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Whniosek
Z dnia 18.04.2025

o przeprowadzenie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne?

Okreslenie osiggniecia naukowego bedacego podstawg ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora
habilitowanego — cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych pt. ,,Charakterystyka
genetyczna roslin poddanych dzialaniu stresu abiotycznego (susza) lub biotycznego
(matwik burakowy) z uwzglednieniem analizy funkcjonalnej wybranych genéow”.

Whioskuje - na podstawie art. 221 ust. 10 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2021 poz. 478 zm.) - aby komisja habilitacyjna podejmowata
uchwate w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w glosowaniu tajrymm/jawnym?

Jako wybrany podmiot habilitujacy wskazuj¢ Szkole Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie. Informuj¢, ze zapoznatem si¢ z trescig Regulaminu nadawania stopnia doktora
habilitowanego w Szkole Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie 1 zobowiazuje si¢
do jego przestrzegania.

Zostalem poinformowany, ze:

Administratorem w odniesieniu do danych osobowych pozyskanych w ramach postgpowania w sprawie nadania
stopnia doktora habilitowanego jest jednostka habilitujgca oraz Przewodniczgcy Rady Doskonalosci Naukowej z
siedzibg w Warszawie (pl. Defilad 1, XXIV pietro, 00-901 Warszawa).

Kontakt za posrednictwem e-mail: kancelaria@rdn.gov.pl , tel. 22 656 60 98 lub w siedzibie organu.

Dane osobowe bedg przetwarzane w oparciu o przestanke wskazang w art. 6 ust. 1 lit. ¢) Rozporzqdzenia UE
2016/679 z dnia z dnia 27 kwietnia 2016 r. w zwigzku z art. 220 - 221 oraz art. 232 — 240 ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, w celu przeprowadzenie postepowania o nadanie stopnia
doktora habilitowanego oraz realizacji praw i obowigzkow oraz srodkow odwolawczych przewidzianych w tym
postepowaniu.

Szczegolowa informacja na temat przetwarzania danych osobowych w postgpowaniu dostepna jest na stronie
www.rdn.gov.pl/klauzula-informacyjna-rodo.html

Szczegotowe informacje dotyczqce przetwarzania danych osobowych przez SGGW znajdujq sie w zalqczniku nr
15 do Regulaminu nadawania stopnia doktora habilitowanego w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie.

Anita Wisniewska
(podpis wnioskodawcy)

! Klasyfikacja dziedzin i dyscyplin wg. rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20
wrze$nia 2018 r. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin w zakresie sztuki (Dz.
U. z 2018 r. poz. 1818).
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1. Imig¢ i nazwisko.

Anita Wisniewska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

1995-2000 (obrona 07.07.2000) — magister inzynier biotechnologii w zakresie biotechnologii
w produkcji roslinnej, Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
Migdzywydziatlowe Studium Biotechnologii, Katedra Genetyki, Hodowli i Biotechnologii
Roslin. Temat: ,,Poziom ekspresji genu taumatyny Il w transgenicznych roslinach ogorka”

2000-2005 (obrona 23.03.2005) — doktor nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwo, Szkota
Gtoéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydzial Ogrodnictwa 1 Architektury
Krajobrazu, Katedra Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin. Temat: ,,4Analiza molekularna
wybranych genow ogorka ulegajqgcych ekspresji podczas embriogenezy somatycznej”

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

15.07.2005-30.09.2019 — adiunkt, Katedra Fizjologii Roslin, Wydzial Rolnictwa 1 Biologii,
Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

01.10.2019-obecnie — adiunkt, Katedra Fizjologii Roslin, Instytut Biologii, Szkota Gtowna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie



4. Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

4.1. Osiagniecie naukowe 1.

4.1.1. Tytul osiagni¢cia naukowego 1.

Charakterystyka genetyczna roslin poddanych dzialaniu stresu abiotycznego (susza) lub
biotycznego (matwik burakowy) z uwzglednieniem analizy funkcjonalnej wybranych
genow

4.1.2. Publikacje wchodzace w sklad osiaggniecia naukowego 1.
(autorzy, rok wydania, tytut publikacji, nazwa wydawnictwa)

Oznaczenia:

- *autor korespondencyjny

- IF — Impact Factor

- Pkt.— punkty wedtug wykazu czasopism naukowych Ministra Nauki (obejmujgce Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego oraz Ministerstwo Edukacji i Nauki)

- Liczba cytowan i kwartyl zostaty podane wg Web Of Science Core Collection 12.03.2025

H1.1. Chotyj D, Wisniewska A*, Szafranski KM, Cebula J, Gozdowski D, Podlaski S (2014)
Assessment of the physiological responses to drought in different sugar beet genotypes in
connection with their genetic distance. J Plant Physiol 171: 1221-1230.
https://doi.ore/10.1016/1.jplph.2014.04.016

IF 2014 = 2,557 Pkt.2014 =35 Kwartyl — Q1
IF 2023 =4,0 Pkt.2024 = 100 Liczba cytowan: 37

Wspolopracowanie koncepcji badan, udzial w przygotowaniu wniosku o finansowanie projektu badawczego,
zaplanowanie eksperymentow, wspotudzial w eksperymentach polowych, przeprowadzenie analizy dystansu
genetycznego, opracowanie wynikow, wspotudzial w tworzeniu rozdzialow manuskryptu i napisanie manuskryptu,
kontakt z wydawnictwem i udzielenie odpowiedzi na recenzje.

H1.2. Wisniewska A*, Andryka-Dudek P, Czerwinski M, Chotuj D (2019) Fodder beet is a
reservoir of drought tolerance alleles for sugar beet breeding. Plant Physiol Bioch 145: 120—
131. https://doi.org/10.1016/.plaphy.2019.10.031

IF 2019 = 3,720 Pkt.2019 = 70 Kwartyl — Q1
IF 2023 = 6,1 Pkt.2024 =70 Liczba cytowan: 12

Wspotopracowanie koncepcji badan, udzial w przygotowaniu wniosku o finansowanie projektu badawczego,
zaplanowanie eksperymentow, wspotudzial w eksperymentach polowych, przeprowadzenie analizy dystansu
genetycznego, wybranie genow do analizy poziomu ekspresji genow i zaprojektowanie starterow, opracowanie
wynikow, wspotudzial w tworzeniu rozdzialow manuskryptu i napisanie manuskryptu, kontakt z wydawnictwem i
udzielenie odpowiedzi na recenzje.



H1.3. Wisniewska A*, Wojszko K, Rozanska E, Lenarczyk K, Kuczerski K, Sobczak M (2021)
Arabidopsis thaliana Myb59 gene is involved in the response to Heterodera schachtii

infestation, and its overexpression disturbs regular development of nematode-induced syncytia.
Int J Mol Sci 22, 6450. https://doi.org/10.3390/ijms22126450

IF 2021 = 6,208 Pkt.o001 = 140 Kwartyl — Q1
IF 2003 =4,9 Pkt.2024 = 140 Liczba cytowan: 16

Opracowanie koncepcji badan, przygotowanie wniosku o finansowanie projektu badawczego, zaplanowanie
eksperymentow, wspoludzial w eksperymentach (projektowanie starterow, analiza ekspresji genu, przygotowanie
konstrukcji genowych, genotypowanie mutantow, transformacja roslin, analiza bioinformatyczna i aktywnosci
promotora genu, testy infekcyjne, analiza statystyczna), opracowanie wynikow, zaplanowanie manuskryptu i
napisanie manuskryptu, kontakt z wydawnictwem i udzielenie odpowiedzi na recenzje.

H1.4. Wisniewska A*, Wojszko K, Rozanska E, Lenarczyk K, Sobczak M (2022) Arabidopsis
thaliana AtHRS1 gene is involved in the response to Heterodera schachtii infection and its
overexpression hampers development of syncytia and involves a jasmonic acid-dependent
mechanism. J Plant Physiol 272, 153680. https://doi.org/10.1016/1.iplph.2022.153680

IF 2022 = 4,300 Pkt.2020 =100 Kwartyl — Q1
IF 2003 =4,0 Pkt.2024 = 100 Liczba cytowan: 6

Opracowanie koncepcji badan, przygotowanie wniosku o finansowanie projektu badawczego, zaplanowanie
eksperymentow, wspoludzial w eksperymentach (projektowanie starterow, analiza ekspresji genu, przygotowanie
konstrukcji genowych, genotypowanie mutantow, transformacja roslin, testy infekcyjne, analiza statystyczna),
opracowanie wynikow, zaplanowanie manuskryptu i napisanie manuskryptu, kontakt z wydawnictwem i udzielenie
odpowiedzi na recenzje.

H1.5. Rozanska E, Krepski T, Wisniewska A* (2023) Mutations in selected ABA-related genes
reduce level of Arabidopsis thaliana susceptibility to the beet cyst nematode Heterodera
schachtii. Plants 12, 2299. https://doi.org/10.3390/plants12122299

IF 2023 =4,0 Pkt.2023 =70 Kwartyl — Q1
Pkt.2024 =70 Liczba cytowan: 2

Opracowanie koncepcji badan, przygotowanie wniosku o finansowanie projektu badawczego, zaplanowanie
eksperymentow, wspoludzial w eksperymentach (projektowanie starterow, analiza ekspresji genu, genotypowanie
mutantow, testy infekcyjne, analiza zawartosci ABA, analiza statystyczna), opracowanie wynikow, zaplanowanie
manuskryptu i napisanie manuskryptu, kontakt z wydawnictwem i udzielenie odpowiedzi na recenzje.

H1.6. Wojszko K, Rozanska E, Sobczak M, Kuczerski K, Krepski T, WiSniewska A* (2023)
The role of AtPP2-43 and AtPP2-A8 genes encoding Nictaba-related lectin domains in the

defense response of Arabidopsis thaliana to Heterodera schachtii. Planta 258, 40.
https://doi.org/10.1007/s00425-023-04196-y

IF 2023 = 3,600 Pkt.2023 = 100 Kwartyl — Q1
Pkt.2024 = 100 Liczba cytowan: 1

Opracowanie koncepcji badan, przygotowanie wniosku o finansowanie projektu badawczego, zaplanowanie
eksperymentow, wspoludzial w eksperymentach (projektowanie starterow, genotypowanie mutantow, testy
infekcyjne, analiza statystyczna), opracowanie wynikow, zaplanowanie manuskryptu i napisanie manuskryptu,
kontakt z wydawnictwem i udzielenie odpowiedzi na recenzje.



4.1.3. Omowienie celu naukowego Osiggniecia naukowego 1. i uzyskanych wynikow wraz
z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Rosliny, bedace organizmami osiadtymi, nie posiadaja mozliwo$ci przemieszczania si¢
w celu unikniecia skutkow dziatania niekorzystnych czynnikow abiotycznych i biotycznych.
Rosliny wystepujace w warunkach naturalnych w przeciwienstwie do odmian gatunkéw
uprawnych posiadajg wytworzong podczas ewolucji szerokg game¢ mechanizmoéw obronnych.
U ro$lin uprawnych, z jednej strony w wyniku ich genetycznego doskonalenia nastgpita
poprawa cech dotyczacych jakosci 1 ilosci plonu, ale z drugiej utrata alleli warunkujacych
przystosowanie do roznych i zmiennych czynnikéw stresowych. W praktyce rolniczej utratg
alleli warunkujacych tolerancj¢ na patogeny rekompensuje si¢ zastosowaniem Srodkow
ochrony roslin nie zawsze obojetnych dla $rodowiska i1 zdrowia cztowieka. Z tego powodu
zgodnie z zasadami postepujacej ekologizacji produkcji rolnej nastepuje zmniejszanie ilosci
stosowanych pestycyddéw lub czgsciej catkowite ich wycofanie z uzycia. Stosowanie srodkow
ochrony ro$lin dodatkowo podwyzsza ekonomiczne koszty produkcji roslinnej. Z tego
wzgledu, jak rowniez z powodu nabywania przez patogeny 1 szkodniki odpornosci
na pestycydy, najlepszym rozwigzaniem pozostaje uzyskiwanie nowych odmian roslin
odpornych lub tolerancyjnych na niekorzystne czynniki biotyczne i abiotyczne. Obecnie
w postepie biologicznym duza role odgrywaja badania podstawowe prowadzace
do identyfikacji nowych gendw, nadajacych odpornos$¢ lub poprawiajacych tolerancj¢ roslin,
ktérych Zrédtem moga by¢ gatunki dzikie 1 prymitywne czy tez formy pastewne,
oraz identyfikacja genow podatnosci wystepujacych u odmian uprawnych. Wprowadzanie
lub modyfikacja genéw odpornosci czy podatnosci (lub zmiana wzoru lub poziomu ich
ekspresji) moze nastgpowaé na drodze krzyzowania lub przy wykorzystaniu mutagenezy,
w tym z uzyciem nowych technologii modyfikacji i/lub edycji genomow.

Cel naukowy osiagni¢cia naukowego 1.

Celem przedstawianego osiagniecia naukowego byla identyfikacja wskaznikow
genotypowych tolerancji na susze, identyfikacja obiektow buraka, ktore mogg stuzy¢ jako
zrodla alleli tolerancji na susze¢ oraz identyfikacja i analiza funkcjonalna genow, ktore sa
istotne w interakcji roslina - nicien pasozytniczy. Cel przeprowadzonych badan wynikal
z koniecznoSci poprawy tolerancji odmian buraka cukrowego na wybrane czynniki
biotyczne lub abiotyczne.

