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1. Imie i Nazwisko: Maksymilian Zienkiewicz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie;j.

1999 Stopien naukowy magistra w zakresie biotechnologii. Praca magisterska pt. ,,\Wplyw
$wiatla halogenowego na bakterie Escherichia coli z mutacja w genie hemH” wykonana w Zaktadzie
Biologii Molekularnej Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk. Opiekun pracy
prof. dr hab. Celina Janion. Promotor prof. dr hab. Jacek Bielecki

2005 Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii. Praca doktorska pt.
,JKompletna sekwencja nukleotydowa plazmidu p1658/97 i analiza regionu odpowiedzialnego za
amplifikacje genu p-laktamazy SHV,,, wykonana w Zakladzie Biochemii Drobnoustrojow
Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk. Opiekun pracy docent dr hab. Piotr
Ceglowski, Promotor docent dr hab. Jacek Bardowski.

1. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/

artystycznych.

1999 (10 miesiecy) — stanowisko biologa w Zakladzie Biochemii Drobnoustrojéw Instytutu
Biochemii i Biofizyki Panstwowej Akademii Nauk.
2005 — obecnie - adiunkt w Zakladzie Molekularnej Fizjologii Roslin Instytutu Botaniki na

Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

2. 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 osiagniecia naukowego/artystycznego:
»Szybkie zmiany aklimatyzacyjne chloroplastéw w odpowiedzi na zmiany nat¢zenia i

jako$ci $wiatla u roslin typu C4 podtypu NADP-ME.”

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci

wydawniczy):



1. Romanowska E., Buczyniska A., Wasilewska W., Krupnik T., Drozak A., Rogowski P., Parys
E., Zienkiewicz M. (2017) Differences in photosynthetic responses of NADP-ME type C4
species to high light. Planta 245(3):641-657 (IF,,,=3,239, MNiSW=40)

Mdj wktad w powstanie tej publikagi polegal na udziale w opracowanin afogeri i koncepei pracy,
wspotudziale w napisanin pierwotne wersji manuskryptu oray wspitudziale w koricowe redakei pracy. Mdj

udziat procentowy szacuje na 45%.

2. Zienkiewicz M., Drozak A., Wasilewska W., Baclawska 1., Przedpelska-Wasowicz E.,
Romanowska E. (2015) The short-term response of Arabidopsis thaliana (C3) and Zea mays (C4)
chloroplasts to red and far red light. Planta 242(6):1479-93 (IF,,,;=3,239, MNiSW=40)

Mgj wktad w powstanie tej publikagi polegal na wudziale w opracowanin afogeri i koncepei pracy,
samodzielnym wykonanin wigksel czesci doswiadezen orazg wspdlpracy w trakcie wykonywania eksperymentow
obejmujacych obrazowanie awartosci biafek chloroplastowych technikq elektroforegy 2D, wspotudziale w
napisanin pierwotne] wersji manuskryptu oray wspotudziale w koricowes redakgji pracy. Mdj ndzial procentowy

szacuje na 65%.

3. Zienkiewicz M., Kokoszka N., Baclawska I., Drozak A., Romanowska E. (2013) Light
intensity and quality stimulated Degl-dependent cleavage of PSII components in the
chloroplasts of maize. Plant Physiol. Biochem. 67:126-36 (IF,,;=2,252, MNiSW=35)

Mdj wktad w powstanie tej publikaci polegal na kierowanin projektem badawezym N IN303 605438
finansowanym przez Ministerstwo Nanki i Sgkolnictwa Wygszego jak riwnie na udziale w opracowanin
gatogeni i koncepgi pracy, samodzielnym wykonaniu wiekszel czesei doswiadezeni orag wspotpracy w trakcie
wykonywania eksperymentow obejmujaeych okreslenie ilosci mRINA - proteaz Deg w lisciach Rukurydzy,
wspotudziale w napisanin pierwotne] wersji manuskryptu oray koricowe redakgji pracy. Mdj ndzial procentowy

szacuje na 70%.

4. Zienkiewicz M., Ferenc A., Wasilewska W., Romanowska E. (2012) High light stimulates
Degl-dependent cleavage of the minor LHCII antenna proteins CP26 and CP29 and the PsbS
protein in Arabidopsis thaliana. Planta 235(2):279-288 (IF,,,,=3,347, MNiSW=40)



Mdj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na kierowanin projektem badawezym N N303 605438
finansowanym przex Ministerstwo Nanki i Szgkolnictwa Wygszego jak rdwniez na udziale w opracowaniu
gatogen i koncepgi pracy, wspotudziale w napisaniu pierwotne] wersji manusknptu samodzielnym wykonanin
wieksze] cxesei doSwiadezen orag wspolpracy w trakcie wykonywania eksperymentow okreslajacych aktywnosé

Jfotonktadow 17 11 oraz koricowey redakgji pracy. NMdj ndziat procentowy szacuje na 70%.

Sumaryczny impact factor powyzszych prac zgodnie z rokiem opublikowania: 12,267

F.aczna punktacja MNiSW dla wszystkich prac: 155

c) omodwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikoéw

wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Osiagniecie naukowe stanowia cztery oryginalne prace eksperymentalne opublikowane w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports. Sumaryczny impact factor
(zgodny z rokiem opublikowania) tych prac wynosi 12,267, natomiast sumaryczna liczba punktow
MNiISW to 155. We trzech pracach eksperymentalnych jestem pierwszym autorem, w jednej
ostatnim jednakze powstala ona przy znaczacym moim wspotudziale. Publikacje skladajace si¢
na osiggniecie naukowe koncentruja si¢ wokol  problematyki  szybkich = zmianach
aklimatyzacyjnych chloroplastow rodlin typu C4 w odpowiedzi na zmiany w nate¢zeniu i jakosci
$wiatla. Pomimo, ze aklimatyzacja rodlin w odniesieniu do warunkéw swietlnych badana jest od
wielu lat to wciaz wiele jej aspektow nie zostalo dobrze poznanych, zwlaszcza w odniesieniu do
roslin typu C4. Rodliny typu fotosyntetycznego C4 charakteryzujq si¢ serig zmian anatomicznych
1 biochemicznych zwickszajacych stezenie CO, w miejscu dzialania Rubisco, w celu
ogtraniczenia/wyeliminowania procesu fotoodychania. Skutkuje to zwigkszeniem produktywnosci
fotosyntetycznej roslin C4, ktora zwykle jest 1,5-2 razy wyzsza niz u roélin C3. Z tego powodu
prowadzone sa intensywne badania nad wykorzystaniem roélin C4 jako Zrédia energii oraz w
inzynierii genetycznej na przyklad do uzyskania ryzu ,,C4 -like” waznego w produkcji zywnosci
(Hibberd 1 wsp. 2008; Tanigushi 1 wsp. 2008). Uwaza si¢, ze rosliny C4 wyewoluowaly w roslin
C3 w odpowiedzi na spadek zawarto$ci dwutlenku wegla w atmosferze przy jednoczesnym
wzroscie zawartosci atmosferycznego tlenu. Ewolucja roélin od C3 do C4 zachodzila niezaleznie
ponad 60 razy w co najmniej 19 rodzinach roélin zaréwno jednoli$ciennych jak i dwuli$ciennych
(Sage 2004) Jest przystosowaniem do wysokich natezen $wiatta, podwyzszonej temperatury i
suszy. U rodlin C4 wystepuja zwykle dwa typy komorek otaczajacych radialnie wigzke

przewodzaca 1 uczestniczacych w fotosyntezie — komorki mezofilu (M) i komodrki pochew



okolowiazkowych (BS). Procesy asymilacji i redukcji CO, rozdzielone sa przestrzennie i
katalizowane sa przez dwa rézne enzymy. Jedynie w chloroplastach komoérek pochew
okolowiazkowych zachodzi cykl Calvina i wystepuje Rubisco, natomiast pierwotne wiazanie CO,
odbywa si¢ w komoérkach mezofilu przy udziale karboksylazy fosfoenolopirogronianowej, gdzie w
chloroplastach zachodza tylko reakcje Swietlne fotosyntezy. Roéznice te prowadza réwniez do
zmian potencjatu redoks w komoérkach. W' zaleznosci od enzymu przeprowadzajacego proces
dekarboksylacji, miejsca dekarboksylacji w komodrkach pochew okolowiazkowych, a takze od
rodzaju transportowanego kwasu karboksylowego, w fotosyntezie typu C4 wyrdzniono trzy
podtypy metaboliczne: NADP-ME, NAD-ME i PEP-CK (Hatch i wsp. 1975). Badania opisane
w prezentowanych pracach koncentrowaly si¢ na rodlinach podtypu  NADP-ME, ktorego
przedstawicielami sg istotne gospodarczo rodliny m. in.: kukurydza (Zea mays), trzcina cukrowa
(Saccharum officinarum) i sorgo (Sorghum Moench). Do tego podtypu zalicza si¢ rowniez chwastnice
jednostronng (Echinochloa crus-galli) oraz palusznika krwawego  (Digitaria sanguinalis). Jako punkt
odniesienia prowadzono analogiczne badania na modelowym  przedstawicielu roslin C3
Arabidopsis - thaliana. U rodlin  podtypu NADP-ME powstaly w reakcji karboksylacji
fosfoenolopirogronianu szczawiooctan, redukowany jest do jablczanu. Reakcja ta zachodzi w
chloroplastach komoérek mezofilu (M) 1 katalizowana jest przez enzym dehydrogenaze
jablczanows, zalezng od NADPH. Nastepnie jablczan transportowany jest do chloroplastow
komérek pochew okolowigzkowych (BS), gdzie nastgpuje jego dekarboksylacja, katalizowana
przez enzym jablczanowy zalezny od NADP. W wyniku tej reakcji powstaje CO, 1 NADPH,
ktére sa wlaczane do cyklu Calvina-Bensona oraz pirogronian, ktory transportowany jest do
chloroplastéw komoérek mezofilowych. Tam dikinaza fosfopirogronianowa, zuzywajac ATP,
przeksztalca pirogronian do fosfoenolopirogronianu. W ten sposob cykl ulega zamknieciu (Hatch
1987). Chloroplasty u podtypu NADP-ME charakteryzuja si¢ odmienng budowsa - te
zlokalizowane w mezofilu maja budowe granowa i sq mniejsze od chloroplastow komorek
pochew okolowigzkowych, ktére sq bezgranowe lub posiadaja szczatkowe grana (Laetsch 1971;
Yoshimura i wsp. 2004). Chloroplasty dwoch typéw komorek réznia si¢ takze udzialem
poszczegdlnych fotosysteméw w  blonach tylakoidowych. Dominujacym fotoukladem w
chloroplastach BS jest fotoukltad I (PSI). Fotouktad II (PSII) jest w tych komorkach obecny, ale
jest go znacznie mniej niz w chloroplastach granowych komorek mezofilowych (Bassi 1 wsp.
1995). Aktywno$¢ PSII weciaz jest dyskutowana chociaz wykazano, iz posiada wszystkie
podjednostki kompleksu utleniajacego wode 1 jest w stanie transportowaé elektrony z H,O
(Romanowska i1 wsp. 2006). Mimo malej zawartosci PSII, chloroplasty BS zawieraja znaczne

