STRESZCZENIE

Szczytowy wzrost tagiewki pytkowej jest jednym z podstawowych procesow, ktore decyduja
o powodzeniu podwodjnego zaptodnienia u roslin okrytonasiennych. Lagiewka pyltkowa
transportuje pozbawione zdolnosci ruchu komorki plemnikowe do woreczka zalagzkowego, co
uniezaleznia rozmnazanie generatywne ro$lin wyzszych od $rodowiska wodnego. Lagiewki
pytkowe rosngce w warunkach in vitro zachowuja polarny typ wzrostu charakteryzujacy si¢
strefowa organizacja cytoplazmy 1 stanowia doskonaly model w badaniach nad
wierzchotkowg elongacja wyspecjalizowanych komoérek roslinnych. Liczne doniesienia
niezaleznych autoréw dowodza, ze wzrost tagiewki pytkowej wymaga precyzyjnej regulacji
poziomu jonéw wapnia (Ca®*) w jej cytoplazmie. W rosnacej lagiewce utrzymuje sic
charakterystyczny gradient tych jondw od apikalnego wierzchotka do jej podstawy, ktéry
warunkuje  wspotdziatanie  wszystkich  podstawowych  procesow  komodrkowych
umozliwiajacych jej apikalny wzrost. Jednak molekularny mechanizm powstawania
i stabilizacji gradientu Ca®* w rosnacej fagiewce pylkowej nie zostal do dzi$ wyjasniony.

W prezentowanej pracy doktorskiej postawiono hipoteze, ze jednym z kluczowych
elementow mechanizmu wewnatrzkomoérkowego, kontrolujacego homeostaze Ca’®* tagiewki
pytkowej roslin okrytozalazkowych jest kalretikulina (CRT, ang. calreticulin), ktora
w komorkach eukariotycznych uczestniczy w precyzyjnej regulacji poziomu Ca®* w
cytoplazmie oraz w kontroli jako$ci nowo syntetyzowanych peptydow w siateczce
srodplazmatycznej (ER, ang. endoplasmic reticulum). W celu weryfikacji tej hipotezy,
podjeto badania zmierzajace do okreslenia roli CRT w procesie wzrostu tagiewki pytkowej
Petunia, ktore byty prowadzone w warunkach in vitro, a w miar¢ mozliwosci weryfikowane
in planta. W badaniach wykorzystano szereg metod stosowanych w biologii komorki, w tym
hodowle tagiewek pytkowych w pozywce ptynnej, technike fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH, ang. fluorescence in situ hybridization), immunocytochemiczne metody
lokalizacji antygenow, analize ultrastrukturalng, fluorescencyjng wizualizacje cytoszkieletu
aktynowego, lokalizacje¢ luzno zwigzanych Ca®* na poziomie subkomoérkowym, analize
Western blot oraz szereg podstawowych barwien cytologicznych. Wykorzystano takze
technike wyciszania ekspresji genu na poziomie jego transkryptu za pomoca interferencji
RNA (ang. RNA interference). Uzyskane wyniki analizowano z wykorzystaniem mikroskopii
Swietlnej, konfokalnej 1 transmisyjnej mikroskopii elektronowe;.

Wyniki badan ujawnity, ze tagiewki pytkowe Petunia hodowane in vitro w warunkach

umozliwiajacych ekspresje genu PhCRT na wymaganym poziomie, wykazuja strefowa



organizacje cytoplazmy, ktora jest typowa dla tagiewek pytkowych innych gatunkéw roslin
okrytonasiennych, w tym tagiewek rosngcych w stupku. Mozna w nich wyrdzni¢ trzy
zdefiniowane strefy: apikalng, podwierzchotkowa 1 trzonowa, w ktorych zréznicowana
organizacja cytoszkieletu aktynowego umozliwia dwukierunkowy przeptyw cytoplazmy
zgodnie z modelem ,,odwrotnej fontanny” oraz wtasciwg lokalizacje organelli komorkowych
I pecherzykow. Zatem zastosowane warunki hodowli in vitro gwarantujg otrzymywanie
tagiewek pylkowych o wlasciwych parametrach fizjologicznych, ktore moga by¢
wykorzystywane do bardziej zaawansowanych analiz cytologicznych i molekularnych.

W aktywnej aperturze kietkujacych ziaren pylkowych i strefie podwierzchotkowej
wydhuzonych tagiewek Petunia ujawniono wspotwystepowanie CRT, PhCRT mRNA,
transkryptow Ph18S rRNA oraz cystern $rodplazmatycznej siateczki ziarnistej (RER, ang.
rough endoplasmic reticulum). Wyniki te wskazuja, ze podczas kietkowania i wzrostu
tagiewki, translacja CRT odbywa si¢ na rybosomach zwiazanych z btonami ER w $cisle
okreslonych regionach cytoplazmy. Ponadto, badania z wykorzystaniem techniki FISH oraz
specyficznych sekwencji siRNA (ang. small interfering RNA) degradujacych wybiorczo
PhCRT mRNA dowodza, ze podczas kietkowania pytku Petunia nastgpuje wznowienie
transkrypcji, a nastepnie translacji CRT. W strefach aktywnej syntezy CRT, biatko to jest
gromadzone w cysternach ER i strukturach Golgiego, w ktdrych ujawniono takze akumulacje
luzno zwiazanych Ca®" (tzw. wymienny wapn, ang. exchangeable calcium). Fakt
wspotwystepowania CRT 1 wymiennego Ca?* w tych przedziatach komérkowych wskazuje,
7e stanowig one mobilny magazyn Ca®* w rosnacej tagiewce pytkowej, ktérego kluczowym
elementem jest CRT.

Kolejne badania wykazaty, ze efektem wyciszenia ekspresji PhCRT jest brak
akumulacji CRT w strefie subapikalnej wydtuzonej tagiewki oraz redukcja i zaburzona
lokalizacja cystern ER 1 innych organelli komodrkowych, zwigzana z dezintegracja
cytoszkieletu aktynowego w jej zdefiniowanych strefach. Zatem niedobor CRT skutkuje
dysfunkcja wewnatrzkomorkowego mechanizmu sterujacego przeptywem cytoplazmy, ktory
w warunkach fizjologicznych utrzymuje prawidlowg strukture tagiewki pytkowej. Zaburzenia
strukturalno-funkcjonalne powoduja zahamowanie wzrostu tagiewki pytkowej, ktora
w efekcie peka i obumiera. Badania z uzyciem specyficznych sekwencji siRNA sa unikalne
zuwagi na fakt, ze po raz pierwszy na $wiecie otrzymano wyniki dokumentujace efekt
wyciszenia ekspresji CRT w rosngcych fagiewkach pytkowych.

Podsumowujac, wyniki uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej dowodza, ze

CRT jest niezwykle istotnym elementem wewnatrzkomdrkowego mechanizmu, ktéry petnigc



role mobilnego magazynu Ca®', stabilizuje specyficzny gradient Ca** w rosnacej tagiewce
Petunia, przez co wplywa na wspotdziatanie wszystkich podstawowych procesoéw i struktur

warunkujacych prawidlowy, polarny wzrost tej wysoce wyspecjalizowanej komorki roslinne;.



