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1. Imie¢ i nazwisko: Agata Burian

2. Wyksztalacenie, posiadane dyplomy, stopnie naukowe

« 10.2007 - Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, Katedra Biofizyki i Biologii
Komoérki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach. Tytut
rozprawy doktorskiej: ,,Wphyw wzrostu modulowanego pH i naprezeniem na uktad mikrotubul
kortykalnych w epidermie hipokotyla stonecznika”, promotor — prof. dr hab. Zygmunt
Hejnowicz, recenzenci — prof. dr hab. Maria Kwiatkowska (Uniwersytet £.0dzki), prof. dr hab.

Waldemar Karcz (Uniwersytet Slaski w Katowicach).

+ 2003-2007 - Stuchaczka stacjonarnego studium doktoranckiego przy Wydziale Biologii i

Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

» 06.2003 - Magister biologii, Katedra Biofizyki i Biologii Komoérki, Wydzial Biologii i
Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach. Tytut pracy magisterskiej: ,, Wplyw
pH i naprezenia na uktad mikrotubul kortykalnych w izolowanej epidermie hipokotyla

stonecznika”, promotor — prof. dr hab. Zygmunt Hejnowicz.
« 1998-2003 - Studia magisterskie na kierunku biologia, w zakresie biotechnologia ro$lin i

mikroorganizméw na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w

Katowicach.

3. Informacje o dotychczasowym przebiegu pracy zawodowej

» 2007-obecnie - Adiunkt, Katedra Biofizyki i Morfogenezy Ro$lin, Wydzial Biologii i

Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach.

» 06.2013-11.2016 — staz podoktorski, Institute of Plant Sciences, University of Bern,

Szwajcaria.

» 2006-2007 — Asystent, Katedra Biofizyki i Biologii Komorki, Wydziat Biologii i Ochrony

Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach.
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4. Opis osiagniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (dz. U. Nr 65, poz.
595 ze zm.).

a) Tytul osiagniecia naukowego:
Morfogeneza wierzchotka pedu: regulacja z udziatem czynnikow genetycznych i

mechanicznych.

b) Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego:

(autorzy?, rok wydania, tytuly publikacji, wydawnictwo, tom, strony, IF?¢, MNiSW¢, Cyt.: W0S®)

& Oswiadczenia wspotautorow okreslajqce indywidualny wkiad kazdego z nich w powstanie poszczegolnych
publikacji wchodzgcych w skiad osiggniecia naukowego znajdujq sie w Zatgczniku 5.

® Wartos¢ IF wg JCR dla publikacji opublikowanych przed 2016 rokiem podano zgodnie z rokiem ich
opublikowania.

¢ Dla publikacji opublikowanych w 2016 roku podano IF5-letni.

4 Punktacje MNiSW dla poszczegdlnych publikacji podano zgodnie z punktacjg okreslong w wykazie czasopism
naukowych obowigzujgcym na koniec roku kalendarzowego, w ktorym ukazata sie publikacja.

4 Dane z dnia: 03.04.2017 (liczba cytowar bez autocytowan).

4.1. *Uyttewaal M, *Burian A, *Alim K, Landrein B, Borowska-Wykret D, Dedieu A,
Peaucelle A, Ludynia M, Traas J, Boudaoud A, Kwiatkowska D, Hamant O. 2012. Mechanical
stress acts via katanin to amplify differences in growth rate between adjacent cells in
Arabidopsis. Cell 149: 439-451. * pierwszy autor

IF2012 = 31.957; MNiSW: 50 pkt; Cyt.: WoS 137 (110)

Moj udziat procentowy szacuje na 20%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w
pracach eksperymentalnych (badanie przyzyciowe wierzchotka pedu Arabidopsis — metoda
replik, obrazowanie in vivo mikrotubul kortykalnych i ekspresji genow w laserowym
mikroskopie konfokalnym); analizie i opracowaniu wynikow (analiza ilosciowa orientacji i
anizotropii uktadow mikrotubul, szybkosci i anizotropii wzrostu, wspolczynnikow zmiennosci,

krzywizny powierzchni); udziale w pisaniu publikacji.

4.2. Burian A, Barbier de Reuille P, Kuhlemeier C. 2016. Patterns of stem cell divisions
contribute to plant longevity. Current Biology 26: 1-10.

IFs-etni = 9.733; MNISW: 45 pkt; Cyt.: WoS 5 (5)

M0oj udzial procentowy szacuje na 57%. Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na udziale w
opracowaniu koncepcji badan; przeprowadzeniu prac eksperymentalnych (badanie
przyzyciowe wierzchotka Arabidopsis i Lycopersicon — obrazowanie w laserowym mikroskopie

konfokalnym, eksperymenty mikrochirurgiczne),; analizie i opracowaniu wynikow (ilosciowa i
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Jjakosciowa analiza ekspresji genow, wzrostu, krzywizny powierzchni, analiza klonalna, analiza

sekwencji podziatow komorkowych); udziale w pisaniu publikacji.

4.3. Burian A, Ludynia M, Uyttewaal M, Traas J, Boudaoud A, Hamant O, Kwiatkowska D.
2013. A correlative microscopy approach relates microtubule behaviour, local organ geometry,
and cell growth at the Arabidopsis shoot meristem. Journal of Experimental Botany 64: 5753-
5767.

IF2013=5.794; MNISW: 45 pkt; Cyt.: WoS 12 (6)

Moj udzial procentowy szacuje na 70%. Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na
opracowaniu koncepcji badan, udziale w pracach eksperymentalnych (badanie przyzyciowe
wierzchotka pedu Arabidopsis — metoda replik, obrazowanie in vivo mikrotubul kortykalnych
w laserowym mikroskopie konfokalnym; analizie i opracowaniu wynikoéw (ilosciowa analiza
wzrostu i krzywizny powierzchni, dynamiki mikrotubul, orientacji i anizotropii uktadow
mikrotubul, analiza korelacji, wspétczynnikow zmiennosci); udziale w pisaniu publikacji;

Jestem rowniez autorem korespondencyjnym.

4.4. *Burian A, *Raczynska-Szajgin M, Borowska-Wykret D, Pigtek A, Mitsuhiro A,
Kwiatkowska D. 2015. The CUP-SHAPED COTYLEDON2 and 3 genes have a
postmeristematic effect on Arabidopsis thaliana phyllotaxis. Annals of Botany 115: 807-820.
* pierwszy autor

IF2015 = 3.982; MNiSW: 40 pkt; Cyt.: WoS 2 (2)

Moj udzial procentowy szacuje na 30%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w
opracowaniu koncepcji badan, udziale w pracach eksperymentalnych (badanie przyzyciowe
wierzchotka pedu oraz submerystematycznych czesci pedu Arabidopsis — metoda replik);
analizie i opracowaniu wynikow (ilosciowa analiza wzrostu i krzywizny powierzchni, podziatow

komorkowych, analiza przekrojow podtuznych), udziale w pisaniu publikacji.

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego: 51.466
Sumaryczna liczba punktow MNISW publikacji wchodzacych w sklad osiggniecia
naukowego: 180

Sumaryczna liczba cytowan publikacji (bez autocytowan) publikacji wchodzgcych w sktad
osiagnig¢cia naukowego wg bazy Web of Science (WoS): 156 (123)
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€) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wierzchotek pedu, ktorego integralng cz¢scig jest merystem apikalny, stanowi nisze dla
komorek inicjalnych, z ktorych powstaje wigkszos$¢ organéw nadziemnych takich jak todyga,
liscie, kwiaty czy merystemy pachwinowe. Na wierzchotku pedu okreslony zostaje plan
budowy rosliny, a w szczegdlnosci ilos¢ i tozsamos$¢ organéw bocznych oraz ich przestrzenne

utozenie (filotaksja).

Funkcjonowanie merystemu apikalnego obejmuje procesy samo-odtwarzania
merystemu oraz procesy zwigzane z inicjowaniem i tworzeniem zawigzkéw nowych organow.
W procesach samo-odtwarzania glowng rol¢ odgrywa dystalna cz¢$¢ merystemu — strefa
centralna z komorkami inicjalnymi i komodrkami potomnymi, natomiast organogeneza
realizowana jest w proksymalnej cze$ci merystemu — tzw. strefie peryferycznej. Samo-
odtwarzanie komorek strefy centralnej jest regulowane genetycznie przez WUSCHEL i
CLAVATA, ktore powigzane sg ze sobg petlami sprzgzen zwrotnych (Aichinger i wsp., 2012).
Miejsca, w ktorych powstaja nowe organy w strefie peryferycznej, sa znakowane przez lokalnie
zwigkszony poziom auksyny, na co wskazuje ekspresja genéw zwigzanych z jej transportem
oraz sygnalizacja (Kuhlemeier, 2007). Wyksztalcaniu si¢ nowych organow towarzyszy
stopniowe rozdzielenie przestrzenne komorek wchodzacych w sklad nowego organu od
komorek merystematycznych poprzez tworzenie si¢ granic (partycja merystemu) (Aida i
Tasaka, 2006).

Komorki roslinne sg trwale potaczone ze sobag systemem $cian komorkowych, dlatego
dana struktura (organ) moze uksztattowac¢ si¢ tylko poprzez niecodwracalne odksztatcenie $cian
czyli wzrost. Zatem procesy morfogenetyczne u roslin nicodtgcznie zwigzane sg ze wzrostem i
podziatami komorek oraz wynikajaca z nich zmiang geometrii danego organu. Merystem
apikalny pedu jest silnie zr6znicowany pod wzgledem szybkos$ci wzrostu oraz czestosci
podziatow: w strefie centralnej komodrki dziela si¢ rzadko i wolno rosna, za§ w strefie
peryferycznej, szczegolnie W miejscach powstawania zawigzkéw — wzrost komorek jest
szybszy, czemu towarzyszy wigksza aktywno$¢ podzialowa komorek (Lyndon, 1998).
Merystem apikalny wraz z powstajacymi zawigzkami jest strukturg o skomplikowanej
geometrii. Dystalna cz¢$¢ merystemu, jak rowniez wybrzuszajace si¢ zawiazki, charakteryzuja

si¢ dodatnig krzywizng Gaussa (krzywizna w kierunkach gtownych jest dodatnia), za§ granice
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pomiedzy merystemem a zawigzkiem - ujemng krzywizng Gausa (krzywizna w jednym z
kierunkéw gtéwnych jest dodatnia, w drugim — ujemna) (Kwiatkowska, 2004). Zréznicowany
wzrost lub/i wynikajagca z niego geometria merystemu mogg generowaé naprezenia
mechaniczne, ktore w potaczeniu z dziataniem gendéw mogag by¢ istotnym czynnikiem
regulujagcym morfogeneze merystemu (Green, 1999; Dumais i Steele, 2002; Hamant i wsp.,
2008). Rola czynnikow biomechanicznych i ich zwigzek z regulacja genetyczng byly i sg
przedmiotem wielu badan u zwierzat (Ingber, 2003a; 2003b; Guillot i Leciut, 2013), natomiast

u roslin problem ten jest stabiej poznany.

