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2. Wyksztalcenie — dyplomy, stopnie naukowe

*od 30.10.2008r - doktor nauk rolniczych, specjalnosé: Biologiczne podstawy rolnictwa i
ochrona Srodowiska; Wydzial Rolnictwa i Biologii; SGGW w Warszawie na podstawie
obronionej z wyrdznieniem rozprawy doktorskiej ,,Cytologiczna charakterystyka patogenezy
ro$lin porazonych wirusem Y ziemniaka (PVY) roznigcych si¢ szybkoscig pojawiania nekroz”
wykonana pod kierunkiem dr hab. G. Garbaczewskiej, prof. nadzw. SGGW.

Recenzentami pracy byli: Prof. dr hab. Adam Wozny (UAM, Poznan) oraz prof. Dr hab.
Wiadystaw Golinowski (SGGW)

*2002-2003 r.- réwnolegle Studia Pedagogiczne, przy Wydziale Nauk Ekonomicznych
SGGW w Warszawie;

*2003 r.- magister inzynier rolnictwa, specjalno$¢: Biotechnologia rolnicza; Wydzial
Rolniczy SGGW w Warszawie;

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu

od 12.2010 — adiunkt w Katedrze Botaniki, Wydziat Rolnictwa i Biologii; SGGW w Warszawie
2008-2010 — asystent w Katedrze Botaniki, Wydziat Rolnictwa i Biologii; SGGW w Warszawie

4. Opis osiagniecia, o0 ktorym mowa w art. 219 ust.1 pkt.2 Ustawy

a) tytul:

»Dynamika zmian na terenie symplastu i apoplastu komorki roslinnej w efekcie inokulacji
wirusem Y ziemniaka (PVYN™) podczas interakcji zgodnej i niezgodne;j”

b) publikacje:

1. Otulak K., Garbaczewska G., (2014) The participation of plant cell organelles in
compatible and incompatible Potato virus Y — tobacco and —potato plant interaction,
Acta Physiologia Plantarum, 36: 85-99. DOI: 10.1007/s11738-013-1389-4.

Pkty MNiSW=25; *Pkty MNISW=70, IF w roku publikacji= 1,732, IF siemni= 1,69, liczba
cytowan 9.

MOoj udzial w publikacji polegal na: zaplanowaniu koncepcji badan, wykonaniu
wszystkich analiz ultrastrukturalnych zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej wraz z lokalizacjq biatka plaszcza wirusa technikq immunoziotowq,
analizie  wynikow,  przygotowaniu  manuskryptu,  petnieniu  roli  autora
korespondencyjnego. Swoj udziat okreslam na 90%.

2. Otulak K.,Garbaczewska, G., (2012) Cytopathological Potato virus Y structures during
Solanaceous plants infection, Micron, 43(7): 839-50.
Pkty MNiSW=20 pkt, *Pkty MNiSW=100, IF roku publikacji=1,912, IFsieti =2,0, liczba
cytowan 13.
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Moj udziat w publikacji polegat na: okresleniu koncepcji badan, wykonaniu wszystkich
analiz ultrastrukturalnych, analizie otrzymanych wynikow, napisaniu manuskryptu,
petnieniu roli autora korespondencyjnego. Swoj udziat okreslam na 90%.

Otulak K., Koziet E., Lockhart B.E.L., Garbaczewska G., (2017) Ultrastructural effects
of PVYN™ infection of Capsicum annum L. cv. Yolo Wonder generative organs.
Phytopatologia Mediterranea 56(3): 379-391. DOI: 10.14601/Phytopathol_Mediterr-
20252.

Pkty MNiSW 30 pkt, *Pkty MNiSW=70, IF w roku publikacji =1,442, IFs ietni=1,819,
liczba cytowan 3.

MOoj udzial w publikacji polegal na: zaplanowaniu koncepcji badan, wykonaniu
wszystkich analiz mikroskopowych i lokalizacji biatka plaszcza wirusa z zastosowaniem
zarowno transmisyjnej mikroskopii elektronowej jak i fluorescencyjnej, analizie
wynikow, napisaniu manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. Swoj
udzial okreslam na 70%.

Otulak-Koziel K., Koziet E., Lockhart B.E.L., (2018) Plant cell wall dynamics in
compatible and incompatible potato response to infection caused by Potato virus Y
(PVYNTN) " International  Journal of Molecular Sciences 19(3): 862
DOI:10.3390/ijms19030862, artykut na zaproszenie do numeru specjalnego: ‘Plant
Innate Immunity 2.0,

Pkty MNiSW=30, *Pkty MNiSW= 140, IF w roku publikacji=4,183, IF 5 etni=4,331.,
liczba cytowan 14.

M0oj udzial w publikacji polegat na zaplanowaniu koncepcji badan i przeprowadzeniu
wszystkich analiz ultrastrukturalnych zmian sciany komérkowej w obu typach interakcji
roslina — WIrus, a takze na lokalizacji biatek PR-2, CesA4 oraz HRGP z zastosowaniem
mikroskopii elektronowej oraz fluorescencyjnej, analizie wynikéw, przygotowaniu
manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. Swoj udzial okreslam na 80%.

Otulak-Koziel K., Koziet E., Bujarski J.J, (2018) Spatiotemporal changes in xylan-
1/xyloglucan and xyloglucan xyloglucosyl transferase (XTH-Xet5) as a step-in of
ultrastructural cell wall remodelling in Potato—Potato Virus Y (PVYN™) Hypersensitive
and Susceptible Reaction. International Journal of Molecular Sciences 19(8): 2287
DOI:10.3390/ijms19082287, artykut na zaproszenie do numeru specjalnego: ‘Plant
Viruses and Virus-Induced Diseases’, Pkty MNiSW=30, *Pkty MNiSW= 140, IF
roku publikacji=4,183, IF 5 etni= 4,331., liczba cytowan 4.

M0oj udziat w publikacji polegat na: zaplanowaniu koncepcji badan, wykonaniu analiz
mikroskopowych dystrybucji ksylan-1/ksyloglukan oraz transferazy ksyloglukanu XTH-
Xets na poziomie anatomicznym i ultrastrukturalnym, a takze analizie wynikow,
przygotowaniu manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. Swoj udziat
okreslam na 80%.

