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Prace wchodzace w sklad osiagnigcia naukowego zamieszczono w zataczniku numer 4.

Oswiadczenia wspoOtautoréw prac, w kolejnosci alfabetycznej, wchodzacych w skiad
osiggnigcia naukowego zamieszczono w zatgczniku numer 5.
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¢) Merytoryczny opis prac wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Wprowadzenie - charakterystyka procesu somatycznej embriogenezy oraz zasadnos¢
badan plastycznosci rozwojowej w kulturach in vitro u modelowego gatunku Arabidopsis
thaliana.

W  wyniku tranzycji embriogenicznej, z komodrek somatycznych powstaja
dwubiegunowe struktury, zwane zarodkami somatycznymi, ktore moga rozwija¢ si¢ w rosliny.
Pierwsze doniesienie dotyczace indukcji zarodkéw somatycznych u Arabidopsis thaliana
w kulturach in vitro zostalo opublikowane w 1983 roku [1]. Od tego czasu opracowano
kilkanascie protokotéw dotyczacych indukcji procesu somatycznej embriogenezy (SE) u tego
gatunku, w ktorych stosowano rdzne pozywki indukcyjne, eksplantaty oraz genotypy
(Wajcikowska i Gaj, 2016, P14). Mozna wyr6zni¢ bezposrednia SE, gdzie zarodki
somatyczne moga rozwija¢ si¢ bezposrednio z tkanki eksplantatu oraz posrednig, gdzie
formowanie zarodkéw somatycznych poprzedza utworzenie kalusa. Najczesciej proces SE
u Arabidopsis thaliana jest indukowany z niedojrzatych zarodkow zygotycznych (IZE)
traktowanych syntetyczng auksyng — dlatego tez stanowi idealny model do analizy
molekularnego mechanizmu dzialania tego hormonu. Poza auksyng, do indukcji SE
u Arabidopsis thaliana mozna wykorzystywac takze inne zwigzki chemiczne. Niezaleznie
od uzytego induktora, tranzycja embriogeniczna zwigzana jest z przeprogramowaniem
transkryptomicznym komorek somatycznych i obejmuje regulacje ekspresji genow na poziomie
epigenetycznym i transkrypcyjnym (Wéjcikowska i in., 2020, H1, P8).

W obliczu stale rosngcej populacji ludzkiej, postepujacych zmian klimatu skutkujacych
spadkiem plonowania oraz nasilajgcego si¢ zanieczyszczenia srodowiska, znaczenie propagacji
roslin z wykorzystaniem technik in vitro stale rosnie. Rola kultur in vitro w zapewnieniu
bezpieczenstwa zywnosciowego staje si¢ coraz wazniejsza [2]. Globalny rynek kultur
tkankowych ro$lin zostat wyceniony w 2024 roku na 564 miliony dolaréw, a prognozy
wskazuja, ze do 2034 roku osiggnie warto$¢ 1.367 miliarda  dolaréw
(https://www.polarismarketresearch.com/industry-analysis/plant-tissue-culture-market).

Oznacza to, ze kultura tkankowa roélin jest istotng technologia, zwlaszcza dla krajow
rozwijajacych si¢ 1 rozwinigtych — umozliwiajacg produkcje wolnego od patogenow, wysokiej
jako$ci materiatu sadzeniowego oraz szybkie namnazanie duzej liczby jednolitych roslin.
Proces SE jest zatem szeroko wykorzystywany do masowego mikrorozmnazania gatunkow
ros$lin o znaczeniu agrobotanicznym. Protokoly oparte na SE s3 réwniez powszechnie
stosowane do produkcji ro$lin transgenicznych, co jest kluczowe dla rozwoju biotechnologii

oraz badan podstawowych [3]. Dodatkowo SE stanowi cenne narz¢dzie w ochronie
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bioréznorodnosci roslin [4]. Oprécz praktycznego znaczenia w biotechnologii, proces SE
dostarcza warto$ciowego systemu modelowego do badan nad embriogenezg oraz
plastycznoscig rozwojowa 1 pluripotencja somatycznych komorek roslin (Wéjcikowska i Gaj,
2016, P14). Wcigz wiele gatunkéw roslin nie moze by¢ skutecznie propagowanych metodami
in vitro, a mechanizm stojacy za ich opornoscig nie jest znany. Dlatego konieczne jest doglgbne
poznanie molekularnego mechanizmu dziatania gtownych induktorow proceséw
morfogenetycznych — w celu zwigkszenia wydajnosci regeneracji roslin u genotypdw opornych
w warunkach in vitro. Do tego celu wykorzystywane sg rosliny modelowe tj. Arabidopsis

thaliana.

W naszych  badaniach  indukowano

bezposredni proces SE z uzyciem eksplantatow,

niedojrzatych zarodkoéw zygotycznych w stadium

Nasiona

zagietych liscieni, ktore byly izolowane z nasion
rozwijajacych si¢ w tuszczynach. Eksplantaty IZE

na podtozu bezhormonalnym (EO), rozwijaja si¢

Kultura in vitro

w siewki, traktowanie eksplantatéw induktorami
tj. trichostatyna A - TSA (1.0 uM) lub kwas
2,4-dichlorofenoksyoctowy - 2.4-D (5.0 uM),

Rozwdj Somatyczna
siewki embriogeneza

wlacza tranzycj¢ embriogeniczng (Fig.1).

Figura 1. Model badawczy wykorzystywany w prezentowanych analizach procesu somatycznej embriogenezy
u Arabidopsis thaliana. 1ZE — niedojrzaty zarodek zygotyczny; EO — pozywka bezhormonalna; EA — pozywka
7 5.0 uM 2,4-D; ET - pozywka z 1.0 uM TSA.

Rola acetylacji histonéw w procesie somatycznej embriogenezy oraz trichostatyna A
(TSA) - jako narzedzie badania acetylacji histonow i induktor somatycznej
embriogenezy.

Znaczace zmiany transkryptomu wynikaja z dziatania czynnikow epigenetycznych.
Wsréd  tych  czynnikdw  czasteczki  mikroRNA (miRNA) odgrywaja istotng rolg
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendow [5]. Oprécz miRNA, modyfikacje
epigenetyczne DNA 1 histonéw uwaza si¢ za kluczowe w kontrolowaniu procesow
rozwojowych [6]. Wsrod procesow epigenetycznych to metylacja DNA oraz acetylacja,
metylacja, fosforylacja, ubikwitynacja, sumoilacja histondw naleza do najintensywniej
badanych mechanizméw regulacyjnych kontrolujacych ekspresje gendéw [7]. W pracy
przegladowej omowiliSmy rolg czynnikow epigenetycznych w tranzycji embriogenicznej

u Arabidopsis thaliana 1 innych gatunkow roslin (Wéjcikowska i in., 2020, H1, P8).
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Podczas regulacji ekspresji genow zaleznej od acetylacji histonéw, acetylotransferazy
histonowe (HAT) neutralizujg dodatni tadunek lizyny w ogonach histonowych, co sprzyja
powstaniu ,,otwartej” 1 transkrypcyjnie aktywnej chromatyny. Odwrotnie dziatajace
deacetylazy histonowe (HDAC) przywracaja dodatni tadunek lizyny w histonach, co prowadzi
do kondensacji chromatyny i negatywnie wplywa na ekspresje¢ genow [8]. Badania roli
acetylacji histonéw w regulacji genow opieraja si¢ na chemicznym hamowaniu aktywnosci
enzymow HAT [9] i HDAC [10]. Trichostatyna A to $rodek przeciwgrzybiczy wyizolowany ze
Streptomyces hygroscopicus, wykazujacy dziatanie hamujace wobec zaleznych od cynku biatek
HDAC (rodzina RPD3/HDAI1 oraz HD2) [11, 12]. Wykazano, ze TSA zwigksza poziom
acetylacji histonow H3 1 H4 zaréwno w skali globalnej, jak i na poziomie specyficznych genow,
a zmiany acetylacji po traktowaniu TSA obejmujg H3K9/K14 oraz H4KS [13-15]. Zgodnie
z rola TSA w promowaniu acetylacji histonéw, wykazano, ze jej zastosowanie zwigksza
dostepnos¢ chromatyny zaréwno u zwierzat, jak i u roslin. Ze wzgledu na aktywnos$¢ TSA
prowadzaca do dekondensacji chromatyny, obecnie rekomenduje si¢ jej uzycie w celu poprawy
wydajnosci klonowania zwierzat [16-18] 1 roslin oraz procesu transformacji genetycznej roslin
[19]. Wiedza o kontroli morfogenezy roslin indukowane;j in vitro, w tym SE, za posrednictwem
acetylacji histonow jest nadal ograniczona 1 opiera si¢ na badaniach prowadzonych na roslinach
modelowych badz waznych agrobotanicznie. Dowody na udziat (de)acetylacji histonow
w przejsciu komorek w stan embriogeniczny in vitro obejmujg zroznicowang ekspresje wielu
genow HDAC 1 HAT podczas procesu SE réznych gatunkoéw roslin [20-22]. Jednak dwie
deacetylazy, HDA6 i HDA19, wydaja si¢ szczegolnie istotne w indukcji SE, gdyz mutanty
hda6/hdal9 formowaly zarodki somatyczne na lisciach, co udokumentowano w 2008 roku [23].
HDAG6 1 HDA19 kontrolujg ekspresje genéw w zarodkach zygotycznych, przez represje genow
kodujacych kluczowe dla SE czynniki transkrypcyjne, pionierski 7F LEAFY COTYLEDONI
(LECI) 1 TF LEC2 [24-26]. Zwigkszony poziom acetylacji histonow H3 i H4, zwigzany
z ekspresja genow kodujacych acetylotransferazy histonowe, zaobserwowano podczas
androgenezy u Brassica napus [21], a wzrost poziomu specyficznych markeréw acetylacji
histonéw (H3K9 1 H3K14) towarzyszyt dekondensacji chromatyny i aktywacji transkrypcji
gendw podczas dedyferencjacji protoplastow Nicotiana tabacum [27]. Eksperymenty
z uzyciem TSA sugeruja rowniez, ze acetylacja histondw odgrywa rol¢ w kontroli SE,
a hamowanie aktywnosci HDAC przez TSA prowadzi do hiperacetylacji histondw i zmian
konformacyjnych chromatyny zwigzanych ze wzmozong ekspresja genow [28]. Wspierajac
role acetylacji histonéw w kontroli indukcji SE, wykazano, Ze traktowanie eksplantatow TSA

sprzyjato rozwojowi struktur embriogenicznych u roslin iglastych Picea abies, Pinus sylvestris
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[29, 30], Arabidopsis thaliana (Wéjcikowska i in., 2018, H2, P10), Vitis vinifera [31] oraz
Coffea arabica [32]. Korzystne efekty TSA odnotowano réwniez w kulturze mikrospor
Brassica napus [33], Triticum aestivum [34-36], Brassica oleracea [37] Brassica rapa,
Arabidopsis thaliana and Capsicum annuum (Patent US 20160212956A1). Najnowsze badania
wskazuja, ze TSA moze promowac regeneracje takze na drodze organogenezy u Arabidopsis
thaliana [38, 39]. Niemniej jednak szczegdétowy mechanizm TSA-zaleznego uruchomienia
tranzycji embriogenicznej w roslinnych komoérkach somatycznych, nie zostat dotad doktadnie

poznany.

Trichostatyna A - induktor procesu somatycznej embriogenezy u Arabidopsis thaliana.
By zbada¢ role acetylacji histonow w epigenetycznej regulacji tranzycji
embriogenicznej oceniliSmy wptyw TSA na zdolnos¢ eksplantatow 1ZE Arabidopsis thaliana
do indukcji procesu somatycznej embriogenezy (Wéjcikowska i in., 2018, H2, P10).
Eksplantaty IZE wzrastajgce na podtozu bezhormonalnym EO rozwijaja si¢ w siewki, podczas
gdy dodanie TSA do podloza EO w stezeniach 0.1-1.0 pM, prowadzi do powstawania
struktur przypominajacych zarodki somatyczne (Fig. 2A). Wylacznie goérna czesé
eksplantatow, obejmujaca liScienie i merystem wierzcholkowy pedu (SAM), reaguje
na dzialanie TSA, a pierwsze struktury zarodko-podobne pojawiajg si¢ po stronie adaksjalnej
liScieni w 10-dniowej kulturze in vitro. StwierdziliSmy, ze 42—61% eksplantatow traktowanych
0.1-1.0 uM TSA przeszto indukcje SE, a srednio na jednym eksplantacie powstaje 27 struktur
zarodko-podobnych. Jest kilka metod oceny, czy regenerujace struktury to zarodki somatyczne,
czy tez pedy. By potwierdzi¢, ze regenerujace struktury zarodko-podobne to faktycznie zarodki
somatyczne (zarodki somatyczne sg zdolne do konwersji w siewki) przenoszono je na podtoze
bezhormonalne pozbawione TSA. ZaobserwowaliSmy, ze wzrost st¢zenia TSA byt dodatnio
skorelowany z czestotliwoscig regeneracji ros§lin ze struktur zarodko-podobnych.
Odpowiednio, struktury zarodko-podobne indukowane na podiozu ET z 1.0 uM TSA
konwertowaty w siewki z najwyzsza wydajnosciag, wynoszaca 60% (Fig. 2B). Wynik ten
wskazuje, ze wigkszo$¢ struktur przypominajacych zarodki, indukowanych w obecnosci
1.0 uM TSA, stanowita kompletne zarodki somatyczne z funkcjonalnymi biegunami —
pedowym 1 korzeniowym. Dodatkowym dowodem tozsamos$ci zarodkowej struktur
indukowanych przez TSA bylo barwienie Sudanem Red 7B, ktory wykrywa neutralne lipidy
gromadzace si¢ w tkankach o charakterze embriogenicznym.  Stwierdzono,
ze w przeciwienstwie do siewek 1 pedow rozwijajacych si¢ odpowiednio na podtozach EO

i CIM/SIM (Callus Induction Medium/Shoot Induction Medium), struktury regenerujace
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po uzyciu TSA wykazywaly intensywne czerwone zabarwienie, wskazujace na ich zarodkowy
charakter (Fig. 2C). Podsumowujac, wykazaliSmy, ze TSA w stezeniu 1.0 pM skutecznie
indukuje odpowiedZ embriogeniczna w eksplantatach IZE, a wigkszo$¢ rozwijajacych sie
struktur stanowily bipolarne zarodki somatyczne z funkcjonalnymi biegunami -
pedowym i korzeniowym, dlatego to stezenie wykorzystano w dalszych analizach. W zwiazku
z tym, ze 2,4-D jest powszechnie stosowany do indukcji odpowiedzi embriogenicznej
u Arabidopsis thaliana, sprawdziliSmy reakcje eksplantatow traktowanych jednocze$nie
1.0 uM TSA 1 2,4-D. WykazalisSmy, ze 2,4-D negatywnie wplywal na odpowiedz
embriogeniczng indukowang TSA w sposOb zalezny od stezenia. Catkowite zahamowanie
odpowiedzi embriogenicznej 1 powstawanie nieembriogenicznego kalusa obserwowaliSmy
w eksplantatach na podtozu ET (1.0 uM TSA) z dodatkiem 3.5 uM 2,4-D. Hamowanie TSA-
indukowanej SE nie bylo specyficzne tylko dla 2,4-D — réwniez inne auksyny, takie jak kwas
indolilo-3-octowy (IAA) i1 kwas naftylo-1-octowy (NAA), znaczaco ograniczaty indukcje SE
na podtozu ET.

Izolowane liscienie IZE (ale nie hipokotyle) rowniez wykazywaty wysoka wydajnos¢
SE — ponad 80% liscieni ulozonych strong abaksjalng na podtozu z dodatkiem 1.0 uM TSA
tworzyto liczne zarodki somatyczne na stronie goérnej, tj. adaksjalnej (Fig. 2D).
Dla poréwnania, liScienie umieszczone odwrotnie na podtozu wykazywaly znacznie stabszg
odpowiedz embriogeniczng (nawet 2.5-krotnie nizszg). Reasumujgc, wykazaliSmy, ze strona
adaksjalna liscieni IZE efektywnie reagowala na TSA-indukujgc tranzycje
embriogeniczna — co wskazuje, Ze polarno$¢ tkanki jest istotnym czynnikiem

wplywajacym na efektywnoS$¢ procesu SE.
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Aby zweryfikowac zatozenie, ze TSA promuje indukcj¢ SE przez mechanizm zwigzany
z acetylacja histonéw, ocenilismy aktywno$¢ enzyméw HDAC i HAT w eksplantatach
traktowanych 1.0 uM TSA. Analiza wykazata znaczng redukcje aktywnosci enzymow HDAC
— nawet 0 93% — w eksplantatach traktowanych TSA w poréwnaniu ze $wiezo izolowanymi
zarodkami zygotycznymi (0 dzien kultury IZE). Co ciekawe, aktywno$¢ HDAC zmniejszata
si¢ rowniez w eksplantatach na podtozach bez TSA (EO i EA), jednak byta ona do dwdch razy
nizsza w eksplantatach traktowanych TSA. Oprécz HDAC, aktywnos¢ HAT rowniez byta
istotnie zredukowana w eksplantatach podczas indukcji embriogenicznej in vitro, a najnizsza
aktywnos$¢ wykazywaly kultury traktowane auksyng 2,4-D 1 TSA — nawet pigciokrotnie nizsza
niz w $wiezo izolowanych eksplantatach (0 dzien). UdowodniliSmy, ze TSA hamuje
aktywnos¢ enzymatyczna HDAC, a tranzycji embriogenicznej towarzyszy spadek
aktywnosci zarowno HDAC, jak i HAT.

Nastepnie, oceniliSmy poziom ekspresji kilku genow kodujacych czynniki
transkrypcyjne, ktére majg udokumentowany udziat w indukcji SE, w tym LECI, LEC2,
FUSCA 3 (FUS3), BABY BOOM (BBM), WUSCHEL (WUS), AGAMOUS LIKE 15 (AGL15),
EMBRYOMAKER (EMK) 1 MYBI118, podczas TSA-zaleznej indukcji procesu SE.
Zaobserwowano, ze z wyjatkiem WUS, ktorego ekspresji nie wykryto w zadnym
z analizowanych dni (5, 10, 15, 21, 28), traktowanie TSA znaczaco zwi¢kszalo ekspresje
wszystkich pozostalych analizowanych genéw 7TF. Najsilniejsza indukcje ekspresji wykazat
gen MYB118, ktérego poziom wzrdst az 255-krotnie w 15-dniowej kulturze indukowanej TSA.
Pozostate geny, takie jak LECI, LEC2, AGLI5, FUS3 i BBM, wykazywaly co najmniej
15-krotny wzrost ekspresji w odpowiedzi na TSA, przy czym dla wigkszosci z nich
maksymalny wzrost obserwowano w 15. dniu kultury na podtozu ET. Co istotne, poziom
ekspresji badanych genéw kodujacych TF, w kulturze indukowanej TSA, byt znaczaco wyzszy
niz w eksplantatach traktowanych auksyna 2,4-D. W szczegolnosci ekspresja genu LEC2 byta
ponad 125-krotnie wyzsza w odpowiedzi na TSA niz po traktowaniu 2,4-D. Mozna zatem
stwierdzi¢, TSA-zaleznej indukcji tranzycji embriogenicznej towarzyszy aktywacja
ekspresji genow TF — markerow procesu SE.

Genami bezposrednio kontrolowanymi przez wyzej analizowane czynniki
transkrypcyjne, sa geny zaangazowane w szlak biosyntezy auksyny. Ze wzgledu na kluczowa
role kumulacji endogennej auksyny w indukcji SE, oceniliSmy jej poziom w eksplantatach
traktowanych 1.0 uM TSA. Analiza zawartosci zwigzkow indolowych, bedacych posrednim
wskaznikiem obecnosci IAA, wykazala ponad trzykrotny wzrost w 10-dniowej kulturze IZE

traktowanej 1.0 uM TSA. Dodatkowym posrednim dowodem intensywnej akumulacji auksyny
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byl silny sygnat pDRS5::GUS w eksplantatach podczas kultury na podtozu ET. Zatem
potencjalnie zwi¢kszona biosynteza IAA jest zwiazana z TSA-zaleznym mechanizmem
indukcji SE. Aby zidentyfikowa¢ geny biosyntezy auksyny aktywowane pod wplywem TSA,
przeanalizowali$my ekspresj¢ jedenastu genow rodziny YUCCA (YUC) podczas TSA-zaleznej
indukcji embriogenicznej. Analiza RT-PCR wykazata ekspresje dziewigciu genow YUC
(YUCI, 3- 6, 8- 11) podczas TSA-zaleznej indukcji SE. Analiza RT-qPCR potwierdzita istotng
indukcje genow YUCI 1 YUCIO0, ktorych ekspresja byta ponad 1300-krotnie wyzej
w eksplantatach traktowanych TSA. Analiza transkrypcyjnych linii reporterowych
pYUCI:GFP 1 pYUC10:GFP wykazala, ze w odpowiedzi na TSA geny YUCI 1 YUCI0 byly
aktywne w liscieniach 1 rejonie bliskim SAM, tj. obszarach zaangazowanych w indukcje SE.
Sygnal GFP zlokalizowany byl na stronie adaksjalnej liscieni 1 skorelowany z miejscami
indukcji SE. W pozniejszej fazie (10. dniu kultury) ekspresja badanych genéw byta widoczna
w zarodkach somatycznych w stadium globularnym. Ekspresja YUCI 1 YUCI0 nie byla jednak
ograniczona wytacznie do tkanek zaangazowanych w SE — sygnal GFP obserwowano réwniez
w hipokotylach, z ktorych nie formowaly si¢ zarodki somatyczne.

Biorac pod uwagg, ze jednoczesne traktowanie eksplantatow TSA i1 r6znymi auksynami
(2,4-D, TAA, NAA) hamowato odpowiedz embriogeniczng, zbadano poziom ekspresji
kluczowych regulatorow SE w eksplantatach na podtozu ET z dodatkiem 2,4-D.
Przeanalizowali$my ekspresje genow LECI, LEC2 1 BBM, ktore kontrolujg biosynteze auksyny
1 stwierdziliSmy silne zahamowanie ich ekspresji w kulturze indukowanej na podiozu ET
uzupelionym 5 uM 2,4-D. Wyniki te sugeruja, ze obserwowane zahamowanie odpowiedzi
embriogenicznej na podlozu ET z 2,4-D wynikalo ze zredukowanej ekspresji genow
kodujacych te czynniki transkrypcyjne odgrywajace kluczowg role w indukcji SE. Wyniki
te moga ttumaczy¢ dlaczego, w niektorych przypadkach zastosowanie TSA miato negatywny
wptyw na indukcj¢ kalusa u Arabidopsis thaliana [40], czy Oryza sativa [41].

Podsumowujac, udowodniliSmy, ze TSA moze by¢ stosowany do efektywnej
indukcji procesu SE u Arabidopsis thaliana. WykazaliSmy, Ze dzialanie TSA opiera si¢ na
zahamowaniu dzialania enzymow — deacetylaz histonowych, co prowadzi do aktywacji
ekspresji genow kodujacych czynniki transkrypcyjne o priorytetowej funkcji w procesie
SE. Aktywacja kluczowych dla SE TF, skutkuje uruchomieniem biosyntezy endogennej

auksyny, co jest strategicznym elementem tranzycji embriogenicznej.
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Zmiany transkryptomiczne wywolane TSA-zalezna indukcja procesu somatycznej
embriogenezy oraz identyfikacja nowych genéw o kluczowej roli w tranzycji
embriogenicznej.