W ostatnich latach dzigki osiggnigciom biologii molekularnej nastgpit duzy postep w
zrozumieniu genetycznych mechanizmow funkcjonowania wierzchotka pedu oraz jego
morfogenezy. Analiza mutantow i linii transgenicznych pozwolita na wyselekcjonowanie oraz
poznanie funkcji kluczowych dla morfogenezy wierzchotka genow (Heisler i wsp., 2005;
Yadav i wsp., 2014). Jednakze podstawowym problemem w tego typu badaniach jest
zastosowanie metod przyzyciowych. Merystem apikalny pedu z powodu swoich niewielkich
rozmiaréw 1 lokalizacji pomiedzy zawigzkami lisci lub kwiatow, jest trudno dostepny do
bezposredniej obserwacji, szczegdlnie u Arabidopsis thaliana — najczesciej badanej rosliny
modelowej. Stad tez slabo poznane sg efekty dziatania genéw na poziomie proceséw
komorkowych (wzrost i podzialy komérkowe), jakie maja miejsce podczas inicjowania i
tworzenia nowych organow. Dana forma (ksztalt) moze powstawac na drodze roznych wzoréw
wzrostu i podziatdéw komorek, dlatego tez do zrozumienia mechanizméw morfogenezy
niezb¢dne sg badania przyzyciowe potgczone z iloSciowa analizg geometrii danego organu oraz
procesdOw komorkowych (wzrostu 1 podziatow). Merystem jest strukturg o zrdéznicowanej
geometrii, stad do ilosciowej analizy takich nie-ptaskich obiektow konieczna jest rekonstrukcja
w 3-D powierzchni wymagajaca specjalnych protokotéw obliczeniowych (Dumais i
Kwiatkowska, 2002; Routier-Kierzkowska i Kwiatkowska, 2008; Barbier de Reuille i wsp.,
2015).

Glownym celem badan wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego byta analiza
réznych aspektéw morfogenezy wierzchotka pedu Arabidopsis thaliana oraz Lycopersicon
esculentum (pomidor) z zastosowaniem metod przyzyciowych potaczonych z ilo§ciowa analizg
wzrostu komorek i ich aktywnosci podziatlowej, wzorow ekspresji gendw oraz innych
czynnikow regulujacych wzrost (mikrotubule kortykalne). Pytania, jakie stawiano w ramach

poszczegolnych projektow, dotyczyly roli regulacji genetycznej i1 udzialu czynnikow
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mechanicznych w funkcjonowaniu merysteméw, w tworzeniu nowych organdéw oraz

ksztattowaniu architektury catej rosliny.

W jaki sposob napreienie mechaniczne koordynuje wzrost komorek i procesy
morfogenetyczne w merystemie?

W ramach mig¢dzynarodowego projektu badawczego ,,Unraveling the link between plant
architecture and the gene regulatory network: the role of the cytoskeleton” pod Kierownictwem
prof. Doroty Kwiatkowskiej, bratam udziat w badaniach, ktorych celem bylo zbadanie
zalezno$ci pomiedzy genami regulujacymi organizacje mikrotubul a morfogeneza merystemu
apikalnego A. thaliana. Projekt byl realizowany ze wspotpracg z dr Olivierem Hamantem i prof.
Arezkim Boudaoud z Laboratoire de Reproduction et Développement des Plantes Lyon we
Francji, gdzie zrealizowalam cze$¢ badan. Laboratorium to specjalizuje si¢ w badaniach
wptywu czynnikd6w mechanicznych na rozwdj roslin, ktérym towarzyszy komputerowe
modelowanie proceséw biologicznych. Przestankg do tego projektu byty wyniki innych badan
pokazujace, ze do wytworzenia okreslonej formy potrzebny jest skoordynowany wzrost
poszczegodlnych komoérek (Neufeld i wsp., 1998; Salvaldi-Goldstein i Chory, 2008). U zwierzat
funkcje czynnika koordynujacego w wielu procesach spetnia gradient biochemiczny
(morfogen) (Wolpert, 1969) lub, jak pokazuja ostatnie badania, czynniki biomechaniczne
(Lecuit i Lenne, 2007). Wzrost komorek moze generowac naprezenia mechaniczne w tkance,
ktore poprzez sprzezenie zwrotne moga lokalnie koordynowaé¢ wzrost komorek (Shraiman,
2005). U roslin wzrost komorek zalezy miedzy innymi od przestrzennej organizacji mikrofibryl
celulozowych w §cianach komorkowych, a organizacja ta jest z kolei kontrolowana przez
mikrotubule w przy$ciennej warstwie cytoplazmy (mikrotubule kortykalne) (Paredez i wsp.,
2006; Baskin, 2005). Mikrotubule sg strukturami dynamicznymi, ktorych zachowanie jest
regulowane przez czynniki biochemiczne (m.in. biatka MAP, z ang. Microtubule Associated

Protein) oraz biofizyczne (np. napr¢zenie) (Williamson, 1991; Wasteneys, 2002).

W w/w projekcie postawiono hipoteze, ze naprezenie mechaniczne w $cianach
komorkowych rosngcego merystemu apikalnego pedu, powstajace na skutek lokalnych réznic
w szybkosci wzrostu komorek, jest czynnikiem koordynujacym wzrost merystemu na zasadzie
sprzezenia zwrotnego. Kluczowym elementem tej zalezno$ci sg mikrotubule, ktére z jednej
strony sg wrazliwe na bodzce mechaniczne (Hejnowicz i wsp., 2000; Hamant i wsp., 2008) a z

drugiej — regulujg anizotropi¢ wzrostu komorki (Baskin, 2005).
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Badania dotyczyty morfogenezy wierzchotka pedu kwiatostanowego A. thaliana, czyli
tworzenia si¢ zawigzkow kwiatowych (Uyttewaal i wsp., 2012, Cell). Na potrzeby projektu
wyselekcjonowano mutanta atktnl, ktory charakteryzuje si¢ zaburzeniami w organizacji
mikrotubul. Kataniny (KTN) to biatka MAP majace zdolno$¢ do przecinania mikrotubul na

mniejsze fragmenty tym samym utatwiajgc zmiane ich orientacji (Bichet i wsp., 2001).

Moim osiagni¢ciem metodycznym w ramach tego projektu byto potaczenie techniki replik,
umozliwiajgcej analize wzrostu i geometrii wierzchotka, z obrazowaniem in vivo za pomoca
laserowego mikroskopu konfokalnego. W efekcie zestawiatam wzory uktadow mikrotubul
kortykalnych (w linii transgenicznej MBD-GFP [z ang. Microtubule Binding Domain]) oraz
ekspresji wybranych genéw (np. CLV3) z krzywizng powierzchni merystemu i szybkos$cig
wzrostu poszczeg6lnych komorek. Dzigki temu mozliwe bylo badanie zalezno$ci pomiedzy
procesami biochemicznymi na poziomie subkomorkowym i procesami na poziomie komorek,

tkanek i catych organdéw z wilaczeniem regulacji z udzialem czynnikéw biomechanicznych.

Przeprowadzona przeze mnie analiza ilosciowa uktadow mikrotubul w merystemie
pokazata, ze w mutancie atktnl mikrotubule reorganizuja si¢ wolniej niz w typie dzikim oraz
nie tworzg rownolegtych ukladow w obrebie komodrki i ponadkomoérkowych wzorow
charakterystycznych dla typu dzikiego. Co wigcej, uktady mikrotubul w r6znych komorkach
merystemu mutanta sg znacznie bardziej podobne do siebie (mniejsze lokalne zréznicowanie
uktadow) niz w typie dzikim, gdzie uktady mikrotubul moga si¢ znacznie r6zni¢ nawet w
sgsiadujgcych komoérkach (wigksze lokalne zroznicowanie uktadow). Zatem w mutancie atktnl
przestrzenna organizacja mikotubul jest zaburzona, co jest prawdopodobnie zwigzane z ich

obnizong dynamika.

Jesli w mutancie organizacja mikrotubul kortykalnych jest zmieniona, to mozna sig
spodziewa¢ zmian rowniez W anizotropii wzrostu komorek (anizotropia okresla zréznicowanie
danej wielkosci w roznych kierunkach). Zgodnie z tym przypuszczeniem, wykazatam, ze
istotnie w mutancie atktnl anizotropia wzrostu jest obnizona w poréwnaniu do typu dzikiego,
co znajduje swoje odzwierciedlenie w zmienionej geometrii merystemu w strefie centralnej.
Ponadto, badania innych wspétautoréw projektu wykazaty, ze mikrotubule w komorkach
merystemu mutanta w mniejszym stopniu reaguja na zmiany naprezenia w $cianie komorkowe;j.
Pozwolilo to na wyciagniecie wniosku, ze kataniny s3 niezbedne dla prawidlowego

funkcjonowania mikrotubul, a te warunkuja odpowiedz komorki na czynniki biomechaniczne.
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Kolejnym etapem moich badan byla analiza zréznicowania szybko$ci wzrostu.
Przestanka do tego typu analizy byly inne badania pokazujace, ze u zwierzat naprg¢zenie
mechaniczne moze ,,wyrdéwnywac” lokalne réznice we wzroscie komorek, prowadzac tym
samym do jednorodnego (homogennego) wzrostu catej tkanki (Shraiman, 2005). Jesli jest to
prawdziwe rowniez dla roslin, to w komorkach, ktore charakteryzujg si¢ obnizong reakcjg na
naprezenie (tak jak w mutancie atktnl), lokalne roznice we wzroScie powinny by¢ wigksze
(heterogenny wzrost) niz w komoérkach z normalng reakcjg na naprezenie (jak w typie dzikim).
Jednakze, analiza zréznicowania wzrostu pokazata, ze lokalne zréznicowanie Wzrostu w
komorkach merystemu mutanta jest mniejsza niz W typie dzikim, czyli bardziej heterogenny
wzrost dotyczy typu dzikiego, a nie mutanta jak poczatkowo zaktadano. Ponadto, analiza
wzrostu w Kkontekscie catego merystemu wykazata, ze najwicksze lokalne zrdznicowanie
wzrostu jest obserwowane w granicach pomiedzy rosngcym zawigzkiem kwiatu a merystemem,
gdzie jednocze$nie naprezenie w $cianach komoérkowych jest silnie anizotropowe (Hamant i
wsp., 2008). Tutaj takze zroznicowanie wzrostu jest mniejsze u mutanta niz w typie dzikim,
czemu towarzysza zmiany w geometrii samej granicy. Krzywizna powierzchni granicy w
mutancie jest mniejsza niz typie dzikim, co mozna interpretowac jako opdznienie W procesie

jej tworzenia.