losci systemow antenowych LHCII (Vainstein 1989). PSII w chloroplastach BS moze



wystepowaé w formie dimeru, a nawet wraz z kompleksem antenowym LHCII, moze tworzy¢
superkompleksy (Romanowska 1 wsp. 2008). Rola PSII w chloroplastach pochew
okolowiazkowych nie jest jeszcze dokladnie poznana, ale uwaza sig, ze chroni PSI przed
fotooksydacja. Rosliny C4 wystepuja glownie w strefie tropikalnej, subtropikalnej oraz strefach o
podwyzszonej temperaturze, czyli wszedzie tam gdzie wystepuje wysokie natezenie §wiatla co w
polaczeniu z wysoka temperatura i/lub ograniczona dostgpnoscia wody moze prowadzi¢ do
uszkodzen aparatu fotosyntetycznego i spadku wydajnosci fotosyntezy (fotoinhibicji) (Aro i wsp.
1993; Nishiyama i wsp. 2000). Aparat fotosyntetyczny roslin musi dostosowywac si¢ nie tylko do
zmiennych natezen Swiatla, ale takze do jego zmian jakosciowych. Wykazano np., ze do roslin
rosnacych pod drzewami dociera glownie $wiatle z zakresu dalekiej czerwieni (FR) (Corre 1983).
Aklimatyzacje roslin do zmieniajacych si¢ warunkéw $wietlnych obserwuje si¢ na poziomie
morfologicznym np. poprzez zmiany w ustawieniu blaszek liSciowych., na poziomie komorki
obserwuje si¢ ruchy chloroplastéw, a na poziomie biochemicznym — rearanzacje aparatu
fotosyntetycznego (Anderson 1 wsp. 1988; Caffarri i wsp. 2005). Strategie przystosowujace do
zmiennych warunkéw Swietlnych réznia sie¢ w zalezno$ci od gatunku roéliny 1 $rodowiska jej
wystepowania (Yin i Johnson 2000). Mechanizmy aklimatyzacyjne aparatu fotosyntetycznego
pomimo intensywnych badan wcigz nie zostaly dostatecznie poznane. Wykazano, ze ekspozycja
lisci rodlin typu C3 na $wiatlo o réznej jakosci powodowala zréznicowana wydajnos¢ PSII
zalezng od  stosowanego S$wiatla, a w mniejszym stopniu  od miejsca wystgpowania
chloroplastéw w lisciu (Terashima 1 wsp. 2009). Odmienna anatomia liScia roélin typu C4
powoduje, ze $wiatlo dociera najpierw do komoérek mezofilowych a nastepnie do glebiej
usytuowanych komérek pochew okotowiazkowych (Evans i wsp. 2007). Swiatto docierajace do
komorek BS rézni si¢ zatem nieco zaréwno pod wzgledem natezenia jak i docierajacego spectrum
co moze by¢ powodem wystepowania réznic w procesie absorpcji  energii Swietlnej w obu
typach komoérek. Uwaza sig, ze jakos§¢ Swiatla wywiera wickszy wplyw na fotosynteze roslin typu
C4 niz ma to miejsce u roélin typy C3 (Evans 1 wsp. 2007), ponadto wykazano, ze metabolizm
roslin C4 jest bardzo wrazliwy na limitujace go $wiatlo o niskim natezeniu (Bellasio i Griffiths
2014). Jednym z gléwnych mechanizméw regulacyjnych w komorkach eukariotycznych jest
fosforylacja biatek. Jest to mechanizm regulujacy podstawowe procesy zachodzace na terenie
komorek. W chloroplastach pelni on istotna funkcje regulacyjng i zalezy bezposrednio od stanu
oksydoredukcyjnego w chloroplastach, a posrednio wplywaja na niq takie czynniki Srodowiskowe,
jak np.: natezenie oraz jakos¢ S§wiatla, temperatura oraz metale ci¢zkie. W chloroplastach
odwracalnej fosforylacji i defosforylacji podlegaja na przyklad biatka fotouktadéw: PSI 1 PSII,
biatka TSP9 i CaS, podjednostka 3 syntazy ATP. Zmieniajace si¢ warunki §rodowiska najbardziej



wplywajgq na zmiany w obrebie PSII. Czynniki §rodowiskowe moga, poprzez fosforylacje biatek,
powodowac szybkie zmiany strukturalne w obrebie tylakoidéw (Aro i Ohad 2003). Wykazano, ze
biatka tylakoidéw roélin wyzszych oraz glonéw moga ulegaé¢ zaleznej od $wiatla fosforylacji
(Bennett 1977; Turkina 2008). Stwierdzono, ze fosforylowane sa gléwnie biatka PSII: D1, D2,
CP43, PsbH oraz CP29 (Lhcb4), Lhcbl, Lhcb2 z komplekséw antenowych (Bergantino i in.
1998; Rintamaki, Aro 2001). Fosforylacja bialek rdzeniowych PSII jest Scisle powiazana z
utrzymaniem aktywnego fotouktadu II (Aro 1 wsp. 1993 ) podczas gdy fosforylacja biatek
antenowych PSII (LHCII) jest powiazana z procesem przejScia stanéw ,,state transition”
redystybujacym energi¢ $§wietlng pomiedzy PSII 1 PSI (Allen 2002). W warunkach niskiego
natezenia $wiatla preferowane jest wzbudzenie fotoukladu II. Dochodzi woéwczas do
zredukowania puli plastochinonowej w tylakoidach, jest to sygnalem aktywujacym kinaze(y)
fosforylujace bialka anten LHCII, ktére moga wowczas odlaczac si¢ od PSII 1 przytaczaé¢ do PSI,
warunkujac bardziej korzystng dystrybucje energii pomiedzy dwoma fotoukiadami (,,state
transitions”). Anteny te moga réwniez w stanie hiperfosforylacji pozostawaé nie zwigzane z
fotoukladami. Maksymalna fosforylacje biatek LHCII obserwuje si¢ przy nizszych niz wzrostowe
nat¢zeniach $wiatla, a wraz ze wzrostem natgzenia Swiatla sa one defosforylowane. Natomiast
fosforylacja rdzenia PSII (biatka D1/D2), zalezy od natezenia $wiatla i zwigksza si¢ wraz z jego
nat¢zeniem. Ufosforylowane dimery PSII sa bardziej stabilne, brak jest degradacji biatka D1/D2
(gdyz degradowane jest po defosforylacji) nawet w warunkach dzialania wysokiego nate¢zenia
$wiatla. Anteny CP43 sa ufosforylowane na $wietle 1 w ciemnosci, i nie jest znana rola tej
fosforylacji. Zatem ilo$¢ S§wiatla docierajaca do chloroplastow M i1 BS nie tylko warunkuje
transport elektronéw, ale tez pelni funkcje protekcyjna. Preferencyjne dzialanie $wiatta
czerwonego (wzbudzenie PSII) lub dalekiej czerwieni (wzbudzenie PSI) moze zatem pelni¢
wazng funkcje regulacyjng. Oba procesy kontrolowane sa poprzez stan oksydoredukcyjny w
chloroplastach (Pfannschmidt 2005). Dynamiczna odpowiedZ aparatu fotosyntetycznego na
zmiany jako$ciowe §$wiatla  realizowana poprzez stechiometryczne zmiany zawartosci
fotoukladow sugeruje istnienie mechanizméw zdolnych do rozpoznania braku odpowiedniego
zbalansowania spectrum docierajacego swiatla. Mechanizmy te jednak wiaz nie zostaly dobrze
poznane 1 wydaje si¢, ze moga one by¢ specyficzne dla danego typu chloroplastu. Ponadto o ile
wplyw jakosci §wiatta na aktywnosc¢ fotosyntetyczng zostal dobrze udokumentowany, zasadniczo
nie ma informacji na temat zaleznosci pomiedzy organizacja 1 funkcja kompleksow
tylakoidowych w réznych typach chloroplastéw. Dlatego tez w jednym 2z aspektéw pracy
skladajacej si¢ na osiagniecie habilitacyjne bylo okreslenie czy chloroplasty rosliny typu C4

(chloroplasty w komodrkach BS 1 M) 1 typu C3 podlegaja takiemu samemu mechanizmowi



indukcji odpowiedzi na zmiang jakosci §wiatla, i czy te mechanizmy pozwalaja na utrzymanie
wysokiej aktywno$ci fotosyntetycznej. Do badan wybrano _Arabidopsis thaliana (Col-0) jako
przedstawiciela roslin typu C3 oraz Zea mays jako przedstawiciela fotosyntezy C4 podtypu
NADP-ME. Oswietlajac liscie A. thaliana i kukurydzy $wiatlem czerwonym (R, 670 nm, 200
umoli fotonéw m?s™), daleka czerwienia (FR, 720 nm, 200 umoli fotonéw m?s™) lub bialym
wzrostowym (W, 250 umoli fotonéw m™s ") wykazano korelacje pomiedzy poziomem fosforylacji
biatek rdzeniowych PSII 1 antenowych LHCII a funkcjonalng organizacja komplekséw PSII 1
PSI, jak réwniez korelacje fosforylacji bialek rdzeniowych PSII 1 LHCII z poziomem
integralnosci tylakoidowych komponentéw. Swiatlo R i FR stosowano w natezeniu 200 pumoli
fotonéw m”s’ co wydaje si¢ imitowaé warunki naturalne — ocenia si¢, ze pelnym spektrum
stonecznym $§wiatto biale moze docieraé nawet w natezeniu 2100 umoli fotonéw m?s™) z czego
okolo 250 - 280 umoli fotonéw m™s"' stanowi §wiatfo czerwone. Na poczatkowym etapie badan
wykonano pomiar maksymalnej wydajnosci kwantowej PSII (Fv/Fm) oswietlajac liscie A.
thaliana 1 Z. mays $wiattem biatlym, czerwonym i daleka czerwienia. Pozwolito to na oceng 2 vivo
stresu wywolanego przez oswietlanie §wiattem monochromatycznym z zakresu czerwieni i
dalekiej czerwieni. Wyniki maksymalnej wydajnosci kwantowej PSII skorelowano z pomiarami
aktywnosci  PSII i PSI mierzonymi na tylakoidach z komoérek mezofilowych A. thaliana i
kukurydzy oraz z tylakoidéw komodrek  pochew okotowiazkowych kukurydzy. — Liscie
aklimatyzowane do ciemnosci (D) lub §wiatla wzrostowego (W) naswietlano przez okres jednej
godziny $wiatlem czerwonym R (warianty D—R 1 W—R) lub dalekq czerwieniqg FR (warianty
D—FR 1 W—FR). Obserwowano, ze maksymalna wydajno$¢ kwantowa PSII byta wyzsza u 4.
thaliana niz u kukurydzy a réznica ta byla najwyrazniejsza w wariancie W—R. W takich
watunkach (Fv/Fm) dla A. thaliana wyniosto $rednio 0,84 w stosunku do 0,75 dla kukurydzy.
Podobne wyniki uzyskano juz wczesniej (Pfundel i wsp. 1998). Najwicksza stymulacje aktywnosci
PSII obserwowano w komorkach BS u kukurydzy po oswietlaniu lisci $wiatlem czerwonym
(OD—R 1 W—R) — transport elektronéw byl odpowiednio 1,7 i 2,6 krotnie wyzszy. Dla
poréownania aktywnos$¢ PSII w komoérkach M kukurydzy byla podobna we wszystkich
wariantach. Aktywno$¢ PSII w komoérkach mezofilowych A. thaliana byta srednio dwukrotnie
wyzsza w stosunki do tej uzyskanej dla PSII z komorek mezofilowych kukurydzy i byla
stymulowana zarowno przez R jak 1 FR, ale tylko w chloroplastach pochodzacych z lisci ze
$wiatlg wzrostowego (W). Nie obserwowano tego efektu w wariancie D—R, ponadto daleka
czerwien obnizylta aktywno$¢ PSII u A. thaliana w lisciach po okresie ciemnosci (wariant D—FR).
Wykonane pomiary aktywnosci PSI wykazaly ze aktywnos¢ PSI w komoérkach mezofilowych

kukurydzy 1 w komoérkach A. thaliana jest znaczaco, bo okolo 4 krotnie nizsza w poréwnaniu do



aktywnosci PSI w komorkach BS kukurydzy. Aktywnos¢ PSI w komorkach mezofilowych
kukurydzy utrzymywala si¢ na stalym poziomie niezaleznie od zastosowanego o$wietlania lisci, w
komoérkach pochew okolowiazkowych kukurydzy zanotowano znaczacy wzrost aktywnosci PSI
w wariancie W—FR, podobnie mialo to miejsce w komoérkach A. thaliana.