Niniejszy cel zostat zrealizowany w kilku etapach obejmujacych oceng roznorodnosci
zasobow genetycznych buraka, w tym buraka cukrowego, identyfikacja wskaznikow
genotypowych tolerancji na susz¢ oraz genéw o zmiennym poziomie ekspresji skorelowanym
z tolerancja na susze (prace H1.1. i H1.2.). Identyfikacja i analiza funkcjonalna genéw, ktorych
produkty sa zaangazowane w odpowiedZ rosliny na atak matwika burakowego zostata
przeprowadzona na modelu eksperymentalnym opartym na interakcji rzodkiewnik pospolity —
matwik burakowy (prace H1.3. — H1.6.). Do analizy funkcjonalnej wykorzystano mutanty
i transformanty z nadekspresja wybranych genow rzodkiewnika pospolitego.



I. Charakterystyka genetyczna roslin buraka poddanych dzialaniu stresu suszy
I.1. Wstep

Burak cukrowy, ktory jest jedng z form uprawnych buraka zwyczajnego (Beta vulgaris
L. ssp. vulgaris), jest dwuletnig rosling okopowa o duzym znaczeniu gospodarczym w Polsce
1 na $wiecie. Polska znajduje si¢ na szostym miejscu na swiecie 1 trzecim w Unii Europejskiej
pod wzgledem wielkosci produkcji buraka cukrowego (http://faostat.fao.org, dane za 2022 r.).
Cukier uzyskiwany z buraka cukrowego stanowi 20% $wiatowej produkcji cukru 1 jest istotny
w krajach, gdzie trzcina cukrowa nie moze by¢ uprawiana ze wzgledu na warunki klimatyczne
(http://agriculture.ec.europa.eu). W 2024 r. w Polsce powierzchnia uprawy buraka cukrowego
siggata okoto 0,3 mlin ha, zbiory burakéw cukrowych oceniono na ok. 18,5 min t (Gléwny
Urzad Statystyczny, www.stat.gov.pl), natomiast produkcja cukru wyniosta 2,4 min t
(http://agriculture.ec.europa.eu). Burak cukrowy jest rowniez szeroko wykorzystywany jako
pasza dla zwierzat gospodarskich oraz surowiec do produkcji energii, w szczegolnosci
bioetanolu (Mall i wsp. 2024).

Jednym z najwazniejszych czynnikow abiotycznych ograniczajacych plonowanie
burakéw cukrowych w Europie, a szczegolnie w Polsce jest susza. Wykazano, ze moze ona by¢
przyczyng utraty od 15 do 30% plonéw (Pidgeon i wsp. 2001; Jones i wsp. 2003, Mall 1 wsp.
2024). W Polsce w ciagu ostatnich 15 lat susze wystepowaly coraz czgsciej] w pordwnaniu do
lat poprzednich i obejmowaly znacza czes$¢ kraju (https://susza.iung.pulawy.pl/). Nasilanie si¢
tego zjawiska spowodowato koniecznos$¢ rozpoczecia prac nad nowymi odmianami buraka
cukrowego o zwiekszonej tolerancji na suszg.

Tolerancja na susze jest cecha zlozong warunkowang /loci cech iloSciowych
(ang. quanititative trait loci, QTL). Hodowla prowadzona w kierunku poprawy cech
warunkowanych wieloma genami jest bardziej skomplikowana i diuzsza niz prowadzona
w kierunku poprawy cech jednogenowych. Ocena tolerancji na susz¢ najczesciej przebiega
w warunkach sztucznie stworzonej suszy poprzez rozpinanie nad roslinami rosngcymi
w warunkach polowych zaslon foliowych (przy jednoczesnym wykluczeniu podsigku
z otaczajacych namiot warstw gleby), a nastepnie porownywaniu plonow uzyskanych z roslin
rosnagcych w warunkach kontrolnych i1 suszy. Inng cecha wskazujaca na tolerancje roslin
na suszg¢ jest stopien rozwinigcia systemu korzeniowego. Jednak, aby doktadnie oceni¢ system
korzeniowy nalezy zastosowa¢ do wzrostu ro$lin odpowiednie pojemniki (rizoboksy),
pozwalajace na doktadng oceng systemu korzeniowego. Zastosowanie rizoboksow ma zalety,
jak Tatwos¢ obserwacji wzrostu korzenia i pomiary calego organu, ale z kolei ogranicza liczbe
roslin, ktére mozna jednocze$nie oceni¢ w danym okresie wegetacyjnym. Te ucigzliwo$ci
podczas selekeji roslin tolerancyjnych na susze¢ staly si¢ powodem poszukiwania innych cech
wskaznikowych tolerancji na susz¢ i skorelowanych z plonem.

W przypadku stosunkowo waskiej puli genetycznej gatunku lub form uprawnych roslin
w ich hodowli podejmuje si¢ badania dotyczace roznorodnosci genetycznej w obrebie rodzaju,
do ktoérego roslina nalezy. Szerszy zakres roznorodno$ci genetycznej rodzaju jest czgsto
punktem wyjsciowym programoéw hodowlanych 1 daje mozliwos¢ identyfikacji genotypu
innego gatunku mogacego by¢ dawca alleli warunkujacych korzystne cechy dla odmiany
uprawnej. Zmienno$¢ genetyczna w obregbie buraka cukrowego jest raczej waska. Hodowcy
zwykle oczekuja, ze gatunki dzikie lub prymitywne posiadaja szeroki zasdb potencjalnych
korzystnych alleli, ktére mozna wprowadzi¢ do odmian uprawnych. Dlatego okreslenie
zmienno$ci genetycznej, cech fizjologicznych, morfologicznych i molekularnych u réznych
form buraka w kontekscie ich tolerancji na susze stato si¢ jednym z priorytetow hodowli buraka
cukrowego w Polsce.




Jednym ze zjawisk wykorzystywanych w hodowli roslin (w tym szczegdlnie burakow
cukrowych) jest heterozja, czyli wigor mieszancow F1 wykazujacych wyzsza wartos¢ danej
cechy niz warto$¢ u jednej (lepszej) formy rodzicielskiej (best parent heterosis, BPH) lub niz
srednia wartosci cechy u obu form rodzicielskich (ang. midparent heterosis, MPH)
(Hochholdinger 1 Hoecker 2007). Do cech tych zalicza si¢ m. in. 0gdlng biomase, wysokos¢
ro$lin, plon, tempo rozwoju, czy tolerancj¢ na czynniki biotyczne i abiotyczne. Jednakze
pomimo intensywnych badan nad heterozja od ponad stu lat (East i Hayes 1912), jej podtoze
genetyczne pozostaje nadal niewyjasnione. Istniejace hipotezy: dominacji (u mieszanca allele
dominujace roznych genow pochodzace od jednego rodzica maskujg szkodliwe dziatanie alleli
recesywnych drugiego rodzica i odwrotnie), naddominacji (interakcja pomig¢dzy réznymi
allelami tego samego genu, w jednym lub wielu loci, prowadzaca do efektu heteroz;ji
w przeciwienstwie do stanu homozygotycznego danego genu) oraz epistazy (interakcja
pomiedzy allelami w dwoch lub wiecej r6znych loci) nie wykluczaja si¢ wzajemnie, ale sg
stuszne przy zalozeniu, ze krzyzowane formy r6znig si¢ genetycznie (Hochholdinger i Hoecker
2007). Zaktada si¢ roOwniez, ze istnieje pozytywny zwigzek miedzy heterozja wystepujaca
u potomstwa a dystansem genetycznym homozygotycznych form rodzicielskich. Przy czym
nadal nie udato si¢ ustali¢ optymalnego zakresu dystansu genetycznego i jego punktow
progowych powyzej lub ponizej ktorych efekt heterozji znacznie spada (Wiirschum i wsp.
2023).

Reakcja ro§lin na stres suszy opiera si¢ gldwnie na systemie antyoksydacyjnym
1 osmoregulacyjnym. Susza czg¢sto wigze si¢ z intensywnym promieniowaniem stonecznym
i wysokg temperaturg powietrza. Warunki te zaburzaja réwnowage miedzy produkcja
reaktywnych form tlenu (ROS), niezbednych do regulacji réznych $ciezek przekazywania
sygnatu podczas aklimatyzacji roslin do stresu abiotycznego, a mechanizmami odpowiedzi
antyoksydacyjnej, powodujac stres oksydacyjny (Sies, 2018). Burak cukrowy charakteryzuje
si¢ wysoka zdolnoscia do regulacji osmotycznej. Przy obnizonej dostepnosci wody
w  komorkach gromadzone s3 rozpuszczalne substancje osmotycznie czynne
(osmoprotektanty), co powoduje obnizenie potencjatu osmotycznego w komorkach i jest tez
wskaznikiem aklimatyzacji ro$liny do stresu. Obnizenie potencjalu osmotycznego powoduje
naplyw wody do komorki 1 utrzymanie jej turgoru (Chotuj 1 wsp, 2008). Do substancji
osmotycznie czynnych zalicza si¢ migdzy innymi: proling, trehaloze, czwartorzedowe zwigzki
amonowe np. glicyna betaina (Ashraf'1 wsp. 2007). Susza wptywa rowniez na poziom ekspresji
gendw 1 aktywno$¢ gltownych enzymoéw antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza, peroksydazy askorbinianowe i inne (Noctor i wsp. 2014).

I.2. Omowienie wynikow i ich ewentualnego wykorzystania

Celem pracy H1.1. (Choluj i wsp. 2014) byta ocena zasobow genetycznych buraka
cukrowego oraz opracowanie kompleksowego systemu wskaznikow genotypowych tolerancji
na susz¢. W badaniach wykorzystano formy ojcowskie bedace podwojonymi haploidami (ang.
double haploid, DH) (linie P), me¢skosterylne formy mateczne (MS) oraz ich potomstwo F1
(MSxP) uzyskane z Kutnowskiej Hodowli Buraka Cukrowego w Straszkowie. Cechy
fizjologiczne 1 morfologiczne byly mierzone w trakcie wzrostu roslin w tunelach foliowych
w doswiadczeniach polowych prowadzonych w kolejnych dwoch latach. Warunki suszy byty
symulowane poprzez ograniczenie podlewania ros$lin do 30-35% pojemnosci wodnej gleby
przez trzy miesigce, podczas gdy rosliny kontrolne byly podlewane optymalnie do 60%
pojemnosci wodnej gleby. Po trzech miesigcach optymalne podlewanie roslin rosngcych
w warunkach suszy byto przywracane, co umozliwito analize stopnia regeneracji roslin - bardzo
istotnego wskaznika w ocenie tolerancji roslin na susz¢. Po zbiorze oceniono parametry plonu



korzeni i cukru, a takze jego jako$¢ (ocena zawarto$ci potasu, sodu i azotu o-aminowego).
Dhugoterminowa susza spowodowala wzrost warto$ci wspoOlczynnika wiedniecia (Wilt.),
specyficznej masy liscia (SLW), wspotczynnika sukulentnosci (Suc.l), przyspieszyta procesy
starzenia si¢ lisci oraz wplyneta na wzrost stopnia uszkodzenia bton komorkowych (EI-1).
Niedobér wody powodowat obnizenie potencjatu osmotycznego lisci (ys), wskaznika
powierzchni liSci tanu (LAI), absorbcji promieniowania fotosyntetycznie czynnego (PAR)
1 wydajnosci aparatu fotosyntetycznego (®PSII). Badane formy charakteryzowaty sie¢
zréznicowang i genotypowo specyficzng odpowiedzig fizjologiczng na stres suszy.

W omawianej pracy H1.1. (Chotluj i wsp. 2014) oszacowano dystans genetyczny dla
trzech potomstw wykazujacych efekt heterozji (wybranych sposréd badanych wczesniej
potomstw F1 o$miu krzyzowan) MS1xP1, MS2xP2 1 MS2xP3 oraz ich form rodzicielskich
(formy mateczne MSI1 i MS2, formy ojcowskie P1, P2 i P3) za pomocga techniki losowej
amplifikacji polimorficznych fragmentow DNA (ang. Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD). Efekt heterozji (jako MPH) byl obliczany dla cech ro$lin rosnacych zaréwno
w warunkach kontrolnych jak 1 w warunkach suszy. U osobnikow, stanowigcych wspomniane
trzy potomstwa, poddanych stresowi suszy stwierdzono wzmocnienie efektu heterozji dla plonu
korzenia i cukru w poréwnaniu do roslin rosngcych w warunkach kontrolnych. Wartos¢
dystansu genetycznego form rodzicielskich wahata si¢ w granicach 0,29 do 0,44. Najwickszy
dystans genetyczny od pozostalych form rodzicielskich wykazata linia P3. Dystans genetyczny
pomiedzy krzyzowanymi parami MS1 i P1, MS2 i P2 oraz MS2 i P3 wynio6st odpowiednio
0,29, 0,281 0,37. W warunkach kontrolnych 1 suszy najwyzszy efekt heterozji dla plonu korzeni
i cukru stwierdzono dla potomstwa powstatego z krzyzowania pary rodzicielskiej MS1 i P1
wykazujacej dystans genetyczny 0,29.