Otulak-Koziel K, Koziet E., Valverde R.A. (2019) The Respiratory Burst Oxidase
Homolog D (RbohD) Cell and Tissue Distribution in Potato-Potato Virus Y (PVYNTN)
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Hypersensitive and Susceptible Reactions. International Journal of Molecular Sciences,
20(11): 2741. DOI: 10.3390/ijms20112741 artykul na zaproszenie do numeru
specjalnego: ‘Plant Viruses and Virus-Induced Diseases’, Pkty MNiSW =140, IF v
roku publikacji 4,183, IF 5 etni =4,331., liczba cytowan 4.

MOoj udziat w publikacji polegat na: zaplanowaniu koncepcji badan, zapewnieniu
srodkow na realizacje badan W projekcie ktory otrzymatam, wykonaniu analiz
ultrastrukturalnych dotyczqcych preferencji wystepowania czgstek wirusa, analiz
dystrybucji RbohD na poziomie ultrastrukturalnym oraz anatomicznym, a takze
lokalizacji nadtlenku wodoru z zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej,
nastepnie na analizie uzyskanych wynikow, przygotowaniu manuskryptu, petnieniu roli
autora korespondencyjnego. Swoj udziat okreslam na 80%.

7. Otulak-Koziel K, Koziet E, Lockhart B, Bujarski J.J. (2020) The Expression of Potato
Expansin A3 (StEXPA3) and Extensind (StEXT4) Genes with Distribution of StEEXPAS
and HRGPs-Extensin Changes as an Effect of Cell Wall Rebuilding in Two Types of
PVY NN _Splanum tuberosum Interactions. Viruses, 12(1), 66; DOI:
10.3390/v12010066. artykul w numerze specjalnym: ‘The complexity of the
Potyviral Interaction Network’.

Pkty MNiSW 100, IF w roku publikacji =3,811, IF 51etni =3,916., liczba cytowan 0.

MOoj udzial w publikacji polegal na zaplanowaniu koncepcji badan, zapewnieniu
srodkow w pozyskanym projekcie na realizacje badan, wykonaniu analiz dystrybucji
ekspansyn i ekstensyn z grupy HRGP w obu typach interakcji roslina-wirus na poziomie
ultrastrukturalnym i anatomicznym oraz wspotdzialaniu w analizie ekspresji genow
StEXPA3 oraz StEXT4, a nastepnie na analizie uzyskanych wynikéw, przygotowaniu
manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. Swoj udziat okreslam na 70%.

We wszystkich wskazanych pracach jestem pierwszym autorem oraz pelnilam role autora
korespondencyjnego.

Sumaryczna ilos¢ pkt MNiSW w roku publikacji: 375 pkt;
Sumaryczna ilo$¢ pkt MNiSW wg obecnie obowiazujacej punktacji: 760 pkt

IF sumaryczny (w roku opublikowania): 21,446

IF sumaryczny (5 -letni): 22,418

Suma cytowan prac wchodzacych w sklad osiagniecia [wg Web of Science na dzien
04.06.2020] : 47.

Pkty MNiSW- punktacja w roku publikacji wg. Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
*Pkty MNiSW- aktualna, punktacja z 2019r wg. Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
Liczba cytowan wg bazy Web of Science

c) Wprowadzenie i cel naukowy ww. osiagniecia naukowego i uzyskanych

wynikéw
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Wirus Y ziemniaka (ang. Potato virus Y, PVY), przedstawiciel rodzaju
Potyvirus, rodziny Potyviridae, stanowiacy 30% wszystkich wiruséw roslinnych to
jeden z pieciu najgrozniejszych patogenow wirusowych roslin na swiecie (Robert,
2000). Najwazniejszy pod wzgledem ekonomicznym patogen ziemniaka, infekujacy
szeroka grupe roslin gospodarzy, w efekcie dziatania ktérego straty co do ilosci i
jakosci surowcdw sa szacowane w zakresie od 10 do 80% (Valkonen, 2007). Infekcja
podlegaja takze inni przedstawiciele rodziny botanicznej Solanaceae jak tyton, papryka,
czy pomidor. W Polsce najbardziej rozpowszechnionymi zarazem najgrozniejszymi sa
szczepy nekrotyczne — wsrdd nich PVYN (ang. necrotic veinal necrosis) powodujacy
ostra nekrotyzacje wiazek przewodzacych zidentyfikowany mna tytoniu
(Chrzanowska, 1991), ze szczegélnym uwzglednieniem szczepu PVY NWi, po raz
pierwszy stwierdzony na odmianie ziemniaka Wilga, bardziej wirulentny dla
gospodarzy (Chrzanowska, 1984). Niezwykle istotna byta identyfikacja szczepu
PVYNIN' (ang. necrotic tuber necrosis) prowadzacy do nekrotycznej choroby
pierscieniowej bulw (PTNRD, ang. potato tuber necrosis ringspot disease) oprdcz nekroz
na nadziemnych czesciach roslin (LeRomance and Kerlan, 1991). Interakcje roslina-
wirus to zjawisko kompleksowe i wieloptaszczyznowe, ktére moze przebiegad
wedlug bardzo roznych mechanizméw, gdy wirus manipuluje komponentami
komorek gospodarza do osiagniecia wydajnej infekcji lub z drugiej strony, gdy roslina
indukuje odpowiedz obronng (Babler i wsp., 2020). Roélina jest w stanie aktywowacd
wielopoziomowa odpowiedz, bedacq forma efektu réwnowagi pomiedzy
srodowiskiem, genotypem rosliny a biologia szczepu wirusa. Biorac pod uwage
specyfike, a takze szybko$¢ zaistniatej odpowiedzi mozemy dokonaé prostego
podziatu na interakcje zgodna lub niezgodna zachodzaca pomiedzy rosling a wirusem
(Garcia-Brugger i wsp., 2006). Gdy roslina nie rozpoznaje patogena lub ten proces
przebiega zbyt wolno mamy do czynienia z reakcja zgodna, gdzie porazenie skutkuje
infekcja systemiczng poprzez swobodne namnazanie wirusa i transport, co jest
zjawiskiem bezposrednio zwiazanym z roslinami podatnymi (objawy lokalne i/lub
systemiczne) lub co najmniej tolerancyjnymi (brak objawdw lub ich przebieg jest
bardzo tagodny). Jesli roslina rozpoznaje patogena wirusowego i gwaltownie
indukuje odpowiedz obronng to zapobiega dalszym procesom cyklu infekcyjnego
i/lub rozprzestrzenianiu wirusa, mamy do czynienia z odpornoscia zachodzaca jako
efekt interakcji niezgodnej. Forma odpornosci wzgledem PVY moze by¢ zjawisko
znane jako skrajna odpornos¢, odpowiedz typu ER (ang. extremely resistance) oraz
zjawisko nadwrazliwosci HR (ang. hypersensitive response) - objawiajaca sie
lokalnymi zmianami nekrotycznymi (Valkonen, 2015). Reakcja nadwrazliwosci jako