Podsumowujac mozna bylo stwierdzi¢, ze $wiatlo z zakresu dalekiej czerwieni indukuje bardzo
silny wzrost aktywnosci PSI, ale tylko w komoérkach BS u kukurydzy, efekt ten byl rowniez
zauwazalny, chociaz w mniejszym stopniu, w komoérkach A. thaliana. Sugerowalo to odmienna
odpowiedz dostosowawczg aparatu fotosyntetycznego realizowana w réznych typach komoérek
by¢ moze ze wzgledu na nieréwnomierne docieranie $wiatla w glab lisci. W celu dalszego
potwierdzenia tej teorii okreslono wzér fosforylacji biatek PSII. Jak wspomniano profil
fosforylacji bialek PSII jest pochodna stanu oksyredukcyjnego w chloroplastach, ktérego
wskaznikiem jest stopient zredukowania/utlenienia puli plastochinonowej. W posredni wiec
sposob pokazuje stan oksydoredukcyjny chloroplastu. Wykazano odmienny wzér fosforylacji
biatek: anten LHCII, rdzenia D1/D2 oraz CP43 w komorkach A. thaliana oraz w komorkach M
1 BS Z. mays. W szczegblnoséci zaobserwowano bardzo silna fosforylacje anten LHCII w
komérkach BS kukurydzy przy oswietlaniu liSci daleka czerwienia (FR), co korelowalo z
wykazang wczesniej silng indukeja aktywnosci PSI w tych komoérkach. W obu typach komérek
kukurydzy $wiatlo czerwone aplikowane na liScie zaadaptowane do ciemnosci (D—R)
indukowato fosforylacj¢ biatek rdzeniowych D1/D2, podczas gdy anteny LHCII byly stabo
ufosforylowane tylko w komérkach BS.  Swiatlo czerwone aplikowane na liscie zaadaptowane do
swiatla wzrostowego (W—R) indukowalo fosforylacj¢ biatek D1/D2 w obu typach komorek,
podczas gdy anteny LHCII byly silnie ufosforylowane tylko w komérkach BS.  Obserwowany
wzor fostorylacji LHCII w komoérkach BS byl charakterystyczny dla niskich natezen $wiatla co
sugerowalo, zZe do chloroplastow komorek BS dociera mniej $wiatla niz do komorek
mezofilowych, gdzie anteny LHCII ulegaly defosforylaciji. Swiatto  czerwone wywolato
odmienny  efekt w komérkach A. thaliana. Swiatlo czerwone w chloroplastach lisci
adaptowanych do $wiatta wzrostowego (W—R) powodowato spadek fosforylacji biatek D1/D2 i
anten LHCII w poréwnaniu do chloroplastow lisci adaptowanych do ciemnosci (D—R) co
sugerowalo, ze $wiatlo czerwone docierajace do tych komoérek mialo stosunkowo wysokie
natezenie — wskazywala na to cze$ciowa defosforylacja biatek rdzeniowych PSII (D1/D2).
Daleka czerwien (FR), odmiennie niz u A. thaliana, wywolywala calkowita defosforylacje biatka
D1 w komérkach M i BS kukurydzy, ponadto ufosforylowanie biatka CP43 réwniez ulegato
zmniejszeniu. Uzyskane wyniki sugerujg nieréwnomierny dostep swiatla do chloroplastow M 1 BS

1 ulatwiaja zrozumienie mechanizméw umozliwiajacych rodlinom utrzymanie wysokiej aktywnosci



PSII w warunkach zmieniajacego si¢ jakosciowo i ilo§ciowo §wiatla. Postawiono hipotezg, ze by¢
moze fosforylacja w mniejszym stopniu zwigzana jest z intensywnoscia transportu elektronow,
jednak moze potencjalnie wywiera¢ istotny wplyw na stabilizacj¢ bialek w poszczegdlnych
kompleksach fotosyntetycznych co moze prowadzi¢ do ich rearanzacji. Postanowiono wigc
sprawdzi¢ stopien ufosforylowania anten LHCII, biatek rdzeniowych D1/D2 oraz CP43 w
poszczegolnych kompleksach fotosyntetycznych stosujac elektroforeze dwukierunkows na ktora
sktadaly si¢ elektroforeza BN-PAGE (natywna, pierwszy kierunek) i SDS-PAGE (denaturujaca,
drugi kierunek). Do komplekséw fotosyntetycznych naleza m.i. superkompleksy zlozone z PSII-
LHCII, PSI-LHCI, PSI-LHCI-LHCII, dimery PSII, PSI, monomeryczna forma PSII, kompleksy
wolnych anten LHCII w postaci trimeréw i monomeréw.  Analizowano wzor fosforylacji biatek
komplekséw fotosyntetycznych z lisci A. thaliana i Z. mays adaptowanych do §wiatla wzrostowego
(W) a nastepnie o$wietlanych $wiatlem czerwonym (W—R) lub daleka czerwienig (W—FR). U
A. thaliana $wiatlo czerwone (R) powodowalo zwigkszona fosforylacje D1/D2 gtéwnie w
monomerach PSII 1 indukowato defosforylacje anten LHCIIL. Daleka czerwient (FR) powodowala
wyrazng defosforylacje D1/D2 w superkompleksach, dimerach i monomerach PSII, podczas gdy
LHCII ulegaly w wigkszosci defosforylacji w superkompleksach PSII i trimerach. Stopien
fosforylacji CP43 u A. thaliana byl bardzo podobny we wszystkich wariantach $wietlnych,
obserwowano jednak nieco obnizong fosforylacje CP43 w monomerach PSII po zastosowaniu
dalekiej czerwieni. Wzor fosforylacji w komérkach M kukurydzy byt zasadniczo podobny do
tego otrzymanego dla komoérek A. thaliana co sugeruje, ze zastosowane $wiatlo nie zaburza
organizacji komplekséw tylakoidowych, jednakze w komodrkach BS z lisci poddanych oswietlaniu
daleka czerwienia — wzér fosforylacji sugerowal, ze FR moze wplywa¢ na organizacje
superkomplekséw. Ponadto zaobserwowano, ze u kukurydzy, inaczej niz u A. thaliana, CP43
byl stabo ufosforylowany w komoérkach M 1 BS, a fosforylacja dotyczyla glownie biatek PSII
tworzacych superkompleksy 1 formy monomeryczne PSII.  Analiza potwierdzila wczesniej juz
zaobserwowany brak defosforylacji LHCII w BS po oswietlaniu FR, a CP43 byl w wigkszym
stopniu ufosforylowany w BS w stosunku do M. Te wyniki dobrze korespondowaly z
zaobserwowang stymulacja aktywnodci PSI indukowang przez daleka czerwien. Analiza wynikéw
sugerowala, ze jako$¢ §wiatla nie wplywa na organizacj¢ komplekséw u A. thaliana, ale moze
wplywa¢ na organizacje fotosystemoéw u kukurydzy zwlaszcza w komoérkach pochew
okotowiazkowych.  Postawiono, wigc hipotez¢, ze mechanizm modulowania organizacji
fotosysteméw pod wplywem jakosci $wiatla wydaje si¢ by¢ jednym 2z prawdopodobnych
mechanizméw obserwowanej mniejszej czulosci na stres §wietlny roslin C4 w stosunku do roslin

C3. Aby potwierdzi¢ zmiany w organizacji komplekséw fotosyntetycznych wykonano analizy
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zawarto$ci bialka D1 rdzenia PSII oraz jednego z bialek antenowych LHCII - Lhcbl w
poszczegolnych kompleksach fotosyntetycznych. Analiza nie wykazala istotnych réznic zaréwno
u A. thaliana jak 1 w obu typach komorek Z. mays. Pozwolito to stwierdzi¢, ze obserwowana
odmienna fosforylacja anten LHCII w komoérkach BS w odpowiedzi na o$wietlanie liSci daleka
czerwienia nie zmienia istotnie kompozycji aparatu fotosyntetycznego, a by¢ moze pelni funkcje
o nieznanym mechanizmie w transferze energii do PSI. Podsumowujac wykazalismy, ze juz
krotkie oswietlanie liSci $wiattem z zakresu dalekiej czerwieni indukuje bardzo silna fosforylacje
anten LHCII w komérkach BS kukurydzy oraz znaczng aktywno$¢ PSI. Dodatkowo, stosujac
dwukierunkows elektroforeze BN-PAGE/SDS-PAGE dowiedlismy, ze defosforylacja dotyczy
gléwnie anten LHCII w superkompleksach, ale nie ma miejsca w trimerach LHCIIL.

Uzyskane wyniki potwierdzaja obserwacje, Ze chloroplasty u roélin typu C3 i C4 (w
komoérkach mezofilowych i pochew okofowigzkowych) sa naswietlane w nieréwnomierny
spos6b generujac odmienng odpowiedz zalezna nie tylko o nat¢zenia, ale i jakosci
Swiatfa.

Obserwowane réznice w aklimatyzacji do $wiatla w chloroplastach rodlin C3 1 C4
zasugerowaly nam dalsze badania mechanizmoéw redystrybucii energii §wietlnej oraz reorganizacii
bton tylakoidowych w chloroplastach granowych i1 bezgranowych rodlin C4, w odniesieniu do
funkgji tych chloroplastéw. Do badan wybrano trzy gatunki C4 z podtypu NADP-ME: Zea mays,
Digitaria sanguinalis 1 Echinochloa crus-galli. Gatunki te réznig si¢ miedzy innymi iloscig gran w
tylakoidach komoérek pochew okotowigzkowych (BS). Nasze badania wykazaly, ze roéliny te
charakteryzuja si¢ r6zng wrazliwoscia na fotoinhibicj¢ w warunkach wysokiego nat¢zenia $wiatla.
Uzyskane wyniki pokazaly, ze wynika to z réznego wzbudzenia fotouktadéw w komoérkach M i
BS ze wzgledu na dostepnos$¢ $wiatta dla chloroplastéw w tych komoérkach. Roéznice w
dystrybucji energii pomiedzy komérkami M 1 BS pokazaly, ze warunkuje to lepsza kooperacje
pomiedzy tymi metabolicznymi systemami, determinujac wysoka aktywno$¢ fotosyntetyczng i
ochrone przed aktywnymi formami tlenu w warunkach wysokiego natezenia $wiatla. Badania
wykazaly, ze E. crus-galli byla najbardziej odporna na stres oksydacyjny, wynikajacy ze wzmozonej
fosforylacji PSII, wigkszego wygaszania nadmiernego wzbudzenia w postaci ciepta (NPQ),
wyzszej aktywnosci fotoukladow, lepszej energizacji lisci (ATP/ADP) i wysokiego natezenia
oddychania. Przejawialo si¢ to jako szybka reaktywacja natgzenia fotosyntezy po fotoinhibicji.
Natomiast kukurydza okazala si¢ by¢ najbardziej wrazliwa na stres $wietlny, Fotosynteza po
reaktywacji pozostawala obnizona ok. 50% w poréwnaniu z warunkami wzrostowymi. Wykazano
réwniez, ze NPQ nie zalezy od zawartosci karotenoidéw u badanych gatunkéw oraz, ze enzymy

antyoksydacyjne nie sa odpowiedzialne w warunkach stresu §wietlnego za réznice we wrazliwosci
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na fotoinhibicje i stad rézne mechanizmy protekcyjne musza wystgpowac u badanych gatunkéw.
Wydaje si¢, Ze natezenie $§wiatla docierajace do chloroplastow kontroluje fosforylacje
biatek (fosforylacja D1), i stad fotoinhibicje. Réznice w aktywnos$ci PSI i PSII w obu
typach chloroplastéw wskazywaly na r6zng produkcje energii u badanych gatunkéw
podczas cyklicznego i niecyklicznego transportu elektronéw, i stad wynikata rézna
produkcja ATP i NADPH potrzebnych do wigzania CO,,.