Przeprowadzone przez nas badania wykazaty, ze traktowanie TSA eksplantatow IZE
Arabidopsis thaliana prowadzi do indukcji embriogenicznego szlaku rozwojowego
i powstawania somatycznych zarodkow bez konieczno$ci zastosowania egzogennej auksyny w
pozywce (Waojcikowska i in., 2018, H2, P10). Stad tez celem dalszych badan byto przyblizenie
funkcji acetylacji histonow w przeprogramowaniu embriogenicznym somatycznych komoérek
roslinnych przez poznanie molekularnego mechanizmu procesu SE indukowanego TSA oraz
jego poréwnanie z procesem SE indukowanym traktowaniem eksplantatow auksyng, 2,4-D.

Analizy poréwnawcze transkryptoméw (metoda RNA-seq) kultur embriogenicznych
indukowanych TSA (ET) versus auksyna, 2,4-D (EA) oraz nieembriogenicznej kultury
kontrolnej (EO0) doprowadzity nas do identyfikacji genow o istotnych zmianach ekspres;ji,
w tym wskazali$my geny: (i) specyficznie deregulowane po traktowaniu TSA; (ii) specyficznie
deregulowane po traktowaniu 2,4-D; (ii1) wykazujace podobny wzor ekspresji po traktowaniu
obu zastosowanych induktoréw SE (TSA i 2,4-D). Analizy RNA-seq objely ogotem 27 581
genow. Wyniki wskazaly na podobng ilo$¢ gendéw o zréznicowanej ekspresji (DEG) tj. 44,4%
(13 636)144,9% (13 797) odpowiednio dla ET 1 EA. Odnotowano znacznie wigcej genow DEG
cechujacych si¢ obnizong ekspresja podczas tranzycji embriogenicznej. Odpowiednio 56,0%
1 60,6% genow DEG wykazywato istotnie obnizong ekspresj¢ w odpowiedzi na traktowanie
TSA (ET) i 2,4-D (EA), w porownaniu do pozywki kontrolnej E0. Warto zauwazy¢, ze co
najmniej jedna pigta genow DEG podlegajacych obnizonej ekspresji wykazata jej istotny
spadek- co najmniej dziesi¢ciokrotny (FC<10). Kryterium to speinialo odpowiednio ~26%
(1428)1~27% (1 866) genow DEG w kulturach ET 1 EA. Znacznie rzadziej wystgpowaty geny
o silnie podwyzszonej (FC>10) ekspresji, ktore stanowity ~5% gendéw DEG o podwyzszone]
ekspresji, odpowiednio 221 1 222, w kulturach ET i EA.

Najistotniejsza, zidentyfikowana grupa gendéw, byly te wykazujace podobny wzor
ekspresji po traktowaniu obu zastosowanych SE-induktoréw (TSA i 2,4-D). W tym celu
wyodrebniono DEG, ktore cechowaty sie zréznicowang ekspresja we wczesnym (5 dzien
kultury), jak 1 zaawansowanym (10 dzien kultury) etapie SE w kulturach ET 1 EA.
Zidentyfikowano 1 746 gendw o podwyzszonej oraz 3 471 o obnizonej ekspresji we wczesnym
1 p6znym etapie SE. Wsrdd nich 947 wykazywalo zwigkszona, a 2445 zmniejszong ekspresje
zarowno w ET, jak i EA, w obu analizowanych punktach czasowych procesu SE (w 51 10 dniu

kultury). Wyniki wskazuja na ponad 2.5-krotnie wigcej gendéw o stale obnizanej, niz
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podwyzszanej ekspresji w kulturach embriogenicznych, co sugeruje, ze szeroko zakrojona
negatywna regulacja genoéw jest charakterystyczna dla tranzycji embriogenicznej. Analiza GO
947 DEG o podwyzszonej ekspresji podczas SE niezaleznie od uzytego induktora, wykazata
liczne geny zaangazowane w cykl komorkowy (171), replikacje DNA (55) 1 jego naprawe (93),
organizacj¢ chromosomow (113) oraz wyciszanie genéw indukowane przez wirusy RNA (27).
Geny te uczestnicza w podstawowych procesach molekularnych, takich jak podzialy
komoérkowe, wzrost i odroznicowanie - kluczowych dla przeprogramowania komoérek. Geny
o podwyzszonej ekspresji w SE byty rowniez przypisane do innych procesow zwigzanych z SE,
w tym odpowiedzi na auksyne¢ (39), czy rozwoju organéw kwiatowych 1 embriogenezy (139).
Wsrod gendw o zwigkszonej ekspresji zidentyfikowano T7F o kluczowym znaczeniu dla
embriogenezy, takie jak LECI, LEC2, ARF, AUX/IAA, PHB, PHV, SERKI1, WOX oraz EMB.
Natomiast 2 445 DEG o obnizonej ekspresji w kulturach ET 1 EA byly zwigzane m.in.
z organizacjg $ciany komorkowej (145) oraz rozwojem organdw, tkanek 1 komorek (np. korzen
— 96; epiderma — 52; wlosnik — 30; trichoblast — 40). Ponadto wykryto liczne geny
zaangazowane w biosyntez¢ 1 metabolizm kwasu jasmonowego (16) oraz metabolizm
ksyloglukanow 1 ksylanu (41). Podsumowujac, analiza GO wykazala, ze geny
o podwyzszonej ekspresji podczas SE byly bezposrednio zwigzane z reprodukcja roslin
i procesami embriogenezy, podczas gdy geny o obniZonej ekspresji odpowiadaly glownie
za réznicowanie i specyfikacje komorek. Podobnie deregulowane w kulturach ET i EA DEG
moga reprezentowac zestaw wspolnych, kluczowych — niezaleznie od czynnika indukcyjnego
— regulatorow SE, obejmujacych TF o znanej roli w embriogenezie somatycznej (takich jak
LAFL, SERK, WUS/WOX) oraz kandydatoéw potencjalnie zwigzanych z reprodukcjg roslin
1 embriogenezga zygotyczng.

Integracja globalnych analiz transkryptomu metoda RNA-seq z analizami zawartosci
hormonéw pozwolita nam na wytypowanie zwigzanych z fitohormonami, metabolicznych
1 sygnalizacyjnych szlakow, zaangazowanych w proces tranzycji embriogeniczne;j.
Wykazalismy, Ze indukcji SE towarzyszy biosynteza prekursora IAA tryptofanu (Trp), jak
1 samego I[AA, aktywacja transportu i sygnalizacji tego hormonu. W zwiazku z tym,
ze tryptofan stanowi substrat do produkcji IAA, analizie poddano 20 genéw zaangazowanych
w biosyntez¢ Trp w kulturach ET 1 EA. StwierdziliSmy, ze r6zne geny szlaku biosyntezy Trp
wykazywaly szybki i1 przejsciowy wzrost ekspresji we wezesnym etapie SE. W kulturze ET
zwigkszong ekspresje wykazato dwanascie gendw biosyntezy Trp, m.in.: ASAI, ASA2, ASA
putative, ASB1, ASB2, IGPS, IGPS putative, PAIl, PAI3, PATI, TSAI. Trzy z nich (ASA1, ASA
putative, PAI3) wykazaly rowniez wzrost ekspresji w reakcji na auksyng. Geny T7AA1, TARI-2
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oraz YUCI-11 odgrywajace kluczowg role w szlaku biosyntezy 1AA, wykazywaly znaczng
deregulacje ekspresji podczas SE. Ekspresja genu 7AAI byla istotnie podwyzszona (FC 5.6
w kulturze ET 1 FC 2.1 w kulturze EA). Analiza ekspresji genéw YUCI-11 wskazala,
ze potencjalnie rézne monooksygenazy YUC moga kontrolowa¢ produkcje TAA w SE
indukowanej przez TSA i 2,4-D. W kulturze ET zwiekszona ekspresje wykazywaly YUC4
i YUCI0. Z kolei w kulturze EA podwyzszong ekspresje wykazywaly YUC3, YUC7, YUCS8
i YUCY9. W zgodzie z podwyzszong ekspresja genow biosyntezy Trp i ITAA,
udokumentowaliSmy zwiekszong zawartos¢ tryptofanu oraz I[IAA w Kkulturach
embriogenicznych ET i EA wzgledem kontroli E0. We wczesnym etapie SE zarowno TSA,
jak 1 auksyna powodowaty 1.5-krotny wzrost poziomu Trp. W zaawansowanym etapie SE
podwyzszona zawartos¢ Trp byta charakterystyczna wyltacznie dla kultury EA. Ponadto
zaobserwowano znaczny wzrost (5—6-krotny) poziomu IAA w zaawansowanej kulturze (10
dzien kultury) na pozywkach ET i1 EA.

Wyniki wskazuja, ze biosynteza IAA z tryptofanu podczas indukcji SE przebiega
z udziatem dwoch alternatywnych $ciezek, w tym poprzez dobrze udokumentowany szlak IPyA
oraz stabo scharakteryzowang droge z udziatem NITRYLAZ (tzw. szlak IAN). Na udziatl NIT-
zaleznej biosyntezy IAA wskazuje intensywna ekspresja genow NIT podczas SE oraz istotnie
zaburzona zdolno$¢ do indukcji SE mutantow nit/-4. Analiza RNA-seq wykazata, ze NIT1,
NIT2, NIT4 ulegaty podwyzszonej ekspresji (1.5-3.6-krotnie) w kulturze ET w poréwnaniu
z kulturg kontrolng EO0. W kulturze EA geny NITI 1 NIT2 wykazywaly obnizong ekspresje
(Fig. 3A). Wszystkie geny NIT ulegaly podwyzszonej ekspresji po traktowaniu TSA,
w przeciwienstwie do 2,4-D (Fig. 3B). Aby potwierdzi¢ udziat NITI-4 w indukcji
embriogenicznej, oceniono potencjal embriogeniczny mutantoéw nit/—4. Mutanty nitl—4
wykazywaly zaburzong odpowiedZ embriogeniczng w kulturze EA, natomiast nit/ i nit3
rowniez w kulturze ET (Fig. 3 C-H). Analiza ekspresji genéw NIT1-4 w eksplantatach mutanta
niezdolnego do regeneracji zarodkéw somatycznych tj. lec1, wykazata silne obnizenie ekspresji
NIT1, NIT2 1 NIT4, co sugeruje, ze TF LEC1 moze pozytywnie wplywac¢ na ekspresje gendw
NIT podczas indukcji SE. Dodatkowo analizy promotorow gendéw NIT1-4 wskazaty obecnosé
m.in. elementu cis-regulatorowego rozpoznawanego przez kluczowy dla SE czynnik
transkrypcyjny LEC1. Zatem, wykazaliSmy, Zze obok szlaku IPyA biosyntezy auksyny, takze
szlak TAN jest zaangazowany w proces tranzycji embriogenicznej. UdowodniliSmy,
ze zaburzona aktywnos$¢ enzymow NIT wplywa negatywnie na proces SE.

Wigkszo$¢ gendw kodujacych gldwne elementy szlaku sygnalizacji auksynowej, w tym

AUX/IAA 1 ARF, bylta znaczaco deregulowana w eksplantatach podczas indukcji SE. Sposrod
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29 genow AUX/IAA, 8 wykazywalo podwyzszong ekspresj¢ po traktowaniu TSA, a 19 po
traktowaniu 2,4-D. W obu kulturach (ET 1 EA) podwyzszong ekspresje (1.6—43.4-krotna)
wykazywaty m.in. I4A41, [AA20, IAA29, IAA30 1 IAA33. Podobnie, wickszos¢ z 23 genéw ARF
wykazywata deregulacje podczas procesu SE. Ekspresja dziewieciu genéw - ARF3-6, ARFS,
ARF10, ARF17-19 byla istotnie podwyzszona (1.2—15.2-krotnie) w odpowiedzi na oba czynniki
indukujace SE. Wigkszo$¢ gendow ARF wykazywala podobng odpowiedz w ET i EA, natomiast
ARFI11 wykazywal przeciwstawne kierunki ekspresji: byla podwyzszona w kulturze ET,
a obnizona w EA. Podobnie jak AUX/IAA, wigkszo§¢ genow ARF wykazywala wyzsza
ekspresje w kulturze EA, z wyjatkiem ARF4, ARF11 1 ARF 18, ktore ulegaly wyzszej ekspresji
w eksplantatach traktowanych TSA niz 2,4-D. Analiza gendéw zwigzanych z transportem
auksyny wykazata deregulacje¢ wielu genow kodujacych biatka wpltywu i wyptywu IAA, w tym
PIN oraz AUX/LAX, w kulturach indukowanych TSA 1 2,4-D. Podczas procesu SE niezaleznie
od uzytego czynnika indukujacego podwyzszong ekspresje wykazywaty PINI, PIN3, PING,
a takze LAXI 1 LAX2, natomiast PIN2, PIN5 oraz LAX3 cechowaty si¢ obnizong ekspresjg w

kulturach ET 1 EA.
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Obserwacje histologiczne badanego procesu SE u Arabidopsis thaliana wskazuja,
ze komorki protodermalne i subprotodermalne adaksjalnej strony liScieni zarodkow
zygotycznych s3 zaangazowane w odpowiedz embriogeniczng. Zgodnie z ta wiedza
wskazaliSmy, ze orientacja liscieni na pozywce indukcyjnej SE istotnie wplywata na odpowiedz
SE. Liscienie ze strong adaksjalng skierowang do gory na pozywkach ET i EA wykazuja
znacznie wyzsza odpowiedz embriogeniczng w porownaniu z eksplantatami zorientowanymi
przeciwnie, tj. strong adaksjalng w dot. Wyniki te dostarczaja dowodéw na role polarnosci
organdbw w mechanizmie kontrolujgcym indukcje SE. ZidentyfikowaliSmy siedem genow
kodujacych TF o znaczaco podwyzszonej (od 1.5 do 51.3 FC) ekspresji podczas indukcji
embriogenicznej zaleznej od TSA i zwigzanych z polarnoscia tj. RETARDED GROWTH
OF EMBRYO 1 (RGEI), ULTRAPETALA 2 (ULT2), HOMEOBOX PROTEIN 32 (HB32),
C-REPEAT BINDING FACTOR 1 (CBF1), AINTEGUMENTA-LIKE 7/PLETHORA 7
(AIL7/PLT7), LOB DOMAIN-CONTAINING PROTEINI1S, 41 (LBD18, LBD41). Cztery
geny, w tym RGE1, ULT2, HB32 i CBF'1, cechowatly si¢ wyzsza, (od 2.3-krotnej dla HB32 do
107-krotnej dla RGE1I), ekspresje na pozywce ET niz EA. Dwa z nich, HB32 1 ULT2,
wykazywaty przeciwstawne profile ekspresji w eksplantatach indukowanych TSA vs. 2,4-D,
czyli wzrost/spadek ekspresji. W dalszej kolejnosci dokonaliSmy analizy funkcjonalnej
wytypowanych genow kandydackich 1 oceniliSmy odpowiedz embriogeniczng mutantow
w genach kodujacych TF kontrolujacych polarnos¢ organow. Wiekszos¢ mutantow (5/7), w
tym rgel, [bd4l, ail7, [bdl8, hb32, przejawiata istotnie obnizong efektywnosc
1/lub produktywnos¢ procesu SE indukowanego obecnoscig TSA (Fig. 4A-B, E). Trzy mutanty,
tj.: rgel, Ibd41 i cbf1, wykazywaly takze obnizong efektywnos¢ i/lub produktywnos¢ SE takze
w kulturze prowadzonej na pozywce auksynowej (EA) (Fig. 4C-D, E). W przeciwienstwie
do wiekszosci mutantow zwigzanych z polarnoscia organdéw, mutant ult2 cechowat si¢
poprawiong odpowiedzig embriogeniczng na pozywce ET, co sugeruje negatywna rol¢ genu
ULT2 w TSA-zaleznym procesie SE. Podsumowujac, zmiany w ekspresji analizowanych
gendow wraz z uposledzona odpowiedzia embriogeniczna badanych mutantéw dostarczaja
dowodow na rol¢ TF kontrolujacych polaryzacj¢ organow, w tym RGE1, LBD18, 41,
AIL7, CBF1i ULT2 w indukcji SE.

Zidentyfikowano réwniez geny wykazujace zroéznicowana ekspresj¢ pomigdzy
kulturami ET 1 EA, okre$lone jako DEG-ET/EA. Uzyskane wyniki wykazaly, ze 59% (8 058/11
944) DEG-ET/EA charakteryzowato si¢ rdéznym poziomem ekspresji tylko w jednym
z analizowanych punktéw czasowych (5 lub 10 dniu kultury), natomiast jedna trzecia genéw

DEG (3 886/11 944) wykazywata zr6znicowang ekspresje na obu etapach SE. Co istotne,



Barbara Wojcikowska Zalacznik 3: Autoreferat

wiekszos¢ gendw, 54,7% (6 536/11 944), przejawiata wyzszy poziom ekspresji w kulturze ET
wzgledem EA. Analiza ontologii (GO) gendéw o podwyzszonej ekspresji w grupie DEG-ET/EA
ujawnita liczng grupe genow zwigzanych z odpowiedzig na bodzce (1 857/6 536) oraz
reakcjami stresowymi (1 170/6 536). Natomiast analiza GO genow o obnizonej ekspres;ji
wskazata na czgsta reprezentacje gendw zwigzanych z regulacja procesow biologicznych

(1 250), rozwojem (674) oraz regulacja poziomu hormondéw (90).

ET
A . B
100 * 15
X 80 4
?}3‘ 60 ~§ 10
S a0 § 5
2 20 3
2 0 °
h a
SR VR N Ny WD WO )
& & F& T & (& & & V¢ v‘\
EA
CLOO‘ B 8
) | w
éSO‘ * o 6
» 60 2 ; *
& \ & | i z
240‘ * 3 \
S RREEERNEE R RARRRRN
o
.5_: 0 = 0

U N TR N AN\ N Moy WO D OO
S W V@& S P V¢

m

Figura 4. Reakcja embriogeniczna mutantow (ail7, rgel, Ibd41, Ibd18, ult2, hb32, cbfl) w genach zwigzanych z
polarnoscig eksplantatow. Efektywnosé¢ (A, C) i produktywno$é procesu SE (B, D) mutantow oraz ekotypu
kontrolnego WT (Col-0). Wartosci istotnie statystycznie rozne od kultury kontrolnej Col-0 (*), ("p < 0,05).

Szczegolowa analiza genéw o podwyzszonej ekspresji ujawnita duza liczbe (758) genow
zwigzanych ze stresem, ktére byly silnie akumulowane we wczesnym etapie SE (5 dzien)

indukowanej przez TSA, podobnie w kulturze EA, cho¢ w mniejszym stopniu. Liczba (264)
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DEG zwiazanych ze stresem, ktorych ekspresja wzrastata we wezesnej odpowiedzi na dziatanie
auksyny (5 dzien kultury EA), byta niemal trzykrotnie nizsza niz w analogicznym etapie kultury
indukowanej TSA (5 dzien kultury ET). Wyniki te wskazuja, ze dzialanie TSA moze
prowadzi¢ do specyficznej aktywacji genéw zwiazanych ze stresem. Zgodnie z tym
zatozeniem, analiza GO gendéw o podwyzszonej ekspresji w kulturze ET wykazata liczng
reprezentacje gendw (462) zaangazowanych w odpowiedz na stres (gendw zwigzanych
z systemowa odpornoscig oraz reakcjami na stresy biotyczne i abiotyczne, w tym zimno,
hipoksj¢, stres osmotyczny 1 oksydacyjny). Analiza genow DEG zwigzanych ze stresem
w kulturach SE wujawnila geny kodujace kluczowe enzymy metabolizmu hormonow
stresowych, w tym kwasu salicylowego, kwasu abscysynowego oraz kwasu jasmonowego.
Zgodnie z wynikami RNA-seq wykazaliSmy istotne roznice w poziomach SA, ABA i JA
pomiedzy kulturami embriogenicznymi, a nieembriogenicznymi (ET vs. E0, EA vs. E0)
oraz pomiedzy kulturami embriogenicznymi (ET vs. EA). Stwierdzono bardzo wysoki
poziom akumulacji dwoch hormondéw stresowych — SA 1 ABA (odpowiednio 68-1 179-krotny
wzrost) — w eksplantatach traktowanych TSA przez pig¢ dni. W przeciwienstwie JA
wykazywal wyraznie obnizong akumulacj¢ w kulturach embriogenicznych (ET 1 EA)
w poréwnaniu z kontrolg EO. Wséroéd genow DEG, ktére mogty przyczyniaé si¢ do wysokiej
akumulacji SA w eksplantatach indukowanych TSA, zidentyfikowaliSmy gen
ISOCHORISMATE SYNTHASE 1 (ICS1), pelnigcy kluczowg role w biosyntezie SA, ktorego
ekspresja byla istotnie zwigkszona (11.5-krotnie) we wczesnym stadium procesu SE (5 dzien)
indukowanego TSA. Poza biosynteza de novo, zwigkszona zawarto§¢ SA moze wynikac
z ograniczonej konwersji SA do jego nieaktywnych pochodnych. Zgodnie z takim
scenariuszem, ekspresja genow zaangazowanych w przeksztatcanie SA do salicylanu metylu
(MeSA) — w tym METHYL ESTERASEs (MESI, 2, 7, 9), byla istotnie obnizona w kulturze
ET. Zgodnie z podwyzszong akumulacja ABA po zastosowaniu TSA, ekspresja genu NINE-
CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE 6 (NCEDG6), uczestniczacego w biosyntezie
ABA, byta silnie zwigckszona (64-krotnie) w ET vs. E0O. Ponadto, ekspresja genu BETA
GLUCOSIDASE 1 (BG1I), kodujacego esteraz¢ uwalniajacg aktywne ABA z jej glukozydowych
form magazynujacych, byta wyraznie podwyzszona (6.2-krotnie) w ET. Dodatkowo, obnizona
ekspresja genu CYP707A4, zaangazowanego w katabolizm ABA, moze rowniez przyczyniaé
si¢ do zwigkszonej akumulacji ABA w kulturze ET. Dane transkryptomiczne sugeruja zatem,
ze akumulacja ABA w eksplantatach traktowanych TSA moze wynika¢ zaréwno
ze zwigkszone] biosyntezy de novo, wzmozonego uwalniania aktywnej formy hormonu,

jak 1 obnizonego katabolizmu. Analiza gendéw DEG wykazata rowniez obecno$¢ genow
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uczestniczacych w biosyntezie i1 katabolizmie JA w kulturach SE. Wigkszo$¢ genow
zwigzanych z biosynteza JA miata obnizong ekspresj¢ w kulturach embriogenicznych, co moze
wyjasnia¢ obnizenie poziomu JA w procesie SE. Do gendéw o istotnie zmniejszonej ekspresji
nalezaly: LIPOXYGENASE 2 (LOX2), ALLENE OXIDE SYNTHASE (AOS), ALLENE OXIDE
CYCLASEI-3 (AO0C1, 2, 3), OXOPHYTODIENOATE-REDUCTASE 3 (OPR3),
SULFOTRANSFERASE 24 (AtST2a) oraz ACYL-COA OXIDASE 2 (ACX2). Zgodnie z wyzsza
zawartoscig JA w ET niz EA, poziomy ekspresji gendw zaangazowanych w biosynteze JA
(LOX2,A40S8,40CI, 3, OPC-8:0 CoA LIGASE I; OPLCI) byly podwyZszone, natomiast genow
uczestniczacych w katabolizmie JA (JASMONIC ACID CARBOXYL
METHYLTRANSFERASE; JMT, AtST2a), nizsze w ET niz EA. WskazaliSmy, Ze obok
auksyny takze hormony stresowe, w tym kwas salicylowy, abscysynowy i jasmonowy
odgrywaja istotna rol¢ w mechanizmie indukcji SE. Zaobserwowano bowiem w TSA-
indukowanej kulturze embriogenicznej podwyzszone poziomy SA oraz ABA, a wyniki te
sa zgodne z hipotezg o podobienstwie, na poziomie molekularnym, indukowanej in vitro
tranzycji embriogenicznej komorek do odpowiedzi komorek na stres.