W omawianej pracy dokonano wyboru morfologicznych i fizjologicznych cech
wskaznikowych wraz z ocena réznorodnosci zasobow genetycznych buraka cukrowego.
Uzyskane wyniki pozwolity ustali¢, ze cechami statystycznie istotnie pozytywnie
skorelowanymi z plonem korzeni i cukru s3: podobienstwo genetyczne, ®PSII, LAI, absorpcja
PAR 1 ys oraz, ze moga by¢ one wykorzystane jako potencjalne kryteria selekcji w hodowli
odmian buraka cukrowego tolerancyjnych na susz¢. Wyniki uzyskanych badan zawartych
w pracy H1.1. pozwolily takze wytypowa¢ genotypy tolerancyjne na susze, ktore zostaly
wlaczone do programdow hodowlanych buraka cukrowego.

Celem kolejnej pracy H1.2. (WiSniewska i wsp. 2019) byto sprawdzenie, czy wsrod
obiektow rodzaju Beta sp., ktére moglyby by¢ wykorzystane do krzyzowania z burakiem
cukrowym, moga wystgpowac potencjalne zrédla korzystnych alleli, ktére koduja biatka
odpowiadajace za podwyzszenie tolerancji na susze.

W badaniach wykorzystano podwojone haploidy (DH) buraka cukrowego: dwa
o podwyzszonej (DH0734, DH0962) 1 dwa o obnizonej tolerancji (DH0726, DH0960) na susze
oraz meskosterylng linie O (NOO835) charakteryzujaca si¢ §rednim poziomem tolerancji na
susze. Linie podwojonych haploidow zostaty wyselekcjonowane sposréd 12 linii DH
nalezacych do kolekcji Kutnowskiej Hodowli Buraka Cukrowego w Straszkowie w oparciu
0 wczesniejsze badania wstepne przeprowadzone w warunkach polowych. Oprocz linii buraka
cukrowego w eksperymencie przeprowadzonym w warunkach szklarniowych wykorzystano
dwa obiekty dzikiego buraka (Beta vulgaris ssp. maritima) (187786, 187794) oraz szes¢
obiektéw buraka pastewnego (B. vulgaris ssp. vulgaris) (188285, 188286, 188287, 188288,
188294 1 188655) rdznigcych si¢ plonem i zawartoscig cukru oraz ksztaltem i1 kolorem korzenia.
Do analizy dystansu genetycznego wykorzystano dodatkowo dwa gatunki dzikiego buraka:
Patellifolia patellaris Moq. 1 Beta vulgaris ssp. macrocarpa, ktore ze wzgledu na bardzo staby
wzrost w wazonach mogly by¢ uzyte tylko do tej analizy. Zastosowanie gatunkow dzikich
pozwolito na oszacowanie zakresu zmiennosci genetycznej form burakow cukrowych



1 pastewnych na tle ich dzikich krewnych. Buraki dzikie 1 pastewne zostaty udostepnione przez
Krajowe Centrum Roslinnych Zasobow Genowych, IHAR-PIB, Oddziat w Bydgoszczy.
Rosliny rosngce w szklarni byly podlewane optymalnie do 60% pojemnosci wodnej gleby,
nastgpnie w stadium trzech lisci zostaly poddane stresowi suszy (podlewanie do 30%
pojemnosci wodnej gleby). Podczas 1 po zakonczeniu wzrostu roslin w warunkach kontrolnych
1 w suszy wykonano pomiary cech morfologicznych (suchej masy korzeni, suchej masy
ogonkow lisciowych, suchej masy lisci, powierzchni blaszki lisciowej, specyficznej masy liscia
(SLW)) i fizjologicznych (wspodtczynnika sukulentnosci (Suc.I), potencjalu osmotycznego lisci
(vs), wzglednej zawartosci chlorofilu, wzglednej zawartosci flawonoidow, fluorescencji
chlorofilu a, absorbcji promieniowania fotosyntetycznie czynnego (PAR) oraz wydajnosci
aparatu fotosyntetycznego (®PSII)). Pobrano rowniez materiat do analizy dystansu
genetycznego za pomoca techniki RAPD i oszacowania poziomu ekspresji wybranych genow
za pomocg techniki reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja RT-PCR
(ang. reverse-transcription polymerase chain reaction, RT-PCR).

Na podstawie wynikow pomiaréw badanych cech morfologicznych i fizjologicznych
ustalono wskazniki tolerancji na susz¢ (ang. drought tolerance index, DTI) 1 wykazano,
ze zrdéznicowanie genetyczne odpowiedzi na susz¢ badanych obiektéw buraka przejawiato si¢
najsilniej w cechach takich jak powierzchnia liscia, wzgledna zawarto$¢ flawonoidow, suche
masy poszczegllnych organow 1 specyficzna masa liscia (SLW). Najmniejsze zroznicowanie
genetyczne wykazano dla wydajnos$ci aparatu fotosyntetycznego (®PSII). Wskaznik tolerancji
na susz¢ (DTI) jest to stosunek wartosci danej cechy uzyskanej w suszy dla pojedynczego
genotypu do warto$ci cechy w warunkach kontrolnych znormalizowany wzgledem stosunku
sredniej warto$ci cechy ze wszystkich genotypow uzyskanej w suszy do sredniej wartosci cechy
wszystkich genotypéw w warunkach kontrolnych. Opierajac si¢ na wskaznikach DTI
do genotypow najbardziej tolerancyjnych na susze, sposréd badanych form buraka, zaliczono
dwa genotypy buraka pastewnego (188288, 188655) oraz jedng lini¢ DH (DH0962). Natomiast
w$rod najmniej tolerancyjnych znalazty sie dwie linie DH (DH0726, DH0960) oraz B. vulgaris
ssp. maritima (187786). Ze wzgledu na brak mozliwosci wskazania jednej lub kilku cech
morfologicznych lub fizjologicznych jednoznacznie charakteryzujacych genotyp tolerancyjny
na susz¢ podjeto probe wytonienia genu/6w, ktorych zmienny poziom ekspresji bytby
skorelowany z tolerancja na suszg.

W reakcje roslin na stres suszy zaangazowane s3 gldwnie systemy antyoksydacyjny
1 osmoregulacyjny. Dlatego do analizy poziomdw ekspresji genow wybrano pigtnascie genow,
ktorych produkty uczestnicza w syntezie lub transporcie osmoprotektantow, systemie
antyoksydacyjnym 1 regulacji transkrypcji gendw. Analiz¢ przeprowadzono na obiektach
wybranych w oparciu o wskazniki DTI: dwoch tolerancyjnych liniach DH buraka cukrowego
(DHO0734, DH0962), dwoch liniach podatnych (DH0726, DH0960), linii meskosterylnej O
(NOO0835), buraku dzikim B. vulgaris ssp. maritima (187794) 1 buraku pastewnym (188655).

W warunkach suszy linia DHO0962 buraka cukrowego charakteryzowata si¢
podwyzszonym poziomem ekspresji genu BvBADHI, kodujacego dehydrogenaze aldehydu
betainy 1 oraz obnizonym poziomem ekspresji genu BvSDI, kodujacego dysmutazg
ponadtlenkowa 1, natomiast pozostate trzynascie badanych gendéw nie wykazywato istotnych
zmian poziomOw ekspresji. Podobnie tylko jeden gen, BvTPP2, kodujacy fosfatazg¢ fosforanu
trehalozy 2 ulegat zroznicowanej ekspresji u buraka pastewnego linii 188655, a pozostate
czternascie nie. Dla linii DH0726 1 DH0960, dla ktérych wykazano najnizsza tolerancj¢ na
suszg, stwierdzono istotne roznice poziomow ekspresji kilku genow (o$miu 1 czterech,
odpowiednio) pomigdzy warunkami suszy a kontrolnymi. Geny te koduja biatka, uczestniczace
w syntezie glicyny betainy lub trehalozy, a takze dysmutaze ponadtlenkowa. Kazdy z siedmiu
badanych genotypow charakteryzowat si¢ unikalnym wzorem zmian ekspresji pig¢tnastu
analizowanych w tej pracy genow.



Na podstawie wynikdw analizy dystansu genetycznego, do ktorej wykorzystano
15 obiektow rodzaju Beta sp. stwierdzono, ze dystans genetyczny pomig¢dzy nimi wynosi
od 17% do 87%. Dziki gatunek P. patellaris wykazywal najwigkszy dystans genetyczny
wynoszacy od 73% do 87% w stosunku do innych obiektow, natomiast gatunek B. vulgaris ssp.
macrocarpa wykazal mniejszy dystans genetyczny pomiedzy 55% a 75%. Zrdznicowanie
genetyczne w obrebie genotypow buraka cukrowego wyniosto od 28% do 34%. Najmniejszy
dystans genetyczny wynoszacy 17% do 34 % stwierdzono dla genotypoéw buraka pastewnego.
Najbardziej tolerancyjna linia buraka cukrowego DH0962 wykazata najwigksze podobienstwo
genetyczne do B. vulgaris ssp. maritima oraz buraka pastewnego 188288. Dystans genetyczny
pomiedzy dwoma genotypami B. vulgaris ssp. maritima (jeden pochodzacy z Japonii, a drugi
z Holandii) byt niski 1 wynosit 26%. Podobienstwo genetyczne pomiedzy formami buraka
cukrowego a pastewnego byto wysokie i wyniosto od 68% do 79%. Wyniki te wskazuja na dos¢
niska roznorodnos$¢ genetyczng pomigdzy tymi dwoma formami uprawnymi buraka, a zakres
zmienno$ci pomi¢dzy nimi pokrywa sie ze zréznicowaniem pomigdzy genotypami B. vulgaris
SSp. maritima.

Na podstawie wynikow uzyskanych w przedstawianej pracy H1.2.. w tym
wskazniki DTI wskazano trzy obiekty buraka pastewnego (188286, 188288 i 188655),
ktore moga by¢ wykorzystane do krzyzowania z linia tolerancyjng buraka cukrowego
celem kumulacji loci cech iloSciowych i poprawy tolerancji na susze w ich potomstwie.
Krzyzowanie wybranych genotypow buraka cukrowego i buraka pastewnego, o wyzszej
tolerancji na suszg, jest niewatpliwie tatwiejsze niz krzyzowanie buraka cukrowego z dzikimi
formami B. vulgaris ssp. maritima, a takze bardziej optacalne ze wzglgdu na niekorzystne cechy
korzeni i inne niepozadane efekty pojawiajace si¢ u mieszancow powstatych w wyniku
krzyzowania genotypow buraka cukrowego z dzikimi formami B. vulgaris ssp. maritima. Poza
tym, badane obiekty dzikich gatunkow buraka charakteryzowaly si¢ jednak nizsza tolerancja
na susze niz badane formy buraka pastewnego.

I1. Analiza funkcjonalna wybranych gendow bioracych udzial w odpowiedzi rzodkiewnika
pospolitego na infekcje matwika burakowego

IL.1. Wstep

Oproécz stresow abiotycznych takich jak susza, wysoka/niska temperatura czy zalanie
burak cukrowy jest rowniez narazony i podatny na liczne czynniki stresu biotycznego (Mall
1 wsp. 2024). Do najwazniejszych szkodnikow buraka cukrowego zerujacych 1 uszkadzajacych
korzenie nalezg nicienie, a w szczegdlnosci matwik burakowy (Heterodera schachtii Schmidlt).
Odpowiadaja one za powazne straty w swiatowej produkcji burakéw cukrowych, a ich masowe
pojawienie si¢ jest przyczyna tzw. ,,wyburaczenia”, czyli masowego zamierania porazonych
roslin buraka (Thurau 1 wsp. 2010, Mall 1 wsp. 2024). Szkody powodowane przez matwika
burakowego w Europie szacuje si¢ na okoto 90 milionéw euro rocznie (Miiller 1999).
Ten negatywny wplyw na produkcj¢ buraka cukrowego stal si¢ przyczyng mojego
zainteresowania si¢ matwikiem burakowym bedacym osiadlym pasozytem korzeni roslin.

Grupa pasozytniczych nicieni glebowych obejmuje ponad cztery tysigce gatunkow
nicieni o r6Zznym sposobie Zerowania, réznym spektrum roslin gospodarzy i r6znych cyklach
rozwojowych (Wyss 1997). Bez wyjatku, ze wzgledu na $srodowisko zycia (glebe) 1 brak
skutecznych metod ochrony ros$lin sg one bardzo ucigzliwymi szkodnikami roslin, w tym
uprawnych. Szkody powodowane przez pasozytnicze nicienie glebowe szacuje si¢, w skali
globalnej, na 157 - 358 miliardow dolaréw rocznie (Abad i wsp. 2008, Abd-Elgawad i Askary,
2015). Za wiekszo$¢ strat w plonach odpowiadaja osiadte nicienie cystowe (matwiki:



Globodera spp. 1 Heterodera spp.) 1 guzaki (Meloidogyne spp.). Do gatunkow nicieni
cystowych powodujacych najwigksze straty ekonomiczne zalicza si¢ matwika ziemniaczanego
(G. rostochiensis) 1 matwika agresywnego (G. pallida), ktore atakujg rosliny z rodziny
psiankowatych (Solanaceae Juss.), matwika sojowego (H. glycines) atakujacego soje (Glycine
max (L.) Merr.) 1 matwika burakowego (H. schachtii) pasozytujacego na formach uprawnych
buraka i innych szartatowatych (Amaranthaceae Juss.) oraz na roslinach z rodziny
kapustowatych (Brassicaceae Burnett) (takich jak np. kapusta (Brassica oleracea L.), rzepak
(Brassica napus L.), gorczyca (Sinapis alba L.)) w tym na powszechnie wystepujacych
chwastach. Spektrum zywicieli matwika burakowego obejmuje tacznie ponad 200 gatunkow
(Thurau i wsp. 2010).