W zwigzku z tym, Ze caly projekt mial charakter interdyscyplinarny, wyniki badan
empirycznych zostalty potaczone z teoretycznym modelem komputerowym rosnacej tkanki, w
ktorej wzrost komorek byt lokalnie regulowany przez napr¢zenie mechaniczne (model zostat
opracowany przez fizykow z grupy partnerskiej RDP Lyon). W modelu tym zgodnie z
poprzednimi badaniami u zwierzat (Shraiman, 2005), zr6znicowanie wzrostu poczatkowo ulega
obnizeniu (mniej heterogenny wzrost) przy zwigkszajacym si¢ sprzezeniu napr¢zenie-Wzrost.
Warunkiem tego sprzezenia jest odpowiedZz komorki na naprezenie, w ktorej posrednicza
mikrotubule. Jednakze przy dalszym zwigkszaniu sprze¢zenia, wzrost staje si¢ bardziej
zroéznicowany (bardziej heterogenny). Wyniki te zatem do$¢ dobrze opisuja obserwowane przez
mnie wicksze zroznicowanie wzrostu w przypadku typu dzikiego (wigksze sprzezenie
naprezenie-wzrost) i mniejsze zréznicowanie — W przypadku mutanta atktnl (mniejsze

sprzezenie naprezenie-Wzrost).

Podsumowujac wyniki w/w badah mozna stwierdzi¢, ze w merystemie apikalnym pedu

istniejg lokalne roznice w szybkoséci wzrostu (Ryc. 1A), ktore generujg lokalne roznice w
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naprezeniu mechanicznym w $cianach komorkowych (Ryc. 1B). Naprezenie to reguluje
utozenie mikrotubul kortykalnych (Ryc. 1C), ktorych dynamika zalezy réwniez od
dodatkowych czynnikoéw biochemicznych (Ryc. 1D). W peini dynamiczne mikrotubule z kolei
biorg udzial we wzmacnianiu lokalnego zréznicowania wzrostu (Ryc. 1E) i w rezultacie w
merystemie powstaja domeny roznigce si¢ wzrostem, ktore sg podstawg procesow
morfogenetycznych. Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane w prestizowym

czasopismie Cell.

B Mechanical stress

c«-»

ineatibliles .
CIONIDeS Growth heterogeneity

p Katanin A
activity > e

Competence to respond
to mechanical stress

Ryc. 1. Rola napr¢zenia mechanicznego w koordynacji wzrostu komoérek prowadzacego do

morfogenezy w merystemie (Uyttewaal i wsp., 2012, Cell, zmienione).

W ramach projektu ,,Unraveling the link between plant architecture and the gene
regulatory network: the role of the cytoskeleton” badatam rowniez kierunkowa zaleznos¢
pomiedzy wzrostem, naprezeniem i mikrotubulami w konteks$cie procesdéw morfogenetycznych
wierzchotka pedu kwiatostanowego A. thaliana (Burian i wsp., 2013, Journal of
Experimental Botany). Celem badan bylo sprawdzenie dwoch hipotez: (1) mikrotubule
uktadajg si¢ prostopadle do kierunku maksymalnego wzrostu komoérki (Fischer i Schopfer,
1998); (2) mikrotubule uktadaja si¢ rownolegle wzgledem kierunku maksymalnego naprezenia
w $cianie komorkowej (Hejnowicz i wsp., 2000, Hamant i wsp., 2008). Obie te hipotezy
podparte byly jedynie badaniami o charakterze jakosciowym, ktére jednoznacznie nie
rozstrzygnety, czy czynnikiem regulujagcym organizacje mikrotubul jest naprezenie czy wzrost.
Dlatego wykorzystujac protokot do ilosciowej analizy procesow komorkowych in vivo,
analizowatam korelacje migdzy orientacja mikrotubul a gldéwnymi kierunkami wzrostu

komorek 1 krzywizny powierzchni rosngcego merystemu. Byto to pierwsze tego typu
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opracowanie dla wierzchotka pedu A. thaliana.

Analizujac zaleznosci pomiedzy orientacjag mikrotubul a kierunkiem maksymalnego
wzrostu komorek pokazatam, ze w merystemie brak jest jednoznacznej korelacji pomi¢dzy tymi
parametrami: mikrotubule mogg uktada¢ si¢ réwnolegle lub prostopadle wzgledem kierunku
maksymalnego wzrostu w zaleznosci od potozenia w merystemie. W wolno rosnace;j strefie
centralnej uktad mikrotubul jest chaotyczny (nieuporzadkowany). W szybciej rosnacej strefie
peryferycznej pomigdzy miejscami tworzenia si¢ zawigzkoéw, mikrotubule uktadajg sie
prostopadle do kierunku maksymalnego wzrostu, za§ w miejscach, gdzie powstaje zawigzek,
uktad mikrotubul jest niestabilny i roznie zorientowany wzgledem kierunku wzrostu
(prostopadle, rownolegte lub skosnie). Najbardziej stabilny uktad jest w granicach pomiedzy
powstalym zawigzkiem a merystemem, gdzie mikrotubule sa roéwnolegle do kierunku
maksymalnego wzrostu. Wyniki te falsyfikuja hipotez¢ (1), zaktadajaca ze mikrotubule

uktadaja si¢ prostopadle do kierunku maksymalnego wzrostu.

Nastegpnie analizowalam zalezno$¢ pomiedzy orientacja mikrotubul a kierunkiem
maksymalnego napr¢zenia w $cianach komodrkowych. Poniewaz nie jest znana metoda
umozliwiajgca bezposrednig wizualizacje naprezenia w zywych organach, do dedukcji
gtownych kierunkdéw naprezenia moze stuzy¢ krzywizna powierzchni merystemu (Dumais i
Steele, 2000). Izotropowe naprezenie rozciggajace (takie samo w roznych kierunkach) jest
przewidywane w czg$ci dystalnej merystemu, naprezenie rozciggajace z maksymalng
wartoscig w kierunku obwodowym - w czeSciach peryferycznych merystemu, naprezenie
rozciggajagce w kierunku obwodowym 1 $ciskajagce w kierunku radialnym - w granicach
pomiedzy zawigzkiem a merystemem (Hamant i wsp., 2008). Wynika z tego, ze kierunek
maksymalnego naprezenia pokrywa si¢ z kierunkiem maksymalnej krzywizny merystemu.
Zatem jesli hipoteza (2) o orientacji mikrotubul rownoleglej do kierunku maksymalnego
napr¢zenia jest prawdziwa, mikrotubule powinny by¢ réowniez réwnolegte do kierunku
maksymalnej krzywizny w merystemie. Gdy rozpatrywane byly wszystkie komorki
merystemu, analiza nie wykazata korelacji pomigdzy orientacja mikrotubul a kierunkiem
maksymalnej krzywizny. Jednakze, gdy brano pod uwagg tylko te obszary merystemu, gdzie
krzywizna Gaussa jest ujemna (granice pomiedzy zawigzkiem a merystemem), mikrotubule
byty zorientowane roéwnolegle do kierunku maksymalnej krzywizny, czyli do przewidywanego
kierunku maksymalnego napr¢zenia w $cianach komorkowych. Obserwacja in vivo tworzenia

granicy pozwolita mi na wyciagnigcie wniosku, ze napr¢zenie regulujace utozenie mikrotubul
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moze by¢ wynikiem nie tylko zmieniajacej si¢ Krzywizny powierzchni (geometrii organu) lecz
réwniez zroéznicowanej szybkosci Wzrostu zwigzanej Z rosngcym zawigzkiem (szybkos¢

wzrostu komorek zawigzka jest wigksza niz komorek otaczajacych).

Podsumowujac, powyzsze badania wskazuja, ze oprocz czynnikoéw egzogennych (np.
$wiatlo, temperatura) lub endogennych czynnikéw biochemicznych (np. regulacja genetyczna,
hormonalna), czynniki biomechaniczne (napr¢zenie) bedace wynikiem procesow
morfogenetycznych w danym organie mogg regulowac¢ orientacj¢ mikrotubul w komorce (Ryc.
2). Mikrotubule z kolei wptywajac na przestrzenny uktad celulozy w $cianie komorkowe;j
reguluja wzrost komorki i tworzenie nowych struktur. Potwierdza to istnienie sprzezen
zwrotnych w zaleznos$ci pomigdzy procesami na poziomie subkomoérkowym, komérkowym

oraz ponadkomoérkowym (tkanek i organow).

poziom subkomérkowy komédrkowy ponadkomédrkowy

biatka MAP hormony

\

MIKROTUBULE

T

czynniki egzogenne

(np. swiatto, temepratura)

MORFOGENEZA

|

iczne

Ryc. 2. Biomechaniczna regulacja orientacji mikrotubul w kontekscie sprzezen zwrotnych pomiedzy

procesami na roznych poziomach organizacji u roslin.

Jaka jest rola genow CUP-SHAPED COTYLEDNOS w tworzeniu granic pomiedzy
organami?

Moja dalsza praca byta prowadzona w ramach badan wilasnych Katedry Biofizyki i
Morfogenezy Roslin pod kierownictwem prof. Doroty Kwiatkowskiej we wspotpracy z dr.
Mitsuhiro Aidg (Nara Institute of Science and Technology, Japonia), ktory specjalizuje si¢ w
badaniach roli genow CUP-SHAPED COTYLEDNOS (CUC) w regulacji rozwoju kwiatu i
merystemu apikalnego. W trakcie pracy kontynuowatam badanie morfogenezy wierzchotka

pedu, a w szczegdlnosci formowania granic pomiedzy organami i regulacji genetycznej tego
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procesu (Burian i wsp., 2015, Annals of Botany).