Szczegoblnie intensywna regulacja ekspresji genow w odpowiedzi na TSA sugeruje
udziat acetylacji histonow w regulacji ich transkrypcji w komorkach poddanych tranzycji
embriogenicznej. Badania transkryptomiczne doprowadzily nas do zidentyfikowania licznych
genow mogacych mie¢ fundamentalne znaczenie w regulacji plastyczno$ci rozwojowej
u roslin. Uzyskane, nowatorskie wyniki stanowig istotny wklad w budowaniu molekularne;j
sieci genetycznej 1 epigenetycznej czynnikow regulujacych indukcje SE, a w szerszym

aspekcie, reprogramowanie komorek somatycznych.

Translacja wiedzy z rosSliny modelowej Arabidopsis thaliana do roSliny uprawnej
Hordeum vulgare — poprawienie zdolnosSci regeneracyjnych jeczmienia pod wplywem
trichostatyny A.

PrzeprowadziliSmy ocen¢ przydatnosci inhibitora deacetylaz histonowych — TSA,
do poprawy zdolnos$ci regeneracyjnych pigciu genotypow jeczmienia (Nowak i in., 2024, H4,
PS). Do analiz wybrali§my odmiany znaczaco rdznigce si¢ potencjatem regeneracyjnym, w tym
wysoce regenerujaca odmian¢ Golden Promise i niskowydajne odmiany tj. Dema, Morex,
Krona i1 Scarlett. W badaniach zastosowali§my dwuetapowy protokot regeneracji [42],
w ktorym jako eksplantaty wykorzystano tarczki niedojrzalych zarodkoéw zygotycznych oraz
pozywke CIM; indukujaca kalus (4 tygodnie), a nastgpnie pozywke regenerujagca K4NB
(6 tygodni). Po 10 tygodniach kultury oceniali§my efektywnos$¢ i produktywno$¢ procesu
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regeneracji. Tkanka kalusowa pojawiala si¢ z eksplantatow wszystkich genotypow jeczmienia
w 7. dniu kultury na pozywce CIM. Bialo-zoéltawa tkanka kalusowa powstawala wzdhuz
brzegoéw tarczki, w miejscu usunietej osi zarodkowej. W ciggu kolejnych 3 tygodni na CIM
produkcja kalusa zwickszata si¢, a tkanka miala tendencje do oddzielania si¢ w liczne, male
skupiska. Podsumowujac, czas indukcji, dynamika wzrostu oraz morfologia kalusa wydawaty
si¢ podobne we wszystkich analizowanych genotypach jeczmienia. W przypadku Golden
Promise, w 35. dniu kultury in vitro zaobserwowano pierwsze struktury, pedy oraz zarodki
somatyczne, co potwierdziliSmy analizami histologicznymi. W kolejnych dniach, (42. dzien
kultury), eksplantaty Golden Promise formowaly juz liczne regeneranty. W przeciwienstwie
do Golden Promise, inne genotypy wykazywaty op6zniony czas regeneracji pedow/zarodkow
somatycznych — kalusy odmian Morex, Scarlett, Krona 1 Dema wytwarzaly pierwsze
regeneranty co najmniej tydzien pozniej niz Golden Promise. Potencjal regeneracyjny roslin
analizowaliSmy w 8-tygodniowych kulturach. Wszystkie genotypy byly bardzo efektywne
w tworzeniu kalusa — 100% eksplantatow rozwingto tkanke kalusowa. Kalusy rdéznych
genotypow na pozywce regenerujacej] K4NB wykazaly juz znaczaco zroznicowang zdolnos§¢
do produkcji pedow/zarodkéw somatycznych, oceniang na podstawie procentu eksplantatow
wytwarzajacych co najmniej jednego regeneranta (efektywnos$¢ regeneracji) oraz $redniej
liczby regenerantow powstajacych na jeden eksplantat (produktywnos¢ regeneracji). Wyniki
wskazuja, ze najwyzszym potencjatem regeneracyjnym cechowaty si¢ kultury Golden Promise
— 65% eksplantatow formowalo regeneranty, osiggajac $rednig produktywnos$¢ niemal 2.0
pedéw na eksplantat. Eksplantaty pozostatych genotypéw formowaly regeneranty z ponad 3-5
razy nizsza wydajnoscia, mieszczaca si¢ w zakresie od 12% (Scarlett) do 18% (Morex).
Genotypy te wykazywaty réwniez nizszg produktywno$¢ regeneracji w porownaniu z Golden
Promise — ich eksplantaty wytwarzaly $rednio 0.6—-1.3 pedow na eksplantat. Podsumowujac
wytypowane do analiz odmiany je¢czmienia (Dema, Scarlett, Morex, Krona)
charakteryzujgq si¢ niskim, ponad 4-krotnie nizszym potencjalem regeneracyjnym
od Golden Promise.

Do okreslenia wplywu TSA na zdolnosci regeneracyjne jeczmienia wybraliSmy rdzne
koncentracje tego inhibitora (1.0; 2.5; 5.0; 7.5 uM) oraz rozne czasy traktowania eksplantatow
podczas indukcji tkanki kalusowej (1, 2, 4 tygodnie). DowiedliSmy, ze traktowanie TSA
istotnie zwi¢kszylo skuteczno$¢ regeneracji roslin (zarowno efektywnos¢, jak
i produktywnos¢) w dwoch z pieciu analizowanych genotypow jeczmienia. Odpowiednio,
traktowanie TSA w stezeniu 7.5 pM eksplantatow odmian Scarlett i Krona zwi¢kszylo

dwukrotnie efektywnos¢ i produktywno$é¢ regeneracji. Co ciekawe, traktowanie
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eksplantatow 7.5 uM TSA przez 1, 2 i 4 tygodnie dawalo podobny efekt w zakresie regeneracji
ros$lin. W przeciwienstwie do odmian Krona i Scarlett, traktowanie TSA nie wptyn¢to
na badane parametry kultury u odmian Dema i Morex. Z kolei czterotygodniowe traktowanie
eksplantatow odmiany Golden Promise najwyzszym st¢zeniem TSA negatywnie wptyngto
na efektywnos$¢ regeneracji. WykazaliSmy, ze TSA moze by¢ wykorzystany do poprawy
zdolnos$ci regeneracyjnych u slabo-regenerujacych odmian jeczmienia, jednak efekt

zalezny jest od genotypu (Fig. 5).
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Figura 5. Translacja wiedzy z rosliny modelowej Arabidopsis thaliana do rosliny uprawnej Hordeum vulgare -
poprawienie zdolnosci regeneracyjnych jeczmienia pod wplywem traktowania eksplantatow trichostatyng A.

Auksyna — jako induktor procesu tranzycji embriogeniczne;j.

Pierwsze doniesienia o auksynie pochodza z roku 1880, kiedy to Charles i Francis
Darwin postawili hipotez¢ o istnieniu substancji kontrolujacej proces fototropizmu, a w roku
1926 Fritz Went wyizolowali zwigzek chemiczny wptywajacy na wzrost wydluzeniowy siewek
Avena sativa pozbawionych SAM. Kilka lat pdzniej, Fritz Kogl zidentyfikowal 1 otrzymat
w postaci krystalicznej substancje, ustalajac, ze jest to auksyna, IAA [43]. Pierwsze doniesienia
o potencjalnym wptywie auksyny na regulacj¢ transkrypcji wielu genow pojawity si¢ w latach
osiemdziesiatych, lecz dopiero rozwdj technik molekularnych ostatnich lat oraz mozliwo$¢
wykorzystania ro§lin modelowych, doprowadzity do identyfikacji szeregu genow
zaangazowanych w metabolizm, percepcj¢, sygnalizacje i transport auksyny, jak i genow

o auksyno-zaleznej ekspresji [44]. Od czasu odkrycia auksyny badania wskazuja, ze kontroluje
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ona niemal kazdy aspekt rozwoju roslin in vivo i in vitro, dlatego odkrywanie, w jaki sposob
reguluje ekspresje gendw, jest kluczowe dla dalszego postepu biotechnologii i genetyki
translacyjnej. Nie jest zaskoczeniem, ze analiza Shiua i Lehti-Shiua (2023) [45] dotyczaca
najczesciej poruszanych przez naukowcoéw zagadnien wskazuje, iz badania molekularne
ukierunkowane na zrozumienie funkcji auksyny byly i nadal beda gléwnym przedmiotem
zainteresowania $wiata nauki. Obecnie tematyka zwigzana z auksyng zajmuje pierwsze miejsce
w badaniach nad Arabidopsis thaliana.

Auksyny mozemy podzieli¢ na naturalne, endogennie wyst¢pujace w komorkach
roslinnych 1 przez nig syntetyzowane oraz syntetyczne, nie wystepujace w komorkach.
Najlepiej poznang, naturalng auksyna, jest IAA, lecz zidentyfikowano réwniez inne substancje,
takie jak kwas indolilo-3-mastowy (IBA), kwas fenylooctowy (PAA) oraz kwas 5-chloro-
indolilo-3-octowy (4-CI-IAA), ktore sg syntetyzowane w komorkach roslinnych. Zostaty one
zakwalifikowane do auksyn, ze wzglgedu na podobienstwo ich budowy do TAA, jednakze ich
rola 1 mechanizm dziatania nie jest dobrze poznany [43]. Scharakteryzowano wiele
syntetycznych substancji posiadajacych aktywno$¢ auksyny, a najczesciej stosowanymi sg: 2,4-
D, NAA, kwas 2-metoksy-3,6-dichlorobenzoesowy (dicamba) oraz kwas 4-amino-3,5,6-
trichloropikolinowy (picloram, tordon). Mechanizm dziatania syntetycznych auksyn jest
podobny, do mechanizmu dziatania IAA, wykazuja one zrdznicowane i najczesciej mniejsze
powinowactwo do receptorow auksyny oraz zaburzenia w wewnatrzkoméorkowym transporcie
[46, 47], jednakze precyzyjny mechanizm dziatania naturalnych, jak i syntetycznych auksyn,
poza IAA, jest wcigz bardzo stabo poznany.

Co wspdlnego ma auksyna z procesem somatycznej embriogenezy? Do tej pory
opracowano wiele protokotéw umozliwiajacych indukcje SE u roznych gatunkow roslin. Cho¢
warunki hodowli in vitro stosowane do indukcji SE roznig si¢ pomiedzy gatunkami,
traktowanie eksplantatow auksyng lub substancjami o dzialaniu auksynowym wydaje si¢
powszechnym wymogiem dla uzyskania indukcji SE. Najskuteczniejszym 1 najczescie]
stosowanym induktorem SE (w 78% protokolow) jest 2,4-D (Wdjcik i in., 2020, H5, P9).
Dodatkowym potwierdzeniem kluczowej roli auksyny w indukcji embriogenicznej sg analizy
globalnych transkryptoméw SE, ktore wykazaly, ze liczne geny zwigzane z auksyna (jej synteza
1 katabolizmem, transportem, sygnalizacja) ulegaja transkrypcji w kulturach embriogenicznych
réznych gatunkéw, w tym Arabidopsis thaliana, Glycine max, Gossypium hirsutum,
Cinnamomum camphora, Quercus suber, Lilium oriental * trumpet, Garcinia mangostana,
Oryza sativa, Coffea canephora, Zea mays, Dimocarpus longan (Wéjcik i in., 2020, H5, P9)

Picea sp. [48, 49], Solanum tuberosum [50], Camellia sinensis [51], Hevea brasiliensis [52],
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Ormosia henryi [53] 1 wielu innych. Zaobserwowano, ze eksplantaty o wysokim potencjale
embriogenicznym réznych gatunkéw roslin zawieraja zwykle wyzsze poziomy auksyny [IAA,
niz eksplantaty nieembriogeniczne, co sugeruje pozytywna zalezno$¢ migdzy zawartoscig
auksyny, a zdolno$cig tkanki do indukcji SE [54, 55]. Dynamiczny wzrost endogennej
zawartosci auksyny w odpowiedzi na indukcje SE moze by¢ kluczowy dla przeprogramowania
embriogenicznego [56]. Zjawisko to potwierdza akumulacje IAA towarzyszacg indukcji SE
u Arabidopsis in vitro 1 in planta (Wéjcikowska i in., 2013, P17; Wéjcikowska i Gaj, 2015,
P16; [57]).

Jak wspomniano wczesniej proces SE u Arabidopsis thaliana oraz w wigkszosci
opracowanych protokotow jest indukowany z wykorzystaniem syntetycznej auksyny 2,4-D
[58], jednakze mechanizm jego dzialania po dzi$ dzien nie zostal w petni poznany. Istniejg
cztery hipotezy wyjasniajace sposob dziatania tego roslinnego regulatora wzrostu, a pierwsza
z nich zaktada ze 2,4-D dziata jak naturalna auksyna, wigzac si¢ do receptoréw auksyny
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSEL1 (TIR1), AUXIN SIGNALING F-BOX 1-5 (AFB1-
5) oraz AUXIN BINDING PROTEINI (ABP1) 1 wywotujac analogiczng odpowiedz komorki
jak naturalnie wystepujace auksyny [59-61]. Uwaza si¢, ze transport 2,4-D przez biatka
wyptywu auksyny PIN jest nieefektywny i wolny, co prowadzi do nagromadzenia 2,4-D
w komorce [62], chociaz najnowsze badania wskazuja, ze 2,4-D ma mozliwo$¢ wigzania si¢
z bialkiem PIN-FORMED 8 (PINS), ktory nie jest zlokalizowany w btonie komorkowej,
a glownie w retikulum endoplazmatycznym [63]. Alternatywna hipoteza mowi o tym,
ze egzogennie dostarczony 2,4-D wptywa na ekspresj¢ genoOw biosyntezy endogennej auksyny
— wplywajac na ilos¢ endogennego IAA [64, 65] i w wyniku podwyZszenia jego poziomu
dochodzi do nabycia kompetencji przez komoérki somatyczne 1 indukcji procesu SE [66], jednak
podwyzszenie poziomu auksyny jest nieznaczne i1 ilo$¢ dowodow na to wskazujaca
niewystarczajaca. Z perspektywy lat oraz licznych przeprowadzonych analiz uwazam,
ze 2,4-D, wrecz przeciwnie, powoduje wyzerowanie poziomu IAA w pierwszych godzinach
po traktowaniu, co jest swoistym przeprogramowaniem traktowanej komorki ro$linne;.
W kolejnych dniach obserwowany jest stopniowy wzrost zawartoSci IAA (Nowak,
niepublikowane). Nastgpna teoria glosi, ze 2,4-D zmienia metylacj¢ DNA co wplywa
na ekspresj¢ gendw takze tych zaangazowanych w proces SE 1 nabycie kompetencji do tranzycji
embriogenicznej. Pierwsze doniesienia wskazujace na zalezno$¢ metylacji DNA od obecnosci
auksyny, pochodza z 1989 roku, kiedy to LoSchiavo i wspdipracownicy udokumentowali
wzrost poziomu metylacji DNA pod wplywem traktowania auksyna u Daucus carrota [67].

Korelacj¢ migdzy auksyng, a poziomem metylacji DNA potwierdzono analizujac
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wygenerowang po mutagenezie chemicznej lini¢ E9 Daucus carrota cechujaca si¢ statym
1 wyzszym poziomem metylacji DNA, w stosunku do formy dzikiej. W linii tej stwierdzono
takze podwyzszony poziom endogennego IAA, a rosliny prezentowaty nieprawidlowy rozwoyj,
formujac tkanke kalusowa. Kolejne doniesienia potwierdzily, ze w trakcie auksyno-zaleznej
indukcji procesu SE, nastepuje wzrost metylacji DNA réwniez u takich gatunkow jak Acca
sellowiana [68], Cucurbita pepo [69], czy Coffea canephora [70]. Zastosowanie inhibitora
metylacji DNA 5-azacytydyny (5-AzaC) skutkuje zahamowaniem procesu SE u takich
gatunkéw jak Coffea canephora [70] oraz Arabidopsis thaliana (Grzybkowska i in., 2018,
P12), co bezsprzecznie potwierdza kluczowa role metylacji DNA w procesie indukcji SE [71].
Geny kodujace enzymy przeprowadzajgce proces metylacji DNA wykazujg zréznicowang
ekspresje podczas procesu SE, a spadek metylacji DNA obserwowany u mutantow w tych
genach skutkuje nieprawidtlowg budowa zarodkow zygotycznych oraz zahamowanym
procesem SE (Grzybkowska i in., 2018, P12; [72]). Prawidlowy poziom metylacji jest zatem
niezbedny do zaj$cia procesOw embriogenicznych in vivo oraz in vitro. Ostatnia hipoteza glosi,
ze 2,4-D bedacy herbicydem dziata jako czynnik stresowy [73, 74]. Traktowanie tkanek 2,4-D
skutkuje bowiem powstaniem reaktywnych form tlenu (Reactive Oxygen Species; ROS)
indukujacych stres oksydacyjny. Potwierdzeniem tej teorii jest takze fakt, ze podczas kultury
eksplantatéw na pozywce z 2,4-D, aktywowane sg geny specyficzne dla stresu abiotycznego

oraz biotycznego, jak 1 same ROS (Wojcikowska i in., 2018, H2, P10; [75]).

Identyfikacja  czynnikéw transkrypcyjnych AUXIN RESPONSE FACTOR
zaangazowanych w proces somatycznej embriogenezy u Arabidopsis thaliana.

W komorkach roslinnych, w ktorych auksyna ulega akumulacji dochodzi do zmian
ekspresji gendéw gléwnie w wyniku aktywacji kanonicznego, jadrowego szlaku
sygnalizacyjnego auksyny. Ogolny, mechanizm regulacji ekspresji genéw indukowany przez
auksyne zostat poznany, jednak wcigz odkrywane sa jego nowe elementy sktadowe. W jadrze
komoérkowym auksyna wigze si¢ z biatkami F-box TIR1, AFBI1-5, bedacymi sktadnikami
kompleksu ligazy ubikwitynowej: Skpl—Cullin—F-box (SCFTRVAFBS) "4 tak7e z koreceptorami
Aux/IAA. Wigzanie auksyny z TIR1/AFBs 1 biatkami Aux/IAA stymuluje zalezna
od TIR1/AFB1-5 produkcje cyklicznego monofosforanu adenozyny (cAMP), generujac cAMP
z ATP w bliskim sgsiedztwie biatek AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF). W zwiagzku z tym,
ze biatka Aux/IAA dzialaja jako represory czynnikéw transkrypcyjnych ARF, ich odlacznie
si¢, znosi represj¢ wstepnie utworzonych kompleksow transkrypcyjnych 1 prowadzi

do regulacji transkrypcji z udziatem biatek ARF przy obecnosci cAMP. Ubikwitynacja biatek



Barbara Wojcikowska Zalacznik 3: Autoreferat

Aux/IAA przez kompleks SCFT®AFBs i jch degradacja w proteasomie prowadzi
do zahamowania syntezy cAMP, co skutkuje zahamowaniem ekspresji genéw odpowiedzi
na auksyne przez nieznany jeszcze mechanizm. Przy braku auksyny biatka Aux/IAA oddziatuja
z biatkami ARF 1 korepresorami transkrypcyjnymi TOPLESS/TOPLESS-RELATED
(TPL/TPR), rekrutuja takze deacetylazy histondw, co prowadzi do zahamowania ekspresji
genoéw odpowiedzi auksyny, wskutek kondensacji chromatyny [44, 76].

Geny ARF sa charakterystyczne wyltacznie dla krolestwa roslin i zostaly
zidentyfikowane w genomach réznych gatunkow, w tym paproci, nagonasiennych,
jednolisciennych 1 dwuliSciennych [77]. W genomie Arabidopsis thaliana znajduja si¢ 23 geny
ARF, z ktorych wszystkie — z wyjatkiem jednego pseudogenu (ARF23) — koduja czynniki
transkrypcyjne zaangazowane regulacje ekspresji genow w odpowiedzi na auksyne. Bialka
ARF zawieraja domene wigzaca DNA (DBD), klasyfikowang jako typu B3 1 specyficzng
dla roslin, ktéra rozpoznaje motyw AuxRE (TGTCNN) wystepujacy w promotorach genow
odpowiedzi na auksyne [78]. W obrebie DBD zlokalizowana jest domena dimeryzacji (DD)
[79]. Czynniki transkrypcyjne ARF moga aktywowac lub hamowac ekspresje genow
docelowych w zaleznosci od sekwencji aminokwasowej $rodkowej domeny funkcjonalnej -
MR. Biatka ARF z domeng MR bogata w glutamine, seryn¢ i leucyne (MP/ARF5-ARF8
1 ARF19) dziatajg jako aktywatory transkrypcji, sa najlepiej scharakteryzowane i nalezg do
klasy A biatek ARF. Zwickszona zawartos¢ seryny, proliny, leucyny i glicyny w domenie MR
(ARF1-ARF4, ARF9, ARF11-ARF15, ARF18, ARF20-22) skutkuje represja transkrypcji
genow docelowych, a biatka te naleza do klasy B. Wyrdzniono jeszcze klase C biatek ARF, do
ktorej nalezag ARF10, ARF161 ARF17[80-82]. Dodatkowo, ARF zawierajg domen¢ PB1 (Phox
and Bem1), ktora jest niezb¢dna do interakcji z innymi biatkami ARF oraz Aux/IAA [83].

Celem prowadzonych przez nas badan bylo =zidentyfikowanie czynnikéw
transkrypcyjnych ARF o kluczowej roli w procesie tranzycji embriogenicznej. Analiza
ekspresji genow ARF metoda jakoSciowego RT-PCR na roznych etapach SE wykazata,
ze wiekszo$¢ (14 z 22) tj. ARF1-3, ARF5-11, ARF16-19 gendw byla transkrybowana podczas
procesu SE. Analiza RT-qPCR ujawnita zréznicowane profile ekspresji 14 wytypowanych
genéow ARF, przy czym zdecydowana wigkszo$¢ genow ARF (11/14; 79%) wykazywala
modulowang ekspresje. Szes¢ gendow ARF zostato istotnie indukowanych w réznych etapach
kultury embriogenicznej. WyrdzniliSmy geny aktywowane we wczesnych (3, 5 dzien kultury)
1 poznych (10, 15 dzien kultury) etapach procesu SE. Cztery geny MP/ARF5, ARF6, ARF10
i ARF16 wykazywaly wyrazny wzrost ekspresji w fazie indukcji SE, podczas gdy dwa
pozostale ARF8 i ARF17 ulegaly podwyzszonej ekspresji w zaawansowanych etapach
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zwiazanych z formowaniem i rozwojem zarodkéw somatycznych. Sposrod genéw ARF
indukowanych podczas procesu SE szczegélnie wyrodznial si¢ gen MP/ARF5, ktérego poziom
ekspresji gwaltownie wzrastal we wczesnej fazie SE (az 14-Kkrotnie), co sugeruje istotna rolg
MP/ARFS5 w tranzycji embriogenicznej. Pig¢ genow, ARFI-3, ARF11 i ARF18 wykazywalo
obnizong ekspresje podczas procesu SE we wszystkich analizowanych dniach kultury in vitro.
W przypadku trzech genéw: ARF7, ARF9 i ARF19, nie odnotowano zmian we wzorze ich
ekspresji podczas procesu SE.

