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1. Imie i nazwisko

Agnieszka Mierek-Adamska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

05.07.2005: Dyplom licencjata biotechnologii uzyskany na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika
w Toruniu, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych). Praca licencjacka pt. ,Ekspresja gendéw zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym w uktadzie swiatto/ciemnos¢”, promotor prof. dr hab. Grazyna Dgbrowska.

04.07.2007: Dyplom ukonczenia Studium Pedagogicznego potwierdzajgcy kwalifikacje
pedagogiczne uzyskany na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Nauk
Pedagogicznych (obecnie Instytut Nauk Pedagogicznych, Wydziat Filozofii i Nauk Spotecznych).

04.07.2007: Dyplom magistra biotechnologii uzyskany na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika
w Toruniu, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych). Praca magisterska pt. , Analiza ekspresji genu akwaporyny PnPIP1
Ipomoea nil w warunkach stresu abiotycznego. Klonowanie i analiza sekwencji genu
akwaporyny Ipomoea nil (PnPIP2)”, promotor dr hab. Anna Goc.

18.10.2013: Dyplom doktora nauk biologicznych uzyskany na Uniwersytecie Mikotaja
Kopernika w Toruniu, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska (obecnie Wydziat Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych). Praca doktorska pt. ,Molekularna i funkcjonalna
charakterystyka gendéw metalotionein Brassica napus L.”, promotor dr hab. Anna Goc,
recenzenci prof. dr hab. Danuta Antosiewicz oraz prof. dr hab. Franciszek Dubert.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2012-31.12.2019: Asystent w Zaktadzie Genetyki (obecnie Katedra Genetyki), Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska (obecnie Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych),
Uniwersytet Mikofaja Kopernika w Toruniu (w tym czasie roczny i dwuletni urlop naukowy
oraz od 01.10.2016 do 31.07.2017 zwolnienie lekarskie i urlop macierzynski).

01.10.2014-30.09.2015: Staz podoktorski, Department of Chemistry, University of Warwick,
Coventry, Wielka Brytania.

01.08.2017-31.07.2019: Stypendystka MSCA-IF (Marie Curie Research Fellow), Department
of Chemistry, School of Life Sciences, University of Warwick, Coventry, Wielka Brytania.

01.01.2020-obecnie: Adiunkt w Katedrze Genetyki, Wydziat Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych, Uniwersytet Mikotfaja Kopernika w Toruniu.
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4. Wskazanie osiggnie¢ wynikajacych z art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zniejszymi
zmianami)

4.1. Tytut

Cykl publikacji z lat 2018-2026 pt.

Rola metalotionein w magazynowaniu metali ciezkich oraz rozwoju i adaptac;ji
do warunkéw srodowiskowych u roslin uprawnych

4.2. Cykl publikacji

P1. Mierek-Adamska A, Dgbrowska GB, Blindauer CA (2018) The type 4 metallothionein
from Brassica napus seeds folds in a metal-dependent fashion and favours zinc over
other metals. Metallomics 10: 1430-1443.

DOI: 10.1039/C8MT00161H

IF2018 3,571, Q2, liczba cytowan 25 (Google Scholar), 20 (Web of Science), punkty MNiSW 100
Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji pracy, pozyskaniu
finansowania na wyjazd podoktorski na Uniwersytet Warwick i badania (stypendium
podoktorskie w ramach projektu "Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu
w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”), zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen
tj.: analiza poziomu mRNA, analiza wzrostu bakterii, przygotowanie konstruktu do ekspresji
biatka w komorkach bakteryjnych, ekspresja biatka w komorkach bakteryjnych, izolacja
i oczyszczanie biatka, analiza biatek poprzez spektrometrie mas, spektroskopie magnetycznego
rezonansu jgdrowego oraz spektroskopie UV-Vis, opracowaniu wynikdéw, napisaniu
manuskryptu, przygotowaniu rycin i tabel, analizie statystycznej wynikow oraz korekcie
manuskryptu po recenzjach.

P2. Mierek-Adamska A, Kotowicz K, Goc A, Boniecka J, Berdychowska J, Dgbrowska G
(2019) Potential involvement of rapeseed (Brassica napus L.) metallothioneins in the
hydrogen peroxide-induced regulation of seed vigour. Journal of Agronomy and Crop
Science 205: 598-607.

DOI: 10.1111/jac.12361
IF2019 3,057, Q1, liczba cytowan 17 (Google Scholar), 15 (Web of Science), punkty MNiSW 140

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji pracy, pozyskaniu
finansowania na badania (grant wewnetrzny UMK 1532-B oraz 1934-B), zaplanowaniu
i wykonaniu doswiadczen tj.: przygotowanie konstruktow genowych do ekspresji biatek
w komorkach bakteryjnych i drozdzowych, funkcjonalna analiza biatek, analiza sity
kietkowania nasion, analiza wzrostu siewek, analiza poziomu mRNA, koordynacji badan
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wykonywanych przez innych wspdétautordw, opracowaniu wynikow, napisaniu manuskryptu,
przygotowaniu rycin i tabel, analizie statystycznej wynikow oraz korekcie manuskryptu
po recenzjach.

P3. Konieczna W, Mierek-Adamska A, Warchot M, Skrzypek E, Dgbrowska GB (2023) The
involvement of metallothioneins and stress markers in response to osmotic stress
in Avena sativa L. Journal of Agronomy and Crop Science 209: 371-389.

DOI: 10.1111/jac.12633

IF2023 3,5, Q1, liczba cytowan 7 (Google Scholar), 5 (Web of Science), punkty MNiSW 140

Mdj wktad w powstanie tej publikacji byt rownowazny z wktadem pierwszego wymienionego
autora Wiktorii Koniecznej i polegat na wspdtudziale w zaplanowaniu i wykonaniu
doswiadczen tj.: sklonowanie sekwencji kodujgcych oraz genomowych metalotionein owsa,
wykonanie analiz in silico otrzymanych sekwencji, przygotowanie konstruktow genowych
do ekspresji biatek w komdrkach bakteryjnych i funkcjonalna analiza biatek, analiza poziomu
MRNA, koordynacji badar prowadzonych przez innych wspdtautoréw, napisaniu manuskryptu,
analizie statystycznej wynikdw oraz korekcie manuskryptu po recenzjach.

P4. Mierek-Adamska A, Kulasek M, Dabrowska GB, Blindauer CA (2025) Type 4 plant
metallothioneins — players in zinc biofortification? Biological Reviews 100: 1229-1249.

DOI: 10.1111/brv.13182
IF2025 11,7, Q1, liczba cytowan 3 (Google Scholar), 0 (Web of Science), punkty MNiSW 200
Moj wktad w powstanie publikacji polegat na opracowaniu koncepcji pracy przeglgdowej,
dokonaniu przeglgdu i wyboru literatury, przygotowaniu rycin i tabel, napisaniu manuskryptu,
koordynacji pracy pozostatych wspotautorow oraz korekcie manuskryptu po recenzjach. W tej
publikacji jestem rdwniez autorem korespondencyjnym.

P5. Mierek-Adamska A, Tylman-Mojzeszek W, Pawetek A, Kulasek M, Dabrowska GB
(2025) The potential role of Brassica napus metallothioneins in salt stress and
interactions with plant growth-promoting bacteria. Genes 16: 166.

DOI: 10.3390/genes16020166

IF2025 2,4, Q2, liczba cytowan 1 (Google Scholar), 0 (Web of Science), punkty MNiSW 100

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu i zaplanowaniu eksperymentow,
pozyskaniu finansowania na badania (finansowanie w ramach projektu Inicjatywa
Doskonatosci-Uczelnia Badawcza, Wpytaniajgce sie Pole Badawcze) oraz wspotudziale
w wykonaniu doswiadczen tj.: przygotowaniu materiatu roslinnego do analiz, analiza wzrostu
siewek i roslin, analiza poziomu mRNA, analiza in silico sekwencji promotorowych, analiza
wzrostu bakterii, koordynacji badan prowadzonych przez innych wspotautorow, opracowaniu
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wynikow, napisaniu manuskryptu, analizie statystycznej wynikdw, przygotowaniu rycin i tabel
oraz korekcie manuskryptu po recenzjach. W tej publikacji jestem rdwniez autorem
korespondencyjnym.

P6. Mierek-Adamska A, Gutierrez-Marcos J, Blindauer CA (2026) Histidines promote zinc
over cadmium binding to the single type 4 metallothionein from Great Millet (Sorghum
bicolor). Journal of Inorganic Biochemistry 278: 113227.

DOI: 10.1016/j.jinorgbio.2026.113227

IF2025 3,2, Q3, liczba cytowan 0 (Google Scholar), 0 (Web of Science), punkty MNiSW 100

Mdj wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji pracy, pozyskaniu
finansowania na badania (stypendium IF-MSCA, PMTF0OS-702492), zaplanowaniu i wykonaniu
wszystkich eksperymentdw tj.: pozyskanie mutantow na drodze mutagenezy ukierunkowanej,
przygotowanie konstruktow do ekspresji biatka w komdrkach bakteryjnych, ekspresja biatka
w komorkach bakteryjnych, izolacja i oczyszczanie biatka, analiza biatek poprzez spektrometrie
mas oraz spektroskopie magnetycznego rezonansu jgdrowego, przygotowanie konstruktow
do transformacji roslin, transformacja roslin, selekcja transformatéw i pozyskanie linii
homozygotycznych, namnozenie materiatu roslinnego do oznaczania zawartosci
pierwiastkow, opracowaniu wynikow, napisaniu manuskryptu, przygotowaniu rycin i tabel,
analizie statystycznej wynikdw oraz korekcie manuskryptu po recenzjach. W tej publikacji
jestem réwniez autorem korespondencyjnym.
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4.3. Omodwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikow wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

1. Wstep

Jednym z najwazniejszych probleméw stojgcych obecnie przez ludzkoscig jest
zapewnienie bezpieczeristwa zywnosciowego (Cole i in., 2018). Komisja ds. Swiatowego
Bezpieczeristwa Zywnoéciowego (Committee on World Food Security - CFS) w nastepujacy
sposob definiuje bezpieczestwo zywnosciowe: ,Bezpieczedstwo zywnosciowe istnieje, kiedy
wszyscy ludzie, przez caty czas majg fizyczny, spoteczny i ekonomiczny dostep
do wystarczajgcej ilosci, bezpiecznej i odzywczej zywnosci, ktéra odpowiada ich potrzebom
zywieniowym i preferencjom [..]. Czterema filarami bezpieczenstwa zywnosciowego
sg dostepnos$é, dostep, wykorzystanie i stabilno$é¢” (CFS, 2013). Definicja ta wskazuje,
ze do osiggniecia bezpieczenstwa zywnosciowego niezbedna jest nie tylko wystarczajgca ilos¢
zywnosci, ale réwniez fizyczny i ekonomiczny dostep do zywnosci dla wszystkich, odpowiednia
jakos¢ zywnosci oraz stabilnos¢ dostaw niezalezna od zmieniajgcych sie czynnikow
zewnetrznych. W celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnosciowego kluczowe jest wiec
zapewnienie odpowiedniej ilosci zywnosci oraz produkcja zywnosci wolnej od toksyn i innych
niebezpiecznych substancji i jednocze$nie zapewniajgcej odpowiednig ilos¢ sktadnikdéw
odzywczych (Ingram, 2020).

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) i Organizacja Narodéw Zjednoczonych
ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) szacuja, ze na swiecie ponad 700 min ludzi cierpi z powodu
niedoboru pozywienia, a kazdego roku z tego powodu umiera 3 min dzieci (FAO, 2024).
Natomiast z powodu ukrytego gtodu, tj. niedostatecznej ilosci mikroelementéw i witamin
w diecie, wedtug szacunkow cierpi na catym sSwiecie okoto 2 mid ludzi. Problem gtodu
wystepuje przede wszystkim w krajach o niskim i Srednim przychodzie. Dla ilustracji tego faktu
mozna przytoczy¢ poréwnanie: w skali Swiatowej z powodu gtodu cierpi 1 osoba na 11,
natomiast w Afryce 1 osoba na 5. Natomiast problem ukrytego gtodu dotyka réwniez
mieszkancow krajéw wysokorozwinietych. Niedobdr mikroelementéw takich jak zelazo (Fe),
jod (1) czy cynk (Zn) i witamin np. witaminy A jest zwykle trudny do wykrycia, a jego wyrazne
objawy pojawiajg sie dopiero kiedy braki poszczegdlnych elementdw sg na wysokim poziomie.
Wazne jest tez podkreslenie, ze ukryty gtod dotyka takze osob, ktore spozywajg odpowiednia
czy nawet zbyt wysoka liczbe kalorii. Znacznie problemu ukrytego gtodu podkresla fakt,
ze Swiatowi eksperci w tym laureaci Nagrody Nobla w dziedzinie ekonomii zaangazowani
w Konsensus Kopenhaski (Copenhagen Consensus Centre) uznali walke z niedoborem
mikroelementéw za jedno z najwazniejszych ogdlnoswiatowych dziatan potrzebnych
do dtugofalowej poprawy dobrobytu spoteczernstwa. WHO szacuje, ze kazdego roku
250-500 tys. dzieci traci wzrok z powoddw niedoboréw witaminy A, a potowa z nich umiera
w ciggu nastepnych 12 miesiecy. Te alarmujace dane wskazujg jak wazna jest jakos¢
pozywienia, zwtaszcza zawartos¢ witamin i mikroelementow.
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Rosngca w sposéb wykfadniczy swiatowa populacja, z szacunkowym wzrostem
do 9,7 mld ludzi w roku 2050, wymusza produkcje coraz wiekszej ilosci pozywienia kosztem
zwiekszania obszaréw ziem uprawnych. Obecnie obszary rolne zajmujg niemal
40% powierzchni Ziemi, a wedtug szacunkéw FAO obszary te bedg dalej sie rozrastac zwtaszcza
w krajach rozwijajgcych sie. Zwigzek miedzy maksymalizacja produkcji roslinnej a odzywcza
wartoscia wytwarzanej na bazie roslin Zzywnosci jest ztozony. Zielona rewolucja XX wieku
miata ogromne znaczenie dla walki z gtlodem poprzez wprowadzenie nowoczesnych technik
agronomicznych, jak nawozenie i nawodnienie oraz wysokoplonujgcych odmian roslin.
Spowodowato to jednak obnizenie jakosci roslin pod wzgledem ich wartosci odzywczej,
co poteguje wystepowanie ukrytego gtodu. Ponadto stosowanie nawozéw sztucznych
i pestycyddéw przyczynito sie do degradacji sSrodowiska naturalnego, w tym degradacji gleb,
zanieczyszczenia wod i redukcji bioréznorodnosci (Yilmaz & Yilmaz, 2025). Rozwigzaniem tego
impasu jest wiec poszukiwanie holistycznych rozwigzan, ktére zapewniag maksymalizacje
plonéw przy jednoczesnym zapewnieniu odpowiednich wartosci odiywczych roslin
i ochronie srodowiska. Obecnie istniejg rézne podejscia do rozwigzania tych probleméw.
Nalezy tu wymieni¢ dywersyfikacje monokultur, jak ptodozmian czy uprawe rdéznych
gatunkow/odmian na tym samym polu (Wuest, Peter & Niklaus, 2021), poszukiwanie odmian
roslin uprawnych o pozadanych cechach wsréd istniejgcych odmian (Yolcu, Alavilli & Lee,
2020) czy wreszcie wytwarzanie nowych odmian na drodze transgenezy czy edycji genomow
(Marone, Mastrangelo & Borrelli, 2023). Konieczne jest wytworzenie odmian zdolnych
do kietkowania, wzrostu i plonowania w glebach o niskiej jakosci, nieprzewidywalnych
warunkach srodowiskowych przy zastosowaniu niewielkiej ilosci srodkéw agrochemicznych.
W kontekscie wartosci odzywczych roslin wazna jest rowniez biodostepnos¢ sktadnikow
odzywczych, ktéra bedzie zalezeé nie tylko od catkowitej zawartosci danego pierwiastka, ale
takze od formy chemicznej w jakich jest zmagazynowany w tkankach roslinnych oraz
zawartosci innych mikro- i makroelementéw (Stantoniin., 2022).

Do waznych biatek odpowiedzialnych za akumulacje metali ciezkich w roslinach, a takze
wptywajacych ich biodostepnoscig nalezg metalotioneiny (MT). Do nadrodziny MT zaliczane
s3 zroznicowane biatek obecne u wszystkich Eukaryota, wyizolowane po raz pierwszy z kory
nerki konia w 1957 roku jako biatko wigzgce kadm (Margoshes & Valiee, 1957). Biatko to,
o dtugosci 61 aminokwaséw, zawierato 20 reszt cysteinowych oraz nie zawierato
aminokwaséw aromatycznych. W kolejnych latach wyizolowano MT z innych kregowcéw,
a wyizolowane biatka miaty wysoki stopien homologii z pierwszg MT. Z roslin po raz pierwszy
MT wyizolowano z zarodkéw Triticum aestivum L. w 1987 jako biatko wigzgce cynk (biatko
nazwano Ec— early cysteine-labelled) (Lane, Kajioka & Kennedy, 1987). Sekwencje MT z innych
niz kregowce organizméw nie byty homologiczne do pierwszej kanonicznej sekwencji MT
ze wzgledu na inny uktad i liczbe reszt cysteinowych oraz obecnos¢ nielicznych aminokwasow
aromatycznych. Niezwykte zréznicowanie nadrodziny MT w Swiecie organizmow zywych jest
zilustrowane przez ich podziat na 15 rodzin i podrodzin na podstawie podobieristwa sekwencji
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i pochodzenia filogenetycznego (Binz & Kagi, 1999). Metalotioneiny zidentyfikowano réwniez
u niektérych Prokaryota jak cyjanobakterie, Pseudomonas czy Mycobacterium (Blindauer,
2011). Mimo ogromnego zrdznicowania za cechy wspdélne MT uznaje sie:
(i) niskoczasteczkowe (do 10 kDa), (ii) bogate w reszty cysteinowe (nawet do 30% wszystkich
aminokwaséw) oraz (iii) nie posiadajg (lub posiadajg niewiele) aminokwaséw aromatycznych
(Ziller & Fraissinet-Tachet, 2018). Analiza filogenetyczna wskazuje, ze MT sg polifiletyczng
grupg biatek tj. cztonkowie danej rodziny sg spokrewnieni ewolucyjnie, natomiast zwigzki
ewolucyjne pomiedzy rodzinami pozostajg nie w petni wyjasnione (Krezel & Maret, 2021).
MT wigzg jony metali ciezkich poprzez formowanie komplekséw z grupami tiolowymi (-SH)
reszt cysteinowych. Mimo ogromnego zréznicowania strukturalnego tych biatek uwaza sie, ze
ich gtéwne role wspdlne dla réznych grup organizmoéw to (i) utrzymanie homeostazy
mikroelementdéw zwtaszcza cynku (Zn) i miedzi (Cu) oraz (ii) detoksykacja toksycznych jonoéw
metali ciezkich zwtaszcza kadmu (Cd). Ponadto utlenienie zredukowanych grup -SH lub
wigzania -S-metal jest mechanizmem stuzgcym do usuwania reaktywnych form tlenu (RFT),
dzieki czemu MT wykazujg réwniez dziatanie antyoksydacyjne (Capdevilaiin., 2012).

Roslinne metalotioneiny (pMT) s3 bardziej zréznicowane niz MT innych organizméw
i zostaty podzielone na 4 typy (pMT1-4) w zaleznosci od liczby i uktadu reszt cysteinowych:
12 cystein w pMT1, 14 cystein w pMT2, 10 cystein w pMT3 oraz 17 cystein w pMT4. Cysteiny
w pMT1-3 sg zgrupowane w domenach na N- i C-koncu biatka, natomiast w pMT4 s3 trzy
domeny bogate w reszty cysteinowe (Ziller & Fraissinet-Tachet, 2018). W analizowanych
genomach roslin wystepuje zwykle wiele genéw kodujacych MT np. u Arabidopsis thaliana jest
7 eksprymowanych gendow (w tym po 2 kodujgce MT typu 1, 2 i 4 oraz jeden kodujgcy MT typu
3) oraz jeden pseudogen. W znanych obecnie genomach roslinnych wystepujg MT wszystkich
typow. Rodlinne MT nalezgce do danego typu s3 w wysokim stopniu konserwowane
ewolucyjnie, szczegdlnie w obrebie domen bogatych w cysteiny, zwtaszcza w roslinach
okrytonasiennych. Analiza sekwencji zdeponowanych w bankach gendéw pokazuje istnienie
MT o nietypowym uktadzie/liczbie reszt cysteinowych, jednakze niewiele wiadomo na temat
wptywu tych zmian strukturalnych na funkcjonowanie biatek (Leszczyszyn, Imam & Blindauer,
2013). Mimo wielu lat badan wcigz pozostajg otwarte pytania dotyczace funkcji roslinnych
metalotionein. Nie jest tez w petni jasne czy zréinicowanie strukturalne odzwierciedla
zréznicowanie funkcjonalne roslinnych MT. Liczne doniesienie potwierdzajg udziat roslinnych
MT w utrzymaniu homeostazy cynku i miedzi (Guo, Meetam & Goldsbrough, 2008; Ren i in.,
2012; Lei, Yamaji & Ma, 2021; Mosna, Jurczak & Krezel, 2023), detoksykacji kadmu (Ronoiiin.,
2021; Yaniin., 2023) czy arsenu (Pan i in., 2018) oraz usuwaniu RFT (Xue i in., 2009; Ma i in.,
2023). Ponadto istniejg doniesienia pokazujgce mozliwy udziat pMT w odpowiedzi rosliny
na réznorakie warunki sSrodowiskowe, takie jak: niska temperatura (Singh iin., 2011; Fengiin.,
2022), susza (Chen i in., 2024), zasolenie (Xue i in., 2009) czy infekcja przez patogeny roslin
(Dowd, Naumann & Johnson, 2023).
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Problemy ze zdefiniowaniem funkcji roslinnych MT wynikaja z kilku powodoéw:
(i) plejotropowego efektu dziatania metalotionein (poprzez wigzanie Zn/Cu i reakcje z RFT
metalotioneiny oddziatywajg na niezliczone procesy komérkowe), (ii) braku kompleksowych
badan analizujgcych przynajmniej po jednym przedstawicielu danego typu MT u jeden rosliny
w danych warunkach i na danym etapie rozwoju/w danej tkance czy organie, (iii) braku
dogtebnych badan witasciwosci biofizycznych biatek pMT zwtaszcza w przypadku roslinnych
MT typu 1-3, a w przypadku roslinnych MT typu 4 ograniczenie tych analiz do kilku gatunkéw
roslin, (iv) braku kompleksowego spojrzenia tgczacego witasciwosci strukturalne (badania
wiasciwosci biofizycznych biatek) z funkcjami biologicznymi (badania in planta).

2. Omowienie wynikéw badan
W ponizszym tekscie cytowania publikacji stanowigcych czes¢ cyklu publikacji niniejszego osiggniecia oznaczono
P1-P6 zgodnie z numeracjq w podrozdziale 4.2, natomiast cytowania innych prac wtasnych podkreslono.

Wymienione powyzej problemy, ktérych skutkiem jest brak zdefiniowanej roli
ro$linnych metalotionein staty sie mojg inspiracja do podjecia badan nad roslinnymi
metalotioneinami. W toku moich badan wykazatam dualistyczng role MT roslinnych tzn.
z jednej strony sg to biatka uczestniczagce we wzroscie i rozwoju roslin oraz adaptacji do
warunkéw srodowiskowych, a z drugiej sg to biatka zaangazowane w akumulacje
mikroelementéw (zwtaszcza cynku) oraz chronigce przed akumulacjg toksycznych jonéw
metali ciezkich (zwtaszcza kadmu). Wyniki moich badan opublikowane w latach 2018-2026
zebrane w 5 pracach eksperymentalnych oraz 1 pracy przegladowej (suma punktéw
MNiSW/MEIN 715 oraz sumaryczny IF 27,4, zgodnie z rokiem opublikowania), przedstawie
w postaci dwdch podrozdziatdw odzwierciedlajgcych funkcjonalne zréznicowanie roslinnych

metalotionein.

Rola roslinnych metalotionein we wzroscie i rozwoju oraz adaptacji
jedno- i dwulisciennych roslin uprawnych do warunkdéw srodowiskowych

P2. Mierek-Adamska A, Kotowicz K, Goc A, Boniecka J, Berdychowska J, Dgbrowska GB (2019) Potential
involvement of rapeseed (Brassica napus L.) metallothioneins in the hydrogen peroxide-induced
regulation of seed vigour. Journal of Agronomy and Crop Science 205: 598-607.

P3. Konieczna W, Mierek-Adamska A, Warchot M, Skrzypek E, Dgbrowska GB (2023) The involvement
of metallothioneins and stress markers in response to osmotic stress in Avena sativa L. Journal of
Agronomy and Crop Science 209: 371-389.

