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1. Imie i nazwisko: Mirostaw Kwasniewski

2. Wpyksztalcenie, posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2004:

2000:

Doktor nauk biologicznych, Katedra Genetyki, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach. Tytut rozprawy doktorskiej:
s<ldentyfikacja genéw ulegajacych zréznicowanej ekspresji u mutantéow
bezwtosnikowych Hordeum vulgare L.”; promotor: prof. dr hab. Iwona
Szarejko;

Magister biologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
Slaski w Katowicach. Tytul pracy magisterskiej "Analiza genetyczna
protoonkogenu RET w  zespole mnogiej gruczolakowatosci
wewnatrzwydzielniczej typu 2B i w sporadycznym raku rdzeniastym
tarczycy"; promotor: prof. dr hab. Barbara Jarzagb (praca magisterska
wykonana w Zaktadzie Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii
Onkologicznej, Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
Oddziat Gliwice).

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2008 - obecnie Adiunkt, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Katedra Genetyki,

Uniwersytet Slaski w Katowicach

2006 - 2008 Staz podoktorski, Max-Planck Research Institute of Molecular

Plant Physiology, Potsdam-Golm, Germany, grupa prof. Bernda
Mueller-Roebera

2005 -2006 Adiunkt, Katedra Genetyki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytet Slaski w Katowicach

2000 -2005 Asystent, Katedra Genetyki, Wydziat Biologii i Ochrony

Srodowiska Uniwersytet Slaski w Katowicach

1999 - 2000 Pracownik inZynieryjno-techniczny, Katedra Genetyki, Wydziat

Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytet Slaski w Katowicach
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4.

Opis 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. Nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Tytul osiggniecia naukowego:

Molekularne analizy proceséw rozwoju i funkcji wtosnikéw

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

(autorzy? rok wydania, tytuty publikacji, wydawnictwo, tom, strony, [Fb<, MNiSW4, Cyt.: WoSe)

a0$wiadczenia wspotautorow okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie poszczegélnych
publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego znajduja sie w Zatgczniku 5;

bWarto$¢ IF wg JCR dla publikacji opublikowanych przed 2016 rokiem podano zgodnie z rokiem ich opublikowania;
¢Dla publikacji opublikowanych w 2016 roku podano IF5-letni;

dPunktacje MNiSW dla poszczegdlnych publikacji podano zgodnie z punktacja okreslong w wykazie czasopism
naukowych obowigzujacym na koniec roku kalendarzowego, w ktérym ukazata sie publikacja;

eDane z dnia: 25.04.2016 (Liczba cytowan bez autocytowan).

1.

Kwasniewski M., Janiak A. Mueller-Roeber B. and Szarejko 1. 2010. Global
analysis of the root hair morphogenesis transcriptome reveals new candidate
genes involved in root hair formation in barley. Journal of Plant Physiology,
167: 1076-83.

IF2010 2,677; MNiSW 32 pkt; Cyt.: WoS 16 (12)

MGdj udziat procentowy szacuje na 80%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu
koncepcji badan, zaplanowaniu doswiadczen, przygotowaniu materiatu roslinnego do analiz,
wykonaniu  wiekszosci analiz molekularnych zwigzanych z globalnym profilowaniem
transkryptomu i qRT-PCR, opracowaniu wynikow analiz mikromacierzowych i qRT-PCR oraz
przygotowaniu manuskryptu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach, jestem przy tym
autorem korespondencyjnym publikacji.

Kwasniewski M., Chwialkowska K. Kwasniewska ]., Kusak ]., Siwinski K,
Szarejko 1. 2013. Accumulation of peroxidase-related reactive oxygen species in
trichoblasts correlates with root hair initiation in barley. Journal of Plant
Physiology, 170: 185-95.

IF2013 2,770; MNiSW 35 pkt; Cyt.: WoS 16 (15)

MGdj udziat procentowy szacuje na 70%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu
koncepcji badan, zaplanowaniu doswiadczen, wykonaniu wiekszosci analiz molekularnych
zwiqzanych z analizq ekspresji genéw dla peroksydaz metodq qRT-PCR, analizq aktywnosci
peroksydaz in vitro, identyfikacjq reaktywnych form tlenu w korzeniach roslin in vivo, analizami
bioinformatycznymi promotoréw badanych gendw, zaplanowaniu doswiadczen analiz ekspresji
genow in situ, opracowaniu otrzymanych wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptu i ostatecznej
redakcji manuskryptu po recenzjach, jestem przy tym autorem korespondencyjnym publikacji.

Kwasniewski M., Daszkowska-Golec A. Janiak A. Chwialkowska K,
Nowakowska U., Sablok G., Szarejko I. 2016. Transcriptome analysis reveals the

role of the root hairs as environmental sensors to maintain plant functions under
water deficiency conditions. Journal of Experimental Botany, 67: 1079-1094.



dr Mirostaw Kwas$niewski

Zalacznik nr 2 — Autoreferat
IF5.1etni 6,312; MNiSW 45 pkt; Cyt.: WoS 1 (1)

MGdj udziat procentowy szacuje na 65%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu
koncepcji badan, zaplanowaniu doswiadczen, wykonaniu wiekszosci analiz molekularnych
dotyczqcych analiz transkryptomu badanych roslin, opracowaniu uzyskanych wynikéw analiz
mikromacierzowych, przeprowadzeniu kompleksowych analiz bioinformatycznych oraz
przygotowaniu manuskryptu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach, jestem przy tym
autorem korespondencyjnym publikacji.

4. Kwasniewski M., Nowakowska U., Szumera ]., Chwialkowska K., Szarejko 1. 2013.

iRootHair: a comprehensive root hair genomics database. Plant Physiology, 161:
28-35.

IF2013 7,394; MNiSW 45 pkt; Cyt.: WoS 13 (12)

MGqj udziat procentowy szacuje na 70%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu
koncepcji i stworzeniu struktury bazy iRootHair, zaplanowaniu zakresu i uktadu tresci portalu
iRootHair, wyszukiwaniu i opracowaniu tresci literaturowych, korespondencji z autorami publikacji
dotyczqcych genomiki wtosnikéw w celu pozyskania niepublikowanych danych i rycin,
przeprowadzeniu analiz z wykorzystaniem stworzonej bazy danych oraz przygotowaniu
manuskryptu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach, jestem przy tym autorem
korespondencyjnym publikacji.

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego = 19,153
Laczna liczba punktéw MNiSW = 157

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z
omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Epiderma korzenia wiekszosci gatunkéw ros$lin charakteryzuje sie
wystepowaniem specyficznych komoérek o wierzchotkowym typie wzrostu zwanych
wto$nikami. Duza liczba wto$nikéw, ich charakterystyczne utozenie, czesto prostopadte
wzgledem podtuznej osi korzenia, oraz wzglednie duza powierzchna wtasna, powoduja,
ze wto$niki sg waznym elementem strukturalnym i funkcjonalnym rosliny. Poczawszy od
pierwszych etapéw rozwoju rosliny, wtosniki oddziatujac z kompleksem glebowym
wspomagajg kietkowanie i zakotwiczanie rosliny w podtozu (Ryan i wsp., 2001).
Powszechnie przyjmuje sie takze, ze kluczowa funkcja wtosnikéw jest zwiekszenie
funkcjonalnej powierzchni chtonnej korzenia dla pobierania wody i soli mineralnych
(Long 1996). Wtosniki sg wyrostkami peryklinalnych $cian zréznicowanych komérek
epidermy zwanych trichoblastami. Odrebng grupe komérek epidermy korzenia stanowig

niezdolne do wytwarzania wto$nikéw atrichoblasty. Atrichoblasty sg czesto dtuzsze od
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trichoblastéw, charakteryzuja sie wiekszym stopniem wakuolizacji, mniejszg gestoscia

cytoplazmy i dtuzszym cyklem komérkowym (Marzec i wsp., 2013).

Fakt, iz funkcjonalne komérki wio$nikowe nie sg niezbedne do przezycia rosliny
sprawia, Zze w badaniach genetycznych dotyczacych proceséw réznicowania i wzrostu
wto$nikow mozliwe jest wykorzystywanie mutantéw o zmienionej morfologii strefy
chtonnej. Pierwszych informacji dotyczacych genetycznych i fizjologicznych podstaw
rozwoju wtosnikéow dostarczyly prace prowadzone na mutantach Arabidopsis thaliana
(przeglad w: Schiefelbein, 2000; Ryan i wsp., 2001). W roku 2000, kiedy rozpoczynatem
prace naukowa jako doktorant w Katedrze Genetyki Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach, znanych byto okoto 20 gen6éw kontrolujgcych proces formowania, rozwoju i
wzrostu wto$nikow roslin dwuliSciennych, przy czym tylko 5 z nich scharakteryzowanych
byto na poziomie molekularnym. Juz wtedy wiadomo byto jednak, Ze morfogeneza
wto$nikow jest procesem ztozonym i wieloetapowym, obejmujacym (i) réznicowanie
trichoblastéw, (ii) inicjacje rozwoju wlosnikéw, (iii) przejscie do wzrostu
wierzchotkowego oraz (iv), wzrost wierzchotkowy. Prawidlowy przebieg kazdego z
wymienionych etapéw wymaga skoordynowanego udziatu wielu genéw i czynnikéw
hormonalnych, co bioragc pod uwage 6wczesny stan wiedzy na temat molekularnych
podstaw réznicowania i wzrostu wios$nikéw, jednoznacznie wskazywato na potrzebe
kontynuacji badan w celu pelniejszego zrozumienia proces6w prowadzacych do

powstania funkcjonalnych wtos$nikéw.