By wskaza¢ geny ARF, ktorych ekspresja jest regulowana przez auksyng,
przeanalizowalismy ich ekspresje podczas rozwoju siewek na pozywce bezauksynowej (EO).
Ekspresja szesciu genow MP/ARF5-6, ARF8-10 i ARF16 byla stymulowana egzogenng
auksyna 2,4-D. W celu ustalenia, czy obserwowane profile ekspresji genow ARF s3
specyficzne dla SE, czy tez odzwierciedlajg ogolne procesy odroznicowania w eksplantatach
traktowanych hormonami, zbadaliSmy takze ich ekspresj¢ podczas procesu organogenezy
pedéw. Wszystkie czternascie ARF genow transkrybowanych w kulturze SE bylo réwniez
aktywnych podczas procesu organogenezy pedow. Porownanie poziomow ekspresji wykazato,
ze cztery geny MP/ARF5, ARF6, ARF8 i ARF9 wykazywaly nizsza ekspresje podczas
procesu organogenezy pedow niz SE.

Z wykorzystaniem transkrypcyjnych linii reporterowych przeanalizowali$§my czasowo-
przestrzenny wzor ekspresji genow ARF w eksplantatach poddanych indukcji SE (Fig. 6A).
W szczegolnosci badano liscienie 1 okolice SAM, czyli rejony zaangazowane w indukcj¢ SE
[84]. Sygnal GFP wykrylismy w dziewieciu liniach reporterowych monitorujacych ekspresje
genow ARF1-3, MP/ARF5-6, ARF10, ARF'16, ARF18-19, a w sze$ciu przypadkach sygnal ten
byt zlokalizowany w obszarach zwigzanych z indukcja SE. W $wiezo izolowanych
eksplantatach IZE (0 dzien) sygnat GFP obserwowalismy dla ARF2-3, MP/ARF5 1 ARF10. We
wcezesnej fazie SE (3, 5 dzien kultury) ekspresje w liScieniach i w poblizu SAM
wykazywaly MP/ARF5, ARF6, ARFI10 i ARFI6, przy czym najsilniejszy sygnal
odnotowaliSmy w linii MP/ARF5. Geny ARF2 1 ARF3 byly aktywne jedynie w poblizu SAM.
W 10 1 15 dniu kultury staby sygnat GFP wykazywaty zarodki somatyczne w liniach ARF2-3,
ARF6 i ARF'16, natomiast w liniach reporterowych ARF2, MP/ARF5, ARF10 1 ARF16 silny
sygnat GFP zlokalizowany byt w tkance kalusowej u podstawy zarodkow somatycznych oraz
w czesciach eksplantatu niezaangazowanych w SE (hipokotyl 1 korzen).

W celu zbadania roli gendw ARF w procesie SE tacznie przeanalizowali$my dwanascie
mutantow insercyjnych (arfl, arf2, arf3, mp/arfs, arf6, arf7, arf8, arf10, arfll, arfl6, arfl?7,
arf19) pod katem ich zdolnosci indukcji procesu SE (Fig. 6B). Analiza wykazala, ze wigkszo$¢
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(7/12) mutantow cechowala si¢ zaburzeniem odpowiedzi embriogenicznej. Trzy mutanty
(arfl, mp/arfS i arf7) wykazywaly istotng redukcje zaréowno efektywnosci,
jak i produktywnos$ci SE. Mutanty arf3 i arfé6 prezentowaly nizsza efektywno$¢ procesu
SE, natomiast arf8 i arfl1 — cechowaly si¢ istotnie mniejszg produktywnoscig SE. Proces
SE byl najmocniej zaburzony u mutanta mp/arf5, a wraz ze wzrostem defektow rozwojowych
eksplantatéw mutanta mp/arf5 obserwowano spadek zdolnosci embriogenicznych. W kulturze
IZE o silnym fenotypie (pojedynczy liScien, brak merystemu korzeniowego i hipokotyli [85])
odnotowalismy skrajne obnizenie potencjatu embriogenicznego (ponad 80%). Dodatkowych
dowodow na kluczowa rolg MP/ARF5 w indukcji SE dostarczyta analiza linii p35S::ARFS.
Konstytutywna nadekspresja MP/ARF5 powoduje silne defekty rozwojowe, obejmujace
znieksztatcone kwiatostany w ksztatcie szpilki oraz wysoka sterylnos¢ [86], z tego powodu
uzyskano jedynie 20 IZE z 12 ro$lin 1 zaden z eksplantatow z konstytutywna nadekspresja

IN | ARr2 | ARF3 ARF5 ARF6 MP/ARF5 nie byt zdolny

do  wytworzenia  zarodkow

somatycznych, formowat jedynie
kalus. Dzigki przeprowadzonym
przez nas badaniom mozliwe
bylo wyselekcjonowanie genéw
ARF o potencjalnie kluczowej
roli w procesie SE, a dla czesci
z nich potwierdziliSmy ich
istotng role w  procesie
tranzycji embriogenicznej [57,

87] (Wajcikowska i in., 2025,
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Czynnik transkrypcyjny MONOPTEROS/AUXIN RESPONSE FACTORS jako
kluczowy regulator procesu somatycznej embriogenezy — analiza molekularnego
mechanizmu dzialania MP/ARFS.

Gen MONOPTEROS (MP), znany rowniez jako AUXIN RESPONSE FACTOR 5 (ARF5)
zostat zidentyfikowany w 1998 roku przez Hardtke 1 Berletha, a ¢wier¢ wieku badan nad nim
pozwolito odkry¢ kanoniczny mechanizm jadrowej sygnalizacji auksyny. Kanoniczne biatko
MP/ARF5 to czynnik transkrypcyjny, ktory reguluje ekspresje genow w odpowiedzi na
auksyne [88]. MP/ARF5 moze dziala¢ jako homodimer, jednak rola potencjalnych
heterodimeréw nadal pozostaje przedmiotem dyskusji [80]. MP/ARFS wiaze si¢ z elementami
odpowiedzi na auksyne (AuxRE) w promotorach genéw indukowanych przez auksyng.
Wykazano metoda DAP-seq, ze preferowanym motywem wigzania dla MP/ARFS jest
sekwencja 5-TGTCGG-3’, ktora zostata zidentyfikowana w promotorach 11 092 genow
Arabidopsis thaliana podczas rozwoju siewek [89], a nie kanoniczny motyw AuxRE
5'-TGTCTC-3"[90, 91]. Bialko MP/ARFS, podobnie jak inne bialka z rodziny ARF sktada si¢
z czterech domen: domeny B3 wigzacej DNA, domeny dimeryzacyjnej, domeny $rodkowe;,
determinujacej funkcje aktywacyjng biatka, domeny Phox i1 Beml, odpowiedzialnej
za wigzanie represorowych biatek Aux/IAA, gtéwnie IAA12/BODENLOS (BDL). Przy niskim
poziomie auksyny MP/ARF5 wchodzi w interakcj¢ z BDL poprzez domeny PB1. BDL
rekrutuje korepresory TPL/TPR, ktore z kolei wigza si¢ z deacetylazg histonowg HDA19.
HDA19 usuwa grupy acetylowe z histonow H3/H4, co prowadzi do kondensacji chromatyny
1 zablokowania ekspresji genow odpowiedzi na auksyn¢ [92]. W obecnosci auksyny, BDL
oddzialuje z nig i wiaze sie do kompleksu SCFTRAFES ¢ skutkuje formowaniem cAMP
niezbednego do dziatania MP/ARFS5 [93]. Uwolnione biatko MP/ARFS tworzy kompleks
z ATP-azami remodelujagcymi chromatyn¢ z rodziny SWI/SNF — BRAHMA (BRM) i
SPLAYED (SYD), co prowadzi do dekondensacji i odblokowania chromatyny. Umozliwia to
prawdopodobnie acetylotransferazom histonowym 1 czynnikom transkrypcyjnym dostep do
elementow regulatorowych w promotorach gendéw kontrolowanych przez MP/ARFS,
a w konsekwencji aktywacj¢ ich transkrypcji [94, 95]. Co interesujace samo cAMP
prawdopodobnie moze nasladowaé dzialanie auksyny, a przeprowadzone przez nas badania
pilotazowe wskazuja, ze aktywuje takze tranzycj¢ embriogeniczng (Wdjcikowska,
niepublikowane). Gdy biatko BDL ulega ubikwitynacji i degradacji przez proteasom, cAMP
nie jest syntetyzowane, a dzialanie MP/ARF5 zostaje zahamowane [44]. Nie mozna wykluczy¢,
ze poziom auksyny powyzej okreslonego progu prowadzi do cytoplazmatycznej akumulacji

biatek MP/ARFS uwig¢zionych w wyniku oligomeryzacji z MP/ARFS5 lub innymi ARF, co moze
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hamowac¢ ekspresje genow odpowiedzi na auksyng¢. Tego typu oligomeryzacj¢ zaobserwowano
in vitro oraz in vivo dla ARF19 [96-98]. Scenariusz ten jest prawdopodobny, gdyz rosliny
p35S::ARF5 z konstytutywna nadekspresja MP/ARFS5 odwzorowuja mutanta mp — formujac

kwiatostan w ksztalcie szpilki, a eksplantaty IZE majg zaburzong zdolno$¢ do procesu SE [86,

99]. Taki kanoniczny model dziatania MP/ARF5 obowigzywal do 2021 roku, wtedy
zidentyfikowano izoforme biatka MP/ARF5 — MP11ir [100]. Izoforma ta powstaje w wyniku
alternatywnego splicingu, skutkujacego retencja intronu 11, w ktorym zlokalizowany jest
przedwczesny kodon STOP. MP11ir to skrocona wersja MP/ARFS, pozbawiona domeny PB1
zatem nie moze by¢ represjonowana ani przez oligomeryzacje przy suboptymalnym poziomie
auksyny, ani przez biatka Aux/IAA przy niskim poziomie auksyny. Dlatego MP1lir, mimo
ze jest czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzi na auksyne, dziala w sposdb niezalezny
od niej. Transkrypt MP1lir zostal po raz pierwszy wykryty w zalagzniach oraz w korzeniach
Arabidopsis thaliana [100, 101].

Kanoniczne biatko MP/ARFS pelni kluczowa role w wielu procesach rozwojowych
roslin in vivo, takich jak: rozwd] kwiatow, zalazni 1 pytku, embriogeneza zygotyczna,
powstawanie merysteméw korzeni 1 peddw, utrzymanie polaryzacji organdw,
czy ksztattowanie wigzek przewodzacych (Wojcikowska i in., 2023, H7, P6). MP/ARFS takze
odgrywa kluczowa role w przej$ciu embriogenicznym, poniewaz jak wykazano: (i) jego
ekspresja jest silnie indukowana podczas SE i stanowi potencjalny marker molekularny tego
stadium, (ii)) MP/ARFS5 jest aktywny w liscieniach i rejonie merystemu apikalnego pedu,
z ktorych powstajg zarodki somatyczne, (iii) eksplantaty mutanta mp/arf5 nie sg zdolne do
wydajnego tworzenia zarodkow somatycznych (Wéjcikowska i Gaj, 2017, H6, P13;
Wojcikowska i in., 2023, H7, P6; Wojcikowska i in., 2025, H8, P2). Dlatego znaczenie
MP/ARFS5 w formowaniu zarodkow somatycznych jest niepodwazalne.

Bioragc pod uwage kluczowa role bialek sygnalizacji auksynowej w tranzycji
embriogenicznej, zbadaliSmy, czy transkrypt MPI1lir jest obecny podczas procesu SE
indukowanego egzogenna, syntetyczng auksyng 2,4-D. Postawiliémy hipotezg, ze jesli MP11ir
reguluje geny docelowe w komodrkach o niskim poziomie auksyny [100], jego obecnos¢
powinna by¢ minimalna podczas procesu SE, poniewaz takie komodrki akumulujg zaréwno
egzogenng 2,4-D, jak i1 syntetyzuja endogenny IAA [102] (Wéjcikowska i Gaj, 2015, P16;
Wajcikowska i in., 2024, H3, P4). W tym celu przeanalizowaliSmy poziomy transkryptu
MPI1lir w réznych prébkach: 10-dniowych siewkach, kwiatach, liSciach, niedojrzalych
zarodkach zygotycznych oraz eksplantatach IZE podczas indukcji SE zaleznej od auksyny.



Barbara Wojcikowska Zalacznik 3: Autoreferat

Transkrypt MP11lir nie zostat wykryty w lisciach, ale byl obecny w innych tkankach,
szczegdlnie w kwiatach, co potwierdzono wczesniej [100]. Analiza iloSciowa wykazata,
ze transkrypt MP1lir osiagga najwyzszy poziom podczas tranzycji embriogenicznej — 11-18
razy wyzszy niz w siewkach. Sugeruje to, ze MP11lir moze regulowaé ekspresje genéw
docelowych zarowno przy niskich, jak i wysokich stezeniach auksyny (Wdéjcikowska i in.,
2025, HS8, P2) [100, 101], wskazujac na jego role¢ w auksyno-niezaleznej kontroli
transkrypcji genéw docelowych podczas SE. Aby zbada¢ korelacje miedzy poziomem
transkryptu  MPI11lir, a zdolnoscia do procesu SE, traktowaliSmy eksplantaty roéznymi
auksynami: 2,4-D, NAA 1 IAA, w rosnacych stezeniach (0, 2.5, 5.0 1 7.5 uM) przez 10 dni.
Rézne auksyny w tych samych stezeniach wywolywaly zréznicowany efekt na poziom
transkryptu MP11ir. ZaobserwowaliSmy dodatnig korelacj¢ migdzy poziomem transkryptu
MP1lir, a wzrastajagcymi stezeniami 2,4-D oraz NAA, ale nie [AA. Efektywnos¢ indukeji SE
roOwniez réznita si¢ w zaleznosci od rodzaju zastosowanej auksyny. 2,4-D byla
najskuteczniejsza w indukcji SE, nastepnie NAA, natomiast IAA byla najmniej efektywna.
ZaobserwowaliSmy dodatnig korelacje miedzy wzrostem poziomu transkryptu MP1I lir,
a efektywnoscia procesu SE dla 2,4-D i NAA, ale nie dla IAA. Dane te sugeruja, ze typ
i stezenie auksyny wplywaja na poziom transkryptu MPIIir, a w konsekwencji
na wydajnos$¢ procesu SE. Aby sprawdzi¢, czy obecno$¢ transkryptu MP1 lir jest specyficzna
dla przejscia embriogenicznego, a nie jest jedynie odpowiedzig na podanie egzogennych
auksyn, oceniliSmy wptyw trichostatyny A (TSA), inhibitora deacetylaz histonowych, znanego
z indukowania SE [23], na poziom transkryptu MP] lir. Eksplantaty traktowane 1.0 uM TSA
masowo regeneruja zarodki somatyczne (Waojcikowska i in., 2018, H2, P10). Podczas indukcji
SE zaleznej od TSA poziom transkryptu MPI11lir byt znaczaco podwyzszony. Transkrypt
kodujacy kanoniczne biatko MP/ARF5 zostal rowniez wykryty w trakcie embriogenezy
somatycznej, co jest zgodne z dotychczasowa wiedza (Wdjcikowska i Gaj, 2017, H6, P13).
Wzorzec jego ekspresji byt bardzo podobny do obserwowanego dla MPIlir. Transkrypt
MP/ARF'5 istotnie akumulowat si¢ w eksplantatach IZE traktowanych 2,4-D 1 NAA, a takze
w eksplantatach traktowanych 5.0 uM IAA. Zaobserwowano wyrazng indukcje ekspresji
MP/ARF5 podczas SE-zaleznej od auksyny oraz od TSA. Zarowno w warunkach indukcji SE
przez auksyne, jak 1 TSA, transkrypt MP/ARF5 byl syntetyzowany w wigkszej iloSci niz
MP1 Iir. Wyniki te sugeruja, ze zard6wno MPI11ir, jak i MP/ARFS sa specyficznie zwiazane
z przeprogramowaniem komorek somatycznych do embriogenicznych.

Mutacje w genie MP/ARF5 drastycznie hamujg proces SE w porownaniu do Col-0 (Fig.

7), dodatkowo wplywaja na rozwoj eksplantatéw tj. zarodkow zygotycznych (posiadaja czgsto
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jeden liscien, nieprawidtowo wyksztalcony hipokotyl oraz merystem apikalny korzenia), co
potencjalnie moze ogranicza¢ zdolnos$¢ eksplantatow do SE. By jednoznacznie potwierdzié
kluczowa role MP/ARFS5 w procesie tranzycji embriogenicznej wykorzystaliSmy transgeniczng
lini¢ p35S::bdl-GR. Linia ta produkuje zmutowane biatko bdl, ktoére nie wiaze si¢ do auksyny
oraz receptora SCFTIRVAFBs ' pie ulega ubikwitynacji oraz degradacji przez proteasom
w obecno$ci auksyny. Zmutowane biatko bdl moze hamowa¢é dzialanie MP/ARFS poprzez
ciaglg interakcje z domena PB1 MP/ARFS. Podczas indukowanej DEX nadekspresji
zmutowanego bialka bdl, eksplantaty nie formowaly zarodkow, a rozwijaly si¢ w siewki
(Fig. 7). Natomiast Col-0 1 linia transgeniczna p35S::BDL-GR, syntetyzujaca natywne biatko
BDL, masowo regenerowaty zarodki somatyczne, niezaleznie od obecnosci DEX (Fig. 7).
Wyniki te jednoznacznie potwierdzaja, ze MP/ARFS jest fundamentalnym czynnikiem
odpowiedzialnym za wlgczenie programu embriogenicznego. Potwierdzono, ze transkrypty
MP/ARF5 1 MP1 Iir sg obecne podczas tranzycji embriogenicznej. Jednak nie bylo wiadomym,
czy biatko MPI1lir jest funkcjonalne. Aby zbada¢ funkcjonalnos¢ MPI1lir 1 jego udzial
w procesie SE, przeprowadzilismy test komplementacji. Do tego celu uzyto linii
transgenicznych, gdzie pod kontrolg promotora genu MP/ARF5 ulegaly ekspresji kanoniczne
biatko MP/ARFS5 (pMP::MP-sekwencja CDS) lub izoforma MP11ir (pMP::MP1 lir-sekwencja
genomowa) w tle mutanta mpS37/9. Obecnos¢ MP1lir lub MP/ARFS tylko czgsciowo
przywrdcita fenotyp ekotypu dzikiego. Pelne odtworzenie fenotypu kontrolnego wymagato
obecnosci zarobwno MP/ARFS, jak 1 MPI11lir, co potwierdzilismy w linii po skrzyzowaniu
pMP::MP x pMP::MP11ir w tle mutanta mpS319 (Fig. 7). Test komplementacji dowiodt,
ze oba bialka, kanoniczne i izoforma, sq niezbedne do efektywnego formowania zarodkow
somatycznych.

Aby wykry¢ biatka MP/ARF5 1 MP1lir podczas auksyno-zaleznego procesu SE,
wykorzystaliSmy linie reporterowe pMP::MP-GFP 1 pMP::MP11ir-GFP. Sygnal MP/ARF5
wykrywano na réznych etapach indukcji SE jako silny sygnal jadrowy w merystemie
wierzcholkowym pedu, liScieniach i wierzcholku korzenia. Co istotne, sygnat ten nasilat si¢
1 obejmowat coraz wigksze obszary wraz z wiekiem kultur. W przeciwienstwie do tego, dla
MP11ir we wszystkich etapach wykrywano jedynie slaby i rozproszony sygnal
fluorescencji. Czgsto  brakowalo  wyraznego  jadrowego  wzorca  lokalizacji,
charakterystycznego dla MP-GFP. Sugeruje to, Ze biatko MP11ir jest ponizej poziomu detekcji
lub poddawane modyfikacjom posttranskrypcyjnym lub potranslacyjnym, skutkujacym

brakiem wyraznego sygnatu jadrowego GFP.
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Figura 7. Zdolnosci embriogeniczne badanych linii tj. ekotypu kontrolnego Col-0, mutanta mpS3179, linii
pMP::MP1lir, pMP::MP, pMP::MP11ir pMP::MP w tle mpS319, p35S::bdl-GR, p35S::BDL-GR na podtozu EA
oceniono w 21-dniowej kulturze in vitro. Wartosci istotnie statystycznie rézne od kultury kontrolnej Col-0 (*),
mpS319 (#), (*p < 0,05; 7 ## p < 0,01).

By zrozumie¢ zlozone role kanonicznej i skroconej formy biatka MP/ARF5 w SE,
zbadalismy efekt ektopowej nadekspresji sztucznego, skroconego biatka MP/ARFS
pozbawionego domeny PB1 (AARFS5), podobnie jak MPI11lir. WykorzystaliSmy lini¢
transgeniczng pXVE::AARF5 pDRS5::GFP z indukowang B-estradiolem (E) nadekspresja
AARF5. Eksplantaty z nadekspresja AARFS, traktowane 1 pM B-estradiolu i1 réznymi
stezeniami 2,4-D (1.0; 2.5; 5.0 uM), formowaly kalus zamiast zarodkéw somatycznych.
Wynik ten wskazuje, ze konstytutywna nadekspresja AARFS zaburza proces somatycznej
embriogenezy.

Hamujacy wplyw nadekspresji AARF5 na SE skionit nas do zbadania, czy wptywa on
na poziom endogennej auksyny — IAA, bowiem zaburzenia SE czgsto koreluja
z nieoptymalnymi st¢zeniami endogennej auksyny podczas indukcji SE w eksplantatach
(Wojcikowska i Gaj 2015, P16). W celu oceny poziomu endogennej auksyny uzyliSmy trzech
metod analitycznych. Po pierwsze, oceniliSmy posrednio zawarto$¢ auksyny poprzez analize
sygnatu GFP w linii pXVE::AARFS5 pDRS5::GFP. Analiz¢ przeprowadzono podczas indukcji
procesu SE indukowanej TSA (w 115 dniu kultury), aby unikna¢ aktywacji sygnatu DRS przez
egzogenng auksyn¢. Eksplantaty wzrastaly na pozywce ET z B-estradiolem lub bez niego.

W eksplantatach kontrolnych sygnat GFP zidentyfikowano w merystemie wierzchotkowym
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korzenia, pedu i na koncach liscieni. Po 24 godzinach indukcji nadekspresji AARFS,
jak i w 5-dniowych eksplantatach, obserwowano silny sygnal GFP w calym eksplantacie
— co wskazuje posrednio na zwi¢kszony poziom auksyny w eksplantatach (Fig. §A).
Po drugie, zmierzono poziom zwiazkéw indolowych (Fig. 8B) oraz samego IAA (Fig. 8C)
odpowiednio w 21- oraz 10-dniowej kulturze in vitro na pozywce EA w eksplantatach
pXVE::AARF5 pDRS5::GFP traktowanych lub nietraktowanych B-estradiolem. Eksplantaty
z indukowang nadekspresja AARFS, ktore tworzyly kalus, wykazywaly 1.37-krotny
wzrost poziomu zwigzkow indolowych oraz 3-krotny wzrost zawartosci IAA w poréwnaniu

do eksplantatow kontrolnych z nieindukowang nadekspresja AARFS.
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Figura 8. Analiza wptywu nadekspresji AARF5 na poziom endogennej auksyny. Analiza sygnatu GFP (A), poziom
zwigzkow indolowych (ug/g swiezej tkanki) w trzytygodniowej kulturze (B) oraz poziom IAA (ng/g suchej masy)
w dziesieciodniowej kulturze (C) w eksplantatach pXVE::AARF5 pDRS5::GFP traktowanych badz nie

B-estradiolem. Wartosci istotnie statystycznie rozne od kultury kontrolnej (*p < 0,05; **p < 0,01). n — liczba
pomiarow.