P5. Mierek-Adamska A, Tylman-Mojzeszek W, Pawetek A, Kulasek M, Dgbrowska GB (2025) The
potential role of Brassica napus metallothioneins in salt stress and interactions with plant growth-
promoting bacteria. Genes 16: 166.
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Nadrzednym pytaniem badani opisanych w tym podrozdziale byta rola roslinnych
metalotionein w odpowiedzi roslin uprawnych na niekorzystne warunki srodowiskowe oraz
ich udziat we wzro$cie i rozwoju. Badania te miaty tez na celu zrozumienie jak rézne typy
roslinnych metalotionein dziataja w odpowiedzi roslin na stresy $rodowiskowe oraz jak
wspotdziatajg z innymi elementami sktadowymi mechanizméw reakcji na warunki
srodowiskowe, w tym m. in. z enzymami antyoksydacyjnymi czy fitohormonami. Badania
prowadzone w tej czesci dotyczyly dwdch roslin uprawnych o ogromnym znaczeniu
w zywieniu ludzi i zwierzat oraz réznych gateziach przemystu. Polska jest trzecim na Swiecie
producentem Avena sativa L. (owies zwyczajny) i 6smym producentem Brassica napus L.
(kapusta rzepak) (dane FAO). Owies (AACCDD, 2n = 6x = 42) jest alloheksploidem, z genomem
o wielkosci 11 Gpz, powstatym przez skrzyzowanie diploidalnego Avena longiglumis Durieu
(AA, 2n = 14) i tetraploidalnego Avena insularis Ladiz. (CCDD, 2n = 4x = 28). Sekwencja genomu
A. sativa zostata opublikowana w 2022 (Kamal i in., 2022). Owies cechuje sie stosunkowg
wysoka tolerancjg na niskg temperature oraz ma mate wymagania glebowe. Ponadto,
wykazuje wtasciwosci fitosanitarne, poniewaz pozostawia po sobie dobre stanowisko dla
innych roslin zbozowych (Noworolnik, 2008). Zboze to jest bezglutenowym cennym Zréodtem
antyoksydantéw (polifenole, flawonoidy), wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych,
witamin, makro- i mikroelementéw oraz btonnika (Singh, De & Belkheir, 2013). Owies jest
rowniez powszechnie wykorzystywany w zywieniu zwierzat. Ze wzgledu na wiasciwosci
regenerujgce i nawilzajgce jest wykorzystywany w przemysle kosmetycznym (Barcchiya,
Meena & Lal, 2017). Rzepak (AACC, 2n = 4x = 38) jest allotetraploidem z genomem wielkosci
ok. 1 Gpz, powstatym okoto 7500 lat temu przez naturalne krzyzowanie Brassica oleracea L.
(kapusta warzywna; CC, 2n = 18) i Brassica rapa L. (kapusta wtasciwa; AA, 2n = 20). Genom
B. napus zostat zsekwencjonowany po raz pierwszy w 2014 roku (Chalhoub i in., 2014).
Poczatkowo rzepak uprawiono tylko w Europie i stosowano odmiany ozime. Wprowadzenie
rzepaku do Chin, Australii i Ameryki Pétnocnej spowodowato powstanie na drodze sztucznej
i naturalnej selekcji nowych odmian jarych i przewddkowych przystosowanych do warunkdw
klimatycznych. Sekwencjonowanie genoméw nalezgcych do réznych uprawianych odmian
rzepaku potwierdza istnienie znacznego zrdznicowanie genetycznego (Song i in., 2020).
Rzepak jest jedng z najwazniejszych roslin oleistych w Polsce i na swiecie. Oprdcz oleju
rzepak jest rowniez zrédtem sruty poekstrakcyjnej bedacej cennym produktem w zywieniu
zwierzat. Roslina ta moze byé wykorzystywana jako surowiec olejarski i paszowy dzieki
wprowadzeniu odmian podwdjnie ulepszonych tj. o niskiej zawartosci kwasu erukowego oraz
glukozynolanéw (Bartkowiak-Broda, 2002). Olej rzepakowy jest uwazany za jeden
z najzdrowszych olejéw roslinnych o wysokiej zawartosci fitosteroli i tokoferoli, stosunkowo
niskiej zawartosci nasyconych kwasdw ttuszczowych oraz wysokiej zawartosci nienasyconych
kwasow ttuszczowych z grupy omega-3 i omega-6 (Banas, Piwowar & Harasym, 2023). Olej
rzepakowy poza swoim oczywistym zastosowaniem w przemysle spozywczym jest réwniez
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stosowany w przemysle chemicznym do produkcji np. farb i lakieréw oraz do produkcji
biodiesla (Chew, 2020).

Rodliny ze wzgledu na osiadly tryb zycia muszg posiadaé¢ skuteczne mechanizmy
umozliwiajgce dostosowanie sie do ciggle zmieniajgcych sie warunkdw srodowiskowych.
W toku ewolucji powstata wielowymiarowa sie¢ umozliwiajgca odbior sygnatow
ze srodowiska, a nastepnie dostosowanie wzrostu i rozwoju rosliny do warunkéw
zewnetrznych. Pomimo dekad badan na tymi procesami pozyskana wiedza wcigz nie jest
wystarczajaca do ich petnego zrozumienia (Zhang i in., 2022). Na podstawie danych
literaturowych postawitam hipoteze, ze pMT s3 istotnym elementem mechanizméw
adaptacji roslin do warunkow srodowiskowych. Analiza ich roli w dwdéch roslinach uprawnych
waznych w zywieniu cztowieka i innych gateziach gospodarki jest kluczowa w kontekscie
bezpieczenstwa zywnosciowego i zréwnowazonego rolnictwa. W momencie rozpoczynania
pracy nad MT owsa nie byta jeszcze dostepna petna sekwencja genomu tej rosliny. Sekwencje
kodujgce MT1-3 owsa (AsMT1-3) zostaty sklonowane poprzez przeszukanie bazy EST (ang.
expressed sequence tags) NCBI wykorzystujgc dostepne w bazie Gene sekwencje MT pszenicy
i jeczmienia. Analiza in silico otrzymanych sekwencji na poziomie nukleotydowym
i aminokwasowym oraz analiza filogenetyczna przypuszczalnych sekwencji aminokwasowych
potwierdzita ich przynaleznos¢ do roslinnych MT poszczegdinych typéw (P3). Dopiero
publikacja genomu owsa w roku 2022 pozwolita na pdzniejszg analize catej rodziny MT u tego
zboza, przedstawiong w innej publikacji zespotu (Konieczna i in., 2023a). Obie badane rosliny

sg poliploidalne i posiadajg w genomie znaczne wiekszg liczbe gendw MT niz rosliny
diploidalne. Analizy in silico sekwencji promotorowych 17 genéw MT B. napus (P5) oraz
21 gendw MT A. sativa (Konieczna i in., 2023a) wykazaty obecnosé licznych elementow

regulatorowych zwigzanych z odpowiedzia na réinorodne warunki srodowiskowe.
W przypadku gendéw BnMT najczesciej wystepowaty elementy: ARE (indukcja w warunkach
aerobowych), MBS (odpowiedZ na susze), STRE (zwigzany z odpowiedzig na rdine stresy
w tym stres osmotyczny czy niedobdér mikroelementéw) oraz LTR (odpowiedz na niska
temperature). W niektérych analizowanych promotorach pojawia sie réwniez element
regulatorowy zwigzany z odpowiedzig rosliny na atak patogendéw (W-box). Podobne elementy
znaleziono w sekwencjach promotorowych genéw AsMT. Co ciekawe, w przypadku rzepaku
sekwencje promotorowe rdznity sie srednig liczbg elementéw regulatorowych zwigzanych ze
stresem w zaleznosci od typu MT — najwiecej znaleziono w sekwencjach promotorowych
BnMT1 i BnMT2, a najmniej w BnMT4 (P5). W przypadku promotoréw gendw AsMT1-3 liczba
elementow regulatorowych zwigzanych ze stresem jest podobna, natomiast AsMT4 maja
wiekszg Srednig liczbe takich elementéw (Konieczna i in., 2023a). Nieliczne sg doniesienia

dotyczace analizy sekwencji promotorowych roslinnych MT. Wystepowanie licznych
i réznorodnych elementéw regulatorowych zwigzanych z odpowiedzig na stres w sekwencjach
promotorowych gendéw MT pokazano takze m. in. u ryzu, rzodkiewnika (Dgbrowska, Mierek-
Adamska & Goc, 2012b) czy tytoniu (Yu i in., 2021).
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Zasadnym byto zatem sprawdzenie roli roslinnych metalotionein w odpowiedzi
na stres. Jako reprezentatywne przyktady stresu abiotycznego do badan wybratam
stres osmotyczny indukowany w warunkach laboratoryjnych przez mannitol i glikol
polietylenowy (P3) oraz stres solny (P5). Nadmierne zasolenie gleb uprawnych jest
powszechnym swiatowym problem. FAO szacuje, ze okoto 10% powierzchni Ziemi jest
nadmiernie zasolona, a przewiduje sie, ze do roku 2050 utracie moze ulec nawet 50% terenéw
uprawnych (Ludwiczak i in., 2021). Nadmierne zasolenie prowadzi do nawet 50% strat
w uprawach (Zorb, Geilfus & Dietz, 2019). Stres osmotyczny w warunkach naturalnych
najczesciej powodowany jest przez nadmierne zasolenie czy susze. Zmiany klimatyczne
powodujg zwiekszanie sie obszaréow suchych, w skali swiata przez ostatnie 65 lat przybyto
prawie 10 min km? obszaréw borykajgcych sie z duzym niedoborem wody. Ponadto wzrasta
czestotliwos¢ wystepowania incydentédw suszy oraz ich dotkliwos¢ (Sardans i in., 2024).
W zalezno$ci od gatunku oraz stadium rozwojowego rosliny, susza moze powodowaé nawet
90% straty w uprawach (Dietz, Z6rb & Geilfus, 2021). Generalnie ekspresja metalotionein
owsa (AsMT1-3) zmieniata sie w odpowiedzi na stres osmotyczny zaréowno w pedach
jak i korzeniach siewek, jednakie obserwowano wyrazne rdéznice zaréwno w przypadku
sposobu traktowania jak i typu MT (P3). Najwiekszy wzrost poziomu mRNA zaobserwowano
dla AsMT2 po potraktowaniu mannitolem — 4,7-krotny wzrost w pedach i az 8,9-krotny wzrost
w korzeniach. Wyrazny wzrost ekspresji po traktowaniu mannitolem zaobserwowano réwniez
dla AsMT3 w pedach i korzeniach oraz AsMT1 w pedach. Co ciekawe, PEG 6000 generalnie
nie powodowat zmian w ekspresji AsMT1-3, z wyjatkiem 1,5-krotnego wzrostu AsMT2
w pedach. PEG i mannitol s3 powszechnie stosowane w badaniach nad stresem osmotycznym
u roslin, ale badania poréwnujgce sposéb ich oddziatywania na rosliny sg raczej nieliczne.
Niektére badania wskazujg, ze mannitol moze byc¢ czgsteczka sygnatowgq czy antyoksydantem
(Patel & Williamson, 2016). Ze wzgledu na swoje mate rozmiary mannitol moze przechodzié¢
przez pory w Scianie komérkowej i powodowac plazmolize. PEG za wzgledu na wieksze
rozmiary czgsteczki raczej powoduje cytoryze. Dziatanie PEG ogranicza sie zatem do indukgcji
stresu osmotycznego, podczas gdy mannitol moze takze oddziatywaé na inne fizjologiczne
i biochemiczne mechanizmy. Analiza ekspresji AsMT1-3 (P3) jest zgodna z wynikami analizy
transkryptomu A. thaliana po traktowaniu PEG i mannitolem ktéra wykazata, ze generalnie
PEG powoduje zmiane poziomu ekspresji znacznie mniejszej liczby gendw niz mannitol.
Traktowanie mannitolem powodowato zmiane ekspresji AtMTIC, AtMT2A i AtMT2B,
natomiast PEG nie zmieniat ekspresji tych gendw (Gonzalez i in., 2024). Analiza funkcji AsMT1-
3 poprzez ich heterologiczng ekspresje w komérkach E. coli nie wykazata wyraznego
promowania wzrostu bakterii eksprymujacych MT owsa w pozywkach zawierajacych PEG
i mannitol w porédwnaniu do komdrek transformowanych pustym wektorem ekspresyjnym
(P3). Podobna analiza wykonana dla MT4 Cucumis sativus L. wykazata, ze bakterie
eksprymujgce badany gen rosng lepiej w stresie osmotycznym niz bakterie kontrolne.
Jednakze, w tym doswiadczeniu stres osmotyczny indukowano NaCl i sorbitolem, co moze by¢
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przyczyng obserwowanych réznic (Zhou i in., 2019). Analiza ekspresji AsMT1-3 w roslinach
owsa poddanych stresowi suszy glebowej wykazata najwiekszy wzrost ekspresji AsMT2
(Konieczna i in., 2023b), ktéry réwniez byt najbardziej indukowany przez PEG i mannitol (P3).

Analiza ekspresji BnMT1-4 w pedach siewek rzepaku wykazata, ze ekspresja BnMT1-3
spada w odpowiedzi na NaCl w sposob zaleznych od stezenia, natomiast ekspresja BnMT4
wzrasta, ale tylko w siewkach traktowanych najwyiszym (150 mM) stezeniem NaCl (P5).
Obserwacja ta sugeruje role BnMT4 w adaptacji do stresu solnego o duzym nasileniu. Przez
dtugi czas dogmatem dotyczacym roslinnych MT typu 4 byta ich obecnos¢ tylko w nasionach
tj. ekspresja wzrasta wyraznie w czasie dojrzewania nasion, a nastepnie spada w czasie
ich kietkowania (Kawashima i in.,, 1992; Schiller i in., 2014, Konieczna i in., 2023a).
Za dominujacg role pMT4 uwazano akumulacje cynku w dojrzewajgcych nasionach, ktoéry

nastepnie w czasie kietkowania nasion jest dostarczany do innych biatek (Ren i in., 2012).
Badania BnMT4 przedstawione w P5 oraz inne badania zespotu dotyczagce AsMT4 (Konieczna
i in., 2023a, 2024) przeczg temu dogmatowi i pokazujg, ze MT4 petnig takze inne funkcje

na innych etapach rozwoju rosliny m.in. s3 zaangazowane w odpowiedZ na stresy
srodowiskowe. Moje badania roli MT4 sorgo i rzepaku w akumulacji cynku i odrdznianiu
pomiedzy cynkiem i kadmem w nasionach zostang oméwione w podrozdziale ponizej.

W celu zrozumienia wspétdziatania MT owsa i rzepaku z innymi mechanizmami
zaangazowanymi w adaptacje roslin do zmieniajacych sie warunkéw srodowiskowych
wykonano analize korelacji ekspresji AsMT1-3 (P3) oraz BnMT1-4 (P5) z fitohormonami oraz
innymi parametrami rozwojowymi i biochemicznymi. Wykonane analizy wykazaty wysoka
pozytywnag korelacje ekspresji AsMT1-3 z poziomem kwasu abscysynowego (ABA) w pedach
siewek owsa w warunkach stresu osmotycznego. Poziom ABA wzrastat w pedach siewek owsa
po potraktowaniu zaréwno mannitolem jak i PEG (P3). Poziom ABA wzrastat réwniez
w siewkach rzepaku po potraktowaniu NaCl. W warunkach stresu solnego pozytywna
korelacje zaobserwowano pomiedzy ABA a BnMT4, a negatywng pomiedzy ABA a BnMT1.
Ponadto BnMT4 negatywnie korelowat z poziomem kwasu indolilo-3-octowego (IAA),
a BnMT1 pozytywnie z kwasem jasmonowym (JA) (P5). W literaturze liczne s doniesienia
pokazujgce zmiane ekspresji genéw kodujacych pMT w odpowiedzi na egzogennie podawane
fitohormony, brakuje natomiast analiz pokazujacych interakcje pMT z endogennymi
fitohormonami w czasie reakcji roslin na stresy srodowiskowe. ABA jest jednym
z najwazniejszych czynnikdw regulujacych odpowiedz roslin na stresy $srodowiskowe, a jedna
z kluczowych funkcji tego fitohormonu jest regulacja odpowiedzi na susze (Rai i in., 2024).
Pozytywna korelacja ekspresji AsMT1-3 (P3) oraz BnMT4 (P5) z ABA wskazuje, ze pMT
sq czescig szlaku odpowiedzi na stres suszy/osmotyczny zaleznego od ABA. Kwas jasmonowy
jest zaangazowany w regulacje wzrostu roslin oraz odpowiedz na czynniki stresowe. Jednym
z procesow, ktory jest indukowany przez JA jest starzenie sie lisci (Kumar, Partap & Warghat,
2025). Wsrod transkryptow o wysokiej ekspresji w starzejgcych sie lisciach rzepaku,
a jednoczesnie bardzo niskiej ekspresji w lisciach zielonych byt transkrypt BnMT1 (Buchanan-
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Wollaston, 1994) oraz BnMT2 (Buchanan-Wollaston & Ainsworth, 1997), chociaz w przypadku
tego drugiego genu réznica w poziomie mRNA pomiedzy lisémi zielonymi a starzejgcymi sie
byta znacznie mniejsza. Obserwowana pozytywna korelacja BnMT1 z JA (P5) sugeruje
regulacje ekspresji BnMT1 przez JA. Podczas starzenia BnMT1 moze by¢ zaangazowany
w redystrybucje mikroelementéw (zwtaszcza Zn i Cu) do innych organdw. Réwniez w czasie
dziatania stresu dochodzi do redystrybucji sktadnikow odzywczych, a ich zbalansowany
poziom (takze mikroelementdéw) jest niezbedny do ochrony roslin przed kazdym rodzajem
stresu (Haneklaus, Bloem & Schnug, 2018).

Dziatanie niekorzystnych warunkdéw srodowiskowych na rosliny czesto jest przyczyna
akumulacji RFT, ktére mogga prowadzi¢ do oksydacyjnych uszkodzen komérki (Choudhury iin.,
2017). Z drugiej strony RFT s3 czasteczkami sygnatowymi w mechanizmach adaptacji
do réznorodnych warunkéw srodowiskowych oraz w procesach rozwojowych (Mittler i in.,
2022). Budowa chemiczna metalotionein umozliwia im bezposrednig reakcje z RFT. Grupy
tiolowe MT mogg reagowac z RFT, zaréwno kiedy wystepujg w formie zredukowanej (-SH),
jak i kiedy wigzg jon metalu (-S-Me). W formie wigzacej metal grupy tiolowe sg mnigj
reaktywne niz w formie zredukowanej, a poziom reaktywnosci zalezy od zwigzanego jonu
metalu (Krezel & Maret, 2021). Z drugiej strony MT moga stuzyé jako donor jonéw Zn?* (moze
takze Cu*), ktore sg niezbednym kofaktorem dysmutazy ponadtlenkowej (Zn/Cu-SOD) (Ahmad
i in., 2010). W tym aspekcie, zasadne byto sprawdzenie czy pMT stanowig element obronny
komorek przed stresem oksydacyjnym. Komorki bakteryjne E. coli eksprymujace
metalotioneiny rzepaku (BnMT1-4) rosty lepiej niz komérki kontrolne transformowane
pustym wektorem ekspresyjnym w pozywkach zawierajacych 0,5 i 5 mM H;0;. W nizszym
stezeniu H;0; najlepiej rosty komodrki bakteryjne eksprymujgce BnMT3, a w wyzszym
eksprymujgce BnMT1 i BnMT4. Co ciekawe, ekspresja BnMT1-4 w komodrkach S. cerevisiae
mutanta yap-1A nie komplementowata mutacji i nie zwiekszata odpornosci mutantow
drozdzowych na H,0; (P2). Mutant yap-1A ma delecje w genie kodujgcym czynnik
transkrypcyjny YAP-1, ktéry kontroluje m.in. ekspresje genu ycf-1 (yeast cadmium factor),
kodujgcego transporter z rodziny ABC (ATP-binding cassette family) odpowiedzialny
za transport S-koniugatow glutationu (w tym koniguatow GSH z Cd, Hg, As) do wakuoli.
Ekspresja BnMT2-4 w komorkach analizowanego mutanta powodowata zwigkszenie
tolerancji na kadm. Na pozywkach zawierajgcych kadm w stezeniu 25 uM i 75 uM komorki
szczepu kontrolnego BY4741 i mutanta transformowane pustym wektorem pYES2 rosty
bardzo stabo, podobnie jak te transformowane wektorem niosgcym sekwencje kodujgca
BnMT1. Komorki eksprymujace BnMT2-4 rosty bardzo dobrze, a pozytywny efekt
obserwowany byt tylko na podtozu indukcyjnym zawierajgcym galaktoze (P2). Obserwacja
ta pokazuje, ze przy braku transportera Cd do wakuoli MT rzepaku chelatujg jony Cd?*
w cytoplazmie i ograniczajg ich negatywny wptyw na komérke. Brak tego ochronnego efektu
w przypadku nadtlenku wodoru mozna wyttumaczy¢ brakiem reduktazy tioredoksyny Trx2
odpowiedzialnej za redukcje utlenionych grup tiolowych w cysteinach oraz syntetazy
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y-glutamylocysteiny odpowiedzialnej za pierwszy etap syntezy glutationu (oba te geny sg pod
kontrolg czynnika transkrypcyjnego YAP-1). Reakcja MT z RFT powoduje utlenienie grup
tiolowych, ktore przy braku Trx2 i GSH nie ulegajq redukcji, a tym samym nie moga
ponownie reagowac z RFT. Podobne obserwacje opisano dla mutantéw S. cerevisiae yap-1A
i skn74, w ktérych eksprymowane byty MT jeczmienia (Hegelund i in., 2012).

Wskaznikiem stresu moze by¢ zwiekszenie aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych,
takich jak SOD, katalaza (CAT) czy peroksydaza (PX) (Ahmad i in., 2010), zwigzkdéw fenolowych
(Kruk i in., 2022) czy cukréw rozpuszczalnych (Rosa i in., 2009). Pod wptywem stresu
osmotycznego aktywnos¢ katalazy i peroksydazy wzrastata w pedach siewek owsa,
nie zmieniata sie natomiast w korzeniach. Odwrotng sytuacje zaobserwowano w przypadku
SOD, ktorego aktywno$¢ nie zmienita sie w pedach natomiast wzrosta w korzeniach. Ponadto,
w pedach siewek owsa wazrastata zawartosci cukréw rozpuszczalnych, a spadafa
w korzeniach. Wzrost zawartosci zwigzkéw fenolowych obserwowano natomiast tylko
w korzeniach (P3). Analiza korelacji pomiedzy wymienionymi wyzej parametrami a ekspresjq
AsMT1-3 wykazata, ze generalnie AsMT pozytywnie korelujg z SOD i CAT, a negatywnie z PX.
W przypadku zwigzkéw fenolowych i cukréw rozpuszczalnych korelacja zalezata od organu
rosliny i zasadniczo byta stabsza niz w przypadku enzymoéw antyoksydacyjnych (P3). Udziat
PMT w obronie komdrek przed stresem oksydacyjnym jest potwierdzony licznymi
publikacjami (np. Zhuiin., 2009; Kumariin., 2012; Yaoiin., 2020), jednakze zwigzek pomiedzy
metalami a metabolizmem redoks i udziatem w tym pMT pozostaje niejasny. Pasywny
w komaérkowych reakcjach redoks jon Zn?*, moze byé w takie reakcje zaangazowany wiasénie
poprzez metalotioneiny. Reakcja kompleksdw MT-Zn z RFT prowadzi do uwolnienia jonow
cynku, ktére nastepnie mogg byé wigzane przez Cu/Zn-SOD lub czynniki transkrypcyjne
z domeng palca cynkowego, regulujgce ekspresje genéw zwigzanych z odpowiedzig na stres.
W komérkach zwierzecych postuluje sie rowniez istnienie sygnalizacji cynkowej, w ktorej
MT s3 Zrodtem jondw Zn?* oraz mogg wycisza¢ sygnat przez ich ponowne wigzanie (Krezel &
Maret, 2021).

Nie mniej wazng rolg roslinnych MT wydaje sie by¢ udziat w procesach rozwojowych
w tym kluczowym dla wszystkich dalszych etapow rozwoju rosliny kietkowaniu.
Wczesniejsze badania zespotu wykazaty zrdznicowang ekspresje wszystkich typow MT
w kietkujgcych nasionach rzepaku (Dgbrowska, Mierek-Adamska & Goc, 2013) oraz owsa

(Koniecznaiin., 2023a). W literaturze brakuje natomiast doniesien pokazujacych zwigzek MT
z elementami regulatorowym tego procesu. ABA oprdcz dobrze znanej roli w adaptacji roslin
do warunkdéw stresowych jest tez zaangazowany w kietkowanie nasion. Akumulacja ABA
W czasie rozwoju nasion prowadzi do ich dojrzewania i indukcji pierwotnego spoczynku nasion.
Przejscie od fazy spoczynku do kietkowania wymaga obnizenia poziomu ABA (Ali i in., 2022).
Wykazana pozytywna korelacja pomiedzy BnMT4 a endogennym poziomem ABA (P5)
sugeruje, ze ekspresja tego genu jest kontrolowana przez ten fitohormon, a mechanizm
regulacji BnMT4 przez ABA moze by¢ rowniez istotny w czasie kietkowania nasion rzepaku.
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W zwigzku z tym, ze grupy tiolowe MT mogga reagowac z RFT, a RFT, w tym nadtlenek wodoru,
sg dobrze poznanym czynnikiem odpowiedzialnym za regulacje kazdego etapu rozwoju
i kietkowania nasion (Bailly, 2023) sprawdzitam relacje BnMT4 z H,0: (P2). Kietkowanie nasion
rzepaku w obecnosci nizszych stezen H0, skutkowato zwiekszeniem sity kietkowania,
jednakze zbyt wysokie stezenie H,0, powodowato jego catkowite zahamowanie. Obecnos¢
H.0, wptywata rowniez pozytywnie na wzrost siewek, co przejawiato sie zwtaszcza w dtugosci
korzeni 6-dniowych siewek rzepaku. Przy wysokim stezeniu H,0; dochodzito do zahamowanie
wzrostu korzeni, ale jednoczesnej stymulacji wzrostu hypokotyli (P2). Mechanizm
promowania kietkowania nasion przez H.0: pozostaje nie w petni wyjasniony. Dane
literaturowe wskazujg na mozliwos¢ degradacji inhibitoréw kietkowania lub obnizania
stezenia ABA przez nadtlenek wodoru (Diaz-Vivancos, Barba-Espin & Hernandez, 2013).
Ciekawe zatem byto sprawdzenie ekspresji BnMT4 w nasionach kietkujgcych w nadtlenku
wodoru. Przy najwyiszym zastosowanym stezeniu H.O; (10 mM) poziom mRNA BnMT4
obnizat sie po 3 godzinach od rozpoczecia imbibicji i efekt ten utrzymywat sie do 48 godziny.
Nadtlenek wodoru w stezeniu 2 i 5 mM réwniez powodowat obnizenie poziomu transkryptu
BnMT4, zwtaszcza w pdzniejszych fazach procesu. Co ciekawe, w 48 godzinie kietkowania
1 mM H,0, powodowat wzrost ilosci mRNA badanego genu (P2). Ta pierwsza wykonana
analiza poziomu mRNA pMT4 w czasie kietkowania w obecnos$ci RFT sugeruje, ze przy
niskim/umiarkowanym natezeniu stresu oksydacyjnego w czasie tego procesu BnMT4 dziataja
jako antyoksydanty.

