoplastu przy niskim stezeniu Zn w pozywce.

e Geny NiZIP4A i NtZIP4B prawdopodobnie naleza do Kkluczowych genéw
zaangazowanych w regulacj¢ homeostazy Zn, gdyz ulegaja ekspresji w wielu typach
komorek oraz zakresie stgzenn Zn. W obecnosci wysokiego stezenia Zn ich ekspresja
réwniez ma miejsce, chociaz jest nizsza niz w warunkach optymalnych.

¢ Ekspresja gendéw NZIP4A i NtZIP4B nie jest indukowana obecnoscia Cd,
a obserwowana indukcja ekspresji tych genéw po dluzszej uprawie w obecnos$ci Cd jest
efektem wté6rnym wywolanym deficytem Zn indukowanym Cd.

Wyniki opublikowane w 2016 roku (Barabasz i wsp., 2016, pub. 4 osiggniecia) wykazaty,
iz ekspresja gendw NtZIP1, NtZIP2, NtZIP4 i NtIRT!-like ulegta indukcji w wyniku uprawy przez 11
dni w deficycie Zn. Badania z wykorzystaniem roslin TD jak réwniez ro$lin wyrazajacych gen
358,::AtHMA4 (uprawianych w obecnosci 4 pM Cd oraz niskiego i podwyzszonego stezenia Zn)
sugerowaly, iz wzrost ekspresji niektérych genéw mogt byé efektem wtérnym i wynikal ze zmian w
akumulacji innych pierwiastkéw. W celu bardziej doktadnego poznania roli genéw ZIP w regulacii
homeostazy Zn zbadano ich ekspresja w roznych czesciach ro$lin w krotkoterminowym deficycie i
nadmiarze Zn. Dodatkowo, analizie poddano geny NtZIP5-like i NtZIP8, ktorych sekwencje nie byty
wowczas znane.

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze ekspresja genu N¢tZIP1 w warunkach kontrolnych ma
miejsce gléwnie w apikalnych czgsciach korzeni, w mniejszym nasileniu w lisciach. Krétkoterminowy
deficyt Zn spowodowat znaczny wzrost ekspresji we wszystkich analizowanych cze$ciach rosliny, tj.
apikalnych i nasadowych czgsciach korzeni oraz dolnych liSciach. Przeniesienie do pozywki
kontrolnej spowodowalo obnizenie ekspresji. Natomiast jednodniowa uprawa przy nadmiarze Zn nie
wywolala zmian w ekspresji tego genu.

Gen NtZIP2 ulega ekspresji jedynie w korzeniach i to giéwnie w czesSciach apikalnych.
Uprawa w warunkach deficytowych przez 4 dni, jak réwniez pézniejsze przeniesienie do warunkow
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kontrolnych nie spowodowala zmian w jego ekspresji. Natomiast 1-dniowa uprawa w obecnosci 50
UM Zn wywolala ok. 2-krotny wzrost ekspresji MZIP2. Wyniki te potwierdzajg przypuszczenia, iz
wzrost ekspresji tego genu w warunkach deficytu Zn (Barabasz i wsp., 2016, pub. 4 osiggnigcia)
najprawdopodobniej nie wynikal z deficytu Zn lecz ze zmian w stezeniu w roslinach innych
pierwiastkow. Ich st¢zenie uleglo zmianie prawdopodobniej réwniez w obecnosci 4 pM Cd w sposéb
niezalezny od ste¢zenia Zn w podtozu, o czym wspomniano wczesniej przy omawianiu poprzednich
wynikéw.

Ekspresja genéw NtIRTI oraz NtIRTI-like ma miejsce jedynie w korzeniach i ulega represji
wraz z wiekiem roslin. Pomimo bardzo znaczacej homologii pomiedzy genami NtIRTI i NtIRTI-like
ich regulacja pod wptywem obecnosci lub braku metali w podtozu jest odmienna. Gen NtIRT! nie byt
indukowany deficytem oraz nadmiarem Zn w zastosowanych warunkach. Z poprzednich badan
wiadomo, iz uprawa w warunkach deficytu Fe spowodowata wzrost ekspresji tego genu. Z kolei gen
NtIRT1-like nie ulega indukcji w deficycie Fe, jego ekspresja jest natomiast indukowany deficytem Zn
(Barabasz i wsp., 2016, pub. 4 osiggnigcia). Badania, w ktérych analizowano ekspresj¢ ze wzgledu
na czgsci roslin, wykazaty, ze krétkoterminowy deficyt Zn spowodowat wzrost ekspresji, ale tylko
w czgsci nasadowej korzeni. Przeniesienie roslin uprawianych w deficycie Zn na pozywke kontrolng
spowodowato obnizenie ekspresji w obydwu analizowanych, tj. apikalnych i nasadowych cze$ciach
korzeni. Rowniez uprawa w nadmiarze Zn skutkowata obnizeniem ekspresji, ale tylko w cze$ciach
apikalnych korzeni. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze ekspresja tego genu jest regulowana stezeniem
Zn.

Dwa geny ZIP, ktérych ekspresja nie byla do tej pory badana to NtZIP5-like i NtZIPS.
NiZIP5-like ulega ekspresji gléwnie w lisciach (wyzsza w mlodszych), a jej poziom wzrasta
z wiekiem roslin. Zastosowany deficyt Zn powoduje wzrost ekspresji w liciach, a przeniesienie ro$lin
do pozywki o wyzszym stezeniu Zn, w stosunku do tego na ktérym wczesniej uprawiano rosliny,
spowodowalo obnizenie ekspresji. Analiza ekspresji tego genu wykazala, ze wzor jego ekspresji
w lisciach ze wzgledu na stgzenie Zn jest taki sam jak genow NtZIP4, co moze $wiadczyé
o wspolnych $ciezkach sygnalnych w lisciach dla tych genéw.

Ostatnim z analizowanych genow byt NMZIP8. Gen ten jest wyrazany zaréwno w lisciach,
todygach jak i korzeniach. Ekspresja w korzeniach miata miejsce glownie w czgséciach nasadowych
i byla na podobny poziomie jak w lisciach dolnych. Krétkoterminowy deficyt Zn w pozywce
spowodowal wzrost ekspresji w lisciach oraz czgéciach nasadowych korzeni. Przeniesienie roslin do
warunkéw kontrolnych spowodowato obnizenie ekspresji, bardziej istotne w lisciach niz
w korzeniach. Jednodniowa uprawa w nadmiarze Zn spowodowala zmniejszenie ilosci mRNA dla
tego genu w sposob jednakowy dla lisci i czgdci nasadowych korzeni. W czgsciach apikalnych korzeni
nie zaobserwowano réznic ze wzgledu na stezenie Zn.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz spo$rod szesciu, dodatkowo analizowanych gendw, ekspresja
czterech z nich (MZIP2, NtZIP5-like, NtZIP8 i NtIRTI-like) jest indukowana deficytem Zn.
Obserwowany wzrost ekspresji jest specyficzny dla organu, co $wiadczy iz biatka kodowane przez te
geny petnig w roslinie odmienna rol¢ w regulacji homeostazy Zn jednoczesnie uzupetniajgc sie.

Podsumowanie

o Ekspresja genow NtZIP1, MtZIP2, NtIRTI i NtIRTI-like w warunkach optymalnego skladu
pozywki zachodzi gléwnie w cz¢Sciach apikalnych korzeni. Przy wzroscie ro§lin na podlozu
stalym czg¢Sci apikalne korzeni jako pierwsze maja styczno$é z nowo penetrowanym
podlozem. Za poSrednictwem bialek kodowanych przez te geny metale wnikaja do komérek
korzeni z nowego podloza.
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* W warunkach deficytu Zn, w czesciach apikalnych Kkorzeni zachodzi indukcja ekspresji
MNZIPI oraz NtZIP4, co $wiadczy o roli tych genéw w intensyfikacji pobierania Zn do
mlodych czesci korzeni przy niedoborze tego metalu.