Po trzecie sprawdzili$my, czy powstawanie kalusa pod wplywem nadekspresji AARF5 moze
wynika¢ z podwyzszonego poziomu [AA, za ktéry moga odpowiada¢ enzymy podstawowego
szlaku biosyntezy auksyny IPyA. W tym celu przeanalizowaliSmy zdolno§¢ do procesu SE
u Col-0 oraz w linii pXVE::AARF5 pDR5::GFP traktowanych yucasin (100 i 150 puM),
inhibitorem enzyméw YUC [103]. Eksplantaty Col-0, nietraktowane 1 traktowane
B-estradiolem oraz pXVE::AARF5 pDRS::GFP nietraktowane [-estradiolem 1 traktowane
yucasin wykazywaty silnie obnizong efektywno$§¢ SE (1.3- do 1.5-krotnie nizsza) oraz
produktywnos¢ (nie wigcej niz dwa zarodki somatyczne na reagujacy eksplantat), a wyniki te
sg zgodne z literaturg [75, 104]. Wyniki te potwierdzaja, ze enzymy YUC sg istotne dla
efektywnej tranzycji embriogenicznej. Nastgpnie sprawdziliSmy, czy traktowanie eksplantatow

pXVE::AARF5 pDRS5::GFP yucasin moze odwrdci¢ fenotyp wywolany przez nadekspresje
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AARFS5 indukowang [-estradiolem i umozliwi¢ regeneracj¢ zarodkow, zamiast kalusa.
Rzeczywiscie, te eksplantaty formowaty zarodki somatyczne (efektywnos$¢ 15.4% przy 100 uM
1 3.4% przy 150 uM yucasin), z niska produktywnoscia (1 zarodek na eksplantat), zamiast
kalusa. Wynik ten potwierdza, ze nadekspresja AARFS stymuluje biosynteze auksyny droga
IPyA, doprowadza do suboptymalnego poziomu IAA, co ostatecznie prowadzi
do powstawania kalusa zamiast zarodkéw somatycznych. Prawdopodobnie takze inne, jak
dotad niepoznane komponenty genetyczne zostaja deregulowane przez nadekspresje AARFS5
hamujac proces SE.

W celu zbadania zwigzku migdzy nadekspresja AARFS, a wahaniami poziomu
endogennej auksyny, przeanalizowaliSmy ekspresje gendw biosyntezy auksyny z szlaku IPyA:
TAAIL, TARI, TAR2 oraz YUCI-11. Geny te ulegaja ekspresji podczas SE 1 sg kluczowe dla
produkcji auksyny w tym procesie [56, 104, 105]. W linii pXVE::AARF5 pDRS5::GFP
indukowalismy nadekspresje AARF5 w eksplantatach na podtozu z 2,4-D 1 1 uM B-estradiolu
przez 1, 51 10 dni. Analiza wykazata, ze nadekspresja AARF5 znaczaco zmieniata ekspresje
genow TAAI, TARI, YUC3, YUCS 1 YUCS: po 24 godzinach zaobserwowano wzrost ekspres;ji
TAAL, TARI, YUCS5 1 YUCS, natomiast YUC3 1 YUCS byly indukowane w 5. dniu. Po 10 dniach
nadekspresji AARFS utrzymywata si¢ podwyzszona ekspresja TAA1 1 YUCS, a ekspresja YUC3
ulegta obnizeniu. Dalsze analizy linii p35S::bdl-GR oraz mutanta mpS319 potwierdzity silne
obnizenie ekspresji wytypowanych genow TAA1, TARI, YUC3, YUCS5 i YUCS (Fig. 9A). Profil
ekspresji pozostatych gendéw biosyntezy auksyny w liniach pXVE::AARF5 pDRS::GFP,
p35S::bdl-GR oraz mpS319 charakteryzowat si¢ gldwnie stabilnym lub obnizonym poziomem.
Aby oceni¢ znaczenie MP/ARFS5 1 MP11ir w regulacji in vivo genow TAAI, TARI, YUC3,
YUCS5 1 YUCS, przeanalizowalismy ich ekspresje w 5- 1 10-dniowych eksplantatach linii
pMP::MP11ir, pMP::MP oraz pMP::MPI11lir pMP::MP w tle mpS319. W eksplantatach
5-dniowych ekspresja wszystkich badanych genéw w obecnosci pojedynczego lub obu biatek
byta podobna do poziomu w Col-0 (Fig. 9B). W eksplantatach 10-dniowych ekspresja 7441,
YUC3 1 YUCS wracata do poziomu Col-0 w obecnosci MP11ir, podczas gdy ekspresja TAR!
1 YUCS byta obnizona. W obecnosci samego MP/ARF5 lub w kombinacji z MP11ir, badane
geny wykazywaly ekspresje rowna (TAA1, YUCS) lub wyzsza (YUC3, YUCS) niz w Col-0,
a wszystkie charakteryzowaly si¢ istotnie wyzsza ekspresja niz u mpS319 (Fig. 9C). Analiza in
silico danych z DAP-seq zidentyfikowala miejsca wigzania MP/ARF5 w promotorach genow
TAAI, TARI 1 YUCS oraz miejsca wigzania ARF2 w promotorze genu YUCS [90], a wszystkie
geny deregulowane w odpowiedzi na AARF5 posiadaja przynajmniej jedng sekwencje AuxRe

w rejonie promotorowym. t.gcznie wyniki te sugeruja, ze MP/ARF5, AARF5, a zatem
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prawdopodobnie MP11ir, moga regulowac¢ ekspresje¢ genéw biosyntezy auksyny,

w szczegolnosci TAAI, TARI, YUC3, YUCS i YUCS.
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YUC3, YUCS 1 YUCS8 w 1-, 5- 1 10-dniowych kulturach embriogenicznych linii transgenicznej pXVE::AARF5
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kulturach embriogenicznych mutanta mpS3179 (A). Wartosci istotnie statystycznie r6zne od kultury kontrolnej (¥),
("p < 0,05). Mapa cieplna przedstawiajgca wzgledny poziom ekspresji gendéw biosyntezy auksyny IAA w 5- (B)
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Po przeanalizowaniu lokalizacji enzyméw szlaku IPyA biosyntezy auksyny podczas
tranzycji embriogenicznej z wykorzystaniem translacyjnych linii  reporterowych
opracowaliSmy ich map¢ rozmieszczenia podczas procesu SE. Dodatkowo w celu
potwierdzenia MP/ARFS5-, MP11ir-zaleznej ekspresji wytypowanych gendw TAAI, TARI,
YUC3, YUCS5 1 YUCS skrzyzowaliSmy translacyjne linie reporterowe genoOw biosyntezy
auksyny z liniami pXVE::AARF5 pDRS5::GFP, p35S::bdl-GR oraz mpS319, aby zbada¢ zmiany
lokalizacji enzymow. Eksplantaty indukowano do SE przy uzyciu 2,4-D oraz 1 pM B-estradiolu
lub 10 uM DEX w celu indukcji nadekspresji AARFS lub bdl 1 analizowano w 5 oraz 10 dniu
kultury. Dodatkowo przeanalizowaliSmy sygnal GUS w $wiezo izolowanych eksplantatach
(0 dzien) oraz w 5 1 10 dniu procesu SE mutanta mpS379 (Fig. 10). Wérod analizowanych
enzyméw TAAl, YUC3, YUC5 1 YUC8 wykazywaly odmienne wzorce ekspresji
w odpowiedzi na nadekspresje AARFS5. Najsilniej akumulowal si¢ enzym YUCS
w proksymalnych rejonach liscieni i hipokotylu w warunkach nadekspresji AAREFS,
co potwierdzaly intensywne sygnaty GUS. Z kolei nadekspresja bdl powodowata znaczacy
spadek intensywnosci sygnatu GUS dla YUCS. U mutanta mpS319 sygnat GUS dla YUCS byt
nieobecny, co potwierdza zaleznos$¢ ekspresji genu YUCS od MP/ARFS5 i MP11ir. TAA1 byt
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obecny w catych eksplantatach IZE (5. 1 10. dzien), a nadekspresja AARF5 powodowata jedynie
nieznaczny wzrost sygnatu GUS. Zmiany intensywnosci byly niewielkie zar6wno w przypadku
nadekspresji bdl, jak i u mutanta mpS3179. Biatko YUC3 kumulowato si¢ w rejonie hipokotylu
eksplantatéw, a ilos¢ YUC3 zwigkszata si¢ w liscieniach w warunkach nadekspresji AARFS.
Nadekspresja bdl znaczaco obnizata intensywnos¢ sygnalu GUS, ktéry byl catkowicie
nieobecny w IZE mutanta mpS3179 lub obnizony w 5. i 10. dniu SE. Biatko YUCS5 kumulowato
si¢ na koncach liscieni wylacznie w 10-dniowych eksplantatach z nadekspresja AARFS5. Nie
obserwowano zmian lokalizacji biatka YUCS przy nadekspresji bdl. U mutanta mpS319 sygnat
GUS wyznaczajacy lokalizacje YUCS byl ograniczony do pojedynczych komorek.
W przeciwienstwie do powyzszych, lokalizacja TARI nie zmieniala si¢ ani pod wplywem

nadekspresji AARFS, nadekspres;ji bdl, ani u mutanta mpS319.
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Figura 10. Podsumowanie lokalizacji enzyméw TAA1, TAR1, YUC3, YUCS5 i YUCS podczas procesu SE w tle
ekotypu kontrolnego Col-0, linii pXVE::AARF5 pDR5::GFP poddanej dziataniu B-estradiolu, linii p35S::bdl-GR
poddanej dziataniu DEX oraz mutanta mpS319.

Otrzymane wyniki pozwolity na zbudowanie modelu dziatania MP/ARF5 1 MP11ir
podczas procesu SE. Zaklada on, ze zar6wno kanoniczne bialko MP/ARFS i izoforma
MP11ir sa niezb¢dne do indukcji procesu SE poprzez kontrol¢ genow biosyntezy auksyny
i utrzymanie optymalnego dla indukcji SE endogennego stezenia IAA (Fig. 11A).
Nadekspresja skroconego bialka AARFS powoduje wzrost poziomu TAA1, YUC3, YUCS
i YUCS8 w eksplantatach, co prowadzi do suboptymalnego poziomu endogennej auksyny,
zahamowania procesu SE i formowania kalusa (Fig. 11B). Zablokowanie dzialania
MP/ARFS poprzez ekspresj¢ represora bdl powoduje obnizenie poziomu TAA1, YUC3,
YUCS i YUCS8 co hamuje proces SE i prowadzi do rozwoju siewek (Fig. 11C). Brak
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MP/ARFS i MP11lir w mutancie mpS319 prowadzi do obnizenia poziomu TAA1, oraz
braku YUC3, YUCS i YUC8 we wczesnej fazie indukcji SE, co hamuje proces SE,

formowanie siewek i kalusa (Fig. 11D).
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Figura 11. Proponowany model dziatania MP/ARFS i MP1lir podczas tranzycji embriogenicznej. Kanoniczne
biatko MP/ARFS5 i izoforma MP11ir sa niezbedne do indukcji procesu SE poprzez kontrole gendéw biosyntezy
auksyny (A). Nadekspresja AARF5 powoduje wzrost ilosci enzymow TAAIl, YUC3, YUCS i YUCS
w eksplantatach, co zaburza homeostaze IAA, prowadzi do suboptymalnego poziomu auksyny, hamuje proces SE
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i indukuje tworzenie kalusa (B). Blokowanie dziatania MP/ARF5 przez represor bdl powoduje obnizenie poziomu
TAA1, YUC3, YUCS5 i YUCS, co prowadzi do potencjalnie obnizonego lokalnego poziomu IAA, hamuje proces
SE i indukuje rozwoj siewek (C). Brak MP/ARF5 i MP11lir w mutancie mpS319 prowadzi do obnizenia poziomu
TAA1, braku enzyméw YUC3, YUCS5 i YUCS, prawdopodobnie zredukowanego lokalnego poziomu TAA
we wczesnej fazie indukcji SE, co hamuje proces SE, tworzenie kalusa i prowadzi do rozwoju siewki. AuxRE —
elementy odpowiedzi na auksyng; BRM/SYD — BRAHMA/SPLAYED; MP/ARF5 — MONOPTEROS/AUXIN
RESPONSE FACTOR 5; MP11ir — izoforma MP; TFs — czynniki transkrypcyjne; HAT — acetylazy histonowe;
TAA1 — aminotransferaza tryptofanu Arabidopsis 1, TAR1 — biatko pokrewne aminotransferazie tryptofanu 1;
TPL/TPR — TOPLESS/TPL-RELATED; YUC — YUCCA; Ac — grupa acetylowa; SE —somatyczna embriogeneza

Za najwazniejsze sposrod moich dotychczasowych osiagnie¢ uwazam:

1. Wskazanie istotnej funkcji acetylacji histonéw w mechanizmach epigenetycznych
kontrolujacych geny, ktore odgrywaja krytyczng role w embriogennym przeprogramowaniu
roslinnych komorek somatycznych.

2. Dostarczenie unikatowych danych transkryptomicznych procesu SE indukowanego
trichostatyng A — czynnika wykorzystywanego w indukcji somatycznej embriogenezy oraz
androgenezy w komorkach roslinnych.

3. Wskazanie ztozonoS$ci regulacji genow zwigzanych z acetylacjg histonéw w indukcji
embriogennej 1 wskazanie na roznice w mechanizmach regulacyjnych, ktore
sg zaangazowane w proces SE indukowany trichostatyng A i auksyna.

4. Okreslenie kierunkéw zmian zawarto$ci endogennych hormondéw podczas procesu
somatycznej embriogenezy indukowanego trichostatyng A oraz auksyna.

5. Identyfikacja nowych potencjalnych genéw zaangazowanych w proces tranzycji
embriogenicznej zwigzanych z polarnos$cig tkanki oraz biosynteza auksyny alternatywnym
szlakiem [AN.

6. Przeniesienie wiedzy z rosliny modelowej Arabidopsis thaliana na rosling uprawng
Hordeum vulgare. Wskazanie trichostatyny A jako czynnika zwiekszajacego zdolnosci
regeneracyjne u odmian jeczmienia opornych w kulturze in vitro, co moze w przysztosci
otworzy¢ droge do stworzenia efektywnych systemow transformacji jeczmienia innych
odmian niz Golden Promise.

7. Wytypowanie genoéw z rodziny AUXIN RESPONSE FACTOR (MP/ARF5, ARF6, ARFS,
ARF10, ARF16, oraz ARF17) zaangazowanych w proces tranzycji embriogenicznej oraz
udowodnienie ich priorytetowej roli w procesie SE.

8. Identyfikacja transkryptu izoformy MP/ARF5, MP1Iir podczas tranzycji embriogeniczne;.

9. Wykazanie korelacji migdzy poziomem transkryptow MP/ARF5 oraz MP1 lir, a zdolnoscia
do procesu somatycznej embriogenezy eksplantatow.

10. Udowodnienie, z wykorzystaniem klasycznej genetyki, ze MP/ARF5 oraz MP1lir

w pojedynke czeSciowo przywracaja fenotyp ekotypu kontrolnego, a do peinej
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komplementacji wymagana jest obecno$¢ obu, biatek kanonicznej formy MP/ARFS
i izoformy MP11ir.

11. Opracowanie modelu dzialania MP/ARF5 1 MP1lir podczas tranzycji embriogenicznej,
zaktadajacego, ze kanoniczne biatkko MP/ARFS oraz izoforma MP1lir s3 wymagane
do efektywnej tranzycji embriogenicznej poprzez regulacje gendow biosyntezy auksyny,
a zatem poziomu endogennej auksyny - [AA.

12. Zebranie, podsumowanie i udostepnienie informacji na temat roli auksyny w indukcji
tranzycji embriogenicznej, molekularnego mechanizmu, epigenetycznych 1 genetycznych
komponentow zaangazowanych w proces somatycznej embriogenezy oraz dokladnej
charakterystyki czynnika transkrypcyjnego MP/ARFS w postaci prac przegladowych. Prace
te stanowig cenne zrodto wiedzy dla badaczy zajmujacych si¢ zagadnieniem

embriogennego przeprogramowania roslinnych komorek somatycznych.

POZOSTALA AKTYWNOSC NAUKOWA - POZOSTALE OSIAGNIECIA
Poznawanie mechanizméow syntezy auksyny, popularyzowanie wiedzy o wytwarzaniu
auksyn u Arabidopsis thaliana podczas rozwoju in vivo oraz in vitro.

Od poczatku kariery naukowej zajmuje si¢ zagadnieniami zwigzanymi ze $ciezkami
syntezy auksyny, gtownie TAA. Z biegiem lat, moja uwage przykuwaja jednak inne typy
naturalnych auksyn, ktérych moze by¢ znacznie wigcej niz pierwotnie sagdzono (Wojcikowska
i in., 2025, P1), (Wéjcikowska i in., 2025, P3). Poza najlepiej opisang i zbadang $ciezka
syntezy TAA, tzw. IPyA, istnieje kilka alternatywnych drog produkcji tego hormonu, gdzie
enzymy NITRYLAZY (NIT) pehlig istotng funkcj¢. NIT to enzymy, ktore zostaty
zidentyfikowane w réznych krolestwach i sg waznymi przemystowo hydrolazami, szeroko
stosowanymi w produkcji cennych chemikaliow oraz lekéw. W rodlinach NIT sa
filogenetycznie podzielone na dwie grupy: NIT1 i1 NIT4. Podrodzina NIT1 (NIT1-3)
detoksykujaca nitryle jest specyficzna dla rodziny Brassicaceae 1 katalizuje przemiang indolo-
3-acetonitrylu (IAN), pochodzacego z glukozynolanéw indolu (IG) lub indolo-3-acetaldoximu
(IAOx), w IAA. Podrodzina NIT1 jest takze potencjalnie zaangazowana w katabolizm
indoloacetamidu (IAM), chociaz nie zostato to jeszcze potwierdzone in vivo w roslinach. NIT4
wydaje si¢ pelni¢ funkcje w detoksykacji cyjanku i1 wykazuje silng specyficznos¢ wobec -
cyanoalaniny. Ponadto wysuwa si¢ hipoteze, ze NIT4, podobnie jak enzymy z podrodziny
NIT1, moze bra¢ udziat w  tworzeniu kwasu fenylooctowego (PAA)
z fenyloacetonitrylu/cyjanku benzylu (PAN/BnCN). Rosliny uprawne, takie jak Zea mays

1 Oryza sativa, byty sporadycznie wykorzystywane do badan nad NIT, w zwigzku z czym nasza
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wiedza na temat roli tych enzyméw jest oparta gtéwnie na badaniach nad rosling modelowa
Arabidopsis thaliana. Opracowana przeze mnie praca przegladowa (Wéjcikowska, 2025, P1)
skupia si¢ gtéwnie na podrodzinie NIT1, ktéra odgrywa role w rozwoju korzeni i kwiatow
in vivo. Jednak ekspresja genow NIT zostala wykazana gltownie w warunkach stresu
biotycznego 1 abiotycznego, takiego jak zasolenie, susza, niedoboér siarczanow,
termomorfogeneza, podczas ktoérych aktywowana jest zalezna od NIT biosynteza auksyn.
Ponadto rola NIT zostata potwierdzona w procesach morfogenetycznych w hodowlach in vitro,

co podkresla ich role w indukowanym stresem przeprogramowaniu rozwojowym.

o  Woéjcikowska, B."®2025. Involvement of nitrilases in auxin biosynthesis and their role in
plant development and stress response. Plant and Cell Physiology, pcafl52,
https://doi.org/10.1093/pcp/pcaflS2.
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W pracy (Waéjcikowska i in., 2024, P3) podsumowuje 1 popularyzuje wyniki badan
Gonzalez-Garcia 1 wspoipracownikow 2024 [106]. Autorzy przedstawili badanie opisujace
nowg substancj¢ chemiczng o dziataniu auksynowym, BiAux (C36H38N2013, 3,3'-bis(2-
metoksy-2-oksoetylo)-1-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-glukopiranozylo)-1H,1'H-2,2'-bisindol),
dziatajaca przez sygnalizacje jadrowa auksyn, jako zwigzek bioracy udzial w tworzeniu korzeni
bocznych. Na rozwo6j korzeni wptywa wiele czynnikow srodowiskowych, takich jak dostepnosé
wody, swiatla, azotu, fosforu i tlenku azotu. W korzeniach Arabidopsis thaliana rosngcych
w Swietle powstaje wiecej korzeni bocznych, ale przyczyna tego zjawiska byla nieznana.
Analizy metabolomu pozwolity zidentyfikowa¢ zwigzek chemiczny, BiAux, ktory gromadzi
si¢ w znacznych ilosciach w korzeniach rosnagcych w $wietle w poréwnaniu z korzeniami
rosnagcymi w ciemnosci. Rosliny traktowane BiAux miaty wiecej zawigzkow, jak 1 korzeni
bocznych. BiAux, w przeciwienstwie do naturalnych i syntetycznych auksyn, nie hamuje
wzrostu korzeni, co jest jedng z najbardziej typowych reakcji auksyn. RoS$liny traktowane
BiAux charakteryzowaly si¢ wzrostem dlugosci gtownego korzenia, catkowitej diugosci
systemu korzeniowego oraz mniejszymi, ale liczniejszymi komodrkami merystematycznymi.
Jednoczes$nie rosliny poddane dzialaniu BiAux nie wykazywaty zmian w wygladzie pedow.
Co ciekawe, mechanizm dzialania BiAux jest podobny u réznych gatunkéw roslin, poniewaz
traktowanie pomidora BiAux rowniez poprawilo wzrost korzeni. Naukowcy odpowiedzieli na
pytanie, dlaczego BiAux powoduje zmiany w architekturze systemu korzeniowego. Podczas
traktowania BiAux zaobserwowano zwigkszong amplitud¢ i zmienione wzorce czgstotliwosci

oscylacji w strefie wzrostu, co spowodowalo powstanie wigkszej liczby komorek
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zatozycielskich w perycyklu, zawigzkéw i korzeni bocznych. BiAux zwigksza rowniez ggstos$e
korzeni bocznych w ro6znych mutantach z defektami tworzenia korzeni bocznych,
potwierdzajac dominujaca role BiAux w ich inicjacji. BiAux wigze si¢ z receptorami
jadrowymi auksyn TIR1 i AFB2, jednak w innym miejscu niz IAA. Wigzanie to zwigksza
powigzanie biatek IAA18 i 28 z kompleksem SCFTRVAFBZ 3 ywolnione biatko ARF7 moze
w ten sposob aktywowac transkrypcje genow. Analizy transkryptomu oraz badania mutantéw
arf7 1 arfl9 sugeruja, ze BiAux dziata poprzez ARF7, ale nie poprzez ARF19. W roslinach
z mutacjg genu ARF7 (ale nie ARF'19) wiele genéw aktywowanych po podaniu BiAux nie jest
juz deregulowanych. Ponadto mutant arf7, ale nie arf19, poddany dzialaniu BiAux wykazywat
zmniejszony sygnat pDRS::LUC, co dowodzi, ze jest niezbedny do zwiekszenia liczby miejsc
DR5-dodatnich w odpowiedzi na BiAux. Dodatkowo analizy transkryptomu wykazaty roznice
w ekspresji genow w korzeniach poddanych dziataniu BiAux, IAA 1 obu tych substancji
jednoczesnie. Réznicowa ekspresja wielu genow wyjasnia zroznicowane dziatanie tych dwoch
zwiazkow auksynowych na rozwoj korzeni.

o Wojcikowska, B., Friml, J., Mazur, E. 2024. BiAux, a newly discovered compound

triggering auxin signaling. Trends in Plant Science, 29, 1279-1281.
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Embriogeneza  zygotyczna  roslin  wyzszych  przebiega  synchronicznie
1 w przestrzennym powigzaniu z otaczajaca tkanka matczyng zalgzni. Mechanizmy
koordynujace rozwdj zarodka i zalgzni od dawna stanowig istotne zagadnienie w biologii roslin.
W pracy (Robert i in., 2018, P11) wykazaliSmy, ze auksyna odgrywa kluczowa role
w komunikacji pomiedzy zalgznia, a rozwijajagcym si¢ zarodkiem zygotycznym. Wskazalismy,
ze odpowiedz na auksyn¢ w zalazniach Arabidopsis thaliana 1 Zea mays wzrasta
po zaplodnieniu, co sugeruje istnienie konserwowanego mechanizmu u roslin. Ponadto
dowiedliSmy, ze u Arabidopsis thaliana zwigkszona odpowiedz na auksyn¢ wynika
z podwyzszonej biosyntezy tego hormonu w ostonach zalazni petlniacych funkcje ochronng
zarodka. W trakcie prowadzenia badan bytam odpowiedzialna za zbiér tkanki - izolowanych
zalazni ekotypu Col-0 oraz mutanta wei8 tarl (taal tarl) przed, oraz po 24 i 48 godzinach
po zapyleniu, w celu dokonania analizy metabolomu auksynowego. Auksyna produkowana
wlasnie przez tkanki mateczne jest transportowana przez suspensor 1 niezbgdna
do prawidlowego wczesnego rozwoju zarodka zygotycznego. Ektopowa synteza auksyny
w zarodkach zygotycznych na bardzo wczesnym etapie rozwoju jest w stanie skompensowac

brak matczynej biosyntezy, co wskazuje, ze auksyna matczyna stanowi zrodto hormonu
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akumulowanego w zarodku zygotycznym. Przedstawione badania wskazuja, ze tkanki sporofitu
zenskiego koordynuja rozwoj zarodka zygotycznego na wezesnych etapach jego rozwoju.

e Robert, H.S., Park, C., Gutiérrez, C.L. Wéjcikowska B., Péncik, A., Novak, O., Chen, J.,

Grunewald, W., Dresselhaus, T., Friml, J., Laux, T. 2018. Maternal auxin supply contributes
to early embryo patterning in Arabidopsis. Nature Plants 4, 548-553.
IF'13.3!; MNiSW?2: 15%, 200%; Cytowania®: 14032, 1843°

Regulacja genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne Kkontrolujace tranzycje
embriogeniczna w komorkach somatycznych Arabidopsis thaliana za poSrednictwem
acetylacji histonow (niezwiazane z osiggni¢ciem naukowym).