W zwigzku z poznaniem petnej sekwencji genomu Arabidopsis w roku 2000 (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000) oraz z udostepnieniem duzej kolekcji mutantéow
insercyjnych T-DNA Arabidopsis (opis kolekcji w pracy Alonso et al., 2003), poczatek XXI
wieku przyniost przetom w badaniach nad identyfikacjg molekularnych podstaw rozwoju
i funkcjonowania wtosnikéw. Przewazajaca wiekszo$¢ pojawiajacych sie prac
podejmujacych ten temat dotyczyta jednak gtéwnie modelowej rosliny dwuliSciennej
Arabidopsis thaliana. W poréwnaniu z roslinami dwuli$ciennymi, procesy morfogenezy
wto$nikoéw roslin jednolisciennych — w tym waznych roslin uprawnych - poznane byty w
znacznie mniejszym stopniu. Podstawowym powodem takiego stanu rzeczy byt brak

poréwnywalnych kolekcji mutantéw T-DNA.

W Katedrze Genetyki Uniwersytetu Slaskiego od wielu lat prowadzone s3 badania

wykorzystujace mutageneze jako Zrodto zmiennosci genetycznej roslin jednolisciennych.
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W toku prowadzonych prac badawczych wyodrebniono unikalng kolekcje mutantéw
jeczmienia o zmienionej morfologii strefy chtonnej korzenia (Szarejko i wsp., 2005;
Chmielewska i wsp., 2014). Wykorzystujac ten materiat, w roku 2000, w ramach studiéow
doktoranckich w Katedrze Genetyki Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, rozpoczatem
badania pod kierunkiem prof. dr hab. Iwony Szarejko zmierzajace do identyfikacji genéw
zaangazowanych w procesy roznicowania i rozwoju komérek wto$nikowych jeczmienia.
Wyniki przeprowadzonych badan, realizowanych czeSciowo w ramach grantu
promotorskiego KBN, opublikowano w czasopi$mie Plant Physiology (Kwasniewski i
Szarejko, 2006), a publikacja ta w roku 2007 zostata wyrézniona Nagroda Kapituty
Polskiego Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej Ros$lin jako najlepsza publikacja
oryginalna dotyczaca biologii roslin opracowana w polskim laboratorium w latach 2005-
2006. Oryginalne wyniki przeprowadzonych analiz majg swoje odzwierciedlenie w duzej
liczbie cytowan wspomnianej publikacji (61 cytowan wg WoS, 83 cytowania wg Google

Scholar Citations).

Niewatpliwie sukces przeprowadzonych badan zalezal od przyjetej strategii
zwigzanej ze sposobem identyfikacji genéw, ktorych ekspresja rézni transkryptomy
mutanta i odmiany wyj$ciowej. Zastosowana w badaniach do pracy doktorskiej metoda
réznicowania transkryptoméw cDNA Representational Difference Analysis (cDNA-RDA)
zostala zaadoptowana przeze mnie z prac badawczych zwigzanych z genomika cztowieka
i umozliwita  skuteczne  réznicowanie  transkryptomu  gatunku  stabo
scharakteryzowanego pod wzgledem sekwencji genomu i transkryptomu. Niemniej
jednak metoda cDNA-RDA, zgodnie ze swoimi zatozeniami, umozliwiata gtéwnie
identyfikacje réznic jakosciowych poréwnywanych transkryptoméw, natomiast geny,
ktére ulegaja ekspresji w obu poréwnywanych transkryptomach, nawet jezeli ich
ekspresja jest znaczaco rézna, nie byty identyfikowane. W zwigzku z tym, kolejnym
etapem badan nad identyfikacja genéw zaangazowanych w proces rozwoju wto$nikéw u
jeczmienia, byly moje prace realizowane juz po zakonczeniu doktoratu, opisane ponizej
jako gtowne osiggniecie naukowe. Stanowig one kontynuacje i istotne rozszerzenie

zakresu podjetej wczesniej tematyKki.
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Identyfikacja genéw uczestniczacych w inicjacji rozwoju wlosnikow jeczmienia

poprzez globalne profilowanie transkryptomu korzenia

W zwigzku z wprowadzeniem w lipcu roku 2003 do komercyjnego obrotu
mikromacierzy DNA w formacie Affymetrix, zawierajacej sondy oligonukleotydowe dla
ok. 16 000 gendéw H. vulgare, stato sie mozliwym globalne profilowanie ekspresji genow
tego gatunku i identyfikacja genéw ulegajacych zréznicowanej ekspresji pomiedzy
poréwnywanymi transkryptomami (GeneChip Barley Genome Array). Dostepnos¢
technologii mikromacierzy ekspresyjnych dla jeczmienia oraz dotychczasowe
doswiadczenia w pracach nad réznicowaniem transkryptomu mutanta bezwto$nikowego
i jego odmiany wyjSciowej, stata sie dla mnie podstawa do wystgpienia do KBN z
wnioskiem o finansowanie projektu majacego na celu analize transkryptomu korzenia
jeczmienia w aspekcie genomiki funkcjonalnej procesu morfogenezy wtosnikéw. W roku
2006 projekt ‘Analiza transkryptomu korzenia Hordeum vulgare L. w aspekcie genomiki
funkcjonalnej procesu morfogenezy wtosnikéw’ uzyskat dofinansowanie i dzieki
wspotpracy z grupa dr Vladimira Benesa z Genomics Core Facility w EMBL w Haidelbergu
podjatem prace zwigzane z globalnym profilowaniem transkryptomu mutantéw
wto$nikowych oraz ich odmian wyjSciowych. Analizom poréwnawczym poddano
transkryptomy jednocentymetrowych, wierzchotkowych fragmentow korzenia
bezwlos$nikowego mutanta rhll.a i jego odmiany wyjSciowej ‘Karat’ oraz mutanta rhp1.b,
wytwarzajacego jedynie primordia wtosnikéw i jego odmiany wyjsciowej ‘Dema’. Wyniki
uzyskane po skanowaniu mikromacierzy poddano analizom bioinformatycznym i
statystycznym, majagcym na celu identyfikacje genéw ulegajacych zréznicowanej
ekspresji w ukladzie mutant/odmiana wyj$ciowa a nastepnie uzyskane wyniki
weryfikowano z wykorzystaniem metody qRT-PCR. Wszystkie startery do analiz qRT-PCR
zaprojektowano z wykorzystaniem narzedzia internetowego QuantPrime, w ktérego
opracowaniu bratem udziat podczas stazu podoktorskiego w Max-Planck Research
Institute of Molecular Plant Physiology w Niemczech, oferujacego zautomatyzowang
selekcje starteréw do qRT-PCR dla ponad 100 gatunkéw organizmoéw (Arvidsson i wsp.,
BMC Bioinformatics, 2008). Analizy transkryptomu korzenia mutanta rhp1.b i odmiany
‘Dema’ wykazaty brak istotnych réznic w ekspresji gendw pomiedzy poréwnywanymi
genotypami. Przeprowadzone analizy umozliwity jednak identyfikacje 10 gendw, ktérych
ekspresja istotnie rézni transkryptom korzenia mutanta bezwlo$nikowego rhil.a i

odmiany ‘Karat’ (FC>3; p<0.05, FDR 5%), przy czym wszystkie zidentyfikowane geny
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ulegaty znacznie nizszej ekspresji w korzeniu mutanta bezwto$nikowego niz w korzeniu
odmiany wyjSciowej. Analizy sekwencji zidentyfikowanych genéw umozliwity okreslenie
ich prawdopodobnej funkcji. Wykazano, Ze zidentyfikowane geny kodujg biatka nalezace
do rodzin: peroksydaz, endotransglikozylaz ksyloglukanu, proteoglikanéw bogatych w
arabinogalaktany, ekstensyn i biatek bogatych w powtérzenia leucynowe. Dodatkowo
stwierdzono, ze dwa sposréd 10 genéw ulegajacych obnizonej ekspresji w korzeniach
bezwtosnikowego mutanta rhll.a w stosunku do odmiany ‘Karat’, to ortologi genéw SCN1
(SUPERCENTIPEDE 1) i COW1 (CAN OF WORMS 1) biorgcych udziat w morfogenezie

wto$nikéw u A. thaliana (odpowiednio Carol i wsp., 2005 oraz Béhme i wsp., 2004).

Wykorzystanie technologii mikomacierzy ekspresyjnych w systemie Afymetrix
umozliwito wiec identyfikacje nowych genéw, ktérych ekspresja jest znacznie obnizona
w korzeniach mutanta bezwto$nikowego w stosunku do odmiany ‘Karat’, wyksztatcajacej
normalne wtoéniki, jednak ich ekspresja nie rézni sie istotnie pomiedzy mutantem
charakteryzujacym sie zatrzymaniem rozwoju wto$nikdw w stadium inicjalnym (rhp1.b)
a jego odmiang wyjSciowa ‘Dema’ (Kwasniewski i wsp., Journal of Plant Physiology,
2010). Wyniki te wskazywaty na udziat zidentyfikowanych genéw specyficznie w inicjacji
rozwoju wto$nikéw jeczmienia a zarazem dostarczyty nowych, cennych informacji na
temat procesdw, ktére wydaja sie kluczowe dla poczatkowych etapéw rozwoju
wtosnikéw roslin jednoliSciennych. Prawdopodobny wudziat biatek z rodziny
endotransglikozylaz ksyloglukanu w powstawaniu wtos$nikéw opisywany byt juz
wcze$niej przez Vissenberga i wspotpracownikow w badaniach nad morfogeneza
wlo$nikéw u A. thaliana (2001). We wspomnianej pracy nie zidentyfikowano jednak
konkretnych genéw dla endotransglikozylaz ksyloglukanu, obserwowano jedynie
posrednio duza akumulacje biatek nalezacych do tej rodziny w miejscach inicjacji rozwoju
wto$nikow oraz w czesciach szczytowych rosngcych wtosnikow. Podobng kolokalizacje
stwierdzono réwniez podczas badania obecnoSci epitopéw proteoglikanéw bogatych w
arabinogalaktany w inicjujacych i rosngcych wto$nikach kukurydzy (Samaj i wsp., 1999).
Podobnie jednak jak w przypadku endotransglikozylaz ksyloglukanu, nie byly znane
konkretne geny kodujace biatka bogate w arabinogalaktany, ktére bratyby udziat w
powstawaniu wto$nikdw roslin jedno- czy dwulisciennych. W zwigzku z tym nasza praca
dostarczyta catkowicie nowych informacji na temat specyficznych genéw
zaangazowanych w proces inicjacji rozwoju wtosnikéw, a jednocze$nie wspierata

wcze$niejsze doniesienia i obserwacje bazujace na analizach proteomu wto$nikow.
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Udzial zaleznych od peroksydaz reaktywnych form tlenu w inicjacji rozwoju
wlosnikow