forma programowanej smierci komorki jest zwigzana z aktywnym metabolizmem
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komorki roélinnej, ktéra jest zalezna od aktywacji mechanizméw transkrypcyjnych
rosliny, co r6zni je od nekrotycznej $mierci wywotanej bodzcami fizycznymi. Badania
reakcji w stosunku do roznych grup patogenow koncentruja si¢ w znakomitej
wigkszosci na przemianach metabolicznych, fizjologicznych (Richael & Gilchrist,
1999). Rosliny ziemniaka roznych odmian posiadaja zréznicowane podtoze
genetyczne odpornosci, kilka réznych gendéw odpowiedzialnych za reakcje HR w
stosunku do wirusa PVY zostalo wprowadzonych do roslin z ich dzikich
odpowiednikéw, takie jak gen Ny, Nc czy Nz odpowiadajacych za odpornos¢ w
stosunku do odpowiednich szczepéw PVY?, PVY€© i PVYZ (Valkonen, 2015). Nowym
wariantem genetycznej odpornosci sa geny stwierdzone w stosunku do najbardziej
agresywnych, rekombinacyjnych szczepow jakim jest PVYN™. Naleza do nich takie
geny jak Ny-1 odmiany ziemniaka Rywal (Szajko i wsp., 2008), Ny-2 odmiany Romula
(Szajko i wsp., 2014) lub Ny smi dla odmiany Sarpo Mira (Tomczynska i wsp.,2014).
Ponadto wykazano, iz aktywacja genu Ny-1 wzgledem PVYNi PVYN™N dla odmiany
Rywal zmapowanym na IX chromosomie jest procesem temperaturo-zaleznym
(Szajko i wsp., 2018). Badania prowadzone przeze mnie w Katedrze Botaniki SGGW
wykazaly, iz rosliny ziemniaka odmiany Rywal wykazuja reakcje nadwrazliwosci,
ktorej podstawa powinno by¢ ograniczanie transportu tego patogena, ale transport
wirusa poza obszar inokulacji w sposob bezobjawowy jest mozliwy. Pierwsza
charakterystyka cytologiczna reakcji nadwrazliwosci wywotanej interakcja
nekrotycznymi szczepami PVY wykazata, iz prawdopodobienistwo obserwacji czastek
PVY powyzej miejsca inokulacji byto znacznie nizsze niz w lisciu inokulowanym
(Otulak & Garbaczewska, 2010). Potwierdzily ten fakt takze pozniejsze, niezalezne
badania stowenskiej grupy z Instytutu Biologii w Lublanie (Lukan i wsp.,2018). Co
wiecej wskazano, ze przekazywanie sygnalu w tej reakcji bylo zwiazane z aktywacja
sygnatury wapniowej w komorce roslinnej (Otulak & Garbaczewska, 2011).oraz silnej
indukcji reaktywnych form tlenu, a zwlaszcza nadprodukcji nadtlenku wodoru
(Otulak & Garbaczewska, 2010). Analizy dotyczace reakcji odpornosci na infekcje
wirusem Y ziemniak skupiaja si¢ szczegdlnie na identyfikacji nowych gendéw
odpornosci dotyczacych konkretnych odmian roélin uprawnych, zwlaszcza ziemniaka
oraz na probach identyfikacji receptoréw odpowiadajacych tym genom. Informacje
dotyczace tego co dzieje si¢ podczas tych interakcji na poziomie komorkowym sg

nadal niezwykle skromne.

Biorac pod uwage, ze szczegdtowe poznanie biologii interakgji roslina- wirus Y
ziemniaka, zwlaszcza najgrozniejszych szczepéw nekrotycznych, jest niezwykle
istotne dla przysztych hodowli odpornosciowych wolnych od wiruséw. Ponadto,

rejestrujac wyraznie zauwazalng luke na temat tych informacji w literaturze
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swiatowej, do celow prowadzonych badan stanowiacych prezentowane osiagniecie

nalezaly:

1. Identyfikacja i charakterystyka wplywu inokulacji szczepoéw nekrotycznych wirusa Y
ziemniaka na zmiany na terenie symplastu komorki roslinnej podczas interakcji zgodnej
i niezgodnej, ze szczegélnym uwzglednieniem zaangazowania organelli komorkowych w
organach wegetatywnych roslin z rodziny Solanaceae. (P1,P2)

Do analiz ultrastrukturalnych wraz z lokalizacjq biatka ptaszcza wirusa PVY wykorzystano
odpowiednio rosliny papryki odm. Monsun, tytoniu odm. Samsun oraz ziemniaka odm. Igor
inokulowane szczepami nekrotycznymi PVYNIN oraz PVY NWi jako uktad eksperymentalny
obrazujqcy interakcje zgodnq wirusa z powyzszymi gospodarzami podatnymi. Jako uktad
eksperymentalny interakcji niezgodnej zastosowano rosliny ziemniaka odmiany ze
zidentyfikowanym genem nadwrazliwosci Ny-1 inokulowane mechanicznie szczepami

nekrotycznymi.

2. Okreslenie wpltywu inokulacji wirusem PVYN™ na potencjalne zmiany na terenie
organow generatywnych oraz sprawdzenie zdolnoSci przenoszenia wirusa wraz z
gametofitami do nowego pokolenia roslin papryki. (P3)

Do analiz struktury, testow ELISA, lokalizacji wirusa z zastosowaniem mikroskopii
fluorescencyjnej oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej wraz z metodami kwantyfikacji
wykorzystano czesé generatywne kwiatéw (stupki i pylniki) oraz nasiona papryki odmiany Yolo
Wonder (wykazujgcej recesywnq homozygotycznosc). Ponadto testowano czesci wegetatywne

(lidcie) roslin nowego pokolenia wschodzqce z zainfekowanych, kietkujacych nasion.