* Krotkoterminowy deficyt Zn nie powoduje zmian w ekspresji genu NeZIP2, co sugeruje, iz
obserwowany w poprzednich badaniach (Barabasz i wsp., 2016, pub. 4 osiggniecia) wzrost
ekspresji w wyniku dluzej trwajacego deficytu Zn mégl byé spowodowany zmianami
wtérnymi w homeostazie metali.

* W obecnosci obnizonego st¢zenia Zn zachodzi indukcja ekspresji genéw NtZIPI, NtZIP4
i NtZIP8 i NtIRTI-like w czg¢Sciach nasadowych Kkorzeni, co $wiadczy o roli tego fragmentu
w regulacji pobierania i/lub redystrybucji Zn w warunkach deficytu Zn. Zwiekszona
ekspresja tych genéw w cz¢$ci nasadowej moze $wiadczyé o: (a) zwigkszonym pobieraniu
Zn z pozywKi przez komérki ryzodermy tej cze$ci korzeni, (b) zwi¢kszonym pobieraniu Zn
z apoplastu przez komoérki kory, w tym endodermy (c) uwalnianiu Zn do cytoplazmy
z wakuol komorek tej czeSci korzemia, jezeli ktére§ z bialek jest zlokalizowane
w tonoplascie, (d) regulacji st¢zemia Zn w soku ksylemowym poprzez przejiciowe
magazynowanie Zn w komoérkach walca osiowego, (¢) magazynowaniu innych pierwiastkéw
w komodrkach walca osiowego, ktére zostaly pobrane przez komérki korzenia z powodu
braku specyficznoSci bialek transportowych tylko do jednego metalu.

* Za utrzymanie homeostazy Zn w liSciach odpowiedzialne sg bialka kodowane przez geny
NtZIP4, NtZIP5-like i NtZIP8. Ich ekspresja w lisciach jest skorelowana z etapem rozwoju
i odpowiedzia na zmienne zaopatrzenie w Zn. Wykazuja one bowiem: (a) wyzsza ekspresje¢
w lisciach ro$lin starszych niz mlodszych, (b) indukcj¢ ekspresji w warunkach deficytu Zn,
(c) obnizenie ekspresji po przeniesieniu na pozywke o wyzszym stezeniu Zn. Taka
skorelowana ekspresja w liSciach moze $wiadczy¢ o wspélnych mechanizmach regulacji ich
transkrypcji w tych organach oraz o podobnej roli w homeostazie Zn. Wzrost poziomu ich
transkryptu w warunkach deficytu Zn wskazuje, ze kodowane przez nie bialtka
wspoluczestnicza w bardziej efektywnej gospodarce Zn przez komérki fotosyntetyzujace.

Najwazniejsze osiggniecia i wnioski plynace z badan wchodzgcych w skiad
osiggnigcia naukowego

A. Heterologiczna ekspresja genéw HMA ingeruje w procesy regulacji homeostazy metali
rosliny uzytej do transformacji

¢ W celu uzyskania roslin o zwigkszonej akumulacji Zn i Cd w cze$ciach nadziemnych wykonano
transformacj¢ roslin genami HMA, zaangazowanymi w dtugodystansowy transport metali
cigzkich z korzeni do pgdéw. Wykazano, ze zmiany akumulacji i dystrybucji Zn i Cd w ro$linach
TR w poréwnaniu do roslin TD nie byly stabilne. Kierunek i wielko$¢ zmian zalezaty nie tylko od
uzytego do transformacji konstruktu i gatunku rosliny, ale réwniez sktadu pozywki, na ktorej
rosliny byly uprawiane (Barabasz i wsp., 2010, 2012, 2013, 2016, pub. 1, 2, 3 i 4 osiggniecia).

e Wykazano, ze w ro$linach transgenicznych wyrazajacych geny AhHMA4,::AhHMAA,
358y AtHMA4 i 358,::HvHMA?2 nastapily zmiany w akumulacji i dystrybucji nie tylko Zn i Cd
(metale bedace substratem biatek HMA), ale réwniez Fe, metalu ktéry nie jest substratem dla
biatek HMA (Barabasz i wsp., 2012, 2013, 2016, pub. 2, 3 i 4 osiggniecia).
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Zaproponowano model wyjasniajacy, dlaczego réznice w akumulacji i dystrybucji Zn i Cd
(metali eksportowanych poza komérke przez biatka HMA4 i HMA?2) oraz Fe (metal nie bedacy
substratem dla obu biatek) obserwowane pomigdzy roslinami TR a TD nie s3 stale (Barabasz i
wsp., 2010, pub. 1 osiggnigcia, Antosiewicz i wsp., 2014, Kendziorek i wsp., 2016, prace
bedace czgscig dorobku opisane w rozdziale V autoreferatu).

o Heterologiczne biatka HMA transportujac Zn/Cd poza komérke powoduja zwiekszenie
stgzenia tych metali w apopladcie i obnizenie ich stezenia w symplascie, prowadzac do
zmiany w ich dystrybucji symplast/apoplast.

o Zmiany w stezeniu metali na poziomie komérki/tkanki aktywuja endogenne mechanizmy
homeostazy metali w komoérce przeciwdzialajace wygenerowanym zaburzeniom
réwnowagi.

o W konsekwencji dochodzi do zmiany w poziomie ekspresji gendow w poréwnaniu do
roslin TD uprawianych w tych samych warunkach wzrostu.

o Poniewaz biatka transportujgce metale w poprzek blon biologicznych nie wykazuja
specyficznosci substratowe;j tylko do jednego metalu (Korshunova i wsp., 1999, Milner i
wsp., 2013), a efektywnos$¢ przenoszenia zalezy od powinowactwa do przenoszonych
metali oraz od wzajemnego stosunku stgzen tych metali, zmiana profilu bialek
transportujgcych metale w poprzek blon biologicznych skutkuje zmianami w ilosci
przenoszonych metali bedgcymi ich substratami.

o Niskie/optymalne/wysokie stgzenie metali w podlozu dodatkowo moduluje proporcje
st¢zefi pomig¢dzy metalami wplywajac w ten sposob na ekspresje genéw endogennych.

o Ostatecznie fenotyp ro$lin TR uprawianych w obecnoséci réznych (niskich/optymalnych/
wysokich) stezefi Zn i Cd wynika ze wzajemnego oddziatywania transgenu z réznym
tlem molekularnym ro$liny gospodarza jakie jest skutkiem réznego poziomu metali
w podtozu.

Eksperymentalnie wykazano, ze heterologiczna ekspresja genéw HMA (kodujacych biatka
eksportujace Zn i Cd do apoplastu) doprowadzita do zaleznej od zastosowanych stezen Zn i Cd
w pozywce modyfikacji ekspresji genéw gospodarza (tytoniu i pomidora , Barabasz i wsp.,
2010, 2012, 2016, pub. 1, 2, 4 osiggnigcia). Poniewaz specyficznos¢ substratowa transporterow
metali nie jest ograniczona do jednego pierwiastka, zmiana profilu ekspresji genéw endogennych
skutkowata modyfikacja w pobieraniu/dystrybucji nie tylko metali transportowanych przez biatka
HMA?2 i HMAA4, ale réwniez tych, ktore nie sg dla nich substratem (Fe).

Wykazano na poziomie molekularnym, ze ekspresja genu 4tHMA4 w tytoniu wywoluje deficyt
Zn w komoérkach (Barabasz i wsp., 2016, pub. 4 osiggniecia).

Promotor 4hHMA4, jest aktywny w odlegtych filogenetycznie roslinach tytoniu, jednak jego
regulacja w tym gatunku jest odmienna niz w A.halleri Barabasz i wsp., 2010, pub. I
osiggniecia).