Szczeglblnie interesujaca grupe genéw wytypowanych w analizach
mikromacierzowych stanowity geny kodujace peroksydazy. Udziat proceséow
oksydacyjno-redukcyjnych oraz reaktywnych form tlenu (ROS) w réznicowaniu i
wzros$cie komdrek korzenia opisywany byt kilkukrotnie, jednak dotyczyt wytgcznie roli
oksydazy NADPH w tych procesach (Foreman i wsp., 2003, Dunand i wsp., 2007, Takeda
i wsp., 2008). Mimo to, brak byto jednak jakichkolwiek dowodéw na udziat biatek z
rodziny peroksydaz w procesie morfogenezy wilosnikow. Fakt ogromnie obniZonej
ekspresji gen6w dla peroksydaz obserwowanej w korzeniach bezwto$nikowego mutanta
rhll.a w odniesieniu do mutanta rhp1.b i roslin o fenotypie dzikim (réznica w ekspresji
pomiedzy mutantem bezwto$nikowym a odmiang ‘Karat’ ponad 100 000 razy), sktonit
mnie do podjecia badan majgcych na celu zbadanie roli peroksydaz w procesie inicjacji

rozwoju wto$nikoéw jeczmienia.

Celem pierwszego etapu badan bylo sprawdzenie, czy strefa zréznicowanych
komorek korzenia bezwto$snikowego mutanta rhll.a, u ktérego odnotowano ogromnag
redukcje ekspresji genow dla peroksydaz, rézni od strefy wio$nikowej odmiany ‘Karat’ i
mutanta rhp1.b w poziomie wytwarzania reaktywnych form tlenu. W badaniach in vivo z
wykorzystaniem fluorescencyjnego indykatora obecnosci wysoce reaktywnego rodnika
hydroksylowego (*OH) wykazano, ze poziom produkcji *OH w korzeniu bezwtos$nikowego
mutanta jest minimalny i jest kilkukrotnie nizszy niz w korzeniu mutanta rhpl.b i
odmiany wyjSciowej ‘Karat’. Co istotne, traktowanie korzeni mutanta rhp1.b i odmiany
wyjsciowej ‘Karat’ inhibitorem peroksydaz powodowato efekt identyczny jak w
przypadku fenotypu bezwlo$nikowego: produkcja °*OH ulegala zahamowaniu
(KwasniewskKi i wsp., Journal of Plant Physiology, 2013). W zwigzku z tym uzyskane
wyniki wskazywaty na udziat peroksydaz w produkcji reaktywnych form tlenu, gtéwnie

reaktywnego rodnika hydroksylowego, w inicjacji rozwoju wio$nikéw u jeczmienia.

Na podstawie wuzyskanych wynikéw oraz kluczowych prac opisujacych
metabolizm reaktywnych form tlenu w komoérkach roslinnych (Liszkay i wsp., 2004;
Passardi i wsp., 2004), wysunatem hipoteze, ktéra zaktadata zalezng od peroksydaz
produkcje rodnika hydroksylowego, z wykorzystaniem jako zwigzku posredniego

anionorodnika ponadtlenkowego (02°-). Rola anionorodnika ponadtlenkowego w
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rozwoju wiosnikéw byta opisywana wcze$niej u Arabidopsis, gdzie wykazano, Ze
zlokalizowana ekspresja wtosnikowo-specyficznej oksydazy NADPH kodowanej przez
gen RhdZ2 prowadzi do produkcji O2°~ w komoérkach wtosnikowych i jest wymagana do
prawidtowego wzrostu wtosnikéw (Foreman et al, 2003, Jones et al, 2007). Aby
stwierdzi¢, czy brak wytwarzania rodnika hydroksylowego w korzeniu bezwtosnikowego
mutanta rhl1.a nie wynika z zaburzen w produkcji Oz*-, przeprowadzono analizy in vivo z
wykorzystaniem indykatora obecnos$ci anionorodnika ponadtlenkowego. Badania
wykazaty, ze 02~ produkowany jest na jednakowym poziomie w komodrkach
wto$nikowych odmiany wyjsciowej ‘Karat’, mutanta rhp1l.b ale réwniez w wybranych
komérkach epidermy mutanta bezwlo$nikowego. W zwigzku z tym uzyskane wyniki
potwierdzaty prawdopodobng role peroksydaz w produkcji reaktywnych form tlenu
niezbednych do zainicjowania rozwoju wto$nikéw u jeczmienia. Co istotne, dodatkowe
analizy wptywu inhibitora peroksydaz na wzrost wto$nikéw wykazaty, ze traktowanie
korzenia odmiany ‘Karat’ inhibitorem peroksydaz powoduje powstanie fenotypu

bezwtos$nikowego, podobnego jak w przypadku mutanta rhll.a.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz na podstawie danych literaturowych
opisujacych funkcje oksydazy NADPH w rozwoju wto$nikéw, zaproponowatem
oryginalny schemat ilustrujgcy role reaktywnych form tlenu w inicjacji i rozwoju
wtosnikow (Ryc. 1; Kwasniewski i wsp., Journal of Plant Physiology, 2013). Wydaje
sie uzasadnione stwierdzenie, ze w pierwszym etapie inicjacji rozwoju wto$nikow
kluczowa role odgrywajg zalezne od peroksydaz reaktywne formy tlenu, gtéwnie wysoce
reaktywny rodnik hydroksylowy, ktéry moze uczestniczy¢ we wstepnym rozluznianiu
Sciany komdrkowej trichoblastu w miejscu powstawania przysziego primordium
wtosnika (Ryc. 1.1). Zaburzenie funkcjonowania peroksydaz (u mutanta
bezwtosnikowego rhll.a poprzez bardzo obniZzong ekspresje gendéw dla peroksydaz)
prowadzi do braku produkcji rodnika hydroksylowego, uniemozliwiajac zainicjowanie
rozwoju wto$nikéw. W drugim etapie rozwoju witosnikéw, juz po zainicjowaniu
primordium, kluczowa role odgrywa produkowany przez oksydaze NADPH/RhdZ2
anionorodnik ponadtlenkowy, ktéry uczestniczy w ustalaniu gradientu Ca2+* niezbednego

do prawidtowego wzrostu szczytowego wiosnika (Ryc. 1.2).
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Ryc. 1. Schemat ilustrujacy skoordynowang produkcje reaktywnych form tlenu (Reactive Oxygen Species,
ROS) podczas rozwoju wtosnika. (i-iii) odpowiednio peroksydacyjny, oksydacyjny i hydroksylacyjny cykl
wtlo$nikowo-specyficznej peroksydazy (RH-PRX), (iv) oksydacyjny cykl wlo$nikowo-specyficznej oksydazy
NADPH (RH-NOX). (1) Pierwszy etap inicjacji rozwoju wtosnikow wymaga produkcji zaleznych od
peroksydazy rodnikéw hydroksylowych (*OH) zaangazowanych w rozluznianie Sciany komoérkowej i
inicjacje rozwoju primordium wto$nika; (2) drugi etap rozwoju wtos$nikéw wymaga zaleznej od RH-NOX
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego (02°-) koniecznego do wzrostu wierzchotkowego wtosnika. A -
prawidtowa, skoordynowana produkcja ROS w 1 i 2 etapie rozwoju wto$nika umozliwia jego prawidtowy
wzrost; B - zaburzenie produkcji 02~ na skutek mutacji RH-NOX powoduje zatrzymanie rozwoju wtosnika
na etapie primordium (jak u mutanta rhd2 A. thaliana); C - brak produkcji *OH na skutek drastycznego
obnizenia ekspresji RH-PRX uniemozliwia inicjacje rozwoju wtosnika (jak u mutanta rhll.a jeczmienia).
Schemat opracowano na podstawie Liszkay i wsp. (2004) oraz Passardi i wsp. (2004).

Przeprowadzone badania dostarczyty wiec zupetnie nowych informacji na temat
pierwszych etapéw rozwoju witosnikéw, i dowiodty roli peroksydaz w tym procesie.
Zidentyfikowane geny dla peroksydaz, oznaczone jako HvPRXZ i HvPRX45 sklonowano a
ich sekwencje nukleotydowe i kodowane sekwencje biatkowe zdeponowano w bazie
danych GenBank. Ponadto, przeprowadzono szczegdétowa analize ekspresji
zidentyfikowanych genéw we fragmentach korzenia obejmujacych oddzielnie czes¢

merystematyczng korzenia, strefe elongacyjng, strefe réznicowania komoérek oraz strefe
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ze zroznicowanymi  komoérkami  wio$nikowymi. Wykazano, Ze ekspresja
zidentyfikowanych genéw koreluje z rozwojem wto$nikow - ekspresja genéw HvPRXZ i
HvPRX45 jest minimalna w strefie merystematycznej i elongacyjnej, natomiast wzrasta
drastycznie w strefie r6znicowania komorek i w strefie wtosnikowej. Ponadto dla genu
HvPRX45 przeprowadzono analizy in situ RNA hybrydyzacji i wykazano, Ze ekspresja tego
genu ograniczona jest wytacznie do komoérek wtosnikowych w korzeniu jeczmienia.
Przeprowadzone dodatkowo analizy promotoréw gendéw HvPRXZ2 i HYPRX45 wykazaty
istnienie konserwowanych ewolucyjnie elementéw cis-regulatorowych, opisanych jako
elementy decydujace o wtosnikowo-specyficznej ekspresji genow (RHE; KwasniewskKi i

wsp., Journal of Plant Physiology, 2013).