Posttranslacyjne modyfikacje histonéw, takie jak acetylacja histonéw s3
przeprowadzane przez antagonistycznie dzialajgce enzymy — acetylotransferazy (HAT) oraz
deacetylazy (HDAC) histonowe. Enzymy HAT 1 HDAC regulujg poziom acetylacji histonow
w wielu procesach rozwojowych in vivo, sg takze uznawane za elementy kontrolujace procesy
in vitro, jak SE. Jednakze funkcje poszczegolnych HAT/HDAC oraz geny poddawane regulacji
zaleznej od acetylacji histondw podczas SE pozostaja w duzej mierze niepoznane. W pracy
(Moronczyk iin., 2022, P7) przedstawili$my globalne (ELISA, immunohistochemia) i genowo
specyficzne (ChIP-qPCR) zmiany w acetylacji histonéw w eksplantatach Arabidopsis thaliana
poddawanych SE. Podczas procesu SE indukowanego TSA wykazaliSmy, ze acetylacja
histonéw H3 1 H4 moze regulowac ekspresje kluczowych genow czynnikow transkrypcyjnych,
odgrywajacych zasadniczg role w SE, takich jak LEC1, LEC2, FUS3 oraz MYB118. Wigkszo$¢
HAT zaangazowanych w SE, w tym HAG2, HACI1, HAC4, HACS, HAF1 1 HAF2, wydaje si¢
pozytywnie wplywa¢ na indukcje SE, podczas gdy HAGI/GCN5 moze negatywnie
kontrolowac ten proces. Wérod HDAC, zidentyfikowali§my HDA19 jako element negatywnie
wplywajacy na SE poprzez regulacje genéw LECI, LEC2 1 BBM. M6j wktad w powstanie pracy
obejmowat przeprowadzenie doswiadczenia RNA-Seq podczas procesu SE oraz dostarczenie
danych o profilach ekspresji genow kodujacych enzymy HAT/HDAC, na podstawie ktorych
wytypowano geny potencjalnie zaangazowane w proces SE do dalszych analiz funkcjonalnych
oraz pomoc w kolekcjonowaniu materiatu roslinnego dla analiz ELISA oraz ChIP-qPCR.
Uzyskane wyniki ujawniaja kluczowa funkcj¢ acetylacji histondéw w epigenetycznych
mechanizmach kontrolujacych geny TF, ktore pelnig istotng rol¢ w tranzycji embriogenicznej
somatycznych komorek roslinnych.

e Moronczyk, J., Braszewska, A., Wojcikowska, B., Chwiatkowska, K., Nowak, K., W¢jcik,
A.M., Kwasniewski, M., Gaj, M.D. 2022. Insights into the histone acetylation-mediated
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regulation of the transcription factor genes that control the embryogenic transition in the
somatic cells of Arabidopsis. Cells, 11, 863.
IF!6.0'; MNiSW?2: 140% 140%; Cytowania®: 223, 263°

Wplyw azacytydyny (5-AzaC) oraz mutacji w genach kodujacych metylazy DNA na
odpowiedz embriogeniczng u Arabidopsis thaliana.

Metylacja DNA, odgrywa wazng rolg w regulacji genow kontrolujacych rozwdj roslin.
Metylacja DNA ro$lin obejmuje dodanie grupy metylowej do pigtego wegla tworzacego
pierscien pirymidynowy cytozyny, w sekwencjach CpG, CpNpG oraz CpNpN (gdzie N moze
by¢ dowolnym nukleotydem oprocz G), co skutkuje zwigkszeniem zawartosci
S-metylocytozyny (5SmC) w DNA genomowym. W roslinach wyr6zniono trzy typy metylaz
DNA: METHYLTRANSFERASE 1 (MET1), CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3) oraz
DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE (DRM1 i DRM2). U Arabidopsis
thaliana enzymy DRM s3 niezbedne do metylacji de novo, podczas gdy MET1 i CMT3
utrzymuja wzorzec metylacji podczas replikacji DNA (metylacja zachowawcza).
W przeciwienstwie do rozwoju in planta, znaczenie metylacjii DNA w procesach
morfogenetycznych indukowanych in vitro jest znacznie mniej poznane. W badaniach
analizowalismy wptyw metylacji DNA na proces SE indukowany u Arabidopsis thaliana.
Nasze badania wykazaty spadek globalnego poziomu metylacji DNA podczas SE, w kontrze
do zwickszonej ekspresji genéw kodujacych metylazy DNA: METI 1 CMT3 oraz obnizongj
ekspresji demetylaz DNA (DEMETER (DME), REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROSI),
DEMETER-LIKE PROTEIN 2 (DML2)). W zwiazku z tym globalny poziom metylacji DNA
nie wydaje si¢ korelowa¢ z aktywno$cig transkrypcyjna genow kodujacych metylazy
1 demetylazy DNA, co sugeruje ztozono$¢ mechanizméw regulacyjnych kontrolujacych status
metylacji DNA w epigenomie SE. Ponadto w kulturach traktowanych 5-AzaC
oraz w mutantach metylaz DNA stwierdziliSmy wyrazne zmiany poziomu ekspresji genow
regulujacych SE. W szczegolnosci, w kulturze traktowanej 5-AzaC, ktora byta niezdolna do
indukcji SE, zaobserwowali§my istotne zahamowanie ekspresji genow LECI, LEC2 i1 BBM.
Natomiast w mutantach drmldrm2 oraz drmldrm2cmt3, charakteryzujacych si¢ polepszong
odpowiedzia embriogeniczng, odnotowaliSmy wyrazng indukcje ekspresji tych genow.
Zrbdznicowana ekspresja gendw kodujacych metylazy DNA oraz istotnie zmieniona odpowiedz
embriogeniczna mutantoOw sugeruja, ze metylacja DNA jest zaangazowana w regulacj¢ procesu

SE u Arabidopsis thaliana. M6j wktad w powstanie publikacji (Grzybkowska i in., 2018, P12)
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obejmowat pomoc w zbiorze materiatu roslinnego dla globalnych analiz metylacji DNA oraz
selekcje pojedynczych homozygotycznych mutantow.

* Grzybkowska, D., Moronczyk, J., Wojcikowska, B., Gaj, M.D. 2018. Azacitidine

(5-AzaC)-treatment and mutations in DNA methylase genes affect embryogenic response
and expression of the genes that are involved in somatic embryogenesis in Arabidopsis.
Plant Growth Regulation 85, 243-256.
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Analiza funkcjonalna genu LEAFY COTYLEDON 2 podczas procesu somatycznej
embriogenezy u Arabidopsis thaliana.

Podczas doktoratu badatam rolg¢ genu LEC2 w procesie SE. Uzyskane w pracy dane
potwierdzity, ze aktywnos$¢ genu LEC?2 jest stymulowana egzogenng auksyng oraz specyficzna
dla procesu SE. Wykazano bowiem, ze podczas alternatywnych do SE szlakow
morfogenetycznych indukowanych w kulturze in vitro IZE, w tym podczas organogenezy
pedow oraz rozwoju siewek, dochodzi do wyciszenia ekspresji genu LEC2 (Kraut i in., 2011,
P19). Na podstawie tych obserwacji zarekomendowano system kultury in vitro eksplantatow
IZE Arabidopsis na roznych pozywkach do identyfikacji mechanizmu genetycznego
specyficznego dla indukcji SE.

Bioragc pod uwage opisane w procesie zygotycznej embriogenezy zwigzki LEC2
z metabolizmem 1 sygnalizacja hormonow przeprowadzono, w odpowiedzi na nadekspresje
genu LEC?2, analize poziomu czterech podstawowych grup hormondéw: IAA, cytokinin (CK),
kwasu salicylowego i kwasu abscysynowego. Wykazalismy, ze nadekspresja LEC2 skutkuje
istotnymi zmianami w poziomie analizowanych hormonoéw w siewkach oraz eksplantatach IZE
indukowanych na pozywce auksynowej (Wojcikowska i Gaj, 2015, P16). Stwierdzono,
ze akumulacji IAA w tkankach z nadekspresja LEC2 towarzyszy wzrost poziomu SA i istotny
spadek zawarto$ci ABA oraz wigkszosci z dziesigciu badanych typow CK. Wyniki te wskazuja
na szerokie przemiany hormonalne zachodzace w tkankach pod wptywem aktywacji LEC2
1 towarzyszace indukcji SE. Dodatkowo, badania wskazuja, ze takze poziom etylenu wydaje
si¢ by¢ pod kontrolag LEC2 podczas indukcji SE. Wykazano bowiem, Ze negatywny regulator
poziomu etylenu, czynnik transkrypcyjny ERF022, jest podczas indukcji SE kontrolowany
przez LEC2, jednak natura tej interakcji pozostaje do zbadania (Nowak i in., 2015, P18).
Podsumowujac te czes¢ badan wykazano, ze indukcji SE towarzysza istotne, LEC2-zalezne
zmiany w poziomie endogennych hormondéw jednak mechanizm tych interakcji i uczestniczace

w nich elementy genetyczne pozostaja do okreslenia. W badaniach objetych praca skupiono si¢
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takze na okresleniu mechanizmu dziatania LEC2 podczas indukcji SE w powigzaniu z auksyna.
W zgodzie z wykazanym pozytywnym zwigzkiem aktywnosci LEC2 z akumulacja endogennej
auksyny stwierdzono, ze nadekspresja genu LEC2 prowadzi do indukcji SE na pozywce
bezauksynowej. Z kolei wywotanie nadekspresji tego genu w kulturze IZE na pozywce
auksynowej skutkuje zahamowaniem SE i produkcja kalusa, w wyniku zbyt wysokiego
poziomu akumulacji auksyny (Wéjcikowska i in., 2013, P17). Obserwowana akumulacja
endogennego TAA przy nadekspresji genu LEC?2 stala si¢ podstawag do postawienia hipotezy
o kontroli przez ten gen biosyntezy auksyny jako mechanizmu promujacego indukcje SE. Dane
mikromacierzowe dotyczace genow docelowych dla LEC2 w siewkach sugerowaty zwigzek
regulatorowy z genami YUCI-11. Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej analizy
wskazaly, ze podczas indukcji SE LEC2 aktywuje ekspresje trzech, sposrod jedenastu, genow
YUC (YUCI, YUC4, YUCI10) (Waéjcikowska i in., 2013, P17). Ponadto, stwierdzono obnizony
potencjat embriogeniczny w kulturze mutantow yucca - yuc2 oraz yuc4. W zgodzie z tym
wynikami, ostatnie analizy przy uzyciu linii reporterowych potwierdzily ekspresje genow YUC
w rejonach eksplantatu uczestniczacych w procesie SE. Podsumowujac, opisane w doktoracie
wyniki dowodza, ze jednym z mechanizméw wyzwalajacych odpowiedz embriogeniczng
w komorkach somatycznych Arabidopsis thaliana jest YUC-zalezny 1 kontrolowany przez

LEC?2 szlak biosyntezy auksyny.

e  Wojcikowska, B."™, Gaj, M.D. 2015. LEAFY COTYLEDON2-mediated control of the
endogenous hormone content: implications for the induction of Somatic embryogenesis in
Arabidopsis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 121, 255-258.
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e Nowak, K., Woéjcikowska, B., Gaj, M.D. 2015. ERF022 controls the induction of SE in
Arabidopsis through the ethylene-related pathway. Planta, 241, 967-985.
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e Wojcikowska, B.", Jaskota, K., Meus, M., Gasiorek, P., Nowak, K., Gaj, M.D. 2013.
LEAFY COTYLEDON?2 (LEC2) promotes embryogenic induction in somatic tissue of
Arabidopsis via YUCCA-mediated auxin biosynthesis. Planta 238, 425-440.
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e Kraut, M., W¢jcikowska, B., Ledwon, A, Gaj, M.D. 2011. Immature zygotic embryo
cultures of Arabidopsis. A model system for molecular studies on morphogenic pathways
induced in vitro. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica, 53, 59-67.
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Synteza wiedzy o systemach indukcji SE u Arabidopsis thaliana, opracowanie systemu
identyfikacji zarodkéw somatycznych z prawidlowo wyksztalconymi merystemami
biegunowymi tzw. prawdziwych zarodkéw, oraz oszacowanie skutecznosci réznych
systemow indukcji SE w ich formowaniu.

Proces somatycznej embriogenezy u Arabidopsis thaliana moze by¢ indukowany
z wykorzystaniem chemicznych induktorow in vitro, ale zachodzi takze spontaniczne in planta,
pod wptywem nadekspresji genow kodujacych czynniki transkrypcyjne, tj. LEC1, LEC2, BBM,
AGLI15, WUS, WOX, MYBI115/118 (Wéjcikowska i Gaj 2016, P14). W analizach
wykorzystalismy cztery systemy indukcji SE in vitro (dwa bezposrednie z r6znymi stezeniami
2,4-D oraz dwa posrednie z uzyciem kombinacji ro§linnych regulatorow wzrostu) oraz jeden
in planta z uzyciem linii p35S::LEC2-GR. Badania wykazaty, ze analizowane systemy indukcji
procesu SE charakteryzujg si¢ zroznicowang wydajnoscig embriogeniczng w zakresie
formowania zarodkow z prawidtowo wyksztalconymi merystemami. Do oszacowywania
efektywnosci formowania prawdziwych zarodkow uzyto linii reporterowej pDRS5::GUS,
identyfikujacej tzw. maksima auksyny, a zatem merystemy apikalne. Najwyzszy odsetek
prawdziwych zarodkow (75%) stwierdzono wsrdd struktur zarodko-podobnych formowanych
podczas nadekspresji genu LEC2 w siewkach. Analiza systemow indukcji SE in vitro wykazata,
ze w zarodkach somatycznych powstajacych w odpowiedzi na egzogenne traktowanie auksyna
czgsto dochodzi do zaburzen w formowaniu bieguna korzeniowego. Brak prawidlowo
uformowanego merystemu korzeniowego obserwowano u 35-80% zarodkow somatycznych
indukowanych in vitro, w zaleznosci od stezenia auksyny i czasu jej aplikacji. Moj udziat
w prezentowanej publikacji (Nowak i in., 2012, P18) obejmowal wspotudzial w analizie
zdolnosci do procesu somatycznej embriogenezy w badanych systemach indukcji oraz badaniu
linii pDRS::GUS stuzacej do oszacowania zarodkow z wyksztalconym apikalnym i bazalnym
biegunem.

e Nowak, K., W¢jcikowska, B., Szyrajew, K., Gaj, M.D. 2012. Evaluation of different

embryogenic systems for production of true somatic embryos in Arabidopsis. Biologia
Plantarum, 56, 401-408.
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e Woéjcikowska, B.", Gaj, M.D. 2016. Somatic embryogenesis in Arabidopsis, in “Somatic

embryogenesis. fundamental aspects and applications”, (Loyola Vargas V.M. and Ochoa-
Alejo N., eds.). Springer, Switzerland, pp. 185 -199.
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PLANY BADAWCZE

Moje najblizsze plany badawcze skupiaja si¢ na czterech kluczowych zagadnieniach:

Zbudowanie sieci regulacyjnej MP/ARFS oraz MPI1lir podczas tranzycji
embriogenicznej.

W najblizszym czasie wraz z zagranicznymi partnerami planujemy zidentyfikowaé geny
pozostajace pod bezposrednig kontrolg izoformy MP1 lir oraz kanonicznego biatka MP/ARF5
W procesie tranzycji embriogenicznej. Z wykorzystaniem metody greenCUT&RUN zostang
przeanalizowane miejsca wigzania DNA przez izoform¢ MP1lir oraz kanoniczne biatko
MP/ARFS, dzigki temu zidentyfikowane zostang promotory genow, do ktorych przylaczajg sie
MP11ir i MP/ARFS. Analiza zostanie przeprowadzona w 5. dniu indukcji embriogenicznej
zaleznej od auksyny (EA) oraz w 5. dniu kontrolnej kultury nieembriogenicznej (EO), przy
uzyciu linii reporterowych pMP::MP11ir-GFP (MR) mpS319 oraz pMP::MP-GFP mpS319.
Doprowadzi to do stworzenia listy promotorow, do ktorych wigze si¢ (i) wylacznie MP11ir, (i1)
wylacznie MP, oraz (ii1) zar6wno MP11ir, jak 1 MP. Listy bezposrednich genow docelowych
MP11ir i MP/ARFS5 zostang porownane z dostepnymi danymi transkryptomicznymi podczas
procesu SE u Arabidopsis thaliana u ekotypu kontrolnego Col-0 (Wdjcikowska i in., 2024,
H3, P4) oraz u mutanta mpS319, linii p35S::bdl-GR, pXVE::AARFS5 pDR5::GFP, pMP::MP,
pMP::MP11ir, pMP::MP x pMP::MPI11lir Wojcikowska i in., w przygotowaniu). Dane
uzyskane metoda greenCUT&RUN 1 RNA-seq zostang zintegrowane w celu identyfikacji
genow do promotorow ktérych, bezposrednio wigza si¢ MP/ARFS i/lub MP1lir oraz
ulegajacych zréznicowanej ekspresji w trakcie procesu SE, zatem te geny, ktére sg
kontrolowane przez MPI1lir lub MP/ARF5 1 jednoczes$nie kluczowe dla przejscia
embriogenicznego. Pozwoli to na budowe¢ potencjalnej sieci zalezno$ci miedzy MP1lir,
MP/ARFS, a genami o zroznicowanej ekspresji w procesie SE, a takze na identyfikacj¢ nowych
genéw pekiacych kluczowa role w nadawaniu plastycznosci rozwojowej roslin. Sposrod
gendw bezposrednio regulowanych przez MP11ir, MP/ARFS i1 zaangazowanych w proces SE
zostanie wybranych kilkanascie genéw do dalszej analizy funkcjonalnej obejmujacej ocene
zdolnos$ci mutantow, linii z indukowang nadekspresja do procesu somatycznej embriogenezy,
a takze analize¢ transkrypcyjnych i translacyjnych linii reporterowych. Dodatkowo planujemy
opracowanie narz¢dzia molekularnego do rownoczesnego monitorowania izoformy MP11lir

1 biatka kanonicznego MP/ARFS w komorkach roslinnych.
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Okreslenie wplywu orientacji eksplantatow na transkryptom podczas indukcji SE.
Prowadzone do tej pory przeze mnie badania doprowadzily do potwierdzenia, ze ten
sam eksplantat (liscien) utozony strong adaksjalng lub abaksjalng do pozywki indukcyjnej (EA
lub ET) daje zupelie inng odpowiedz embriogeniczng, wskazujac, ze polarnos¢ tkanki
odgrywa fundamentalng role w tranzycji embriogenicznej (Wdéjcikowska i in., 2024, H3, P4).
By zrozumie¢ obserwowang reakcje planuje przeanalizowac transkryptom eksplantatow rdznie
zorientowanych na podtozu, o przeciwstawnych reakcjach embriogenicznych, ktore wydaja si¢
by¢ doskonalym modelem badawczym zmierzajacym do identyfikacji SE-zaangazowanych

genow.

Zbadanie roli kwasu fenylooctowego, fenyloacetonitrylu oraz NITRYLAZ w procesie SE.

Podrodzina gendéw NITRILASE 1 skladajaca si¢ z trzech czionkow: NITI-NIT3
wyewoluowata poprzez duplikacje genu NIT4. Przeprowadzone przez nas badania wskazujg na
udziat NIT1-NIT3 w procesie SE (Wojcikowska i in., 2024, H3, P4), chociaz mechanizm ich
dziatania podczas przejScia embriogennego pozostaje nieznany. Dane literaturowe sugeruja,
ze NIT1-NIT3 biorg udzial w biosyntezie IAA i potencjalnie kwasu fenylooctowego (PAA).
Jednak mutanty nit nie wykazuja znaczacych roéznic w zawartosci IAA, co prowadzi
do hipotezy, ze enzymy NIT mogg bra¢ potencjalny udzial w syntezie PAA. PAA jest
syntetyzowany z prekursora fenyloalaniny poprzez =zalezng od CYP79A2 S$ciezke
fenyloacetaldoksymu, ktory jest nastepnie przeksztalcany w fenyloacetonitryl/cyjanek benzylu
(PAN/BnCN) lub fenyloacetamid. PAN/BnCN stuzy jako substrat dla enzymoéw NIT1-NIT3,
ktore potencjalnie mogg przeksztatca¢ go w PAA. Przeprowadzone przez nas badania wstepne
wykazaly, ze traktowanie eksplantatéw PAA, jak 1 substratem NIT1-3 PAN/BnCN indukuje
proces SE w niskich stezeniach, a analiza transkryptomu sugeruje, ze traktowanie PAN/BnCN
aktywuje szereg genow o potwierdzonej i udokumentowanej roli w procesie SE, w tym glowne
regulatory SE (Falinska i in., w przygotowaniu). Dodatkowo, zwigkszong odpowiedz
auksynowg po traktowaniu PAN/BnCN potwierdzono za pomocg linii reporterowych
pDRS5::GUS. Hamowanie aktywno$ci NIT1-3 przez inhibitor heatin, negatywnie wptywa
na zdolno$¢ eksplantatow do tranzycji embriogenicznej. Nasze obserwacje sugeruja, ze rola

NIT1-3 w procesie SE moze by¢ potencjalnie zwigzana z ich funkcja w biosyntezie PAA.
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Analiza wplywu wariantéw histonowych na zdolno$¢ do procesu somatycznej
embriogenezy.