Rearanzacja aparatu fotosyntetycznego jest tylko jednym z mechanizméw aklimatyzacji
aparatu fotosyntetycznego do zmiennych warunkéw $rodowiskowych. W celu sprawnego
dzialania aparatu fotosyntetycznego konieczne jest istnienie mechanizméw naprawy
uszkodzonych komponentéw. Wykazano, ze na uszkodzenia najbardziej wrazliwy jest fotouktad
II (Aro i wsp. 1993, Adir i wsp. 2003). W celu przywrécenia pelnej funkcjonalnosci PSII
konieczna jest degradacja uszkodzonych komponentéw oraz ich synteza de novo. Proces ten jest
precyzyjnie regulowany, a fosforylacja bialek pelni tutaj jedna z kluczowych funkeji sygnatowych.
Przykladem tego jest najlepiej poznany mechanizm naprawy biatka rdzeniowego D1 fotoukladu
II, w ktoérego degradacje zaangazowane sg proteazy z rodziny FtsH (1-2-5-8) oraz proteazy z
rodziny Deg (1-2-5-8) (Lindahl 1 wsp. 2000, Sakamoto 2003, Kapri Perdes i wsp. 2007, Sun i wsp.
2007a i b, Pokorska i wsp. 2009). Proces degradacji bialka D1 jest przykladem procesu $cisle
regulowanego przez fosforylacje - degradacji moga ulega¢ tylko bialka nieufosforylowane.
Bardzo niewiele jest jednak wiadomo o procesach naprawczych innych komponentéw PSII.
Postuluje si¢ udzial proteazy Deg7 w degradacje biatka D2, CP47 1 CP43 u A. thaliana (Sun i wsp.
2010a). Niewiele jest danych o protezach zaangazowanych w degradacje bialek anten LHCII.
Lucinski 1 wsp. (2011) wykazali degradacje¢ biatka antenowego Lhcb6 przez proteaze Deg2 u A.
thaliana, podczas gdy Lhcbl 1 Lhcb3 moze by¢ w pewnych warunkach degradowana przez
proteaze FtsH6 (Zelisko i wsp. 2004 i 2005.). Wigkszo$é dostepnych informacji na temat udziatu
proteaz w mechanizmach aklimatyzacji 1 naprawy aparatu fotosyntetycznego pochodzi z roslin
typu C3, gléwnie z modelowego organizmu A. thaliana. Niemal nic nie wiadomo jak mechanizmy
naprawy i aklimatyzacji aparatu fotosyntetycznego przebiegaja u roslin typu C4. Z tego tez
powodu jednym z aspektow pracy skladajacej si¢ na osiggniecie habilitacyjne bylo okreslenie
profilu substratowego proteazy Degl w zaleznosci od jakosci 1 natezenia Swiatta u A. thaliana
jako przedstawiciela rodlin C3 oraz u Z. mays przedstawiciela roslin C4. Chronologicznie prace
wykonane zostaly jako pierwsze w prezentowanym osiagnieciu habilitacyjnym.

Proteaza Degl u A. thaliana jest czlonkiem rodziny proteaz DegP, ktére oryginalnie zostaly
zidentyfikowane u bakterii Escherichia coli. W bakterii tej wykazano jej kluczows role w degradacji

peryplazmatycznych bialek o zdeformowanej strukturze w procesie adaptacji do stresu
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termicznego (wysoka temperatura) (Lipinska i wsp. 1990). Wykazano, ze w bakteriach posiada
ona dwie funkcje: biatka opiekuniczego (biatko chaperonowe) w niskich temperaturach oraz
funkcje proteolityczna (proteaza) w wysokich temperaturach (Krojer i wsp. 2002). Genom
jadrowy A. thaliana zawiera 16 genéw kodujacych biatka ortologiczne wzgledem proteaz Deg z E.
coliy okredlanych jako Degl-16 (Husgen i wsp. 2009). Proteaza Degl u A. thaliana zostala
zidentyfikowana jako bialko zwigzane peryferycznie z blonami tylakoidowymi chloroplastéw od
strony $wiatla tylakoidu (Itzhaki i wsp. 1988, Chassin 1 wsp. 2002). Jest to niezalezna od ATP
serynowa endopeptydaza zawierajaca podobna do trypsyny (tripsin-like) domene na N koncu
biatka i domen¢ PDZ odpowiedzialng za rozpoznawanie substratu na C koncu biatka. Badania
Kley 1 wsp. (2011) wykazaly, ze aktywna forma proteazy Degl jest heksamer. Biochemiczne
badania Degl u A. thaliana (Chassin i wsp. 2002) sugerowaly, ze proteaza ta moze by¢
zaangazowana w degradacj¢ termicznie uszkodzonych biatek w lumen tylakoidow w tym PsbO z
kompleksu utleniajacego wode w PSII jak réwniez plastocyjaning. Badania Sun i wsp. (2010b)
oraz Li i wsp. (2010) réwniez sugerowaly udzial proteazy Degl w degradacji PsbO, ponadto
ustalono ze biatko D2 z rdzenia PSII takze jest substratem tej proteazy. Co wigcej w pracy Sun
1 wsp. (2010b) wykazano chaperonows aktywnos$¢ Degl. W naszej pracy bedacej czescia
osiagnigcia habilitacyjnego wykorzystalismy technike "pull down" w celu okreslenia profilu
substratowego proteazy Degl w .A. thaliana. Technika wykorzystuje zdolnos¢ wiazania si¢
rekombinowanego (w tym przypadku byla to proteaza Degl) z sekwencja 6 histydyn biatka do
zloza niklowego (Ni-NTA). Zloze ze zwiazana proteaza inkubowano z ekstraktem z blon
tylakoidowych izolowanych z liSci .A. thaliana. Niezwiazane specyficznie z proteaza biatka
wyplukiwano, a zwigzane specyficznie biatka identyfikowano z wykorzystaniem spektroskopii
masowej, ktorej wyniki potwierdzano z uzyciem specyficznych przeciwcial. W ten sposob udato
si¢ ustali¢ ze proteaza Degl z A. thaliana zdolna jest do specyficznego wigzania biatek z PSII:
D1, D2, CP22 (PsbS), CP26(Lhcb5), CP29 (Lhcb4), PsbO z kompleksu utleniajacego wode a
takze Cytb6 z kompleksu cytochromowego b6/f. Ponadto zidentyfikowano jeszcze dwa biatka
TLP 18.3-kDa i Ptac 16-kDa oba z terenu lumen o nieznanej funkcji. Sa doniesienia, ktére
sugeruja, ze TLP jest fosfataza, ktéra moze by¢ zaangazowana w naprawe PSII (Sirpio 1 wsp.
2007). Brak dostepnych przeciwcial do tych dwoch biatek nie pozwolil jednak na dodatkowa
weryfikacje uzyskanego wyniku. Izolowane tylakoidy pochodzily z lisci roslin z warunkow
wzrostowych (ze $wiatla o natezeniu 250 umoli fotonéw m?s™) jak réwniez z roslin poddanych
dzialaniu §wiatla o natezeniu 900 umoli fotonéw m™s” przez okres 1,5 godziny co prowadzito do
fotoinhibicji wyrazajacej si¢ spadkiem wydajnosci fotochemicznej o okolo 20%. Zatozono, ze

fotoinhibicja jest objawem uszkodzen bialek aparatu fotosyntetycznego, ktore mogg staé si¢

13



substratem dla proteazy Degl. Co interesujace, wykazano ze profil substratowy Degl z
warunkow wzrostowych i po zastosowaniu wysokiego nat¢zenia §wiatla byt taki sam co sugeruje,
ze proteaza Degl ma zdolno$¢ rozpoznawania specyficznych dla siebie bialek, ktore nie ulegly
uszkodzeniu.

W celu weryfikacji uzyskanych wynikéw metoda ,,pull-down” wykonano cykl
doswiadczen w ktorym testowano degradacje zidentyfikowanych substratéw proteazy Degl
vitro. W tym celu oczyszczona na ztozu Ni-NTA proteaze Degl inkubowano z tylakoidami A.
thaliana w formie odwréconych pecherzykéw (ang. inside-out vesicles). Tak przygotowane
tylakoidy eksponowaly na zewnatrz bialka obecne po stronie lumen tylakoidow umozliwiajac
dostep egzogennej proteazie Degl. Dodatkows kontrole stanowit wariant, w ktérym tylakoidy w
formie odwroconej inkubowano z proteaza Degl, w ktérej inaktywowano funkcje katalityczna
poprzez wymiang seryny (z pozycji 280) z triady katalitycznej na glicyne. Trawienia i vitro
przez okres 1 godziny prowadzono  w monitorowanych warunkach temperaturowych
(temperatura nie przekraczata 25°C) w dwoch natgzeniach $wiatla — o$wietlajac mieszaniny
reakcyjne podczas inkubacji $wiatlem wzrostowym (250 umoli fotonéw m?s!)  oraz
wywolujacym fotouszkodzenia o natezeniu 2000 pmoli fotonéw m™s'. Nie obserwowano
degradacji bialek w obecnosci proteazy pozbawionej funkcji katalitycznej, obserwowano jednak
spadek zawartosci bialek rdzeniowych D11 D2, oraz anten CP22 (PsbS), CP26 (Lhcb5) i CP29
(Lhcb4), ale tylko w przypadku zastosowania wysokiego natezenia $wiatla indukujacego
uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego. Nie obserwowano zidentyfikowanej wezesniej technika
"pull-down" degradacji potencjalnych substratéw Degl: bialek PsbO i Cytb6. Brak degradacji
PsbO byl jednak zgodny z obserwacjami Li i wsp. (2010), ktorzy wykazali, ze degradacja PsbO
musi zosta¢ zapoczatkowana przez inne niz Degl proteazy. Nie badano degradacji bialek 18.3-
kDai Ptac 16-kDa z powodu braku komercyjnie dostgpnych przeciwcial.

O selektywnosci zastosowanej metody $wiadczyl fakt, Zze nie obserwowano degradacii
pozostalych anten LHCII — CP24 (Lhcb6), Lhcbl, Lhcb2 i Lhcb3, ktére nie zostaly
zidentyfikowane jako potencjalne substraty Degl w technice "pull-down".

Wydaje si¢ wiec, ze Degl ma zdolnos¢ do rozpoznawania i wiazania specyficznych biatek
niezaleznie od stopnia ich uszkodzenia, jednakze proteolityczng aktywno$¢ wykazuje tylko wobec
biatek uszkodzonych. Mozemy przypuszczaé ze uszkodzenia te powoduja zmiany konformacyjne
substratow umozliwiajace Degl-zalezna degradacje. Podsumowujac, uzyskane wyniki sugeruja,
ze Degl u A. thaliana moze by¢ zaangazowana w proces naprawy bialek rdzeniowych PSII
(D1/D2), ale tez w proces rozpraszania nadmiaru energii poprzez zdolno$¢ do degradacji niemal

wszystkich biatek zaangazowanych w tym procesie (CP22, CP26 i CP29) De Bianchi i wsp.
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(2008). Co wigcej, nie jest wykluczone, ze Degl moze by¢ rowniez zaangazowana w proces
"state transition" gdyz jej substraty w postaci biatek CP29 i CP26 pelnig funkcje tacznika (dokera)
pomiedzy antenami LHCII a PSI (Takahashi i wsp. 2006; Tokutsu 1 wsp. 2009; Kargul i wsp.
2005) Uwidoczniona specyficzno$¢ substratowa zdaje si¢ przeczy¢ teorii, ze proteaza Degl jest
niespecyficzng proteaza degradujaca termicznie uszkodzone bialka, moze zas by¢ zaangazowana
w procesy utrzymujace maksymalng wydajnosc aparatu fotosyntetycznego.