Okreslenie funkcji wybranych genéw tytoniu w regulacji homeostazy metali

Sklonowano fragmenty wczesniej nieznanych genéw z tytoniu kodujacych potencjalne
transportery metali, tj. NtZIP2, NtZIP4, NtIRTI-like oraz NtVTL wykorzystujac roliny
transgeniczne jako materiat do poszukiwania genow zaangazowanych w regulacje homeostazy
metali (Barabasz i wsp., 2016, pub. 4 osiggniecia).

Sklonowano sekwencjg¢ kodujaca oraz promotor genu NtZIP4B (Barabasz i wsp., 2019, pub. 5
osiggnigcia).
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e Wykazano, Ze biatko NtZIP4B transportuje Zn i Cd do wngtrza komérek (Barabasz i wsp., 2019,
pub. 5 osiggniecia).

e Biatko NtZIP4B uczestniczy w pobieraniu Zn i Cd z pozywki oraz przestrzeni apoplastycznej
zardwno przez komorki korzenia, jak tez lodygi oraz lisci (Barabasz i wsp., 2019, pub. 5
osiggnigcia).

e Rola biatka NtZIP4 jest szczegdlnie istotna w warunkach niskiego st¢zenia Zn w pozywce
(Barabasz i wsp., 2019, pub. 5 osiggnigcia).

e Wykazano, ze deficyt Zn indukuje ekspresje genéw NtZIPI, NtZIP2, NiZIP4, NtZIPS5-like,
NtZIP8, NtIRTI-like, NtNAS, NtMTPla i NtVTL (Barabasz i wsp., 2016, 2019, pub. 4 i 5
osiggniecia). Jednak wzrost ekspresji gendw NtZIP2, NtMTPla i NtVTL jest prawdopodobnie
efektem wtérnym, zwigzanym ze zmiang st¢zenia innych metali w roslinie, wystepujacym przy
niedoborze Zn w podtozu. Ekspresja genéw NtZIP1, NtNAS i NtMTPIa byla réwniez indukowana
deficytem Fe, co wskazuje, ze m.in. te geny moga by¢ odpowiedzialne za zjawisko homeostazy
krzyzowej.

e Wzrost ekspresji gendw NtZIP1, NtZIP4, NtNAS w obecnosci toksycznego stezenia Cd jest
zalezny od stgzenia Zn w podlozu i prawdopodobnie wynika z deficytu Zn wywotanego Cd,
natomiast wzrost ekspresji gendéw NtZIP2 oraz NtMTPla w obecnosci toksycznego stezenia Cd
jest niezalezny od stezenia Zn, co sugeruje ze jest wynikiem zaburzonej homeostazy innych niz
Zn pierwiastkow (Barabasz i wsp., 2016, pul. 4 osiggnigcia).

e Poziom ekspresji genu MVTL w korzeniach prawdopodobnie jest regulowany stezeniem Fe w
pedach. Przyczyna wzrostu ekspresji genu MtVTL w roslinach transgenicznych wyrazajacych gen
AtHMA4 pozostaje jednak nieznana (Barabasz i wsp., 2016, pub. 4 osiggnigcia).

e Zautrzymanie homeostazy Zn w lisciach odpowiedzialne sg biatka kodowane przez geny NtZIP4,
NtZIPS5-like i NtZIPS.

e Ze wzgledu na zréznicowanie ekspresji w poszczegolnych czesciach korzeni geny ZIP tworza
nastgpujace grupy funkcjonalne:

o geny ulegajace ekspresji gtéwnie w apikalnych czes$ciach korzenia — NtZIPI, NtZIP2,
NtRTI, NtIRTI-like, ekspresja genow NtZIP1 i NtIRTI-like zachodzi réwniez w czgsciach
nasadowych, lecz w okreslonych warunkach uprawy,

o geny ulegajace ekspresji na podobnym poziomie w catych korzeniach — NtZIP4A4 i NtZIP4B,
o geny ulegajace ekspresji gldwnie w nasadowych cze$ciach korzeni — NtZIPS.

e Zréznicowana ekspresja genéw ZIP w poszczegélnych czesciach korzeni swiadczy, ze geny te
moga petni¢ rézne funkcje w mechanizmie regulacji homeostazy Zn (Barabasz i wsp., 2019,
pub. 5 osiggniecia).

e Wykazano, ze w roslinach tytoniu uprawianych na pozywce zawierajgcej Cd i niskie stezenie Zn
dochodzi do zwigkszonej translokacji Zn pod wptywem Cd (Barabasz i wsp., 2016, pub. 5
osiggniecia). Mechanizmy odpowiedzialne za to zjawisko na obecnym etapie badan sa nieznane.

Obecnie realizowane zadania oraz plany na przyszlosé:

1) Kontynuowanie badan nad poznaniem roli biatek ZIP4 w akumulacji i dystrybucje Zn i Cd
poprzez analizg ro$lin z wyciszong ekspresjg genéw NtZIP4A i NtZIP4B,
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2)
3)

4)
5)

Poznanie roli genu NtZIP1 w akumulacji i dystrybucji Zn i Cd,

Poszukiwanie mechanizméw odpowiedzialnych za zwigkszong translokacje Zn w obecnosci
Cd z uwzglgdnieniem roli genéw NtZIP4A, NtZIP4B oraz NtZIP1 w tym procesie,

Poznanie roli czg$ci nasadowych korzeni w akumulacji i dystrybucji Zn i Cd,

Poznanie funkcji molekularnej i fizjologicznej genéw NtVTL w regulacji homeostazy metali,
szczegOlnie Zn i Cd, w roslinach tytoniu.

V. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo-badawczych

a) Osiagnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

1.

Mac A., Krzymowska M., Barabasz A., Hennig J. (2004) Transcriptional regulation of the
gluB promoter during plant response to infection. Cellular and Molecular Biology Letters 9:
843-53.

F2004 = 0,495; IF5 (etni - 1,291; MNISW 40745 — 10 (3017 — 15) ; liczba cytowan (wg WoS) — 7 (bez autocyt. —
7

* punkty za rok 2004 niedostepne

Patent # PL. 200176 B1 ,,Gen kodujacy enzym hydrolityczny 1,3-Bglukanazy, sposéb jego
wytwarzania, enzym kodowany przez ten gen oraz spos6b wytwarzania enzymu
hydrolitycznego 1,3- Bglukanazy” - Hennig J., Barabasz A., Witek K.

. Patent # PL 202050 B1 ,,Sposéb wytwarzania ro$lin z rodziny Solanaceae, zwtaszcza

ziemniaka, o ulepszonych cechach hodowlanych” - Hennig J., Barabasz A.

b) Osiaggnig¢cia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

b1) Spis publikacji

1.

Barabasz A., Mills R.F., Trojanowska E., Williams L.E., Antosiewicz D.M. (2011)
Expression of AtECA3 in tobacco modifies its responses to manganese, zinc and cadmium.
Environmental and Experimental Botany, 72: 202-209

IF2011 - 2,985 ; IFs jomi - 4,234; MNiSWy,, - 40 ; liczba cytowan (wg WoS) — 11 (bez autocytowar 4)

Wkiad habilitanta - 40% wspétudziat w: wyprowadzeniu roslin transgenicznych, analizie otrzymanych roslin pod wzgledem
obecnosci transgenu, uprawie roslin, zbieraniu materiatu, przygotowaniu préb oraz analiza stgzen pierwiastkow, izolacji RNA,
przygotowaniu cDNA, badaniu poziomu ekspresji, opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rycin

Siemianowski O., Barabasz A., Weremczuk A., Ruszczynska A., Bulska E., Williams L.E.,
Antosiewicz D.M. (2013) Development of Zn-related necrosis in tobacco is enhanced by
expressing AtHMA4 and depends on the apoplastic Zn levels. Plant, Cell and Environment 36:
1093-1104

IF2013 = 5,906; IFs.jern; - 6,151; MNiSWq,3 - 45; liczba cytowan (wg WoS) — 21 (bez autocytowan 11)

