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TYTUL PRACY DOKTORSKIEJ:

"WPLYW ZMIAN W MITOCHONDRIALNEJ TRANSLACIJI NA GLOBALNY
TRANSKRYPTOM, ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM ZMIAN W EKSPRESJI
GENOMU CHLOROPLASTOWEGO ORAZ KOMUNIKACJI POMIEDZY
CHLOROPLASTAMI I JADREM"

STRESZCZENIE

Komunikacja pomigdzy jadrem, mitochondriami i chloroplastami ma kluczowe znaczenie
dla prawidlowego funkcjonowania komoérek roslinnych. W niniejszej pracy podjeto badania majace
na celu zrozumienie komunikacji pomigdzy tymi organellami w obliczu zaburzen w translacji
mitochondrialne;j.

Materiat badawczy w niniejszej pracy stanowity mutanty Arabidopsis thaliana z wyciszong
ekspresja genu RPS10, kodujacego biatko S10, bedace sktadnikiem matej podjednostki rybosomow
mitochondrialnych. Cechg charakterystyczng mutantow rps/0 jest wystepowanie zmienionej,
heterogennej populacji mitorybosoméw. Wykazano, ze takie zaburzenie w biogenezie
mitorybosomow prowadzi do zmian w mitochondrialnej translacji, przejawiajacych si¢ zwiekszong
syntezg biatek mitorybosomalnych i zmniejszong translacjg biatek komplekséw fosforylacji
oksydacyjnej (OXPHOS).

Analiza danych z mikromacierzy (ATHI1, firmy Affymetrix) mutantow »ps/0 pokazata, ze
wyciszenie ekspresji genu RPSI0 powoduje globalne zmiany w poziomie transkryptow gendéw
jadrowych. Wyselekcjonowano 2314 1 4955 genow rdznicujacych odpowiednio dla fenotypu P2 i
P3 mutantow rps/0 w pordwnaniu do ros$lin typu dzikiego, z ktorych az 1488 gendw byto wspdlnie
zmienionych u obydwu fenotypow. Analiza tej wspdlnej grupy gendw przy uzyciu programu
MapMan z zastosowaniem korekcji statystycznej Benjamina-Hochberga ujawnila istotne zmiany w
7 grupach funkcyjnych: "mitochondrialny tancuch transportu elektronow/synteza ATP", "stres
biotyczny", "stres biotyczny/biatka PR", "Sciana komorkowa", "regulacja transkrypcji - czynniki
transkrypcyjne typu bHLH", "metabolizm lipidow", jak rdwniez "przesylanie sygnatow - receptory
kinazowe".

Szczegdtowa analiza funkcji produktow gendéw zwigzanych z odpowiedzig na stres
biotyczny, ktore byly aktywowane w mutantach rpsi0, bez rzeczywistego ataku patogenu,
sugerowala, ze indukcja odpowiedzi na stres biotyczny jest zwigzana z akumulacja kwasu
salicylowego (SA). Sugestia ta zostala potwierdzona eksperymentalnie. U mutantow rpsi0

stwierdzono podwyzszony poziom SA za pomoca chromatografii cieczowej potaczonej ze



spektrometrig mas. Najprawdopodobniej podwyzszony poziom SA odgrywa réwniez wazng role w
zaobserwowanej zwigkszonej odpornosci roslin rps/0 na stres suszy oraz zwigkszonej wrazliwosci
na stres cigglej ciemnos$ci, indukujacy starzenie. Sugeruje sie, ze zwigkszony poziom SA u
mutantéw rpsl0 mogt by¢ takze powigzany z zaburzeniami w biogenezie aparatow szparkowych,
prowadzac do zwigkszonej liczby zamknigtych aparatéw szparkowych. To z kolei mogto mieé
znaczenie nie tylko dla mechanizmu obronnego, chronigcego przed wniknigciem potencjalnych
patogenow, ale réwniez przyczynialo si¢ do zmniejszenia transpiracji, a tym samym do
generowania zapasoOw wody w komorce, co z kolei dluzej utrzymywato rosling przy zyciu.
Postuluje si¢, ze zaburzenia w mitochondriach spowodowane wyciszeniem genu RPS10 prowadzily
do wzrostu poziomu SA, a w konsekwencji do aktywacji ekspresji gendw stresu biotycznego.
Najprawdopodobniej w przekazywaniu tego sygnatu byty zaangazowane reaktywne formy tlenu.