3. Wykazanie, czy fundamentalny enzym zaangazowany w produkcje reaktywnych form
tlenu podczas interakcji roslina - mikroorganizm, jakim jest homolog D oksydazy
wybuchu tlenowego NADPH (RbohD), jest zaangazowany podczas interakcji ziemniak-
PVYNTN, Okreélenie z jakimi zmianami na terenie symplastu i/lub apoplastu jest zwiazany
podczas reakcji nadwrazliwosci i podatnosci. (P6)

Modelem eksperymentalnym do analiz dystrybucji i lokalizacji RbohD byly trzy odmiany
ziemniaka rozZnigce si¢ znaczqco miedzy sobq stopniem odpornosci wzgledem PVYN™N
inokulowane mechanicznie PVYNT™N, Dwie z nich to odmiany nadwrazliwe o réznym poziomie
odpornosci (odmiana charakteryzujgca si¢ poziomem 6 w 9-stopniowej skali wg ‘Potato
Cultivated Database’, odmiana Sdrpo Mira na poziomie 9 w 9-stopniowej skali) ze
zidentyfikowanymi genami nadwrazliwosci w stosunku do szczepdw nekrotycznych PVY oraz

odmiana podatna Irys (5,5 w 9-stopniowej skali).
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4. OKkreslenie zmian zachodzacych na terenie apoplastu podczas interakcji zgodnej i
niezgodnej PVYNTN-ziemniak. Scharakteryzowanie mechanizméw przebudowy $ciany
komorkowej podczas tych interakcji. (P4, P5, P7)

Analizy struktury, dystrybucji wybranych biatek i niecelulozowych skiadnikéw sciany
komorkowej, a takze ekspresji genow kodujgcych dwie gtowne grupy biatek sciany komorkowej
przeprowadzono w uktadzie zmian w czasie podczas reakcji nadwrazliwosci odmiana Sdarpo

Mira) oraz w przypadku interakcji zgodnej (odmiana Irys).

Wszystkie powyzsze cele zostaly zrealizowane, a wyniki badan pozwolily wskazac
kluczowe zmiany towarzyszace szczegélnemu aspektowi odpornosci jakim jest
reakcja nadwrazliwosci na szczep nekrotyczny wirusa Y ziemniaka -PVYN™N.
Szczegotowy opis i wnioski ptynace z poszczegdlnych siedmiu prac wchodzacych w

sktad osiagniecia naukowego przedstawiono ponizej.

P1. Otulak K.,Garbaczewska G., (2014) The participation of plant cell organelles in
compatible and incompatible Potato virus Y — tobacco and —potato plant interaction, Acta
Physiologia Plantarum, 36: 85-99. DOI: 10.1007/s11738-013-1389-4.

P2. Otulak, K. Garbaczewska, G., (2012) Cytopathological Potato virus Y structures
during Solanaceous plants infection, Micron, 43(7): 839-50.

Wirus Y ziemniaka jako przedstawiciel Potyviridae charakteryzuje sie czastkami
filamentowymi, ktorych (+)ssRNA koduje jedng poliproteing, ktora poprzez
endogenne proteazy ulega cieciu do pojedynczych bialek wirusa (Chung i wsp., 2008,
Urcugui-Inchima, 2001). Co do przebiegu procesu replikacji wiadomo jedynie, iz moze
by¢ on zwiazany ze strukturami btonowymi i przebiega gléwnie na terenie
cytoplazmy (Kopek i wsp.,2007). Uwaza sieg, iz struktury pecherzykowe lub blonowe
sa miejscem zasocjowania kompleksu replikacyjnego potyvirus. Jedyne informacje
bedace powiazaniem odpowiedzi rosliny na infekcje grupy potyvirus na poziomie
komorki roslinnej to doniesienia dotyczace zwiazku indukcji objawdw infekcji z
procesem fotosyntezy (Rahoutei et al., 2000). W dwdch pracach wskazanych (P1 i P2)
wykazano bezposredni udziat organelli komorkowych w procesie infekcyjnym wirusa
w interakcji zgodnej jak rowniez podczas reakcji nadwrazliwosci. Zaréwno czastki
wirusa jak i inkluzje cytoplazmatyczne stwierdzono w bezposrednim zwiazku z
kompleksami poréw jadrowych. Lokalizacje biatka ptaszcza (CP, ang. capsid protein)