Wkiad habilitanta — 15% wspotautorstwo koncepcji niektérych badafi, pomoc przy zbieraniu ptynu apoplastycznego,
przygotowaniu prébek do analiz ICP-MS, oznaczanie stezenia Zn metodg ASA

. Antosiewicz D.M., Barabasz A., Siemianowski O. (2014) Phenotypic and molecular

consequences of overexpression of metal-homeostasis genes. Frontiers in Plant Science 5: 80
IF2014 - 3,948; IFs 1o - 4,353; MNiSWyy,4 - 40; liczba cytowan (wg WoS) — 19 (15)
Wktad habilitanta — 25% - wspotudziat w koncepcji pracy
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4. Kendziorek M., Barabasz A., Rudzka J., Tracz K., Mills R.F., Williams L.E., Antosiewicz
D.M. (2014) Apptoach to engineer tomato by expression of AtHMA4 to enhance Zn in the
aerial parts. Journal of Plant Physiology, 171: 1413-1422
IF014 - 2,557; IFs et - 3,034; MNiSWoy,4 - 35; liczba cytowan (wg WoS) — 10 (bez autocytowan 4)

Wkiad habilitanta ~ 30% - wyprowadzenie i analiza ro$lin transgenicznych, analiza otrzymanych roslin pod wzgledem obecnosci
transgenu, wspotudziat w przygotowaniu prob i analizie stezen pierwiastkow metodg ASA, wspétudziat w analizie ekspresji.

5. Siemianowski O., Barabasz A., Kendziorek M., Ruszczyniska A., Bulska E., Williams L.E.,
Antosiewicz D.M. (2014) AtHMA4 expression in tobacco reduces Cd accumulation due to the
induction of the apoplastic barrier. Journal of Experimental Botany, 65: 1125-1139
IF3014 5,526; IFs et - 6,044 ; MNiISW,q, - 45; liczba cytowan (wg WoS) — 29 (bez autocytowan 25)

Wkiad habilitanta — 10% - wspotautorstwo koncepcji badan, wspétudziat w przygotowaniu prob i analizie stezen pierwiastkow
metoda ASA, wspotudziat w analizie ekspresji.

6. Kendziorek M., Klimecka M., Barabasz A, Borg S., Rudzka J., Szczgsny P., Antosiewicz
D.M. (2016) Engineering high Zn in tomato shoots through expression of AtHMA4 involves
tissue-specific modification of endogenous genes. BMC Genomics 17: 625
IF3016 = 3,729; IF s jetni - 4,257; MNiSW 0,6 - 35; liczba cytowan (wg WoS) — 3 (bez autocytowan 0)

Wkiad habilitanta — 8% - wspotudziat w przygotowaniu prob i analizie stezen pierwiastkéw metoda ASA, wspdtudziat w analizie
ekspresji. »

7. Weremczuk A., Barabasz A., Ruszczynska A., Bulska E., Antosiewicz D.M. (2016)
Determination of usefulnes of AhHMA4,,::AhHMA4 expression in biofortification strategies.
Water, Air, & Soil Pollutions 227: 186
IFy016 = 1,702 IFs gy - 1,972; MNiSWyq,6 - 25; liczba cytowan (wg WoS) —- 0

Wkiad habilitanta ~35% - wspétautorstwo koncepcji badan, wspotudziat w: hodowli roslin, zbieraniu materiatu roslinnego,
przygotowaniu préb i analiza stgzen pierwiastkow metoda ASA, analizie ekspresji.

8. Papierniak A., Kozak K., Kendziorek M., Barabasz A., Palusinska M., Tiuryn J., Paterczyk
B., Williams L.E., Antosiewicz D.M. (2018) Contribution of NtZIP1-Like to the Regulation of
Zn Homeostasis. Frontiers in Plant Science 9: 185
[F2017 = 3,677, IF s.jeini - 4,353; MNiSW,q,; - 40; liczba cytowan (wg WoS) — 3 (bez autocytowai 1)

Wkiad habilitanta — 5% - pomoc przy zbieraniu materiatu biologicznego, wspétudziat w analizie ekspresji, wktad merytoryczny
przy klonowaniu, przygotowaniu prob i analizie st¢zef pierwiastkéw metoda ASA

9. Kozak K., Papierniak A., Barabasz A., Kendziorek M., Palusinska M., Williams L.E.,
Antosiewicz D.M. (2019) NtZIP11, a new Zn transporter specifically upregulated in tobacco
leaves by toxic Zn level. Environmental and Experimental Botany 157: 69-78

IF2017 = 3,666; IFs.jeni - 4,234; MNiSW,q7 - 40; liczba cytowan (wg WoS) — 0

Wkiad habilitanta — 5% - pomoc przy zbieraniu materiatu biologicznego, wspétudzial w przygotowaniu prob i analizie stgzen
pierwiastkow metodg ASA, wspotudzial w analizie ekspresji.

b2) Oméwienie poszczegdlnych publikacii

Wplyw heterologicznej ekspresji genéw kodujgcych transportery metali na akumulacje metali oraz
ekspresje genow endogennych

Tematyka wigkszosci prac dorobku naukowego koncentrowala si¢ na genetycznie
modyfikowanych ro$linach tytoniu i pomidora, wyprowadzonych w celu otrzymania roslin
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0 zwigkszonej akumulacji wybranych metali w pedach. Jednak uzyskane rosliny transgeniczne czesto
posiadaty nowe cechy, ktérych nie oczekiwano przystepujac do transformacji roslin. W celu poznanie
mechanizméw molekularnych i fizjologicznych indukowanych w otrzymanych ro$linach,
a warunkujgcych generowanie nowych cech transformantéw, przeprowadzono szereg badan, ktérych
wyniki opisano w 6 pracach badawczych oraz jednej pracy przegladowej. Prace pogrupowano ze
wzgledu transformowany gatunek rosliny oraz uzyty do transformacji gen.

Transgeniczne roSliny tytoniu z ekspresjq genu AtECA3

Barabasz A., Mills R.F., Trojanowska E., Williams L.E., Antosiewicz D.M. (2011) Expression of
AtECA3 in tobacco modifies its responses to manganese, zinc and cadmium. Environmental and
Experimental Botany, 72: 202-209
pub. 1 (wg spisu)
IF2011 - 2,985 ; IFs.jei - 4,234; MNiSWy); - 40 ; liczba cytowan (wg WoS) — 11 (bez autocytowan 4)
Wkiad habilitanta — 40% , wspétudziat w: wyprowadzeniu roslin transgenicznych, analizie otrzymanych roslin pod wzgledem obecnosci
transgenu, uprawie roslin, zbieraniu materiatu, przygotowaniu prob oraz analiza stezen pierwiastkow, izolacji RNA, przygotowaniu cDNA,
badaniu poziomu ekspresji, opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rycin