Analogiczne badania przeprowadzone dla kukurydzy jako przedstawiciela roslin o
fotosyntezie typu C4 wykazaly zblizona funkcje proteazy Degl. Dowiedziono, ze zakres
substratowy jest bardzo zblizony do tego u A. #haliana i obejmuje biatka D1 i D2, CP22 (PsbS),
CP26, CP29, PsbO 1 Tlp 18,3 kDA. Ukazanie si¢ komercyjnie dostepnego przeciwciata anty -Tlp
18,3 kDA umozliwito wykazanie, Ze pomimo wigzania 1 rozpoznania biatka Tlp 18,3 kDa przez
protezag Degl nie ulega ono Degl-zaleznej degradacji w zastosowanych warunkach
doswiadczalnych. Analiza bioinformatyczna wykazala ponadto obecnosé dwoéch izoform proteaz
Degl u kukurydzy kodowanych przez geny zlokalizowane odpowiednio na chromosomie 6 1 8
(Cho6 1 CHS). Obie izoformy zdolne byly do rozpoznawania tego samego zestawu potencjalnych
substratow, jednakze tylko proteaza z chromosomu 8 wykazywala aktywno$¢ proteolityczna.
Prawdopodobng przyczyng braku aktywnos¢ proteolitycznej izoformy Degl z chromosomu 6
byla modyfikacja triady katalitycznej HDS — w lizoformie z chromosomu 6 histydyna zostala
zastapiona przez argining tworzac triade RDS. Analiza zawartosci Degl w chloroplastach
komoérek BS 1 M z uzyciem przeciwciala anty-Degl  wykazala jej obecnos¢ w obu typach
chloroplastéw, co wiecej jej ilo$¢ byta niemal dwukrotnie wigcksza (Srednio 1,7 razy) w komoérkach
BS. Jest to zaskakujacy wynik jako Ze zawarto§¢ PSII w BS ocenia si¢ na okolo 20% tego co
znajduje si¢ w chloroplastach mezofilowych. Pomimo nizszej zawartos$ci PSII w BS jest on
tatwiej dostgpny z powodu braku gran. Moze to cze¢$ciowo tlumaczyé zwigkszone
zapotrzebowanie na biatka uczestniczace w naprawie PSII. Potwierdzeniem tego sa nasze
badania na kukurydzy, w ktérych wykazano szybsza degradacje (i tym samym naprawe) biatka
D1 z PSII w komérkach BS w stosunku do komérek M (Pokorska i wsp. 2009). Zastosowane
przeciwcialo anty-Degl wigzalo obie izoformy Degl ze wzgledu na bardzo wysokie ich
podobienstwo sekwencji aminokwasowej. Nie moglismy zatem ustali¢ czy obie izoformy byly
obecne w chloroplastach M i BS oraz nie znany pozostal ich wzajemny udzial ilo$ciowy.
Wykazano jednak, ze oba geny kodujace dwie izoformy sa aktywne transkrypcyjnie przy czym
zawartos¢ mRNA izoformy z chromosomu 8 byla o okolo 1,5 razy wigksza w stosunku do

izoformy z chromosomu 6. Sens istnienia izoformy nieaktywnej proteolitycznie jest nieznany,
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jednakze zachowana zdolno$¢ rozpoznawania substratow przez proteaze¢ Degl z chromosomu 6
sugeruje, ze moze ona pelnic funkcje biatka opiekunczego.

Oswietlanie lici kukurydzy swiatlem wywolujacym efekt fotoinhibicji (Swiatlem bialym o
natezeniu 900 pmoli fotonéw m? s’ przez okres 1 godziny) nie prowadzito do zwigkszenia
zawartoéci Degl, co pozwala wnioskowad, ,ze ich zawarto$¢ utrzymuje si¢ na stalym poziomie,
chociaz nie mozna wykluczy¢, ze wyzsze natezenia S$wiatla czy dluzszy czas oswietlania
doprowadzit by do zmian w zawartodci Degl. Tak jak w przypadku okreslania specyficznosci
substratowej Degl z A. thaliana stwierdzono, ze potencjalne substraty Degl z kukurydzy nie sq
degradowane w warunkach wzrostowych, degradacje¢ bialek obserwowano po zastosowaniu
wysokiego nate¢zenia $wiatla podczas inkubacji egzogennej proteazy Degl 2z odwréconymi
tylakoidami ($wiatlo biale 2000 pumoli fotonéw m™s" przez okres 1 godziny). Degl—zaleznej
degradacji ulegaty biatka D1 1 D2, CP22 (PsbS) CP26 i CP 29. Wykazalismy rowniez, ze Degl-
zalezna degradacja moze zosta¢ zapoczatkowana przez zmiany w jakosci §wiatla. Zastosowano
swiatlo czerwone absorbowane preferencyjnie przez PSII (R, 670 nm) i daleka czerwien
absorbowana przez PSI (FR, 720 nm) oba o natg¢zeniu 200 umol fotonow m?s’. Degl zalezna
degradacj¢ obserwowano tylko w przypadku oswietlania §wiatlem czerwonym. Korelowalo to z
zaobserwowanymi obnizonymi wartosciami  maksymalnej wydajnosci fotochemicznej PSII
(Fv/Fm) po oswietlaniu lisci $wiatlem bialym o wysokim natezeniu i $wiatlem czerwonym.
Daleka czerwied nie wywolywala spadku wattosci Fv/Fm. Wydawalo si¢ wigc, ze $wiatlo
czerwone rowniez indukuje fotouszkodzenia biatek PSII umozliwiajac ich Degl- zalezna
degradacije.

Mechanizm powstawania fotouszkodzen nie zostal jak dotad dokladnie poznany,
powszechnie uznaje si¢, ze warunki stresowe indukuja wzmozong produkcje aktywnych form
tlenu (ang. ROS), ktére moga utleniaé, indukujac uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego
(Nishiyama 1 wsp. 20006). Dlatego postanowiono sprawdzi¢ czy w zastosowanych warunkach
$wietlnych dochodzi do wzmozonej produkcji ROS. Zawarto$¢ H,O, w lisciach kukurydzy w
badanych wariantach §wietlnych zasadniczo nie ulegala zmianom, jedynie niewielki wzrost
zaobserwowano po zastosowaniu o$wietlania liSci wysokim natezeniem $wiatla biatego (900
umoli fotonéw m™ s™). Nie obserwowano réwniez istotnych zaleznych od $wiatla zmian w
zawarto$ci utlenionych bialek w M i BS monitorowanych przy uzyciu kitu Oxy blot, ktory
identyfikuje powstale na skutek utleniania grupy karbonylowe w  bialkach.  Jednakze,
réznorodnos¢ powstajacych na skutek dziatania ROS uszkodzen biatek jest bardzo duza co

niemal uniemozliwia monitorowanie ich wszystkich (Shacter 2000). Dlatego nie mozna
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wykluczy¢, ze zaréwno $wiatlo czerwone jak i biale o duzym natezeniu wywoluje uszkodzenia
PSII o typie nie monitorowanym w naszej pracy.

Podsumowujac po raz pierwszy zostata zidentyfikowane izoformy proteazy Degl u
kukurydzy rosliny typu C4, Wykazano, ze aktywnos$¢ proteolityczng wykazuje tylko jedna
z nich, pomimo, Ze oba geny s3 aktywne transkrypcyjnie. Nieoczekiwanie stwierdzono ze
ilo§¢ proteazy Degl w komoérkach BS jest okoto 1,5 raza wigksza w stosunku do
chloroplastow komoérek M. Profil substratowy protez Degl z A. thaliana i Z. mays jest
bardzo zblizony jeéli nie identyczny co pozwala sadzi¢, ze pelnia one podobne funkcje,
wykazana specyficzno$¢ substratowa dowodzi, Ze nie moga one by¢ postrzegane jako

niespecyficznie dziatajace proteazy degradujace uszkodzone termicznie biatka.
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5. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych):

Poza publikacjami skladajacymi si¢ na osiagniccie naukowe przedstawione powyzej,
dorobek moj sktada si¢ z 14 publikacji ktorych jestem wspoétautorem, z czego 10 znajduje sie¢ w
bazie Journal Citation Reports (JRC) (laczny IF: 29,861).

Ponizej znajduje si¢ krétkie omoéwienie tych prac.

5.1.1. Zakres tematyczny: Opracowanie systemu stabilne transformaci ekstremofilnego jednokonirkowego

Erasnorostu Cyanidioschyzon merolae 10D.

1. Zienkiewicz M., Krupnik T., Drozak A., Golke A., Romanowska E. (2017) Transformation
of the Cyanidioschyzon merolae chloroplast genome: prospects for understanding chloroplast
function in extreme environments. Plant Mol Bio/ 93(1-2):171-183.

2. Zienkiewicz M., Krupnik T., Drozak A., Golke A., Romanowska E. (2017) Chloramphenicol
acetyltransferase-a new selectable marker in stable nuclear transformation of the red alga

Cyanidioschyzon merolae. Protoplasma 254(1):587-596.

W cyklu dwoéch wymienionych powyzej publikacji przedstawiono wyniki badan dotyczace
uzyskania stabilnych jadrowych i chloroplastowych transformantéw C. merolae. Krasnorost C.
merolae jest jednokomodrkowym ekstremofilem zdolnym do funkcjonowania w warunkach silnego
zakwaszenia (pH= 0,2-4) i w wysokiej temperaturze (40-56°C). Organizm ten uwazana jest za
jeden z najprymitywniejszych alg posiadajacych tylko jeden nukleus, jedno mitochondrium i jeden
chloroplast (Nozaki i wsp. 2003). Podzial plastydéw moze by¢ synchronizowane przez $wiatto
(Terui 1 wsp. 1995) co w polaczeniu z prostota budowy C. merolae czyni ten krasnorost
doskonalym organizmem modelowym uzytecznym w zrozumieniu podstawowych mechanizmoéw
podziatu plastydow (Kuroiwa 1 wsp. 1998; Miyagishima i wsp. 2003). W poréwnaniu do roslin
wyzszych 1 zielonych alg C. merolae posiada szereg wyrdzniajacych je cech, ktére czynia ja
$wiethym modelowym organizmem do badan z zakresu molekularnej biologii, biotechnologii,
strukturalnej biologii i biochemii. Ekstremofil ten stanowi doskonaly modelowy system do
badania komponentéw fotosyntetycznego transportu elektronéw ze wzgledu na jego

nadzwyczajng stabilnos§¢ i aktywnod$¢ (Kargul i wsp. 2012). Aparat fotosyntetyczny tego
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ckstremofilnego fototrofa mozna okreslic jako typ posredni pomigdzy sinicami i roslinami
wyzszymi sugerujac, ze stanowi¢ on moze ewolucyjny lacznik pomiedzy prokariotycznymi i
eukariotycznymi fototrofami (Ohta i wsp. 2003). Podczas gdy fotouktad I (PSI) jest podobny do
tych znajdywanych u rodlin wyzszych to fotouklad II (PSII) bardziej przypomina jego
odpowiedniki znajdywane u sinic: tak jak u nich charakteryzuje go obecno$¢ fikobilisomow
funkcjonujacych jako anteny zbierajace $wiatlo zamiast bialek antenowych wiazacych chlorofil
spotykanych u zielonych alg i roélin wyzszych.

Przystepujac do badan znanych byto zaledwie kilka przyktadow transformacii C. werolae. Pierwsze
doniesienia pochodza od Minoda i wsp. (2004), ktérzy wprowadzili gen typu dzikiego URA5.3 do
wczedniej uzyskanego spontanicznie mutanta pozbawionego tej funkcjonalnej UMP syntazy.
Ohnuma i wsp. (2008) uzyskali przejSciowa ekspresje f-tubuliny u tego krasnorostu podczas gdy
rok poézniej uzyskano przejSciowe wyciszenie wprowadzonego do jadra na wektorze
plazmidowym genu ¢ kodujacego katalaze (Ohnuma i wsp. 2009). Jednakze, wszystkie
wymienione przyklady dotycza transformacji genomu jadrowego i z wyjatkiem genu URA5.3
uzyskiwano jedynie przejSciowa ekspresje wprowadzanych gendw.