Nicienie cystowe (matwiki), to pasozyty osiadle, ktore po wniknieciu do korzenia
indukuja w nim rozwdj wielojadrowego syncytium, ktore stanowi dla nich jedyne zZrdédio
pokarmu. Syncytium powstaje w wyniku czesciowej hydrolizy $cian komorkowych
prowadzacej do zlewania si¢ protoplastow sasiadujacych komorek (nawet ponad dwustu).
Komoérki wlaczane do syncytium sg hipertroficznie powickszone 1 przebudowane
ultrastrukturalnie: wzrasta w nich ilo$¢ cytoplazmy oraz liczba rybosomoéw, ciat thuszczowych,
mitochondridow 1 plastydow. Centralna wakuola zostaje zastgpiona przez liczne mate wakuole.
Jadro komérkowe powieksza si¢ i przyjmuje nieregularne ksztatty. Sciana komorkowa ulega
pogrubieniu i tworzg si¢ na niej lokalnie wyrosty transferowe (Sobczak i1 Golinowski 2011).

W cyklu zyciowym nicieni cystowych wyrdznia si¢ cztery stadia larwalne (J1-J4)
1 zdolne do rozrodu stadium dojrzate. Larwy stadium J1 rozwijaja si¢ wewnatrz jaj
1 przeksztalcaja w larwy stadium J2, ktére sg jedynym stadium inwazyjnym. Larwy J2
opuszczajg ostonki jajowe i rozpoczynaja wedrowke w poszukiwaniu korzeni gospodarza.
Infekujg korzenie i po dotarciu poprzez wewngtrzne warstwy kory pierwotnej do walca
osiowego wybieraja pojedyncza komorke inicjalng syncytium. Po zaindukowaniu zmian
metabolicznych w komorce inicjalnej prowadzacych do rozwoju syncytium larwy inwazyjne
traca zdolno$¢ lokomocji i stajg si¢ osiadle. Wraz z rozwojem syncytium nicienie przechodza
kolejne trzy wylinki i osiggaja posta¢ dojrzata. Dojrzate samce odzyskuja zdolnos¢ lokomocji
1 opuszczaja korzen w poszukiwaniu samic. Samice powigkszaja swoje wymiary i staja si¢
widoczne na powierzchni korzenia, ale caty czas pobierajg pokarm z syncytium. Po kopulacji
samice zaczynaja produkowad jaja, a po zakonczeniu owipozycji zamieraja. Ich oskorek
twardnieje stajac si¢ ochronnym workiem (cystg) wypetnionym setkami jaj. Cysty na ogot
odpadaja od korzenia i moga pozostawa¢ w glebie w nienaruszonym stanie przez wiele lat
(Golinowski 1 wsp. 1996).

Za indukcje 1 prawidtowy rozwdj syncytium odpowiadaja wydzieliny nicieni, ktore
bezposrednio lub posrednio zmieniajg profil ekspresji genéw gospodarza i modyfikujg program
morfogenetyczny komorek korzenia. W wydzielinach nicienia znajduja si¢ biatka (efektory),
ktore sg produkowane w gruczotach gardzielowych, ulokowanych po stronie brzusznej
1 grzbietowej nicienia. Sg to zardéwno biatka modyfikujace i rozluzniajace $ciang komorkowa
(endoglukanazy, pektynazy, ksylanazy czy ekspansyny), biatka ochronne nicienia zwigzane z
detoksykacja reaktywnych form tlenu, biatka hamujace reakcje obronng gospodarza, biatka
modyfikujace roslinne szlaki transdukcji sygnatow 1 regulujace transkrypcje gendw roslinnych
(Haegeman i wsp. 2012). Poznane dotychczas geny roslin, ktorych poziom ekspresji ulega
zmianie w wyniku infekcji pasozyta sg zwigzane, migedzy innymi, z: reakcjami obronnymi
1 odpowiedzig roslin na zranienie, cyklem komorkowym, regulacja transkrypcji, modyfikacjami
sciany komorkowej, regulacjg potencjatu osmotycznego, metabolizmem podstawowym
1 wtérnym oraz synteza i percepcja hormonow roslinnych (Gheysen i Fenoll 2002, Szakasits
1 wsp. 2009). Za regulacje transkrypcji odpowiadaja biatka, czynniki transkrypcyjne,
posiadajace domene¢ wigzaca do DNA, a doktadnie do krétkich specyficznych regulatorowych
sekwencji nukleotydowych cis, znajdujacych si¢ w promotorach gendéw (Feller 1 wsp. 2011).
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Nicienie cystowe posiadajac zdolno$¢ manipulowania ekspresja genéw kodujacych regulatory
transkrypcji, jednoczes$nie za ich posrednictwem reguluja ekspresje wielu innych genow
gospodarza, co jest konieczne dla prawidtowego rozwoju nicieni i syncytium.

Hormony ro$linne odgrywaja wazng rol¢ w regulacji procesow rozwojowych,
jak réwniez w transdukcji sygnaléw zwigzanych z odpowiedzig roslin na stresy biotyczne
i abiotyczne. Z odpowiedzig obronng roslin najczegsciej zwigzane sg kwasy salicylowy (SA)
1 jasmonowy (JA) oraz etylen (Et) (Wisniewska 1 wsp. 2015). Natomiast kwas abscysynowy
(ABA) najczesciej jest powigzany z reakcjg rosliny na stresy abiotyczne. Rola SA 1 JA
w regulacji odpornosci uruchamianej wzorcem molekularnym (ang. pattern-triggered
immunity, PTI) oraz odpornosci indukowanej efektorami (ang. effector triggered immunity,
ETI) (opisanych ponizej) zostala stosunkowo dobrze scharakteryzowana w przypadku
patogennych bakterii i grzybow. SA odgrywa znaczaca role podczas odpowiedzi ro$lin
na infekcj¢ patogenami biotroficznymi, natomiast JA podczas infekcji patogenami
nekrotroficznymi (Glazebrook 2005). Rola ABA w odpowiedzi ro$lin na czynniki biotyczne
jest stosunkowo stabo poznana. Zawartos¢ ABA w korzeniach A4. thaliana zainfekowanych
matwikiem burakowym zostala oszacowana przez Kammerhofera i wsp. (2015), ktorzy
wykazali obniZenie stezenia tego hormonu juz w pierwszym dniu po infekcji.

Rosliny odporne moga uaktywnia¢ dwa rodzaje mechanizméw obronnych. Jednym
z nich jest odpowiedZ obronna (odporno$¢ podstawowa, ang. basal resistance), PTI, ktora
hamuje rozwoéj i1 rozprzestrzenianie si¢ patogenu. Nalezg tu biatka PRRs (ang. pattern-
recognition receptors) stanowiace pierwszg lini¢ obrony i bedace receptorami zlokalizowanymi
na powierzchni komorek. Biatka te charakteryzuja si¢ posiadaniem m. in. domen bogatych
w powtorzenia reszt leucynowych (ang. leucine-rich repeat, LRR), ktore rozpoznaja wzorce
molekularne wytwarzane przez infekujace patogeny (ang. pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs) np. biatka wydzielane przez patogen albo produkty rozpadu $cian
komorkowych gospodarza (Niirnberger i Lipka, 2005). Ta pierwsza linia obrony moze zosta¢
przetamana dzigki efektorom wytwarzanym przez patogeny (Dangl i wsp. 2013). W odpowiedzi
na efektory rosliny w ewolucji wytworzyly biatka odpornosci R, bedace receptorami
wewnatrzkomoérkowymi. Biatka R posiadaja charakterystyczne domeny takie jak NBS-LRR
(ang. nucleotide-binding site-leucine-rich repeats), NB-ARC (ang. nucleotide-binding adaptor
shared by Apaf-1, R proteins, and CED-4), a takze wysoce zréznicowane domeny na koncach
aminowych jak TIR (ang. Toll-like/interleukin receptor), CC (ang. coiled coil), RPWS§
(ang. resistance to powdery mildew 8), AIG1-type G (ang. avrRpt2-induced) i inne (Reuber
1 Ausubel 1996, Arya 1 Acharya 2018, Dangl 1 wsp. 2013). Rozpoznanie efektorow przez
odpowiednie biatka NBS-LRR uruchamia ETI (Dangl i wsp. 2013).

Domeny wystepujace na koncach aminowych biatek R sg obecne rowniez w innych
biatkach, jak np. biatkach podobnych do aglutyniny z tytoniu (Nicotiana tabacum L.), zwanych
rowniez Nictaba (PP2-like) wystepujacych u A. thaliana i nalezacych do rodziny lektyn
(Eggermont i wsp. 2017). Dla niektérych z nich potwierdzono rol¢ w odpowiedzi na stresy
(Eggermont 1 wsp. 2018). Poziom ekspresji gendw kodujacych biatka PP2-like ulegat tez
istotnym zmianom w korzeniach A. thaliana zainfekowanych matwikiem burakowym
(Szakasits 1 wsp. 2009).

Powszechnie stosowane zabiegi agrotechniczne (ugorowanie, zatapianie pol,
ptodozmian, stosowanie roslin pulapkowych) w walce z nicieniami sg nieefektywne
1 najczgsciej nieoptacalne (na przyklad przez wylaczenie arealu z produkcji). Ptodozmian
w przypadku zwalczania H. schachtii jest wysoce problematyczny biorgc pod uwage, ze 75%
roslin kapustowatych 1 szartatowatych jest porazanych przez tego szkodnika, w tym
ekonomicznie wazne gatunki jak rzepak, kapusta i1 szpinak (Spinacia oleracea L.) (Thurau
1 wsp. 2010). Poza tym w praktyce rolniczej wystgpuje tendencja do skracania ptodozmianu w
zwigzku z czym gatunki roslin sg uprawiane czesciej np. co trzy a nie pige¢ lat. Metody
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chemicznie sg wysoce szkodliwe dla srodowiska i cztowieka a przy tym réwniez mato wydajne,
ze wzgledu na bardzo niska przenikalnos$¢ oskorka nicieni dla zwigzkéw chemicznych i fakt,
ze matwiki pobierajg pokarm jedynie z komorek roslinnych. Obecnie nematocydy sg wycofane
z uzycia. Takze metody walki biologicznej polegajace na stosowaniu naturalnych wrogow
nicieni tj. bakterii 1 grzyboéw nematofagicznych nie przyniosty, jak dotad, oczekiwanych
efektow (Thurau i wsp. 2010).

Inng metoda walki z nicieniami jest uprawa odmian posiadajacych naturalne geny
odpornosci R (ang. resistance), ktérych dziatanie polega na zahamowaniu rozwoju struktur
odzywiajacych zaindukowanych przez nicienia w korzeniach roslin. Odpowiedz obronna
opiera si¢ na reakcji nadwrazliwos$ci prowadzacej do nekrozy komorek wokoét nicienia i/lub
jego struktury odzywiajacej. Jednak dotychczas zmapowano i/lub sklonowano jedynie kilka
gendw odpornosci na nicienie z roznych gatunkow roslin (Gommers i Bakker 1993, Cai i wsp.
1997, Milligan i wsp. 1998, Van der Vossen i wsp. 2000, Ernst 1 wsp. 2002, Bakker i wsp. 2004,
Paal 1 wsp. 2004). W hodowli ziemniaka (Solanum tuberosum L.) powszechnie
wykorzystywany jest gen odpornosci H/ warunkujacy odpornos¢ na G. rostochiensis (Bakker
i wsp. 2004). Mniej powszechnie wykorzystywane sg geny Gpal niosacy odporno$¢ na
G. pallida (Van der Vossen i wsp. 2000) oraz Grol-4 warunkujacy odpornos¢ na
G. rostochiensis (Paal 1 wsp. 2004). Niestety, odporno$¢ warunkowana przez te geny jest
gatunkowo wasko specyficzna i dodatkowo przetamywana przez niektdre populacje nicieni
(np. patotyp Ro5; Gommers i Bakker 1993). Pomidor (Solanum lycopersicum L.) posiada gen
Mi-1.2 niosacy odpornos¢ na trzy roézne gatunki guzakoéw z rodzaju Meloidogyne (Milligan
i wsp. 1998), a takze gen Hero warunkujacy odporno$¢ na rézne patotypy G. rostochiensis
1 G. pallida (Ernst 1 wsp. 2002).

U buraka cukrowego brak jest genow odpornosci na H. schachtii, ale do jego genomu
przeniesiono gen odpornosci Hs1”*! z B. procumbens (Cai i wsp. 1997). Biatko kodowane
przez gen HsI”°! nie ma budowy typowej dla biatek R i dziata przypuszczalnie jako
receptorowe bialko blonowe rozpoznajace efektory wytwarzane przez nicienia. Mieszance
pomiedzy B. vulgaris a B. procumbens pomimo wielokrotnych krzyzowan wstecznych
charakteryzowaty si¢ znacznie obnizonym wigorem oraz obnizong wielko$cig i jako$cig plonu.
Dodatkowo niektore z wyselekcjonowanych linii o pozytywnych cechach korzeni nie
wykazywatly pelnej odpornosci na nicienie (Thurau i wsp. 2010). Dostepne sag odmiany buraka
cukrowego o podwyzszonej tolerancji na nicienie uzyskane dzigki przeniesieniu genow
z B. vulgaris ssp. maritima, ale wytwarzaja one nizszy plon w poréwnaniu do odmian
catkowicie podatnych (Thurau i wsp. 2010).