wirusa potwierdzily epitop na terenie jadra komoérkowego jak i jaderka. Powyzsze
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obserwacje notowano zarowno w przypadku interakcji zgodnej dotyczacej roslin
tytoniu i ziemniaka, jak i w przypadku odmiany cechujacej si¢ nadwrazliwoscia. W
roku 1984 Edwardson i wspolautorzy zwrocili uwage na morfologiczne
zroznicowanie cytoplazmatycznych struktur inkluzji wirusowych wprowadzajac
nomenklature wskazujaca, iz moge mie¢ one forme lamellarng, tabularng, rozetowa
typu ,pinwheel”, czy tez rozetowa typu ,scrolls”. Poza typowymi
cytoplazmatycznymi inkluzjami potyvirus wyréozni¢ mozna takze formy inkluzji
jadrowych NI (ang. nuclear inclusions), czy tez amorficznych Al (ang. amorphic
inclusions). Podczas badan prowadzonych w Katedrze Botaniki SGGW stwierdziliSmy
udziat inkluzji jadrowych i amorficznych w przypadku interakcji zgodnej z udzialem
gospodarzy, takich jak tyton i ziemniak, lecz tego typu form nie obserwuje si¢ w
przypadku interakcji niezgodnej nekrotycznych szczepéw PVY oraz w przypadku
podatnych roslin papryki. Tym niemniej udowodniono, ze forma i struktura inkluzji
cytoplazmatycznych nie moze stanowi¢ cytologicznego kryterium rozrozniajacego
szczepy wirusa (np. PVYN™N od PVY?), ani nie zalezy od typu interakgji czy poziomu
odpornosci gospodarza. Co wigcej, nasze badania po raz pierwszy w sposob
powtarzalny udokumentowaty wystepowanie czastek wirusa PVYN™ oraz lokalizacje
biatka ptaszcza wewnatrz mitochondriéw w czasie interakcji zgodnej ziemniak (odm.
Igor) — PVYNN, podczas gdy w przypadku reakcji nadwrazliwosci stwierdziliSmy
zarébwno czastki jak i lokalizacje CP-PVY wewnatrz chloroplastow. Znaczne
nagromadzenie czastek PVYN™N zwiazane z blonami zewnetrznymi otoczek tych
organelli wywotywalo wzajemne polaczenie tych organelli. Zjawiskom tym
towarzyszyty silne zmiany w ukladzie lamelli chloroplastéw i formowanie struktur
egzosomalnych i elektrono-przeziernych obszaréw w mitochondriach. Wskazane
zmiany notowano w obu typach interakgji, lecz w innych punktach czasowych. Na
terenie symplastu stwierdzono, takze bardzo duza dynamike i zmienno$¢ cystern
retikulum endoplazmatycznego (ER) w poréwnaniu z materiatem kontrolnym.
Lamellarne inkluzje cytoplazmatyczne nadzwyczaj czesto zasocjowane byly z
powiekszonymi cysternami ER. Struktury btonowe ER w obu typach interakgji
wykazywaty silne powiazanie z czastkami wirusa, co potwierdzita dodatkowo
lokalizacja CP-PVY na powierzchni oraz wewnatrz cystern. Powyzsze dane i
lokalizacje na poziomie ultrastrukturalnym wskazuja, iz struktury pecherzykowe
pochodzace od ER biorg udzial w syntezie i/lub biatek wirusa takich jak CP i CIL
Bardzo aktywne formowanie cial pecherzykowych pochodzacych od ER jest forma
reakcji komorki rodlinnej na czynniki stresowe. Analizy ultrastrukturalne i lokalizacja
CP-PVY po raz pierwszy potwierdzily zaangazowanie takich organelli jak

chloroplasty, mitochondria oraz retikulum endoplazmatyczne w oddziatywanie z
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PVYNIN ktére mialy miejsce w obu typach interakci. W przypadku interakcji
niezgodnej dynamiczne zmiany struktury organelli komoérkowych rozpoczynaty sie
juz od 1 dnia po inokulacji wirusem, w przypadku interakcji zgodnej byly Scisle
skorelowane z pojawieniem sie¢ symptomow infekcji systemicznej, czyli poczawszy od

15 dnia po inokulacji nekrotycznymi szczepami PVY.

Pé6. Otulak-Koziel K, Koziel E., Valverde R.A. (2019) The Respiratory Burst Oxidase
Homolog D (RbohD) Cell and Tissue Distribution in Potato-Potato Virus Y (PVY
NTN) Hypersensitive and Susceptible Reactions. International Journal of Molecular

Sciences , article invited to the special issue: Plant Viruses and Virus-Induced Disease,
2019, 20, 2741.

Rodlinne oksydazy NADPH, zwane homologami oksydazy wybuchu
tlenowego RBOHs (ang. respiratory burst oxidases homologs) sa uwazane za gléwne
zrodto reaktywnych form tlenu (ROS ang. reactive oxygen species) podczas interakcji
roslina — mikroorganizm (Torres i wsp.,2002; Noirot i wsp.,2014). Centralng sita
przekazywania sygnatéw zwigzanych z reaktywnymi formami tlenu w komorce
roslinnej jest najsilniej ulegajacy ekspresji podczas odpowiedzi na dziatanie patogena,
homolog D oksydazy wybuchu tlenowego RbohD (Suzuki i wsp., 2011). Co wiecej
RbohD-zalezne formy ROS wskazano jako potencjalnie zaangazowane w odpowiedz
obronna zwiazang z reakcja nadwrazliwosci w stosunku do innych patogenéw niz
wirusy (Torres i wsp., 2002; Kwak i wsp., 2003; Zhang i wsp., 2007). Na podstawie
powyzszych przestanek celem badan przeprowadzonych w powyzszym artykule byto
sprawdzenie czy RbohD jako fundamentalny twoérca ROS jest zaangazowany w
interakcje ziemniak - PVYN™. W tym celu przeprowadzono analize dystrybugji
komoérkowej i tkankowej RbohD i jej zmian w czasie w trzech uktadach
eksperymentalnych z odmianami ziemniak rézniacymi si¢ poziomem odpornosci
wzgledem szczepu nekrotycznego PVYN™N, Podczas prowadzenie analiz nawigzatam
wspOtprace z Profesorem Rodrigo Valverde z Louisiana State University, ekspertem
od identyfikacji i charakterystyki biologii wielu grup wirusdw roslinnych. Analiza
wynikéw jednoznacznie wskazata, iz RbohD jest w sposdéb istotny statystycznie
indukowany w obu typach interakcji — zgodnej i niezgodnej w odpowiedzi na
inokulacje mechaniczng PVYN™N. Analiza intensywnosci fluorescencji jak i lokalizacji
biatka na poziomie ultrastrukturalnym wykazaly, ze miejsca depozycji RbohD
pomiedzy gospodarzami o réznym stopniu odpornosci w stosunku do PVYNTN