W naszym podejsciu zdecydowaliémy si¢ na wykorzystanie niestosowanego dotad w transformacji
C. merolae markera selekcyjnego genu opornosci na chloramfenikol. Gen ten koduje
acetylotransferaz¢ chloramfenikolu inaktywujaca czasteczki antybiotyku. Mechanizm dziatania
chloramfenikolu opiera si¢ na blokowaniu translacji bialek poprzez inhibicje aktywnosci
transferazy peptydowej podjednostki 23S rRNA z podjednostki 50S bakteryjnego kompleksu
rybosomalnego. Rybosomy mitochondrialne 1 chloroplastowe, ze wzgledu na prokariotyczne
pochodzenie, swoja budowa przypominajg te obecnie znajdujace si¢ w bakteriach. Z tego tez
powodu chloramfenikol okazal si¢ by¢ toksyczny dla C. merolae. W konstrukcji  wektorow
transformacji wykorzystano bakteryjne plazmidy, sekwencja nukleotydowa genu opornosci na
chloramfenikol zostal poddana procesowi optymalizacji kodonéw, ekspresja genu ca zachodzita
dzigki zastosowaniu endogenego promotora genu apeC C. merolae.  Przeprowadzono
optymalizacje¢ metody wprowadzania obcego DNA do komérki z wykorzystaniem glikolu
polietylowego (PEG), ale tez, po raz pierwszy w tym organizmie, zastosowano strzelbe genows.
W wyniku tego uzyskano stabilne mutanty jadrowe. Tym samym wykazano, ze obecnosc
acetylotransferazy chloramfenikolu na terenie cytoplazmy zapewnia wydajna ochrong rybosoméw
chloroplastowych 1 mitochondrialnych. Ponadto, poprzez dodanie sekwencji do genu car
kierujacej acetylotransferaze chloramfenikolowsa do chloroplastu wykazano, ze biatko to zapewnia
wydajna ochrong znajdujac si¢ réwniez na terenie chloroplastu gdzie panuja niesprzyjajace

warunki (niskie i zmienne pH, obecno$¢ aktywnych form tlenu). Uzyskany wynik sugerowal, ze
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mozliwe jest uzyskanie stabilnych transformantéw chloroplastowych wykorzystujac gen cat jako
marker selekcyjny. Dowodzil posrednio, ze rybosomy mitochondrialne w C. merolae r6znia si¢ od

chloroplastowych na tyle, ze nie stanowia celu dla czasteczek chloramfenikolu. W kolejnym

etapie badan skonstruowano wektory transformacji z wykorzystaniem promotoréw
chloroplastowych i1 genem cat z sekwencja nukleotydowa poddana procesowi optymalizacji
kodonéw wiasciwa dla maszynerii translacyjnej w chloroplastach C. merolae.  Optymalizujac
metody wprowadzania DNA do chloroplastéw udalo si¢, po raz pierwszy dla tego organizmu
uzyskac¢ stabilne linie mutantéw chloroplastowych. Jest to istotne osiagnieccie umozliwiajace w
przysztosci dokonywania mutagenezy genéw chloroplastowych w celu badania ich funkcji. Jak
dotad transformacja genomu chloroplastowego udala si¢ tylko kilkakrotnie dla bardzo waskiej
grupy organizmow.

Podsumowujac, opracowano wydajne metody uzyskiwania mutantéw w obrebie genomu
jadrowego i chloroplastowego, ktore stanowi¢ bedg cenne narzedzie w badaniu wszelkich

zagadnien biologicznych w modelowym organizmie jakim C. merolae.

Literatura

1. Kargul J., Boehm M., Morgner N., Robinson C.V., Nixon P.J., Barber J. (2012) Compositional and structural
analyses of the photosystem II from the red alga Cyanidioschyzon merolae. In:“Photosynthesis: Research for Food,
Fuel and Future” (ed. C Lu, L Zhang, T Kuang), pp. 59-63, Zhejiang Univ. Press, Springer-Verlag.

2. Miyagishima S., Nishida K., Mori T., Matsuzaki M., Higashiyama T., Kuroiwa H., Kuroiwa T. (2003) A plant-
specific dynaminrelated protein forms a ring at the plastid division site. Plant Cel/ 15:655-665.

3. Kuroiwa T., Kuroiwa H., Sakai A., Takahashi H., Toda K., Itoh R. (1998) The division apparatus of plastid and
mitochondria. Inf Rev Cyto/ 181:1-41.

4. Minoda A., Sakagami R., Yagisawa F., Kuroiwa T., Tanaka K. (2004) Improvement of culture conditions and
evidence for nuclear transformation by homologous recombination in a red alga, Cyanidioschyzon merolae 10D.
Plant Cell Physiol 45:667—671.

5. Nozaki H., Matsuzaki M., Takahara M., Misumi O., Kuroiwa H., Hasegawa H., Shin-I T., Kohara Y., Ogasawara
N, Kuroiwa T (2003) The phylogenetic position of red algae revealed by multiple nuclear genes from
mitochondria-containing eukaryotes and an alternative hypothesis on the origin of plastids. | Mo/ Evo/ 56:485—
497.

6. Ohnuma M., Yokoyama T., Inouye T., Sekine Y., Tanaka K. (2008) Polyethylene glycol (PEG)-mediated
transient gene expression in a red alga, Cyanidioschyzon merolae 10D. Plant Cell Physiol 49:117— 120.

7. Ohnuma M., Misumi O., Fujiwara T., Watanabe S., Tanaka K., Kuroiwa T. (2009) Transient gene suppression in
a red alga, Cyanidioschyzon merolae 10D. Protoplasma 236:107-112.

8. Ohta H., Suzuki T., Ueno M., Okumura A., Yoshihara S., Shen J.R., Enami I. (2003) Extrinsic proteins of
photosystem II: an intermediate member of PsbQ) protein family in red algal PSII. Eur | Biochem 270: 4156-
4163.

22



9. Terui S., Suzuki K., Takahiashi H., Itoh R., Kuroiwa T. (1995) High synchronization of plastid division in the
ultramicro-alga Cyanidioschyzon merolae by treatment with both light and aphidicolin.] Phyco 31:958-961.

5.1.2. Zakres tematyczny: Metale ciegkie, wplyw na metabolizyn i fotosynteze- _aklimatyzacia aparaty

toz‘osym‘ez;ycznego.
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W cyklu prezentowanych publikacji przedstawiono wyniki badan, ktérych celem byta
charakterystyka funkcjonalna i strukturalna aparatu fotosyntetycznego roslin poddanych dziataniu
jonéw olowiu, tolerancyjnych oraz wykazujacych rézny stopien wrazliwosci na metale cigzkie.
Od dawna wiadomo, ze fotosynteza jest najbardziej podatnym procesem na szkodliwe
oddzialywanie metali cigzkich (Bertrand i Poirier 2005). Otéw (Pb) lub kadm (Cd) zakldcaja
biosynteze chlorofilu, fotosyntetyczny transport elektronéw, aktywnos$c enzymoéw cyklu Calvina,
gospodarke wodna, tym samym wiazanie CO, (Sharma i Dubey 2005; Lyubenova i Schroder
2011). Uwaza si¢ rowniez, ze oddychanie jest mniej wrazliwe na stres metali cigzkich i obserwuje
si¢. wzrost wydzielania CO, i pobierania O, (Lamoreaux i Chaney 1978; Parys wsp. 1998;
Romanowska 1 wsp. 2002). Metale ci¢zkie indukuja réwniez powstawanie wolnych rodnikéw
tlenowych (ROS), ktére moga utlenia¢ lipidy i uszkadzaé aparat fotosyntetyczny. Z tego tez
powodu rodliny zyjace w $rodowisku skazonym metalami cigzkimi musialy wyksztatci¢
mechanizmy ochronne. Przeprowadzone przez nas badania dostarczyly informacji o strategiach

ochronnych istniejacych u réznych gatunkéw rodlin - zréznicowanych —metabolicznie,
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pochodzacych z réznych warunkéw wzrostu. Wykazano, ze dodatkowe czynniki wplywajace na
wzrost roélin tj. np. Swiatlo (natgzenie i jakos¢) istotnie modyfikuja dziatanie metali ci¢zkich.
Doswiadczenia wykonano na lisciach ro$lin reprezentujacych rézne typy fotosyntezy: C4
kukurydza (Zea mays), oraz o fotosyntezie typu C3 - z dwéch populacji/ekotypéw roélin zawciagu
pospolitego (Armmeria maritima): metalofitu (MP wyhodowanego z nasion pochodzacych z hald ze
stanowiska skazonego metalami cigzkimi (w tym zwigzkami soli olowiu) oraz niemetalofitéw
(NMP), tj. roélin ze stanowiska nieskazonego. Wszystkie hodowle byly prowadzone na podlozu
nie zawierajacym metali cigzkich. Prowadzono réwniez badania na indukcji stresu oksydacyjnego
w roélinach grochu rosnacych przy réznych natezeniach §wiatla i poddanych dziataniu jonéw Pb.
W pracy poswieconej tolerancji na oléw populacji _Armeria maritima poréwnano szereg
cech fizjologicznych i biochemicznych liSci A. maritima pochodzacych z metalofitowej (MP) 1
niemetalofitowej (NMP) populacji po podaniu olowiu. Wstepna charakterystyka fizjologiczna i
biochemiczna liSci obu populacji obejmowala pomiar 20 parametrow. W warunkach braku
metali cigzkich obie populacje roslin Armmeria nie wykazywaly istotnych réznic w wigkszosci z
badanych parametréw fizjologicznych 1 biochemicznych. Wyjatkiem byto dos§¢ znaczne obnizenie
zawarto$ci jablczanu (o okolo 25%) i aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) (o okoto
35%) oraz nieco zwigkszone (o okolo 15%) oddychanie i obnizona fotosynteza (o okoto 10%) w
populacji MP w stosunku do NMP. W nastepnym kroku oceniono szereg parametrow
fizjologicznych i biochemicznych w obu populacjach po podaniu olowiu. Z krétkotrwalego (2
— 4 godz.) podawania jonéw Pb, zwlaszcza w stezeniu nizszym (5 mM Pb(NO,),), stwierdzono iz
w ciggu pierwszych 2 godzin liScie obu populacji A. maritima, wykazywaly wzrost nat¢zenia
wiazania CO, (o okoto 10-15%). Tylko w przypadku populacji MP wyzsze stezenie Pb (10 mM
Pb(NO;),) powodowalo wzrost natgzenia fotosyntezy o okoto 30%. Co wigcej, nawet wysokie
stezenie Pb (20 mM Pb(NO;),) nie powodowalo natychmiastowego spadku fotosyntezy lisci obu
populacji roslin Armeria. Mikroskopowe badania epidermy z liSci Armeria traktowanych jonami Pb
zarowno krotkotrwale (przez 4 godz.), jak 1 dlugotrwale (przez 24 godz.) ujawnily, iz wigkszosci
szparek byta maksymalne rozwarta 1 bylo to zapewne gléwng przyczyna zwigkszonego wigzania
CO,. Wyniki tych badan sugerowaly, ze w interpretacji stymulacji fotosyntezy i wzrostu roslin
pod wplywem niskiego (lub bardzo niskiego) st¢zenia metalu, o czym donosi szereg publikacii,
nalezy réowniez uwzglednia¢ wplyw metalu na ruchy szparek. Stwierdzono, ze traktowanie lici
obu populacji Armeria, roztworem 5 mM Pb(NO;),
(24 godz.) nie mialo wplywu na aktywnos$¢ karboksylazy fosfoenolopirogronianowej (PEPC).