Geny z rodziny CUC koduja czynniki transkrypcyjne z domeng NAC i razem z genem
SHOOTMERISTEMLESS (STM) regulujg tworzenie si¢ merystemoéw pedu oraz granic
pomi¢dzy organami (Aida i Tasaka, 2006). Silna ekspresja genow CUC jest obserwowana w
merystemie apikalnym pedu w granicach pomigdzy merystemem a adaksjalng czgscia
zawigzkoéw kwiatéw lub lisci (Aida i wsp., 1999, Hibara i wsp., 2006). Ekspresja CUC
wystepuje rowniez W podwierzchotkowych czesciach pedu kwiatostanowego w rejonie wezta,

a doktadniej w granicach pomiedzy adaksjalng czescig szyputki a todyga.

Celem badan bylo sprawdzenie genezy zaburzen powstatych wskutek mutacji genéw
CUC2 i CUC3. W podwojnym mutancie cuc2 cuc3 nadziemne organy ulegaja fuzji, co rzutuje
na architekture catego pedu. Na przyklad, szyputki kwiatowe mutanta cuc2 cuc3 sg czgsciowo
zro$nigte z todyga, wskutek czego filotaksja w pedzie kwiatostanowym jest nieregularna w
stosunku do typu dzikiego. Moje badania miaty odpowiedzie¢ na pytanie, czy fenotyp mutanta
cuc2 cuc3 jest efektem zaburzen w tworzeniu granic na poziomie merystemu, gdzie wzor
filotaktyczny powstaje, czy tez jest wynikiem postmerystematycznego rozwoju pedu. W tym
celu analizowatam geometri¢ i wzrost powierzchni merystemu oraz submerystematyczych
czesci pedu za pomocg metody replik (Dumais i Kwiatkowska, 2002; Routier-Kierzkowska i
Kwiatkowska, 2008).

Silna ekspresja genow CUC2 i CUC3 w granicach pomi¢dzy merystemem a zawigzkami
sugerowala, ze zaburzenia rozwojowe spowodowane przez mutacje tych gendéw powinny
pojawi¢ si¢ juz w merystemie, gdzie spodziewano si¢ fuzji zawigzkow lub problemow z ich
uwypuklaniem i w nastepstwie - nieregularnej filotaksji. Moje badania pokazaty jednak, ze
merystemy mutanta cuc2 cuc3 wygladaja podobnie do merystemow typu dzikiego: zawigzki
kwiatow wyksztalcajg si¢ normalnie i od strony adaksjalnej sg wyraznie odgraniczone od
merystemu. Rowniez uktad zawiazkow (filotaksja) jest regularny, podobnie jak w typie dzikim.
Jednakze szczegotowa analiza iloSciowa geometrii merystemu pokazala, ze krzywizna
powierzchni granic u mutanta jest nieco mniejsza niz w typie dzikim, co moze swiadczy¢ o
niewielkim opdznieniu w wyksztatcaniu si¢ granicy. Chociaz analizujac wzrost W merystemie
nie zaobserwowatam wigkszych réznic pomigdzy mutantem a typem dzikim, to mozliwe jest,
ze W badanym interwale czasowym, dla ktoérego wzrost byt liczony, nie wychwycono

subtelnych réznic, ktore w nastepstwie mogly spowodowaé wolniejsze wyksztalcanie si¢
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granic.

Nastepnie  analizowalam epiderme¢ regionow  submerystemetycznych  pedu
obejmujgcych wezly wraz z granicami pomiedzy adaksjalng czescig szypuiki a todyga, oraz
miedzywezla. W granicach typu dzikiego szybkos¢ wzrostu i czestos¢ podzialow
komorkowych jest silnie zahamowana w poréwnaniu do komorek miedzywezla, dzigki czemu
rejony weztow i migdzywezli sg morfologicznie tatwo rozpoznawalne w todydze. Co ciekawe,
w granicach mutanta zlokalizowanych blizej wierzchotka, wzrost i podzialy sa rowniez
zahamowane, wskutek czego wezty i migdzywezla sg dobrze wyodrebnione. Jednak im dalej
od wierzchotka, tym hamowanie wzrostu i podzialbw w granicach jest mniejsze.
Niezahamowany wzrost i podziaty komorkowe w granicach mutanta powodujg fuzje¢ pomigdzy

szypulka i todyga a morfologiczne réznice pomiedzy weztami i migdzywezlami si¢ zacieraja.

Przeprowadzone przez mnie analiza przekrojow podluznych przez ped potwierdzita
zaburzenia wzrostu i podziatow réwniez komorek z tkanek wewngtrznych mutanta (kora
pierwotna). Zaburzenia te, podobnie jak w przypadku komorek epidermy, nasilajg si¢ wraz z

odlegloscig od wierzchotka.

Podsumowujgc, zaburzenia filotaksji na poziomie pgdu kwiatostanowego bedace
wynikiem mutacji genow CUC2 i CUC3, powstaja gtdéwnie podczas postmerystematycznego
rozwoju pedu, cho¢ zostaja zainicjowane juz na poziomie merystemu. Istotnym wnioskiem
ptynacym z w/w badan jest to, Ze granice pomi¢dzy organami musza by¢ w trakcie ontogenezy
pedu aktywnie utrzymywane poprzez hamowanie wzrostu i podziatéw komorkowych, bowiem
zaburzenia tego hamowania i kontynuacja wzrostu prowadza do fuzji nawet dobrze

oddzielonych organéw.

Jaka jest aktywnos¢ podzialowa komaorek tworzgcych merystemy apikalne?

Kolejny projekt, w ktorym bratam udziat, byt realizowany w Institute of Plant Sciences
University of Bern w Szwajcarii, w laboratorium kierowanym przez prof. Crisa Kuhlemeiera
specjalizujagcym si¢ miedzy innymi w badaniu roli auksyny w morfogenezie wierzchotka pedu.
Projekt pt. “PlantMechanix” dotyczyt wielokierunkowych badan morfogenezy pedu, a w
szczegblnosci powstawaniu okreslonych ksztattow w wyniku wzrostu regulowanego przez
kaskady genoéw, hormony oraz czynniki mechaniczne. Moje badania dotyczyly aktywnosci

merystemow, a w szczegolnosci komorek inicjalnych.
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Granice pomigdzy organami nie tylko stanowig barier¢ oddzielajaca organy o roznej
tozsamosci, sg rowniez miejscem, gdzie zachodza procesy organogenezy (Wang i wsp., 2016).
Na przyktad w granicach pomi¢dzy merystemem a zawigzkiem liscia lub todyga a lisciem
powstaja merystemy pachwinowe, ktoére z kolei stajg si¢ merystemami apikalnymi dla
rozwijajacych si¢ z nich odgal¢zien bocznych. Zatem aktywno$¢ merysteméw determinuje

architekture catej rosliny.

Kazdy podziat komérkowy wraz z poprzedzajaca go replikacja DNA niesie ze soba
ryzyko mutacji. Im wigcej podziatow komodrkowych, tym wigksze prawdopodobienstwo
mutacji. Czas zycia ros$lin moze by¢ rdzny, od paru tygodni (A. thaliana) do setek lub tysigcy
lat w przypadku niektorych drzew. Ten nieograniczony wzrost mogtby powodowac¢ akumulacje
somatycznych mutacji i w efekcie doprowadzi¢ do obnizenia przezywalnosci 1 do wyginigcia
danej populacji (tzw. zapadka Muller’a, z ang. Muller’s rathet) (Felsenstein, 1974). Jednym ze
sposobow uniknigcia akumulacji mutacji moze by¢ minimalizowanie liczby podziatow
komorkowych. Na przyktad wiele typow komorek macierzystych (z ang. stem cells) u zwierzat
wykazuje niskg aktywno$¢ podziatows, ,,chronigc” tym samym material genetyczny przed
niekorzystnymi mutacjami (Li i Clevers, 2010). W przypadku ros$lin, somatyczne mutacje
powstajace podczas ontogenezy w merystemie apikalnym pedu, szczegélnie w strefie
centralnej, gdzie znajduja si¢ komorki inicjalne, moga by¢ przekazywane do merystemow
pachwinowych i do kolejnych odgat¢zien (np. u drzew) lub catych ro$lin rozmnazajacych sig

wegetatywnie (Klekowski, 1988).

Dlatego dla oszacowania prawdopodobiefistwa mutacji kluczowe jest okreslenie
aktywnosci podziatowej komorek inicjalnych i potomnych od momentu, kiedy znajduja si¢ one
w strefie centralnej merystemu apikalnego, do momentu wytworzenia merystemu
pachwinowego w granicy. Wczesniejsze badania pokazaty, ze w granicach migdzy organami
podziaty komorkowe sg zredukowane (Kwiatkowska i Dumais, 2003; Burian i wsp., 2015),
jednakze zwigzek pomiedzy aktywnosciga podzialowa a tworzeniem si¢ merystemow
pachwinowych w kontekscie architektury catej rosliny i prawdopodobienstwa mutacji nie byt

bezposrednio badany.

W podjetych badaniach postawiono pytanie, jaka jest aktywno$¢ podziatlowa komorek

inicjalnych tworzacych merystemy pedu i czy moze mie¢ ona znaczenie w minimalizacji
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prawdopodobienstwa mutacji (Burian i wsp., 2016, Current Biology). W tym celu
monitorowatam rozwdj merystemow pachwinowych od momentu specyfikacji do etapu, w
ktorym merystemy byty morfologicznie identyfikowalne. Przedmiotem moich badan byty A.
thaliana i L. esculentum (pomidor) a otrzymane wyniki z wykorzystaniem modelowania
komputerowego ekstrapolowano na ro$liny drzewiaste. W badaniach wykorzystatam
transgeniczne linie z markerami sygnalizacji auksyny (DR5-VENUS) oraz komorek inicjalnych
(CLV3-GFP), laserowy mikroskop konfokalny umozliwiajacy dtugoterminowe monitorowanie
rosngcych wierzchotkéw, analize klonalng, eksperymenty mikrochirurgiczne, oraz najnowsze
narzg¢dzie do analizy obrazow — program MorphoGraphX, umozliwiajacy jednoczesng analize
jakosciowa i ilosciowg ekspresji genow, wzrostu komorek oraz geometrii merystemow (Barbier
de Reuille i wsp., 2015). Ten projekt mial réwniez charakter interdyscyplinarny i
przeprowadzone przeze mnie badania eksperymentalne zostaly zestawione z teoretycznym

modelem opracowanym przez jednego ze wspotautoréw projektu.