Rola wlos$nikéw w adaptacji roslin do stresu niedoboru wody

Omawiane dotychczas prace dotyczyly identyfikacji nowych genow i
charakterystyki proceséw zwigzanych z réznicowaniem i rozwojem wtosnikéw. W
pracach tych kluczowa role odgrywaty analizy poréwnawcze transkryptoméw mutantow
wto$nikowych i ich odmian wyj$ciowych, w szczegblno$ci analizy prowadzone w uktadzie
bezwlos$nikowego mutanta rhll.a i odmiany wyjsciowej ‘Karat’. Wykorzystujac zdobyte
dosSwiadczenia zwigzane =z globalnym profilowaniem transkryptomu ro$lin,
postanowiliSmy przeprowadzi¢ kompleksowe badania dotyczace funkcji wto$nikow
korzeniowych. W badaniach realizowanych w ramach projektu 7 Programu Ramowego
UE ,EURoot - Enhancing resource Uptake from Roots under stress in cereal crops”,
kierowanego w Katedrze Genetyki US przez prof. dr hab. Iwone Szarejko, postanowilismy
sprawdzi¢, jak stres niedoboru wody wptywa na kondycje roslin i zmiany w
transkryptomie korzenia i lisScia bezwlo$snikowego mutanta rhll.a i odmiany ‘Karat’
wyksztatcajgcej prawidtowe wiosniki. W zwigzku z tym, podstawowym celem badan byta
identyfikacja mechanizmoéw, ktére opisywatyby role wtosnikow podczas stresu suszy, a
tym samym okre$lenie czy i jak obecno$¢ wlosnikéw wptywa na adaptacje do stresu

niedoboru wody u roslin.

Rosliny bezwlosnikowego mutanta rhll.a i odmiany ‘Karat’ poddawano stresowi
suszy w stadium kilkunastodniowej siewki. W eksperymencie wyrézniono dwa etapy
stresu niedoboru wody: stres wczesny, tagodny, trwajacy 4 dni od momentu zaprzestania

podlewania roslin do osiaggniecia 3% objetosciowej wilgotnosci gleby, oraz stres p6zny,
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intensywny, trwajacy 10 dni od momentu osiggniecia 3% wilgotnosci gleby, prowadzony
w warunkach 1,5% objetoSciowej wilgotnosci gleby. Podczas obu etapéw eksperymentu
rosliny poddawano analizom fizjologicznym, obejmujacym okreslenie wydajnosci
procesu fotosyntezy i wzglednej zawartoSci wody, oraz analizom molekularnym,
obejmujacym globalne profilowanie transkryptomu korzenia i liScia z wykorzystaniem
macierzy ekspresyjnych w systemie Agilent (Barley Agilent Array; Kwasniewski i wsp.,

Journal of Experimental Botany, 2016).

Przeprowadzone analizy wykazaly, Ze podczas wczesnego etapu traktowania
stresem suszy wiecej gendw wykazywato zréznicowang ekspresje w korzeniach odmiany
wyjsciowej ‘Karat’ niz u mutanta bezwtosnikowego rhl1.a. Wéréd nich, 106 genéw ulegato
podwyzszonej ekspresji tylko u odmiany ‘Karat’ (P<0.05; FDR 5%; FC=3). Analiza
ontologii tej grupy genéw wykazata, Ze geny te biorg udzial w szeSciu istotnie
nadreprezentowanych procesach biologicznych, w tym w procesie biosyntezy kwasu
abscysynowego (ABA), biosyntezy celulozy, syntezy pierwotnej i wtoérnej Sciany
komérkowej, procesach pogrubiania $cian komoérkowych oraz odpowiedzi na bodZce
Swietlne. Istotne podwyZszenie ekspresji dwdch gendéw kodujacych kluczowe enzymy na
Sciezce biosyntezy ABA we wczesnych etapach stresu suszy wytgcznie w korzeniach
odmiany ‘Karat’ wskazuje, Ze rosliny wyksztatcajace normalne wtosniki odpowiadajg na
niedobdr wody wczesniej niz rosliny mutanta bezwto$nikowego poprzez szybsza lub
silniejsza aktywacje szlakow biosyntezy ABA. W konsekwencji mozna przyjacé, ze rosliny
o prawidtowo wyksztatconych, funkcjonalnych witosnikach sprawniej uruchamiaja
procesy adaptacji do warunkéw stresu niedoboru wody we wczesnych etapach stresu na
drodze zaleznej od kwasu abscysynowego. Procesy biologiczne, zwigzane z synteza
celulozy oraz komponentéw Sciany komoérkowej byly reprezentowane przez siedem
genow, ktore ulegaty podwyzszonej ekspresji w pierwszym etapie stresu suszy wytacznie
u odmiany ‘Karat’. Geny te byly ortologami gendéw Arabidopsis thaliana, nalezacych do
jednej Sciezki regulatorowej (Taylor-Teeples i inni, 2015). Ich zorganizowana aktywacja
we wczesnym etapie suszy moze wplywac na lepsza adaptacje do stresu suszy u roslin o
normalnych wilosnikach w poréwnaniu do mutanta bezwlo$nikowego, u ktoérego nie
obserwuje sie podwyzszenia ekspresji tych gendw w korzeniach. Ponadto, we wczesnym
etapie stresu suszy, wylacznie w korzeniach odmiany ‘Karat’, zaobserwowano
podwyzszong ekspresje ortologa genu FLOWERING LOCUS T (FT), odpowiedzialnego m.in.

za kontrole ruchéw aparatéw szparkowych w odpowiedzi na fotoperiod (Ando i inni,
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2013). Badania ostatnich lat sugerujg, ze istnieje zwigzek miedzy $ciezkami odpowiedzi
na susze a odpowiedzig na fotoperiod, dlatego tez ekspresja genu ortologicznego do locus
FT u odmiany ‘Karat’ moze by¢ jednym z elementéw odpowiedzi na stres, poprzez
aktywacje $ciezki ucieczki przed susza. Brak aktywacji takiej Sciezki u mutanta
bezwto$nikowego moze $wiadczy¢ o tym, Ze brak wtosnikow uniemozliwia wiasciwa
detekcje stresu suszy lub tez odpowiedZ na ten stres u mutanta jest znacznie mniej

wydajna.

Przedstawione wyniki sugerujg, Ze u mutanta bezwto$nikowego mechanizmy
chronigce przed stresem suszy sg aktywowane w mniejszym stopniu niZ u odmiany
wyjsciowej wyksztatcajacej funkcjonalne wiosniki. Taka hipoteza jest dodatkowo poparta
danymi o zrdéznicowanej ekspresji gendw, ktére podczas wczesnej suszy ulegaty
podwyzszonej ekspresji wytacznie w liSciach bezwlo$nikowego mutanta. Analiza
ontologii tych gendéw wykazata, Ze istotnemu podwyzszeniu ekspresji ulegaja geny
kodujace czynniki odpowiedzi na bodZce abiotyczne, w tym nadtlenek wodoru, ciepto i
intensywne $wiatto, jak rowniez geny zaangazZowane w regulacje ekspresji, obrébke
rRNA, biogeneze rybosoméw czy stabilizacje biatek. Geny nalezace do wspomnianych
kategorii reprezentujg czynniki zwigzane z odpowiedzig na dtugotrwaty stres suszy,
zatem wydaje sie ze rosliny bezwlo$nikowego mutanta doswiadczajq wiekszego stresu

niz ros$liny odmiany ‘Karat’ wyksztatcajacej prawidtowe wtosniki.

Intensywna, 10-dniowa susza spowodowata znacznie wiecej zmian w
transkryptomach korzeni i liSci mutanta bezwto$nikowego niz u odmiany wyj$ciowej
‘Karat’. Stwierdzono, Ze w korzeniach mutanta najwieksza grupa genéw ulegajaca
podwyzszonej ekspresji na skutek stresu stanowig geny odpowiedzi na bodZce
abiotyczne i zwigzane z regulacjg procesu transkrypcji w odpowiedzi na te bodZce. Z kolei
obnizonej ekspresji w korzeniach mutanta ulegaly geny zaangazZowane z procesy
biosyntezy réznorodnych makromolekut. W przypadku lisci bezwto$snikowego mutanta,
dtugotrwata susza doprowadzita do specyficznego obnizenia ekspresji ponad 1500
genow odpowiadajacych za procesy cytokinezy, transportu komérkowego zwigzanego z
mikrotubulami, odpowiedzi na stres czy regulacje epigenetyczne. Wsréd gendéw, ktore
ulegaly podwyzszonej ekspresji wylacznie u mutanta bezwtosnikowego znalazty sie z
kolei czynniki zaangazowane w komorkowe procesy kataboliczne, regulacje translacji,

kontrole stabilnos$ci biatek, transport cytoplazmatyczny, odpowiedZ na zwigzki
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nieorganiczne oraz organizacje mitochondriow. Podwyzszona ekspresja tych genow
moze wigzac sie z wyzszym poziomem uszkodzen komdrkowych w lisciach mutanta
bezwlos$nikowego niz u jego formy wyjsciowej. Taki wniosek koreluje z obserwacjami
funkcjonowania fotosystemu II u mutanta i odmiany ‘Karat’ na skutek dtugotrwatego
niedoboru wody. Stwierdzono mianowicie, ze silna i dtugotrwata susza prowadzi u
mutanta do znacznie wiekszego uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego niZ ma to

miejsce u odmiany ‘Karat'.