Mato poznanym aspektem funkcjonowania pMT jest ich rola w interakcjach
z mikroorganizmami promujacymi wzrost roslin (PGPM). Taka mozliwos¢ wskazana byta
przez wczesniejsze dosSwiadczenia pokazujgce wzrost ekspresji MT1 u Salix viminalis L.
rosnacej w glebie zanieczyszczonej Cd po inokulacji Bacillus cereus (Hrynkiewicz i in., 2012).
Z drugiej strony, nie obserwowano zasadniczych zmian ekspresji BnMT2 w roslinach rzepaku
rosngcych w glebie zawierajacej zarodniki grzybéw mikoryzowych Acaulospora longula,
Glomus geosporum, Glomus mosseae i Scutellospora calospora (Dgbrowska, Hrynkiewicz &
Trejgell, 2012a). Do badania wybratam bakterie Serratia plymuthica, ktéra cechowata sie
wysoka tolerancjg na stres solny (P5). Bakterie z rodzaju Serratia spp. sg znane ze swoich
wiasciwosci do promowania wzrostu roslin, takze w warunkach stresowych (Kulkova, Wrébel
& Dobrzynski, 2024). Inokulacja nasion rzepaku S. plymuthica promowata kietkowanie
i wzrost siewek rzepaku w warunkach stresu solnego. Zwigzek miedzy inokulacjg nasion
S. plymuthica a ekspresjg BnMT1-4 byt rézny i zalezat od typu MT i stezenia NaCl. Generalnie,
w warunkach kontrolnych inokulacja powodowata spadek ekspresji BnMT1-3, natomiast
w warunkach stresu ekspresja tych gendéw byta na takim samym poziomie w siewkach, ktére
wyrosty z nasion inokulowanych i nieinokulowanych. Inokulacja powodowata bardzo duzy
wzrost ekspresji BnMT4 przy wysokim stezeniu NaCl (P5). Pokazuje to odmienne role BnMT
w interakgcji roslin z S. plymuthica w zaleznosci od warunkéw srodowiskowych. W innych
badaniach zespotu analizowali$my wptyw grzyba Trichoderma viride na wzrost i plonowanie
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owsa w obecnosci jondéw kadmu (Koniecznaiin., 2024). Grzyby z rodzaju Trichoderma sg znane

ze swoich zdolnosci do stymulacji wzrostu roslin, poprawy jakosci gleb oraz biokontroli
(Guzman-Guzman i in., 2023). Inokulacja T. viride nie poprawiata istotnie kietkowania
czy wzrostu siewek owsa, ale obserwowano znaczgcy wzrost liczby nasion zwtaszcza w glebie
o umiarkowanym stezeniu Cd. W tych analizach wykazalismy wzrost ekspresji AsMT1-3
po inokulacji T. viride, ale tylko w glebach o najnizszym stezeniu Cd, podczas gdy ekspresja
AsMT4 wzrastata po inokulacji w glebach o wyzszym stezeniu Cd (Konieczna i in., 2024).

Zasadniczo tematem, ktéry tez nie jest poruszany w badaniach roslinnych
metalotionein s3 wzajemne oddziatywania pomiedzy pMT nalezagcymi do rdznych typdw.
Wigze sie to z hipotezg, ze poszczegdlne typy pMT petnig odmienne funkcje oraz z hipoteza,
ze funkcja moze sie zmienia¢ w zaleznosci od fazy rozwoju/organu. Ciekawe sg zatem
obserwacje korelacji ekspresji poszczegdlnych typéw MT w warunkach stresowych.
W stresie solnym obserwowana jest pozytywna korelacja BnMT3 z BnMT1 i BnMT2 (P5),
a w stresie osmotycznym obserwowana byta generalnie pozytywna korelacja pomiedzy
AsMT1-3. Jedynym wyjatkiem byta negatywna korelacja ekspresji AsMT1 w korzeniach
z AsMT2 i AsMT3. Co ciekawe, rowniez ekspresja AsMT1 w pedach negatywnie korelowata
z ekspresjg tego genu w korzeniach (P3). W glebie zanieczyszczonej Cd, ekspresja AsMT1-3
korelowata pozytywnie ze sobg, a rownoczesnie negatywie z ekspresjg AsMT4 (Koniecznaiin.,

2024). Obserwacje te prowadzg do wcigz otwartych pytan dotyczgcych ewolucji metalotionein
u rodlin tj. czy zrdéinicowanie na cztery strukturalnie odmienne typy odzwierciedla
zréznicowanie funkcjonalne. Wyniki zawarte w tym podrozdziale analizujgce role wszystkich
typow MT w danych warunkach u jednego gatunku potwierdzajg teze o odmiennych
funkcjach poszczegdlnych typow.

Za najwazniejsze osiggniecia moich badan prezentowanych w powyiszym podrozdziale

uwazam:

1. Wykazanie obecnosci MT4 réwniez w innych organach roslinnych niz nasiona,
co podwaza utrwalone od lat przekonanie o funkcjonowaniu tych biatek wytgcznie
w obrebie struktur generatywnych.

2. Stwierdzenie regulacji poziomu ekspresji MT4 w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw
stresowych w siewkach co wskazuje, iz rola tego typu pMT nie ogranicza sie jedynie
do procesu akumulacji cynku w nasionach, lecz obejmuje takze szersze spektrum funkcji
fizjologicznych zwigzanych z adaptacjg roslin do niekorzystnych warunkow
srodowiskowych.

3. Wykazanie udzialu MT4 w regulacji poziomu reaktywnych form tlenu w czasie
kietkowania nasion, co wskazuje na znaczacy udziat tych biatek w kontrolowanie
prawidtowego przebiegu wczesnych etapow rozwoju rosliny, takie poprzez
utrzymywanie réwnowagi oksydacyjnej.
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4. Pokazanie udziatu MT1-3 w odpowiedzi roslin na rézne warunki stresowe, przy czym
charakter tej odpowiedzi zalezy od rodzaju stresu i co istotne takze od typu MT.
Wskazuje to zatem na wyspecjalizowane i komplementarne funkcje MT1-3
w mechanizmach adaptacyjnych roslin do warunkéw srodowiskowych.

5. Wykazanie istotnych korelacji pomiedzy roslinnymi metalotioneinami a endogennym
poziomem fitohormondw, w szczegdlnosci kwasu abscysynowego. Potwierdza to udziat
tego fitohormonu w regulacji pMT w odpowiedzi roslin na zmieniajgce sie warunki
srodowiskowe.

6. Stwierdzenie udziatu roslinnych metalotionein w molekularnych mechanizmach
interakcji z mikroorganizmami promujacymi wzrost roslin Serratia plymuthica
i Trichoderma viride takze w zanieczyszczonych podtozach.

7. Funkcjonalne potwierdzenie ochronnego dziatania roslinnych metalotionein przed
niekorzystnymi czynnikami srodowiskowymi, uzyskane na drodze heterologicznej
ekspresji w komaérkach bakteryjnych i drozdzowych.

Udziat roslinnych metalotionein typu 4 w selektywnej akumulacji cynku
w nasionach jedno- i dwulisciennych roslin uprawnych

P1. Mierek-Adamska A, Dgbrowska GB, Blindauer CA (2018) The type 4 metallothionein from Brassica
napus seeds folds in a metal-dependent fashion and favours zinc over other metals. Metallomics 10:
1430-1443.

P4. Mierek-Adamska A, Kulasek M, Dagbrowska GB, Blindauer CA (2025) Type 4 plant metallothioneins
— players in zinc biofortification? Biological Reviews 100: 1229-1249.

P6. Mierek-Adamska A, Gutierrez-Marcos J, Blindauer CA (2026) Histidines promote zinc over
cadmium binding to the single type 4 metallothionein from Great Millet (Sorghum bicolor). Journal of
Inorganic Biochemistry 278: 113227.

Nadrzednym celem badan opisanych w tym podrozdziale byto okreslenie wtasciwosci
wigzania metali ciezkich przez metalotioneiny typu 4, okreslenie roli reszt histydynowych
w prawidtowym fatdowaniu pMT4 w zaleznos$ci od jonu metalu ciezkiego (cynk - kadm) oraz
zwigzku struktury przestrzennej pMT4 z ich funkcjonowaniem. Celem byfo réwniez
poszerzenie wiedzy na temat biofizycznych wtasciwosci roslinnych metalotionein typu 4 oraz
kompleksowe zebranie wiedzy na temat tych biatek.

Badania w tej czesci prowadzone byty na opisanym w powyzszym podrozdziale rzepaku
oraz na sorgo dwubarwnym (Sorghum bicolor Moench.), roslinie diploidalnej (2n = 20)
o relatywnie matym genomie (0,73 Gpz) zsekwencjonowanym w 2009 roku (Paterson i in.,
2009). Sorgo, zboze mato popularne w Europie, jest jednym z podstawowych zrédet
pozywienia dla ponad 500 min ludzi. Zboze to wyrdznia sie bardzo wysoka odpornoscia
na susze i ciepto, co czyni je szczegdlnie waznym dla suchy i potsuchych regiondow sSwiata.
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Coraz czestsze, dtuzsze i bardziej rozpowszechnione incydenty suszy powodujg, ze sorgo moze
w najblizszej przysztosci stac sie bardzie popularne na catym $wiecie. Sorgo jest tez wazng
ro$ling modelowa w badaniach molekularnych i anatomicznych podstaw tolerancji na susze.
Zboze to uprawia sie rowniez w celu produkcji biopaliw i etanolu oraz jako pozywienie
dla zwierzgt (Rdézewicz, 2022; Liagat i in., 2024). Ponadto jest zrédtem cennych sktadnikow
odzywczych jak kwasy ttuszczowe (kwas oleinowy i linolowy), taniny, polifenole, btonnik
i biatka (Tanwar i in., 2023). Sorgo nalezy do =zaniedbanych i niedostatecznie
wykorzystywanych gatunkéw roslin uprawnych (ang. neglected and underutlised crops -
NUCs), ktére stanowig 97% wszystkich roslin uprawnych i dostarczajg 50% kalorii rolnikom
w najbiedniejszych krajach. Rosliny te czesto sg pomijane w badaniach naukowych i badawczo-
rozwojowych, a tym samym informacje naukowe i wiedza na ich temat s ograniczone.
Z drugiej strony rosliny te posiadajg korzystne cechy z punktu widzenia rolnictwa i odzywiania
np. wysokie wartosci odzywcze czy odpornos¢ na niekorzystne warunki srodowiskowe.
Obecnie na sSwiecie 30 gatunkéw roslin odpowiada za dostarczenie 95% kalorii.
Dywersyfikacja upraw jest niezbedna, aby rozwija¢ zréwnowazone rolnictwo niepodatne
na zagrozenia wynikajgce patogenéw chorobotwdrczych czy niekorzystnych warunkéw
srodowiskowych. Zatem badania dotyczgce roslin uprawnych nalezgcych do NUC s3 jednym
z kluczowych elementéw w walce o zapewnienie bezpieczenstwa zywnosciowego (Farooq
iin., 2023).

Wspotczesne odmiany roslin uprawnych wybierano ze wzgledu na plonowanie i inne
cechy agronomiczne w tym odpornos¢ na choroby, natomiast zawartos¢ pierwiastkdw byta
pomijana. W zwigzku z tym, generalnie stosowane odmiany zbéz cechuja sie niskg zawartoscia
pierwiastkdw zwtaszcza mikroelementéw takich jak zelazo (Fe) czy cynk (Zn). Pozyskanie
odmian o wysokiej zawartosci mikroelementéw wymaga poznania biatek zaangazowanych
w akumulacje mikroelementow w jadanych czesciach rosliny oraz okreslenia ich wtasciwosci
wigzania jonéw metali. W swoich badaniach skupitam sie na MT typu 4, ktére wigza cynk
w nasionach. Nasiona zapewniajg 70% kalorii dla ludzi w postaci pozywienia oraz pokarmu dla
zwierzagt (Sreenivasulu & Wobus, 2013). Cynk jest nieodzownym sktadnikiem wszystkich
2zywych organizméw, bedacy kofaktorem ponad 300 enzymow oraz elementem strukturalnym
niezliczonych czynnikdw transkrypcyjnych z domeng palca cynkowego (Marreiro i in., 2017;
Cassandri i in., 2017). Rola cynku nie jest zatem ograniczona do jednego/kilku specyficznych
procesow, dlatego skutki jego niedoboru sg wielowymiarowe. Niedobdér cynku u ludzi
i zwierzat prowadzi do probleméw m.in. z uktadem immunologicznym, nerwowym
i rozrodczym. Niedobdr cynku u dzieci prowadzi do zahamowania wzrostu i rozwoju oraz
negatywnie wptywa na pamieé i zdolnosci do uczenia sie (Prasad, 2020). Metodg uznawang
obecnie za posiadajgcg najwiekszy potencjat do walki z niedoborem mikroelementéw jest
biofortyfikacja — pozyskiwanie odmian roslin o zwiekszonej zawartosci mikroelementéow
w jadanych czesciach poprzez hodowle selektywng lub metody inzynierii genetycznej (Stanton
i in.,, 2022). W tym aspekcie problemem s3g toksyczne jony metali ciezkich niepetnigce
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fizjologicznych funkcji jak kadm (Cd), otéw (Pb) czy rte¢ (Hg). Toksycznym nasladowca cynku
jest kadm — pierwiastek o podobnych wtasciwosciach fizykochemicznych, ktérego toksyczne
dziatanie na organizmy zywe wynika po czesci z wypierania cynku z miejsc jego wigzania
w enzymach i innych biatkach. Kadm wystepuje w glebach uprawnych, gdyz jest czestym
zanieczyszczeniem mineralnych nawozéw fosforanowych oraz wystepuje w stosowanych jako
nawdz osadach $ciekowych. Biatka zaangazowane w pobieranie Zn (oraz innych
mikroelementéw) z gleby, transport i sekwestracje generalnie cechujg sie niska
specyficznoscig np. transportery odpowiedzialne za pobieranie cynku z podtoza z wysokga
wydajnoscia pobierajg rowniez Cd. Problem odrdzniania pomiedzy cynkiem a kadmem przez
biatka zaangazowane w wymienione wczesniej procesy jest zatem istotny z punktu widzenia
bezpieczenstwa zywnosciowego, gdyz celem jest nie tylko otrzymanie roslin o zwiekszone;j
ilosci mikroelementéw ale rdwniez zywnosci wolnej od substancji niebezpiecznych. W pracy
przeglagdowej P4 szczegdétowo podsumowatam istniejgce dane literaturowe dotyczace drogi
cynku i kadmu z gleby do nasion. Na podstawie tego przeglagdu mozina stwierdzic,
ze mechanizmy odpowiedzialne za pobieranie, transport i akumulacje cynku w nasionach oraz
innych czesciach roslin nie sg wystarczajgco selektywne, aby zapobiec transportowi kadmu
do nasion. W tym aspekcie istotna wydaje sie rola wystepujacych w nasionach
metalotionein typu 4 i potencjatu tych biatek do odrdiniania pomiedzy niezbednym
Zn a toksycznym Cd.

Dane literaturowe dotyczace ekspresji gendéw kodujgcych pMT4 s3 nieliczne, dlatego
przeanalizowatam dostepne bazy danych zawierajgce dane z sekwencjonowania RNA (P4).
Analiza ta wykazata, ze wystepowanie transkryptow pMT4 nie jest ograniczone do nasion,
co przez wiele lat byto ustalonym dogmatem. Potwierdzajg to rowniez moje badania BhMT4
przedstawione w P5 oraz inne badania zespotu (Konieczna i in., 2023a). Ponadto, wczesniej

uwazano, ze ekspresja pMT4 w czasie kietkowania nie jest regulowana przez jony metali.
Stwierdzenie to byto oparte na bardzo wczesnych badaniach ekspresji genu kodujgcego biatko
Ec pszenicy, ktorego ekspresja byta regulowana przez ABA (Kawashima i in., 1992).
W dojrzewajgcych nasionach (tuszczyny 12 dni po zapyleniu) A. thaliana wykazano niewielka
indukcje ekspresji MT4a i MT4b po potraktowaniu Cd, ale nie innymi metalami (Ren i in.,
2012). Wykazatam po raz pierwszy, ze poziom mRNA BnMT4 w czasie kietkowania jest
regulowany przez jony metali. Ekspresja BnMT4 wzrastata w 48 godzinie kietkowania
w obecnos$ci Cd 4,4-krotnie, a w obecnosci Zn 2,4-krotnie w pordéwnaniu do kontroli.
W nasionach kietkujgcych w obecnosci Cu w 24 godzinie ekspresja BnMT4 znaczgco spadata
w porownaniu do kontroli (P1). Co ciekawe, w innych badaniach zespotu wykazalismy,
ze ekspresja AsMT4 wzrasta w pedach i korzeniach siewek owsa traktowanych jednoczesnie
cynkiem i kadmem, ale nie samym kadmem czy samym cynkiem (Konieczna i in., 2023a).

Wskazuje to na role w utrzymaniu homeostazy cynku oraz detoksykacji kadmu w czasie
kietkowania i na pézniejszych etapach rozwoju rosliny.
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Oprdécz podziatu metalotionein ze wzgledu na ich sekwencje, zwtaszcza liczbe i uktad
reszt cysteinowych, wprowadzono réwniez ich podziat funkcjonalny na Zn- and Cu-tioneiny
(Palacios, Atrian & Capdevila, 2011). Okreslenie przynaleznosci danej MT w tym systemie
klasyfikacyjnym wymaga analizy metalacji MT (poprzez spektrometrie mas oraz analize
elementarng) oraz potwierdzenia prawidtowosci fatdowania (poprzez spektroskopie
dichroizmu kotowego lub magnetycznego rezonansu jagdrowego). Metalotioneiny przyjmuja
struktury wyiszego rzedu tylko w obecnosci jondow metali, a prawidiowa konformacja
przestrzenna jest obserwowana tylko w obecnosci ,,wtasciwego” jonu metalu. Na postawie
liczby reszt cysteinowych (oraz histydynowych) mozna okresli¢ jakg maksymalng liczbe jonéw
metali bedzie wigza¢ dana MT, ale na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej nie mozna
okresli¢ jaki metal jest tym ,wtasciwym”. Metalotioneiny kregowcdéw pozostajg najlepiej
scharakteryzowane pod wzgledem strukturalnym (Vasak & Meloni, 2011; Krezel & Maret,
2021). Jednakze znacznie odbiegajg one sekwencjag aminokwasowga oraz uktadem reszt
cysteinowych od metalotionein roslinnych, ktére pozostajag stosunkowo stabo
scharakteryzowane pod wzgledem cech biofizycznych. W publikacji P4 zebratam istniejgce
doniesienia literaturowe dotyczace analizy wtasciwosci wigzania jondw metali ciezkich przez
pMT4, ktére sg ograniczone do kilku gatunkdw. Najlepiej poznane pod wzgledem tych
wiasciwosci pozostaje biatko Ec z pszenicy. Zebrane dane literaturowe (P4) wskazujg, ze MT4
wigzg maksymalnie 6 jondw Zn?* (lub Cd?*) w dwdch domenach: domenie | (okre$lanej
tez jako domena y), w ktérej jony wigzane sg w klastrze Zn,Cyss oraz domenie Il (okreslane;j
tez jako domena Be), w ktorej jony wigzane sg miejsce ZnHis;Cysz oraz klaster ZnsCyso.
Uzupetnieniem tego braku wiedzy s3 moje badania dotyczgce witasciwosci wigzania metali
przez BnMT4 z rzepaku (P1) oraz SbMT4 z sorgo (P6). Porownanie sekwencji aminokwasowych
ro$linnych MT4 (P4) wykazato, ze najwiekszg réznicg pomiedzy MT4 jedno- i dwuli$ciennych
jest N-koncowy fragment poprzedzajgcy pierwszg domene bogatg w reszty cysteinowe
dtugosci okoto 10 aminokwaséw, obecny tylko w MT4 dwulisciennych. Biatka SbMT4 i BnMT4
maja klasyczna liczbe i uktad reszt cysteinowych oraz histydynowych oraz sekwencje typowa
dla MT4 roslin odpowiednio jedno- i dwulisciennych. Oba biatka wytwarzatam poprzez
heterologiczng ekspresje w komdrkach E. coli w pozywkach z dodatkiem jonéw Zn?*, Cd?* lub
Cu?*, a nastepnie oczyszczatam na drodze chemicznej precypitaciji i filtracji zelowej. Tozsamo$¢
i czystosé biatek zostata potwierdzona przez spektrometrie mas z elektrorozpylaniem (ESI-MS)
w pH okoto 2, w ktérym nastepuje dysocjacja zwigzanych jondw metali. Powstajgce biatka
odpowiadaty przewidywanym na podstawie sekwencji aminokwasowej masom BnMT4
i SbMTA4. Stosujac ESI-MS w pH okoto 7-8 oraz optyczng spektroskopie emisyjng
ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-OES) wykazatam, ze BnMT4 oraz
SbMT4 sg typowymi Zn-tioneinami wigzgcymi 6 jonéw Zn?* (P1, P6). W obecnosci jonow Zn?*
w spektrum masowym widoczny jest tylko jeden pik odpowiadajgcy formie Zns. Oba biatka
wiaza réwniez 6 jonéw Cd?*, jednakze w tym przypadku w widmie masowym oprécz formy
Cds (ktora jest dominujgca) wystepuje réwniez forma CdsZni. Wyniki te potwierdzitam
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w analizie ICP-OES, ktéra wykazata stosunek Zn do biatka 6,2 dla BnMT4 i 6,1 dla SbMT4.
W przypadku komplekséw badanych biatek z Cd analiza ICP-OES wykazata stosunek
Cd do biatka, odpowiednio 5,9 dla BnMT4 oraz 4,8 dla SbMT4. W obu przypadkach wyniki
ICP-OES potwierdzaty wystepowanie réwniez cynku (Zn/BnMT4 wynosit 0,3 i Zn/SbMT4
wynosit 0,2). Moje wyniki sg zgodne z tymi uzyskanymi dla biatek: Ec z pszenicy (Leszczyszyn,
Schmid & Blindauer, 2007), MT4a i MT4b A. thaliana (Leszczyszyn i in., 2013) oraz MT4
Helianthus annuss L. (Tomas i in., 2014). Dla obu biatek przeprowadzitam rdéwniez,
niewykonywang wczesniej dla pMT4, analize komplekséw z jonami Cu*. MT wigzg jony miedzi
w formie jednowartosciowej, a redukcja z Cu?* odbywa sie wewnatrz komorki i jest zalezna od
poziomu napowietrzenia hodowli bakteryjnej (Palaciosiin., 2011). W widmach masowych obu
biatek widoczne byty liczne piki, jednakze jednoznaczne odrdznienie pomiedzy Zn i Cu w ESI-
MS jest niemozliwe ze wzgledu na zbyt podobng mase obu pierwiastkdw. Analiza ICP-OES
wykazata, ze w przypadku BnMT4 wiekszo$¢ zwigzanych jondw stanowity Cu* (w zaleznosci
od stopnia napowietrzenia hodowli stosunek Zn/BnMT4 wynosit 0,7 lub 1,4, a Cu/BnMT4 9,7
lub 12,1), a w przypadku SbMT4 wiekszo$¢ jonéw stanowity Zn?* (stosunek Zn/SbMT4
wynosit 5,6 a Cu/SbMT4 0,9) (P1, P6). Analiza ta potwierdza, ze BnMT4 i SbMT4 to Zn-tioneiny.
Mimo wysokiego stopnia homologii pomiedzy pMT4 istniejg réznice w mechanizmach
wigzania jonow metali ciezkich przez te biatka z réznych gatunkdéw roslin (jak uwidacznia
analiza kompleksoéw z jonami Cu*), co potwierdza koniecznos¢ analiz wiekszej liczby biatek.
Wigzanie jonéw metali do grup tiolowych cystein jest zgodne z serig Irvinga-Williamsa
obrazujaca stabilno$¢ komplekséw metal- grupa SH: Mn?* < Fe?* < Co?* < Ni?* < Cu?* > Zn?".
Co wazne, jony Cd?* sg silniej wigzane przez grupy tiolowe cystein niz jony Zn?*. Obrazuje
to analiza wartosci pH, przy ktérej potowa ze zwigzanych jonéw ulega oddysocjowaniu
z kompleksu metal-biatko - pH(1/2). Analiza wykonana dla komplekséw ZneBnMT4 i CdsBnMT4
wykazata, ze wartosci pH(1/2) wynoszg odpowiednio 4,5 i 3,33 (P1). Wczesniejsze badania
wykazaty podobng wartos¢ pH(1/2) dla kompleksdw Zn-E. (Peroza i in., 2009a) oraz Zn-AtMT
(Leszczyszyn i in., 2013). W przypadku kompleksow Cd-MT4 taka analiza wykonana zostata
wczesniej tylko dla biatka Ec (Peroza i in., 2009a), a uzyskana warto$¢ byta niemal identyczna
z wartoscig uzyskang przeze mnie dla BnMT4. Analizujgc mechanizm utraty jondw w zaleznosci
of pH poprzez ESI-MS mozna okresli¢ mechanizm demetalacji. Jezeli utrata jednego jonu
wptywa na powinowactwo biatka do pozostatych jondw to mechanizm jest kooperatywny,
a jezeli utrata kazdego z jondw jest niezalezna od pozostatych to mechanizm demetalac;ji jest
niekooperatywny. Obserwowany in vitro mechanizm demetalacji dostarcza cennych
informacji na temat funkcjonowania tych biatek in vivo. Uzyskane przeze mnie wyniki
wskazujg, ze utrata jonéw Zn?* z BnMT4 zachodzi w sposéb niekooperatywny. Podobnych
obserwacji dostarczyta analiza reakcji kompleksdw Zn-E. (Leszczyszyn & Blindauer, 2010) oraz
Zn-AtMT4a/b (Imam & Blindauer, 2018) z EDTA. Niekooperatywny sposéb demetalacji
oznacza, ze wszystkie kompleksy MT4-metal (bez wzgledu na liczbe jondw metali ciezkich)
sg tak samo stabilne. Sugeruje to, ze kompleksy wigzgce mniejszg niz maksymalng mozliwg
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liczbe jondw metali takze sg stabilne i mogg petni¢ fizjologiczne funkcje jak np. dziatanie
antyoksydacyjne — wolne grupy tiolowe majg mozliwos¢ reakcji z RFT. Potwierdza
to postulowany przeze mnie w poprzednim podrozdziale (P2) udziat BhMT4 w usuwaniu
reaktywnych form tlenu. Zupetnie inny obraz demetalacji obserwowano w widmach
masowych komplekséw Cd-BnMT4. Forma CdsBnMT4 bytfa stabilna w szerokim zakresie pH,
a nastepnie dochodzito do nagtej utraty wszystkich jonéw Cd?* (P1). Wskazuje,
na kooperatywny mechanizm demetalacji. W literaturze brakuje innych doniesien
dotyczagcych mechanizméw demetalacji komplekséw Cd-pMT4. Uzyskane wyniki pokazuja,
ze stabilna jest tylko forma zawierajgca 5 jondw Cd?*, co z kolei sugeruje role pMT4
w detoksyfikacji kadmu tylko przy wysokich stezeniach tego pierwiastka. Przy niskich
stezeniach powstajgce kompleksy BnMT4-Cd o mniejszej niz 5 liczbie jondéw Cd?*
sg niestabilne. Taki wynik moze réwniez sugerowaé, ze w obecnosci Cd pMT4 tracg swoje
zdolnosci antyoksydacyjne.