W dalszej perspektywie planuj¢ kontynuowac zagadnienia zwigzane z epigenetyczng
kontrolg tranzycji embriogenicznej. Moim naukowym celem jest dazenie do zrozumienia
dlaczego jedne komorki, tkanki, organy — odpowiadaja w kulturze in vitro, a inne nie.
Chciatabym, zrozumie¢ i wyjasni¢, pewien znany fenomen zwigzany z kulturami in vitro — im
mtodsza tkanka ro$linna, tym lepiej odpowiada w kulturze in vitro. Moc odpowiedzie¢ na proste
pytanie: dlaczego? Czy odpowiedz embriogeniczna mtodych tkanek moze mie¢ zwigzek z duza
aktywnoscig podziatowa komorek, z deponowaniem specyficznych wariantow histonowych
1 znacznikdw epigenetycznych? Wstgpne badania transkryptomiczne wskazaly na
zroznicowang ekspresje genow kodujacych specyficzne biatka histonowe jak H1.2, H2.A.Z,
H3.3-like — ktore w komorkach zwierzecych maja potwierdzong role w procesach
embriogenicznych [107, 108].
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5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI,
INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI
ZAGRANICZNEJ.

Waznym elementem mojej dziatalno$ci naukowej jest wspolpraca z zagranicznymi
1 krajowymi osrodkami naukowymi, czego efektem sg liczne publikacje. Nalezy podkreslic,
ze pie¢ z osmiu publikacji wchodzacych w sktad przedstawionego osiggnigcia zostato
przygotowanych we wspolpracy z réznymi instytucjami naukowymi.
Aktywnos$¢ naukowa:
1. Central European Institute of Technology (CEITEC), Masaryk University (MU), Brno,
Republika Czeska

Nawigzatam wspotprace z Central European Institute of Technology (CEITEC),
Masaryk University (MU), Brno, Republika Czeska, w 2015 roku, kiedy to za zgoda Jiri Fimla
1 pod opieka Hélene Robert Boisivon odbytam trzymiesigczny staz (05.01.2015-31.03.2015)

w ramach projektu pt. ,,Zwigkszenie udziatu 0os6b dorostych w ksztatceniu w zakresie narzedzi
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informatycznych i technologii - NITKA” zadanie nr 9 ,Staze i szkolenia w wiodacych
zagranicznych i krajowych os$rodkach akademickich i naukowo-badawczych” w ramach
Europejskiego  Funduszu ~ Spolecznego, realizowanego w  Uniwersytecie Slaskim
w Katowicach. Podczas stazu uczestniczytam w projekcie naukowym, "Unravelling the
regulation of the local auxin production in Arabidopsis: a trigger for embryo patterning"
(SOMOPRO COFUND MSCA to HSR, 2014-2016). W trakcie stazu zdobytam do$wiadczenie
w technikach stuzacych do analizy lokalnej biosyntezy auksyn i polarnego transportu auksyn
w roslinach oraz pozyskatam materiat do dalszych badan w jednostce macierzystej. Efektem tej
wspotpracy poza poszerzeniem wiedzy oraz do§wiadczenia, jest wspdlna publikacja (Robert
iin., 2018, P11) opublikowana na tamach prestizowego czasopisma Nature Plants.

W wyniku nawigzanej wspotpracy w 2015 roku, mozliwe byto odbycie wizyty studyjne;j
w roku 2017 w grupie Tomasza Nodzynskiego (24-25.04.2017) oraz wykorzystanie zaplecza
naukowego CEITEC, MU, Brno, do przeprowadzenia analiz linii reporterowych przy uzyciu
mikroskopéw konfokalnych. W trakcie wizyty studyjnej dokonano analizy czasowo-
przestrzenne] genow YUCCA podczas procesu somatycznej embriogenezy u Arabidopsis
thaliana, indukowanej trichostatyng A - wskazujac na zaangazowanie procesu acetylacji
histonéw w regulacj¢ biosyntezy auksyny 1 plastyczno$¢ rozwojowa roslin. Analizy
te pozwolily na opublikowanie wspolnej pracy (Wéjcikowska i in., 2018, H2, P10) na tamach
czasopisma Frontiers in Plant Science.

W roku 2021 zostatam zaproszona do wygloszenia wyktadu ,,The power of auxin:
a molecular mechanism that governs somatic embryogenesis in Arabidopsis” w ramach Mendel
Centre Semester Spring 2021-VIRTUAL, CEITEC, MU, Brno, Czechy (18.05.2021) dla
spotecznosci akademickiej.

Nastepnie w latach: 2021 (27.04.2021) oraz 2022 (15.12.2022) wspodlnie z Héléne
Robert Boisivon, zlozylySmy w Narodowym Centrum Nauki wnioski grantowe Weave-
UNISONO, ktore nie otrzymaly finansowania. Przy wsparciu Héléne Robert Boisivon
ztozytam i otrzymalam w roku 2022 finansowanie na odbycie rocznego, podoktorskiego stazu
w CEITEC, MU, Brno, Czechy, (01.02.2022 - 01.03.2023), w ramach programu
im. Mieczystawa Bekkera; Narodowa Agencja Wymiany Akademickiej (NAWA)
(BPN/BEK/2021/1/00278). Podczas stazu prowadzitam badania zwigzane z poznaniem roli
czynnika transkrypcyjnego MP/ARF5 w procesie SE. Badania z jednej strony, skupialy si¢
na poznaniu roli izoformy czynnika transkrypcyjnego o nazwie MPllir w tranzycji
embriogenicznej poprzez kontrole ekspresji gendw zwigzanych z syntezg auksyny, a z drugiej

na weryfikacji hipotezy o ARF5/MP-zaleznej ekspresji gendéw MIR3904 i B. Badania nad
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izoformg MP1lir pozwolily na zgromadzenie wynikéw wstepnych, ktore zostaly uzyte
we wniosku grantowym OPUS LAP 26 ,,Nieznane oblicze sygnalizacji auksynowej - izoforma
MONOPTEROS MP11ir ijej rola w niezaleznej od auksyny regulacji ekspresji genow podczas
procesu somatycznej embriogenezy”’, ktory otrzymat finansowanie NCN na taczng kwote
2 600 000.00 PLN i jest w trakcie realizacji (02.01.2025 - 01.01.2028). Podczas stazu
sprawowatam tutoring doktoratki Samii Belaidi oraz zostatam powotana przez szkotg¢ doktorska
CEITEC, MU, Brno, do petnienia funkcji cztonka komisji Thesis Advisory Committee (TAC)
weryfikujace] postepy realizacji pracy doktorskiej studentki Samii Belaidi. Poktosiem stazu
podoktorskiego byto opublikowanie dwoch publikacji: przegladowej na tamach czasopisma
Journal of Expermental Botany (Wéjcikowska i in., 2023, H7, P6) oraz eksperymentalne]
w Plant Physiology (Waéjcikowska i in., 2025, H8, P2). Badania nad genami MIR3904 i B
(generowanie podwojnego mutanta mir390a mir390b z wykorzystaniem techniki CRISPR-Cas;
analiza ekspresji MIR390A, B oraz poziomu dojrzatej czasteczki miR390 w liniach z r6znym
poziomem ARF5/MP z uzyciem qPCR, linii reporterowych oraz techniki WISH) ich
ARF5/MP-zaleznej ekspresji sg w trakcie realizacji 1 w najblizszym czasie zostang opracowane
1 wystane do recenzji, beda takze podstawg rozprawy doktorskiej studentki Samii Belaidi.
Podczas trwania stazu podoktorskiego wzietam udziat w dwodch konferencjach
naukowych. Pierwsza z nich, mie¢dzynarodowa, renomowana, konferencja poswigcona
auksynie: tj. AUXIN 2022, 2-7 pazdziernik 2022, Cavtat, Chorwacja. MONOPTEROS isoform
MP11ir transcript is present during auxin-induced somatic embryogenesis in Arabidopsis
thaliana. W trakcie prezentacji posteru mozliwe bylo nawigzanie, znajomosci, dialogu, a takze
przedyskutowanie otrzymanych wynikow z czotowymi naukowcami zajmujgcymi si¢
zagadnieniami syntezy, transportu, czy tez sygnalizacji auksynowej. Uczestnictwo w ww.
konferencji oraz mozliwo$¢ wystuchania prezentacji §wiatowe] stawy naukowcoéw bez
watpienia poszerzyto moja wiedzg, a takze stato si¢ inspiracja do dalszych badan. Z kolei
uczestnictwo w konferencji The 3rd Annual CEITEC Postdoc Retreat, w ramach International
Postdoc Appreciation Week 22-23 wrzesien 2022, Brno, Czechy oraz wygloszenie referatu
“The power of auxin - an investigation of the basic auxin signaling component AUXIN
RESPONSE FACTORS role in embryogenic transition using modern tools of molecular
biology” pozwolilo na poszerzenie kontaktow zawodowych w obrgbie pracownikéw CEITEC,
MU Brno. W trakcie trwania konferencji wyglositam prezentacj¢ ustng, ktdra zostata
dodatkowo nagrana i poddana analizie przez Samuela Lagier, dzigki czemu poznalam swoje
mocne 1 stabe strony wystagpien publicznych. Udzial w warsztatach technik wygtaszania

referatow, radzenia sobie ze stresem, cenne uwagi wskazujace jak poprawi¢ wizerunek podczas
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przemowien publicznych z pewno$cia zaowocuje w przysztosci, zwigkszajac umiejetnosci
prezentowania podczas wystgpien naukowych, popularnonaukowych, czy zajeé
dydaktycznych. W czasie realizacji projektu nabylam nowych kompetencji zawodowych.
Dzigki udziatowi w kursie organizowanym w ramach programu INTEG-RNA, Introduction to
Statistics with R; University of Edinburgh, Online, 03-06.05.2022; Szkoleniowiec: Ezra
Herman; Wspolpraca: Hannes Becher, Shrey Bhardwaj poznatam podstawy pracy w
srodowisku R, dzigki czemu moge stosowac to narzedzie w dalszych badaniach, a takze
przekaza¢ zdobyta wiedzg przysztym studentom w trakcie zaje¢ i realizacji prac dyplomowych.
Bratam udziat w licznie organizowanych przez CEITEC, MU Brno seminariach PI, Mendel
Centre Seminars Spring 2022, a takze spotkaniach grupy co poszerzylo moja wiedzg¢ nie tylko
naukoway, ale takze poznalam metody promowania jednostki badawczej oraz zwigkszenia jej
widzialnosci.

Podczas realizacji projektu zapoznatam si¢ z nowymi technikami tj. CRISPR-Cas9,
klonowanie z uzyciem systemu MoClo, przejsciowa transformacja lisci tytoniu
z wykorzystaniem infiltracji, Dual-Luciferase® Reporter Assay System, ClearSee,
do glebokiego obrazowania morfologii i ekspresji genoéw w tkankach roslinnych. Te metody
badawcze beda mogly zosta¢ zaimplementowane w modutach ksztalcenia uatrakcyjniajac
oferte edukacyjng macierzystej jednostki. Wspotpraca z osrodkiem badawczym ma charakter
ciggly, a w dniach 05-06.05.2025 goscitam Hé¢léne Robert Boisivon oraz Samii Belaidi.
Podczas krotkiej wizyty studyjnej zostat wygtoszony wyktad "Temperature effects during seed
development in Arabidopsis thaliana and Brassica napus" w ramach Scientific Meetings,

IBBIOS, WNP, US.

2. Université Paris-Saclay, INRAE, AgroParisTech, Institute Jean-Pierre Bourgin for
Plant Sciences (IJPB), Wersal, Francja.

Nawigzatam wspolprace z Sylvie Citerne z wyzej wymienionej jednostki w 2019 roku,
ktora jest specjalistkg z zakresu analizy hormondw w tkankach roslinnych oraz chromatografii
cieczowej (UPLC-ESI-MS/MS). W wyniku tej wspotpracy powstaly trzy publikacje na
przestrzeni ostatnich lat (Waéjcikowska i in., 2024, H3, P4; Wéjcikowska i in., 2025, H8, P2;
Nowak i in., 2024, H4, P5), w ktorych opisano poziomy hormondéw podczas tranzycji
embriogenicznej indukowanej trichostatyng A, podczas regeneracji jeczmienia (rdzne
odmiany) w warunkach kultury in vitro, a takze w liniach transgenicznych o ré6znym poziomie

ekspresji i/lub aktywnosci biatka MP oraz MP1lir.
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3. Radboud University, Department of Plant and Animal Biology, Radboud Institute for
Biological and Environmental Sciences (RIBES), Nijmegen, Holandia.

Kooperacja z Victoria Mironova, ktora rozpoczgta sie¢ w roku 2023 pozwolita
na zlokalizowanie elementow cis-regulatorowych AuxRE, jak i okreslenie ich rodzaju,
w promotorach badanych przeze mnie genéw. Wspotpraca zaowocowata wspolng publikacja

(Wojcikowska i in., 2025, HS, P2).

4. Centre for Bioinformatics and Data Analysis, Medical University of Bialystok,
Bialystok, Polska

Kooperacja z Karoling Chwiatkowska oraz Mirostawem Kwasniewskim rozpoczeta sig
w roku 2021 nad pracami zwigzanymi z badaniem transkryptomu Arabidopsis thaliana podczas
tranzycji embriogeniczne] indukowanej egzogenng auksyng oraz trichostatyng A.
Wspoéltdziatanie dotyczyto poznania protokotlu przygotowania bibliotek do RNA-Seq, a takze
procesu analizy bioinformatycznej uzyskanych wynikow. Efektem wspotpracy jest artykut

naukowy (Wadjcikowska i in., 2024, H3, P4).

5. The Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology (MPI-MP), Poczdam, Niemcy

Jeszcze przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych, odbylam
trzymiesieczny staz naukowy w ww. jednostce pod okiem Bernda Miieller-Roebera, gdzie
zapoznatam si¢ z technikami biologii molekularnej, ktore stuzg badaniu interakcji pomigdzy
biatkami oraz DNA, takimi jak EMSA oraz ChiP-qPCR. W trakcie pobytu uczytam si¢ technik
klonowania gendéw oraz zdobylam wiedz¢ z zakresu inzynierii biatek (budowa wektoréw
stuzacych produkcji rekombinowanych biatek w komorkach bakterii, Western Blot,
przygotowanie zeli poliakrylamidowych do rozdziatu bialek, oczyszczanie bialek, a takze
projektowanie sond do metody EMSA). Poszerzenie warsztatu laboratoryjnego, poznanie
nowoczesnych rozwigzan technologicznych oraz organizacji pracy, a takze nawigzanie nowych

kontaktow naukowych przyczynito si¢ do rozwoju naukowego oraz osobowego.

6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH
ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE.

a) Osiagnie¢cia dydaktyczne

Zajecia dydaktyczne
Od momentu rozpoczecia Studiow Doktoranckich na Uniwersytecie Slaskim

w Katowicach w 2009 roku prowadz¢ zajecia laboratoryjne oraz wyklady ze studentami
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studiéw zaréwno I, jak i II stopnia, kierunkow biotechnologia, biotechnology, biologia, ochrona
srodowiska realizujac nastepujace moduty: biotechnologia roslin — kurs rozszerzony,
biotechnologia roslin — kurs podstawowy, podstawy biotechnologii, biotechnologia dla
biologow, biotechnologia w praktyce, kultury in vitro w biotechnologii, mikropropagacja
ros$lin, GMO — korzy$ci i zagrozenia, genetyczne modyfikacje organizméw, mechanizmy
rozmnazania ro$lin uzytkowych, rozmnazanie generatywne ro$lin 1 embriologia
eksperymentalna, zagrozenia cywilizacyjne 1 zréwnowazony rozwoj, podstawy genetyki,
podstawy biologii molekularnej, bioinformatyka, analiza genetyczna, plant biotechnology,
basics of plant biotechnology, bioinformatic, GMO — benefits and threats. Dodatkowo
prowadzitam zaj¢cia na studiach III stopnia Plant morphogenesis in vivo and in vitro w ramach
modutu: Advanced methods in biotechnology and biodiversity (2016-2018). Na przestrzeni lat
koordynowatam moduty oraz wspottworzytam sylabusy i1 programy zaje¢ dydaktycznych:
biotechnologia ros$lin — kurs rozszerzony, biotechnologia dla biologow, kultury in vitro
w biotechnologii, mikropropagacja roslin, GMO - korzy$ci i1 zagrozenia, genetyczne
modyfikacje organizmow, plant biotechnology, basics of plant biotechnology, GMO — benefits
and threats.

Dodatkowo, aktywnie uczestnicz¢ w edukacji studentow peinigc role opiekuna,
jak 1 promotora prac dyplomowych. Do chwili obecnej bylam promotorem 12 studentoéw
studiéw licencjackich, opiekunem 19 studentow studiow licencjackich 1 magisterskich,

recenzentem 1 cztonkinig komisji 5 studentow studiow licencjackich 1 magisterskich.

Kierowanie i udzial w projektach dydaktycznych

Pelitam funkcje kierownika zadania 2 projektu dydaktycznego Akcja Popularyzacja
(Spoteczna Odpowiedzialno§¢ Nauki — Popularyzacja Nauki i Promocja Sportu, SON)
finansowanego przez Ministerstwo Edukacji Narodowej (MEN) skierowanego do mlodziezy
o dofinansowaniu wielkosci 689 791.95 PLN realizowanego w okresie od 01.01.2021 do

31.12.2022 roku (https://us.edu.pl/wydzial/wnp/wspolpraca/projekt-akcja-popularyzacja/).

Projekt realizowany byt przez Wydziat Nauk Scistych i Technicznych (zadanie 1, 3)
we wspotpracy z Wydziatem Nauk Przyrodniczych (zadanie 2) Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach 1 sktadat si¢ on z 3 zadanh: Zadanie 1: Interdyscyplinarne wyklady dla szkot
“Nauka wokot nas”; Zadanie 2: Wyktady popularnonaukowe w konwencji TED “Zawdd
naukowiec”; Zadanie 3: Warsztaty dla dzieci 1 mlodziezy. Celem projektu byla popularyzacja
nauk $cistych i przyrodniczych oraz wskazanie Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, jako

miejsca, w ktorym studiujac mozna zdobywaé wysokie kwalifikacje, pracowac
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w nowoczesnych laboratoriach, wspoétuczestniczy¢ w migdzynarodowych projektach, co
przektada si¢ na sukces zawodowy. Zadanie 2 mialo charakter cyklu spotkan w konwencji
wydarzen organizowanych przez TED, a zaproszeni go$cie prezentowali wysokiej jakosci,
inspirujace i popularnonaukowe wyktady z dziedziny nauk S$cistych oraz przyrodniczych.
Do moich zadan nalezalo pozyskanie wykladowcow, w przypadku gosci z zagranicy
organizacja ich pobytu w Polsce, koordynacja zadan zwigzanych z przygotowaniem transmisji
online, opracowaniem napisoOw, tlumaczeniem czgsci wykladéow na jezyk angielski oraz
migowy. W czasie dwoch lat, przeprowadzono dwadziescia wyktadow, ktore w wigkszosci
moderowatam. Wydarzenie udostepniano w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem transmisji
wyktadéw online, promowano w mediach spotecznosciowych, a takze udostepniano informacje
na stronach internetowych Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach. Istotny jest fakt, ze wyktady byty dostepne dla szerokiego grona odbiorcow
rowniez dlatego, ze zostaly dostosowane dla 0séb z niepelnosprawnosciami — doposazone w
thumaczenie na jezyk migowy, oraz w napisy w jezyku polskim oraz angielskim. Wsrod
zaproszonych gosci, absolwentow Wydziatu Nauk Przyrodniczego Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach — cztery osoby byly gos$¢mi pracujacymi w renomowanych osrodkach
naukowych za granicg:

e Dr Magdalena Stolarek-Januszkiewicz ,,Szukanie igly w stogu siana — wykrywanie

krazacego DNA nowotworowego” Dyrektor Rozwoju Technologii, Biofidelity Ltd.,

Wielka Brytania, https://youtu.be/3cAezkEq68g

e Dr Danuta Jeziorska ,,Praca zrodzona z pasji: od badan podstawowych do firmy
biotechnologicznej, ktérej misjg jest rozszyfrowanie genomu na potrzeby medycyny
personalizowanej” Dyrektor Generalny 1 wspotzatozycielka Nucleome Therapeutics,

zatozycielka Innovation Forum Oxford, Wielka Brytania,

https://voutu.be/tbQo1xG2Igk

e Dr Artur Deditius ,,Mineralne surowce krytyczne — Zrddta, produkcja i znaczenie dla
przysztych pokolen” pracownika Murdoch University, Sustainable Geochemistry and

Mineral Science (GeMS) Australia, youtu.be/[Tp2irjmh8&8

o Dr Pawel Wasowicz ,, Inwazje biologiczne w Arktyce” pracownik Icelandic Institute of

Natural History (IINH) Islandia, https://youtu.be/VS0b-yKIQhc

Pozostali goscie, to absolwenci Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach zwigzani
z jednostkami naukowymi w Polsce lub zatozyciele firm biotechnologicznych, a takze

popularyzatorzy nauki:
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Dr Marcelina Firkowska ,,Naukowiec = wynalazca? Czyli transfer wiedzy w praktyce”,

pracownik Fundacji Nauki Polskiej, Polska, https://youtu.be/JIgGLKpyX {8

Dr Karolina Chwiatkowska ,,Eksom, mikrotranskryptom, metylom — jak nie utongc
w oceanie danych” kierownik dzialu biotechnologicznego w firmie genetycznej
IMAGENE.ME oraz naukowiec w Centrum Bioinformatyki i Analizy Danych

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, Polska, voutu.be/yylzimwliH8

Dr Patrycja Sitek ,,0d biotechnologa do businesswoman” wtascicielka firmy CR

Konsulting (CRK), Polska, https://youtu.be/n-4s1 Vmtusg

Wsrod wyktadowcdw znalezli sie takze pasjonaci nauki na state zwigzani z Wydziatem

Nauk Przyrodniczych, Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach:

Dr hab. Marek Marzec ,,Wykorzystanie mutagenezy jgczmienia w badaniach

aplikacyjnych”, YJn4LDQaUHO

Dr Michat Sobala ,,Co pozostawili Majowie  beskidzkich  polan?”
https://youtu.be/TCPbMsEglL EOQ

Dr hab. Jolanta Burda ,Superwulkany — ognisty oddech Ziemi”
https://youtu.be/1AmZoPCSVpc

Dr Dariusz Ignatiuk ,.Jak szybko znikaja lodowce w Arktyce i skad to wiemy?”
https://youtu.be/mbcN_Yp I-g

Wojciech  Krawczynski ,,Skamieniatosci 1 ich praktyczne zastosowanie”

https://youtu.be/8ws1Eqlqjz0

Dr Maciej Mendecki ,.Jak okielzna¢ drgania na Gornym Slasku i nie tylko tu? — czyli

o hazardzie sejsmicznym dla laikow” https://youtu.be/sE7niYDK3WE
Dr Stawomir Sulowicz ,Male jest pigckne — cudowny $wiat mikroboéw”

https://youtu.be/GG-8GirKoQ4

Dr Artur Pinski ,,Przetnij napraw DNA — molekularne nozyce. Jak najwigksze odkrycie

XXI wieku wplywa na Twoje zycie” https://youtu.be/OnilboTfcsE

Dr Jacek Francikowski ,,Dlaczego badamy owady?” https://youtu.be/WazZ8T1J771

Dr Matgorzata Rudnicka ,Buntownicy z wyboru — rosliny S$rodowisk

eksperymentalnych” https://youtu.be/-Zwt1xh8WyY

Dr Ltukasz Chajec ,Komodrki zwierzgce obiektem fascynacji naukowcow”
https://youtu.be/PCMgkOue7xQ
Prof. dr hab. Monika Fabianska ,,Antropomineraty” https://youtu.be/IFLHONTV6Zc

Dr Dawid Surmik: ,,Na co chorowaty dinozaury? — interdyscyplinarne badania

prowadzone na Uniwersytecie Slaskim” https://youtu.be/LKOFb2pv-5Y
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Wyktady maja do dnia dzisiejszego niemal 4000 wyswietlen oraz stanowig platforme
edukacyjna, ktora moze by¢ wykorzystana wielokrotnie przy akcjach popularyzujacych nauke,
ale takze do wykorzystania na zajeciach dydaktycznych powigzanych tematycznie dla
mlodziezy szkolne;.