W toku przeprowadzonych badan stwierdzono wiec, ze w trakcie pierwszych dni
stresu, gdy nastepuje stopniowy spadek wilgotnosSci gleby, w korzeniach odmiany
wyksztatcajgcej normalne wtosniki dochodzi do specyficznej aktywacji gendéw
zwigzanych z sygnalizacja stresu suszy oraz genoéw aktywujacych mechanizmy obrony
przed tym stresem, podczas gdy u mutanta bezwto$nikowego mechanizmy te nie s3
wilaczane. Biorgc pod uwage, Ze u mutanta bezwtosnikowego nie dochodzi do ekspresji
szeregu genow koniecznych do wyksztatcenia wto$nikéw, a dane literaturowe sugeruja,
ze cze$¢ z nich moze by¢ jednocze$nie wykorzystywana jako czynniki przekazujace sygnat
o wystepowaniu niedoboru wody, mozna postawi¢ hipoteze, ze wto$niki moga petmic role
swoistych sensoréw stanu $rodowiska, a w zwigzku z tym moga wptywac na adaptacje do
zmiennych i niekorzystnych warunkéw Srodowiska (Kwasniewski i wsp., Journal of

Experimental Botany, 2016).

Baza danych dotyczaca genomiki wlo$nikow - iRootHair

W trakcie realizacji opisanych powyzej prac, w ktérych prowadzono globalne
analizy transkryptomu w celu identyfikacji nowych genéw zwigzanych z ré6znicowaniem
i rozwojem wtosnikow jeczmienia, oraz charakteryzowano zalezne od wto$nikow
mechanizmy adaptacji do zmiennych warunkéw $rodowiskowych, kazdorazowo
przeszukiwano dostepne dane literaturowe i sekwencyjne, czy zidentyfikowane geny
byty dotychczas opisywane jako petnigce role w powstawaniu i funkcji wto$nikow.
Podobne analizy prowadzone s3 przez wiekszos$¢ grup badawczych zajmujgcych sie
badaniem molekularnych podstaw réznicowania i rozwoju wto$nikéw i za kazdym razem
wymagaja skrupulatnego sprawdzenia istniejgcej literatury i przeszukania baz
sekwencyjnych. W zwigzku z tym, w celu usprawnienia tego typu badan opracowatem

pierwsza, szczegbétowa baze danych dotyczaca genomiki wtosnikow - iRootHair
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(Kwasniewski i wsp., Plant Physiology, 2013; www.iroothair.org). Aktualnie baza
iRootHair zawiera informacje o 166 genach uczestniczacych w procesach réznicowania
komérek wtosnikowych i regulujacych wzrost wtosnikéw. Informacje dotyczace genéw
w bazie iRootHair zawierajg dane o nazwie genu, identyfikatorach, funkcji kodowanego
biatka, roli genu w réznicowaniu i rozwoju komoérek wtosnikowych, fenotypie mutanta z
bezposrednim odno$nikiem do bazy The Arabidopsis Information Resource (TAIR),
poprzez ktérg mozna zaméwi¢ nasiona mutantéw Arabidopsis, oraz o profilu ekspresji
genu. Ponadto, kazda karta genu zawiera odnos$nik do sekwencji genomowej genu,
sekwencji mRNA/cDNA, sekwencji biatkowej, sekwencji promotorowej na odcinku 1000
pz powyzej miejsca startu transkrypcji oraz do kart genéw ortologicznych
zidentyfikowanych u innych gatunkéw roslin. Dodatkowo, karta genu zawiera odno$niki
do bazy eFP Browser oraz Root Hair Expression Database, umozliwiajacej analize profilu
ekspresji genu przeprowadzang na podstawie metaanaliz danych pochodzacych z
mikromacierzy ekspresyjnych Affymetrix. W koncowej cze$ci karty genu zawarto
referencje literaturowe publikacji opisujacych funkcje genu z odno$nikami do artykutéow
w bazie NCBI. W celu usprawnienia korzystania z bazy iRootHair i wyszukiwania
informacji o genach i ich funkcjach, wszystkie geny przyporzadkowano do regulowanych
przez nie 3 podstawowych proceséw rozwojowych oraz do 6 kategorii fenotypowych
mutantow witosnikowych. Takie przyporzadkowanie znacznie utatwia analize genéw
charakterystycznych dla poszczegdlnych etapéw rozwoju wtosnikow w badaniach
reverse genetics a takze pozwala zawezi¢ grupe gendw w zalezno$ci od obserwowanego
fenotypu w analizach mutantéw metodami forward genetics. Co wiecej, w celu
usprawnienia przeszukiwania sekwencji genoéw wto$nikowych, ich promotoréw oraz
kodowanych przez nie biatek, baza iRootHair zostata wyposazona w narzedzie BLAST do
wyszukiwania sekwencji podobnych do sekwencji uzytkownika. Ponadto, wykorzystanie
programu BLAST oraz zgromadzonych sekwencji genéw ortologicznych do gendéw
opisanych jako bioracych udziat w réznicowaniu i rozwoju wtosnikow umozliwia
przeprowadzanie wstepnych analiz konserwacji ewolucyjnej biatek i/lub promotoréw
genow w uktadach ortologicznych. W sytuacji kiedy jednak uzytkownik preferuje
przeprowadzanie takich analiz z wykorzystaniem zewnetrznych narzedzi, iRootHair
oferuje funkcje eksportu wszystkich zawartych w bazie sekwencji z podziatem na
sekwencje genomowe gen6w, mRNA/cDNA, sekwencje biatkowe i promotorowe genéw

wto$nikowych i ich ortologéw. Na koniec nalezy wspomnie¢ réwniez o tekstowym
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narzedziu przeszukiwania bazy iRootHair oraz o panelu formularza, poprzez ktéry
mozliwe jest dodawanie lub weryfikacja informacji o genach wtosnikowych przez
zweryfikowanych uzytkownikéw. Przydatno$¢ bazy iRootHair oraz skutecznos$¢
zastosowanych rozwigzan zostata potwierdzona w analizach przeprowadzonych na
danych uzyskanych we wspomnianych analizach transkryptomu wykorzystujacych
platforme mikromacierzowa Affymetrix oraz we wszystkich po6Zniejszych pracach
realizowanych w naszej grupie. Publikacja opisujagca baze iRootHair zostata
opublikowana w czasopi$mie Plant Physiology w dziale Breakthrough Technologies
(KwasniewskKi i wsp., Plant Physiology, 2013). O popularnos$ci bazy iRootHair, poza
wskaznikami cytowan S$wiadczy rdéwniez ilo$¢ odwiedzin serwisu - od czasu

udostepnienia odnotowano ponad 11450 wej$¢ na adres bazy iRootHair.

Najwazniejsze rezultaty i wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan

wchodzacych w sklad osiagniecia:

1. Analizy r6znicowe transkryptomoéw mutantéw witosnikowych jeczmienia i ich
odmian wyjsciowych umozliwity identyfikacje 8 nowych genéw uczestniczacych
w inicjacji rozwoju wlosnikéw jeczmienia. Zidentyfikowane geny koduja biatka
nalezace do peroksydaz, endotransglikozylaz ksyloglukanu, proteoglikanow
bogatych w arabinogalaktany, ekstensyn i biatek bogatych w powtérzenia
leucynowe. Rola tych gen6w w rozwoju wtosnikéw nie byta wczes$niej opisywana
u zadnego gatunku.

2. Sposréd zidentyfikowanych genow sklonowano i szczegotowo
scharakteryzowano dwa wtos$nikowo-specyficzne geny kodujace biatka nalezace
do peroksydaz i opisano ich role w inicjacji rozwoju wto$nikéw jeczmienia.

3. Wykazano role zaleznych od wto$nikowo-specyficznych peroksydaz reaktywnych
form tlenu w inicjacji rozwoju wto$nikdw jeczmienia. Zaproponowano przy tym
schemat dwuetapowego udziatu zaleznych od wto$nikowo-specyficznych
peroksydaz i zaleznych od wtos$nikowo-specyficznej oksydazy NADPH
reaktywnych form tlenu w inicjacji i wzroscie wierzchotkowym wto$nikow u
ros$lin.

4. Wykazano role wtosnikéw w adaptacji jeczmienia do stresu niedoboru wody

poprzez wczes$niejszg i/lub skuteczniejsza aktywacje mechanizméw odpowiedzi
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na stres suszy. Opisano potencjalng role witosnikéw jako sensoréw stanu
$rodowiska, zaangazowanych bezposrednio w mechanizmy percepcji i
przekazywania sygnatu o stanie $srodowiska.
5. Stworzono pierwsza, szczegétowa baze danych dotyczaca genomiki wtosnikow,
iRootHair, ktéra dzieki zaimplementowanym narzedziom utatwia prowadzenie
badan dotyczacych charakterystyki mechanizméw réznicowania, wzrostu i funkcji

wloénikow.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo badawczych

Poczatek mojej pracy naukowej zwigzany byt z realizacja badan do pracy
magisterskiej "Analiza genetyczna protoonkogenu RET w zespole mnogiej
gruczolakowato$ci wewnatrzwydzielniczej typu 2B i w sporadycznym raku rdzeniastym
tarczycy", ktéorag wykonywatem w latach 1997-2000 w Zaktadzie Medycyny Nuklearnej i
Endokrynologii Onkologicznej, Centrum Onkologii - Instytucie im. Marii Sktodowskiej-
Curie w Gliwicach pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Jarzab. Wyniki uzyskane podczas
realizacji mojej pracy magisterskiej zostaly opublikowane w postaci dwdéch artykutow
(Wiench i wsp., Endokrynologia Polska, 2010; Wiench i wsp. Wiadomosci
Lekarskie, 2011), w ktérych oméwiono skuteczno$¢ opartych o sekwencjonowanie
fragmentéw sekwencji genomowej protoonkogenu RET testéw diagnostycznych,
umozliwiajacych diagnozowanie dziedzicznych i somatycznych przypadkéw raka
rdzeniastego tarczycy. Wyniki przeprowadzonych badan byty istotne ze wzgledu na zte
rokowania oséb ze sporadyczng postacig raka rdzeniastego tarczycy i z zespotem mnogiej
gruczolakowato$ci wewnatrzwydzielniczej typu 2B, w ktérym rak rdzeniasty tarczycy
jest jednym z symptoméw. Zastosowane metody zostaty wdrozone w Zaktadzie
Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej jako rutynowe testy genetyczne
raka rdzeniastego tarczycy. W roku 1999, jeszcze jako student 4. roku studiow
magisterskich miatem mozliwo$¢ wygtoszenia referatu z wynikéw pracy magisterskiej

podczas XXXV Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Olsztynie.