W celu uzyskania ro$lin charakteryzujacych si¢ zwigkszong akumulacjg Zn i Mn w czeéciach
nadziemnych oraz zwigkszong tolerancjg na te metale otrzymano transgeniczne ro$liny tytoniu
wyrazajace gen AtECA3, pod kontrola konstytutywnego promotora CaMV 35S. Gen ten koduje
zlokalizowana w blonie aparatu Golgiego ATPaz¢ typu P,,, ktéra transportuje Mn i Ca do wnetrza
pecherzykéw aparatu Golgiego (Mills i wsp., 2008). Wyniki badan z wykorzystaniem drozdzy
sugerowaly, ze réwniez Zn moze by¢ transportowany przez to bialko. Otrzymane ro$liny
transgeniczne uprawiano na pozywkach ptynnych w obecnosci trzech stezefi manganu: optymalnego,
podwyzszonego i toksycznego. Wykazano, ze po uprawie w obecno$ci podwyzszonego stezenia Mn
rosliny TR charakteryzowaly si¢ wieksza biomase niz ro§liny TD, a stezenie Mn w korzeniach i
pedach roslin TR bylo nizsze niz w ro$linach TD. Z kolei, w obecnosci toksycznego dla roslin TD
stezenia Mn, roéliny TR charakteryzowaly si¢ zwigkszong tolerancja, co objawiato sie wigksza
biomasg. Stezenie Mn w korzeniach i pgdach bylo na podobnym poziomie jak w ro$linach TD.
Wyniki takie sugerujg, ze w roslinach transgenicznych doszto do zmian w wewngtrzkomérkowej
kompartmentacji Mn przez co obecny w tkankach Mn byt mniej toksyczny. Ro$liny TR i TD
uprawiano réwniez w obecnosci deficytowego stezenia Ca. Wykazywaly one wigksza tolerancje na
deficyt Ca, pomimo braku réznic w stgzeniu Ca w pedach i korzeniach w poréwnaniu do roslin TD.
Wplyw ekspresji genu 4tECA3 na akumulacj¢ Zn zalezat od zastosowanego stgzenia Zn w pozywce,
jednak wzrost akumulacji Zn obserwowano tylko w korzeniach ro$lin TR uprawianych w obecnosci
optymalnego stezenia Zn.
Podsumowujac: Ekspresja 358S,.::4tECA3 nie wplyneta na zwigkszenie stezenia Mn, Ca, Zn i Cd
w pedach, spowodowata natomiast zwigkszona tolerancje na Mn oraz zwigkszona produktywnos¢
roslin w obecno$ci podwyzszonego stezenia Mn oraz deficytowego stezenia Ca. Cechy takie $wiadcza,
ze uzyskane rosliny mogg by¢ wykorzystane do celéw biotechnologicznych w okreslonych
warunkach srodowiskowych.

Transgeniczne rosliny tytoniu z ekspresjq genu AtHMA4

Siemianowski O., Barabasz A., Weremczuk A., Ruszczynska A., Bulska E., Williams L.E.,
Antosiewicz D.M. (2013) Development of Zn-related necrosis in tobacco is enhanced by expressing
AtHMAA4 and depends on the apoplastic Zn levels. Plant, Cell and Environment 36: 1093-1104

pub. 2 (wg spisu)
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IF2013 = 5,906; IFs jetni - 6,151; MNiSWy,5 = 45; liczba cytowan (wg WoS) — 21 (bez autocytowan 11)

Wktad habilitanta — 15%, wspél;utorstwo koncepcji niektorych badani, pomoc przy zbieraniu plynu apoplastycznego, przygotowaniu
probek do analiz ICP-MS, oznaczanie st¢zenia Zn metodg ASA

W celu uzyskania roslin o zwigkszonej akumulacji Zn i Cd w pedach otrzymano réwniez
transgeniczne rosliny tytoniu wyrazajace gen AtHMA4 pod kontrolag promotora CaMV 35S
(Siemianowski i wsp., 2011). Podobnie do roslin tytoniu z ekspresja AhHMA4p::AhHMA4
charakteryzowaly si¢ one zwigkszong wrazliwoscia na Zn. Aby poznaé¢ mechanizmy odpowiedzialne
za powstawanie nekroz (uznawanych za objaw toksycznosci Zn), zbadano stgzenia Zn w catych
blaszkach lisciowych oraz w plynie apoplastycznym. Zauwazono, ze pojawienie si¢ nekroz zalezato
od stgzenia Zn w apoplascie, a nie od catkowitego stgzenia Zn w tkance. U roslin TR nekrozy
pojawiaty si¢ przy nizszym catkowitym st¢zeniu Zn w lisciach w poréwnaniu do roslin TD, jednak
przy podobnym poziomie Zn w apoplascie. W wyniku aktywnosci biatka AtHMA4 transportujacego
Zn poza komoérke, stezenie Zn w apoplascie indukujgce powstawanie nekroz w roslinach TR uzyskano
przy nizszym catkowitym st¢zenia Zn w li§ciach w poréwnaniu do ro$lin TD. Analiza lokalizacji Zn
»in situ” wykazata, ze pojawienie si¢ nekroz jest poprzedzone powstaniem skupisk komoérek o
wyzszym stezeniu Zn w poréwnaniu do komorek je otaczajacych. Skupiska ,,komorek akumulujgcych
Zn” obecne byly nie tylko w rodlinach TD, ale rowniez w roslinach TR. W ro$linach TR obszary
»komorek akumulujacych Zn” byly widoczne przy nizszym stezeniu Zn w podtozu niz w roslinach TD
(ale przy tym samym stgzeniu Zn w apoplascie). Na podstawie otrzymanych wynikéw postawiono
hipotezg, iz (i) stgzenie Zn w apoplascie (a nie catkowite stezenie w tkance) jest czynnikiem
determinujgcym powstawanie nekroz; (ii) zwigkszony zatadunek Zn do apoplastu lisci roslin TR na
skutek aktywnosci eksportowej AtHMA4 indukuje powstawanie nekroz, ktore jest poprzedzone
pojawieniem si¢ skupisk ,.komorek akumulujacych Zn”. W roslinach TR stezenie Zn w apoplascie
indukujagce nekrozy bylo osiagalne przy nizszym stgzeniu Zn w podiozu niz w roslinach TD. Wyniki
przeprowadzonych badan sugeruja, iz w apoplascie lisci sa obecne sensory stezenia Zn. Po
przekroczeniu progowego stezenia Zn w apoplascie dochodzi do akumulacji Zn w okreslonej grupie
komorek, z ktorych nastgpnie powstajg nekrozy. Mechanizm ten prawdopodobnie chroni sasiadujace
komorki przed toksycznoscia Zn.
Podsumowujac: stgzenie Zn w apoplascie jest czynnikiem determinujgcym powstawanie nekroz.

Siemianowski O., Barabasz A., Kendziorek M., Ruszczyfiska A., Bulska E., Williams L.E.,
Antosiewicz D.M. (2014) AtHMA4 expression in tobacco reduces Cd accumulation due to the
induction of the apoplastic barrier. Journal of Experimental Botany, 65: 1125-1139

pub. § (wg spisu)

IF2014 5,526; IFs.jemm; - 6,044 ; MNiSW,,4 = 45; liczba cytowan (wg WoS) — 29 (bez autocytowan 25)

Wkiad habilitanta - 10% - wspotautorstwo koncepcji badan, wspotudziat w przygotowaniu prob i analizie stezen pierwiastkéw metoda

ASA, wspotudziat w analizie ekspresji.

Badania prowadzane na transgenicznych roslinach tytoniu z ekspresja 35S,:: AtHMA4 wykazaty,
ze, przeciwnie do oczekiwan, rosliny te charakteryzowaly si¢ obnizong akumulacja Cd
w korzeniach i pgdach w obecnosci niskiego stezenia Cd w podtozu (Siemianowski i wsp., 2011).
Poniewaz jest to cecha pozadana w roslinach jadalnych ze wzgledu na zanieczyszczenie Cd terendéw
rolniczych, celem kolejnych badan bylo poznanie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za
taki fenotyp. Zastosowanie mikromacierzy wykazato, iz w roslinach TR uprawianych w obecnosci
niskiego stezenia Cd dochodzi do indukcji genéw zaangazowanych w lignifikacje scian
komorkowych. Uzywajac technik mikroskopowych wykazano, ze w roélinach TR $ciany komérkowe
zlokalizowane pomigdzy ryzoderma a najbardziej zewngtrzng warstwa komoérek kory ulegaly
lignifikacji, czemu towarzyszyla zwigkszona akumulacja nadtlenku wodoru. Za lignifikacje te
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prawdopodobnie odpowiedzialne bylo zwigkszone lokalnie stezenie Cd, bedace nastgpstwem
aktywnosci eksportowej biatka AtHMA4 w stosunku do Cd. Dalsze badania wykazaly, iz réwniez
st¢zenie B, Co, Cu, Ni, Mo i Zn bylo obnizone w roslinach transgenicznych uprawianych w obecnosci
Cd. W roslinach uprawianych w warunkach kontrolnych nie zaobserwowano obnizonego stezenia tych
pierwiastkéw. Wyniki wskazuja, na zalezne od ektopowej ekspresji AtHMA4 zwigkszenie stezenia Cd
w apoplascie, co indukuje zmiany w budowie $cian komérkowych, powodujace w konsekwencji
ograniczenie transportu metali droga apoplastyczna.