Zarejestrowano spadek natezenia wydzielania O, proporcjonalny do stezenia otowiu (10 i 20
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mM) i identyczny dla obu populacji A. maritima po uprzednim traktowaniu odcietych lisci woda
lub roztworem Pb(NOy), przez 24 godziny.
Okolo 70% spadkowi fotosyntezy pod wplywem 20 mM Pb(INO;), towarzyszyl prawie 60%
wztrost stosunku ATP/ADP, najprawdopodobniej spowodowany przez zmniejszone zuzywanie
ATP w reakcjach ciemniowych. Liscie obu populacji Amweria traktowane olowiem nie
wykazywaly istotnych zmian w parametrach fluorescencji chlorofilu a oraz w aktywnosci PSII, w
stosunku do lidci traktowanych woda. Nawet wysokie 20 mM stezenie Pb(NO;), powodowalo
tylko 3-krotne obnizenie nat¢zenia fotosyntezy krazkéw pochodzacych z lisci z obu populacii
Armeria, co wskazuje na znacznie mniejszg wrazliwos¢ tego procesu na toksyczne dzialanie jonéw
olowiu, niz na przyklad u rodlin C4. Uzyskane wyniki nie pozwalaly jednak wyjasni¢, dlaczego
populacja MP roélin Ammweria moze egzystowal przy nadmiarze metali cigzkich w podiozu, a
ponadto, co zostalo stwierdzone na liSciach roslin ze stanowisk naturalnych, asymilowa¢ CO, z
takim samym natezeniem jak populacja NMP. Istotne réznice wykazano w aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych po podaniu olowiu. Zanotowano 25 i 35% spadek (w zaleznosci od
zastosowanego stezenia jonéw olowiu) aktywnosci peroksydazy askorbinianowej (APX) w
populacji MP, podczas gdy spadek aktywnosci APX w populacji NMP byl bardzo nieznaczny (5
1 15%). Sama zawarto$ci APX byta bardzo podobna w obu populacjach i nie zanotowano spadku
losci APX po inkubacii lisci z olowiem. Oznaczalo to, ze wrazliwo§¢ APX na oléw znaczaco
si¢ r6zni w obu populacjach.  Odwrotny wplyw olowiu zanotowano w przypadku badania
aktywnosci dysmutaz ponadtlenkowych SOD (manganowej, zelazowej, miedziowo cynkowej).
Juz w warunkach kontrolnych (bez otowiu) aktywnos¢ SOD byla o okolo 35% nizsza w MP w
stosunku do NMP. Jony ofowiu mialy bardzo nieznaczny wplyw na aktywnos¢ w populacji
NMP, podczas gdy w MP aktywno§¢ SOD wzrosta o okolo 35%. Zawarto$¢ wszystkich
rodzajéw SOD (Mn-,Fe-,Cu/Zn-SOD) byla podobna w obu populacjach. Uzyskane wyniki
sugerowaly istnienie odmiennych mechanizméw regulujacych system antyoksydacyjny w
populacjach NMP i MP.

Badano réwniez czy natezenie Swiatla podczas wzrostu ma wplyw na wrazliwos¢ roélin
na jony Pb. Badano aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i
katalzy (CAT) w liSciach grochu (Pisum sativum 1.), ro$lin rosnacych przy niskich (LLL) 1 wysokich
(HL) natezeniach §wiatta (50 lub 600 umoli fotonéw m™® s™) i poddanych dzialaniu 5 mM Pb
(NO;), przez 24 h. Oznaczano réwniez aktywnos$¢ PSI 1 PSII w chloroplastach izolowanych z
lisci tych rodlin. Niskie natezenie $wiatla podczas wzrostu obnizato aktywnosé PSI a zmiany
indukowane przez Pb*" byly widoczne tylko w chloroplastach z LI.. Natomiast aktywno$¢ PSIT

byla obnizona zaréwno w chloroplastach izolowanych z LL jak i HL. po dzialaniu jonami Pb.
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Aktywnos$¢ obu enzyméw zwickszata si¢ w odpowiedzi na LL i nie obserwowano wplywu jondw
Pb. Wyniki te pokazaly, ze liScie rolin rosnacych w HL sa mniej wrazliwe na otéw niz lidcie z LL.
Zmiany transportu elektronéw byly gléwnym czynnikiem indukujacym powstawanie ROS 1
aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych. Wyniki te pokazaty, Ze niskie natezenie Swiatta
podczas wzrostu roslin zwigksza ich wrazliwos¢ na metale cigzkie i zmienia odpowiedz
na stres oksydacyjny.

W celu wyjasnienia jakie mechanizmy odpowiedzialne sa za odpowiedZz rodlin C4 w
warunkach dzialania jonéw Pb prowadzono réwniez badania na odcigtych lisciach kukurydzy, do
ktérych oléw w postaci rozpuszczalnej soli azotanowej podawano przez dob¢ wraz z pradem
transpiracyjnym. Jony olowiu stymulowaly fosforylacje biatka D1 rdzenia PSII oraz
niskoczasteczkowego biatka PsbH, stabilizujacego strukture dimeryczna aktywnej postaci
fotoukladu II (Vener 2007). Fosforylacja bialka D1 pod wplywem jonéw Pb zwigkszala si¢ z
czasem dzialania metalu, podobnie jak ze wzrostem natezenia $wiatla, i bialko D1 po silnej
fosforylacji pod wplywem olowiu nie bylo defosforylowane. Ponadto biatkiem silnie
fosforylowanym w warunkach dziatania jonéw otowiu bylo niskoczasteczkowe biatko wchodzace
w sklad PSII- PsbH. Podstawowa funkcja tego biatka jest stabilizacja struktury dimeryczne;j
fotouktadu II. Mozna zatem sadzié, ze prawidlowa struktura dimeru PSII w obecnosci jonéw Pb
(obserwowany brak zmian w obrazie elektroforezy natywnej BN-PAGE oraz aktywnosci PSII)
jest zachowana dzigki silnej fosforylacji bialka PsbH, ktére nie podlega degradacji proteolitycznej.
Fosforylacje badano metoda immunodetekcji oraz spektroskopii masowej (badania te
przeprowadzono przy wspolpracy z prof. A. Venerem z Uniwersytetu Linkoping (Szwecja)
swiatowej slawy specjalista od fosforylacji biatek). Prawdopodobnie fosforylacja biatka D1 w
obecnodci metali cigzkich stanowi jeden z mechanizméw ochrony przed proteazami, gdyz biatka
ufosforylowane nie sa degradowane, co warunkuje zachowanie aktywnos$ci fotosyntetycznej
roslin. Po raz pierwszy pokazano zatem, ze wzmozona fosforylacja bialek PSII w warunkach
dziatania metalu cig¢zkiego moze pelni¢ funkcje ochronna.

Zmiany dotyczace wplywu jonéw Pb na fosforylacje bialek PSII obserwowano réwniez dla roslin
grochu i zawciagu.

Charakterystyka funkcjonalna i strukturalna aparatu fotosyntetycznego roslin
poddanych dziataniu olowiu (rosnacych w réznych warunkach), tolerancyjnych oraz
wykazujacych rézny stopien wrazliwosci na metale ciezkie dostarczyly informacji o
strategiach ochronnych rodlin réznych gatunkéw i zréznicowanych metabolicznie,
pochodzacych z rézinych warunkéw wzrostu. Badania pokazaly, Ze mechanizmy

ochronne u roslin odpornych na wysokie st¢zenie metali w $rodowisku (zawciag) sa
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podobne jak u roslin poddanych kroétkotrwatemu ich dziataniu (kukurydza i gatunki z
terendw nieskazonych metalami np. zawciag). Ponadto, wykazano, ze dodatkowe
czynniki wplywajace na wzrost roslin tj. np. Swiatfo (nat¢zZenie i jako$C€) istotnie

modyfikuja dziatanie metali ci¢zkich.
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Budowa aparatu fotosyntetycznego jest $cisle zwigzana z warunkami §wietlnymi podczas
wzrostu roslin (Anderson i wsp. 1988). Przystosowanie roslin do réznych i zmieniajacych si¢
natezenn S$wiatla pociagga za soba zmiany w strukturze i funkcjonowaniu kompleksow
fotosyntetycznych (odpowiedz szybka) oraz selektywna synteze i degradacje chloroplastowych
komponentéw, co prowadzi do zmian w kompozycji 1 funkcjonowaniu aparatu
fotosyntetycznego (odpowiedz diugoterminowa) (Bailey 1 wsp. 2004).

Do badan wykorzystano trzy gatunki rodlin C4 (Kanai i Edwards 1999) reprezentujacych
trzy podtypy metaboliczne i rosnacych przy réznych natezeniach $wiatla (niskim, $rednim i
wysokim, odpowiednio 50, 350 i 1000 pmoli fotonéw m?s™): kukurydze (Zea mays, podtyp
NADP-ME), proso zwyczajne (Panicum miliacenm, podtyp NAD-ME) i proso olbrzymie (Panicum
maximum, podtyp PEP-CK). Zaobserwowano réznice w przebiegu fazy jasnej fotosyntezy u tych
przedstawicieli rodlin C,, rosnacych w jednakowych warunkach $wietlnych, a zaliczanych do
réznych podtypéw metabolicznych. Widoczne one byly nie tylko miedzy granowymi i
bezgranowymi chloroplastami kukurydzy, ale réwniez migdzy granowymi chloroplastami z
komoérek mezofilu i pochew okolowigzkowych u prosa zwyczajnego i olbrzymiego. Nie
zaobserwowano roznic pomiedzy tymi chloroplastami w jakosciowym skladzie kompleksow
chlorofilowo-biatkowych, lecz w ich zawarto$ci. U kukurydzy wraz ze wzrostem natg¢zenia
$wiatta nastgpowal spadek ilosci biatek kompleksu LHCII i jednoczesnie wzrost bialek centrum
reakcji PSII. Nie pociagalo to jednak zmian w ultrastrukturze chloroplastow. Natomiast u prosa
olbrzymiego 1 u prosa zwyczajnego nat¢zenie $wiatla mialo wplyw na ultrastrukture
chloroplastéw podobnie jak u rodlin C3, natomiast nie powodowalto zmian w zawartosci LHCII u
tych rodlin. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, ze u badanych roslin C4 reprezentujacych
rézne podtypy metaboliczne wystepuja réznice w przebiegu reakcji $wietlnych fotosyntezy.
Chloroplasty M i BS tych rodlin wykazuja odmienne przystosowania do natgzenia $wiatla
umozliwiajace sprawna asymilacje CO,.