Poréwnawcza analiza transkryptomu mutantéw rpsi0 z 26 transkryptomami réznych
mutantdw mitochondrialnych wykazata najwigksze podobienstwo globalnych zmian z mutantem,
ktéory ma zaburzong zaréwno cytochromowsg, jak 1 alternatywng droge oddychania w
mitochondriach (aoxla:rpoTmp). Wyselekcjonowano 709 gendw wspdlnych, ktérych ekspresja
byla zmieniona zar6wno w mutantach rpsi0, jak i aoxla:rpoTmp, z czego az 97% wykazato
identyczny kierunek zmian w ekspresji. Dalsze badania wykazaty, ze u mutantow rps/0, podobnie
jak u aoxla:rpoTmp zardwno cytochromowa, jak 1 alternatywna droga mitochondrialnego
oddychania byty obnizone. Zmniejszona aktywnos$¢ drogi cytochromowej u mutantow rpsi0
wynikata ze zmniejszonej ilosci kompleksow OXPHOS, na skutek zmian w translacji
mitochondrialnej. Z kolei badanie przyczyn spadku aktywnosci drogi alternatywnej u mutantow
rps10 wskazuje, ze nie jest on zwigzany ze zmnigjszonym poziomem transkryptu i biatka
alternatywnej oksydazy (AOX). Przeciwnie, zaobserwowano zwigkszong ekspresje AOX na obu
tych poziomach, co najprawdopodobniej wynika z efektow kompensacyjnych uruchamianych w
odpowiedzi na stres panujacy w komodrce. Udokumentowano rowniez, ze obnizona aktywno$¢
alternatywnej oksydazy w mutantach rps/0 nie wynika z jej formy utlenienia. Zaobserwowano
bowiem nadmiar formy aktywnej (zredukowanej) u tych ro$lin. Wykazano, ze nadmiar formy
aktywnej AOX u mutantéw rps/0 nie byl skorelowany rowniez z iloscig jej aktywatora w
mitochondriach - pirogronianem. Na podstawie przeprowadzonych badan sugeruje si¢, ze jedng z
przyczyn redukcji aktywnosci AOX w mutantach 7ps/0 jest zaburzenie w imporcie pirogronianu do
mitochondriéw. Powyzsze wyniki wskazujg na translacyjny mechanizm regulacji aktywnosci drogi
cytochromowej 1 potranslacyjny mechanizm regulacji aktywnosci alternatywnej drogi oddychania
w mutantach rps/0.

Analiza danych transkryptomicznych wykazata, ze oprécz mitochondriow (3,7%), najwigce;j

produktow wspdlnych gendéw u mutantow rpsi0 1 aoxla:rpoTmp kierowanych bylo do



chloroplastow (3,48%). Wsrdd nich najwigksza grupe funkcyjng stanowity geny, ktorych biatka sa
zaangazowane w regulacje transkrypcji. Badania przeprowadzone na poziomie transkryptow
wykazaty zmiany w chloroplastowym aparacie transkrypcyjnym (polimerazie NEP, polimerazie
PEP, biatkach pTAC, czynnikach sigma). Biorgc pod uwage te wyniki, wysuni¢to hipoteze, ze
"spadek aktywnosci obu drog: cytochromowej i alternatywnej w mitochondriach doprowadza do
obnizenia aktywnosci transkrypcji chloroplastowej". Potwierdzeniem tej hipotezy okazaly si¢
wyniki badan przeprowadzone w warunkach "in vitro", wskazujace, ze jednoczesne zahamowanie
aktywnos$ci kompleksu IV mitochondrialnego tancucha oddechowego i alternatywnej oksydazy w
ro§linach typu dzikiego doprowadza do efektu obserwowanego w mutantach rps/0 i
aoxla:rpoTmp, czyli do obnizenia poziomu transkryptéw gendw chloroplastowych. W zwigzku z
tym postuluje si¢, ze rownolegte zmniejszenie aktywnosci kompleksu IV 1 AOX jest sygnatem do
obnizenia efektywnosci transkrypcji chloroplastowej u Arabidopsis thaliana. Wykazano réwniez, ze
zmiany w aktywnosci transkrypcyjnej prowadza do obnizenia poziomu mRNA genow
chloroplastowych kodowanych w chloroplastach, zardwno zaleznych od chloroplastowo-kodowanej
polimerazy PEP, jak i jadrowo-kodowanej polimerazy NEP. Wykazano, ze zaobserwowane spadki
w poziomie mRNA nie wynikaja ze zmian w liczbie kopii genow chloroplastowych u mutantow
rps10. W konsekwencji wykazano, ze obnizony poziom mRNA gendéw chloroplastowych miat
wplyw na zmniejszenie syntezy i poziomu biatek chloroplastowych u tych roslin. Wykazano
rowniez, ze zmiany w transkrypcji chloroplastowej inicjuja odpowiedz wsteczng z chloroplastow do

jadra, wplywajac na poziom transkryptow gendw fotosyntetycznych kodowanych jadrowo.