19



dr Mirostaw Kwas$niewski

Zalacznik nr 2 — Autoreferat

Wykorzystanie technik biologii molekularnej w genomice ros$lin

Bedac na 5. roku studiéw podjatem prace w wymiarze %2 etatu w charakterze
pracownika inzynieryjno-technicznego w Katedrze Genetyki Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod kierunkiem prof. dr hab. Iwony
Szarejko, gdzie bytem zaangazowany w prace nad wykorzystaniem markeréw SSR do
analizy czestotliwosci rekombinacji w meskiej i Zenskiej gametogenezie wykorzystujac
podwojone haploidy pszenicy, uzyskane na drodze krzyzowania oddalonego z kukurydza
i poprzez kultury pylnikowe (Guzy-Wrobelska i wsp., Euphytica, 2007).
Przeprowadzone badania dostarczyty interesujacych wnioskéw na temat czestotliwosci
rekombinacji zachodzacych podczas tworzenia gamet. Wykazano istotnie wyzsza
czestotliwos¢ rekombinacji w mejozie gamet meskich niz Zenskich, co moze mie¢ istotne
znaczenie w doborze metodyki otrzymywania podwojonych haploidéw w hodowli roslin.
Jednoczesnie, wykorzystujac doswiadczenia zdobyte podczas realizacji pracy
magisterskiej w Instytucie Onkologii w Gliwicach, wraz ze wspoétpracownikami z Katedry
Genetyki US rozpoczatem wdrazanie do badan Katedry Genetyki nowych metod biologii
molekularnej a takze bratem aktywny udzial w pracach inwestycyjnych zwigzanych z
tworzeniem i modernizacja laboratoriéw biologii molekularnej WBiOS, realizowanych w
ramach grantu inwestycyjnego KBN na rozbudowe i modernizacje laboratoriéw WBi0S

pe

US.

W roku 2000, po uzyskaniu tytulu magistra biologii, rozpoczatem studia
doktoranckie na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach. Réwnoczes$nie zostatem zatrudniony w Katedrze Genetyki w wymiarze %
etatu asystenta. W trakcie studiéw doktoranckich prowadzitem badania pod opieka prof.
dr hab. Iwony Szarejko zwigzane z identyfikacja gendéw zaangazowanych w proces
inicjacji rozwoju wtosnikéw jeczmienia. Realizacja badan zwigzanych z pracg doktorska
wymagata ode mnie opanowania wielu zaawansowanych technik biologii molekularnej,
obejmujacych metody globalnego rdéznicowania transkryptomoéw takie jak cDNA
Representational Difference Analysis i Differential Display, techniki klonowania gen6w
takie jak Genome Walking czy RACE, metody analizy promotoréw, obejmujace izolacje
biatek jadrowych i Electroforetic Mobility Shift Assay (EMSA), przygotowywanie
konstruktéw genowych czy wreszcie opanowania i wdroZenia metod bioinformatycznych

i statystycznych. Niewatpliwie czas studiow doktoranckich, zwigzany z realizacjg badan
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do pracy doktorskiej, oraz wdrazanie do badan Katedry Genetyki US zaawansowanych
technik biologii molekularnej wptynat na dalsze etapy mojej kariery naukowej. Ponadto,
postep w dziedzinie genomiki, jaki miat miejsce w tamtym okresie, uksztattowat moje
zainteresowania naukowe a zdobyta wiedza i do$wiadczenie otworzyly pole do

wspotpracy naukowej w wielu dziedzinach.

W zwigzku z szerokimi zainteresowaniami naukowymi i duzym do$wiadczeniem
dotyczacym metod biologii molekularnej i analizy danych, od poczatku pracy w Katedrze
Genetyki US wspélpracuje z innymi pracownikami i doktorantami Wydziatu Biologii i
Ochrony Srodowiska oraz z absolwentami Wydziatu. Ta aktywno$¢ przektada sie na
realizacje wspélnych projektéw naukowych, w ktérych wykorzystujac swoje
doswiadczenie petie czesto role konsultanta merytorycznego i wykonawcy, gtéwnie w
zakresie technik biologii molekularnej i genomiki oraz bioinformatyki i statystyki.
Efektem takich prac jest szereg publikacji dotyczacych genomiki roslin oraz genomiki

mikroorganizmow.

Wspétpraca naukowa z dr Damianem Gruszka, ktérego bytem bezposrednim
opiekunem naukowym podczas jego badan dotyczacych pracy magisterskiej, przyczynita
sie do scharakteryzowania jeczmiennego genu HvBRI, homologa genu Arabidopsis
thaliana BR-insensitivel, kodujacego receptor brasinosteroidowy. W pracy tej wykazano,
ze potkartowy fenotyp mutanta 093AR, otrzymanego na drodze mutagenezy chemicznej
w Katedrze Genetyki US, wynika z mutacji genu HvBRI. Moja rola w prowadzonych
badaniach dotyczyta pomocy w klonowaniu i sekwencjonowaniu genu HvBRI oraz w
przeprowadzonych nastepnie analizach bioinformatycznych sekwencji genu i biatka

(Gruszka i wsp., Barley Genetics Newsletter, 2004).

Podobny zakres wspétpracy dotyczyt mojego udziatu w badaniach nad izolacja,
charakterystyka i lokalizacja w genomie Chenopodium quinoa sekwencji powtarzalnych,
wyizolowanych z genomu z wykorzystaniem enzymu restrykcyjnego Taq I (Kolano i
wsp., Journal of Applied Genetics, 2008). Przeprowadzone badania wykazaty, ze mimo
iz zidentyfikowana sekwencja wystepuje w genomie Chenopodium quinoa w wielu
kopiach i jest rozproszona w obrebie chromosomoéw, nie jest homologiczna do znanych
ruchomych sekwencji genomowych, co wskazuje na identyfikacje nowej sekwencji

powtarzalnej niewiadomego pochodzenia.
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Wspétpraca naukowa w zakresie genomiki roslin, w ktérej moja rola podobnie jak
w opisanej powyzej pracy dotyczyta gtbwnie pomocy w analizie sekwencji genéw i biatek,
zwigzana byta réwniez z badaniami komplementarnymi do badan, ktore stanowia tres¢
mojego podstawowego osiggniecia naukowego. W pracy Janiak i wspdtpracownikéw
(2012), realizowanej w ramach grantu MNiSW COST ,Genomika funkcjonalna i
proteomika korzeni Hordeum vulgare - poszukiwanie gendw i biatek zwigzanych z
réznicowaniem i wzrostem komodrek wtosnikowych”, przeprowadzono analizy
poréwnawcze proteomu korzenia mutantow wto$nikowych jeczmienia rhll.a i rhp1.b i
ich odmian wyjSciowych. Przeprowadzone badania umozliwity identyfikacje 13 biatek
réznigcych proteom korzenia mutantow witosnikowych i roslin wyksztatcajacych
prawidlowe wtosniki, przy czym wykazano brak jednoznacznej korelacji pomiedzy
poziomem ekspresji zidentyfikowanych biatek a poziomem ekspresji kodujacych je

genow (Janiak i wsp., Journal of Applied Genetics, 2012).

Moja wspéipraca w dziedzinie genomiki roslin obejmowata réwniez
przeprowadzenie analiz statystycznych w badaniach wrazliwos$ci genomu roslin na
dziatanie czynnikow mutagennych. W pracy Kwasniewskiej i wspétpracownikéw (2012)
dowiedziono, ze obszary rDNA Crepis capillaris podlegaja silnej fragmentacji w wyniku
dziatania hydrazydu kwasu maleinowego (MH), przy czym szczeg6towe analizy wykazaty
zréznicowang wrazliwo$¢ sekwencji rDNA w odpowiedzi na traktowanie tym
mutagenem. Stwierdzono wyzszg wrazliwo$¢ 5S rDNA niz 25S rDNA, przy czym r6znice
we wrazliwosci tych sekwencji na dziatanie mutagenu moga wynikac z ich lokalizacji w
obrebie regiondw chromatyny o roéznej strukturze, tj. regionéw hetero- i
euchromatynowych (Kwasniewska i wsp., Environmental and Molecular
Mutagenesis, 2012). Uzyskane wyniki sktonity do podjecia dodatkowych badan, ktérych
celem byto sprawdzenie, czy wyzsza wrazliwo$¢ gen6w 5S rRNA w poréwnaniu do genéow
25S rRNA wykazana u C. capillaris jest gatunkowo specyficzna, czy raczej wynika z liczby
loci tych genéw u tego gatunku. Ponadto sprawdzano, czy obserwowany wczes$niej efekt
jest podobny w przypadku réznych mutagenéw: hydrazydu kwasu maleinowego (MH),
nitrozo-metylomocznika (MNU) oraz promieniowania gamma. Analizy przeprowadzone
u jeczmienia wykazaty, ze wyzsza wrazliwo$¢ sekwencji 5S rDNA niz 25S rDNA na
dziatanie mutagen6w nie jest gatunkowo specyficzna ani nie zalezy od rodzaju mutagenu.
Wykazano jednak réznice we wrazliwosci 25S rDNA na rodzaj zastosowanego mutagenu

- 255 rDNA bylo bardziej wrazliwe na dzialanie mutagenéw chemicznych, niz

22



dr Mirostaw Kwas$niewski

Zalacznik nr 2 — Autoreferat

promieniowania gamma (Kwasniewska i Kwasniewski, Journal of Applied Genetics,

2013).