znaczaca roznia sie. W przypadku odmiany ziemniaka z najwyzszym stopniem
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odpornosci 9 (w 9-stopniowej skali) w stosunku do PVYN™N RbohD byto zwigzane ze
sciang komdrkowa i formowaniem cial paramularnych (PMB, ang. paramular bodies)
i struktur wielopecherzykowych. W zwiazku z tym silna depozycja RbohD w
apoplascie komorek roslinnych lisci inokulowanych w przypadku gospodarzy, gdzie
czastki wirusa sa obserwowane tylko w obszarach inokulacji potwierdzato
zaangazowanie w proces fortyfikowania/ wzmacniania $ciany. Co z kolei
bezposrednio przeklada sie¢ na zjawisko ograniczania przedostania si¢ wirusa poza
obszar inokulacji w komdrkach odmiany nadwrazliwej. Powyzsze wnioskowania
potwierdzone zostaty poprzez analize dystrybucji RbohD w roslinach nadwrazliwych,
lecz z nizszym stopniem odpornosci wzgledem PVYN™N, W przypadku tej odmiany
poziom lokowania RbohD w $cianie komdrkowej nie byt istotny statystycznie, a
podczas interakcji odmiany Rywal - PVYN™N notowano czastki wirusa poza obszarem
(lisciem) inokulowanym. Tak zaleznos¢ pozwolila stwierdzi¢, ze im bardziej
intensywna akumulacja RbohD, ktérej towarzyszy nadprodukcja nadtlenku wodoru
w apoplascie, tym bardziej skuteczna kontrola wirusa PVYN™N. Co wiecej, w
przypadku reakci nadwrazliwosci, gdzie odmiana reagowata nieco nizszym
poziomem odpornosci w stosunku do odmiany Sarpo Mira wykazano, iz juz jeden
dzienn po inokulacji PVYN™N dystrybucja RbohD ulega zmianie, w poréwnaniu do
komorek roslin kontrolnych, z wakuoli i systemu blonowego zwiazanego z aparatem
Golgiego (ang. trans Golgi network), w pecherzykach ulega przekierowaniu do
organelli komérkowych takich jak mitochondria, jadro komorkowe, czy chloroplasty.
Gdy pojawialy sie¢ objawy reakcji nadwrazliwo$ci w postaci lokalnych zmian
nekrotycznych 3 dni po inokulacji wirusem, RbohD bylo lokowane glownie w
chloroplastach i mitochondriach. Akumulacja RbohD i towarzyszacy mu wzrost
poziomu H20: w chloroplastach zostat stwierdzony zwlaszcza pomiedzy 1 a 3 dniem
po inokulacji PVYN™N, czyli wtedy gdy dochodzi do formowania nekroz lokalnych. W
reakcji nadwrazliwosci o nizszym poziomie odpornosci RbohD byto aktywniej
indukowane w symplascie na terenie organelli komorkowych niz w apoplascie.
Induckja depozycji RbohD byla notowana takze podczas interakcji zgodnej, w
przypadku odmiany podatnej inokulowanej PVYN™N, Jednak miejsca lokalizacji byty
SciSle skorelowane z tkanka przewodzaca i rozwijajacymi sie komorkami
nekrotycznymi. Silne lokowanie RbohD wraz 2z nadtlenkiem wodoru w
plazmodesmach wskazywato na fizyczng mozliwos¢, ze cytozolowy H20:
generowany przez aktywacje RbohD moze dyfundowac poprzez plazmodesmy. Inna
mozliwos¢ to forma transportu dlugodystansowego poprzez struktury

pecherzykowe, korzystajac zaréwno z floemu jak i ksylemu.
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Podsumowujac, po raz pierwszy stwierdzono, iz w reakcji nadwrazliwosci
ziemniak - PVYN™N 0 najwyzszym stopniu odpornosci gospodarza limitowanie wirusa
PVYN™N byto mozliwe poprzez silne dzialanie RbohD na terenie apoplastu. W
przeciwienstwie do reakcji nadwrazliwosci o nizszym poziomie odpornosci na
dziatanie wirusa, gdzie rejestrowano nizszy poziom depozycji RbohD wraz z
nadtlenkiem wodoru na terenie $ciany komorkowej. Taki poziom indukcji RbohD
okazat si¢ nie wystarczajacy by catkowicie ograniczy¢ wirusa. W tej sytuacji nieco
wyzszy poziom RbohD miatl notowano na terenie organelli komorkowych (zwlaszcza
w chloroplastach). Interesujacym zjawiskiem byto stwierdzenie indukcji RbohD w
przypadku interakcji zgodnej (z odmiang podatng), a preferencyjnym miejscem
depozycji byty chloroplasty- istotne organellum w kontekscie rozwoju systemicznej
nekrotyzacji. Waznym aspektem bylo takze obserwowanie depozycji RbohD w
tkankach przewodzacych i plazmodesmach. Powyzsze wnioski pozwolily na
stwierdzenie, ze RbohD moze uczestniczy¢ w réznych typach interakcji PVYNTN-
rosliny ziemniaka, ponadto RbohD wraz z H20: moga by¢ zaangazowane w
systemiczne przekazywanie sygnatu oksydacyjnego. Powyzsze badania byty
prowadzone we wspdtpracy dotyczacej biezacej analizy wynikéw i konsultacji z
Profesorem Rodrigo Valverde z Louisiana State University, byly czeSciowo
finansowane z projektu NCN Miniatura2 nr 2018/02/X/NZ9/00832. Dzieki zaproszeniu
jakie otrzymatam od Profesora Miguela Arandy (University of ESpinardo, CEBAS-
CSIS, Plant Pathology Group, w Hiszpanii) powyzsze wyniki zostaly opublikowane
w specjalnym numerze pt. ”"Plant Viruses and Virus-Induced Disease” czasopisma

International Journal of Molecular Sciences.

P3. Otulak K., Koziel E., Lockhart B.E.L., Garbaczewska G., (2017) Ultrastructural
effects of PVYN™N infection of Capsicum annum L. cv. Yolo Wonder generative
organs. Phytopatologia Mediterranea 56 (3): 379-391. DOLI:
10.14601/Phytopathol_Mediterr-20252.

W przypadku organdéw wegetatywnych roslin gospodarzy najwazniejszymi
formami przenoszenia wirusa Y ziemniaka jest transport poprzez wektory jakimi sa
mszyce oraz poprzez bezposredni kontakt rodlin i wykonywane zabiegi
agrotechniczne (Quenonille i wsp.,2013). Szacuje sig, ze okoto 20% wiruséw roslinnych
moze by¢ takze przenoszonych przez nasiona, a okoto 1/3 z nich moze by¢
przenoszona w ten sposob z udziatem cho¢ jednego typu gospodarza (Johanssen i
wsp., 1994). W przypadku potywirusow pewne informacje na ten temat pojawily sie
w stosunku do dwdch przedstawicieli wirusa mozaiki grochu PsbMV (ang. Pea seed

borne mosaic virus) oraz wirusa mozaiki sataty LMV (ang. Lettuce mosaic virus).
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Natomiast zaobserwowalismy dwczesnie brak informacji na ten temat w przypadku
wirusa Y ziemniaka, a zwlaszcza PVYN™N, Na drodze prowadzonych badan nad
wplywem PVY na zmiany w organach wegetatywnych testowanych roslin
zaobserwowalismy, iz inokulacja PVYN™N wptywa na spadek liczby zawigzywania
kwiatdéw, a co z tym zwiazane rowniez spadek formowania owocéw w porownaniu
do roslin kontrolnych. Gtéwny gospodarz PVY, jakim jest ziemniak, w naszym kraju
jest rozmnazany w sposob wegetatywny, zwazywszy na to, w przypadku analiz czesci
generatywnych roslin zdecydowaliSmy si¢ na gospodarza jakim jest papryka-

rozmnazana przez nasiona a ponadto roslina samopylna.