Badanie podstaw molekularnych mechanizméw interakcji pomiedzy nicieniem a ro$ling
jest konieczne do uzyskania roslin tolerancyjnych lub odpornych na szkodniki. Poznanie
funkcji gendéw (genomika funkcjonalna) o ekspresji zmienionej w wyniku pasozytowania
szkodnika 1 odkrycie zaleznos$ci pomiedzy produktem danego genu, a zdolnos$cig nicienia
do rozwoju w korzeniach jest potrzebne do wytypowania gendéw istotnych dla interakcji ro§lina
- patogen (tzw. gendw podatnosci S). Geny podatnosci S (ang. susceptible), nazwane tak
od reakcji podatnej rosliny zywicielskiej 1 petnigce w tej reakcji istotng role, sa przydatne
w hodowli odpornosciowej roslin. Geny S s3 odpowiedzialne za reakcje kompatybilnag,
natomiast mutacja w tych genach lub zaburzenie wzoru ich ekspresji moze prowadzi¢
do obnizenia podatnosci roslin. Jednoczesnie zmiana wzoru ich ekspresji w strukturach
odzywiajacych nicienie nie moze mie¢ negatywnego wptywu na wielko$¢ i jakos¢ plonu roslin
uprawnych. Van Schie 1 Takken (2014) wyrdzniaja trzy grupy gendéw S: 1. geny zwigzane
z podstawowa kompatybilnoscia (ang. basic compatibility-related), odgrywajace role
w pierwszej fazie interakcji ro§lina - patogen, 2. geny kodujace negatywne regulatory obronne;j
Sciezki sygnalnej, 3. geny ufatwiajagce pelny rozwdj patogenu. Zasadniczo wszystkie geny
rosliny, ktore utatwiajg infekcje 1 rozwoj patogendw moga by¢ uznane za geny S.
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Doskonalenie genotypéw 1 uzyskiwanie nowych odmian roslin wymaga zwigkszenia
zmienno$ci genetycznej w populacji osobnikéw poddanych selekcji pod wzgledem pozadane;j
cechy. Zmienno$¢ genetyczng mozna uzyska¢ na dwa sposoby poprzez krzyzowanie
wybranych genotypow wykorzystujac zmienno$¢ rekombinacyjng albo za pomoca mutagenezy.
Mutageneze przeprowadza si¢ poprzez zastosowanie czynnikOw chemicznych lub fizycznych
albo przy pomocy metod inzynierii genetycznej. Obecne technologie pozwalaja
na wprowadzanie konstrukcji genowych (mutageneza insercyjna), ktére moga prowadzi¢ do
nadekspresji genu, wyciszenia genu lub uszkodzenia genu (mutacja). Nowe technologie,
jak edycja genomu za pomocg specyficznych nukleaz, pozwalaja w efekcie koncowym poprzez
segregacje alleli na wyprowadzenie linii nie zawierajacych transgenu (Wang i Doudna 2022).
Jednakze jakiekolwiek zmiany w obrgbie genomu nadajace nowe, korzystne cechy roslinom
uprawnym musza by¢ poprzedzone wieloletnimi pracami badawczymi nad ustaleniem funkcji
genow.

Badania podstawowe z zakresu genomiki funkcjonalnej zawarte w kolejnych pracach
naukowych wlaczonych do osiaggniecia naukowego 1. (H1.3. — HI1.6.). zostaly
przeprowadzone na roslinie modelowej rzodkiewniku pospolitym (Arabidopsis thaliana ekotyp
Columbia, Col-0), ktory jest od wielu lat wykorzystywany w badaniach podloza genetycznego
i molekularnego odpowiedzi roslin w czasie kompatybilnej interakcji z matwikiem burakowym.

I1.2. Omowienie wynikow i ich ewentualnego wykorzystania

Celem prac naukowych H1.3. — H1.6. byta analiza funkcjonalna wybranych genow,
ktore zidentyfikowano jako potencjalne geny podatnosci S. Geny te wybrano w oparciu
o wyniki analizy poréwnawczej transkryptomow syncytiow zaindukowanych w korzeniach
A. thaliana przez H. schachtii (Szakasits 1 wsp. 2009). Sposrod genow, ktorych ekspresja
zmienia si¢ w czasie infekcji korzeni przez matwika burakowego wybrano geny kodujace
czynniki transkrypcyjne AtMyb59 (H1.3.) oraz AtHRS1 (H1.4.), geny kodujace biatka zwigzane
z metabolizmem i szlakiem przekazywania sygnatu ABA (H1.5.) oraz geny AtPP2-A3 i AtPP2-
A8, kodujace domeng lektynowg i domeny charakterystyczne dla bialek R (H1.6.). Wybrane
geny charakteryzowaty si¢ zroznicowanym poziomem ekspresji w korzeniach podczas rozwoju
syncytium i nicienia w poroéwnaniu do korzeni nieinfekowanych. W badaniach roli wybranych
genow w odpowiedzi na atak matwika wykorzystano mutanty insercyjne T-DNA i/lub ro$liny
transgeniczne z konstrukcjami nadekspresyjnymi lub konstrukcjami z genami reporterowymi
pozwalajacymi na analiz¢ aktywnos$ci promotoréw badanych gendéw. Podatno$¢ linii
transgenicznych A. thaliana na matwika burakowego szacowano w oparciu o liczbe samic,
ktére byly w stanie przejs¢ caly cykl rozwojowy zywigc sie na ich korzeniach w poréwnaniu
do liczby samic rozwijajacych si¢ w korzeniach roslin typu dzikiego.

W pracy H1.3. (WisSniewska i wsp. 2021) badano role genu AtMYBS59, kodujacego
przypuszczalny czynnik transkrypcyjny z rodziny MYB, w interakcji A. thaliana — H. schachtii.
Potwierdzono, ze poziom jego ekspresji ulega obnizeniu w syncytiach po 5 i 15 dniach
po infekcji (dpi). Na podstawie wynikow analizy aktywnosci dwoch fragmentéw promotora
genu AtMYB59 stwierdzono, ze jest on indukowany gtownie w korzeniach, a w korzeniach
zainfekowanych nicieniem aktywno$¢ promotora genu AtMYB59 jest hamowana
w rozwijajacym si¢ syncytium. Rosliny z nadekspresja genu AtMYB59 charakteryzowaly sie
obnizong podatnoscia, a takze zaburzonym rozwojem syncytiow, natomiast mutanty tego genu
byly bardziej podatne na matwika burakowego. Dodatkowo potwierdzono, Ze transkrypcja
genu AtMYB59 jest indukowana w lisciach po traktowaniu ro§lin ABA. Na podstawie analiz
ultrastruktury syncytiow rozwijajacych si¢ w korzeniach linii z nadekspresja o obnizonej
podatnosci wykazano, ze nadekspresja tego genu powoduje zahamowanie wzrostu syncytium
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oraz degradacje jego organelli komérkowych. Podsumowujac, stwierdzono, ze obnizenie
poziomu ekspresji genu AtMYB59 ma istotne znaczenie dla prawidlowego rozwoju syncytiow
indukowanych przez H. schachtii w korzeniach 4. thaliana.

W publikacji H1.4. (Wisniewska i wsp. 2022) opisano wyniki dotyczace analizy funkcji
genu AtHRS1, kodujacego czynnik transkrypcyjny (zawierajacy domen¢ podobng do MYB)
z rodziny GARP w odpowiedzi A. thaliana na porazenie H. schachtii. Poziom transkrypcji
AtHRS1 ulegal obnizeniu w korzeniach infekowanych nicieniem w 5 i 15 dpi. Nadekspresja
genu AtHRS1 prowadzita do zaburzenia rozwoju syncytiow i powodowala znaczacy spadek
liczby samic. Mutant Ars/ wykazal natomiast podwyzszong podatnos¢. Analiza ekspresji genu
AtHRS1 w lisciach i w korzeniach ro$lin nieinfekowanych, traktowanych hormonami
ros$linnymi wykazala, ze poziom transkrypcji genu AtHRS1 ulega podwyzszeniu w korzeniach
po potraktowaniu ich estrem metylowym kwasu jasmonowego (MeJA). Analizie ekspresji
poddano wigc wybrane geny, ktorych produkty sa zwigzane z metabolizmem i transdukcja
sygnatu kwasu jasmonowego (JA), AtAOCI (ALLENE OXIDE CYCLASE 1), AtAOC2
(ALLENE OXIDE CYCLASE 2), At20G (2-OXO GLUTARATE (20G) i Fe(Il)-DEPENDENT
OXYGENASE SUPERFAMILY PROTEIN), AtJAZ10 (JASMONATE ZIM-DOMAIN 10)
1 AtJRG21 (JASMONATE-REGULATED GENE 21). Biatka AtAOCI1 i AtAOC2 uczestnicza
w ostatnim etapie syntezy JA w chloroplastach, podczas gdy oksygenazy At20G (JOX4)
1 AtJRG21 (JOX3) hydroksyluja JA do 120H-JA zapobiegajac akumulacji JA (Caarls i wsp.
2017). Natomiast biatka JAZ sa negatywnymi regulatorami genéw indukowanych przez JA
(Cerrudo i wsp. 2012). Wymienione geny miaty podwyzszony poziom ekspresji w 10-dniowych
syncytiach rozwijajacych si¢ na korzeniach ro$lin typu dzikiego i mutanta, w przeciwienstwie
do korzeni z nadekspresja genu AtHRSI, w ktorych nie stwierdzono akumulacji
ich transkryptoéw. Analiza ultrastruktury syncytiow w korzeniach ro$lin typu dzikiego
i mutantéw wykazata, ze sg one zbudowane i rozwijaja si¢ podobnie. Natomiast syncytia
zaindukowane w korzeniach ro$lin z nadekspresja AtHRSI byly zahamowane w rozwoju
z powodu nizszej liczby komorek wlaczanych do syncytium, ich stabszej hipertrofii i nizszej
liczbie otworéw powstajacych w Scianach komorkowych pomigedzy elementami syncytium.
Na podstawie wynikéw badan zawartych w pracy H1.4. stwierdzono, ze obnizenie poziomu
transkrypcji genu AtHRS1 jest niezbedne do prawidtowego rozwoju syncytium.