Wykorzystanie technik biologii molekularnej w genomice mikroorganizmoéow

Moja pomoc w zakresie metodyki badan i zaangazowanie w projekty z zakresu
genomiki organizmoéw nie ograniczata sie jedynie do genomiki roslin. Od wielu lat
prowadze wspdtprace z grupa badawcza z Katedry i Zaktadu Ogdlnej Biologii Lekarskiej
Slaskiego  Uniwersytetu =~ Medycznego. W  badaniach  Mateckiej-Mikosz i
wspotpracownikéw (2004) prowadzitem analizy bioinformatyczne i opracowatem
metodyke analiz laboratoryjnych dotyczacych identyfikacji i analizy polimorfizmu genu
metycylinoopornosci (mecA) bakterii z rodzaju Staphylococcus (gronkowiec).
Przeprowadzone analizy wykazaty silng konserwacje genu mecA i brak zmiennos$ci w
obrebie sekwencji genu amplifikowanego z analizowanych szczepéw, a takze
potwierdzity skutecznos¢ diagnostyki metycylinoopornych gronkowcéw
koagulazoujemnych poprzez szybka amplifikacje fragmentu genu mecA (Malecka-

Mikosz i wsp., Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia, 2004).

Podobny zakres mojej wspétpracy z grupa badawcza z Katedry i Zaktadu Ogdlnej
Biologii Lekarskiej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego dotyczyt badan Strzelczyk i
wspotpracownikéw (2006), na potrzeby ktérych opracowatem metodyke analiz
zwigzanych z oceng czestotliwo$ci wystepowania i analizg genogatunkéw wywotujacych
borelioze bakterii Borrelia burgdorferi w organizmach kleszczy wystepujacych na
terenach rekreacyjnych w obrebie wojewddztwa Slaskiego. Badania wykazaty, ze az
16,5% kleszczy byto zainfekowanych bakteriami B. burgdorferi sensu lato. Co istotne,
badania potwierdzity skutecznos¢ szybkiej i niedrogiej metody amplifikacji fragmentu
genu fla, w identyfikacji zakazen kleszczy bakteriami B. burgdorferi, co moze byc¢
przydatne w diagnostyce potencjalnej boreliozy u cztowieka (Strzelczyk i wsp.,

Advances in Clinical and Experimental Medicine, 2006).

Badania z zakresu biologii systemowej organizmow modelowych

W roku 2006 wyjechatem na dwuletni staz podoktorski do Max-Planck Research

Institute of Molecular Plant Physiology w Potsdam-Golm w Niemczech, gdzie pracowatem
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pod kierownictwem prof. Bernda Mueller-Roebera. Wyjazd do duzego, wiodacego
instytutu badawczego umozliwit mi zapoznanie sie z najnowocze$niejszymi technikami
stosowanymi w genomice roslin, w szczegdlnosci metodami biologii systemowej
stosowanymi w genomice roslin modelowych oraz dat mozliwo$¢ pracy w duzej,
miedzynarodowej grupie badawczej. Podczas stazu bytem bezposrednim opiekunem
naukowym 2 doktorantéw, wspoétpracowatem réwniez $cisle z innymi pracownikami
grupy.

W pracy Flavii Vischi Winck, wykorzystujac moje doswiadczenie w izolacji biatek
jadrowych z lidci i korzeni jeczmienia, opracowaliSmy nowy, wydajny protokét izolacji
jader komdérkowych i biatek jadrowych modelowego glonu Chlamydomonas reinhardetii.
Globalne analizy proteomiczne, przeprowadzone w celu weryfikacji opracowanego
protokotu na wyizolowanych z jader ekstraktach biatkowych, przeprowadzone metodami
matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
ToF MS) oraz nano-LC/MS/MS wykazaty skutecznos$¢ opracowanej metody. Dodatkowe
badania z wykorzystaniem przeciwcial rozpoznajacych specyficznie biatka
chloroplastowe, mitochondrialne i jadrowe potwierdzity skuteczno$¢ separacji frakc;ji
biatek jadrowych od innych kompartmentéw komoérkowych (Winck i wsp., Journal of

Phycology, 2011).

Badania zwigzane z proteomika jader komdrkowych ro$lin, w szczegélnosci
czynnikow transkrypcyjnych, kontynuowatem we wspétpracy z dr Aleksandrg Skirycz w
kompleksowych badaniach dotyczacych opisu roli czynnika transkrypcyjnego OBP1 w
regulacji cyklu komoérkowego u Arabidopsis thaliana. W badaniach tych opracowatem
protokoét analiz powinowactwa oczyszczonych biatek czynnika transkrypcyjnego do
fragmentéw promotoréw gendw, ktérych ekspresja jest regulowana przez ten czynnik
transkrypcyjny. Protokoét analiz metoda electrophoretic mobility shift assay (EMSA),
opracowany w oparciu o czuty czytnik barwnikéw podczerwieni Odyssey Infrared
Imaging System (LI-COR Biosciences) zostat wykorzystany w omawianej pracy do analiz
przytaczania czynnika transkrypcyjnego OBP1 do promotora genu AtDOFZ;3 (SKirycz i
wsp., The Plant Journal, 2008) i jest wykorzystywany ciggle w kolejnych pracach grupy
badawczej prof. Bernda Mueller-Roebera, dotyczacych analiz funkcjonalnych czynnikéw

transkrypcyjnych i promotoréw genéw.
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Podobne zagadnienia dotyczace biologii systemowej roslin, w tym charakterystyki
czynnikow transkrypcyjnych i promotoréw gendéw poruszyliSmy w pracy Balazadeh i
wspotpracownikow (2011), w ktérej wykazaliSmy udziat nalezgcego do rodziny NAC
czynnika transkrypcyjnego ORS1 w regulacji procesu starzenia u Arabidopsis thaliana.
Kompleksowe badania, obejmujace identyfikacje elementéw regulomu zaleznego od
ekspresji czynnika ORS1 oraz miejsc cis-regulatorowych rozpoznawanych przez ORS1
zostaly wsparte przeprowadzonymi przeze mnie analizami, prowadzacymi do
identyfikacji konserwowanych ewolucyjnie miejsc regulatorowych promotora genu
ORS1, niezbednych do kontroli ekspresji genu podczas starzenia u Arabidopsis

(Balazadeh i wsp., Molecular Plant, 2011)

Badania wykorzystujace analizy wielkoskalowe i techniki bioinformatyczne

Niewatpliwie badania z zakresu biologii systemowej, jakie prowadzitem podczas
stazu podoktorskiego wplynety na rozwédj moich zainteresowan zwigzanych z
zastosowaniem analiz wielkoskalowych w genomice oraz umozliwity zdobycie wiekszego
dosSwiadczenia z zakresu bioinformatyki. Swoje do$Swiadczenie wykorzystatem w
opisanych wcze$niej pracach, w ktorych wykorzystano technologie globalnego
profilowania ekspresji gendw z uzyciem mikromacierzy ekspresyjnych w systemie
Affymetrix (Kwasniewski i wsp., Journal of Plant Physiology, 2010) oraz w systemie
Agilent (KwasniewsKi i wsp., Journal of Experimental Botany, 2016), w stworzeniu
bazy danych dotyczacej genomiki wio$nikéw iRootHair (Kwasniewski i wsp., Plant
Physiology, 2013) lecz takze w pracy, ktérej wynikiem bylo stworzenie
zautomatyzowanego narzedzia do projektowania starteré6w do iloSciowych analiz
ekspresji gendw prowadzonych metodg qRT-PCR - QuantPrime (Arvidsson i wsp., BMC
Bioinformatics, 2008; www.quantprime.de). Ze wzgledu na dowiedziong skutecznos¢,
wygode uzytkowania oraz uniwersalno$¢ (umozliwia projektowanie starteréw na ponad
100 gatunkéw organizméw) stworzone narzedzie zyskato duza popularnos¢ i jest

szeroko wykorzystywane w genomice wielu organizmow.

Zdobyte doswiadczenie z zakresu bioinformatyki i analiz wielkoskalowych,
znacznie utatwito mi opanowanie stworzonych w ostatnich latach technologii
sekwencjonowania DNA nastepnej generacji (Next Generation Sequencing, NGS) -

technologii, ktére staly sie moim podstawowym narzedziem badawczym w
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realizowanych obecnie projektach. W ramach projektu konsorcyjnego ZiZOZap -
Zintegrowany system wspomagajqcy zarzqdzaniem i ochronq zbiornika zaporowego’,
finansowanego ze Srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego,
koordynowatem zadanie badawcze dotyczace analiz bioréznorodnos$ci mikrobiologicznej
wod zbiornika zaporowego w Goczatkowicach. W projekcie tym, jako jedni z pierwszych
w Polsce zastosowaliSmy technologie NGS w systemie 454 /Roche do przeprowadzenia
analiz metagenomicznych opartych o sekwencje 16S rRNA, wykorzystane do
genotypowania mikroorganizmdw zbiornika oraz okreslenia sezonowej, oraz zaleznej od
chwilowych czynnikéw zewnetrznych, dynamiki zmian populacji mikroorganizmdw.
Poza publikacja przegladowa dotyczaca zastosowania biotestow i biomarkerow
molekularnych w ocenie stanu wéd (Woznica i wsp., 2011), publikacja opisujace wyniki
kompleksowych, kilkuletnich analiz mikrobiologicznych i fizyko-chemicznych stanu

zbiornika goczatkowickiego jest obecnie w recenzji (Stanimirova-Daszykowska i wsp.).