Pierwszym etapem moich badan bylo okreslenie, kiedy nastepuje specyfikacja
merystemow pachwinowych: w merystemie apikalnym czy p6zniej w granicy pomig¢dzy
wyksztatcong juz todyga a lisSciem? Badania ekspresji promotora odpowiedzi na auksyng DRS5-
VENUS u A. thaliana pokazaty, ze specyfikacja komoérek tworzgcych merystem pachwinowy
zachodzi wczeénie, bowiem juz w merystemie apikalnym, prawie roéwnoczesnie z inicjacja
zawigzka lisciowego. Jednak podczas fazy wegetatywnej A. thaliana dalszy rozw6j merystemu
pachwinowego jest znacznie opozniony W stosunku do specyfikacji: merystem jest widoczny
jako wybrzuszenie w granicy dopiero okoto 11 plastochrondéw pdzniej w submerystematycznej
czesci pedu (Long i Barton, 2000). Zaproponowano zatem hipotezg, ze strefa centralna
merystemu apikalnego pedu jest zrodtem sygnalu hamujacego rozwodj merystemu
pachwinowego. W celu zweryfikowania tej hipotezy wykonatam szereg eksperymentow z
mechaniczng ablacjg strefy centralnej merystemu apikalnego potaczong z analiza klonalna. Jesli
hipoteza jest prawdziwa, usuni¢cie lub uszkodzenie strefy centralnej powinno doprowadzi¢ do
wyksztalcania merysteméw pachwinowych juz w wierzchotku. Rzeczywiscie, po ablacji
nastepowata aktywacja ekspresji CLV3-GFP (marker komorek inicjalnych) w strefie
peryferycznej merystemu apikalnego i wyksztatcanie merysteméw pachwinowych. Analiza
klonalna wykazala, ze komodrki merystemu pachwinowego byly komoérkami potomnymi
komorek znakowanych wczesniej przez ekspresje DR5-VENUS. Czyli specyfikacja
merystemOow pachwinowych zachodzi juz w merystemie apikalnym prawie jednocze$nie z

inicjacja liscia, jednak dalszy ich rozwdj podczas fazy wegetatywnej jest hamowany przez
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sygnat ze strefy centralne;j.

Kolejnym etapem moich badan byto przeprowadzenie serii analiz klonalnych w celu
okreslenia liczby podziatdw komoérkowych potrzebnych do wyksztalcenia merystemu
pachwinowego w warunkach normalnych. W badaniach wykorzystatam wierzchotki A.
thaliana podczas przejscia do fazy kwitnienia, kiedy merystemy pachwinowe widoczne sg w
niewielkiej odlegtosci od merystemu apikalnego, oraz L. esculentum w fazie wegetatywnej,
kiedy merystemy pachwinowe sg widoczne dopiero ponizej Kilku miedzywezli pedu. Jesli
merystemy pachwinowe pochodza z komoérek o obnizonej aktywnos$ci podziatowej, liczba
podziatow prowadzaca do wyksztatcenia merystemu pachwinowego powinna by¢ taka sama u
tych dwoch gatunkow. Jesli merystemy pachwinowe pochodzg z komorek o niezahamowanych
podziatach ta liczba podzialdow powinna by¢ wigksza u L. esculentum niz u A. thaliana.
Przeprowadzona przez mnie analiza wykazata, ze aktywno$¢ podziatowa komorek tworzacych
merystem pachwinowy jest bardzo niska w porownaniu z innymi komoérkami (liscia lub
miedzywezla) zar6wno u L. esculentum jak i u A. thaliana. Wigkszos¢ podziatow
komorkowych przypada na okres pomiedzy podziatami komorek inicjalnych w merystemie
apikalnym a tworzeniem si¢ granicy przy zawigzku liScia. W granicy aktywnos$¢ mitotyczna
komorek jest zahamowana i w jedynie niewielkiej grupie komoérek pochodzacych z tej puli
nastepuje kilka kolejnych podziatow prowadzacych do wybrzuszania si¢ merystemu
pachwinowego. Czyli powstanie nowego merystemu zwigzane jest z matg liczbg podziatow

komoérkowych w poréwnaniu do komorek tworzacych liscie lub todyge.

Weczesna specyfikacja merysteméw pachwinowych oraz ich pochodzenie z puli komoérek
0 zahamowanej aktywnosci podzialowej moze przyczyni¢ si¢ do redukcji prawdopodobienstwa
akumulacji  niekorzystnych mutacji. Symulacje komputerowe (opracowane przez
wspolpracujacego ze mng w tym projekcie dr Pierra Barbiera de Reuille) dzielgcych sig
komorek pokazaty, ze aktywno$¢ komorek inicjalnych i redukcja liczby podziatdéw prowadzaca
do wytworzenia merystemow pachwinowych sprzyjaja powstawaniu zmiennosci genetycznej
w obrgbie rosliny i jednocze$nie zapobiega akumulacji somatycznych mutacji, co z kolei moze
przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia czasu zycia rosliny i zapobiegac¢ efektowi zapadki Muller’a
(Ryc. 3). Zatem lokalizacja merystemow pachwinowych w granicach ma swoje znaczenie

adaptacyjne do nieorganicznego wzrostu pedu.
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*
» * Shoot Apical Meristem Center
= Axillary Meristem Progenitor Cell
To Other Cells

Q New mutation
B Mutated sectors

Early sequestration of
axillary meristem
= reduced replication
errors

Nested sets of mutations
= maximizes genetic
heterogeneity

Ryc. 3. Aktywno$¢ podzialowa komodrek inicjalnych i wczesna specyfikacja merystemow
pachwinowych moze prowadzi¢ do zwigkszenia zmienno$ci genetycznej i zapobiega¢ akumulacji

somatycznych mutacji (Burian i wsp., 2016, Current Biology).

Podsumowujac, opracowane przeze mnie protokoty do badan przyzyciowych wierzchotka
pedu umozliwity badanie czasoprzestrzennych zaleznosci pomiedzy czynnikami genetycznymi
oraz biomechanicznymi a procesami na poziomie komérkowym i ponadkomoérkowym, jakie

majg miejsce podczas morfogenezy wierzchotka pedu.

Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan wchodzacych w sklad

osiagniecia:

1.Wykazano istnienie naturalnego zréznicowania (heterogenno$ci) szybkoSci wzrostu
komorek, ktora odgrywa istotng role podczas morfogenezy wierzchotka pedu. Pokazano, Ze
prawidlowe funkcjonowanie mikrotubul jest kluczowe w odpowiedzi na napr¢zenie

mechaniczne generowane przez heterogenny wzrost.

2. Wykazano brak korelacji pomigdzy orientacja mikrotubul a kierunkiem wzrostu lub
napr¢zenia, gdy merystem apikalny byt rozpatrywany globalnie. Jednak lokalnie w granicach
pomigdzy organami, naprezenie mechaniczne wynikajace z geometrii merystemu oraz ze

zréznicowanego wzrostu moze by¢ czynnikiem regulujacym orientacj¢ mikrotubul.
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3. Stwierdzono, ze regulacja przez geny CUC procesu tworzenia granic migdzy organami ma
miejsce glownie podczas postmerystematycznego rozwoju pedu. Hamowanie wzrostu i
podzialow komoérkowych jest czynnikiem koniecznym do utrzymywania granic w czasie

dojrzewania pedu.

4. Stwierdzono wczesng specyfikacje merystemow pachwinowych i zredukowang aktywnos¢
mitotyczng komorek inicjalnych prowadzaca do wytworzenia merystemow pachwinowych.
Cechy te moga zapobiega¢ akumulacji somatycznych mutacji szczegélnie w przypadku

dlugozyjacych gatunkow.

Literatura:

Aichinger E, Kornet N, Friedrich T, Laux T. 2012. Plant stem cell niches. Annual Review of Plant Biology 63:
615-636.

Aida M, Ishida T, Tasaka M. 1999. Shoot apical meristem and cotyledon formation during Arabidopsis
embryogenesis: interaction among the CUP-SHAPED COTYLEDON and SHOOT MERISTEMLESS genes.
Development 126: 1563-1570.

Aida M, Tasaka M. 2006. Morphogenesis and patterning at the organ boundaries in the higher plant shoot apex.
Plant Molecular Biology 60: 915-928.

Barbier de Reuille P, Routier-Kierzkowska A-L, Kierzkowski D, Bassel GW, Schupbach T, Tauriello G, Bajpai
N, Strauss S, Weber A, Kiss A, Burian A, Hofhuis H, Sapala A, Lipowczan M, Heimlicher MB, Robinson S,
Bayer EM, Basler K, Koumoutsakos P, Roeder AHK, Aegerter-Wilmsen T, Nakayama, Tsiantis M, Hay A,
Kwiatkowska D, Xenarios I, KuhlemeieR C, Smith RS. 2015. MorphoGraphX: A platform for quantifying
morphogenesis in 4D. eLife e05864.

Baskin T1. 2005. Anisotropic expansion of the plant cell wall. Annual Review of Cell and Developmental
Biology 21: 203-222.

Bichet A, Desnos T, Turner S, Grandjean O, Hofte H. 2001. BOTEROL1 is required for normal orientation of
cortical microtubules and anisotropic cell expansion in Arabidopsis. The Plant Journal 25:137-148.

Dumais J, Steele CR. 2000. New evidence for the role of mechanical forces in the shoot apical meristem. Journal
of Plant Growth Regulation 19: 7-18.

Dumais J, Kwiatkowska D. 2002. Analysis of surface growth in shoot apices. The Plant Journal 31; 229-241.
Felsenstein J. 1974. The evolutionary advantage of recombination. Genetics 78: 737-756.

Fischer K, Schopfer P. 1998. Physical strain-mediated microtubule reorientation in the epidermis of
gravitropically or phototropically stimulated maize coleoptiles. The Plant Journal 15: 119-123.

Green PB. 1999. Expression of pattern in plants: combining molecular and calculus-based biophysical
paradigms. American Journal of Botany 86: 1059-1076.