Obecnos¢ histydyn ma znaczgcy wpltyw na wiasciwosci wigzania metali ciezkich przez
pMT4. Obecnos¢ His wpltywa na powinowactwo MT do jondw metali co jest zwigzane
z reguty Pearsona, ktéra dotyczy twardych i miekkich kwaséw i zasad (HSAB) (Pearson, 1963).
Cd?* jest miekkim kationem preferujgcym jako ligandy grupy tiolowe cystein, podczas gdy Zn?*
nie ma wyraznych preferencji w stosunku do ligandéw. Histydyny sg konserwowane
ewolucyjnie w pMT4, natomiast stosunkowo rzadko wystepujg w innych typach roslinnych
MT. Ponadto, poréwnanie licznych sekwencji aminokwasowych pMT4 (P4) wykazato, ze jedna
z MT4 w Glycine max (L.) Merr. (GmMT4b) ma drugg z His podstawiong tyrozyng. Analiza
poprzez ESI-MS tej MT wykazata, ze biatko to wigze 5-6 jonédw Zn?* oraz 6 jondw Cd?* (Pagani
i in., 2012). Dalsza analiza, oparta na posrednim badaniu reaktywnosci z DEPC, wykazata,
ze jedna reszta histydynowa w biatku GmMT4b nie jest zaangazowana ani w wigzanie Zn?*
ani Cd** (Tomas i in., 2014). W literaturze brakuje natomiast dogtebnych badan roli histydyn
w nadawaniu specyficznosci pMT4 w stosunku do Cd i Zn, dlatego wygenerowatam mutanty
biatka SbMT4 (P6) z substytucjg jednej lub obu histydyn przez tyrozyne (mutanty H32Y, H40Y,
H32Y/H40Y). Tyrozyna podobnie jak histydyna jest twardym ligandem, jednakze
zaangazowana jest gtéwnie w wigzanie jondw metali alkalicznych, rzadziej jondw metali
ciezkich z bloku d uktadu okresowego pierwiastkéw (baza danych MetalPDB). W obecnosci
jondw Zn?* w widmie masowym wszystkich mutantéw obecne sg piki odpowiadajace
kompleksom z 5 i 6 jonami Zn?*. W przypadku mutantéw pojedynczych (H32Y i H40Y) Zng jest
gtéwng forma, a dla mutanta podwdjnego (H32Y/H40Y) Zns jest forma dominujaca.
Potwierdzitam to réwniez w analizie ICP-OES, w ktérej stosunek cynku do biatka wynosit
odpowiednio 5,24 dla H32Y, 5,74 dla H40Y i 5,03 dla H32Y/H40Y (P6). Podobne wyniki
obserwowano weczesniej dla biatka Ec z substytucjg His przez Ala (Leszczyszyn, White
& Blindauer, 2010). Moje wyniki sugerujg, ze przy braku histydyn w domenie Il jony cynku
sg wigzane w klaser Zns3Cyso, a klaster ZniCysi1 jest formowany znacznie rzadziej (P6).
W obecnosci jonéw Cd?* w widmie masowym Cdg jest forma dominujacg dla wszystkich
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mutantdéw. Co istotne, obserwowana w widmie masowym biatka SbMT4 forma CdsZn; jest
obserwowana tylko w przypadku mutanta H32Y. Ten pojedynczy jon Zn?* jest wigzany przez
miejsce His,Cys, w biatku dzikim, ktére u mutantéw pojedynczych zmienia sie w miejsce
HisTyrCys,. Sugeruje to, ze w domenie Il jony Cd?* s3 wigzane przede wszystkim w klastrze
CdsCysi1 W przeciwienistwie do jondw Zn?*. Przyczyng tego jest prawdopodobnie wieksza
$rednica jondw Cd?* niz jondw Zn?*. Tyrozyna mimo zdolnosci do wigzania jondw metali
nie zastepuje funkcji histydyny. Ponadto obecno$é¢ formy CdsZni tylko u mutanta H32Y
wskazuje na kluczowa role His40 w preferencyjnym wigzaniu cynku przez pMT4. Obserwacje
te potwierdzajg wyniki ICP-OES, w ktérych widoczny jest rosngcy stosunek Cd do biatka oraz
Cd do Zn zgodnie z kolejnoscig H32Y<H40Y<H32Y/H40Y. Wszystkie te obserwacje wyraznie
pokazujg, ze substytucja jednej histydyny zwieksza powinowactwo SbMT4 do Cd, ale rola
His32 i His40 wigzaniu Cd jest odmienna. Aby dogtebniej pozna¢ mechanizm specyficznosci
wigzania cynku i kadmu przez pMT4 zaplanowatam doswiadczenie, w ktéorym SbMT4
eksprymowano w bakteriach hodowanych w pozywce z dodatkiem réwnomolowych ilosci
Zn%* i Cd?** (P6). Analiza widm masowych wykazata, ze w takich warunkach dla biatka SbMT4
dominujacg forma jest CdaZn;, dla mutanta H32Y dominujaca jest forma CdsZn;, a dla dwéch
pozostatych mutantow forma Cde. Wyniki te s rdéwniez poparte analiza ICP-OES
tj. zmniejszajgcy sie stosunek Zn do biatka oraz zwiekszajacy sie stosunek Cd do biatka zgodnie
z kolejnoscig SbMT4<H32Y<H40Y<H32Y/H40Y. W oparciu o wspomniang wczesniej kolejnos¢
pokazujgcy wzgledng stabilnosé komplekséw metal-ligand, kadm jest wigzany znacznie silniej
do cystein niz cynk. Zakfadajac, ze oba te pierwiastki wystepujg w komérce w poréwnywalnym
stezeniu MT wigzgca metal tylko za pomoca grup tiolowych cystein powinna zwigzac tylko jony
Cd?* - co byto obserwowane dla mutanta H32Y/H40Y, ale takze dla mutanta z jedng histydyna
H40Y. W doswiadczeniu tym wykazatam zatem, ze obecnos¢ histydyn utrudnia wigzanie
Cd do SbMT4 wymuszajac selektywne wigzanie cynku, ale wazniejszg role ma His40 (P6).
Jest to pierwsze tego typu doswiadczenie dla pMT4, ktdre pozwala obserwowaé selektywne
wigzanie jonédw metali przez biatko w kontekscie komoérkowym.

Wiedza dotyczaca tréjwymiarowej struktury roslinnych metalotionein jest réwniez
ograniczona. Wczeéniejsze badania poprzez spektroskopie 1D [*H] i 2D [*H, *H] NMR biatek
Ec pszenicy i MT4 A. thaliana wykazaty, ze kompleksy biatko-Zn s3 sfatdowane, a kompleksy
z Cd s sfatdowane tylko czesciowo tj. domena | jest sfaldowana natomiast domena Il nie
(wyniki zebrane w pracy P4). Najpowszechniej wystepujagcym w przyrodzie izotopem cynku
jest ®4Zn, ktéry jest spektroskopowo ,milczacy” wiec nie mozna uzywaé komplekséw Zn-MT
do badania potaczen pomiedzy jonami metali a poszczegblnymi aminokwasami
w spektroskopii NMR. W MT ssaczych czy bakteryjnych, wymiana Zn na Cd jest izostrukturalna
a wiec okreslenie potgczen metal-aminokwas jest mozliwe dla kompleksédw Cd-MT stosujgc
spektroskopie *'Cd czy ''3Cd NMR, poniewaz struktura komplekséw zawierajgcych Cd
odpowiada strukturze komplekséw z Zn. W przypadku pMT4 brak sfatdowania domeny Il
w obecnosci jonéw Cd?* uniemozliwia eksperymentalne okreslenie potaczern metal-
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aminokwasy, a opublikowana struktura przestrzenna domeny Il jest tylko jedng z wielu
mozliwych konfiguracji (Peroza i in., 2009b). Obserwujgc stabilno$¢ formy CdsBnMT4
w szerokim zakresie pH (P1) postawitam hipoteze, ze forma ta cechuje sie rowniez
uporzadkowang strukturg przestrzenng. W celu weryfikacji tej hipotezy wykonatam analize
1D [*H] NMR komplekséw Cd-BnMT4 w roztworach o réznym pH. W zakresie pH od 7,1 do 5,6
nie obserwowano znaczgcych zmian pomiedzy widmami NMR. Ponizej pH 5,1 dochodzi do
zmniejszenie intensywnosci pikéw pochodzgcych z domeny |, a obraz widma NMR przy pH 3,0
odpowiada widmu biatka niesfatdowanego. Z tej analizy wynika, ze mimo stabilnosci
w szerokim zakresie pH, forma CdsBnMT4 nie cechujg sie uporzadkowang struktura
przestrzenna, a wiec nie mozna jej wykorzysta¢ do ustalania potgczen metal-aminokwas.
Analiza 2D [*H, 'H] NMR wykazata, ze podobnie do opisanych wcze$niej biatek kompleksy
Zn-BnMT4 s3 sfaldowane prawidtowo. Kompleksy Cd-BnMM4 s3 sfatdowane tylko czesciowo,
obserwowane sygnaty pochodzg z domeny |, brak jest natomiast sygnatéw z domeny Il (P1).
Analiza komplekséw Zn-SbMT4 (P6) poprzez analize 1D [*H] i 2D [*H, 'H] NMR wykazata,
ze jest to biatko prawidtowo sfatdowane podobnie jak BnMT4. Niespodziewana byta
natomiast obserwacja, ze kompleks Cd-SbMT4 jest rowniez prawidtowo sfatdowany.
Sygnaty pochodzace z domeny Il byty stabsze niz w przypadku kompleksow tego biatka z Zn,
ale wyrazne. W widmie tym wyrazne byty réwniez sygnaty pochodzace od obu reszt
histydynowych, ktdére sg czescia domeny Il. W oparciu o analize ESI-MS oraz ICP-OES
stwierdzitam, ze sygnaty obserwowane w widmie NMR pochodzace z domeny Il pochodzity nie
z kompleksow Cds-SbMT4, ale z CdsZni-SbMT4, ktére wystepowaty w prébie w znacznych
ilosciach. Ta obserwowana po raz pierwszy dla pMT4 sfatdowana struktura formy
zwierajacej jony Cd?* otwiera droge do eksperymentalnego ustalenia struktury domeny Il.
Nastepnie, aby odpowiedzie¢ na pytanie jak substytucja histydyn na tyrozyny wptywa
na fatdowanie biatka wykonatam analizy 1D [*H] i 2D [*H, *H] NMR mutantéw H32Y, H40Y oraz
H32Y/H40Y w kompleksach z Zn?* i Cd?* (P6). Dla zadnego z mutantéw nie obserwowano
sygnatow swiadczacych o poprawnym sfatdowaniu domeny I, bez wzgledu na rodzaj jonu
metalu. Obserwowany pojedynczy pik Cds w widmie masowym dla mutanta H32Y/H40Y nie
jest réwnoznaczny z poprawnym fatdowaniem biatka. W biatku Ec z substytucjg histydyny
przez alanine, domena Il réwniez byta niesfatdowana (Leszczyszyn i in., 2010). Tyrozyna,
w przeciwienstwie do alaniny, moze by¢ ligandem jondéw metali w biatkach, jednakze
w przypadku pMT4 wyraznie nie petfnita tej roli. W mutantach w domenie Il
najprawdopodobniej powstaje korzystniejszy termodynamicznie klaster Zns/CdsCysi1 lub
Zn3/CdsCysy, a w mutantach H32Y i H40Y pozostate histydyny nie sg zaangazowane w wigzanie
jonéw metali (P6).

Wykazane zdolnosci do wigzania jondw metali ciezkich przez pMT4 in vitro,
doprowadzity mnie do pytania czy zdolnos¢ pMT4 do wigzania jonéw bedzie powodowata
wzrost tolerancji na metale obecne w podtozu? Aby odpowiedzie¢ na to pytanie wykonatam
analize wzrostu bakterii eksprymujacych BnMT4 w obecnosci jondw Zn?*, Cu?* i Cd?* oraz
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poréwnatam do bakterii, ktére transformowatam wektorem ekspresyjnym bez wstawki (P1).
Analiza ta wykazata wzrost tolerancji bakterii tylko w przypadku jonéw Zn?*. Dla jonédw Cd?*
nie obserwowano rdéznic we wzroscie pomiedzy bakteriami eksprymujgcymi BnMT4,
a bakteriami kontrolnymi. W przypadku jonéw Cu?* bakterie eksprymujgce BnMT4 rosty gorzej
niz bakterie kontrolne. Taki rezultat sugeruje, ze kompleksy BnMT4 z Cu*, a takze
prawdopodobnie z Cd?*, ze wzgledu na nieprawidtowe fatdowanie sg bardzie podatne
na degradacje, a jony metali zostajg uwolnione. Z drugiej strony stabszy wzrost bakterii
eksprymujgcych BnMT4 moze by¢ spowodowany nadmiernym wigzaniem jondw Cu®, przez co
biatka zalezne od tego pierwiastka nie mogg prawidtowo funkcjonowac. Zasadne jest rowniez
pytanie o zwigzek pomiedzy obecnoscig/brakiem histydyn w pMT4 a akumulacjg cynku
i kadmu. Transgeniczne rosliny A. thaliana z nadekspresjg SbMT4 nie akumuluja w pedach
wiecej cynku i kadmu w pordwnaniu do roslin typu dzikiego (P6). Nie zaobserwowatam
rowniez réznic w akumulacji cynku i kadmu pomiedzy roslinami eksprymujgcymi dzikg forme
SbMT4 a biatkami z substytucjg histydyny przez tyrozyne (H32Y, H40Y, H32Y/H4QY). Gtéwnym
mechanizmem ograniczania toksycznosci kadmu jest jego akumulacja w wakuolach (Hu i in.,
2025), a wiec réznice w dziataniu pomiedzy biatkiem SbMT4 i mutantami pozbawionymi
histydyn nie sg widoczne na poziomie catego organizmu, ale moga by¢ widoczne na poziomie
komoérkowym. Moja hipoteza zaktada, ze substytucja histydyn/y w SbMT4 bedzie
powodowata wiekszg akumulacje Cd w cytoplazmie, poniewaz brak histydyn w pMT4
spowoduje wigzanie wiekszej ilosci jonéw Cd przez to biatko. Obecnos$¢ histydyn w pMT4
ograniczy wigzanie Cd przez to biatko, a tym samym wiecej tego jonu zostanie
przetransportowane do wakuoli. Oprdcz rdéznic w lokalizacji subkomdérkowej jonéw Cd i Zn
spodziewac sie rowniez mozna réznic w chemicznej specjacji tj. naturze chemicznej ligandéw
wigzacych jony.

Rodlinne metalotioneiny typu 4 s3 z pewnoscig biatkami zaangazowanymi
w selektywng akumulacje cynku w czasie dojrzewania nasion zaréwno u rosliny jedno-
i dwulisciennych. Jednakze, zebrane w P4 dane literaturowe oraz wykonana analiza sekwencji
promotorowych wskazujg wyraznie, ze pMT4 petnig réwniez inne fizjologiczne funkcje poza
akumulacjg cynku w nasionach. W analizowanych sekwencjach regulatorowych genéw pMT4
liczne sg elementy odpowiedzi na fitohormony, z czego element odpowiedzi na ABA (ABRE)
wystepowat we wszystkich analizowanych promotorach. Innym elementem, ktéry byt obecny
we wszystkich analizowanych promotorach jest element odpowiedzi na $wiatto G-box.
Ponadto we wszystkich przeanalizowanych promotorach wystepowaty elementy takie jak
MYC (odpowiedZz na susze, ABA i zimno) czy MYB (odpowiedZz na susze i ABA), czesto
wystepowaty elementy jak STRE (odpowiedZ na stres osmotyczny, niskie pH czy niedobér
sktadnikéw odzywczych) oraz ARE (odpowiedZ na warunki beztlenowe). Moje wyniki (P5) oraz
zebrane z dostepnych danych transkryptomicznych (P4) pokazujgce obecno$¢ transkryptéw
pMT4 poza nasionami rowniez potwierdzajg, ze akumulacja cynku w nasionach nie jest jedyna
rolg tej grupy biatek.
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Do najwazniejszych osiggnie¢ moich badan prezentowanych w tym podrozdziale zaliczam:

1.

Wykazanie, ze biatka SbMT4 oraz BnMT4 to klasyczne Zn-tioneiny. Ponadto, po raz
pierwszy udokumentowanie miedzygatunkowego zréznicowania mechanizmu wigzania
jondéw miedzi przez biatka pMT4, co prowadzi do nowych pytan badawczych dotyczace
ich potencjalnej roli w utrzymaniu homeostazy takze jonéw miedzi w komédrkach
ro$linnych.

Stwierdzenie niekooperatywnego mechanizm demetalacji komplekséw Zn-BnMT4,
a kooperatywnego w przypadku Cd-BnMT4. Zaobserwowane rdznice wskazujg
na stabilnos¢ kompleksow z jonami cynku, kiedy liczba jondw jest mniejsza
niz maksymalna i niestabilnos¢ analogicznych komplekséw z jonami kadmu. Wskazuje
to zatem, ze wfasciwosci antyoksydacyjne pMT4 zalezg od jonu metalu zwigzanego
z biatkiem.

Wykazanie, ze reszty histydynowe biatek SbMT4 oraz BnMT4 istotnie obnizajg
ich powinowactwo do jonédw kadmu, co zostato potwierdzone zaréwno w warunkach
badan in vitro, jak i w kontekscie komdrkowym. Dowodzi to potencjatu tych biatek
w selektywnym akumulowaniu niezbednego cynku, a jednoczesnie ograniczaniu
magazynowania toksycznego kadmu w tkankach roslinnych.

Udokumentowanie, ze kompleks SbMT4-CdsZn, przyjmuje prawidtiowo sfatdowang
konformacje, w ktdrej jon cynku jest koordynowany przez miejsce Cys,His,. Odkrycie to
otwiera mozliwos¢ przeprowadzenia, po raz pierwszy, analizy oddziatywan aminokwas—
metal w domenie Il biatek pMT4, co w konsekwencji umozliwi uzyskanie petnej struktury
przestrzennej tych biatek wytgcznie na podstawie danych eksperymentalnych.
Stwierdzenie, ze substytucja reszt histydynowych przez tyrozynowe w pMT4 skutecznie
zaburza prawidiowe fatdowanie biatka w obecnosci zaréwno jonéw cynku,
jak i jonéw kadmu. Mutacja His-Tyr prowadzi tym samym do utraty charakteru Zn-
tioneiny, a ponadto promuje wigzanie jonéw kadmu przez pMT4.

Wykazanie, ze ekspresja roslinnych metalotionein typu 4 w trakcie kietkowania nasion
podlega regulacji przez jony cynku i kadmu, ale nie przez jony miedzi. Obserwacja
ta sugeruje, iz biatka te petnig nie tylko funkcje zwigzang z akumulacjg cynku
w nasionach, lecz rowniez uczestnicza w detoksykacji kadmu podczas kietkowania
— kluczowego etapu rozwoju roslin.

Kompleksowe scharakteryzowanie roslinnych metalotionein typu 4, po raz pierwszy
integrujgce badania prowadzone na poziomie organizmu roslinnego z analizg
biofizycznych witasciwosci tych biatek. Ponadto, sformutowanie nowych hipotez
dotyczacych potencjalnych funkcji pMT4, wykraczajacych poza ich role w akumulacji
cynku w nasionach.
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Podsumowanie

Rosdlinne metalotioneiny to biatka zdolne do wigzania jondw metali ciezkich oraz
do usuwania reaktywnych form tlenu. Ta druga funkcja nabiera szczegdlnego znaczenia,
gdy MT zachowujg stabilnos¢ takze w formach zawierajgcych liczbe jonédw metali mniejsza
niz maksymalna, co umozliwia wolnym grupom tiolowym bezposrednie reagowanie z RFT.
Poniewaz jony metali i RFT uczestnicza w niezwykle szerokim spektrum proceséw
komdrkowych, to réwniez roslinne MT s3 zaangazowane w liczne szlaki metaboliczne,
wywierajac plejotropowy wptyw na funkcjonowanie roslin.

Za najwazniejsze wnioski ptyngce z przedstawionych powyzej badan uwazam:
(i) istotny udziat metalotionein roslin uprawnych w mechanizmach adaptacji do warunkéw
stresowych, (ii) funkcjonalne zréznicowanie poszczegdlnych typédw pMT, (iii) udziat pMT
w systemach antyoksydacyjnych, przy czym wiasciwosci antyoksydacyjne sg determinowane
przez rodzaju zwigzanego jonu metalu, oraz (iv) kluczowe znaczenie reszt histydynowych
w pMT4 dla selektywnego wigzania jonéw cynku.

Ogodlnie rzecz ujmujac, uzyskane wyniki wskazujg na istotny potencjat roslinnych
metalotionein w kontekscie bezpieczenstwa zywnosciowego, zaréwno jako biatek
uczestniczacych w adaptacji roslin do niekorzystnych warunkéw srodowiskowych, jak i jako
elementédw proceséw biofortyfikacji roslin w kluczowe mikroelementy zwitaszcza cynk.
Uwazam, ze moje badania w sposéb istotny poszerzajg aktualng wiedze na temat roslinnych
metalotionein. Uzyskane wyniki nie tylko pogtebiajg zrozumienie ich biologicznych funkcji,
ale takze prowadzg do nowych istotnych pytan badawczych.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnosciag naukowa albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnosci zagranicznej

W roku 2014 uzyskatam finansowanie na staz podoktorski w ramach projektu
"Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-
przyrodniczych" wspoétfinansowanego przez Unie Europejska w ramach Europejskiego
Funduszu Spotecznego - Program Operacyjny Kapitat Ludzki. Stypendium to umozliwito mi
wyjazd na roczny (1.10.2014 — 30.09.2015) staz podoktorski na Wydziat Chemii Uniwersytetu
Warwick w Coventry, Wielka Brytania. Celem wyjazdu byta realizacja opracowanego przeze
mnie projektu pt. ,Analiza mechanizméw wigzania metali ciezkich przez metalotioneiny
Brassica napus” w grupie prof. Claudii A. Blindauer. Celem tego wyjazdu byto potgczenie
moich badan prowadzonych w ramach projektu doktorskiego dotyczgcych metalotionein
B. napus z badaniami biofizycznych i biochemicznych wtasciwosci biatek MT rzepaku. Wyjazd
pozwolit mi na poznanie technik, ktére umozliwiajg takie wtasnie badania: spektrometrie mas
z jonizacjg przez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI-MS), spektroskopie magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) oraz spektroskopie UV-Vis. Ponadto, poznatam techniki
umozliwiajgce produkcje w komodrkach bakteryjnych oraz oczyszczanie (poprzez
chromatografie FPLC) rekombinowanych metalotionein oraz analize elementarng poprzez
spektrometrie mas sprzezong z indukcyjnie wzbudzang plazmga (ICP-MS) oraz optyczng
spektroskopie emisyjng sprzezong z indukcyjnie wzbudzang plazmg (ICP-OES). Odbycie
rocznego stazu w grupie prof. Blindauer umozliwito mi poznanie unikalnego podejscia
do oczyszczania metalotionein — bez stosowania dodatkowych znacznikéw/etykiet oraz
zapoznanie sie z metodami analizy wtasciwosci wigzania jondw metali przez biatka, w ktérych
prof. Blindauer jest Swiatowym autorytetem (szczegdlnie analiza biatek przez NMR). W trakcie
tego wyjazdu przeprowadzitam badania, ktdrych efektem byta publikacja wchodzgca w sktad
cyklu publikacji opisywanego osiggniecia (P1) oraz wystgpienie ustne na miedzynarodowej

konferencji.

Mierek-Adamska A, Dgbrowska GB, Blindauer CA. The role of seed-specific type 4 metallothionein in Brassica
napus seeds. Dalton 2018 Meeting Royal Society of Chemistry, 3-5 kwietnia 2018, Coventry, UK, Ksigzka
Abstraktéw: 116.