Celem pracy naukowej H1.5. (Rozanska i wsp. 2023) bylo zbadanie czy mutacje
wybranych gendw zwigzanych z katabolizmem 1 szlakiem transdukcji sygnalu ABA maja
wplyw na wczesne etapy infekcji korzeni A. thaliana przez matwika burakowego w 2 1 4 dpi.
Aby odpowiedzie¢ na to pytanie przeprowadzono testy infekcyjne na roslinach typu dzikiego
1 mutantach gendw ABIl (ABA-INSENSITIVE 1), ABI2 (ABA-INSENSITIVE 2),
ABI5 (ABA-INSENSITIVE 5), PYL5 (PYRABACTIN RESISTANCE 1 (PYRI)-like 5),
PYL6 (PYRABACTIN RESISTANCE 1 (PYRI)-like), CYP70741 (CYTOCHROME P450
MONOOXYGENASE 70741) i CYP70744 (CYTOCHROME P450 MONOOXYGENASE
707A44) oraz analizowano poziom ich ekspresji w zainfekowanych korzeniach. Na podstawie
wynikéw badan stwierdzono, ze poziom akumulacji transkryptéw genow ABI2, ABI5
(kodujacych biatka uczestniczace w $ciezce sygnalnej ABA) 1 CYP707A44 (kodujacy enzym
bioracy udziat w metabolizmie ABA) byt podwyzszony w strukturach odzywiajacych nicienia
w 4 dpi, natomiast poziom ekspresji genéw PYL5 i PYL6 (kodujacych receptory ABA) byt
obnizony. Mutacje w genach ABII, ABI2, ABI5, CYP7074A1 1 CYP707A44 prowadzity
do obnizenia podatnosci roslin, natomiast mutacje w genach PYL5 i PYL6 nie mialy wplywu
na liczbg rozwijajacych si¢ samic matwika. W oparciu o uzyskane wyniki stwierdzono,
ze zmiany w poziomach ekspresji genéw ABII, ABI2, ABI5, CYP707A1 i CYP707A44 maja
znaczenie dla wlasciwego rozwoju matwika burakowego w korzeniach 4. thaliana.
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Rola bialek PP2-like w odpowiedzi roslin na nicienie pasozytnicze nie jest doktadnie
poznana, dlatego tez celem pracy badawczej H1.6. (Waojszko i wsp. 2023) byta szczegdtowa
analiza funkcjonalna gendéw AtPP2-A3 1 AtPP2-A8 u A. thaliana w odpowiedzi na infekcje
matwikiem burakowym. Sposréd 30 genow kodujacych biatka Nictaba wystepujacych
u A. thaliana wybrano dwa do szczegdtowej analizy w oparciu o wystepowanie domen (oprocz
domeny lektynowej) charakterystycznych dla biatek R oraz ich obnizong ekspresje
w syncytiach: AtPP2-A3 1 AtPP2-AS. Biatko AtPP2-A3 wykazuje podobienstwo do biatka
zwigzanego z odpowiedzig obronng AIG1, ktore zawiera domene¢ G (ang. AIGI-type G domain)
wystepujaca w GTPazach (Reuber i Ausubel 1996). Biatko AtPP2-A8 posiada domeng Toll/I1-
IR (TIR) wykazujacg wysokie podobienstwo do domeny TIR wystepujacej u biatka N
nadajacego odpornos$¢ na wirusa mozaiki tytoniu (TMV) u Nicotiana glutinosa (Whitham
1wsp. 1994). Do analiz wykorzystano transgeniczne linie A. thaliana z nadekspresja wybranych
gendw, ich mutanty, a takze linie z konstrukcja reporterowa GFP lub B-glukuronidaza
pod kontrolg promotora natywnego danego genu. Poziom ekspresji obu genow AtPP2-A3
i AtPP2-A8 ulegat istotnemu obnizeniu w korzeniach zainfekowanych. Poziom akumulacji
transkryptow AtPP2-A3 1 AtPP2-A8 badano réwniez w korzeniach nieinfekowanych
potraktowanych hormonami. Akumulacja transkryptow A¢tPP2-A3 obnizata si¢ istotnie
po traktowaniu roslin JA, MeJA i ABA w porownaniu z kontrolg. Poziom ekspresji genu
AtPP2-A8 nie zmienial si¢ po traktowaniu JA i MeJA, natomiast wzrastal w korzeniach
traktowanych SA 1 ABA. Wyniki te sugeruja, ze regulacja ekspresji badanych genoéw jest
odmienna. Przestrzenny wzor ekspresji genéw AtPP2-A3 1 AtPP2-A8 byt podobny w organach
1 tkankach nieinfekowanych siewek A. thaliana. Promotory obu genow nie byly aktywne
w lisciach, pedach kwiatostanowych, pakach kwiatowych, kwiatach 1 *tuszczynach.
W nieinfekowanych korzeniach aktywno$¢ promotoréw obu gendow byta wysoka. W korzeniach
zainfekowanych nie stwierdzono aktywnos$ci promotoréw obu gendéw w miejscach infekcji
1rozwijajacych si¢ syncytiach. Zastosowanie konstrukcji genowych, dzigki ktorym powstawaty
biatka fuzyjne pozwolilo na okreslenie lokalizacji biatek bardziej szczegotowo. W roslinach
nieinfekowanych obecno$¢ biatka AtPP2-A3-GFP stwierdzono w cytoplazmie komorek
ryzodermy, natomiast biatko AtPP2-A8-GFP bylo obecne w cytoplazmie i jadrach
komorkowych komorek ryzodermy i migkiszu kory pierwotnej korzeni 4. thaliana. Po infekcji
synteza bialek byta obnizona w elementach syncytiow i w komorkach je otaczajacych.
Obecnos¢ biatka AtPP2-A8 w jadrach komorkowych moze sugerowac jego role w regulacji
transkrypcji. Mutacje w genach AtPP2-43 1 AtPP2-A8 powodowaty obnizenie liczby infekcji
w 5 dpi oraz liczby samic w 15 dpi w pordwnaniu do roslin typu dzikiego. Natomiast
nadekspresja tych genow powodowata wzrost liczby samic w 15 dpi. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze obnizenie poziomu ekspresji obu gendw obniza podatnos¢
A. thaliana na infekcje matwikiem burakowym i Zze geny te majg istotne znaczenie w interakcji
pomiedzy roéling a matwikiem burakowym.

Dzigki przeprowadzeniu analizy funkcjonalnej wybranych gendéw i uzyskaniu wynikow
opisanych w artykutach naukowych H1.3. — H1.6., ustalono, ze dziewig¢ gendéw sposrod
zbadanych jedenastu odgrywa istotng role w odpowiedzi A. thaliana (ro$liny modelowej)
na atak matwika burakowego. Wiedza ta moze by¢ wykorzystana do dalszych badan
ortologow u roslin uzytkowych, takich jak burak cukrowy czy roslin z rodziny
kapustowatych. W pierwsze] kolejnosci nalezaloby przetestowac geny, ktorych mutacje
powoduja obnizenie podatnos$ci A. thaliana na matwika (4BII, ABI2, ABI5, CYP707A1,
CYP707A44, AtPP2-A3 1 AtPP2-AS8), aby potwierdzi¢ ich role u innego gatunku w interakcji
roslina - patogen i1 sprawdzi¢ czy nie powoduja one niepozadanych efektow ubocznych
w postaci strat w plonach. Kumulacja mutacji kilku gendw moze znaczaco obnizy¢ podatnos¢
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roslin uzytkowych na atak matwika burakowego, co przy dotychczasowym stanie naszej
wiedzy wydaje si¢ by¢ jednym z lepszych rozwigzan otrzymywania odmian o podwyzszonej
tolerancji na patogeny.

Podsumowujac, do najwazniejszych dokonan uzyskanych dzieki pracom badawczym
zawartym w osiagnieciu naukowym 1. zaliczam:

- ustalenie potencjalnych wskaznikow pozytywnie skorelowanych z plonem korzeni i cukru,
ktére moga by¢ wykorzystane w selekcji form buraka cukrowego tolerancyjnych na suszg:
podobienstwo genetyczne, ®PSII, LAI, absorpcja PAR i ys oraz wytypowanie genotypow
tolerancyjnych, ktére mogty by¢ wlaczone do programu hodowlanego,

- ustalenie zakresu dystansu genetycznego: 0,28 - 0,37 dla form rodzicielskich buraka
cukrowego, w ktorego obrebie potomstwo wykazalo efekt heterozji, co moze by¢
wykorzystywane w dobrze genotypdéw do krzyzowania w hodowli heterozyjnej,

- identyfikacje r6znic pomigdzy formami tolerancyjnymi i podatnymi buraka cukrowego na
susz¢ w postaci unikalnych zmian wzoréw ekspresji gendw w warunkach kontrolnych i suszy,

- oszacowanie dystansu genetycznego pomigdzy formami buraka dzikiego, pastewnego
1 cukrowego oraz wykazanie, ze zakres zmienno$ci genetycznej pomi¢dzy burakiem cukrowym
a pastewnym i B. maritima jest stosunkowo waski.

- wskazanie genotypoéw buraka pastewnego, ktore potencjalnie moga by¢ wykorzystane
do krzyzowania z linig tolerancyjng buraka cukrowego dla uzyskania kumulacji /oci cech
ilosciowych i poprawy tolerancji na suszg,

- potwierdzenie za pomocg metod genomiki funkcjonalnej roli nastepujacych genow
A. thaliana: AtMYBS59, AtHRS1, AtABIl, AtABI2, AtABI5, AtCYP70741, AtCYP70744,
AtPP2-A3 1 AtPP2-A8 w interakcji A. thaliana z matwikiem burakowym,

- potwierdzenie udziatu hormonow stresowych: JA, SA 1 ABA w regulacji transkrypcji genow
AtMYB59, AtHRS1, AtPP2-A3 1 AtPP2-AS8,

- potwierdzenie roli ABA w interakcji 4. thaliana — matwik burakowy,

- potwierdzenie roli genu AtHRSI w regulacji wybranych elementow syntezy 1 transdukcji
sygnatu JA: AtAOCI, AtAOC2, At20G, AtJAZ10 1 AtJRG21.

16



Literatura

Abad P, Gouzy J, Aury JM, Castagnone-Sereno P, Danchin EG i wsp. (2008) Genome sequence of the metazoan
plant-parasitic nematode Meloidogyne incognita. Nat Biotechnol 26: 909-915.

Abd-Elgawad MMM, Askary TH (2015) Impact of phytonematodes on agriculture economy. W: Biocontrol Agents
of Phytonematodes (red Askary TH i Martinelli PRP), str. 3-49, CAB International.

Arya P, Acharya V (2018) Plant STAND P-loop NTPases: a current perspective of genome distribution, evolution,
and function. Mol Genet Genom 293: 17-31.

Ashraf M, Foolad MR (2007) Roles of glycine betaine and proline in improving plant abiotic stress resistance.
Environ Exp Bot 59: 206-216.

Bakker E, Achenbach U, Bakker J, van Vliet J, Peleman J, Segers B, van der Heijden S, van der Linde P, Graveland
R, Hutten R, van Eck H, Coppoolse E, van der Vossen E, Bakker J, Goverse A (2004) A high-resolution map of
the HI locus harbouring resistance to the potato cyst nematode Globodera rostochiensis. Theor Appl Genet 109:
146-152.

Cai D, Kleine M, Kifle S, Harloff HJ, Sandal NN, Marcker KA, Klein-Lankhorst RM, Salentijn EM, Lange W,
Stieckema WJ, Wyss U, Grundler FM, Jung C (1997) Positional cloning of a gene for nematode resistance in sugar
beet. Science 275: 832-834.

Caarls L, Elberse J, Awwanah M, Ludwig NR, de Vries M, Zeilmaker T, Van Wees SCM, Schuurink RC, Van den
Ackerveken G (2017) Arabidopsis JASMONATE-INDUCED OXYGENASES down-regulate plant immunity by
hydroxylation and inactivation of the hormone jasmonic acid. Proc Natl Acad Sci USA 114: 6388-6393.

Cerrudo I, Keller MM, Cargnel MD, Demkura PV, de Wit M, Patitucci MS, Pierik R, Pieterse CMJ, Ballare CL
(2012) Low red/far-red ratios reduce Arabidopsis resistance to Botrytis cinerea and jasmonate responses via a
COI1-JAZ10- dependent, salicylic acid-independent mechanism. Plant Physiol 158: 2042-2052.

Chotyj D, Karwowska R, Ciszewska A, Jasinska M (2008) Influence of long-term drought stress on osmolyte
accumulation in sugar beet (Beta vulgaris L.) plants. Acta Physiol Plant 30: 679-687.

Dangl JL, Horvath DM, Staskawicz BJ (2013) Pivoting the plant immune system from dissection to deployment.
Science 341: 746-751.

East EM, Hayes HK (1912) Heterozygosis in evolution and in plant breeding. U.S. Government Printing Office:
Washington, WA, USA.

Eggermont L, Verstraeten B, Van Damme EJM (2017) Genome-wide screening for lectin motifs in Arabidopsis
thaliana. Plant Genome 10(2).

Eggermont L, Stefanowicz K, Van Damme EJM (2018) Nictaba homologs from Arabidopsis thaliana are involved
in plant stress responses. Front Plant Sci 8: 02218.

Ernst K, Kumar A, Kriseleit D, Kloos DU, Phillips MS, Ganal MW (2002) The broad-spectrum potato cyst
nematode resistance gene (Hero) from tomato is the only member of a large gene family of NBS-LRR genes with
an unusual amino acid repeat in the LRR region. Plant J 31: 127-136.

Feller A, MacHemer K, Braun EL, Grotewold E (2011) Evolutionary and comparative analysis of MYB and bHLH
plant transcription factors. Plant J 66: 94-116.

Francis SA (2006) Development of sugar beet. W: Sugar beet (red. Draycott AP), str. 9-29, Blackwell Publishing
Ltd, Oxford, UK.

Glazebrook J (2005) Contrasting mechanisms of defense against biotrophic and nectrophic pathogens. Annu Rev
Phytopathol 43: 205-227.

Gheysen G, Fenoll C (2002) Gene expression in nematode feeding sites. Annu Rev Phytopathol 40: 191-219.

Golinowski W, Grundler FMW, Sobczak M (1996) Changes in the structure of Arabidopsis thaliana during female
development of the plant-parasitic nematode Heterodera schachtii. Protoplasma 194: 103-116.

Gommers FJ, Bakker J (1993) Biotechnology in nematology. W: Modern crop protection: developments and
perspectives (red. Zadoks JC), Wageningen Press, Wageningen.

Haegeman A, Mantelin S, Jones JT, Gheysen G (2012) Functional roles of effectors of plant-parasitic nematodes.
Gene 492: 19-31.

Hochholdinger F, Hoecker N (2007) Towards the molecular basis of heterosis. Trends Plant Sci 12: 427-432.

17



Jones PD, Lister DH, Jaggard KW, Pidgeon JD (2003) Future climate impact on the productivity of sugar beet
(Beta vulgaris L.) in Europe. Climatic Change 58: 93-108.

Kammerhofer N, Radakovic Z, Regis JMA, Dobrev P, Vankova R, Grundler FM, Siddique S, Hofmann J,
Wieczorek K (2015) Role of stress-related hormones in plant defence during early infection of the cyst nematode
Heterodera schachtii in Arabidopsis. New Phytol 207: 778-789.

Mall AK, Srivastava S, Mulet JM i wsp. (2024) Sugar beet special issue: Biotechnology and breeding techniques
for stress-resistant sugar beet. Sugar Tech 26: 1195-1198.

Milligan SB, Bodeau J, Yaghoobi J, Kaloshian I, Zabel P, Williamson VM (1998) The root knot nematode
resistance gene Mi from tomato is a member of the leucine zipper, nucleotide binding, leucine-rich repeat family
of plant genes. Plant Cell 10: 1307-1319.

Miiller J (1999) The economic importance of Heferodera schachtii in Europe. Helminthologia 36: 205-213.

Noctor G, Mhamdi A, Foyer C (2014) The roles of reactive oxygen metabolism in drought: not so cut and dried.
Plant Physiol 164: 1636-1648.

Niirnberger T, Lipka V (2005) Non-host resistance in plants: new insights into an old phenomenon. Mol Plant
Pathol 6: 335-345.