Celem badan byto sprawdzenie jaki wplyw ma inokulacja mechaniczna PVYN™
na biologie generatywnych czesci kwiatow papryki — odmiany Yolo Wonder
(charakteryzujaca sie podatnoscia wzgledem izolatow PVY, Arroyo i wsp., 1996). W
zwiazku z rozpoczetymi pracami nawigzatam wspotprace z Profesorem Benhamem
E.L. Lockhartem z University of Minnesota, naukowcem z duzym doswiadczeniem
badawczym odnosnie wiruséw przenoszonych przez nasiona, a takze ekspertem od
identyfikacji serologicznych wiruséw roslinnych. Juz wstepne ilosciowe analizy
makroskopowe pozwolily na wnioskowanie, iz ro$liny inokulowane PVYNT™N
formowaty o 38% mniej kwiatdw, jak rowniez owocoéw w pordwnaniu do roslin
zdrowych. Owoce rodlin infekowanych wytwarzaly 28% mniej nasion. Co wiecej
wykazano, ze w przypadku 30% nasion wykryto czastki wirusa PVYN™. Analiza
ultrastrukturalna nasion papryki po raz pierwszy wykazata czastki PVYN™N na terenie
cytoplazmy, takze wokot i przylaczone do komorek parenchymy integumentow
formujacych tupine nasienng. Czastki deponowane byly w postaci warstw w
komorkach endothelium, zwykle w poblizu $ciany komorkowej, zas inkluzje
cytoplazmatyczne byly obecne w zdegradowanym endothelium. Co istotne czastki
wirusa byly takze zwiazane ze $ciang komdrkowa na powierzchni zarodka, a inkluzje
wirusowe w zgniecionych warstwach komorek pomiedzy samym zarodkiem a
komérkami endospermy. Kolejnym krokiem byto zweryfikowanie w jaki sposob beda
rozwijaly si¢ siewki z zainfekowanych nasion. Wykazano, ze 66% nasion papryki
odmiany Yolo Wonder zainfekowanych PVYN™N formuje mtodociane siewki. Dalsza
analiza czesci wegetatywnych mtodych roslin wskazata, ze 30% analizowanych lisci
papryki byta zainfekowana. Testy DAS-ELISA zweryfikowano takze analiza
immunofluorescencyjng, gdzie sygnat zielonej fluorescencji $wiadczacy o obecnosci
wirusa notowano w epidermie i wiazkach przewodzacych (gtéwnie we floemie).
Czastki wirusa i inkluzje cytoplazmatyczne obserwowano w mezofilu i floemie. Tym
samym biorac pod uwage powyzsze obserwacje, udowodniono ze wirus PVYNTN w

nasionach papryki jest w stanie przenosic¢ si¢ do nastepnego pokolenia z okoto 30%
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skutecznoscia. Kolejnym weryfikowanym elementem bylo sprawdzenie w jaki sposob
wirus dostal si¢ bezposrednio do nasion. W tym wypadku mozliwe sa dwie sciezki.
Pierwsza posrednia poprzez infekcje gametofitéw przed zaptodnieniem lub poprzez
bezposrednia infekcje zarodka po zaptodnieniu. Analizom ultrastrukturalnym oraz
lokalizacjom wirusa wraz z kwantyfikacje poddano zaréwno zalaznie z zalgzkami
oraz pylniki papryki z roslin inokulowanych PVYN™N, Wykazano, ze czastki i inkluzje
byly obecne na terenie tkanek zalazni (w Scianie zalazni a takze w komorkach tozyska-
czesto na terenie wakuol). Natomiast w zalazku obserwowane je w komorkach
integumentow oraz w komorkach osrodka, jednakze woreczek zalazkowy jak dotad
pozostawal wolny od sladow wirusa. Tak wiec sam gametofit zeriski papryki jak dotad
wykluczono jako zrédto infekcji PVYN™N. Analiza pylnikow i ziaren pytku papryki
pochodzacych z bezposrednio inokulowanych roslin wskazata, ze czastki PVYNT™N
moga by¢ obecne wewnatrz ziaren pytku, jak réwniez zasocjowane na powierzchni
egzyny. Immunolokalizacja wykazata epitopy PVYN™N na terenie kietkujacej tagiewki
pytkowej. Co wiecej stwierdzono obecnos¢ czastek PVYN™ oraz inkluzji wirusowych
wewnatrz dojrzatych pylnikow papryki, a konkretnie wewnatrz réznicujacych sie
komoérek endotecjum oraz posrdd pozostatosci tapetum. Powyzsze obserwagje
wskazuja jednoznacznie, ze gametofit meski papryki moze by¢ zrodltem infekcji w
pozniej formowanym nasieniu, co moze mie¢ szczegdlne znaczenie w przypadku
roslin samopylnych do ktorych papryka nalezy. Reasumujac, udokumentowano
pierwszy raport dotyczacy potencjalnego wpltywu PVYN™N na zmiany w organach
generatywnych roslin papryki. Wnioski plynace z przeprowadzonych analiz
wskazuja, ze moga by¢ potencjalne dwie drogi zrodet PVYN™ w nasionach na drodze
podwojnego zaptodnienia. Bardziej prawdopodobna poprzez ziarna pyltku i/lub
dotarcie przy pomocy tagiewki pytkowej. Druga opcja moze by¢ transfer poprzez
integumenty przeksztatcajace sie do tupiny nasiennej. Powyzsze wnioski sa niezwykle

istotne dla poznania pelnej epidemiologii patogena.