W trakcie tego stazu uczestniczytam réwniez w projektach realizowanych przez innych
cztonkdéw zespotu prof. Blindauer. Sklonowatam mRNA MT z niezsekwencjonowanego
genomu ryby Clarias gariepinus (twada, sum afrykanski), ktéra zostata nastepnie
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zdeponowana w banku genéw NCBI pod numerem KU999947 (CgMT). Analiza in silico
uzyskanej sekwencji ujawnifa istnienie otwartej ramki odczytu kodujacej przypuszczalne
biatko o dtugosci 60 aminokwaséw z 20 resztami cysteiny rozmieszczonymi rdwnomiernie
w catym tancuchu aminokwasowym, co jest typowe dla metalotionein kregowcéw. Analiza
poziomoéw transkryptéw metalotioneiny w watrobach osobnikéw pozyskanych z réznych
odcinkdéw rzeki Kafue na terenie Zambii wykonana metodg real-time PCR wykazata zaleznos$¢
poziomu MRNA MT od stopnia zanieczyszczenia wody i osadéw dennych metalami ciezkimi.
Sekwencje kodujgcg MT C. gariepinus wklonowatam w bakteryjny wektor ekspresyjny,
opracowatam metode pozyskania stabilnych komplekséw metal-biatko, ktdre zostaty
przeanalizowane z wykorzystaniem ICP-OES oraz ESI-MS. Rekombinowane biatko wigzato
7 jonéw cynku lub 7 jonéw kadmu. Analiza widm masowych wykazata, ze biatko to ma wyrazny
charakter Zn-tioneiny, poniewaz kompleks Zn;CgMT wystepowat jako dominujgca forma.
W przypadku kadmu Cd;CgMT byt gtéwng wystepujacg formg, jednakze znaczne ilosci
komplekséw Cds-, CdsZn- czy nawet Cd;Zn-CgMT byly takie obserwowane w widmie
masowym. Wspodtpraca ta zaowocowata publikacjg w czasopiémie o zasiegu
miedzynarodowym.

M'kandawire E, Mierek-Adamska A, Stiirzenbaum SR, Choongo K, Yabe J, Mwase M, Saasa N, Blindauer CA
(2017) Metallothionein from wild populations of the African catfish Clarias gariepinus: from sequence, protein

expression and metal binding properties to transcriptional biomarker of metal pollution. International Journal of
Molecular Sciences 18: E1548.

W trakcie pobytu na stypendium przygotowatam wniosek do Komisji Europejskiej
o Stypendium Indywidualnej Marii Sktodowskiej-Curie (MSCA-IF) ztozony we wrzesniu 2015
roku (mentor - prof. Claudia Blindauer, instytucja goszczaca - Uniwersytet Warwick). Wniosek
zatytutowany ,Plant metallothioneins as potential players in food security” dotyczyt roli
roslinnych metalotionein w wigzaniu mikroelementéw i toksycznych metali ciezkich i ich
potencjalnego zastosowania w biofortyfikacji oraz roli roslinnych metalotionein na stres.
Projekt taczyt badania in planta z analizami biochemicznymi i biofizycznymi metalotionein
Sorghum bicolor (sorgo dwubarwne). Realizacje stypendium MSCA-IF (akronim i numer
projektu PMTFOS —701492), rozpoczetam 1.08.2017. Czes$¢ wynikow z realizacji tego projektu
dotyczacych metalotioneiny typu 4 sorgo zostato zawartych w publikacji P6 bedacej czescia
cyklu publikacji opisywanego osiggniecia.

W genomie sorgo jest 5 gendw kodujgcych metalotioneiny (dane z banku genéw NCBI)
— po jednym genie kodujgcym MT kazdego typu (SbMT1-4) oraz 1 gen kodujgcy MT
z nietypowa liczbg 17 cystein w 2 domenach, o najwyzszym stopniu homologii do MT2
(nazwany SbMT2C). Geny te ulegajg ekspresji co potwierdzitam w reakcji RT-PCR. Otwarte
ramki odczytu wklonowatam w wektor ekspresyjny pET21(+) w taki sposéb,
aby rekombinowane biatka pozbawione byty dodatkowych znacznikéw. Biatka
eksprymowatam w komoarkach E. coli w pozywkach z dodatkiem cynku, kadmu lub miedzi.
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Metoda opracowana wczesniej do oczyszczania pMT typu 4 (poprzez chemiczne wytrgcanie
mieszaning etanol:chloroform — publikacje P1 i P6 z cyklu publikacji opisywanego osiggniecia)
nie przyniosta oczekiwanych rezultatéw dla SbMT1-3, a inne istniejgce w literaturze protokoty
do oczyszczania pMT1-3 sg oparte o wykorzystanie znacznikow. Opracowatam wiec protokoét
umozliwiajacy powtarzalne i efektywne oczyszczanie tych metalotionein z lizatu
komérkowego oparte o chromatografie anionowymienng i filtracje zelowa, bez
koniecznosci stosowania dodatkowych znacznikéw. Mimo licznych préb i modyfikacji metody
nie udato mi sie oczysci¢ komplekséow biatka SbMT2C z zadnym z testowanych metali.
Metalotioneiny, zwtaszcza kiedy nie sg poprawnie sfatdowane, sg wrazliwe na utlenienie.
W przypadku SbMT2C nietypowa liczba cystein moze powodowac¢ nieprawidtowe fatdowanie
biatka bez wzgledu na jon metalu, a tym samym jest prawdopodobne, ze biatko ulega
degradacji w czasie oczyszczania. Wydajnos¢ i specyficznos¢ opracowanej metodologii
potwierdzitam analizami uzyskanych biatek poprzez ICP-OES i spektrometrie mas. Analiza
ta wykazata, ze biatko SbMT1 jest Cu-tioneing, na co wskazuje formowanie sie pojedynczej
formy CusSbMT1 potwierdzone w ESI-MS. W spektrum masowym widaé réwniez formy
zawierajgce od 4 do 7 jondw Cu*, jednakze ich obecnos¢ moze by¢ spowodowana czesciowym
utlenieniem sie komplekséw metal-biatko w czasie izolacji i oczyszczania. Biatko to wigze
réwniez od 1 do 4 jonéw Zn?*. Co ciekawe, nie udato mi sie wyizolowa¢ tego biatka w formie
komplekséw z jonami Cd?*. Biatka SbMT2 i SbMT3 nie wigzg jonéw miedzi, natomiast
najlepiej sfatdowane sg w obecnosci jonéw Cd?* - biatko SOMT2 wigze 5 jonéw Cd?* a biatko
SbMT3 - 3 jony Cd%*. W przypadku obu biatek obecne sg rowniez formy zwierajgce jony Cd?*
i jeden jon Zn%*, jednakze ilo$¢ takich kompleksdw jest niewielka. W przypadku cynku powstaje
kilka form zawierajgcych od 2 do 5 jondw w przypadku SboMT2 i od 1 do 3 w przypadku SbMT3.
Wyniki te sugeruja, ze oba biatka majg posredni charakter i nie sg typowo ani Zn- ani Cu-
tioneing. Wyniki analizy charakteru SbMT1-3 zostaty przedstawione na miedzynarodowym
spotkaniu grupy bedgcej czescig akcji COST Zinc-Net (TD1304).

Mierek-Adamska A, Blindauer CA. Metal specificities of the metallothioneins from the drought-
resistant crop Sorghum bicolor. 14" Zinc UK Meeting, 18 stycznia 2019, Cambridge, UK, Ksigzka
Abstraktow: 14.

Wiedza na temat witasciwosci biofizycznych/biochemicznych metalotionein roslinnych
opiera sie na analizie biatek produkowanych w komadrkach bakteryjnych. Jak dotad, jedynag
pMT wyizolowang z tkanek roslinnych w ilosciach pozwalajgcych na dalszg charakterystyke
pozostaje biatko Ec z pszenicy. W trakcie stypendium podjetam zatem probe opracowania
protokotu analizy specjacji chemicznej cynku w nasionach sorgo, a nastepne izolacji SbMT4
z nasion. Biatka z dojrzatych nasion sorgo izolowatam stosujgc bufor Tris/sacharoza/DTT
lub HEPES/sacharoza/DTT. Nastepnie uzyskany lizat rozdzielatam na frakcje stosujac filtracje
zelowa. W trakcie rozdziatu monitorowano absorbancje 200 nm i 280 nm, a w uzyskanych
frakcjach analizowano zawartosci cynku i siarki poprzez ICP-OES. Cynk wyptywat z kolumny
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pomiedzy 70 a 80 ml w postaci pojedynczego wyraznego piku, natomiast siarka pojawiata sie
wczesniej okoto 40 ml, ale frakcje o najwyzszym stezeniu byty obserwowane réwniez okoto
70-80 ml. Ponadto, wtasnie we frakcjach pomiedzy 70-80 ml obserwowano niskg absorbancje
280 nm, co jest charakterystyczng cechg MT (brak aminokwaséw aromatycznych). Wyptyw
cynku z kolumny w czasie, kiedy spodziewane sg mate biatka oraz analiza absorbancji
sugerujg, ze duza czes¢ cynku w nasionach sorgo jest zwigzana z matymi biatkami
zawierajacymi tiole, prawdopodobnie takie z SbMT4. W celu izolacji SbMT4 z nasion,
do lizatu uzyskanego jak powyzej stosowatam opisang wczesniej metode chemicznego
wytrgcania (etanol:chloroform), a uzyskany osad oczyszczatam poprzez filtracje zelowa.
Wszystkie frakcje ponownie sprawdzitam pod katem zawartosci siarki i cynku,
te o najwyzszych stezeniach obu pierwiastkdw zageszczatam i analizowatam poprzez
spektrometrie mas. W pH 2 obserwowatam pik odpowiadajgcy masie SbMT4 bez jondw
metali, natomiast w pH 7 obserwowatam pik odpowiadajacy masie SbMT4 z 6 jonami Zn/Cu.
Analiza ICP-OES tej formy wykazata, ze zwigzanym metalem jest przede wszystkim cynk,
jednakze obecna jest rowniez miedz w stosunku okoto 5 dla Zn do biatka i 1,5 dla Cu do biatka.
Pozostaje niewyjasnione, czy takie mieszane formy wystepujg in vivo w nasionach czy miedz
jest zanieczyszczeniem pochodzacym z buforéw/materiatdw uzytych w czasie izolacji
i oczyszczania.

Waznym elementem projektu byty réwniez badania dotyczgce udziatu MT w reakcji
na stres oksydacyjny u roslin. W celu monitorowania w czasie reakcji z nadtlenku wodoru
z kompleksami Zn-SbMT4 i Cd-SbMT4 stosowatam spektrometrie mas. Kompleksy biatek
zwierajace 6 jonéw Zn?* lub 6 jonéw Cd** inkubowatam z H,0, w stezeniu rGwnomolowym
w stosunku do tioli. Reakcje sprawdzano po 10, 20, 30, 60, 120 minutach, a nastepnie
po 24 godzinach. W obu przypadkach obserwowano uwolnienie jonéw metali z SbMT4,
jednakze reakcja byta szybsza dla cynku niz dla kadmu. W przypadku komplekséw Zn-SbMT4
po 10 minutach pojawiaty sie formy zwierajgce od 1 do 6 jondéw Zn, jednakze forma
zawierajaca 6 jondw Zn?* pozostawata nadal dominujgce. Po 20 minutach reakcji obecne byty
wszystkie formy (od 0 do 6 jonédw Zn?*), a forma z 4 jonami Zn?* byta dominujgca. Podobnie
po 30 minutach, tylko dominowata forma z 2 jonami Zn?*. Po 60 minutach gtéwng formg byt
kompleks pozbawiony jondw metali, a na podstawie analizy masy mozna stwierdzi¢, ze grupy
tiolowe wystepowaty w formie utlenionej (mostki disiarczkowe). W reakcji komplekséw
Cd-SbMT4 obserwowatam podobny przebieg, jednakie znacznie wolniejszy tj. po 120
minutach obecne byty wszystkie formy od 0 do 6 jonéw Cd?**, a obecno$é tylko formy
catkowicie pozbawionej jondw metali stwierdzitam dopiero po 24 godzinach. Czesc
uzyskanych wynikéw przedstawitam w formie plakatu na miedzynarodowej konferenciji.

Mierek-Adamska A, Blindauer CA. Hydrogen peroxide-mediated release of zinc from type 4 Sorghum
bicolor metallothionein. 12" Conference of the Polish Society of Experimental Plant Biology,
9-12 wrzesien 2025, Warszawa, Ksigzka Abstraktéw: 166.
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Reakcjom MT roslinnych z ROS dotyczyty takze inne projekty, w realizacji ktorych
uczestniczytam w trakcie stypendium. Pod mojg opieka swoje prace magisterskie
przygotowywali Hormoz Parsapour (2018) i Mia Foran (2019), ktérzy badali reakcje biatek
MT4a i MT4b z A. thaliana z nadtlenkiem wodoru i glutationem (GHS)/utlenionym
glutationem (GSSG) stosujac spektroskopie UV-Vis oraz spektrometrie mas. Celem tych
badan byto okreslenie potencjalnej roli H0, i GSH/GSSG w uwalnianiu cynku z MT.
Wczesniejsze badania sugerowaty role AtMT4b jako transportera cynku, a AtMT4b jako
wilasciwego magazynu tych jondéw. Nasze badania na poziomie biatek potwierdzaja
tg hipoteze, poniewaz Zn jest uwalniany szybciej z AtMT4a niz AtMT4b. Na podstawie tych
badan oraz wczesniejszych badan prowadzonych przez bytego doktoranta prof. Blindauer,
dr Hasana Tanvira Imama, przygotowywana jest obecnie wspdlna publikacja do czasopisma
o zasiegu miedzynarodowym.

Stypendium IF-MSCA umozliwito mi nawigzanie wspétpracy z prof. Jose Gutierrez-
Marcos (Wydziat Przyrodniczy, Uniwersytet Warwick), ktéra umozliwita mi wygenerowanie
transgenicznych linii A. thaliana z nadekspresjg SbMT4 (P6) oraz zastosowanie technologii
edycji genomu CRISPR/Cas9 w badaniach nad roslinnymi metalotioneinami. W trakcie
stypendium stosujgc CRISPR/Cas9 wytworzytam mutanty A. thaliana z delecjg w genie MT4a
oraz MT4b, a takze skrzyzowatam te mutanty aby otrzymac rosline pozbawiong MT typu 4
(mutant podwdjny AtMT4a/MT4b). Badania tych mutantédw sg obecnie kontynuowane
w ramach projektu doktorskiego mgr Marcela Antoszewskiego i mgr Magdaleny Michalak
(badania te zostaty opisane ponizej).

Kontynuujgc wspodtprace z prof. Blindauer w dniach 17.01.-2.02.2023 odbytam wizyte
badawczg na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warwick wraz z déwczesng doktorantka
dr Wiktorig Konieczng, ktérej bytam promotorem pomocniczym. Celem wizyty byta analiza
witasciwosci wigzania metali ciezkich przez MT4 owsa. Analiza poprzez ICP-OES oraz ESI-MS
potwierdzita, ze réwniez to biatko jest Zn-tioneing wigzacg 6 jondw Zn?*. Biatko to wigze
réwniez 6 jondw Cd?*, jednakze w przeciwienstwie do innych pMT4 nie obserwowano formy
CdsZnj, a stosunek Cd/AsMT4 byty wyzszy niz ten obserwowany dla BnMT4 i SbMT4. Wstepne
wyniki pokazaty réwniez inny niz dotychczas opisywany mechanizm reakcji AsMT4 z EDTA,
jednakze doswiadczenie to wymaga wykonania kolejnych powtdrzen.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke

Osiagniecia dydaktyczne

Prowadzone zajecia dydaktyczne:

e Biologia molekularna — wyktad i ¢wiczenia dla studentow kierunku Biotechnologia
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Environmental impacts of genetically modified organisms - wyktad dla studentéw
kierunku Global Change Biology

Genetics and evolution - wyktad i ¢wiczenia dla studentéw kierunku Global Change
Biology oraz studentéw zagranicznych przyjezdzajgcych w ramach Erasmus+

Genetyka - ¢wiczenia dla studentéw kierunku Biologia i kierunku Geografia

Genetyka molekularna - wykfad i ¢wiczenia dla studentéw kierunku Biotechnologia
Genetyczne metody stosowane w laboratoriach kryminalistycznych - wykfad
i cwiczenia dla studentéw kierunku Biologia sgdowa

Metody badania funkcji genu - ¢wiczenia dla studentéw kierunku Biologia

Metody stosowane w biologii molekularnej — ¢wiczenia dla studentéw kierunku
Biologia

Mutageny, mutacje, choroby - ¢wiczenia dla studentéw kierunku Biologia
Podstawowe metody inzynierii genetycznej - ¢wiczenia dla studentéow kierunku
Biologia

Techniki biologii molekularnej - wykfad i ¢wiczenia dla studentéw kierunku
Biotechnologia

Wstep do genetyki - ¢wiczenia dla studentdéw kierunku Biotechnologia

Koordynowane przedmioty:

Biologia molekularna

Environmental impacts of genetically modified organisms

Genetics and evolution

Genetyczne metody stosowane w laboratoriach kryminalistycznych
Genetyka

Podstawowe metody inzynierii genetycznej

Techniki biologii molekularnej

Modut do wyboru na kierunku Biologia Inzynieria genetyczna

Projekty edukacyjne:

Wspétprowadzenie zaje¢ ,Metody badania funkcji genéw” dla studentéw
Biotechnologii w ramach projektu ,Wzbogacenie oferty edukacyjnej na studiach
stacjonarnych Il stopnia kierunku biotechnologia” - projekt realizowany przez Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi UMK w Toruniu w ramach Priorytetu IV POKL 2007-2013,
Poddziatanie 4.1.2.

Wspotprowadzenie zaje¢ ,Metody badania ekspresji gendw in vitro” dla studentéw
Biotechnologii w ramach projektu ,Wzbogacenie oferty edukacyjnej na studiach
stacjonarnych | stopnia kierunku biotechnologia — nowa perspektywa” — projekt
realizowany przez Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu w ramach
Priorytetu IV POKL 2007-2013, Poddziatanie 4.1.2.

Wspoétprowadzenie warsztatow ,,Wykorzystanie chromatografii GC/MS do diagnostyki
metabolitéw” dla studentéw Diagnostyki molekularnej w ramach projektu Universitas
Copernicana Thoruniensis In Futuro — modernizacja Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
ramach Zintegrowanego Programu Uczelni (projekt nr POWR.03.05.00-00-2302/17-00)
realizowanego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwd;.
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Opieka nad studentami kierunku Diagnostyka molekularna przygotowujgcymi
zespotowy projekt badawczy pt. ,Molekularna analiza genoméw i transkryptéw
organizméw prokariotycznych i eukariotycznych” w ramach projektu Universitas
Copernicana Thoruniensis In Futuro — modernizacja Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w ramach Zintegrowanego Programu Uczelni (projekt nr POWR.03.05.00-00-Z2302/17-
00) realizowanego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwo;j.

Opieka naukowa nad studentami:

Bytam promotorem 2 prac magisterskich na kierunku Diagnostyka molekularna (2021
oraz 2024). Tematyka tych prac byta scisle zwigzana z prowadzonymi przeze mnie
badaniami dotyczgcymi roslinnych metalotionein.

Obecnie jestem promotorem 1 pracy magisterskiej na kierunku Biotechnologia oraz
1 pracy licencjackiej na kierunku Biologia sgdowa.

Sprawowatam opieke naukowg nad studentami przygotowujgcymi prace licencjackie (3)
i magisterskie (8) na kierunku Biologia, Biotechnologia oraz Diagnostyka molekularna
realizowane w Katedrze Genetyki UMK w Toruniu.

Sprawowatam opieke na studentami (2) przygotowujgcymi prace magisterskie
realizowane w grupie prof. Claudii A. Blindauer na Wydziale Chemii, Uniwersytet
Warwick.

Sprawowatam opieke nad doktorantem Habtamu Chekol Fantahun z Uniwersytetu
Addis Ababa Uniwersytetu w Etiopii w ramach programu Erasmus+ (2021 oraz 2023).
Sprawowatam opieke nad studentami ze Studenckiego Kota Naukowego Biotechnologii
,Biotechnologia Thoruniensis” przygotowujgcymi projekt pt. ,Lifescience dla
licealistow" — warsztaty z biologii molekularnej z elementami genetyki dla ucznidéw szkot
Srednich (marzec 2014).

Jestem promotorem pomocniczym w dwdch przewodach doktorskich (mgr Marcel
Antoszewski i mgr Magdalena Michalak) oraz bytam promotorem pomocniczym
rozprawy doktorskiej dr Seny Turkan (2023) i dr Wiktorii Koniecznej (2025).

Dziatalno$¢ popularyzatorska

Przygotowanie i poprowadzenie zajec¢ dla ucznidow:

Wyktad dla ucznidéw szkét srednich , Fitoremediacja metali ciezkich” w ramach zajeé
organizowanych przez Pracownie Dydaktyki WBiNoZ oraz Oddziat Toruniski Polskiego
Towarzystwa Botanicznego (marzec 2009).

Zajecia laboratoryjne dla ucznidow szkét podstawowych, $rednich oraz dorostych
w ramach Torunskiego Festiwalu Nauki i Sztuki pt. ,,Moje DNA” ,DNA jest jak odcisk
palca”, ,Tajemnice zapisane w DNA”, ,Zabawa z genetykag” (corocznie w latach 2011-
2016).

Zajeci laboratoryjne dla ucznidow szkét podstawowych ,Wyizoluj wtasne DNA” (w roku
akademickim 2011/12, 2012/13 oraz 2013/14) oraz ,,Czy pieluchy mogg by¢ przydatne
dla roslin? (w roku akademickim 2023/24) w ramach Uniwersytetu Dzieciecego
organizowanego przez Fundacje Amicus UMK.

Zajecia laboratoryjne dla uczniéw szkét $rednich pt. ,Tajemnice zapisane w DNA”
w ramach Promocji Edukacyjnej WBIiOS (obecnie WNBiW) UMK oraz pt. ,Techniki
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biologii molekularnej” w ramach Dnia Otwartego WBiOS (obecnie WNBiW) UMK (2015-
2016).

Zajecia laboratoryjne dla ucznidw szkét podstawowych pt. ,W Swiecie mutantow”
w ramach Nocy Biologéw 2016 (styczen 2016) oraz pt. ,,Bakterie, bierzcie sie do dzieta!”
w ramach Nocy Biologéw 2020 (styczen 2020).

Zajecia laboratoryjne dla ucznidw szkét srednich na Wydziale Chemii, Uniwersytet
Warwick (marzec 2018).

Zajecia laboratoryjne dla uczniéw szkét podstawowych pt. ,Zrozumie¢ genetyke —
podstawy genetyki dla kazdego” w ramach projektu Projekt pt. , Biologia bez barier”
(POWR.03.01.00-00-T061/18) realizowany przez Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
(obecnie Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych) UMK w Toruniu w ramach
konkursu nr POWR.03.01.00-1P.08-00-3MU/18 pt. ,Trzecia Misja Uczelni” (wrzesien
2019).

Wyktad dla ucznidow szkét srednich pt. ,,Czy grozi nam ukryty gtéd?” w ramach Nocy
Biologéw 2020 (styczen 2020).

Wyktad pt. ,Edycja genomdw podstawg nowoczesnego rolnictwa” wygtoszony w czasie
VIl edycji Szkolnego Forum Badaczy zorganizowanego w Uniwersyteckim Liceum
Ogdlnoksztatcgcym w Toruniu (wrzesien 2023).

Przygotowanie ucznidow Uniwersyteckiego Liceum Ogdlnoksztatcagcego w Toruniu
do Olimpiady Biologicznej (marzec — czerwiec 2024).

Zajecia laboratoryjne dla uczniéow szkét podstawowych pt. ,Owocowe DNA” w ramach
Fascynujgcego Dnia Roslin 2024 (maj 2024).

Zajecia dla ucznidw szkoét ponadpodstawowych ,Biologia molekularna w wersji light”
i ,Genetyka bez tajemnic” w ramach Dnia Otwartego WNBiW UMK (pazdziernik 2025).

Udziat w konferencjach/targach/imprezach masowych:

Wystgpienie pt. ,Biofortyfikacja — narzedzie do walki z niedoborem mikroelementéw”
w czasie seminarium ,Mniej chemii na hektar, wiecej wiedzy na hektar”
zorganizowanego przez Urzad Marszatkowski Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego
(19.11.2021).

Wystgpienie pt. ,Edycja genomdw metodg CRISPR/Cas9, czyli rewolucja w rolnictwie?”
w czasie seminarium ,Postep biologiczny w produkcji roslinnej” zorganizowanego przez
Katedre Genetyki WNBiW UMK w Toruniu i Urzad Marszatkowski Wojewddztwa
Kujawsko-Pomorskiego (25.11.2022).

Wystgpienie pt. , Gleba zrédtem zdrowia i chordb roslin” w ramach seminarium z okazji
obchoddw Miedzynarodowego Dnia Zdrowia Roslin zorganizowanego przez Katedre
Genetyki WNBiW UMK w Toruniu, Centralne Laboratorium Panstwowej Inspekcji
Ochrony Roslin i Nasiennictwa oraz Urzad Marszatkowski Wojewddztwa Kujawsko-
Pomorskiego (11.05.2023).

Stoisko wystawiennicze dla rozwigzania ,,Ochronna biootoczka nasion rzepaku” w czasie
XVI Miedzynarodowych Targéw Wynalazkéw i Innowacji Intarg w Katowicach (24-
25.05.2023).

Stoisko promujgce Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK w Toruniu
w czasie Kujawsko-Pomorskich Dni Pola 2023 w Minikowie (1-2.07.2023).
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Wystgpienie pt. ,Jak otrzymac¢ stypendium podoktorskie MSCA (Marie Sktodowska-
Curie Actions): okiem stypendysty i okiem eksperta” w czasie IV edycji konferencji , Drogi
rozwoju naukowego” Wydziatu Lekarskiego CM UMK w Toruniu (23.03.2024).

Stoisko promujgce innowacyjne rozwigzania opracowane w Katedrze Genetyki Wydziatu
Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK w Toruniu w czasie drzwi otwartych ,Dzien
na UMK” w strefie innowacji i sukceséw (6.04.2024).