Guillot C, Lecuit T. 2013. Mechanics of epithelial tissue homeostasis and morphogenesis. Science 340: 1185-
1189.

Hamant O, Heisler MG, Jénsson H, Krupinski P, Uyttewaal M, Bokov P, Corson F, Sahlin P, Boudaoud A,
Meyerowitz EM, Couder Y, Traas J. 2008. Developmental patterning by mechanical signals in Arabidopsis.
Science 322: 1650-1655.

Hejnowicz Z, Rusin A, Rusin T. 2000. Tensile tissue stress affects the orientation of cortical microtubules in the
epidermis of sunflower hypocotyl. Journal of Plant Growth Regulation 19: 31-44.

Hibara Kl, Karim MR, Takada S, Taoka KI, Furutani M, Aida M, Tasaka M. 2006. Arabidopsis CUP-SHAPED
COTYLEDONS regulates postembryonic shoot meristem and organ boundary formation. The Plant Cell 18:
2946-2957.

Ingber DE. 2003a. Tensegrity I. Cell structure and hierarchical systems biology. Journal of Cell Science 116:
1157-1173.

Ingber DE. 2003b. Tensegrity Il. How structural networks influence cellular information processing networks.

18



Zatgcznik nr 2 - Autoreferat

Journal of Cell Science 116: 1397-1408.

Klekowski EJ. 1988. Mutation, developmental selection, and plant evolution. Columbia University Press.
Kuhlemeier C. 2007. Phyllotaxis. Trends in Plant Science 12: 143-150.

Kwiatkowska D, Dumais J. 2003. Growth and morphogenesis at the vegetative shoot apex of Anagallis arvensis
L. Journal of Experimental Botany 54: 1585-1595.

Kwiatkowska D. 2004. Structural integration at the shoot apical meristem: models, measurements, and
experiments. American Journal of Botany 91: 1277-1293.

Laufs P, Peaucelle A, Morin H, Traas J. 2004. MicroRNA regulation of the CUC genes is required for boundary
size control in Arabidopsis meristems. Development 131: 4311-4322.

Lecuit T, Lenne P-F. 2007. Cell surface mechanics and the control of cell shape, tissue patterns and
morphogenesis. Nature Reviews Molecular Cell Biology 8: 633-644.

Li L, Clevers H. 2010. Coexistence of quiescent and active adult stem cells in mammals. Science 327: 542-545.
Long J, Barton MK. 2000. Initiation of axillary and floral meristems in Arabidopsis. Developmental Biology
218: 341-353.

Lyndon RF. 1998. The shoot apical meristem: its growth and development. Cambridge University Press.
Neufeld TP, de la Cruz AFA, Johnston LA, Edgar BA. 1998. Coordination of growth and cell division in the
Drosophila wing. Cell 93: 1183-1193.

Paredez AR, Somerville CR, Ehrhardt DW. 2006. Visualization of cellulose synthase demonstrates functional
association with microtubules. Science 312: 1491-1495.

Routier-Kierzkowska A-L, Kwiatkowska D. 2008. New stereoscopic reconstruction protocol for scanning
electron microscope images and its application to in vivo replicas of the shoot apical meristem. Functional Plant
Biology 35: 1034-1046.

Savaldi-Goldstein S, Chory J. 2008. Growth coordination and the shoot epidermis. Current Opinion in Plant
Biology 11: 42-48.

Shraiman BI. 2005. Mechanical feedback as a possible regulator of tissue growth. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 102; 3318-3323.

Wang Q, Hasson A, Rossmann S, Theres K. 2016. Divide et impera: boundaries shape the plant body and initiate
new meristems. New Phytologist 209: 485-498.

Wasteneys GO. 2002. Microtubule organization in the green kingdom: chaos or self-order? Journal of Cell
Science 115: 1345-1354.

Williamson RE. 1991. Orientation of cortical microtubules in interphase plant cells. International Review of
Cytology 129: 135-206.

Wolpert L. 1969. Positional information and the spatial pattern of cellular differentiation. Journal of Theoretical
Biology 25: 1-47.

Yadav RK, Tavakkoli M, Xie M, Girke T, Reddy GV. 2014. A high-resolution gene expression map of the
Arabidopsis shoot meristem stem cell niche. Development 141: 2735-2744.

5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Badanie funkcjonowania mikrotubul w komorkach roslinnych i roli w percepcji bodZcow
biofizycznych

Moje pierwsze zainteresowania naukowe zwigzane byly z wplywem czynnikow
biofizycznych na cytoszkielet w komorkach roslinnych. Badania przeprowadzatam w Katedrze
Biofizyki i Biologii Komérki Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach pod opieka prof. Zygmunta Hejnowicza. Wiadomo byto, ze cytoszkielet, a w
szczegolnosci mikrotubule kortykalne, odgrywaja istotng role w rozwoju roslin poprzez wptyw
na strukture Sciany komorkowej (Paredez i wsp., 2006). Mikrotubule sg strukturami bardzo

dynamicznymi, mogg zmienia¢ swoja orientacj¢ pod wptywem wielu czynnikow 0 charakterze
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zarowno chemicznym, jak i fizycznym (Williamson, 1991; Hejnowicz i wsp., 2000). Zwigzek
mikrotubul z napr¢zeniem mechanicznym i wynikajacym z niego wzrostem (odksztatceniem
plastycznym — nieodwracalnym) wydaje si¢ by¢ bardziej ztozony niz z pozostatymi czynnikami
z powodu prawdopodobnych sprze¢zen zwrotnych (Fisher i Schopfer, 1998). Zaproponowano,
ze mikrotubule moglyby by¢ ,,sensorami” sygnatéw o charakterze kierunkowym, do ktérych
nalezy m.in. napr¢zenie i odksztalcenie, i moglyby ,,przekazywaé” te informacje na procesy
komorkowe i morfogenetyczne (Williamson, 1991). Zgodnie z tg koncepcja w Katedrze
Biofizyki i1 Biologii Komorki podjeto badania zaleznosci pomiedzy mikrotubulami a
czynnikami takimi jak naprezenie mechaniczne czy §wiatto, ktore moga by¢ dla ro§lin waznym
zrodlem informacji kierunkowych. W ramach tych badan w roku 2003 wykonatam prace
magisterska pt.: ,,Wphyw pH i naprezenia na uktad mikrotubul kortykalnych w izolowanej
epidermie hipokotyla stonecznika” pod opieka naukowa prof. Z. Hejnowicza. Obiektem moich
badan byt hipokotyl stonecznika (Helianthus annuus), ktory ze wzgledu na swoje rozmiary, byt
bardzo dobrym modelem do badan wigzacych si¢ z izolacja epidermy z organu i jej
mechaniczng stymulacjg. Izolowana epiderma byta nie tylko poddawana naprezeniu
rozciggajagcemu, ale rowniez dzialaniu buforéw o réznym pH, poniewaz stezenie jondw
wodorowych ma wplyw na wlasciwosci mechaniczne $cian komorkowych powodujac tzw.
rozluznienie $ciany (Cosgrove, 2000). Wykonana przez mnie analiza znakowanych
immunocytochemicznie mikrotubul Kkortykalnych wykazata, ze pH wplywa na orientacje¢
mikrotubul. Uzyskane wyniki byly na tyle interesujace, ze badania kontynuowatam w trakcie
studiow doktoranckich na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w

Katowicach w latach 2003-2007.

Glownym celem moich badan w ramach doktoratu pt.: ,,Wplyw wzrostu modulowanego
PH i naprezeniem na uktad mikrotubul kortykalnych w epidermie hipokotyla stonecznika” byto
sprawdzenie hipotezy, wedlug ktorej badany czynniki wptywajg na orientacj¢ mikrotubul nie
bezposrednio, ale posrednio - poprzez powodowanie zmian w szybko$ci wzrostu komorki.
Czynniki zwigkszajace szybko$¢ wzrostu mialtyby prowadzi¢ do poprzecznej orientacji
mikrotubul wzglgdem osi komorki, czynniki hamujace wzrost — do podiuznej. W
przeprowadzanych przeze mnie badaniach wzrost izolowanej epidermy byt modulowany przez
naprezenie rozciggajace 1 pH: rozcigganie z odpowiednig sitag przy niskim pH zwigksza
szybkos$¢ wzrostu izolowanej epidermy, izolowana epiderma nie napr¢zana lub inkubowana w
wysokim pH nie rosnie (Burian i Hejnowicz 2010, Plant Biology). Obserwowane réznice we

wzroscie epidermy, mierzone za pomoca tensometru, nie miaty jednak wptywu na mikrotubule,
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a ich orientacja zalezata bardziej od pozycji komorki epidermy wzgledem wierzcholka.

Nastepnym etapem byto badanie wptywu fuzikokcyny (toksyna wyizolowana z grzyba
Fusicoccum amygdali), ktora jest substancjg regulujgcg wzrost organdéw roslinnych poprzez
bezposrednig stymulacje pomp protonowych (H*ATP-azy) prowadzaca do obnizenia pH w
$cianach komorkowych (Rayle i Cleland, 1992). Fuzikokcyna byla uzywana w moich
badaniach jako czynnik modulujacy wzrost izolowanej epidermy: epiderma naprezana i
traktowana fuzikokcyng ro$nie, jednak samo napr¢zenie lub samo traktowanie nie powoduje
wzrostu (Burian i Hejnowicz 2011, Plant Biology). Badania pokazaty, ze nie ma korelacji
pomiedzy szybko$cig wzrostu epidermy i orientacja mikrotubul, jednak fuzikokcyna zmienia
orientacj¢ mikrotubul niezaleznie od wzrostu. Zatem zaproponowano alternatywna hipoteze, ze
fuzikocyna wptywa na mikrotubule poprzez generowanie r6znicy potencjatéw. Podsumowujac,
badania wykonane w ramach mojej pracy doktorskiej pokazaty, ze regulacja przestrzennego

uktadu mikrotubul jest wieloczynnikowa i silnie zalezy od badanego kontekstu.