Podczas trwajacego dwa lata projektu Akcja Popularyzacja wspoétorganizowatam takze
dziesi¢¢ ogodlnopolskich konkurséw skierowanych dla dzieci i mtodziezy — wspottworzytam
zakres tematyczny konkursow, cykl infografik, odpowiadatam za wprowadzenie odpowiednich
regulacji prawnych, przygotowanie regulaminow konkursow, koordynowatam prace jury,
odpowiadalam za zakup 1 wystanie nagrod konkursowych oraz dyplomow, a takze bytam
zaangazowana w promowanie wydarzenia w mediach spotecznosciowych. Konkursy zmierzaty
do aktywizacji dzieci 1 mtodziezy, stymulacji ich kreatywnosci, ale takze do szerzenia wiedzy
o problemach ekologicznych wspotczesnego §wiata, a tym samym zwigkszenia Swiadomosci
dotyczacej zmian klimatu. Sposrod uczestnikow czteroosobowe jury ztozone z pracownikow
Wydzialu Nauk Przyrodniczych, Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, ktorej pracami
kierowatam, wytonito 47 zwycigzcow. Ogotem sumaryczna liczba zgloszen prac
konkursowych wynosita 171. Tematyka konkurséw byta zréznicowana 1 dotyczyta réznych
aspektow ochrony $rodowiska: ochrony wod, powietrza, gleby, fauny, flory, segregacji
odpaddw, odnawialnych zrodet energii, zapobieganiu zmian klimatu w najblizszym otoczeniu,
jak w skali globalnej. Przewidziane byly rézne formy konkursow:

e plastyczne ,,M9j zielony dom. Jak zamieni¢ beton w puszcz¢?”, ,,Stworz dom dla
naszych matych przyjaciol”, ,,”’Nie ma, nie ma wody na pustyni” — zmiany klimatu na
naszych oczach”, ,,Recykling w sztuce. Jak z niczego stworzy¢ arcydzieto”, ,,Zagraj z
przyrody”, ,,W naturze drzemie sita — odnawialne zrodta energii”,

e fotograficzne ,,Obiektywem w chmury!”, ,,Rzadki go$¢ - $nieg”,

e literackie ,,Eko Silesia. Co zrobi¢ by Slask byt zielony?”, ,,Jestem Greta — moje mate
sukcesy w zapobieganiu zmianom klimatu”.

Uczestniczytam w projektach dydaktycznych wspotfinansowanych ze §rodkéw Unii
Europejskiej, gdzie opracowatam sylabusy, przygotowywatam i prowadzilam warsztaty
praktyczne w Uniwersytecie Slaskim w Katowicach. Opracowatam materialy do realizacji
Zadania. 3.43 Wizyta studyjna i warsztaty praktyczne prowadzone w US: ,,Analiza fitosanitarna
ro$lin 1 produktow roslinnych”, ,,Molekularne metody identyfikacji roslin ziemniaka wolnych
od wirusa Y — zastosowanie techniki RT-PCR” oraz Zadania. 1.7-8 ,,Obsluga sterylizatorow
parowych” w ramach projektu ,Innovative Start. Podniesienie kompetencji zawodowych

studentow Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w odpowiedzi
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na oczekiwania przysztych pracodawcow’ wspotfinansowanego ze srodkow Unii Europejskie;j
w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego, Program Operacyjny Wiedza Edukacja
Rozwoj, O§ priorytetowa: III. Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju. Dzialanie: 3.1
Kompetencje w szkolnictwie wyzszym POWR.03.01.00-00 -K313/16. Okres realizacji
projektu: od: 2017-02-01 do: 2020-01-31. W ramach tych dzialan pozyskalam materiat
badawczy: niezaleznie wyprowadzone 5-tygodniowe kultury in vitro tetraploidalnego
ziemniaka porazonego wirusem Y (Wi (PVY N-Wi ) EF 558545) z Zaktadu Nasiennictwa
1 Ochrony Ziemniaka w Boninie, Pracownia Zasobow Genowych 1 Kultur /n Vitro oraz bulwy
ziemniaka porazonych ww. szczepem wirusa Y. Material wzrastajagcy w kulturze in vitro
postuzyl do przeprowadzenia techniki odwirusowania z wykorzystaniem chemioterapii
tj. traktowania zwigzkami przeciwwirusowymi tj. rybawiryng. Dodatkowo, z lisci roslin
powazonych wirusem Y wyizolowano RNA, przeprowadzono synteze cDNA, a nastgpnie
z uzyciem reakcji PCR dokonano detekcji wirusa w materiale ro$linnym. Podczas zaje¢ z
obstugi autoklawdw parowych prezentowatam obstuge urzadzen do sterylizacji szkta i sprzetu
laboratoryjnego oraz podtozy biologicznych.

W roku 2017 (19-23.06.2017) uczestniczylam w projekcie "POWER NEW.
Zwickszenie konkurencyjnosci studentow (WBBIOS, US) na rynku pracy poprzez rozwéj ich
kompetencji zawodowych", w ramach Programu operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj,
finansowanego z Europejskiego Funduszu Spotecznego, gdzie opracowywatam 1 prowadzitam
warsztaty praktyczne dla Studenckich Zespotow Projektowych: ilosciowe sprawdzenie
obecnosci transgenu (35S/NOS) w roznych produktach zywnosciowych zawierajacych soje
1 kukurydze¢ w tym w miodach i olejach roslinnych z wykorzystaniem reakcji RT-qPCR.
Studenci zaprezentowali wyniki badan podczas I Interdyscyplinarnej Konferencji Naukowej
,Aktualne Problemy Ochrony Srodowiska” organizowanej w dniu 19.06.2017 roku
w Katowicach, a ich doniesienie zostalo wyrdznione.

Rozwijam umiejetnoSci uczestniczac w szkoleniach zwigzanych z technikami
mikroskopowania oraz bioinformatyka:

e szkolenie prowadzone przez data2biology Sp. z 0.0. ,,Analiza danych pochodzacych

z NGS (ang. Next Generation Sequencing)”, Online, (30.05-20.06.2022)

e kurs organizowany w ramach programu INTEG-RNA, “Introduction to Statistics

with R”; University of Edinburgh, Online, Szkoleniowiec: Ezra Herman;

Wspotpraca: Hannes Becher, Shrey Bhardwaj, (03-06.05.2022)
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e kurs ,,Akredytacja laboratoriow badawczych zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC
17025:2005”, Katowice, Polska; Szkoleniowiec: Rahmund Michalski, Joanna
Mytych (19.03.2016)

Podnosz¢ swoje kwalifikacje i kompetencje dydaktyczne uczestniczac w szkoleniach,

a takze bioragc udzial w konferencjach dydaktycznych t;.:
e wprowadzenie do mindfulness dla nauczycieli akademickich (06-27.07.2023)
e szkolenie z zakresu zaburzen psychicznych i1 cato$ciowych w tym zespolu Aspergera

(23.02.2021)

e szkolenie z zakresu pracy ze studentami z niepetnosprawnosciami - praca z platforma

MS TEAMS na poziomie zaawansowanym (22.10.2020)

e szkolenie z zakresu metod dydaktycznych w pracy ze studentami niepetnosprawnymi —

praca z platformg MOODL na poziomie podstawowym (09.10.2020)

e konferencja dydaktyczna IDEATORIUM, Gdansk, Polska, (16-17.06.2016)
e warsztat ,,Dobrze uczg” (26.11.2009)

b) Osiagniecia organizacyjne

Od lutego 2020 roku jestem cztonkinig Zespotu ds. Promocji Wydzialu Nauk
Przyrodniczych US, ktory dziata z ramienia Pani Prodziekan ds. Promocji Badan
i Umiedzynarodowienia dr hab. Agaty Daszkowskiej-Golec, prof. US. W zespole tym bytam
odpowiedzialna za tworzenie infografik promujacych kierunki studiéw na WNP, US
w Katowicach, tworzenie not popularnonaukowych publikowanych na stornach wydziatu,
instytutu oraz w mediach spotecznosciowych, wspottworzenie opisow kierunkéw do promocji
rekrutacji, wspolopiniowaniu Poradnika Komunikacyjnego Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach oraz recenzowaniu spotu promujacego kierunki studiéw na WNP, US

(22.06.2023) https://www.youtube.com/watch?v=R890QcJIHEg4. Dodatkowo bior¢ udziat

w kampaniach reklamowych promujacych wydarzenia popularnonaukowe na WNP, US
(konsultuje grafiki uniwersyteckie oraz redaguje teksty do ptatnej reklamy). W latach 2025,
2024 jako cztonek Zespotu ds. Promocji bralam udziat w pracach komitetu organizacyjnego
Ogolnopolskiej Nocy Biologdw, a moja rola zwigzana byta z przygotowaniem: pism o patronat
honorowy 1 medialny, listy potencjalnych sponsoréw, grafik, planu komunikacji medialnej, not
na stronie instytutu oraz w mediach spoteczno$ciowych. W lutym 2023 roku w ramach
podnoszenia swoich kompetencji do pracy w Zespole ds. Promocji bratam udzial w szkoleniach

pt,: ,,Sztuka wystagpien publicznych w popularyzacji nauki” (26.09.2023), “Wyjasni¢ $wiat
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przez media” (28.06.2023) oraz ,Rolkowanie” (30.07.2025). W uznaniu osiggni¢é
organizacyjnych na rzecz WNP, US Prace Zespotu ds. Promocji zostaly nagrodzone Nagroda
Zespotowa Rektora I stopnia (01.10.2024) oraz Nagroda Zespotowa Rektora II stopnia
(01.10.2022).

Dodatkowo pehi¢ funkcj¢ Kierownika Zakladu Inzynierii Genetycznej GMO 1
kategorii DPL-VI1.431.99.2016 nr w Rejestrze Zaktadow Inzynierii Genetycznej 04-63/2016,
15.12.2016 - do chwili obecnej, a takze Przewodniczacej Wydzialowej Komisji
ds. GMO/GMM oraz Wydziatowej Komisji ds. Bezpieczenstwa Biologicznego Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach, Wydziat Nauk Przyrodniczych, 22.01.2015 - do chwili obecne;.
Uczestnicz¢ w przygotowaniach wnioskdw o utworzenie zakladow inzynierii genetycznej,
a takze zamknigtego uzycia GMO, GMM 11 II kategorii, jestem obecna podczas kontroli stuzb
sanitarnych, inspektoratu ochrony srodowiska oraz panstwowej inspekcji pracy, regularnie
nadzorujagcych warunki pracy z GMO/GMM. W roku 2020 (21.10.2020) bratam udziat
w szkoleniu ,,Przepisy prawa i informacje praktyczne dla wnioskodawcow i uzytkownikow

GMM 1 GMO celem podniesienia swoich kompetencji”.

¢) Osiagniecia popularyzujace nauke

Od poczatku kariery naukowej intensywnie angazuj¢ si¢ w popularyzacje nauki,
wspotpracujac ze szkotami, spotykajac si¢ z dzie¢mi 1 miodzieza przy okazji ogolnopolskich,
jak 1 lokalnych wydarzen naukowych. Przyblizam spoteczenstwu tematyke zwigzang z szeroko
rozumiang biotechnologia roslin oraz genetyka, udowadniajac, ze pelni w codziennym zyciu
fundamentalng role¢ m.in. w zapewnieniu bezpieczenstwa zywnosciowego. Szczegolnie
intensywnie udzielam si¢ w coroczne wydarzenie Nocy Biologoéw. W roku 2016 pehitam
funkcje wydzialowego koordynatora V Nocy Biologdw. Dodatkowo bratam udzial w Nocy
Biologow  w  latach: 2025, 2024, 2021, 2020, 2018, 2017, gdzie
prowadzitam/wspotprowadzitam laboratoria: ,,Znaczenie grup krwi na nasze zdrowie
w kontekscie zmian klimatu”, ,,Las w probowce”, ,,Osmoza od kuchni”, ,,Zycie roslin w
szklanej kapsule” oraz wyktady: ,,Czy Zycie bez organizmow genetycznie modyfikowanych
jest mozliwe, ,,Leczenie ro$lin - czyli jak zwalcza¢ wirusy u naszych zielonych przyjaciol”

https://www.youtube.com/watch?v=EDDAfaO7Zy0), ,,Czy zywno$¢ Frankensteina moze

ratowaé zycie?” https://www.youtube.com/watch?v=]ADRb7V-C8k&t=23s.

Bratam takze udziat w Slaskim Festiwalu Nauki (SFN) 2023 jako prelegent: ,,Czy zycie

bez organizmoéw genetycznie modyfikowanych jest mozliwe?”, a takze wystawca: ,,GMO —czy


https://www.youtube.com/watch?v=EDDAfaO7Zy0
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wiesz, co jesz?” (09-11.12.2023), oraz w edycji SFN 2020 jako wykladowca: ,,Czy Zywno$é

Frankensteina moze ratowaé zycie?” (25-27.01.2020).

Pozostate aktywnosci:

udzial w projekcie Science SPARK — Szkota, Pasja, Aktywno$¢, Rozwoj, Kreatywnosé
wspoHinansowanego ze srodkow Ministra Edukacji w ramach programu ,,Odkrywcy”
poprzez prowadzenie warsztatow z mtodzieza (08.11.2025, 15.11.2025, 29.11.2025)
oraz warsztatow podczas konferencji Mosty do Przyszlosci dla nauczycieli (22-
23.11.2025)

udzielenie komentarza redakcji FAKTOW w sprawie osiagnigcia firmy COLOSSAL
BIOSCIENCES o "wskrzeszeniu" wilka strasznego (08.04.2025)

prowadzenie zaje¢ laboratoryjnych dla mtodziezy: , Krwawe warsztaty - oznaczanie
grup krwi 1 ich dziedziczenie” ramach Uniwersyteckiego Miasteczka Naukowego
(18.01.2025)

pozyskanie srodkow (5000 zt) w ramach grantu "Popularyzacja Nauki" Europejskie
Miasto Nauki Katowice 20204 (EMNK2024), organizacja wyktadu dla licealistow
(,,Bloody lecture, wszystko co chciatbys$ wiedzie¢ o karminowej ptynnej tkance taczne;.
Wyktad, ktory rozpali Ci krew w zytach’) oraz organizacja i poprowadzenie warsztatow
"Krzyzowki genetyczne mroza Ci krew w zytach? Odkryj tajemnice dziedziczenia grup
krwi" (21.11.2024). Z okazji 140 rocznicy urodzin polskiego uczonego Ludwika
Hirszfelda zorganizowano dla mtodziezy licealnej warsztaty, w ktorych wzieto udziat
70 uczniow szkot licealnych regionu. Podczas wyktadu uczniowie dowiedzieli si¢
o skladzie oraz funkcji krwi, a podczas warsztatu milodziez przeprowadzita
doswiadczenie z oznaczaniem grupy krwi (uklad ABO/antygen Rh). Uczestnicy
warsztatow opanowali umiejetno$¢ rozwigzywania krzyzéwek genetycznych
zwigzanych z dziedziczeniem grup krwi lub antygenu Rh. Dodatkowo grajac
w internetowa gr¢ edukacyjng BloodTypingGame utrwalili zdobyta wiedzg.
(https://us.edu.pl/instytut/ibbios/2024/12/02/krwiste-wyklady-i-krwawe-warsztaty-dla-

licealistow/)

udziat w projekcie ,Science Inspires! Eksperymentuj, Odkrywaj, Inspiruj”,
poprowadzenie wyktadu popularnonaukowego: ,,Czy zycie bez organizmoéw
genetycznie modyfikowanych jest mozliwe?” oraz warsztatu ,,Czy klony sa potrzebne?
Czyli jak kopiowac rosliny”, ktorego celem byto poszerzenie wiedzy o bezpieczenstwie

zywno$ciowym oraz zdobycie praktycznych umiejetnosci pracy w laboratorium przez


https://us.edu.pl/instytut/ibbios/2024/12/02/krwiste-wyklady-i-krwawe-warsztaty-dla-licealistow/
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uczestnikow. Wydarzenie bylo realizowane w pasmie Miasto-Region-Akademia,
w ramach obchodow EMNK2024 i dofinansowane ze $rodkéw Wojewodztwa Slaskiego
— Wspotorganizatora EMNK2024 (30.10.2024)

e wygloszenie wyktadu: ,,Czy zycie bez organizmow genetycznie modyfikowanych jest
mozliwe?” w partnerskim, Uniwersyteckim I Liceum Ogodlnoksztatcagcym im. Juliusza
Stowackiego w Chorzowie podczas Nocy Naukowcow (19.04.2024)

e udzial w podcascie Mateusza Grzeszczuka Podroz bez Paszportu: Globalna rozgrywka
0 rynek GMO. Jaka bedzie przysztos¢ zZywnos$ci?
https://www.youtube.com/watch?v=1JvpMibVESk&t=467s (1400 wyswietlen)
(14.03.2024)

e wystgpienie w ramach Sceny Premier Naukowych https://us.edu.pl/spn-gmo-to-
genetyczna-puszka-pandory-dr-barbara-wojcikowska/; https://youtu.be/YIA-XJ-7c2w
(28.03.2024)

e przygotowanie tekstu popularnonaukowego: "GMO nadzieja czy droga do zatracenia”

do czasopisma NoLimits ISSN 2719-2830 #2(8)/2023 https://us.edu.pl/no-limits-gmo-

nadzieja-czy-droga-do-zatracenia/ (27.11.2023)

e prowadzenie wyktadu ,Jak §ledzi¢ geny? — wykorzystanie gendw reporterowych
we wspotczesnej nauce” w ramach akcji #LicealisSciNaWNP (20.10.2023)

e udzielenie wypowiedz dla Agencja Informacji Naukowej US-serwisu informacji
eksperckiej dla mediow z  okazji Swiatowego  Dnia  Zywnosci
https://ain.us.edu.pl/swiatowy-dzien-zywnosci (13.10.2023)

e prowadzenie wyktadu ,,Organizmy genetycznie modyfikowane — wykorzystanie
w przemysle i rolnictwie” w ramach akcji #LicealisSciNaWNP (31.03.2023)

e prowadzenie wyktadow popularnonaukowych "Genetyka XXI wieku" w ramach
Uniwersyteckiego Miasteczka Naukowego "Oko w oko z biologig" (20-24.09.2021)

e laboratorium biologii molekularnej WNP US - wirtualny spacer - w ramach

Wirtualnych Dni Otwartych https://www.youtube.com/watch?v=F9a-jIXX9DQ&t=35s
(23.06.2020)
e ,Klonowanie roslin” — wirtualny warsztat (2800 wyswietlen)- w ramach Wirtualnych

Dni Otwartych https://www.youtube.com/watch?v=lEn-b7m4yPQ (23.06.2020)

e cykl wykladéw popularnonaukowych w ramach Uniwersytetu Otwartego

"Wykorzystanie DNA w medycynie i nanotechnologii" (09-27.09.2019)


https://www.youtube.com/watch?v=lJvpMibVE5k&t=467s
https://youtu.be/YlA-XJ-7c2w
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udzial w Studenckim Festiwalu Nauki — organizacja warsztatéw oraz wykladow
w ramach ,,Dnia DNA” organizowanego na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
(25.04.2018)

udzial w organizowanych warsztatach dla uczniow LO im. Adama Mickiewicza
w Katowicach, przygotowujacych si¢ do Olimpiady Biologicznej (22.03.2018)
koordynowanie trojstronng wspotpracg naukowo-dydaktyczng z ramienia Uniwersytetu
Slaskiego (Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska) pomiedzy Uniwersytetem Slaskim,
Gming Stawkoéw 1 Zespotem Szkot im. Jana Pawla II w Stawkowie — Liceum
Ogo6lnoksztatcagcym im. Jana Pawta I w Stawkowie (02.03.2018 — do teraz)
wygloszenie wyktadu dla uczniow II LO im Emilii Plater w Sosnowcu w ramach XXIV
Dni Ziemi (27.04.2016)

artykul w Gazecie Uniwersyteckiej US, ,Jak noca odkrywano kod natury”
https://gazeta.us.edu.pl/sites/gazeta.us.edu.pl/files/PDF/GU%20luty%20p0%20korekt
ach%202016.pdf (10.02.2016)

prowadzenie zaje¢¢ laboratoryjnych dla uczniow II Liceum Ogolnoksztalcacego
im. Emilii Plater w Sosnowcu (20.05.2015)
artykul w Gazecie Uniwersyteckiej US, ,Etiuda i preludium a genetyka ro$lin”

https://gazeta.us.edu.pl/node/277952 (17.11.2014)

wspolprowadzenie wraz z artysta Michatem Brzezinskim oraz pracownikami US

warsztatow BIODIVERSITY dla miodziezy gimnazjalnej (24.10.2013)

7. OPROCZ KWESTII WYMIENIONYCH W PKT. 1-6, WNIOSKODAWCA MOZE
PODAC INNE INFORMACJE, WAZNE Z JEGO PUNKTU WIDZENIA,
DOTYCZACE JEGO KARIERY ZAWODOWEJ.

Za dziatalno$¢ naukowgq otrzymatam nastgpujace nagrody:

1.

Wyrdznienie za poster: Falinska J, Wojcikowska B., Marzec M. 2025. Does the role of
nitrilases in the embryogenic transition process involve the synthesis of PAA? 12 Polish
Society of Experimental Plant Biology, Warszawa, Polska, (09-12.09.2025)

Dodatek projakosciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za artykuty
w 2025 roku

Dodatek projakosciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za projekty
krajowe w 2023 roku


https://gazeta.us.edu.pl/sites/gazeta.us.edu.pl/files/PDF/GU%20luty%20po%20korektach%202016.pdf
https://gazeta.us.edu.pl/sites/gazeta.us.edu.pl/files/PDF/GU%20luty%20po%20korektach%202016.pdf
https://gazeta.us.edu.pl/node/277952
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10.

1.

12.

13.

Dodatek projakosciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za artykuty
w 2023 roku

Dodatek projakosciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za najwyzej
punktowane artykuty w dyscyplinach w 2023 roku

Dodatek projako$ciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za najlepsze
osiggnigcie publikacyjne w 2022 roku

Dodatek projakosciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za ztozenie
grantu w 2021 roku

Nagroda I stopnia za poster: Wojcikowska B., Nowak K., Wojcik A.M., Moronczyk J.,
Kiwior-Wesotowska A., Citerne S., Gaj M.D. 2021. Trichostatin A induce stress-related
genes during induction of somatic embryogenesis process in Arabidopsis. Polish
Society of Experimental Plant Biology, Katowice, Poland, Wirtualna, (20-23.09.2021)
Dodatek projakosciowy JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za dziatania
naukowe NAWA w 2021 roku

Travel Grant na pokrycie kosztow uczestnictwa w EMBO Workshop przez
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