Paal J, Henselewski H, Muth J, Meksem K, Menendez CM, Salamini F, Ballvora A, Gebhardt C (2004) Molecular
cloning of the potato Grol-4 gene conferring resistance to pathotype Rol of the root cyst nematode Globodera
rostochiensis, based on a candidate gene approach. Plant J 38: 285-297.

Pidgeon JD, Werker AR, Jaggard KW, Richter GM, Lister DH, Jones PD (2001) Climatic impact on the
productivity of sugar beet in Europe, 1961-1995. Agr Forest Meteor 109: 27-37.

Reuber TL, Ausubel FM (1996) Isolation of Arabidopsis genes that differentiate between resistance responses
mediated by the RPS2 and RPM1 disease resistance genes. Plant Cell 8: 241-249.

Sies H (2018) On the history of oxidative stress: Concept and some aspects of current development. Curr. Opin.
Toxicol. 7: 122-126.

Sobczak M, Golinowski W (2011) Cyst nematodes and syncytia. W: Genomics and molecular genetics of plant-
nematode interactions (red. Gheysen G, Fenoll C, Jones JT), str. 61-82, Springer, Berlin.

Szakasits D, Heinen P, Wieczorek K, Hofmann J, Wagner F, Kreil DP, Sykacek P, Grundler FM, Bohlmann H
(2009) The transcriptome of syncytia induced by the cyst nematode Heterodera schachtii in Arabidopsis roots.
Plant J 57: 771-784.

Thurau T, Ye W, Menkhaus J, Knecht K, Tand G, Cai D (2010) Plant nematode control. Sugar Tech 12: 229-237.

Whitham S, Dinesh-Kumar SP, Choi D i wsp. (1994) The product of the tobacco mosaic virus resistance gene N:
similarity to toll and the interleukin-1 receptor. Cell 78: 1101-1115.

Wisniewska A, Kaminska K, Nawrocka K, Sobczak M (2015) Rola kwaséw salicylowego i jasmonowego w
odpowiedzi roslin na matwiki i guzaki. Postepy Biol. Komorki 42: 743-764.

Wiirschum T, Zhu X, Zhao Y, Jiang Y, Reif JC, Maurer HP (2023) Maximization through optimization? On the
relationship between hybrid performance and parental genetic distance. Theor Appl Genet 136, 186.

Wyss U (1997) Root parasitic nematodes: an overview. W: Cellular and molecular aspects of plant nematode
interactions (red. Fenoll C, Grundler FMW, Ohl SA), str. 5-24, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The
Netherlands.

Van der Vossen EA, van der Voort JN, Kanyuka K, Bendahmane A, Sandbrink H, Baulcombe DC, Bakker J,
Stiekema WJ, Klein-Lankhorst RM (2000) Homologues of a single resistance-gene cluster in potato confer
resistance to distinct pathogens: a virus and a nematode. Plant J 23: 567-576.

Van Schie CC, Takken FL (2014) Susceptibility genes 101: How to be a good host. Annu Rev Phytopathol 52: 551-
581.

18



4.2. Osiagniecie naukowe 2.

4.2.1. Tytul osiagniecia naukowego 2.
Analiza promotorow genow pomidora indukowanych podczas interakcji roslina — nicien
i ich potencjalne biotechnologiczne zastosowanie

4.2.2. Publikacja wchodzaca w sklad osiagniecia naukowego 2.
(autorzy, rok wydania, tytut publikacji, nazwa wydawnictwa)

Oznaczenia:

- *autor korespondencyjny

- IF — Impact Factor

- Pkt.— punkty wedtug wykazu czasopism naukowych Ministra Nauki (obejmujace Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego oraz Ministerstwo Edukacji i Nauki)

- Liczba cytowan i kwartyl zostaty podane wg Web Of Science Core Collection 12.03.2025

H2.1. Wisniewska A*, Dabrowska-Bronk J, Szafranski K, Fudali S, Swiecicka M, Czarny M,
Wilkowska A, Morgiewicz K, Matusiak J, Sobczak M, Filipecki M (2013) Analysis of tomato

gene promoters activated in syncytia induced in tomato and potato hairy roots by Globodera
rostochiensis. Transgenic Res 22: 557-569. https://doi.org/10.1007/s11248-012-9665-4

IF 2013 = 2,281 Pkt.2013 =25 Kwartyl — Q2
IF 2003 =2,7 Pkt.2024 =70 Liczba cytowan: 11

Opracowanie koncepcji badan, przygotowanie wniosku o finansowanie projektu badawczego, zaplanowanie
eksperymentow, koordynowanie eksperymentow, udzial w eksperymentach (transformacja roslin, infekcja korzeni
mqtwikiem ziemniaczanym, analiza aktywnosci f-glukuronidazy, projektowanie starterow, obserwacje i wykonanie
fotografii), opracowanie wynikow, zaplanowanie manuskryptu i napisanie manuskryptu, kontakt z wydawnictwem
i udzielenie odpowiedzi na recenzje.

4.2.3. Omowienie celu naukowego Osiagniecia naukowego 2. i uzyskanych wynikéw wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

Uzyskanie odpornosci lub podwyzszenie tolerancji roslin na patogeny 1 szkodniki
mozna otrzymac poprzez wprowadzenie genéw odpornosci, gendw zwigzanych z patogeneza
lub tez gendw kodujacych biatka toksyczne dla patogenu na drodze modyfikacji genetyczne;.
Takie podej$cie musi opiera¢ si¢ na kompleksowej wiedzy dotyczacej nie tylko roli biatka,
ktorego sekwencja kodujaca jest wprowadzana do genomu rosliny, ale takze na temat
mechanizmow dziatania sekwencji regulatorowych gendéw (promotorow) oraz okreslenia
miejsca 1 sity ich aktywnos$ci. Promotory genow, posiadajac odpowiedni 1 unikatowy zestaw
elementow regulatorowych cis, do ktérych wiaza si¢ biatka regulatorowe (czynniki
transkrypcyjne), odpowiadaja za regulacje ekspresji genéw. Promotory genow
wykorzystywane do tworzenia konstrukcji genowych do transformacji roslin, w zaleznosci
od potrzeb moga by¢ konstytutywne lub specyficzne. Promotory konstytutywne gendw
(gak np. 35S, rol, czy T-cyt) sa najczgsciej wykorzystywane do uzyskiwania ro$lin
transgenicznych, ale nie zawsze sg aktywowane w miejscach infekcji (Goddijn 1 wsp. 1993).
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Promotory tkankowo- 1 czasowo-specyficzne posiadajg aktywno$¢ ograniczong czasowo
1 przestrzennie do okre§lonych organéw i komoérek. Promotory indukowane sg aktywowane
specyficznymi czynnikami np. obecno$cig patogena. Promotory indukowane i tkankowo-
specyficzne maja dodatkowa zalete, polegajaca na uniknieciu skutkdw ubocznych w przypadku
koniecznosci uzycia genu zwigzanego z odpornoscia, ale zaburzajacego w pewnym stopniu
metabolizm komorek, w tym komoérek niezainfekowanych. Poznanie sekwencji
regulatorowych okreslonych genéw pozwala takze na wykorzystanie ich fragmentow
do tworzenia sztucznych promotorow o innym wzorze ekspresji niz ich formy wyjsciowe
(Rushton i wsp. 2002, Gurr i Rushton 2005).

Promotory tkankowo-specyficzne mogg by¢ tez wykorzystane w metodach stuzacych
do analizy ekspresji gendéw jak np. TRAP-seq (ang. translating ribosome affinity purification
(TRAP) followed by RNA sequencing) i INTAC (ang. isolation of nuclei tagged in specific cell
types) (Deal i Henikoff 2011, Sablok i wsp. 2017). Metody te pozwalaja na badanie
translatomow, czyli ustaleniu, ktore transkrypty zsyntetyzowane w komorce rzeczywiscie
ulegaja translacji. Do genomu rosliny wprowadza si¢ konstrukcje genowa zawierajgca
sekwencj¢ kodujaca biatko znakowane etykieta (stanowigce element duzej podjednostki
rybosomu lub otoczki jadrowej) bedaca pod kontrola promotora specyficznego dla komorek,
dla ktorych przeprowadza si¢ analiz¢ zrdéznicowanej ekspresji gendw. Poprzez izolacje
rybosomoéw ze zwigzanym mRNA lub jader komorkowych zawierajacych mRNA uzyskuje si¢
pule RNA specyficzng dla konkretnych komoérek (Deal i Henikoff 2011, Reynoso i wsp. 2022).
Do zastosowania metod TRAP-seq i INTAC w przypadku analizy genow ulegajacych ekspres;ji
w komorkach korzeni, czy w miejscach infekcji powodowanych przez patogeny i szkodniki
moga by¢ wykorzystane korzenie wtosnikowate pomidora uzyskiwane poprzez transformacje
za pomocg Agrobacterium rhizogenes (obecnie Rhizobium rhizogenes) (Ron i wsp. 2014).

Matwik ziemniaczany jest szkodnikiem kwarantannowym powodujacym powazne
straty w uprawach ziemniaka (Solanum tuberosum L.), pomidora i innych gatunkéw roslin
psiankowatych (Solanaceae Juss.). Znaczenie nicieni pasozytujagcych na roslinach,
cykl rozwojowy nicieni cystowych oraz poznane do tej pory geny odpornosci R i mechanizmy
odpornos$ci na patogeny u roslin typu PTI i ETI zostaly opisane powyzej przy omawianiu prac
H1.3. — H1.6 zawartych w osiagnieciu naukowym 1.

Celem naukowym osiggniecia naukowego 2. byla analiza aktywnos$ci promotorow
genow pomidora (Solanum lycopersicum L.) w syncytiach zaindukowanych przez
matwika ziemniaczanego (Globodera rostochiensis) w Korzeniach pomidora
lub korzeniach ziemniaka oraz ewaluacja ich potencjalnego zastosowania
w udoskonalaniu ro$lin na drodze transformacji genetycznej oraz w nowych
technologiach badania zréznicowanej ekspresji genow.

Omowienie wynikow i ich ewentualnego wykorzystania

W pracy H2.1. (Wisniewska i wsp. 2013) do analiz wybrano promotory gendéw
CYP97A429 (CYTOCHROME P450 MONOOXYGENASE 97A429), DFR
(DIHYDROFLAVONOL-4-REDUCTASE), FLS (FLAVONOL SYNTHASE / FLAVANONE
3-HYDROXYLASE), NIK (NEMATODE INDUCED KINASE PROTEIN) i PMEI (INVERTASE
/ PECTIN METHYLESTERASE INHIBITOR) w oparciu o wyniki wczesniejszych badan
dotyczacych interakcji pomidor — matwik ziemniaczany (Swiecicka 1 wsp. 2009)
oraz podobienstwo do biatek bioragcych udziat w odpowiedzi roslin na czynniki stresowe.
Gen CYP97A429 koduje monooksygenaze P450, biorgcg udziat w syntezie m. in. flawonoidéw
1 antyoksydantéw oraz bierze udzial w odpowiedzi obronnej (Kahn i Durst 2000, Hwang
1 Hwang 2010). Geny DFR, FLS, NIK i PMEI nie byly opisane wcze$niej w literaturze
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naukowej dla pomidora 1 koduja odpowiednio przypuszczalne biatka: reduktaze
dihydroflawonolowa, hydroksylaz¢ flawanonu/syntaze flawonolu, biatko z domeng kinazy
oraz inhibitor metyloesterazy/inwertazy pektynowej. DFR 1 FLS sg enzymami biorgcymi udziat
w syntezie flawonoidow, wtornych metabolitow bioracych udziat w odpowiedzi obronnej roslin
na patogeny (Wasson 1 wsp. 2006), a takze akumulowanych w odpowiedzi na nicienie
(Hutangura i wsp. 1999, Jones i wsp. 2007). Wykazano réwniez pozytywna role biatek PMEI
w odpowiedzi obronnej na patogenne grzyby (Lionetti i wsp. 2007, An i wsp. 2008). Sekwencje
DNA promotorow wspomnianych genoéw zostaly sklonowane metoda gniazdowego PCR
(ang. nested PCR), zsekwencjonowane, a nast¢pnie poddane analizie bioinformatycznej
majacej na celu identyfikacje elementow regulatorowych cis. Konstrukcje genowe
do transformacji roslin zawieraly gen kodujacy B-glukuronidaze (GUS) pod kontrolg jednego
z wymienionych promotoréw genow.