Przeprowadzone badania mikromacierzowe wykazaty, iz w roslinach transgenicznych dochodzi
do zwigkszonej ekspresji gendw NtZIP1 i NtIRTI. Wyniki takie §wiadcza o tym, Ze ograniczony
transport Zn i Fe droga apoplastyczng indukuje mechanizmy odpowiedzialne za zwigkszona ekspresje
genow zwigzanych z pobieraniem wspomnianych metali przez komérki, a w konsekwencji do
zwigkszonego ich transportu drogg symplastyczna. Prawdopodobnie z tego powodu stgzenie Zn i Fe w
pedach nie ulegio zmianie.

Podsumowujac: Stezenie Cd w apoplascie wplywa na lignifikacj¢ $cian komérkowych, w
konsekwencji obnizajgc efektywnos¢ transportu metali droga apoplastyczna.

Transgeniczne rosliny pomidora z ekspresjg genu AtHMA4

Kendziorek M., Barabasz A., Rudzka J., Tracz K., Mills R.F., Williams L.E., Antosiewicz D.M.,
(2014) Approach to engineer tomato by expression of AtHMA4 to enhance Zn in the aerial parts.
Journal of Plant Physiology, 171: 1413-1422

pub. 4 (wg spisu)

IF2014 - 2,557; IF s pemi - 3,034; MNiSW,q,4 = 35; liczba cytowan (wg WoS) — 10 (bez autocytowan 4)

Wkiad habilitanta — 30% - wyprowadzenie i analiza roslin transgenicznych, analiza otrzymanych roslin pod wzglgdem obecnosci

transgenu, wspétudziat w przygotowaniu préb i analizie stezen pierwiastkéw metods ASA, wspétudziat w analizie ekspresji.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wpisujg si¢ w nurt badan realizowanych w ramach
projektu PHIME, a skupiajacych si¢ na otrzymaniu i charakterystyce roslin transgenicznych
generowanych w celu zwigkszenia poziomu akumulacji Zn w czgéciach nadziemnych (w poréwnaniu
do roslin TD). Konstrukcja genowa 35S,::AtHMA4 zostala wprowadzona do pomidora w celu
okreslenia jej przydatnosci dla potrzeb biofortyfikacji (otrzymania owocéw o wyzszym stezeniu Zn).
W pracy opisano wyniki analizy st¢zefi Zn, Cd i Fe w uzyskanych roélinach oraz analizy ekspresji
wybranych genéw homeostazy metali w lisciach i korzeniach. Otrzymane roéliny transgeniczne
charakteryzowaly si¢ zwigkszong translokacja oraz akumulacjg Zn w lisciach, ale tylko w obecnosci
podwyzszonego stezenia Zn w podtozu. W warunkach tych rosliny transgeniczne wykazywaty
rowniez zwigkszong wrazliwo$¢ na Zn. Rosliny te wykazuja wiec fenotyp podobny do roslin
wyrazajacych AhHMA4,::AhHMA4 (Barabasz i wsp., 2012, pub. 2 osiggnigcia). W uzyskanych
roflinach TR rosnacych w obecno$ci toksycznego stezenia Zn nie zaobserwowano natomiast
obnizonego stg¢zenia Fe w lisciach, a analiza ekspresji genow zwigzanych z homeostazg Fe wykazata
obnizong ekspresj¢ wigkszosci analizowanych genéw, co wskazuje, ze nie doszlo do deficytu Fe na
poziomie komérkowym. Wyniki te réznig si¢ od wynikéw uzyskanych dla roslin pomidora
transformowanego konstruktem 4hHMA4,::AhHMA4, co moze by¢ skutkiem m.in. zastosowania
innych promotoréw.

Otrzymane w ramach niniejszej pracy rosliny TR nie réznily si¢ poziomem akumulacji Cd
w pedach w stosunku do roslin TD. Zanotowano natomiast wzrost translokacji Cd po uprawie przy
niskim st¢zeniu Cd, co wynikato z obnizonego stgzenia Cd w korzeniach. Ponadto wykazano réznice
w akumulacji Zn i Fe pomigdzy roslinami TR a TD pod wptywem obecnosci Cd w podtozu. Istnienie
réznic bylo zalezne od zastosowanego stezenia Cd.
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Podsumowujgc: Ekspresja 35S:: AtHMA4 (eksport Zn i Cd do apoplastu) w pomidorze, ingerujac
w akumulacj¢ i dystrybucj¢ Zn i Cd na poziomie komoérki, wptywa na ekspresje genéw homeostazy Fe
oraz akumulacje i dystrybucj¢ Zn-Fe-Cd na poziomie organéw. Uzyskane wyniki nie we wszystkich
aspektach sa zgodne z wynikami dla roslin pomidora wyrazajacymi AhHMA4p.: AhHMA4 (Barabasz i
wsp., 2012, pub. 2 osiggnigcia) , co wskazuje m.in. na rol¢ zastosowanego promotora, a wigc i wptyw
miejsca ekspresji transgenu na obserwowany fenotym.

Kendziorek M., Klimecka M., Barabasz A, Borg S., Rudzka J., Szczg¢sny P., Antosiewicz D.M.
(2016) Engineering high Zn in tomato shoots through expression of AtHMA4 involves tissue-specific
modification of endogenous genes. BMC Genomics 17: 625

pub. 6 (wg spisu)
IFy016 = 3,729; IFs e - 4,257; MNiSWy4 6 = 35; liczba cytowan (wg WoS) — 3 (bez autocytowan 0)
Wktad habilitanta — 8% - wspotudziat w przygotowaniu préb i analizie stgzen pierwiastkow metoda ASA, wspotudziat w analizie ekspresji.