Woystgpienie pt. ,Metalotioneiny narzedziem walki o bezpieczeristwo zywnosciowe”
w czasie seminarium ,Postep biologiczny w produkcji roslinnej — utopia czy niezbedna
potrzeba” zorganizowanego przez Katedre Genetyki WNBiW UMK w Toruniu i Urzad
Marszatkowski Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego (28.11.2024).

Artykuty prasowe/wystgpienia w mediach:

Artykut pt. ,Sorgo w czasie suszy: biatka strzeggce przed usychaniem” w serwisie
internetowym Nauka w Polsce (04.03.2016).

Wystep w Radio Sfera UMK dotyczgcy badan nad roslinnymi metalotioneinami (marzec
2016).

Artykut pt. ,Biofortyfikacja upraw cynkiem dla wiekszego bezpieczeristwa
zywnosciowego” w serwisie internetowym CORDIS (13.12.2019).

Udziat w spotkaniu ,Szybkie Randki Naukowo-Dziennikarskie” organizowanym przez
Stowarzyszenie Rzecznicy Nauki i UMK (16.11. 2022).

Wystep w programie TVP Bydgoszcz ,Eko-opcja” — w odcinku z dnia 3.12.2022
wypowiedz dotyczgca zastosowania metod edycji genomu w produkgcji roslinnej oraz
w odcinku z dnia 25.03.2023 wypowiedZ dotyczaca zastosowania mikroorganizmow
w rolnictwie.

Dziatalno$¢ organizacyjna

Udziat jako ekspert i sprawozdawca w ewaluacji wnioskéw o stypendium indywidualne
Marii Sktodowskiej-Curie w ramach programu UE Horyzont 2020 i Horyzont Europa (od
2020).

Cztonek Podkomisji ds. efektéw uczenia sie na kierunku Diagnostyka molekularna
Woydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych (2024-2028).

Cztonek Wydziatowego Zespotu ds. wspdtpracy z podmiotami zewnetrznymi (2023).
Cztonek komitetu organizacyjnego 5 Miedzynarodowej Konferencji Plant productivity
and food safety: microbiology, soil science, food quality and agricultural genetics, Torun,
23-24.06.2025.

Cztonek komitetu organizacyjnego oraz wspotprzewodniczacy sesji ,,Plant metabolism
and signalling” 4 Miedzynarodowej Konferencji Plant productivity and food safety:
microbiology, soil science, food quality and agricultural genetics, Torun, 26-27.09.2024.
Wspédtorganizator seminarium ,Postep biologiczny w produkcji roslinnej — utopia czy
niezbedna potrzeba”, Torun, 28.11.2024.

Wspédtorganizator seminarium z okazji obchodéw Miedzynarodowego Dnia Zdrowia
Roslin, Torun, 11.05.2023.

Opiekun studentéw na kierunku Diagnostyka molekularna (studia Il stopnia, od roku
akademickiego 2021/22).
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e Recenzentka 7 prac magisterskich oraz 2 prac licencjackich. Przewodniczaca 8 komisji
egzaminacyjnych.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Swojg prace naukowo-badawczg rozpoczetam w roku 2005 od realizacji pracy
magisterskiej w Zaktadzie Genetyki (obecnie Katedra Genetyki) na Wydziale Biologii i Nauk
o Ziemi (obecnie Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych) Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr hab. Anny Goc oraz prof. dr hab. Grazyny Dgbrowskie;.
Celem pracy byta identyfikacja i charakterystyka genéw akwaporyn u rosliny modelowej
kwitnienia dnia krotkiego Ipomoea nil (L.) Roth (wilec wielkokwiatowy). W trakcie realizacji
pracy magisterskiej poznatam réznorodne techniki biologii molekularnej m.in. izolacja kwaséw
nukleinowych, klonowanie i rekombinowanie DNA, analiza poziomu mRNA.

Zainteresowanie sie tematyka zwigzang z molekularnymi mechanizmami lezgcymi
u podstaw adaptacji roslin do warunkéw srodowiskowych byto powodem rozpoczecia w 2007
roku studiow doktoranckich w Zakfadzie Genetyki na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr hab. Anny Goc oraz
prof. dr hab. Grazyny Dabrowskiej. Celem badan byta identyfikacja i charakterystyka
roslinnych genéw metalotionein (MT). Swoje badania poczagtkowo prowadzitam na roslinie
1. nil. MT typu 1 wilca zostata zidentyfikowana wczesniej przez prof. dr hab. Dgbrowska jako
gen ulegajacy podwyzszonej ekspresji w roslinach wilca indukowanych do kwitnienia. Analiza
in silico przypuszczalnej sekwencji aminokwasowej oraz analiza filogenetyczna potwierdzita
przynaleznos¢ sklonowanej sekwencji do roslinnych MT1. Gen wykazywat podwyzszong
ekspresje w siewkach traktowanych jonami miedzi. W kolejnych doswiadczeniach
zamierzatam zidentyfikowaé sekwencje kodujgce pozostate MT wilca poprzez przeszukanie
bazy EST (ang. expressed sequence tags). Sukcesem zakonczyto sie klonowanie tylko MT typu
2 (InMT2). Niepowodzenie klonowania w przypadku MT3 i MT4 byto spowodowane brakiem
pokrewienstwa wilca z jakakolwiek rosling powszechnie wykorzystywang w biologii
molekularnej oraz stosunkowo niewielkg liczbg sekwencji MT3 i MT4 dostepnych w tamtym
czasie w banku gendw NCBI. Sklonowatam natomiast sekwencje genomowe MT typu 1i 2
wilca i wykonatam hybrydyzacje Southern, ktéra wykazata, ze geny wystepujg w genomie /. nil
w niewielkiej liczbie kopii. Traktowanie siewek wilca jonami Cu i Zn nie zmieniato w sposéb
istotny ekspresji InMT2. Komérki E. coli eksprymujgce InMT2 byty bardziej wrazliwe na kadm.
Czes$¢ wynikow z opisanych wyzej doswiadczen zostata opublikowana w czasopismie o zasiegu
miedzynarodowym (publikacja ukazata sie po uzyskaniu stopnia doktora) oraz
zaprezentowane na dwoch konferencjach miedzynarodowych oraz dwdch konferencjach
krajowych (szczegdty dotyczgce konferencji w zatgczniku 4).
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Mierek-Adamska A, Znajewska Z, Goc A, Dgbrowska GB (2018) Molecular cloning and characterization of Ipomoea nil
metallothioneins. Turkish Journal of Botany 42: 247-256.

Po uzyskaniu z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego finansowania projektu pt.
»Nowe zastosowanie rzepaku — analiza ekspresji, lokalizacji i potencjalnej przydatnosci
w fitoremediacji metalotionein rzepaku” (2009-2012), w ktorym bytam wykonawcg (40%)
dalsze badania w ramach przygotowywania pracy doktorskiej prowadzitam na rodlinie
B. napus. Badania rozpoczeto przed opublikowaniem sekwencji genomu rzepaku (rok 2014).
Sekwencje kodujgce MT rzepaku poszczegdlnych typow zidentyfikowatam poprzez
przeszukanie bazy EST z uzyciem znanych sekwencji kodujgcych MT rosliny modelowej
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Przynaleznos¢ sklonowanych sekwencji do poszczegdlnych
typéw roslinnych metalotionein potwierdzitam przez analize in silico przypuszczalnych
sekwencji aminokwasowych oraz analize filogenetyczng. Sekwencje nazwano BnMT1-4
i zdeponowano w banku gendéw NCBI pod odpowiednimi numerami JX035784, JX103200,
JX103201, JX103202. Analiza ekspresji BnMT1-4 w organach rzepaku wykonana metoda
potilosciowego RT-PCR wykazata, ze podobnie jak u innych gatunkéw roslin ekspresja
poszczegblnych typow metalotionein jest organospecyficzna. Podobnych wnioskéw
dostarczyta analiza pozioméw mRNA MT rzepaku w czasie kietkowania nasion. W suchych
nasionach najwyzszy jest poziom mRNA BnMT4, ktéry jednak wyraznie spada po kilku
godzinach uwadniania. Transkrypty BnMT3 pojawiajg sie dopiero po 24 godzinach imbibicji,
natomiast MRNA BnMT1 i BnMT2 sg obecne na kazdym etapie kietkowania nasiona.
W kolejnym kroku sprawdzitam jak zmienia sie ekspresja poszczegdlnych typéw metalotionein
w nasionach kietkujgcych w obecnosci jondw metali ciezkich: mikroelementéw (cynk i miedz)
oraz metali toksycznych (otéw i kadm). Ekspresja poszczegdlnych BnMT okazata sie by¢
zréznicowana i zmieniata sie w zaleznosci od rodzaju uzytego jonu oraz etapu procesu
kietkowania. Poziom mRNA gendw BnMT1-3 w liscieniach 6-dniowych siewek traktowanych
jonami metali ciezkich zalezat od typu MT oraz czasu, ktéry uptynat od jego aplikacji. Analiza
funkcjonalna BnMT1-4 w komérkach bakteryjnych E. coli wykazata, ze bakterie eksprymujgce
MT rzepaku rosng gorzej, tak samo lub lepiej niz bakterie kontrolne (transformowane pustym
wektorem), a efekt jest zalezny od typu MT i rodzaju stosowanego jonu metalu ciezkiego.
Ponadto sekwencje kodujgce MT rzepaku wklonowatam do wektora drozdzowego,
a otrzymanymi konstruktami transformowatam szczep S. cerevisiae z mutacjg powodujgca
zwiekszong wrazliwos¢ na kadm (wyniki te sg zawarte w publikacji P2 i opisano je powyzej).
Uzyskane wyniki postuzyty mi do napisania pracy doktorskiej pt. ,,Molekularna i funkcjonalna
charakterystyka gendw metalotionein Brassica napus L.”, ktérg obronitam 11 pazdziernika
2013 (nadanie stopnia doktora decyzja Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska z dnia
18.10.2013). Promotorem pracy doktorskiej byta dr hab. Anna Goc, natomiast recenzentami
prof. dr hab. Danuta Maria Antosiewicz z Instytutu Biologii Eksperymentalnej i Biotechnologii
Roslin Uniwersytetu Warszawskiego oraz prof. dr hab. Franciszek Dubert z Instytutu Fizjologii
Roslin im. Franciszka Gorskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Czes¢ wynikow zawartych
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w mojej pracy doktorskiej zostata opublikowana w formie prac badawczych w czasopismie
o zasiegu miedzynarodowym, pracy przeglagdowej w czasopismie o zasiegu krajowym
(publikacje ukazaty sie przed uzyskaniem stopnia doktora) oraz przedstawiona na jednej
konferencji miedzynarodowej (po uzyskaniu stopnia doktora) oraz czterech konferencjach
krajowych (trzech przed i jednej po uzyskaniu stopnia doktora; szczegdéty dotyczace
konferencji w zatgczniku 4).

Mierek-Adamska A, Dgbrowska G, Goc A (2009) Rosliny modyfikowane genetycznie a strategie oczyszczania gleb
z metali ciezkich. Postepy Biologii Komaérki 36: 649 - 662.

Dabrowska G, Mierek-Adamska A, Goc A (2013) Characterisation of Brassica napus L. metallothionein genes
(BnMTs) expression in organs and during seed germination. Australian Journal of Crop Science 7: 1324 - 1332.

Dabrowska G, Mierek-Adamska A, Goc A (2012) Plant metallothioneins: putative functions identified by promoter
analysis in silico. ABC Series Botanica 54/2: 109-120.

W trakcie studiow doktoranckich realizowatam réwniez inne dziatania, ktére nie byty
bezposrednio zwigzane z tematem mojej pracy. W latach 2008-2013 we wspdtpracy z prof. dr
hab. Grazyng Dabrowskg i prof. dr hab. Katarzyng Hrynkiewicz z Zaktadu Mikrobiologii
(obecnie Katedra Mikrobiologii)) UMK w Toruniu prowadzitam badania dotyczace
promowania kietkowania i wzrostu rzepaku przez bakterie ryzosferowe wyizolowanie z gleb
zdegradowanych przez dziatania antropogeniczne. W badaniach wyselekcjonowano szczepy
bakterii zdolne do promowania kietkowania i wzrostu siewek rzepaku takze w warunkach
stresowych powodowanych przez m.in. jony metali ciezkich czy zasolenie. Jednakze
obserwowano znaczne réznice w zaleznosci od badanej odmiany rzepaku. W tym czasie
rozpoczetam takze badania kontynuowane po uzyskaniu stopnia doktora nad udziatem
roslinnych metalotionein w interakcji roslin z mikroorganizmami promujgcymi wzrost.
Wykazano, ze ekspresja BnMT2 zmienia sie po inokulacji nasion grzybami mikoryzowymi
i bakteriami ryzosferowymi. W tym okresie powstaty dwie publikacje w czasopismie o zasiegu
krajowym (opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora) oraz cztery doniesienia
konferencyjne przedstawione na konferencjach o zasiegu krajowym (przed uzyskaniem
stopnia doktora) oraz jedno doniesienie przedstawione na konferencji o zasiegu
miedzynarodowym (po uzyskaniu stopnia doktora; szczegéty dotyczace konferencji
w zatgczniku 4).

Dabrowska G, Hrynkiewicz K, Ktosowska K, Trejgell A, Mierek-Adamska A (2010) Wptyw bakterii ryzosferowych
na kietkowanie nasion Brassica napus L. w obecnosci metali ciezkich (Cd, Cu, Pb, Zn). Rosliny Oleiste XXXI:
85-97.

Dabrowska G, Hrynkiewicz K, Mierek-Adamska A, Goc A (2012) Wrazliwo$¢ odmian jarych i ozimych rzepaku
na metale ciezkie i bakterie glebowe. Rosliny Oleiste XXXIII: 201 —220.

W latach 2012-2014 uczestniczytam w pracach zespotu kierowanego przez dr n. med.
Matgorzate Szady-Grad z Katedry i Zaktadu Higieny i Epidemiologii (obecnie Katedra Higieny,
Epidemiologii, Ergonomii i Ksztatcenia Podyplomowego) Wydziatu Nauk o Zdrowiu, Collegium
Medicum w Bydgoszczy, UMK w Toruniu, w projekcie pt. ,Badania populacyjne dzieci
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i miodziezy w kierunku identyfikacji zagrozen chorobami metabolicznymi”. Mdj udziat
w projekcie polegat na analizie wystepowania czestosci polimorfizmu punktowego C-T (numer
z bazy NCBI rs7903146) w genie TCF7L2. U os6b z genotypem CT i TT stwierdzono zwiekszong
zachorowalno$¢ na cukrzyce typu 2 w poréwnaniu do os6b z genotypem CC. Wystepowanie
alleli jest zréznicowane w zalezno$ci od populacji i np. w populacji europejskiej czestosé allelu
C wynosi okoto 0,7, natomiast w populacji azjatyckiej allel C wystepuje z czestoscig okoto 0,95
(Guinan, 2012). W projekcie stosujac metode PCR-RFLP i allelospecyficzny PCR
przeanalizowatam DNA pochodzgce od ponad 1000 dzieci. W przebadanej populacji czestosci
alleli Ci T odpowiadaty czestosciom okreslonym dla populacji europejskiej.

Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam swoje badania nad roslinnymi
metalotioneinami. Cze$¢ wynikdw uzyskanych w tych badaniach zostato zawartych
w publikacjach P1-P6 stanowigcych opisywane osiggniecie. Ponadto, w trakcie swojej pracy
naukowo-badawczej prowadzitam badania skupiajgce sie na innych zagadnieniach, ktore
omawiam ponizej.

W roku 2013 rozpoczetam wspotprace z dr hab. Anng Jakubowska, prof. UMK oraz
dr hab. Maciejem Ostrowskim, prof. UMK z Katedry Biochemii, Wydziat Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych, UMK w Toruniu dotyczgca koniugatéw auksyn i roli syntetazy z rodziny
Gretchen Hagen 3 (GH3) w syntezie potjczen kwasu indolilo-3-octowego (IAA)
z aminokwasami u grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.). Méj udziat w projekcie polegat na
sklonowaniu petnej otwartej ramki odczytu genu GH3 (sekwencja referencyjna genomu
grochu zwyczajnego zostata opublikowana w roku 2019) opierajac sie na starterach
zdegenerowanych zaprojektowanych w oparciu o sekwencje GH3 z Medicago truncatula
Gaertn. i Glycine max (L.) Merr. oraz sekwencje EST grochu zwyczajnego zdeponowane
w banku gendw NCBI. W reakcji RT-PCR uzyskatam fragment o dtugosci 1858 par zasad
zawierajgcy petng otwartg ramke odczytu kodujgcg biatko o dtugosci 600 aminokwaséw.
Uzyskana sekwencja zostata zdeponowana w banku genéw NCBI pod numerem KU310549.1.
Analiza filogenetyczna przypuszczalnej sekwencji aminokwasowej wykazata jej podobienstwo
do innych biatek nalezgcych do rodziny GH3, najwieksze do GH3.3 z M. truncatula. Nastepnie
wklonowatam sekwencje kodujgcg do wektora ekspresyjnego pET21a(+) co umozliwito
produkcje, a nastepnie dalszg analize rekombinowanego biatka. Analiza ta potwierdzita,
ze biatko to jest funkcjonalnym enzymem katalizujgcym synteze koniugatéw auksyny
z aminokwasami, preferencyjnie IAA z kwasem asparaginowym. Efektem wspodtpracy byta
publikacja w czasopi$mie o zasiegu miedzynarodowym oraz dwa doniesienia konferencyjne

(szczegoty dotyczace konferencji w zatgczniku 4).

Ostrowski M, Mierek-Adamska A, Porowiniska D, Goc A, Jakubowska A (2016) Cloning and biochemical
characterization of indole-3-acetic acid-amino acid synthetase PsGH3 from pea. Plant Physiology
and Biochemistry 107: 9-20.
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W okresie pazdziernik 2014 - wrzesien 2015 oraz sierpien 2017 - lipiec 2019
przebywatam na stypendiach podoktorskich na Uniwersytecie Warwick w Wielkiej Brytanii
(szczegdty opisane powyzej). W okresie pazdziernik 2016 - marzec 2017 przybywatam
na zwolnieniu lekarskim, a nastepnie do lipca 2017 na urlopie macierzynskim.

Po powrocie ze stypendium MSCA w Wielkiej Brytanii, w roku 2020 rozpoczetam
wspotprace dr Stefany Cardenas Pérez z Katedry Geobotaniki i Planowania Krajobrazu,
Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych, UMK w Toruniu dotyczacq mechanizmow
adaptacji halofita Salicornia europaea L. (soliréd zielny) do stresu solnego. Mo udziat
w badaniach polegat na sklonowaniu fragmentu sekwencji kodujgcej genu SOS1 (salt overly
sensitive), genom S. europaea nie jest jak dotad zsekwencjonowany, opierajac sie
na zdegenerowanych starterach zaprojektowanych na podstawie sekwencji SOS1
zdeponowanych w banku gendéw NCBI pochodzgcych z A. thaliana, Lycopersicon esculentum
(L.), Mesembryanthemum crystallinum (L.), Oryza sativa (L.), T. aestivum i Salicornia brachiata
Roxb. Sekwencja ta (SeSOS1) zostata nastepnie zdeponowana w banku gendéw NCBI pod
numerem MZ707082. Nastepnie metodg real time PCR sprawdzitam ekspresje sklonowanego
genu SeSOS1 (koduje antyporter Na*/H* zlokalizowany w btonie komédrkowej) oraz genu
SeNHX1 (koduje antyporter Na*/H* zlokalizowany w tonoplascie) w 2-miesiecznych roslinach
S. europaea pochodzacych z okolic Ciechocinka (srodowisko o wysokim zasoleniu, okoto 1000
mM NacCl) oraz Inowroctaw-Matwy (Srodowisko o srednim zasoleniu, okoto 550 mM NaCl)
uprawianych nastepnie w warunkach laboratoryjnych w réznych stezeniach NaCl (0-1000
mM). Badanie te pokazaty, ze gen SeS0OS1 jest wyzej eksprymowany w roslinach pochodzacych
z Ciechocinka natomiast SeNHX1 w roslinach pochodzgcych z Inowroctaw-Matwy. Ekspresja
obu gendéw w obu populacjach nie byta natomiast wyraZnie zalezna od stezenia soli w jakim
rosty rosliny. Sekwestracja jondw Na* w wakuolach stanowi kluczowy element mechanizmy
tolerancji roslin na stres solny. Wyzsza ekspresja SeNXH1 w populacji Inowroctaw-Matwy
wraz z obserwacjami anatomicznymi i biochemicznymi wskazuje, ze populacja te cechuje sie
wyzsza tolerancja na stres solny niz populacja z Ciechocinka. Wspodtpraca ta zaowocowata
dwoma publikacjami w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.

Cardenas-Pérez S, Niedojadto K, Mierek-Adamska A, Dabrowska GB, Piernik A (2022) Maternal salinity influences
anatomical parameters, pectin content, biochemical and genetic modifications of two Salicornia europaea
populations under salt stress. Scientific Reports 12: 2968.

Cardenas Pérez S, Strzelecki J, Piernik A, Rajabi Dehnavi A, Trzeciak P, Puchatka R, Mierek-Adamska A, Chanona
Pérez J, Kacik F, Racko V, Kova¢, Bhagia S, Durkovi¢ J (2024) Salinity-driven changes in Salicornia cell wall
nanomechanics and lignin composition. Environmental and Experimental Botany 218: 105606.

W ramach dalszej wspotpracy z dr Cardenas Pérez uczestniczytam w przygotowaniu
zakwalifikowanego do finansowania wniosku o grant NCN w konkursie Sonata 17
»Disentangling the salt-responses of functional traits: the Salicornia europaea model”
(nr 2021/43/D/NZ8/01137) — kierownik grantu dr Cardenas Pérez. Projekt zaktadat analize
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anatomicznych, biochemicznych i genetycznych mechanizméw adaptacji S. europaea
do stresu solnego przez poréwnanie roslin z 4 populacji: dwdch polskich — Inowroctaw (INO)
i Ciechocinek (CIE) oraz dwdch niemieckich — Salzgraben (SAL) i Soltauquelle (SOL). Méj udziat
w projekcie obejmowat izolacje catkowitego RNA, jego analize jakosciowg oraz przygotowanie
do sekwencjonowania, a nastepnie analize i walidacje uzyskanych wynikéw. Ponadto
sprawdzitam czy poziom metylacji DNA zmienia sie w zaleznosci od stezenia NaCl i/lub
populacji, z ktérej pochodzity nasiona. Wykazatam znaczne réinice w ekspresji genéw oraz
metylacji DNA pomiedzy populacjami polskimi a niemieckimi. Szczegdétowe wyniki sg obecnie
analizowane i na ich podstawie przygotowywana jest publikacja do czasopisma o zasiegu
miedzynarodowym.

W roku 2021 rozpoczetam wspotprace z dr Aswaf Degu z Wydziatu Biologii Roslin
i Zarzadzania Biordinorodnoscia, Uniwersytetu Addis Ababa w Etiopii dotyczaca
mechanizméw adaptacji Coffea arabica L. (kawa arabska) do stresu suszy. W ramach
programu Erasmus+ éwczesny doktorant Habtamu Chekol Fantahun z Wydziatu Biologii Roslin
i Zarzgdzania Bioréznorodnoscig, Uniwersytetu Addis Ababa w Etiopii odbyt pod mojg opieka
3-miesieczny staz naukowy (marzec-maj 2021) w Katedrze Genetyki, UMK w Toruniu.
W trakcie stazu kontynuowane byly badania rozpoczete w Etiopii dotyczgce mechanizmow
tolerancji stresu suszy kawy. Kawa arabska jest jednym z najwazniejszych uprawianych przez
cztowieka gatunkoéw roslin, a uprawy sg ograniczone do regionéw $wiata o klimacie
tropikalnym. Regiony te sg narazone na susze, a ponadto nawadnianie upraw nie jest typowa
praktyka agronomiczng stosowang w tych regionach. Moze to powodowac straty w uprawach
siegajace nawet 80% (DaMatta & Ramahlo, 2006). Istotne jest zatem poszukiwanie odmian
opornych na susze. Badania prowadzone we wspétpracy z naukowcami z Uniwersytetu Addis
Ababa w Etiopii miaty na celu zbadanie zaleznosci pomiedzy cechami nasion (waga, wymiary,
powierzchnia, objetos¢, zawartos¢ wody), kietkowaniem i wzrostem siewek a stopniem
tolerancji poszczegdlnych odmian na susze (po 3 odmiany tolerancyjne, Srednio wrazliwe
i wrazliwe na susze zidentyfikowane w poprzednich badaniach). Wykazano, ze odmiany
tolerancyjne na susze majq wiekszg site i wigor kietkowania, a siewki majq dtuzsze korzenie
i pedy. Wiasciwosci te pozytywnie korelujg z wyzszg zawartosciag wody w nasionach, wiekszg
powierzchnig i objetoscig nasion. Do dalszych analiz wybrano 2 odmiany tolerancyjne
i 2 odmiany wrazliwe na susze. Analiza tych odmian wykazata, ze odmiany tolerancyjne
zachowujg wyzszy poziom asymilacji CO,, przewodnictwa szparkowego i barwnikéw
fotosyntetycznych w czasie trwania stresu suszy w poréwnaniu do odmian wrazliwych.
Ponadto, analiza metabolitéw wykazata, ze zaréwno u odmian tolerancyjnych jak i wrazliwych
dochodzi do zwiekszonej akumulacji metabolitéw zwigzanych z odpowiedzig na stres suszy jak
cukry czy prolina, jednakze odmiany tolerancyjne cechujg sie znacznie wiekszym poziomem
akumulacji tych wtasnie metabolitéw. Te badania zaowocowaty dwiema publikacjami
W czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.
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Chekol H, Bezuayehu Y, Warkineh B, Shimber T, Mierek-Adamska A, Dabrowska GB, Degu A (2023) Unraveling
drought tolerance and sensitivity in coffee genotypes: insights from seed traits, germination, and growth-
physiological responses. Agriculture 13: 1754.