Natezenie $wiatla ma szczegdlny wplyw na fotosynteze u rodlin C4. Wynika to ze
zwigkszonego, $rednio 2-krotnie w poréwnaniu roslinami C3, zapotrzebowania energetycznego

(ATP) podczas wigzania CO, na $wietle (Hatch, 1987). Badano w jakim stopniu organizacja oraz
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sklad ilosciowy i jako$ciowy komplekséw barwnikowo-biatkowych w tylakoidach komérek BS i
M, status energetyczny tych komoérek odzwierciedla ich zwiazek z aktywnoscia fotochemiczna u
badanych podtypéw roslin C, Material badawczy stanowily: Zea mays (podtyp NADP-ME),
Panicum miliacenm (podtyp NAD-ME), Panicum maximum (podtyp PEP-CK). Badano réznice w
zawarto$ci podjednostki o syntazy ATP pomiedzy komoérkami mezofilowymi i pochew
okolowiazkowych izolowanymi z roélin rosnacych w warunkach niskiego (LL), $redniego (ML)

badz wysokiego (HL) nat¢zenia $wiatla. Analizowano wystgpowanie dodatkowej izoformy
podjednostki o syntazy ATP. Poniewaz poszczegdlne podjednostki syntazy ATP lacza si¢ ze

sobg w stosunku stechiometrycznym, uznano, ze ilo§¢ podjednostki o syntazy ATP odpowiada
zawartosci kompleksu syntazy w blonach tylakoidowych. Stwierdzono, ze w przypadku
wszystkich analizowanych gatunkéw natezenie $wiatla przy ktérym hodowane byly rosliny ma
wplyw na zawarto$¢ syntazy ATP w chloroplastach pochodzacych z komoérek mezofilowych lub
pochew okotowigzkowych i iloé¢ izoformy & wzrasta wraz ze wzrostem natezenia $wiatta. Masa
czasteczkowa obu podjednostek wynosi odpowiednio 64 i 67 kDa i badana sekwencja
aminokwasowa jest bardzo zblizona. Wydaje si¢, ze mechanizm odpowiedzialny za regulacje
przez $wiatlo zawartosci kompleksu ATP-azy w blonach tylakoidowych jest rézny dla obu typow
chloroplastéw 1 zalezy od podtypu metabolicznego rosliny. Akumulacja & izoformy moze pelnié
protekeyjna role w warunkach wysokich natezen $wiatla, zapobiegajac nadmiernej protonacji
lumen i fotouszkodzeniu PSII. Weczesniej (Jiao 1 wsp. 2004) réwniez obserwowali pojawienie si¢
izoformy & w HIL w liSciach Brassica rapa. Powyzsze prace wykazaly, ze mechanizmy
odpowiedzialne za adaptacje do $wiatla realizowane sa wg. réznych ,,scenariuszy,, specyficznych
gatunkowo i §cisle zwiazanych z typem metabolizmu C4.

Zalezne od $wiatla uszkodzenie fotoukladu II prowadzi do fotoinhibicji i obniZenia
wydajnosci fotosyntezy (Nishiyama i wsp. 2006). Naprawa fotoukladu II (PSII) jest niezwykle
istotnym procesem warunkujacym prawidlowe dzialanie calego aparatu fotosyntetycznego w
zmiennych warunkach srodowiska (Anderson i Aro, 2001). Poniewaz niewiele jest informacii
dotyczacych przebiegu procesu naprawy uszkodzonego PSII u roélin C4, zawierajacych
zréznicowane pod wzgledem budowy i funkcji chloroplasty przeprowadzono badania na liSciach
kukurydzy, w ktorych zahamowano proces naprawy PSII poprzez podanie inhibitora syntezy
biatek w chloroplastach (linkomycyna). Poréwnujac szybkosci fotoinhibicji wykazano, ze sa one
takie same dla kukurydzy i rodlin typu C3. Zaobserwowano jednak, ze rosliny kukurydzy
hodowane w niskim i §rednim natezeniu Swiatla wykazuja podobny stopienn wrazliwosci na
fotoinhibicje, inaczej niz obserwowano to u roslin o fotosyntezie typu C3. Stwierdzono, zwiazana

z fotouszkodzeniem PSII, degradacje bialka D1 w obu typach chloroplastow kukurydzy.
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Rownoczesnie udowodniono, ze szybko$¢ degradacji biatka D1 w chloroplastach BS jest
znacznie szybsza niz w chloroplastach M. Wykazano, ze wolne tempo degradacji biatka D1 w
chloroplastach mezofilu nie bylo zwiazane z zahamowaniem defosforylacji tego biatka, ani z
szybkoscia dysocjacji superkomplekséw 1 dimeréw PSII. Bylo natomiast prawdopodobnie
zwigzane z réznicami w zawarto$ci enzymow  proteolitycznych zaangazowanych w proces
naprawy PSII. Agranalna budowa chloroplastow BS, a takze duza zawarto$¢ proteazy Degl
mogly wplywac na szybkie tempo degradacji biatka D1 w tych blonach. Dalsze badania nad rola
proteazy Degl w degradacji bialek tylakoidowych wchodza w sklad dwoéch prac stanowiace
osiggnigcie habilitacyjne.

W artykulach przegladowych opisano strategie wystepujace u roslin C4, ktére warunkuja
im wysoka aktywno$¢ fotosyntetyczna (brak/bardzo ograniczone fotooddychanie) i szybszy
wzrost. Wigkszo$¢ rodlin C4 jest lepiej zaadaptowana do wysokiej temperatury i suszy niz
przedstawiciele rodlin C3. U podtypéow C4, wytworzyly sic odmienne strategie zapewniajace
przystosowanie do §rodowiska. Zrozumienie mechanizmoéw réznicowania i rozdziatu funkeji
pomiedzy komoérki mezofilowe i pochew okolowiazkowych jest kluczowe w wykorzystaniu
potencjatu fotosyntetycznego tych rodlin w warunkach zmieniajacego si¢ klimatu (Gomes de

Oliveira Dal” Molin i wsp. 2011).
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5.1.4. Zakres tematyezny: Biologia plagmidow bakteryinyeh, rozprestrzenie sie_opormosc na antybiotyki

betalaktamowe.

1. Zienkiewicz M., Kern-Zdanowicz I., Carattoli A., Gniadkowski M., Ceglowski P. (2013)
Tandem multiplication of the IS26-flanked amplicon with the 4/z(SHV-5) gene within plasmid
p1658/97. FEMS Microbiol Lett 341(1):27-36.

2. Golebiewski M., Kern-Zdanowicz 1., Zienkiewicz M., Adamczyk M., Zylinska J., Baraniak
A., Gniadkowski M., Bardowski J., Ceglowski P. (2007) Complete nucleotide sequence of the
pCTX-M3 plasmid and its involvement in spread of the extended-spectrum beta-lactamase
gene blaCTX-M-3. Antinzicrob Agents Chemother 51(11):3789-3795.

3. Zienkiewicz M., Kern-Zdanowicz I, Golebiewski M., Zylinska J., Mieczkowski P.,
Gniadkowski M., Bardowski J., Ceglowski P. (2007) Mosaic structure of p1658/97, a 125-
kilobase plasmid harboring an active amplicon with the extended-spectrum beta-lactamase
gene blaSHN-5. Antimicrob Agents Chemother 51(4):1164-1171.

W cyklu trzech wymienionych powyzej publikacji przedstawiono wyniki badan dotyczace
plazmidéw pCTX-M3 i p1658/97 wyizolowanych w Polsce z klinicznych szczepdw Citrobacter
freundii 1 Escherichia coli (Gniadkowski 1 wsp. 1998; Palucha i wsp. 1999). Plazmidy te okazaly si¢
by¢ nosnikami betalaktamaz o szerokim spektrum dzialania (ESBL), odpowiednio blaqpy s 1
blagyy s, powodujac tym samym wysoka lekoopornos¢ gospodarza na wigckszo$¢ stosowanych
klinicznie antybiotykéw betalaktamowych. Wstepne badania wykazaly, ze kliniczne szczepy
zawierajace  plazmidy pCTX-M3 i pl1658/97 charakteryzuje oporno$¢ na antybiotyki
betalaktamowe penicyliny, monobaktamy (aztreonam) i ceftazydym. Ponadto oba plazmidy
zawieraly geny  warunkujace opornos$¢ na antybiotyki aminoglikozydowe. W przypadku
klinicznych szczepéw E. cli powiazanych z plazmidem p1658/97 poziom opornosci na
antybiotyki betalaktamowe réznil si¢ w poszczegdlnych izolatach bakteryjnych (Patucha i wsp.
1999). Analiza restrykcyjna wyizolowanych plazmidow ze szczepdw roézniacych sie poziomem
opornosci na antybiotyki betalaktamowe wykazala identyczny wzér trawienia co dowodzito, ze
zawierajg one ten sam plazmid. Jednakze niektére z prazkéw DNA na zelu po trawieniu
enzymatycznym byly znacznie intensywniejsze w plazmidzie ze szczepu E. co/i charakteryzujacej
si¢ wyzsza opornoscia. Sugerowalo to ze cz¢s$¢ plazmidu ulegla powieleniu (amplifikacii).
Plazmidy pCTX-M3 i p1658/97 (pochodzacy z klinicznego szczepu E. coli o nizszym poziomie

opornosdci na betalaktamy) zostaly poddane sekwencjonowaniu i adnotacji. W wymienionych
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publikacjach zaprezentowano ich pelng sekwencje nukleotydowa. Wykazano ze plazmid pCTX-
M3 jest plazmidem z grupy Incl./M (grupa charakteryzujaca si¢ szerokim spektrum gospodarza)
o wielkosci 89469 par zasad (numer dostepu w bazie GenBank AF550415). Wykazano
doswiadczalnie, ze posiada on bardzo wydajny system koniugacji odpowiedzialny za latwe
rozprzestrzenianie si¢ plazmidu wérdd klinicznych szczepow bakteryjnych.  Zidentyfikowanie
mobilnego elementu ISE¢7 w bliskim sasiedztwie blaciy 5 stanowilo kolejng przestanke
potwierdzajaca hipoteze ze blacy ;3 mogl zostaé pozyskany przez plazmid poprzez transpozycje
mobilnego elementu ISE@p7 z genomu Kluyvera ascorbata (Rodriguez i wsp. 2004).  Analiza
porownawcza  sekwencji nukleotydowej plazmidu pCTX-M3  wykazala bardzo wysokie
podobienstwo sekwencyjne z plazmidem pELG60 zidentyfikowanym w bakteryjnych patogenach
roslin. W sekwencji DNA plazmidu pCTX-M3 mozna wyrdzni¢ dwa brakujace w pELGO
dodatkowe moduly sekwencji zawierajace miedzy innymi geny opornosci na antybiotyki otoczone
przez mobilne elementy. Sugeruje to, ze plazmid pCTX-M3 wyewoluowal z pELG0 poprzez
nabycie gendéw opornosci antybiotykowej w drodze transpozyciji.

Plazmid p1658/97 okazal si¢ by¢ plazmidem o wielkosci 125491 par zasad (numer dostepu w
bazie GenBank AF550679), posiadajacym dwa systemy replikacji IncFIB i IncFII, operon #a
umozliwiajacy koniugacje. Geny opornosci na antybiotyki aminoglikozydowe zgrupowane sa w
integronie, podczas gdy gen blag,y s otoczony jest przez dwa mobilne elementy insercyjne I526.
Wykazano, ze region 1526- blag,y 5 -1526 (amplikon) o wielkosci 8817 par zasad moze ulegac
spontanicznej amplifikacji uktadajac si¢ jeden za drugim (tandemowo) i zwigkszajac tym samym
poziom oporno$ci na antybiotyki betalaktamowe nawet ponad 100 krotnie. Mechanizm
amplifikacji nie zostal do konica poznany, jednakze udowodniono, ze jest on RecA - niezalezny 1
najprawdopodobniej zachodzi przy udziale transpozaz I526. Ponadto wykazano, ze amplikon
zdolny jest do spontanicznej transpozycji na inny plazmid, jednakze tracil on zdolnos¢ do
amplifikacji w nowym otoczeniu. Sugerowalo to brak niezbednego czynnika genetycznego
wymaganego do amplifikacji obecnego na plazmidzie macierzystym p1658/97. W celu
identyfikacji tego czynnika skonstruowano szereg pochodnych plazmidu p1658/97 zawierajacych
amplikon. We wszystkich testowanych pochodnych plazmidu p1658/97 amplikon utracit
zdolnoé¢ do amplifikacji. Brak amplifikacji obserwowano nawet w obecnosdci 100 % sekwencji
plazmidu p1658/97 podzielonej pomiedzy dwie pochodne w obrgbie jednej komoérki bakteryjnej.
Ponadto modyfikacja sekwencji w obrebi¢ sekwencji amplikonu w catym plazmidzie p1658/97
réwniez doprowadzalo do zahamowania amplifikacji. Sugerowalo to, Ze niezbedny czynnik

wymagana do zajScia amplifikacji nie ma charakteru genu i kodowanego przez niego bialka.
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Postawiono zatem hipoteze, ze czynnikiem warunkujacym zdolno$¢ do tandemowej amplifikacji
jest topologia czasteczki plazmidu.
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