Poszukujac mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za zalezne od stezenia Zn
w podlozu zmiany w dystrybucji Zn w roélinach transgenicznych wyrazajacych 35S, AtHMA4
wykonano analize ekspresji gendw z uzyciem mikromacierzy, a nastgpnie qPCR. Zastosowanie
laserowego wycinania tkanek pozwolilo na zbadanie ekspresji w wyodrebnionych obszarach korzenia,
tj.. a) epidermie korzenia + korze, b) walcu osiowym, c) epidermie goérnej lisci + migkiszu
palisadowym d) epidermie dolnej lisci + migkiszu gabczastym. Szczegdlowej analizie ekspresji
poddano geny zwigzane z homeostazg metali oraz metabolizmem etylenu. Wykazano, ze w roslinach
TR uprawianych w obecnosci podwyzszonego st¢zenia Zn (akumulacja Zn w pedach roslin TR
wyzsza niz w TD, brak réznic w akumulacji Fe) doszlo do obnizenia ekspresji genow zwigzanych
z metabolizmem etylenu, tj.: SIACO4, SIACOS5 (koduja oksydazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego, ang. 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase) oraz SINR (koduje receptor
etylenu, od nazwy mutanta never-ripe), zarowno w komdrkach kory pierwotnej jak i walca osiowego.
Réwniez obnizeniu w tych obydwu pulach komoérek ulegla ekspresja genéw zwiazanych z homeostazg
zelaza: SIFER, SINRAMI, SINRAMP3 oraz SIIRT1 (gen ten nie ulega ekspresji w walcu osiowym).
Natomiast modyfikacja ekspresji genéw SICHLN oraz SINRAMP2 przyjmowala roézny kierunek, w
zaleznodci od tkanki. W korze obserwowano represj¢, natomiast w walcu osiowym - indukcje
ekspresji. Zmiany w ekspresji analizowanych genéw w roslinach TR byly rowniez obserwowane po
uprawie w warunkach kontrolnych (brak réznic w akumulacji Zn i Fe pomiedzy roslinami TR a TD).
Ekspresja genow metabolizmu etyleny byly wyzsza w roslinach TR w komoérkach kory, natomiast w
komorkach walca osiowego na podobnym poziomie jak w roslinach TD, za wyjatkiem genu SINR,
ktérego ekspresja byla wyzsza. Réznice w ekspresji gendw zwigzanych z homeostazg Fe pomigdzy
roslinami TR a TD byty nastepujace: a) geny SIFER i SIIRTI wykazywaly zwigkszong ekspresje w
komoérkach kory, natomiast w komoérkach walca osiowego réznica w ekspresji genu SIFER nie byty
widoczna, b) ekspresja genu SICHLN byla podwyzszona w obydwu pulach wyizolowanych komérek,
c) ekspresja genow SINRAMP1 i SINRAMP3 byta obnizona w obydwu pulach komorek, d) ekspresja
genu SINRAMP?2 byla podwyzszona w komdrkach kory, a obnizona w komérkach walca osiowego.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekspresja gendw SIFER i SIIRTI jest skorelowana z ekspresja gendéw
metabolizmu etylenu, co wskazuje ze w regulacji ich ekspresji w roslinach TR uczestniczy etylen.
Ekspresja genow SINRAMPI i SINRAMP3 byla obnizona w roélinach TR, niezaleznie od stezenia Zn
w podiozu i analizowanej puli komérek. Natomiast ekspresja genu SINRAMP2 w korzeniach ro$lin
uprawianych w warunkach kontrolnych byla podwyzszona w komérkach kory, a obnizona w
komoérkach walca osiowego, natomiast w roslinach uprawianych w obecnosci podwyzszonego
stezenia Zn obnizona w komorkach kory, a podwyzszona w komdrkach walca osiowego. Réwniez w
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tkankach lisci zaobserwowano, iz zmiany w ekspresji genow homeostazy metali oraz metabolizmu
etylenu byly rozne, ze wzgledu na analizowane pule zebranych komérek.

Podsumowujac: Ekspresja* 35S, : AtHMA4 wplywajac na wewnatrz- i zewnatrzkomdrkowe stezenie Zn
indukowala skoordynowana, tkankowo-specyficzng odpowiedz genéw zwigzanych z metabolizmem
etylenu oraz transportem metali. Modyfikacja ekspresji gendw homeostazy metali w korzeniach
najprawdopodobniej przyczynila si¢ do utrzymania st¢zenia Fe w pedach roslin TR na poziomie
obserwowanym w roslinach TD.

Transgeniczne rosliny pomidora z ekspresjq genu AhHMA4

Weremczuk A., Barabasz A., Ruszczynska A., Bulska E., Antosiewicz D.M. (2016) Determination of
usefulnes of AhHMA4,,::AhHMA4 expression in biofortification strategies. Water, Air, & Soil
Pollutions 227: 186

pub. 7 (wg spisu)

IF3016 = 1,702; IF 540t - 1,972; MNiSWy,6 = 25; liczba cytowan (wg WoS) — 0

Wktad habilitanta —-35% - wspétautorstwo koncepcji badan, wspotudzial w: hodowli roslin, zbieraniu materiatu roglinnego, przygotowaniu
prob i analiza st¢zen pierwiastkéw metoda ASA, analizie ekspresji.

Gen AhHMA4 z A.halleri koduje biatko uczestniczace w transporcie Zn i Cd do peddéw. Wyniki
opisane w publikacji 2 wchodzacej w sklad osiagniecia habilitacyjnego (Barabasz i wsp., 2012, pub.
1 osiggnigcia) nie uwzglednialy badan dotyczacych wplywu ekspresji genu 4hHMA4 na akumulacje
Cd. Poniewaz akumulacja Cd w roslinach pomidora jest cechg niepozadang nalezalo sprawdzié, czy
ekspresja AhHMA4,::AhHMA4 modyfikuje akumulacj¢ tego toksycznego metalu. Pobieranie
i translokacja Cd zalezy od dostgpnosci innych pierwiastkbw w podlozu, z tego powodu w
przeprowadzonych dos$wiadczeniach zastosowano dwa stezenia pozywki hydroponicznej (pozywka
wyjsciowa rozciefniczona 10 razy i 2 razy) oraz jedno niskie, nietoksyczne stezenie Cd (imitujace
stezenie Cd w roztworze glebowym). Ekspresja AhHMA4,.:AhHMA4 nie spowodowala zmian
w akumulacji Cd w rodlinach TR rosnacych w obydwu stezeniach pozywki. Przeprowadzone
doswiadczenia potwierdzily, ze akumulacja Cd w pedach i korzeniach pomidora byla wyzsza w przy
zastosowaniu pozywki bardziej rozcienczonej. Obecnos¢ Cd spowodowata wzrost translokacji Zn
w ro$linach TR uprawianych w obydwu stg¢zeniach pozywki. Zwigkszona tranlokacja Zn miata
rowniez miejsce w roslinach TR uprawianych na pozywce bardziej rozcieficzonej bez dodatku Cd.
Wyniki te sugerowaly, ze na glebach ubogich w skladniki mineralne transgeniczne rosliny pomidora
z ekspresja AhHMA4,.:AhHMA4 beda charakteryzowaly si¢ bardziej efektywna translokacja Zn do
pedéw. Doswiadczenia glebowe wykazaly, ze rosliny TR uprawiane na glebie skazonej Cd
charakteryzowaty si¢ wyzszym stezeniem Zn w lisciach, zaréwno gérnych jak i dolnych. Stezenie Zn
w lisciach roslinach TR uprawianych na glebie kontrolnej byto na podobnym poziomie jak w roslinach
TD. Nie zaobserwowano roznic w stezeniu Zn w owocach pomig¢dzy roslinami TR a TD uprawianymi
na tej samej glebie. W roslinach TR uprawianych na glebie skazonej zaobserwowano nizsze stezenie
Cd niz w roslinach TD. Ekspresja AhHMA4,::AhHMA4 miata réwniez wplyw na ilo$¢ i mase
zebranych owocdéw. Z roslin TR zebrano wigksza ilo§¢ owocdw, a ich catkowita masa byla wigksza
(zaréwno na glebie z Cd jak i bez Cd).

Podsumowujac: Ekspresja AhHMA4,::AhHMA4 w ro$linach pomidora spowodowala wzrost
stezenie Zn w lisciach roslin uprawianych na glebie skazonej Cd. Nie skutkowata jednak wzrostem
stgzenia Zn w owocach ro$lin uprawianych na glebie kontrolnej jak rowniez skazonej Cd. Rosliny z
ekspresja AhHMA4,::AhHMA4 charakteryzowaly si¢ zwigkszonym plonowaniem w warunkach
niedoboru Zn, takze w obecnosci Cd w glebie, co wskazuje na ewentualng przydatnos¢ genu
AhHMA4,::AhHMA4 w biofortyfikacji.
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Praca przeglgdowa — konsekwencje nadekspresji genéw homeostazy metali w roslinach

Antosiewicz D.M., Barahasz A., Siemianowski O. (2014) Phenotypic and molecular consequences of
overexpression of metal-homeostasis genes. Frontiers in Plant Science 5: 80

pub. 3 (wg spisu)

IF2014 - 3,948; IFs.jemi - 4,353; MNiSW,q,4 = 40; liczba cytowan (wg WoS) — 19 (15)