Opanowanie metod analiz metagenomowych opartych o technologie NGS
umozliwito rdéwniez przeprowadzenie badan dotyczacych stabilnosci sktadu
rodzajowego mikroorganizmow wykorzystanych jako element biodetektora toksycznosci
woéd (Woznica i wsp., PLoS ONE, 2013). Wyniki analiz metagenomicznych
mikroorganizméw wykorzystanych w biodetektorze wykazaty, Ze pomimo
heterogenicznosci wykorzystanych konsorcjow bakteryjnych, zapewniony pozostaje
staty poziom bakterii nitryfikacyjnych koniecznych do prawidtowego dziatania
biodetektora. Tym samym przeprowadzone badania przyczynity sie do wykazania jego
uzytecznos$ci jako dtugoterminowego bioindykatora toksycznosci wod. Biodetektor
zostat zakwalifikowany do finatu konkursu "Polski Wynalazek 2014", a takze zdobyt

wyrdéznienie w konkursie "Polski Produkt Przyszto$ci”.

Analizy NGS w systemie 454 /Roche wykorzystaliSmy réwniez do opracowania
nowej, szybkiej metody identyfikacji markeréw mikrosatelitarnych  (SSR)
wykorzystywanych w genomice roslin. W cyklu prac dotyczacych mszakéw z rodzaju
Orthotrichum oraz ro$lin wyzszych Galium trifidum, Pulsatilla patens (odpowiednio
Sawicki i wsp., 2012; Szczecinska i wsp., 2012 oraz Szczecinska i wsp. 2013)
przeprowadziliSmy sekwencjonowanie préb genomowego DNA z niewielkim pokryciem,
ktére okazato sie jednak wystarczajace aby wsrod otrzymanych setek tysiecy sekwencji o

dtugosci ok 400 pz zidentyfikowa¢ sekwencje mikrosatelitarne. Przeprowadzone
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nastepnie analizy laboratoryjne umozliwity wykazanie polimorficznego charakteru
zidentyfikowanych sekwencji i na tej podstawie stworzono panele markeréw SSR do
badan zmiennosci w obrebie analizowanych gatunkéw. Zaproponowana strategia
wykorzystujaca technologie NGS byta nowatorska, szybka metoda umozliwiajaca
identyfikacje polimorficznych markeréw SSR u mato znanych gatunkéw - dotychczasowe
metody identyfikacji markeréw SSR czesto wymagaty zmudnych, nawet kilkuletnich
analiz. Obecnie prowadze podobne prace dotyczace identyfikacji markeréow
mikrosatelitarnych dla gatunkéw roslin inwazyjnych we wspotpracy z Katedra Botaniki i

Ochrony Przyrody WBiOS US.

Biezace badania i dalsze plany naukowe

Technologie NGS umozliwiajagce wielkoskalowe sekwencjonowanie DNA,
opracowane i wdrozone do badan w ostatnich zaledwie 4-5 latach otwarty zupetnie nowe
mozliwoSci analiz genomu, transkryptomu, epigenomu i w zwigzku z tym spowodowaty
rewolucje w naukach biologicznych. Duze do$wiadczenie jakie zdobytem dzieki podjetym
wcze$nie badaniom wykorzystujagcym system NGS 454 /Roche oraz dosSwiadczenie w
zakresie analiz bioinformatycznych danych uzyskiwanych w technologiach NGS, wsparte
stazami i wspotpracg naukowa z najlepszymi osrodkami bioinformatycznymi w Europie
(VIB/Ghent University, Bioinformatics & Systems Biology group, Ghent, Belgia; Genomics
Core Facility, European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Niemcy;
Bioinformatics & Scientific Computing Core Facility, BioComp, Vienna Biocenter, Wieden,
Austria) spowodowato, Ze mogtem w ostatnim czasie podja¢ dotychczas niedostepne

tematy badawcze.

Badania, ktoére prowadze obecnie, s3 rozwinieciem dotychczasowych
zainteresowan zwigzanych z biologia systemowa i analizami wielkoskalowymi i dotycza
gléwnie zagadnien zwigzanych z epigenetyka i transkryptomika roslin. W roku 2014, w
ramach piecioletniego grantu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi ‘Analiza zmiennosci
epigenetycznej indukowanej stresem suszy oraz ocena jej stabilnosci transgeneracyjnej w
aspekcie tolerancji jeczmienia na stres niedoboru wody’, ktérego jestem kierownikiem,
rozpoczatem prace majgce na celu charakterystyke metylomu jeczmienia oraz okreslenie
charakteru zmian wywotywanych w metylomie i transkryptomie przez stres niedoboru

wody. Rownoczes$nie, w ramach grantu NCN MAESTRO ‘Struktura, dynamika i ewolucja
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roslinnego genomu jgdrowego z perspektywy badan cytomolekularnych’, prowadze
komplementarne badania metylomu i transkryptomu blisko spokrewnionego z
jeczmieniem gatunku Brachypodium distachyon. Dtugofalowym celem badan
prowadzonych na obu gatunkach jest okreslenie wptywu zmian w metylomie na zmiany
w transkryptomie i mikrotranskryptomie ro$lin oraz analiza odziedziczalno$ci
wyindukowanych zmian w metylomie i ich potencjalny wptyw na kondycje roslin
kolejnego pokolenia. W zwigzku z tym najblizsze lata mojej pracy naukowej niewatpliwie
koncentrowa¢ sie beda na analizie stabilno$ci transgeneracyjnej wyindukowanych
nowych epialleli oraz mozliwo$ci wykorzystania wyindukowanych, dziedziczonych
zmian w metylomie w hodowli roslin. Pierwsze wyniki badan, opisujacych réznice w
odpowiedzi metylomu liScia i Kkorzenia jeczmienia na stres niedoboru wody
opublikowano (Chwialkowska i wsp., Journal of Experimental Botany, 2016),
natomiast kolejne, kompleksowe publikacje sg obecnie przygotowywane. Ponadto,
rozpoczatem badania zwigzane z badaniem mechanizméw odpowiedzialnych za
powstawanie i dziedziczenie wyindukowanych zmian w metylomie, m.in. poprzez
badanie dynamiki zmian w metylomie jeczmienia wywotanych stresem niedoboru wody
w ramach grantu NCN PRELUDIUM mgr Karoliny Chwiatkowskiej, ktérej jestem

promotorem pomocniczym a jednocze$nie opiekunem naukowym w grancie.

Ponadto, jestem zaangazowany w realizacje miedzynarodowych projektéw
finansowanych ze srodkéw UE w ramach programéw ERA-NET i ERA-CAPS, w ktérych
jestem odpowiedzialny za prowadzone na duzg skale badania zmienno$ci genetycznej w
obrebie egzomu mutantéw jeczmienia oraz za badania zwigzane z profilowaniem
transkryptomu jeczmienia poddawanego stresowi wplywu glinu. Jestem réwniez
odpowiedzialny za koordynacje zadania badawczego i przeprowadzenie analiz
metagenomowych w grancie NCN ‘OdpowiedZ rosliny i endofitycznych zespotéow bakterii
na inokulacje gleby metaloopornymi endofitami o zdolnosciach promowania wzrostu
roslin’.

Co istotne, prowadze réwnolegle komplementarne prace zwigzane z rozwojem
technik bioinformatycznych wykorzystywanych w analizie danych pochodzacych z
eksperymentoéw NGS. W ramach zakonczonego w roku 2015 projektu infrastrukturalnego
‘Platforma Analiz i Archiwizacji Danych (PAAD)’, finansowanego ze Srodkow Programu

Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, bratem udziat w opracowaniu i stworzeniu
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systemu informatycznego High Performance Computing na potrzeby wielkoskalowych
analiz bioinformatycznych prowadzonych w naszej grupie, stworzytem przy tym
pracownie bioinformatyczna dziatajaca na WBiOS. Ponadto, opracowaliémy nowe,
automatyczne narzedzie do analiz danych NGS uzyskiwanych w stworzonej przez nas
nowej metodzie analizy metylomu ros$lin o duzych genomach MSAP-Seq (Chwialkowska
i wsp., Journal of Experimental Botany, 2016 oraz Nowakowska i wsp., w recenzji).
Obecnie prowadzimy réwniez prace nad udostepnieniem do badan prowadzonych na
WBIOS platformy bioinformatycznej Galaxy oraz prace nad opracowaniem
zautomatyzowanego narzedzia do metaanaliz tgczonych danych metylacyjnych i
transkryptomicznych. Wspoétpracuje réwniez z podmiotami prywatnymi (OpenExome
s.c.) i innymi jednostkami naukowymi (m.in. Instytut Genetyki Roslin PAN w Poznaniu,
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku) jako konsultant w zakresie analiz danych

uzyskiwanych w technologiach NGS.
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Podsumowanie dorobku naukowego

Tab. 1. Liczba publikacji naukowych, ich wskazniki Impact Factor (IF) oraz punkty MNiSW
(podano wartos$ci dla czasopism z roku wydania publikacji), liczba cytowan i liczba cytowan
bez autocytowan (na podstawie bazy Web of Science z kwietnia 2016 r.).

Opublikowane prace
. . Liczba
Rodzaj . Wskazniki | Punkty Liczba .
Okres Jezyk | ublikacji | Li€7ba IF MNiSW | cytowan | CYtowan bez
autocytowan
Spoza listy
2 0 10 1 1
Polski JCR
Przed Monografie 1 0 0 0 0
doktoratem Z listy JCR 1 6,125 24 65 61
Angielski | spoza listy
JCR 1 0 2 0 0
Polski Monografie 1 0 0 0 0
Glowne
Po oslagnigcle 4 19,153 157 46 40
naukowe
uzyskaniu (JCR)
Stopnia Angielski Pozostate z
doktora : 16 51,717 453 348 338
listy JCR
Spoza listy 2 0 5 0 0
JCR
Suma 28 76,995 651 460 440
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