Chekol H, Warkineh B, Shimber T, Mierek-Adamska A, Dgbrowska GB, Degu A (2024) Drought stress responses
in Arabica coffee genotypes: physiological and metabolic insights. Plants 13: 828.

Ponadto w ramach tej wspdtpracy prowadzone sg badania dotyczgce molekularnych
mechanizmdéw adaptacji kawy do stresu suszy. W toku badan przeprowadzono kompleksowa
analize in silico genéw (sekwencji kodujacych oraz promotorowych) kodujacych
akwaporyny (AQP) oraz analize biatek. AQP to transbtonowe biatka odpowiedzialne
za transport wody i innych matych czgsteczek (np. glicerol, amoniak, nadtlenek wodoru) przez
btony biologiczne. W oparciu o sekwencje, strukture i subkomdrkowa lokalizacje wyrdznia sie
5 typdw roslinnych AQP: PIP (plasma membrane intrinsic proteins), TIP (tonoplast membrane
intrinsic proteins), NIP (nodulin26-like major intrinsic proteins), SIP (small and basic intrinsic
proteins) oraz XIP (AQP specyficzne dla roslin). Oprécz btony komérkowej
i tonoplastu AQP s3 zlokalizowane takze w innych btonach wewnetrznych. Biatka te s3
zwigzane ze wzrostem i rozwojem rosliny oraz odpowiedzig na réznorodne warunki stresowe,
nie tylko stres suszy, ale takze obecnos$¢ metali ciezkich czy stres solny (Dgbrowska &
Gtowacka, 2004; Li, Santoni & Maurel, 2014). Analiza tetraploidalnego genomu kawy wykazata
wystepowanie 58 gendw kodujgcych AQP. W sekwencjach promotorowych ponad potowy
genéw AQP kawy wykazano wystepowanie elementu regulatorowego MYB, jednego
z najlepiej poznanych elementéw zwigzanych z odpowiedzig na susze. Ponadto, w ponad 80%
analizowanych promotorow wystepuje element odpowiedzi na ester metylowy kwasu
jasmonowego (MelA). Te wstepne badania zostaty przedstawione na konferencji o zasiegu
miedzynarodowym (szczegodty dotyczace konferencji w zatgczniku 4). Obecnie badania sg
kontynuowane tj. analizowana jest ekspresja wybranych genéw AQP kawy w odmianach
wrazliwych i opornych na susze hodowanych w warunkach optymalnego nawodnienia
i w stresie suszy. W przysztosci planowana jest analiza transkryptomow, ktéra pozwoli na
identyfikacje gendw zwigzanych z adaptacjg kawy do suszy. Ponadto prowadzone sg badania,
ktorych celem jest selekcja mikroorganizmdw zdolnych po promowania wzrostu i plonowania
kawy.

Jestem réwniez zaangazowana w badania dotyczace odpowiedzi $cistej u roslin.
Odpowiedz scista zostata po raz pierwszy opisana u bakterii jako mechanizm umozliwiajacy
adaptacje do warunkéw gtodu. W warunkach stresowych u bakterii akumulacja alarmonéw
(nietypowych nukleotydow — tetra- (ppGpp) i pentafosforandw (pppGpp) guanozyny)
prowadzi do zahamowania ekspresji tRNA, rRNA i biatek rybosomalnych, a indukowana jest
ekspresja genéw umozliwiajgcych adaptacje do warunkéw stresowych. Odpowiedz $cista
to mechanizm umozliwiajgcy adaptacje takze roslin do warunkdw stresowych poprzez zmiane
poziomu alarmondw, petnigcych role czasteczek sygnatowych (Masuda, 2012). Obecnos$é
alarmondéw najpierw potwierdzono u Chlamydomonas reinhardtii, a nastepnie geny
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homologiczne do bakteryjnych RelA/SpoT - RSH (RelA/SpoT homologs) zostaty
zidentyfikowane u A. thaliana i u innych gatunkéw roslin. Roslinne RSH podzielono na 3 grupy
— RSH1 wykazujgce aktywnosc¢ hydrolazy alarmondw, RSH2/3 posiadajgcych obie aktywnosci
oraz CRSH bedgacych syntetazami alarmondw, a do swojej aktywnosci wymagajacych jondw
Ca?*. Wykazano, ze odpowied? $cista u roslin steruje fizjologig roslin. Efektory odpowiedzi
Scistej (alarmony) regulujg globalne zmiany metabolizmu w najwazniejszych procesach
rozwojowych jak kwitnienie, rozwdj nasion czy starzenie sie organéw. Ponadto, mechanizm
ten odpowiada za adaptacje do zmieniajacych sie lub niekorzystnych warunkéw
srodowiskowych, jak nadmierne zasolenie, susza, zranienie, atak patogendéw czy niedobdr
zwigzkéw odzywczych (Maekawa i in., 2015). Méj udziat w tych badaniach rozpoczat sie
w jeszcze w roku 2013, kiedy to bytam opiekunkg magistrantki przygotowujgcej prace
magisterska dotyczacy udziatu odpowiedzi scistej w odpowiedzi na stres solny i obecnosé
bakterii ryzosferowych u rzepaku. Analiza sekwencji promotorowych wybranych 4 genéw RSH
rzepaku wykazata istnienie licznych elementéw regulatorowych zwigzanych z odpowiedzig na
stresy abiotyczne, elicytory grzybowe czy fitohormony. Ponadto, wykazano wzrost ekspresji
gendéw BnRSH1-3 w korzeniach roslin innokulowanych Pseudomonas stutzeri w stresie solnym,
natomiast ekspresja BnCRSH ulegata w tych warunkach obnizeniu. W ramach tej pracy
powstato jedno doniesienie przedstawione na konferencji krajowej (szczegoéty dotyczace
konferencji w zatgczniku 4).

Po powrocie ze stypendium MSCA w Wielkiej Brytanii do tego tematu wrdcitam w roku
2021, kiedy zostatam powotana na promotora pomocniczego rozprawy doktorskiej dr Seny
Turkan (obrona rozprawy doktorskiej 13.10.2023) pt. , The role of plant stringent response
in Brassica napus L. in response to biotic and abiotic factors and during seed development”.
Moj udziat w tych badaniach i realizacji pracy doktorskiej polegat na wspoétopracowaniu
koncepcji publikacji, bezposredniej opiece nad doktorantkg w czasie wykonywania
eksperymentéw, pomocy w opracowywaniu i analizowaniu wynikéw, przygotowywaniu
rycin i tabel oraz pisaniu i edycji manuskryptéw. Celem pracy byta analiza rodziny genéw RSH
u B. napus oraz okreslenie potencjalnej roli odpowiedzi scistej w adaptacji tej rosliny
do warunkéw srodowiskowych. W genomie B. napus zidentyfikowano 12 genéw RSH oraz
2 pseudogeny. Analiza organizacji intronowo-eksonowej tych genéw wykazata, ze geny
BnRSH1 cechujg sie bardzo skomplikowang strukturg i posiadajg ponad 20 introndw
i eksondéw. Analiza sekwencji aminokwasowej oraz analiza filogenetyczna wykazata,
ze podobnie jak u innych roslin RSH rzepaku mozna podzieli¢ na 3 grupy: RSH1, RSH2/3 i CRSH.
W sekwencji RSH1 wystepuje substytucja glicyna-seryna odpowiedzialna za utrate aktywnosci
syntetazy alarmondw, natomiast w sekwencji CRSH rzepaku stwierdzono wystepowanie
substytucji odpowiedzialnych za utrate aktywnosci hydrolazowej tego biatka. Biatko BnCRSH,
podobnie jak inne biatka tej grupy, zawiera domeny EF odpowiedzialne za wigzania jonow
Ca%*. Wszystkie analizowane biatka BnRSH potencjalnie zwierajg peptyd sygnatowy
skierowujacy do chloroplastéw. Analiza sekwencji promotorowych gendéw BnRSH wykazata
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wystepowanie wielu elementéw regulatorowych zwigzanych z odpowiedzig roslin na swiatto,
hormony oraz stresy biotyczne i abiotyczne. W genomie rzepaku wystepuje tylko jeden gen
kodujacy CRSH (dla poréwnania jest 6 gendw kodujgcych RSH1 i 5 gendéw kodujgcych RSH2/3),
dlatego wybrano go do dalszych badani. Ekspresja BnCRSH wzrastata w czasie dojrzewania
nasion rzepaku, osiggajac maksymalny poziom 70 dni po kwitnieniu. Po 80 dniach
od kwitnienia byta natomiast ponad 4-krotnie nizsza. Podobny trend wykazywat poziom jonéw
Ca?* - maksymalna zawartos$¢ obserwowana byta 70 dni po kwitnieniu, a nastepnie spadata.
Wzrost poziomu wapnia w czasie dojrzewania nasion prowadzi prawdopodobnie do wzrostu
aktywnosci BnCRSH i tym samym wzrostu poziomu alarmondw. Powoduje to obnizenie
ekspresji gendw jadrowych i plastydowych, co jest niezbedne do dostosowania
metabolizmu nasion do ich wejscia w faze dojrzatosci (odwodnienie i zahamowanie
metabolizmu). Analiza poziomu mRNA BnRSH w siewkach rzepaku traktowanych NaCl
wykazatfa, ze ekspresja tych gendw nie byta indukowana przez stres solny. Co ciekawe,
wykazano natomiast wzrost ekspresji BnRSH1 i BhnRSH2 w liscieniach i korzeniach siewek, ktore
wyrosty z nasion inokulowanych Serratia liquefaciens i Serratia plymuthica. Efektu takiego nie
obserwowano w przypadku bakterii Massilia timonae. Badane w tym dos$wiadczeniu bakterie
nalezg do bakterii PGPR, a ich zdolnos¢ do promowania wzrostu réznych gatunkéw roslin
rowniez w stresie solnym zostata potwierdzona we wczesniejszych badaniach (Hrynkiewicz,
Baum & Leinweber, 2010; Hrynkiewicz i in., 2015). Wyniki ponizszych badan wskazuja,
ze przynajmniej niektére bakterie PGPR mogg wspomagac¢ wzrost i rozwdj roslin takze
w warunkach stresowych poprzez indukcje roslinnej odpowiedzi $cistej. W trzeciej publikacji
analizowano grzyby Trichoderma viride i potwierdzilismy, ze badany szczep grzyba hamuje
wzrost Fusarium culmorum, Botrytis cinerea i Colletotrichum sp. Otoczkowanie nasion jest
uznawane za jeden z najskuteczniejszych sposobow aplikacji mikroorganizmoéw promujacych
wzrost roslin (Rocha i in., 2019), dlatego za cel postawiliSmy sobie uzyskanie otoczki nasienne;j
zawierajgcej spory T. viride. Jako wypetniacz otoczki zastosowano chityne, a jako substancje
odpowiedzialng za adhezje otoczki do nasion rzepaku wykorzystano metyloceluloze. Nasiona
otoczkowane nie kietkowaty lepiej niz nasiona nieotoczkowane, ale siewki, ktére wyrosty
z otoczkowanych nasion cechowaty sie zwiekszong biomase oraz dtugoscig peddw i korzeni
w porownaniu do roslin kontrolnych. Ponadto stwierdzilismy, ze otoczkowanie nie powoduje
wzrostu ekspresji gendw RSH oraz poziomu aktywnosci SOD. Uzyskana otoczka jest przyjazna
dla srodowiska, promuje wzrost siewek rzepaku oraz nie powoduje stresu u roslin. Otoczka
zostata opatentowana (numer Pat. 248336, data patentu 14.10.2025). W ramach tej pracy
doktorskiej powstaty 3 publikacje w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. W jednej
z publikacji jestem autorem korespondencyjnym.

Dabrowska GB, Turkan S, Tylman-Mojzeszek W, Mierek-Adamska A (2021) In silico study of the RSH (RelA/SpoT
Homologs) gene family and expression analysis in response to PGPR bacteria and salinity in Brassica napus.
International Journal of Molecular Sciences 22: 10666.
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Turkan S, Mierek-Adamska A, Gtowacka K, Szydtowska-Czerniak A, Rewers M, Jedrzejczyk |, Dgbrowska GB (2023)
Localization and expression of CRSH transcript, level of calcium ions, and cell cycle activity during Brassica napus
L. seed development. Industrial Crops & Products 195: 116439.

Turkan S, Mierek-Adamska A, Kulasek M, Konieczna WB, Dgbrowska GB (2023) New seed coating containing
Trichoderma viride with anti-pathogenic properties. Peer) 11: e15392.

Analiza ekspresji genéw BnRSH1-3 oraz poziomu alarmondéw w dojrzewajgcych
nasionach rzepaku w potgczeniu z analizg poziomu biatek, lipidéw, cukréw, oleju, barwnikéw
fotosyntetycznych oraz aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych sugeruje udziat odpowiedzi
Scistej w dojrzewaniu nasion rzepaku. Uzyskane wyniki wskazuja, ze odpowiedz $cista
reguluje proces odwodnienia nasion i degradacje chlorofilu poprzez kontrolowanie
systemOéw antyoksydacyjnych. Wyniki te zostaty opublikowane juz po obronie pracy
doktorskiej dr Turkan w czasopismie o zasiegu miedzynarodowym.

Turkan S, Kulasek M, Zienkiewicz A, Mierek-Adamska A, Skrzypek E, Warchot M, Szydtowska-Czerniak A, Bartoli
J, Field B, Dabrowska GB (2024) Guanosine tetraphosphate (ppGpp) is a new player in Brassica napus L. seed
development. Food Chemistry 436: 137648.

W trakcie swojej kariery pracowatam w projektach zwigzanych z zastosowaniem
mikroorganizmow w rolnictwie. Zainteresowanie tym tematem zaowocowato publikacja
przeglagdowg w czasopiSmie o charakterze miedzynarodowym, w ktérej jestem autorem
korespondencyjnym. W publikacji tej dokonano kompleksowego przegladu literatury
opisujgcej molekularne mechanizmy lezgce u podstaw interakcji roslina-mikroorganizmy.
Przedstawiono liczne przyktady mikroorganizméw promujgcych wzrost i rozwdj roslin,
skupiajac sie na publikacjach, w ktérych analizowano rowniez jaki mechanizm lezy u podstaw
tego pozytywnego oddziatywania. W publikacji tej poruszamy réwniez problem rozbieznosci
pomiedzy pozytywnymi efektami dziatania mikroorganizmdéw na rosline, kiedy interakcje
sg testowane w warunkach laboratoryjnych lub szklarniowych, a brakiem tego pozytywnego
efektu, kiedy testy sg przeprowadzone w warunkach polowych. Dyskutujemy réwniez
interakcje pomiedzy mikroorganizmami tworzgcymi mikrobiom danej rosliny oraz koncepcje
holobiontu. W szczegdétach przedstawiamy udziat mechanizméw antyoksydacyjnych,
fitohormondéw oraz odpowiedzi $cistej w interakcjach roslina-mikroorganizm. Zwtaszcza ten
ostatni mechanizm jest interesujgcy i stosunkowo mato poznany. Wydaje sig, ze rosliny moga
manipulowac poziomem alarmonéw w mikroorganizmach tworzacych ich wtasny mikrobiom,
ale takze w potencjalnie patogennych bakteriach.

Antoszewski M, Mierek-Adamska A, Dgbrowska GB (2022) The importance of microorganisms for sustainable
agriculture —a review. Metabolites 12: 1100.

Czes$¢ badan zwigzanych z mozliwoscig zastosowania mikroorganizmow w rolnictwie
byta realizowana w ramach projektow badawczo-rozwojowych. W roku 2021 bratam udziat
w badaniach finansowanych przez Urzad Marszatkowski Wojewddztwa Kujawsko-
Pomorskiego ,Wiecej wiedzy na hektar, mniej chemii na hektar — wstepne badania
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biologicznych rozwigzan dla rolnictwa”. Badania dotyczyty hydrozeli i ich potencjalnego
zastosowania w uprawach rzepaku. Moéj udziat w projekcie polegat na opracowaniu metod
aplikacji hydrozeli bezposrednio na nasiona lub do gleby oraz analizie parametréw wzrostu
siewek rzepaku. Wyniki badan pokazaty, ze w stosowaniu komercyjnie dostepnych hydrozeli
niezwykle istotna jest ich odpowiednia aplikacja. Nieprawidtowe stosowanie
(tj. nieodpowiednie stezenie czy forma podania do gleby) moze mie¢ negatywny wptyw
na kietkowanie i dalszy wzrost siewek. W pézniejszej fazie badan projekt dotyczacy hydrozeli
zostat uzupetniony o badania pokazujgce efekt jednoczesnego zastosowania hydrozeli
i inokulacji nasion bakteriami nalezgcymi do PGPM. W badaniu polowym wykazano potencjat
S. plymuthica do promowania wzrostu i rozwoju rzepaku, przy jednoczesnym obnizeniu
nawozenia w warunkach suszy. W badaniu polowym wykazano réwniez brak skutecznosci
hydrozelu w poprawianiu wzrostu roslin rzepaku oraz jego negatywny efekt na dziatanie
S. plymuthica. Badania te zaowocowaty publikacjg o zasiegu miedzynarodowym.

Dabrowska GB, Krauklis D, Kulasek M, Nocny M, Antoszewski M, Mierek-Adamska A, Kaliska B (2025) Synthetic
hydrogel dilutes Serratia plymuthica growth-promoting effect on Brassica napus L. under drought conditions.
Agriculture 15: 142.

W latach 2021-2023 bytam cztonkiem zespotu projektowego kierowanego przez
prof. dr hab. Grazyne Dgbrowska w projekcie finansowanym przez NCBR w ramach konkursu
Szybka Sciezka pt. ,Innowacyjne, ptynne nawozy azotowe z krzemem i mikroelementami
wzbogacone w mikroorganizmy oraz dodatki funkcjonalne” (POIR.01.01.01-00-1313/20),
ktorego beneficjentem byta Grupa Azoty Zaktady Chemiczne ,,Police” S.A. W ramach zadania
badawczego pt. ,Badanie nad opracowaniem sposobu wprowadzania mikroorganizmow
do formut nawozdéw ptynnych o ustalanych sktadach chemicznych” prowadzone byty badania
w celu selekcji mikroorganizméw (bakterii z rodzaju Bacillus, Serratia i Pseudomonas oraz
grzybow z rodzaju Trichoderma) zdolnych do promowania wzrostu i rozwoju roslin, ktére
jednoczesnie mogtyby przezy¢ w nawozach mineralnych. Mdéj udziat w projekcie polegat
na okreslaniu przynaleznosci rodzajowej/gatunkowej analizowanych mikroorganizméw,
opracowaniu metody okres$lenia liczebnosci i sktadu gatunkowego mikroorganizméw
na roslinach traktowanych nawozami z dodatkiem wybranych mikroorganizméw. Bratam
rowniez udziat w analizowaniu wynikéw, przygotowaniu raportu korncowego oraz
formutowaniu rekomendacji dla zlecajgcego badanie. Efektem realizacji projektu byto
wyselekcjonowanie kolekcji mikroorganizméw zdolnych do przezywania w nawozie
mineralnym o okreslonym sktadzie i promowania wzrostu roslin. Ponadto opracowano
protokoty dtugoterminowego przechowywania mikroorganizméw oraz ich namnazania
na skale péttechniczna.

W latach 2022-2023 uczestniczytam w realizacji projektu pt. ,,Zywno$é¢ zwiekszajaca
odpornos¢ organizmu na wirusy” finansowany przez MEiN oraz Europejski Fundusz Rozwoju
Regionalnego w ramach programu ,Inkubator innowacyjnosci UMK_4.0”. Projekt zaktadat

pozyskanie siewek popularnych roslin warzywnych i ziét jak Anethum graveolens L. (koper
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ogrodowy), Raphanus sativus L. var. sativus (rzodkiewka) i Lepidium sativum L. (pieprzyca
siewna pot. rzezucha) cechujgcych sie zwiekszong zawartoscig cynku. Méj udziat w projekcie
polegat na opracowaniu parametréw procesu kondycjonowania (stezenia, czas, forma
chemiczna jondéw cynku) oraz sprawdzeniu czy ekspresja metalotionein oraz gendw
odpowiedzi scistej jest zalezna od warunkéw kondycjonowania. Kondycjonowanie nasion
ZnSO4 prowadzito do poprawy parametrow kietkowania oraz wzrostu siewek, a takze
prowadzito do zwiekszonej zawartosci jondw Zn w siewkach. Do kondycjonowania
zastosowalisSmy réwniez mieszanine ZnSQ4 oraz bakterii Lactobacillus, co nie skutkowato
jednak lepszymi parametrami kietkowania i wzrostu czy zwiekszong zawartoscig cynku. Na
poziomie molekularnym obecnos$é bakterii Lactobacillus powodowata obnizenie ekspresji
gendbw MT i RSH w siewach w pordéwnaniu do siewek, ktére wyrosty z nasion
kondycjonowanych samym cynkiem. Wyniki wykorzystano do przygotowania zgtoszenia
patentowego (szczegoty dotyczace zgtoszen patentowych w zatgczniku 4).

Kolejne badania zwigzane z tematem mikroorganizméw w rolnictwie dotyczyty
grzybow z rodzaju Trichoderma. Analiza szczepow T. viride pozyskanych z réznych srodowisk
wykazata, ze szczepy rézinig sie zdolnoscig do syntezy IAA, aktywnoscig celulolityczng
i pektynolityczng. W doswiadczeniu in vitro testowane szczepy réznity sie tez zdolnoscig do
promowania wzrostu siewek rzepaku, a co ciekawe niektdre szczepy wykazywaty negatywny
wptyw na rosliny. Ekspresja MT rzepaku wzrastata w odpowiedzi na inokulacje T. viride,
chociaz efekt byt zalezy od typu MT, organu rosliny oraz szczepu grzyba. Ekspresja gendw RSH
generalnie spadata w korzeniach i liscieniach siewek, ktére wyrosty z nasion inokulowanych
sporami grzyba, tylko w przypadku RSH3 ekspresja wzrastata w korzeniach. Jeden z badanych
szczepOw zostat réwniez przetestowany w warunkach polowych i wykazano, ze inokulacja
sporami grzyba prowadzi do statystycznie istotnego wzrostu plonowania. Ciekawym
zagadnieniem jest réwniez mechanizm kolonizacji korzeni rzepaku przez T. viride. Analiza
mikroskopowa wykazat, ze strzepki grzyba formuja ,sie¢” wokot korzenia gtéwnego,
a nastepnie wtosnikdw. Uzyskane wyniki wskazujg réwniez na mozliwos¢ penetracji apoplastu
endodermy korzenia przez strzepki grzyba. Ta hipoteza jest obecnie weryfikowana poprzez
analizy kolonizacji korzenia przez T. viride w mikroskopie elektronowym. Méj udziat w tym
projekcie polegat na hodowli materiatu do badan, analizie wzrostu roslin w warunkach in vitro,
analizie ekspresji, edycji manuskryptu oraz nadzorowania pracy doktorantéw biorgcych udziat
w projekcie. Wyniki te zostaty opublikowane w czasopismie o zasiegu miedzynarodowym oraz
przedstawione na dwdch miedzynarodowych oraz jednej krajowej konferencji (szczegoty
konferencji w zatgczniku 4).

Garstecka Z, Antoszewski M, Mierek-Adamska A, Krauklis D, Niedojadto K, Kaliska B, Hrynkiewicz K, Dgbrowska
GB (2023) Trichoderma viride colonizes the roots of Brassica napus L., alters the expression of stress-responsive
genes, and increases the yield of canola under field conditions during drought. International Journal of Molecular
Sciences 24: 15349.
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Projektem, ktory posrednio faczy sie z opisanymi powyzej jest zastosowanie ekstraktu
z jemioty w rolnictwie. Ekstrakty roslinne sg bogate w réznorodne substancje i majg potencjat
do stosowania w rolnictwie zréwnowazonym w celu ograniczenia zuzycie agrochemikaliow
(Godlewska, Ronga & Michalak, 2021). W ekstrakcie z jemioty znajdujg sie liczne substancje
biologicznie czynne jak lektyny, wiskotoksyny, flawonoidy czy aminokwasy. Jednakze sktad
takiego ekstraktu jest zalezny od czesci rosliny, z ktdrej zostat przygotowany, pory roku
w ktorej zebrano rosliny czy wreszcie metody ekstrakcji. Ekstrakt z jemioty jest znany ze swoich
wiasciwosci antybakteryjnych (Pietrzak & Nowak, 2021). Jest takze stosowany jako czynniki
wspomagajgcy dziatanie uktadu immunologicznego w czasie klasycznej chemioterapii,
jednakze wielu autoréw wskazuje, Zze istniejgce doniesienia sg niewystarczajgce
do potwierdzenia skutecznosci stosowania tego ekstraktu (Horneber i in., 2008; Pelzer i in.,
2022). Mozliwosci zastosowania ekstraktu z jemioty w rolnictwie nie sg powszechnie badane.
Méj udziat w projekcie polegat na opracowaniu metody aplikacji ekstraktu na nasiona,
napisaniu i edycji manuskryptu. Aplikacja wodnego ekstraktu z jemioty na nasiona
nie powodowata wzrostu biomasy oraz dtugosci hypokotyli i korzeni siewek rzepaku,
natomiast obserwowano statystycznie istotny wzrost chlorofilu i karotenoidow. Wyniki tych
badan zostaty opublikowane w czasopismie o zasiegu miedzynarodowym oraz planowane jest
napisanie projektu dotyczacego dalszy badan nad potencjatem ekstraktu z jemioty
do stosowania w rolnictwie.

Michalak M, Antoszewski M, Kaminski D, Mierek-Adamska A, Dgbrowska GB (2024) Priming of Brassica napus L.
seeds with aqueous extract from mistletoe (Viscum album L.) boosts the content of photosynthetic pigments.
Ecological Questions 35: 4.