Oprocz w/w badan, we wspotpracy z prof. Z. Hejnowiczem bytam zaangazowana w
inne projekty naukowe obejmujace migdzy innymi badania zmiennosci orientacji mikrotubul
w kontekscie ich ,,autonomicznej reorientacji” (Hejnowicz Z, Burian A, Dobrowolska I,
Kolano E. 2006, Acta Societatis Botanicorum Poloniae). M6j wktad w ten projekt dotyczyt
ilosciowej analizy orientacji mikrotubul w nietraktowanym hipokotylu stonecznika. W oparciu
o analize histogramow pokazujacych rozktad katow, pod jakimi mikrotubule sg nachylone
wzgledem osi komorki, Hejnowicz wysungl hipoteze, ze mikrotubule ulegajg ciaglej
reorientacji o charakterze rotacji niezaleznej od dziatania czynnikow egzo- i endogennych
(Hejnowicz, 2005). Hipoteza ta zostala potwierdzona eksperymentalnie przez inny zespot
(zespot prof. Cliva Lloyda z John Innes Centre, Norwich, Wielka Brytania), ktory badat in vivo
mikrotubule kortykalne w epidermie A. thaliana (Chan i wsp., 2007). Zgodnie z hipoteza
Hejnowicza okazato si¢ mikrotubule ulegajg rotacji zgodnie lub przeciwnie do ruchow
wskazowek zegara. Co wiegcej, pozniej pokazano, ze kierunek wedrowki enzymow
syntetyzujacych celuloz¢ w btonie plazmatycznej rowniez ulega rotacji zaleznej od mikrotubul
I ma to swoje odzwierciedlenie w helikoidalnej strukturze $ciany komérkowej (Chan i wsp.,
2010).
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Badanie roli mikrotubul w zjawiskach chiralnych

Przeprowadzone przeze mnie badania mikrotubul dotyczyly rowniez wpltywu innych
czynnikéw fizycznych, w tym $wiatla. Wiadomo bylo, ze wplyw $wiatla zalezy silnie od
dhugosci fali: $wiatlo niebieskie i czerwone przeciwnie wptywaja na orientacje mikrotubul
kortykalnych (Zandomeni i Schopfer 1993). W wyniku badan pokazatam, ze wpltyw $wiatta
niebieskiego i czerwonego w hipokotylu stonecznika sprowadza si¢ do wplywu na chiralnos¢
(skretnosc) uktadow mikrotubul: naswietlanie hipokotyli $wiattem niebieskim prowadzi do
zwigkszenia iloSci prawoskretnych uktadow, natomiast $wiatlem czerwonym - lewoskretnych
(Burian, 2007, Acta Societatis Botanicorum Poloniae). Co cickawe, rowniez w warunkach

kontrolnych przewazaly uktady prawoskretne.

Chiralno$¢ jest wlasciwoscia wielu struktur zardwno u roslin jak i u zwierzat, 1 moze
by¢ zjawiskiem $ci$le zdeterminowanym genetycznie (na przyktad skret todygi w rosdlinach
pnacych) lub o charakterze stochastycznym (na przyktad filotaksja helikalna). W komorkach
roslinnych uktad mikrotubul kortykalnych determinuje uktad mikrofibryl celulozowych, a ten
(z powodu wysokiej wartosci modutu Younga) ogranicza wzrost komoérki w kierunku
réwnoleglym do orientacji mikrofibryl. Zatem mozna przyjaé, ze szybko$¢ wzrostu komorki
jest maksymalna w kierunku prostopadtym do utozenia mikrotubul lub mikrofibryl
celulozowych. Jezeli w komorkach przewazaja uktady mikrotubul/mikrofibryl o okreslonej
skretno$ci, moze to prowadzi¢ do sko$nego Kierunku wzrostu i generowac¢ organy o przeciwnej
skretnosci w stosunku do skretnosci mikrotubul/mikrofibryl. Przejawem takiego wzrostu jest
najczesciej skrecona epiderma danego organu. Na przyktad, przy lewoskrgtnym uktadzie
mikrotubul epiderma todygi/korzenia jest skrecona na prawo, przy prawoskretnych uktadach —
epiderma jest skrecona na lewo. U A. thaliana typu dzikiego nie obserwuje si¢ skreconych
organdw, jednak mutacje genéw zwigzanych z mikrotubulami (np. kodujacych biatka MAP
lub tubuling) mogg prowadzi¢ do powstania skrgconego fenotypu (Furutani i wsp., 2000;
Thitamadee i wsp., 2002). W badanych przeze mnie hipokotylach stonecznika przewazaty
prawoskretne uktady mikrotubul (Burian, 2007, Acta Societatis Botanicorum Poloniae),
zatem mozna bylo si¢ spodziewaé, ze caly organ bedzie lewoskretny. Faktycznie
zaobserwowatam, ze epiderma w czgsci hipokotyli jest skrecona na lewo. Obserwacja ta
$wiadczy 0 naturalnej tendencji wzrostu organéw stonecznika do okreslonej chiralno$ci, ktorej

zrodtem jest chiralno$¢ mikrotubul.
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Do$wiadczenie uzyskane w trakcie badan mikrotubul hipokotyla stonecznika
wykorzystalam parg¢ lat pozniej do badania rosliny jednolisciennej - trawy Eragrostis tef,
podczas dwuipdtletniego pobytu w Institute of Plant Sciences (University of Bern, w
Szwajcarii), gdzie wspotpracowatam z grupg dr Zerihuna Tadele. Badania tej grupy skupiaja
si¢ na E. tef, ktora jest podstawowg ro$ling uprawng w Etiopii. W zwigzku z tym, Ze roslina ta
jest podatna na tamanie pod wptywem deszczu lub wiatru, co powoduje znaczne obnizenie jej
plonowania, celem badan grupy dr Z. Tadele jest generowanie roslin o wigkszej wytrzymatosci
mechanicznej. Taka cechg charakteryzuja si¢ mi¢gdzy innymi pot-kartowe odmiany. Oprocz
hormonéw (gibereliny, brassinostroidow, auksyny), do czynnikow regulujgcych wysokosé
roslin poprzez wptyw na wzrost elongacyjny, naleza rowniez mikrotubule (Wang i Li, 2008).
Na przyktad, mutanty twisted dwarf 1 ryzu, lefty lub spiral A. thaliana odznaczajg si¢
mniejszymi rozmiarami, czemu towarzyszy skrecenie organow (Sunohara i wsp., 2009;
Thitamadee i wsp., Furutani i wsp., 2000). W Institute of Plant Sciences w Bernie otrzymano
mutanta E. tef o pot-kartowatym i prawoskretnym fenotypie (mutant kegne, z jez. amharskiego
— prawa r¢ka) charakteryzujacym si¢ zwigkszong wytrzymatoscig na ztamanie (Jost i wsp.,
2015, Journal of Experimental Botany). Mutacja dotyczyta genu kodujacego a-tubuling,
zatem nalezalo sprawdzi¢, czy fenotyp mutanta E. tef wynika ze zmienionej organizacji
mikrotubul kortykalnych, tak jak ma to miejsce w przypadku skrgconych mutantéw A. thaliana.
Moje badania polegaty na immunocytochemicznym znakowaniu mikrotubul w koleoptylach E.
tef i analizie ich uktadéw. Zgodnie z oczekiwaniami obserwowatam przewage lewoskretnych
uktadow mikrotubul w epidermie mutanta o prawoskretnych koleoptylach i liSciach, podczas
gdy w typie dzikim rosngcym prosto uktady mikrotubul byly albo poprzeczne do osi komorki
albo sko$ne bez przewazajacej skretnosci (Jost i wsp., 2015, Journal of Experimental
Botany). Potwierdzito to hipoteze roboczga, ze mutacja genu tubuliny powoduje zmiany w
organizacji mikrotubul, ktore z kolei generuja pot-kartowaty skrecony fenotyp roslin E. tef
bardziej wytrzymatych mechaniczne. Badania te pozwolity na przejscie do kolejnego etapu prac

zwigzanego z wprowadzeniem ro$lin do uprawy polowej.

Badanie zwigzku pomiegdzy mikrotubulami a strukturq sciany komoérkowej

Oprocz hipokotyla stonecznika, przedmiotem moich badan nad mikrotubulami i
wzrostem byta rowniez epiderma liscia tulipana (Tulipa sp.) oraz wtokna bawetny (Gossypium
herbaceum). W badaniach tych oprocz uktadéw mikrotubul, analizowatam uktady mikrofibryl
celulozowych w $cianach komorkowych za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego oraz

polaryzacyjnego. Moje wyniki dotyczace wiokien bawelny zostaty pdzniej wiaczone do innych
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badan majacych na celu testowanie nowego narz¢dzia do analizy iloSciowe] struktur

fibrylarnych w komorkach (Boudaoud i wsp., 2014, Nature Protocols).

Po obronie pracy doktorskiej zostatam zatrudniona na stanowisku adiunkta w Katedrze
Biofizyki i Morfogenezy Roslin Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach. W ramach projektu MAESTRO ,Mechanika, struktura i
zréznicowany wzrost Sciany komorkowej - morfogeneza roslin z perspektywy mechaniki” pod
kierownictwem prof. Doroty Kwiatkowskiej w Katedrze podjeto badania majgce na celu
poznanie struktury i mechaniki scian komérkowych. Poszukiwano narzedzia pozwalajgcego na
badanie w najmtodszych poktadach $ciany komorkowej uktadow mikrofibryl celulozowych,
struktur ktore majg decydujacy wpltyw na anizotropi¢ $ciany komorkowej i jej wzrost (Baskin,
2005). W tym celu zainicjowano wspotprace z dr hab. Romanem Wrzalikiem z Instytutu Fizyki
Uniwersytetu Slaskiego polegajaca na wykorzystaniu mikroskopu sit atomowych (AFM, z ang.
Atomic Force Microscopy) do uwidocznienia mikrofibryl celulozowych. M¢j udziat w tych
badaniach polegatl na opracowaniu protokotu do przygotowania probek ze §cian komorkowych,
tak aby mozliwe bylo skanowanie powierzchni $ciany za pomoca sondy AFM. Materialem
wyjsciowym byly komorki epidermalne cebuli (Allium cepa), w ktorych odstonigta zostata
wewngetrzna cze$¢ Sciany komoérkowej. Odpowiednio przygotowane probki byly nastepnie
skanowane w AFM. Dzigki opracowanemu przeze mnie protokotowi udato si¢ zobrazowaé
rézne uktady mikrofibryl celulozowych a otrzymane obrazy byly podstawa do analizy
ilosciowej. Obrazy otrzymane z AFM, jak rowniez z mikroskopu fluorescencyjnego pokazujace
mikrotubule i mikrofibryle celulozowe, byly przeze mnie wykorzystywane do testowania
narzedzia ‘FibrilTool” do potautomatycznej analizy iloSciowej orientacji i anizotropii réznych
struktur fibrylarnych w komorkach (Boudaoud i wsp., 2014, Nature Protocols). Narzedzie to
zostalo opracowane przez prof. Arezki’ego Boudaoud w ramach mi¢dzynarodowego projektu
badawczego ,,Unraveling the link between plant architecture and the gene regulatory network:

the role of the cytoskeleton”, w ktoérym bratam udziat.