Analiza bioinformatyczna sekwencji promotorowych wykazala obecno$¢ w nich
elementow regulatorowych cis zwigzanych z odpowiedziag obronng na patogeny, hormony
ro$linne i stresy abiotyczne 1 stanowily one od 19,5 do 29% wszystkich zidentyfikowanych
elementow cis. Analiza aktywno$ci promotorow wybranych gendw zostata przeprowadzona
w korzeniach wlo$nikowatych pomidora i ziemniaka, ktére uzyskano metoda transformacji
ro§lin przy uzyciu Agrobacterium rhizogenes. Korzenie wlo$nikowate sg doskonatym
materialem do badan patogendéw i1 pasozytéw korzeniowych, gdyz nie wymagaja regeneracji
calych ro$lin transgenicznych. Aktywno$¢ p-glukuronidazy (GUS) pod kontrola
poszczegdlnych promotorow zostala stwierdzona w nieinfekowanych korzeniach
wlosnikowatych pomidora i ziemniaka. Aktywno$¢ GUS byta rowniez badana po 7, 14, 21190
dniach po infekcji (dpi) korzeni wlosnikowatych larwami J2 matwika ziemniaczanego.
W terminie 7 dpi aktywno$¢ promotora stwierdzono w syncytiach tylko dla genu NIK
w korzeniach pomidora i CYP97429 w korzeniach ziemniaka. W terminie 14 1 21 dpi
aktywno$¢ GUS stwierdzono w syncytiach zaindukowanych we wszystkich liniach
transgenicznych zawierajacych konstrukcje genowe z badanymi promotorami gendéw u obu
gatunkow roslin. W terminie 90 dpi aktywno$¢ GUS stwierdzono tylko dla promotora genu NIK
w transgenicznych korzeniach ziemniaka. Na podstawie wynikéw analizy aktywnosci
promotoréw badanych w tej pracy gendw pomidora stwierdzono, ze ich wzor aktywnosci jest
podobny w infekowanych korzeniach pomidora i ziemniaka, co wskazuje na podobny sposob
regulacji badanych gen6w u obu gatunkéw roslin.

W wyniku przeprowadzonych analiz w omawianej pracy potwierdzono
zaangazowanie badanych genéw w interakcje¢ roslina — nicien, a takze okreslono wzor
przestrzennej i czasowej aktywnosci ich sekwencji regulatorowych w czasie rozwoju
syncytium w korzeniach pomidora i ziemniaka.

Podsumowujac, najwazniejszvim dokonaniem w osiagnieciu naukowym 2. byto uzyskanie
narzedzia biotechnologicznego w_postaci puli promotordw genéw pomidora indukowanych
w_syncytiach przez matwika ziemniaczanego, ktdre moga by¢ wykorzystane do kontroli
poziomu ekspresji genéw u transgenicznych roslin pomidora i ziemniaka celem zwigkszenia
tolerancii na nicienia, a takze w metodach stuzacych do precyzyjnej analizy ekspresji genow
w syncytiach.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowg albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnoS$ci zagranicznej.

W trakcie mojej kariery naukowej odbytam jeden staz zagraniczny 1 trzy krotkie staze
krajowe. Odbycie tych stazy wptyneto znaczaco na dalszy mdj rozwdj naukowy. Umozliwity
mi one nie tylko poznanie lub doskonalenie stosowanych przeze mnie technik badawczych,
wykonanie eksperymentow, ale tez przyczynity si¢ do uzyskania umiejetnosci formutowania
hipotez badawczych 1 odnajdywania sposobow ich weryfikacji. Efektem moich stazy sa cztery
artykuly naukowe oraz uzyskanie funduszy na realizacj¢ dwoch wlasnych projektow
naukowych.

5.1. Staz naukowy w Pracowni Patogenezy Roslin, Instytut Biochemii i Biofizyki,
Polska Akademia Nauk, Warszawa (25-29 maja 1998).

Pierwszy staz w Pracowni Patogenezy Roslin odbylam podczas wykonywania pracy
magisterskiej. W pracy magisterskiej zajmowalam si¢ charakterystyka molekularng
transgenicznych linii ogérka, do ktérego genomu zostat wprowadzony gen kodujacy stodkie
biatko taumatyn¢ II. Eksperymenty zostaly wykonane pod opieka prof. dr hab. Magdaleny
Krzymowskiej w zespole prof. dr hab. Jacka Henniga. Podczas tego stazu poznatam technike
Western-blot, za pomoca ktdrej zostat oszacowany poziom taumatyny w lisciach i owocach
transgenicznego ogorka. Wspolpraca ta zaowocowala powstaniem wspolnego artykulu
naukowego:

Szwacka M, Krzymowska M, Osuch A!, Kowalczyk ME, Malepszy S (2002) Variable
properties of transgenic cucumber plants containing the thaumatin II gene from
Thaumatococcus daniellii. Acta Physiol Plant 24: 173-185. (‘nazwisko panienskie).

5.2. Staz naukowy w Pracowni Patogenezy Roslin, Instytut Biochemii i Biofizyki,
Polska Akademia Nauk, Warszawa (16-20 sierpnia 2004).

Drugi staz w Pracowni Patogenezy Roslin odbytam podczas wykonywania mojej pracy
doktorskiej, ktora dotyczyla analizy molekularnej wybranych gendéw ogorka ulegajacych
ekspresji podczas embriogenezy somatycznej. W Pracowni Patogenezy Roslin wykonatam
eksperyment pozwalajacy na okre$lenie liczby kopii badanych gendw w genomie ogorka
metoda Southern-blot (genom ogorka nie byt wtedy jeszcze zsekwencjonowany) stosujac nowa
technike¢ znakowania sond molekularnych. Wyniki badan uzyskane podczas stazu zostaly
zamieszczone w artykulach naukowych, ktore tez powstaly dzigki dyskusji 1 cennym
wskazowkom prof. dr hab. Magdaleny Krzymowskiej i prof. dr hab. Jacka Henniga (dla ktorych
umieszczono podzigkowania na koncu artykutow):

Wisniewska A, Grabowska A, Pietraszewska-Bogiel A, Tagashira N, Zuzga S, Woycicki R,
Przybecki Z, Malepszy S, Filipecki M (2012) Identification of genes up-regulated during
somatic embryogenesis of cucumber. Plant Physiol Bioch 50: 54-64.

Wisniewska A, Pietraszewska-Bogiel A, Zuzga S, Tagashira N, Lotocka B, Malepszy S,
Filipecki M (2013) Molecular characterization of SCARECROW (CsSCR) gene expressed
during somatic embryo development and in root of cucumber (Cucumis sativus L.). Acta Physiol
Plant 35: 1483-1495.
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5.3. Staz naukowy w Pracowni Patogenezy Roslin, Instytut Biochemii i Biofizyki,
Polska Akademia Nauk, Warszawa (22-26 czerwca 2009).

Trzeci staz w Pracowni odbylam juz pod doktoracie wykonujac eksperymenty
do mojego nowego tematu naukowego dotyczacego analizy aktywnosci promotorow gendw
indukowanych podczas zerowania matwika ziemniaczanego w korzeniach wlo$nikowatych
pomidora i ziemniaka. W trakcie tego pobytu zapoznatam si¢ z technikami mikroskopowymi
i dokumentacji wynikow reakcji histochemicznej, otrzymalam wiele porad i wskazowek
odnos$nie do prowadzonych badan. Ten pobyt w Pracowni umozliwit mi przygotowanie
dokumentacji fotograficznej do artykutu, ktory okazat si¢ bardzo wazny dla mojej kariery
naukowej 1 stanowi osiggni¢cie naukowe 2. (w artykule tym zawarto podzigckowania dla
prof. dr hab. Magdaleny Krzymowskiej i prof. dr hab. Jacka Henniga):

Wisniewska A, Dabrowska-Bronk J, Szafranski K, Fudali S, Swigcicka M, Czarny M,
Wilkowska A, Morgiewicz K, Matusiak J, Sobczak M, Filipecki M (2013). Analysis of tomato
gene promoters activated in syncytia induced in tomato and potato hairy roots by Globodera
rostochiensis. Transgenic Res 22: 557-569.

5.4. Staz naukowy w Department of Plant Physiology, Faculty of Biology and
Biotechnology, Ruhr-Universitit Bochum, Germany (staz naukowy zagraniczny,
2 miesiace, 09.05.2012 — 08.07.2012).

Staz naukowy w Katedrze Fizjologii Roslin (obecnie Katedra Genetyki Molekularnej
1 Fizjologii Ros$lin) na Uniwersytecie Ruhr w Bochum odbytam w zespole prof. dr Ute Krdmer
zajmujacej si¢ badaniami nad interakcjg roslin ze $rodowiskiem, w tym gldwnie badaniami
dotyczacymi oddziatywania metali cigzkich na ro$liny. Badania prowadzone przez
prof. Kramer sg badaniami na pograniczu biologii molekularnej, genomiki funkcjonalne;
1 biologii ewolucyjne;.

Dzigki pobytowi na stazu naukowym na Uniwersytecie Ruhr w Bochum mogtam
zapozna¢ si¢ z najnowszymi (Owczesnie) technikami inzynierii genetycznej 1 biologii
molekularnej, ktore nastepnie mogtam wdrozy¢ do wtasnych badan naukowych po powrocie
do jednostki macierzystej. Do technik tych nalezaly: klonowanie sekwencji nukleotydowych
1 przygotowywanie konstrukcji genowych do transformacji roslin w systemie Gateway® LR
lub BP Clonase™ II oraz przy wykorzystaniu techniki Fusion PCR, pozwalajacej na taczenie
dwoch fragmentow DNA roznego pochodzenia. W trakcie stazu przygotowatam roéwniez
konstrukcje genowe zawierajace sekwencje gendw 1 ich promotordéw, ktore dwczesnie lezaty
w kregu moich zainteresowan naukowych.

Za najwazniejsza korzy$¢ uzyskang z tego pobytu uwazam nauczenie si¢ stawiania
odwaznych hipotez, zadawania pytah naukowych, organizacji pracy 1 planowania
eksperymentow, ktoére moga by¢ pomocne w uzyskaniu odpowiedzi na postawione pytania
1 w weryfikacji hipotez. Ta wiedza byta kluczowa podczas przygotowywania kolejnych
projektow naukowych (ktérych bytam kierownikiem) oraz ich realizacji:

- ,,Rola genodw kodujacych czynniki transkrypcyjne MYB oraz MYB-like w interakcji pomigdzy
Arabidopsis thaliana a matwikiem burakowym (Heterodera schachtii)” (NCN OPUS 5
nr 2013/09/B/NZ9/02381),

- ,.Jdentyfikacja mechanizmow molekularnych warunkujacych podatnos¢ Arabidopsis thaliana
na matwika burakowego (Heterodera schachtii)” (NCN OPUS 9 nr 2015/17/B/NZ9/01767).
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6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

6.1. Osiagniecia dydaktyczne
6.1.1. Czlonkostwo w Komisjach

Od 1 pazdziernika 2016 do 30 wrze$nia 2019 pemitam funkcje Czltonka Komisji
Dydaktycznej przy Wydziale Rolnictwa 1 Biologii, w tym w roku 2017 funkcje
przewodniczacej podkomisji dydaktycznej ds. kierunku Biologia.

Petitam funkcje Cztonka Komisji do spraw Praktyk dla studentéw kierunku Biologia
w latach 2008-2016.

6.1.2. Podreczniki

Jestem wspodtautorem nowego wydania recenzowanego podrgcznika, ktéry zostat
poprawiony i wzbogacony o aktualng wiedze z zakresu genetyki.

Orzeszko-Rywka A, Wisniewska A, Chomontowski Ch, Rochalska M (2025). Przewodnik do ¢wiczen
z genetyki. Wydawnictwo SGGW, Warszawa (przyjete do druku).

6.1.3. Promotorstwo i recenzje prac dyplomowych

Petlitam rol¢ promotora pomocniczego pracy doktorskiej mgr Pauliny Andryka-
Dudek pt.: ,,Molekularny mechanizm dziatania tlenku azotu, w podejsciu transkryptomicznym
1 proteomicznym, podczas ustgpowania spoczynku i kietkowania nasion jabtoni”, Instytut
Biologii, Data obrony: 03.12.2020

Pod moim kierunkiem wykonanych zostato 5 prac licencjackich, 16 prac inzynierskich
1 12 prac magisterskich. L.acznie 33.

Bylam recenzentem 17 prac inzynierskich, 14 prac licencjackich i1 14 prac
magisterskich. Lacznie 45.

6.1.4. Prowadzenie zaje¢¢ dydaktycznych

Zajecia dydaktyczne prowadze od rozpoczecia studiow doktoranckich (¢wiczenia
z przedmiotu Inzynieria Genetyczna dla Miedzywydzialowego Studium Biotechnologii).
W trakcie mojej pracy juz jako nauczyciel akademicki sukcesywnie zacz¢tam prowadzié
wyklady, ktoére samodzielnie opracowywatam, z nastgpujacych przedmiotow: Ewolucjonizm
(wspotprowadze cze$¢ dotyczaca Ewolucjonizmu Molekularnego, dla kierunku Biologia,
od 2005 r.), Genetyka (dla kierunku Rolnictwo, od 2005 r. na studiach niestacjonarnych,
od 2015 r. na studiach stacjonarnych na kierunku Rolnictwo, w postaci e-learning w 2010 r.),
Hodowla Roslin i Nasiennictwo (dla kierunku Rolnictwo, od 2005 r. na studiach
niestacjonarnych, od 2018 r. na studiach stacjonarnych na kierunku Rolnictwo), Genetyka
Eksperymentalna i Stosowana (dla kierunku Biologia, od 2018 r.), Genetyka Ekologiczna
(dla kierunku Inzynieria Ekologiczna, w 2015 r.), Organizmy Transgeniczne (dla kierunku
Biologia, od 2016 r.), Podstawy Genetyki (dla kierunku Inzynieria Ekologiczna, 2017-2024
r.), Fizjologia Molekularna Roslin (przedmiot kierunkowy dla kierunku Biologia, od 2023 r.),
Biotechnologia Roslin oraz Biotechnologia (wspdtprowadzenie, dla kierunku Ogrodnictwo,
od 2023 r.), Hodowla Ros$lin (dla kierunku Ogrodnictwo, w 2023 r.).
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