Wktad habilitanta — 25% - wspdtautorstwo koncepcji publikaciji

Transformacja roslin genami zwigzanymi z homeostaza metali jest jedna z metod, stosowanych
w celu uzyskania roslin o zwigkszonej akumulacji/translokacji do pedéw pozadanych pierwiastkow.
Wiele badan wskazuje jednak, ze otrzymane rosliny czgsto nie wykazuja cech oczekiwanych przy ich
wyprowadzaniu. Niniejsza praca jest praca przegladowa, w ktdrej przedstawiono czesto zaniedbywany
przez autoréw badan wptyw ekspresji transgenu zwigzanego z homeostaza metali na ekspresje genow
endogennych. W pracy polozono nacisk na wyniki badan wskazujace, ze w roslinach TR dochodzi do
modyfikacji ekspresji gendéw endogennych uczestniczacych w regulacji homeostazy metali.
Wykazano, ze ekspresja wprowadzonego genu powodujagc zmiany w akumulacji/dystrybucji
okreslonych metali na poziomie komérkowym i tkankowym, w rzeczywistosci narusza stan
rownowagi zwigzany z dystrybucja danego metalu jak i proporcjami pomiedzy ré6znymi metalami w
kompartmentach komoérkowych, a w konsekwencji prowadzi do zmian w ekspresji gendw
endogennych regulujacych homeostaz¢ metali. Ze wzgledu na wzajemne odzialywania transgenu z
genami  gospodarza,  ktérych  ekspresja  zalezy od  skladu  pozywki,  zmiany
w akumulacji/dystrybucji metali w rodlinach TR w stosunku do roélin TD mogg przyjmowaé r6zny
kierunek i nasilenie. Wystgpujace réznice pomiedzy roslinami TR a TD mogg by¢ przeoczone, ze
wzgledu na zastosowanie waskiego zakresu stgzen metali w pozywce. Analiza ekspresji genéw
endogennych w uzyskanych ro$linach transgenicznych moze ponadto dostarczy¢ informacji
o regulacji ekspresji poszczegolnych gendw.

Rola genow ZIP w akumulacji Zn w roslinach tytoniu

Poznanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za pobieranie i akumulacje Zn przez
ro$liny rosngce w obecnosci wysokich stgzen Zn jest niezwykle wazne, zaréwno ze wzgledu na aspekt
poznawczy jak i biotechnologiczny. Dotychczasowe badania wykazaly, iz w lisciach roslin tytoniu
uprawianych w obecnosci wysokiego stg¢zenia Zn ma miejsce niejednorodna akumulacja Zn, gdyz
w obrebie blaszki lisSciowej mozna wyrdzni¢ grupy komoérek akumulujg znacznie wigksze ilosci Zn niz
pozostate komorki. Celem obecnie prowadzonych badaf, w ktérych uczestnicze, jest poznanie
mechanizméw odpowiedzialnych za wyzej wspomniane zjawisko. Opisane ponizej dwie prace
przedstawiajg pierwsze wyniki badan majacych na celu poznanie proceséw odpowiedzialnych za
niejednorodng akumulacje Zn.

Papierniak A., Kozak K., Kendziorek M., Barabasz A., Palusinska M., Tiuryn J., Paterczyk B.,
Williams L.E., Antosiewicz D.M. (2018) Contribution of NtZIP1-Like to the Regulation of Zn
Homeostasis. Frontiers in Plant Science 9: 185

pub. 8 (wg spisu)
IF2017 = 3,677; IFs jemi - 4,353; MNiSW 0,7 = 40; liczba cytowan (wg WoS) — 3 (bez autocytowan 1)

Wkiad habilitanta — 5% - pomoc przy zbieraniu materiatu biologicznego, wspotudziat w analizie ekspresji, wkiad merytoryczny przy
klonowaniu, przygotowaniu prob i analizie stgzen pierwiastkow metoda ASA

W ramach prowadzonych badan zidentyfikowano geny z rodzin ZIP, NRAMP, MTP i MRP
(ang. Multidrug Resistance-associated Protein), ktorych ekspresja byla zmieniona w lisciach pod
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wptywem toksycznego stezenia Zn w podiozu. Geny te kodujg biatka zaangazowane zaréwno
w transport metali do komorki, jak i w transport w poprzek wewnatrzkomoérkowych blon
biologicznych. Posréd zidentyfikowanych genow, ktérych ekspresja ulegta obnizeniu w lisciach pod
wptywem wysokiego stezenia Zn byl NtZIPI-like. Gen ten zostal sklonowany. Biatko przez niego
kodowane lokalizuje si¢ w btonie komérkowej i transportuje Zn do wnetrza komérki. Nie transportuje
natomiast Fe i Cd. Gen NtZIPI-like w warunkach optymalnych ulegal ekspresji w korzeniach
i lisciach, a poziom jego mRNA w lisciach wzrastal wraz z wiekiem roélin, co wskazuje ze gen ten
prawdopodobnie odgrywa podstawowsa rol¢ w homeostazie Zn, szczeg6lnie w starszych roslinach.
Deficyt Zn w podtozu powodowat wzrost jego ekspresji w liciach oraz w czg$ci nasadowej korzeni.
Ekspresji NtZIPI-like ulegata obnizeniu w obecnosci toksycznego, jak réwniez wysokiego, lecz
nietoksycznego stezenia Zn. Prawdopodobnie obnizenie jego ekspresji jest mechanizmem chronigcym
komérki przez nadmierng akumulacja Zn w obecnosci wysokiego stezenia Zn w podtozu.
Podsumowujgc: Gen NtZIPI-like to drugi ze zidentyfikowanych genéw ZIP, dla ktérego
potwierdzono, ze kodowane przez nie biatko jest zaangazowane w pobieranie Zn przez komorki
tytoniu. Wzrost jego ekspresji w warunkach deficytu Zn oraz obnizenie przy nadmiarze wskazuje, ze
kontrola pobierania Zn przez komoérki tytoniu nastgpuje m.in. poprzez regulacje ekspresji tego genu.

Kozak K., Papierniak A., Barabasz A., Kendziorek M., Palusifska M., Williams L.E., Antosiewicz
D.M. (2019) NtZIP11, a new Zn transporter specifically upregulated in tobacco leaves by toxic Zn
level. Environmental and Experimental Botany 157: 69-78 ’

pub. 9 (wg spisu)

IF;017 = 3,666; IF s ieni - 4,234; MNiSW,0,;, = 40; liczba cytowan (wg WoS)—0

Wkiad habilitanta — 5% - pomoc przy zbieraniu materiatu biologicznego, wspotudziat w przygotowaniu préb i analizie stezen pierwiastkéw
metodg ASA, wspdtudziat w analizie ekspres;i.

Gen NtZIP11 to drugi z gendw ZIP, ktéry zostat zidentyfikowany podczas realizacji badan
majacych na celu poznanie mechanizméw zwigzanych z akumulacja Zn w grupach komérek migkiszu
palisadowego akumulujacych Zn w lisciach roslin uprawianych w obecnosci toksycznego stezenia Zn.
Podobnie jak pozostate zidentyfikowane do tej pory geny ZIP z tytoniu, gen ten koduje lokalizujgce
si¢ w plazmolemie biatko transportujace Zn do wngtrza komoérki. Analizy z wykorzystaniem drozdzy
nie wykazaty aby bialko przez niego kodowane transportowato Fe, Mn czy Cd. Ekspresja genu
NtZIP11 zachodzila we wszystkich analizowanych czesciach rodliny i wzrastatla wraz wiekiem roslin.
Obecnos¢ w podiozu Zn o podwyzszonym, lecz nietoksycznym stezeniu, indukowata ekspresje w
lisciach. Natomiast krétkoterminowy deficyt Zn nie powodowal zmian w poziomie jego mRNA.
Szczegbtowa analiza ekspresji w lisciach o réznych etapie rozwoju, zebranych z roélin traktowanych
Zn o stgzeniu 0,5 uM, 10 pM, 50 uM i 200 uM wykazata, ze najwyzszy poziom mRNA genu NtZIP11
byl obserwowany w starszych lisciach roslin uprawianych w najwyzszym stezeniu Zn.

Podsumowujac: Uzyskane wyniki wskazuja, ze podstawowa rolg biatka NtZIP11 jest transport Zn do
cytoplazmy komorek lisci, szczegélnie wowczas gdy rosliny rosng w obecnosci wysokiego stezenia
Zn.
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