Oprdécz badan nad zastosowaniem mikroorganizméw w rolnictwie w Katedrze
Genetyki prowadzone sg badania zapoczgtkowane przez prof. dr hab. Grazyne Dabrowska
dotyczace degradacji materiatéw polimerowych przez mikroorganizmy. Jednym z badanych
mikroorganizmow byta bakteria Serratia plymuthica szczep IV-11-34. Genom tej bakterii zostat
zsekwencjonowany i zdeponowany w banku genéw NCBI (NZ_JAAQRN010000000). Analiza
genomu tej bakterii wykazata istnienie 155 gendw, ktorych produkty mogg byé zaangazowane
w degradacje i metabolizm ksenobiotykéw. Zdolnos¢ do degradacji polilaktydu (PLA)
i poli(tereftalau etylenu) (PET) zostata oszacowana na podstawie analizy biochemicznego
zapotrzebowania na tlen (BOD). Zaobserwowano wyrazny wzrost BOD, kiedy bakterie
hodowano w pozywkach zawierajgcych PLA lub PET jako jedyne zrédto wegla w poréwnaniu
do pozywek kontrolnych. Ponadto wykazano, ze bakterie formujg biofilm na powierzchni
tworzywa, ktéry byt obecny zaréwno na PLA jak i PET. W celu zbadania molekularnych
mechanizméw lezgcych u podstaw obserwowanej biodegradacji zbadano ekspresje genéw
kodujacych biatka odpowiedzi $cistej. Za metabolizm alarmondéw u bakterii odpowiadajg biatka
RelA (syntetaza alarmondw) i SpoT (przede wszystkim hydrolaza alarmondéw, chociaz moze
wykazywac rowniez niskg aktywnos$¢ syntetazy). U wiekszosci bakterii wystepuje jeden
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bifunkcjonalny enzym Rel (Durfee i in., 2008; Boutte & Crosson, 2013). W obecnosci PLA
obserwowano wzrost ekspresji relA, a w obecnosci PET spadek ekspresji spoT. Wzrost bakterii
w pozywkach zawierajagcych polimer jako jedyne irédio wegla powoduje stres
spowodowany brakiem sktadnikéw odzywczych. Adaptacja metabolizmu do takich
warunkéw odbywa sie poprzez wzrost poziomu alarmondéw. Moj udziat w przygotowaniu
publikacji opisujgcej te wyniki polegat na nadzorowaniu doswiadczen dotyczacych analizy
genomu S. plymuthica, przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu oraz jego edycji
po recenzjach, kuratorstwie danych. Wykazano rowniez mozliwo$é¢ biodegradacji PLA i PET
przez grzyby T. viride. Do badan wybrano szczep, ktéry charakteryzowat sie wysokimi
zdolnosciami hydrolitycznymi. Po 3 miesigcach inkubacji fragmentéw polimeréw w hodowli
grzyba wykazano, ze strzepki grzyba bardzo $cisle przylegaja do powierzchni polimeréw.
Analiza wtasciwosci polimeréw po inkubacji w hodowli grzyba poprzez skaningowa
kalorymetrie rdinicowg oraz spektroskopie w podczerwieni z transformacjg Fouriera
dostarczyta dowodéw na biodegradacje PLA przez T. viride. W proces biodegradacji tworzyw
sztucznych przez grzyby sg zaangazowane mate biatka bogate w reszty cysteinowe -
hydrofobiny. Biatka te wydzielane z komdérki umozliwiajg adhezje strzepek grzyba
do hydrofobowych powierzchni np. powierzchni tkanek roslinnych. Biatka te majg zdolnos¢ do
spontanicznego formowania amfipatycznej monowarstwy umozliwiajgcej interakcje
pomiedzy hydrofobowym a hydrofilowym Srodowiskiem (Scholtmeijer, Wessels & Wdsten,
2001; Wu i in., 2017; Cicatiello i in., 2017). W badaniach wykazano obecnos¢ hydrofobin
w podfozu pohodowlanym oraz hydrofobinowego filmu na powierzchni PET i PLA. Film ten jest
kluczowym etapem umozliwiajgcym przyleganie strzepek grzyba do powierzchni tworzywa.
Moj udziat w publikacji opisujacej te wyniki polegat na hodowli grzyba oraz przygotowaniu
polimerow do badan, przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu oraz jego edycji
po recenzjach, kuratorstwie danych. W obu tych publikacjach jestem autorem
korespondencyjnym.

Dabrowska GB, Tylman-Mojzeszek W, Mierek-Adamska A, Richert A, Hrynkiewicz K (2021) Potential of Serratia
plymuthica 1V-11-34 strain for biodegradation of polylactide and poly(ethylene terephthalate). International
Journal of Biological Macromolecules 193: 145-153.

Dabrowska G, Garstecka Z, Olewnik-Kruszkowska E, Szczepanska G, Ostrowski M, Mierek-Adamska A (2021)
Changes in the structure of polylactide and poly(ethylene terephthalate) in the presence of Trichoderma viride.
International Journal of Molecular Sciences 22: 3491.

W trakcie swojej pracy zawodowej zajmowatam sie rowniez metalotioneinami
z innych grup organizmow niz rosliny. Bratam udziat w opisanych powyzej (rozdziat 5)
badaniach dotyczagcych MT ryby C. gariepinus. Ponadto jestem wspotautorem pracy
przegladowej dotyczacej MT bakteryjnych. MT bakteryjne stanowig bardzo ciekawa,
zréznicowang grupe biatek. Jak dotad biatka te opisano u cyjanobakterii, bakterii z rodzaju
Pseudomonas i Mycobacterium. Najlepiej poznana SmtA z Synechococcus PCC 7942 to biatko
o dtugosci 56 aminokwaséw z 9 resztami cysteinowymi oraz 3 resztami histydynowymi.
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MT wystepujgce u Pseudomonas (PmtA) zbudowane sg zwykle z ponad 70 aminokwaséw
z 10 resztami cysteinowymi i zawierajg od 1 do 3 reszt histydynowych. MymT wystepujgce
u Mpycobacterium 7 reszt cysteinowych i 2 histydynowe, a catkowita dtugos¢ biatka
to 56 aminokwasow. MymT wykazujg bardzo niski stopiert homologii do SmtA i PtmA. Ten niski
stopien homologii pomiedzy sekwencjami MT u réznych grup bakterii znacznie utrudnia
identyfikacje nowych cztonkéw rodziny bakteryjnych metalotionein.

Mierek-Adamska A, Tylman-Mojzeszek W, Znajewska Z, Dgbrowska GB (2017) Metalotioneiny bakteryjne.
Postepy Mikrobiologii 56: 171-179.

Nadal kontynuuje badania roslinnych metalotionein. Wiekszos¢ badan dotyczacych
tego tematu zostata opisana powyzej. Bylam promotorem pomocniczym rozprawy
doktorskiej dr Wiktorii Koniecznej pt. ,,Rola metalotionein owsa zwyczajnego (Avena sativa
L.) w odpowiedzi na czynniki srodowiskowe” (obrona rozprawy doktorskiej 4.02.2025).
Wyniki badan opisanych w tej rozprawie doktorskiej zostaty uwzglednione w opisie powyzej
(rozdziat 4.3).

Obecnie jestem promotorem pomocniczym rozprawy doktorskiej mgr Marcela
Antoszewskiego (planowana obrona rozprawy doktorskiej - Il potowa 2026 roku). Celem
projektu doktorskiego mgr Antoszewskiego jest analiza roli odpowiedzi Scistej w adaptacji
do warunkéw niedoboru mikroelementéw u rosdliny modelowej A. thaliana. Wiadomo,
ze niedobdr sktadnikéw odzywczych indukuje odpowiedz $cistg u bakterii. W przypadku roslin
odpowiedz Scista byta indukowana u A. thaliana (Honoki i in., 2018) i ryzu (Li i in., 2022)
w odpowiedzi na niedobdr azotu. Rola odpowiedzi $cistej w adaptacji do niedoboru
mikroelementéw jest zupetnie nowym kierunkiem badan nad tym mechanizmem. Wstepne
wyniki pokazujg wyrazny wzrost ekspresji genéw kodujgcych syntetazy alarmondéw (RSH2,
RSH3 i CRSH) na pozywkach pozbawionych mikroelementéw. Nawigzana wspdtpraca
z prof. Benem Fieldem z Aix Marseille University (Francja) umozliwita wykorzystane w tym
projekcie mutantéw A. thaliana, wytworzonych przez prof. Fielda tj. niewytwarzajacych
alarmonéw (mutant z delecjg w genach RSH2, RSH3 i CRSH) oraz produkujgcych wieksze ilosci
alarmonéw (mutant z nadekspresjg genu RSH3). Rosliny typu dzikiego (ekotyp Col-0) oraz
mutanty hodowano na pozywce MS, MS bez Zn, MS bez Fe, MS bez Mn, MS bez Cu oraz MS
bez wszystkich tych czterech pierwiastkdw. Rosliny nie wytwarzajgce alarmondw
i produkujgce wiekszg ich ilo$¢é rosty gorzej na wszystkich analizowanych pozywkach niz rosliny
typu dzikiego. Obecnie w trakcie sg analizy transkryptomu, poziomu alarmondw, barwnikéw
fotosyntetycznych, fitohormondw i zawartosci mikroelementdw, ktérych wstepne wyniki
wskazujg na udziat odpowiedzi Scistej w adaptacji do niedoboru mikroelementdéw. Planowane
sg rowniez badania struktury $ciany komdrkowej oraz ultrastruktury komérki. Na realizacje
projektu mgr Antoszewski uzyskat grant NCN Preludium (nr 2024/53/N/NZ1/01374) ,,Adapt
or starve - exploring alarmones signaling pathway in metal starvation in Arabidopsis
thaliana”, w ktérym petnie role opiekuna naukowego mgr Antoszewskiego.
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Mgr Antoszewski bierze réwniez udziat w rozpoczetych przeze mnie badaniach nad
mutantem A. thaliana MT4a/MT4b, ktérego wytworzytam w trakcie pobytu na stypendium
MSCA w Wielkiej Brytanii. Wstepne badania kietkowania i wczesnego wzrostu siewek
nie wykazaty rdéznic pomiedzy mutantem a roslinami typu dzikiego na pozywkach MS.
Ze wzgledu na role MT typu 4 w akumulacji cynku w nasionach w czasie kietkowania
postawitam hipoteze, ze réznice fenotypowe bedg widoczne, kiedy rosliny bedg kietkowaty
i rosty na pozywkach pozbawionych cynku. Jednakze zaden z testowanych parametréw
kietkowania i wczesnego wzrostu roslin (m. in. sita kietkowania, dtugosc¢ korzeni, Swieza i sucha
masa) nie réznit sie pomiedzy roslinami typu dzikiego a mutantem. Mutanty miaty natomiast
mniej chlorofilu niz rosliny typu dzikiego. W zwigzku z postulowang przeze mnie wczesniej rolg
MT4 jako biatek zdolnych do rozrézniania pomiedzy Zn a Cd sprawdzony zostat rowniez wzrost
roslin w pozywkach zawierajgcych Cd (10, 30, 60, 100 uM). Co ciekawe, na pozywkach z 10 uM
Cd, mutanty miaty wiekszg suchg i swiezg biomase niz rosliny typu dzikiego. W zwigzku
z wykazang przeze mnie wczesniej mozliwoscig regulacji MT przez fitohormony sprawdzono
zawarto$¢ fitohormonow (IAA, JA, ABA, GA7, SA) w roslinach typu dzikiego i mutantach
na réznych podtozach. Najbardziej istotne zmiany zaobserwowano dla JA — na podtozach MS
mutanty zawieraty znacznie mniej JA niz rosliny typu dzikiego, podczas gdy odwrotng sytuacje
obserwowano dla podtozy bez Zn i z Cd. Obserwowalismy réwniez wzrost ekspresji bardzo
wielu gendw zwigzanych z biosyntezg JA na podtozach z Cd i bez Zn u mutantéw w poréwnaniu
z roslinami typu dzikiego. Wskazuje to na udziat JA w homeostazie cynku oraz detoksyfikacji
kadmu oraz na regulacje MT4 przez ten fitohormon. Bardzo ciekawa jest rowniez obserwacja,
ze w mutantach zwtaszcza na podtozu bez Zn bardzo intensywnie wzrasta ekspresja licznych
gendw kodujgcych transportery jondw metali ciezkich zwtaszcza z rodziny ZIP, COPT i NRAMP
w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego na tym samym podtozu. Brak MT4 powoduje
zwiekszanie ilosci biatek zaangazowanych m. in. w pobierane cynku z podtfoza, co sugeruje role
MT4 jako swoistego sensora statusu cynku w roslinach. Z tych wynikéw przygotowywana jest
wtasnie publikacji do czasopisma o zasiegu miedzynarodowym (planowane przestanie
do czasopisma Q1 w marcu 2026 roku). Czes¢ z wynikdow przedstawiono w czasie
miedzynarodowej konferencji (szczegdty dotyczgce konferencji w zatgczniku 4).

Badania nad roslinnymi MT kontynuowane sg réwniez w obecnie trwajgcym projekcie
doktorskim mgr Magdaleny Michalak, w ktorym jestem promotorem pomocniczym
(planowana obrona rozprawy doktorskiej — Il potowa 2028 roku). Celem projektu doktorskiego
mgr Michalak jest analiza funkcji MT badajgc mutanty wytworzone na drodze edycji genomu
metodg CRISPR/Cas. Mgr Michalak kontynuuje analizy mutanta AtMT4a/MTb skupiajac sie na
analizie roli MT typu 4 w warunkach wysokiego, toksycznego dla roslin stezenia cynku.
Obecnie mgr Michalak analizuje kietkowanie i wzrost roslin w pozywkach MS zawierajgcych Zn
w stezeniach 100-500 uM (klasyczna pozywka MS zawiera Zn w stezeniu okoto 30 uM).
Wstepne wyniki pokazuja, ze przy wysokim stezeniu cynku mutanty kietkujg i rosng gorzej niz
rosliny typu dzikiego. W kolejnych etapach sprawdzone zostang parametry biochemiczne
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roslin i odpowiedz antyoksydacyjna oraz zostang wybrane warianty, dla ktérych zostanie
wykonane sekwencjonowanie RNA. Réwnoczesnie mgr Michalak pracuje nad uzyskaniem
wektoréw umozliwiajgcych wprowadzenie delecji w genach kodujgcych MT typu 1-3.
Dla kazdego genu projektowane sg przynajmniej cztery gRNA, ktdre nastepnie klonowane
sg do wektoréw pEN-Chimera oraz pEN-2xChimera. Zastosowanie dwéch gRNA jednoczesnie
do jednego genu znacznie usprawnia pdzniejszg identyfikacje roslin, u ktérych wystepuje
delecja. Po potwierdzeniu obecnosci gRNA poprzez sekwencjonowanie, kaseta zwierajgc
gRNA oraz elementy regulatorowe jest przenoszona do wektoréw docelowych z nukleazg Cas9
poprzez rekombinacje umiejscowiong. Wydajnos¢ uzyskanych wektoréw jest obecnie
testowana w protoplastach. W planie pracy doktorskiej mgr Michalak jest réwniez
kontynuacja rozpoczetego przeze mnie projektu dotyczacego mozliwosci wprowadzenia
w sekwencji kodujgcej MT substytucji stosujgc technologie CRISPR/Cas. Ta czes$¢ projektu
doktorskiego jest kontynuacjg grantu NCN Miniatura ,,Udziat histydyn w metalotioneinach
typu 4 w odrdéznianiu pomiedzy cynkiem a kadmem” (nr 2023/07/X/NZ1/00987), ktérego
bytam kierownikiem. W ramach realizacji tego projektu zaprojektowatam gRNA, tak aby
docelowo modyfikowac¢ nukleotydy w kodonach kodujgcych histydyne w MT4. Te gRNA
wklonowatam nastepnie do wektora pJY-RpABE (Addgene), zawierajgcego gen kodujacy
SpCas9 z substytucjg D10A (enzym ma aktywnos¢ nikazy) oraz gen kodujgcy ABE (edytor
adeniny). Efektywnos$¢ tych wektoréow do wprowadzania substytucji w kodonie CAC
kodujgcym histydyne w MT4 testowatam w protoplastach. Z niewielkg wydajnoscia
uzyskiwatam pozadang substytucje, czesciej obserwowatam substytucje w kodonie obok. Jest
to spowodowanie tym, ze w celu wprowadzenia substytucji w okreslonym miejscu kluczowa
jest odlegtos¢ gRNA od docelowego nukleotydu. Z drugiej strony, umiejscowienie gRNA jest
uwarunkowane obecnoscig sekwencji PAM w docelowym fragmencie DNA. W projekcie
doktorskim mgr Michalak planowane jest wiec wykorzystanie Cas z innych gatunkéw bakterii,
dzieki czemu bedzie mozliwe precyzyjniejsze wprowadzenie substytucji do docelowego
kodonu. W oparciu o wyniki uzyskane przez mgr Michalak nie zostaty przygotowane jeszcze
zadne publikacje, natomiast cze$¢ wynikéw przedstawionych zostato na konferencjach
krajowych (szczegdty dotyczace konferencji w zataczniku 4).

W latach 2020-2025 bytam cztonkiem Wytaniajacego sie pola badawczego (Emerging
Field) ,Nauki o glebie, mikrobiologia, genetyka w rolnictwie i jakos¢ pozywienia”
utworzonego na Uniwersytecie Mikotfaja Kopernika w Toruniu w ramach konkursu MNiSW
,Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza”. Wytaniajgce sie pola badawcze zostaty
wytonione w ramach konkursu na UMK w Toruniu, a ich celem byto zwiekszenie
umiedzynarodowienia badan, pozyskiwania s$rodkéw na badania oraz realizacja
innowacyjnych badan. Moja badania skupiajgce sie na badaniu genetycznych podstaw
interakcji mikroorganizmdéw z roslinami wpisujg sie w dziatalno$¢ naukowg zespotu. Udziat
w tym zespole bedzie kontynuowany w latach 2026-2028 — projekt ,,Organiczne rozwigzania
dla bioréznorodnosci napedzajgce innowacje w rolnictwie i Zywieniu (OBSIDIAN)” otrzymat
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dofinansowanie w ramach konkursu na wybér zespotéw badawczych prowadzacych badania
w priorytetowych obszarach badawczych Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu.
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Kursy i szkolenia:

e Szkolenie ,Molekularne metody w diagnostyce medycznej i weterynaryjnej”
organizowane przez ,,MBS Serwis dla Biologii Molekularnej” i Uniwersytet Medyczny
w todzi (21-23.11.2011).

e Szkolenie ,Raising article quality” organizowane przez Academic Development Centre,
Warwick University (15.05.2019).

e Szkolenie ,Przygotowanie do Szybkich Randek Naukowo-Dziennikarskich”
organizowane przez Stowarzyszenie Rzecznicy Nauki finansowane ze Srodkéw
Ministerstwa Edukacji i Nauki (16.11.2022).
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Szkolenie ,Rozwijanie kompetencji dydaktycznych nauczycieli akademickich.
Zastosowanie wybranych rozwigzan dydaktycznych.” organizowane przez Uniwersytet
Mikotaja Kopernika (pazdziernik-grudzien 2022).

Szkolenia “Peruasive grant writing” i , Writing a research paper” w ramach Nature
Masterclasses (marzec, wrzesien 2023).

Szkolenie ,,How to write a competitive proposal for Horizon Europe” organizowane
w ramach programu ,lInicjatywa doskonatosci — uczelnia badawcza” (IDUB) UMK
(4.10.2023).

Szkolenie "Komunikacja z osobg z zaburzeniem psychicznym" organizowane przez
samodzielne Stanowisko ds. Zarzadzania Zasobami Ludzkimi oraz Uniwersytecki
Osrodek Wsparcia i Rozwoju Osobistego UMK (7.06.2024).

Szkolenia e-learningowe CBA ,Korupcja w biznesie”, ,Korupcja w administracji
publicznej”, ,Przeciwdziatanie korupcji” (lipiec-sierpien 2024).

Szkolenia Narodowego Centrum Badan i Rozwoju ,Kim jest ekspert NCBR” (5.08.2024),
»Jak przygotowac recenzje wniosku o zmiane lub recenzje raportu?” (21.10.2024),
»,O0cena wnioskdw o dofinansowanie w konkursach krajowych, strategicznych
i miedzynarodowych” (4.11.2024).

Szkolenie podnoszace kompetencje z zakresu zielonej transformacji ,Ryzyka
klimatyczne” (styczen 2025), szkolenie podnoszace kompetencje cyfrowe ,Test na
MOODLE nie tylko do egzaminowania. Rézne sposoby wykorzystanie platformy”
(pazdziernik-listopad 2024), szkolenie podnoszgce kompetencje dydaktyczne ,Gry
i kreatywne éwiczenia w aktywnym uczeniu sie studentéw” oraz ,,Wyzwania w pracy ze
studentami” (grudzien 2024 - styczen 2025) organizowane w ramach projektu
MODULE4NCU Poniesienie kompetencji kadry dydaktycznej UMK w Toruniu w latach
2024-2026 (styczen 2025).

Szkolenie ,Sztuczna inteligencja (Al) na uczelni” (3.06.2025) oraz warsztaty ,Sztuczna
inteligencja w dydaktyce akademickiej” (13.06.2025) organizowane przez ADD
i Uniwersytet Mikotfaja Kopernika w Toruniu.

Szkolenia , Transformacja energetyczna” (11.06.2025, 18.06.2025), ,,System ankietowy
Lime Survey” (24.09.2025), ,System wideokonferencyjny Rally Plus” (30.09.2025) w
ramach projektu pt. ,Integralny Program Wsparcia Kompetencji Kluczowych dla
Gospodarki 4.0 studentéw i kadry UMK w Toruniu”.

Nagrody i wyrdznienia:

Grant od Federacji Europejskich Towarzystw Biologii Roslin umozliwiajgcy uczestnictwo

w XVI Kongresie FESPB (18-22.08.2008, Tampere, Finlandia).

Wyrdéznienie zespotowe JM Rektora UMK za osiggniecia naukowe w roku 2019 i 2021.

Wyrdéznienie w ramach Nagrody Specjalnej: Zespdt badawczy Katedry Genetyki

Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych — Uniwersytet Mikotaja Kopernika

w Toruniu za rozwigzanie pod nazwg: ,Bio-otoczka nasienna i technologia jej

wytwarzania”, Liderzy Innowacji Pomorza i Kujaw 2022.

Nagroda za najlepszy plakat w czasie Second Edition of Virtual International Conference

“Plant productivity and food safety: Soil science, Microbiology, Agricultural genetics and

Food quality.” 15-16.09.2022, Online.

Srebrny Medal za rozwigzanie ,Ochronna biootoczka nasion rzepaku”, XVI

Miedzynarodowe Targi Wynalazkéw i Innowacji, Intrag 2023, 24-25. 05.2023, Katowice.
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e Medal Brgzowy za Dtugoletnig Stuzbe (2024).

e Stypendia JM Rektora UMK za publikacje w prestizowych czasopismach naukowych (8).

e Nagroda Polskiego Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej Roslin za najlepszg prace
przeglagdowa w jezyku angielskim w latach 2023-2025 za publikacje ,Type 4 plant
metallothioneins — players in zinc biofortification?”.

Plany na przysztos¢

Moje plany na przyszto$¢ sg bezposrednio zwigzane z opisywanymi powyzej badaniami
i zastosowaniem techniki CRISPR/Cas9 do badania funkcji roslinnych metalotionein.
Chciatabym uzyska¢ rosline A. thaliana z delecja we wszystkich aktywnie eksprymowanych
genach MT. Rozpoczeta wspédtpraca z prof. Fieldem umozliwi wykorzystanie w tym celu
wektorow umozliwiajgcych multipleks CRISPR/Cas, co znacznie przyspieszy pozyskanie
pozgdanych mutantéw. Ponadto planuje wykorzystaé technologie CRISPR/Cas do modyfikacji
nukleotyddéw w celu uzyskania roslin eksprymujacych MT o zmienionej sekwencji, zwtaszcza
MT4 z substytucjg histydyn. Badania te bedg kontynuacjg badan przedstawionych
w publikacjach P1 i P6. W tych badaniach chciatabym kontynuowaé wspétprace z prof.
Gutierrez-Marcos. Kontynuujgc analize transgenicznych linii A. thaliana eksprymujgcych
SbMT4 oraz mutanty tego biatka (P6) chciatabym sprawdzi¢ czy obecnos$é/brak histydyn
zmienia subkomaérkowg lokalizacje kadmu/cynku oraz ich chemiczng specjacje. W tym celu
kontynuujgc wspodtprace z prof. Blindauer chciatabym opracowac metodologie umozliwiajacej
ustalenie chemicznej specjacji cynku i kadmu w tkankach roslinnych. Brakujagcym ogniwem
w zrozumieniu roli roslinnych metalotionein jest rowniez brak badan pokazujgcych interakcje
MT z innymi biatkami, dlatego planuje podjecie préby opracowania metodologii
to umozliwiajgcej. Ponadto bede kontynuowa¢ badania zwigzane z roslinnymi
metalotioneinami oraz reaktywnymi formami tlenu. W ramach kontynuacji wspoétpracy z dr
Cardenas-Perez wykorzystujgc uzyskane juz wyniki sekwencjonowania RNA S. europaea,
planuje analize MT u tej roslin. Jest to bardzo interesujacy temat badawczy, poniewaz
wiadomo, ze halofity wyksztatcity mechanizmy umozliwiajgce im adaptacje do wysokich
stezen metali ciezkich, a bardzo niewiele wiadomo o MT w tej grupie roslin.

Mam réwniez zamiar kontynuowa¢ badania niezwigzane bezposrednio
z metalotioneinami w tym badania nad rolag odpowiedzi scistej w adaptacji roslin
do warunkow stresowych oraz molekularnych mechanizmoéw lezgcych u podstaw interakgcji
roslin z mikroorganizmami. W ramach tego ostatniego tematu szczegdlnie interesujg mnie
mechanizmy dzieki ktdrym mikroorganizmy zwiekszajg biodostepnos¢ mikroelementow
zawartych w glebie dla roslin. Ponadto, bede kontynuowac wspdtprace z prof. dr hab. Edytg
Skrzypek i dr hab. Marzeng Warchot z Instytutu Fizjologii Roslin im. Franciszka Gorskiego PAN
w Krakowie nad liniami hybrydowymi owsa i kukurydzy.
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