Badanie zwigzku pomiedzy ekspresjq genow zwigzanych 7 auksyng a wzrostem

Kolejny projekt, w ktorym bratam udziat, dotyczyt analizy zwiazku pomigdzy ekspresja
genow zwigzanych z auksyng a wzrostem prowadzacym do tworzenia zawigzkow lisci na
merystemie apikalnym Lycopersion esculentum (pomidor). Badania te realizowatam podczas
trzymiesiecznego pobytu w Institute of Plant Sciences (University of Bern, w Szwajcarii) w

grupie dr Richarda Smitha (Systems Biology/Developmental Modeling), ktora specjalizuje si¢
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w opracowywaniu narzedzi do modelowania komputerowego oraz do iloSciowej analizy
proceséw morfogenetycznych u roslin. Wiadomo byto, ze auksyna jest kluczowym regulatorem
organogenezy a jej lokalny zwigkszony poziom W merystemie (wydedukowany na podstawie
ekspresji promotora odpowiedzi na auksyne DR5-YFP oraz biatka transportujacego PIN1-GFP)
wyznacza pozycje | prowadzi do inicjacji zawigzka nowego organu (liScia lub kwiatu)
(Reinhard i wsp., 2003; Heisler i wsp., 2005). Wiadomo réwniez, ze auksyna reguluje wzrost
komorek poprzez wpltyw na wiasciwosci $ciany komorkowej, zgodnie z tzw. hipoteza
kwasowego wzrostu (Rayle i Cleland, 1992). Dlatego mozna przypuszczaé, ze tworzenie
nowych organow jest zwigzane z regulacjg przez auksyne wzrostu prowadzacego do
wybrzuszania zawiazkow. Zatem ekspresja DR5-YFP i PIN1-GFP powinna pokrywac si¢ z
obszarami zwigkszonego wzrostu komorek w merystemie. Jednakze badania zwigzku
pomiedzy czasoprzestrzennym rozmieszczeniem auksyny a wzrostem komorek w merystemie
nigdy nie zostaly przeprowadzone. Moje badania polegaty na obrazowaniu przyzyciowym
rosngcych wierzchotkdw pedu i kolejnych etapéw tworzenia si¢ liSci przy pomocy
konfokalnego laserowego mikroskopu skanujacego. Wykorzystanie roslin transgenicznych
umozliwito mi jednoczesne $ledzenie ekspresji genow, wzrostu i podzialow komorek oraz
geometrii merystemu. Kluczowym elementem tych badan byto wykorzystanie opracowanego
przez zespot dr Richarda Smitha programu MorphoGraphX shuzacego do jakosciowej i
ilo§ciowej analizy obrazow z mikroskopu konfokalnego. Zaskakujacym wynikiem moich
badan byt brak korelacji pomigdzy wzrostem komoérek prowadzacym do powstania zawigzka
liscia a ekspresja DR5-YFP i PIN1-GFP. Na przyktad, w szybko rosnacych komorkach nie
obserwowano zwigkszonej ekspresji DR5-YFP, natomiast znaczna ekspresja DR5-YFP byta
zlokalizowana w granicy pomig¢dzy zawigzkiem liscia 1 merystemem. Wyniki te zostaly
wilaczone do publikacji prezentujacej program MorphoGraphX jako nowe narzedzie do analizy
procesow morfogenetycznych w 4D (Barbier de Reuille i wsp., 2015, eLife). Wykrycie
ekspresji DR5 w granicy merystemu L. esculentum stanowilo przestanke do podjecia
podobnych badan u A. thaliana uj¢tych w osiagnigciu naukowym (Burian i wsp., 2016).

Obecne badania i plany naukowe

Wspotpraca z dr Mitsuhiro Aida zapoczatkowana przez projekt o wptywie genéw CUC
na tworzenie si¢ granic pomi¢dzy organami, jest obecnie kontynuowana w kolejnym projekcie
skupiajacym si¢ na regulacji genetycznej i zaleznosciach rozwojowych pomiedzy merystem

kwiatowym A. thaliana a przysadka, czyli lisciem wspierajacym kwiatu wyrastajacym u jego
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podstawy. U A. thaliana typu dzikiego przysadka jest wyksztalcana w formie szczatkowej,
dlatego wykrywana jest tylko za pomoca markerow genetycznych (na przykitad gen
AINTEGUMENTA, Long i Barton, 2000) lub poprzez szczegétowa analiz¢ wzrostu 1 geometrii
we wczesnych etapach rozwojowych zawigzkow (Kwiatkowska, 2006). Zahamowanie rozwoju
przysadki odpowiedzialny jest gen PUCHI, ktérego mutacja powoduje wyksztalcenie si¢
kwiatow z widocznymi przysadkami (Karim i wsp., 2009). Poniewaz geny CUC rowniez maja
wplyw na formowanie merystemow kwiatowych, moje obecne badania, ktore obejmuja
obrazowanie przyzyciowe wierzchotkow pedu, analize iloSciowa wzrostu 1 geometrii oraz
traktowania eksperymentalne, dotyczg potréjnego mutanta puchi cuc2 cuc3 (otrzymanego z
laboratorium dr Mitsuhiro Aida, Nara Institute of Science and Technology, Japonia). Mutant
ten charakteryzuje si¢ niezwyktym fenotypem: w pedzie kwiatostanowym kwiaty nie sg
wyksztalcane lub wyksztalcajg si¢ rzadko, natomiast dobrze rozwinigte sg przysadki.
WysuneliSmy hipoteze robocza, ze w typie dzikim powstajace zawiazki kwiatowe hamuja
rozwdj towarzyszacym im przysadek. Gdy powstawanie zawigzkow kwiatowych jest
zaburzone, na przyktad poprzez mutacje genéw PUCHI i CUC, brak lub ostabienie hamujacego
wptywu powoduje, ze rozwijaja si¢ makroskopowo rozroznialne przysadki. Hipoteza ta wpisuje
si¢ w znany juz wczesniej efekt ,,wspotzawodniczenia” organow (Nilsson i wsp.,1998). Moje

obecne badania maja na celu weryfikacje w/w hipotezy.

Kolejny projekt, w ktorym jestem obecnie zaangazowana jest zwigzany z geneza
ksztattu lisci i jej regulacja genetyczng. Projekt ten jest realizowany we wspotpracy z prof.
Crisem Kuhlemeierem (Institute of Plant Sciences, University of Bern w Szwajcarii) oraz z
prof. Marja Timmerman (Department of Developmental Genetics, Universitidt Tiibingen,
Niemcy) specjalizujaca si¢ w badaniu roli mobilnych niekodujacych RNA w rozwoju liscia.
Wigkszo$¢ roslin posiada grzbieto-brzusznie sptaszczone liscie. Wyksztatcenie si¢ ptaskiej
blaszki lisciowej zwigzane jest z okresleniem w zawigzku lisSciowym domeny adaksjalnej i
abaksjalnej, ktore roznig si¢ potozeniem wzgledem merystemu apikalnego pedu oraz ekspresja
gendéw (Waites i Hudson, 1995). Geny z rodziny HD-ZIPIII ulegaja ekspresji w adaksjalnej
domenie zawigzka, natomiast KANADI i YABBY - w abaksjalnej (Kuhlemeier i Timmermans,
2016). Jednym z czynnikow regulujacych ekspresje specyficznych dla danej domeny genow
jest gradient mikroRNA, ktory bardzo wczesnie w rozwoju liscia determinuje tozsamos¢
domeny abaksjalnej (Chitwood i wsp., 2007). Jeséli tozsamo$¢ jednej z domen zostanie
zaburzona, na przyktad poprzez mutacje genu specyfikujacego dang domeng, w lisciu zaczyna

dominowac druga domena, co zwigzane jest ze zmiang ksztaltu li§cia. Li$¢ nie jest sptaszczony,
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lecz przyjmuje waleczkowaty ksztaltt (McConnel i wsp., 2001). Moje badania maja
odpowiedzie¢ na pytanie, jakie sg genetyczne i mechaniczne mechanizmy powstawania

ptaskiego liscia, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem roli mikroRNA.

Moje najblizsze plany naukowe zwigzane sg z realizacjg kierowanego przez mnie
projektu ,,Rola systemu waskularnego w tworzeniu sie wzorow u roslin”, ktory uzyskat
finansowanie w ramach konkursu SONATA BIS 6 ogloszonego przez Narodowe Centrum
Nauki. Zadaniem tego konkursu jest powotanie nowego zespotu naukowego na realizowanie
badan podstawowych. Gloéwnym celem w/w projektu jest badanie mechanizmow tworzenia si¢
wzoréw u roslin, w szczego6lnosci wzoru filotaktycznego na wierzchotku pedu oraz réznych
wzorow unerwienia w lisciach. W projekcie zastosowane zostang badania in vivo i in silico
procesOw organogenezy i powstawania waskularnych wzorow u gatunkéw roslin jedno- i
dwuli$ciennych. Te pierwsze beda obejmowaty: wysokorozdzielcze obrazowanie w 3-D
systemu waskularnego pedu z uzyciem laserowej mikroskopii konfokalnej, techniki
mikrochirurgiczne (ablacja laserowa i mechaniczna), chemiczne traktowania inhibitorami
polarnego transportu auksyny, lokalng mikroaplikacje auksyny, analize ilosciowa ekspresji
genow 1 procesow komodrkowych. Wyniki badan biologicznych b¢da wdrazane do fizyczno-
matematycznych modeli i symulacji komputerowych opracowywanych przez zespot dr.
Wojciecha Patubickiego (Wydzial Matematyki i Informatyki, Uniwersytet im. A. Mickiewicza
w Poznaniu) w celu zbadania zwigzkow pomiedzy sygnatami a wzrostem na poziomie

komorek, tkanek 1 organéw prowadzacym do wyksztalcania si¢ roznych wzorow.
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