P4. Otulak-Koziel K., Koziet E., Lockhart B.E.L., (2018) Plant cell wall dynamics in
compatible and incompatible potato response to infection caused by Potato virus Y
(PVYNIN), International  Journal of Molecular  Sciences  19(3): 862
DOI:10.3390/ijms19030862, article invited to the special issue: Plant Innate Immunity
2.0.

P5. Otulak-Kozietl K., Koziel E., Bujarski J.J, (2018) Spatiotemporal changes in xylan-

1/xyloglucan and xyloglucan xyloglucosyl transferase (XTH-Xet5) as a step-in of

ultrastructural cell wall remodelling in Potato—Potato Virus Y (PVYNN)

14



Katarzyna Otulak-Koziet zalagcznik 3-Autoreferat

Hypersensitive and Susceptible Reaction. International Journal of Molecular
Sciences 19(8): 2287, DOI:10.3390/ijms19082287, article invited to the special issue:
Plant Viruses and Virus-Induced Diseases.

P7. Otulak-Koziel K, Koziel E, Lockhart B, Bujarski J.J. (2020) The Expression of
Potato Expansin A3 (StEXPA3) and Extensin4 (StEXT4) Genes with Distribution of
StEXPAs and HRGPs-Extensin Changes as an Effect of Cell Wall Rebuilding in Two
Types of PVY NN -Solanum tuberosum Interactions. Viruses, 12(1), 66; DOI:
10.3390/v12010066. Special issue ‘The complexity of the Potyviral Interaction
Network’.

Istotnym celem moich badan bylo wykazanie, Ze inokulacja wirusem PVYNN
wplywa nie tylko na zmiany symplastu komoérki roslinnej, ale takze wptywa na
dynamike zmian zachodzacych na terenie apoplastu ze szczeg6lnym uwzglednieniem
sciany komorkowej. Temu zagadnieniu poswiecitam trzy publikacje wchodzace w
sktad osiagniecia naukowego. Podjecie przez nas powyzszego celu badan byto
podyktowane faktem, iz Sciana komorkowa bezwzglednie zapewnia integralnosc¢
komoérce rodlinnej, ale przede wszystkim spelnia role pierwszego punktu
kontaktowego w przypadku stresow abiotycznych i biotycznych (Malinovsky i wsp.,
2014). Stanowi element wymiany informacji i komunikacji ze Srodowiskiem
zewnetrznym. Sciana komoérkowa moze pehié role fizycznej bariery dla infekdji
wirusowej, a takze utrudnia¢ potencjalny transport miedzykomorkowy. Dane
literaturowe dotyczace kompozycji i modyfikacji sciany komorkowej w sytuacji
odpowiedzi obronnej podczas interakgcji roslina-patogen sa skoncentrowane gtéwnie
na mikroorganizmy, ktére sa bezposrednimi mechanicznymi destruktorami sciany,
takie jak bakterie czy grzyby. Z uwagi na znikome informacje dotyczace wptywu
infekcji wirusowej na modyfikacje Sciany podjeliSmy sie pordwnania, czy w
przypadku dwodch typow interakcji zgodnej i niezgodnej (reakcji nadwrazliwosci)
zachodzi przebudowa apoplastu i jakie jest podtoze tego procesu. Dzigki wspdtpracy
z Instytutem Hodowli Aklimatyzacji Roslin, Oddziatem w Boninie pozyskaliSmy
material wyjsciowy do badan wraz z certyfikowanym testem na obecnos$¢ wirusa.
Analiza ultrastrukturalna roslin ziemniaka inokulowanych PVYN™N z wysokim
poziomem odpornosci (odmiana Sarpo Mira) oraz roslin podatnych odmiany Irys byta
prowadzona we wspolpracy z Profesorem Benhamem E. Lockhartem z University of
Minnesota i pozwolila stwierdzi¢, iz w efekcie inokulacji PVYN™N w obu typach
interakcji indukowane s zjawiska zwiazane ze zmianami struktury $ciany, lecz rézne
dla tych dwdch typow interakcji (P4). W czasie interakcji zgodnej obserwowano

fatldowania w przebiegu Sciany komorkowej, jej struktura byla nienaturalnie
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rozluzniona. W obszarach gdzie wirusowe inkluzje cytoplazmatyczne byly potaczone
z plazmolemma, takze w obszarze plazmodesm obserwowano silne zmiany struktury
scian komorkowych, ktérym towarzyszylo nagromadzenie cial paramularnych i
struktur btonowych. Reakgji nadwrazliwosci towarzyszyly za$ inwaginacje Scian
komorkowych. Material kalozowy deponowany byt nie tylko w obszarze
plazmodesm, czy tez ptytek sitowych na terenie floemu, ale rowniez wzdtuz scian
komorek miekiszowych i pomiedzy Sciang a plazmolemma. Czestym zjawiskiem bylto
takze odkladanie zwigzkéow fenolowych, a na terenie wszystkich tkanek
obserwowano dynamiczne formowanie struktur wielopecherzykowych MVB (ang.

multivesicular bodies) kierowanych do wakuoli.

Skoro podczas reakcji nadwrazliwo$ci obserwowano nagromadzenie kalozy,
kolejnym krokiem byto sprawdzenie lokalizacji biatka jednoczesnie zwiazanego z
odpowiedzia na patogeny (z grupy ang. pathogenesis-related protein) PR-2 oraz z
aktywnoscig 3-1,3- glukanazy, odpowiedzialnej za hydrolize kalozy [E.C.3.2.1.39].
Stwierdzono, ze obie reakcje indukuja depozycje PR-2, jednakze podczas interakcji
zgodnej indukcja zachodzi na wyzszym poziomie, a preferencyjnym miejscem
lokowania jest $ciana komdrkowa. Podczas gdy w HR takim obszarem jest wakuola.
Wykonano réwniez lokalizacje gtownego enzymu/biatka wptywajacego na strukture
sciany komodrkowej jaka jest katalityczna podjednostka syntazy celulozy CesaA4.
Analiza intensywnosci fluorescencji oraz deponowania czastek zlota koloidalnego
wraz z metodami kwantyfikacyjnymi na poziomie ultrastrukturalnym pozwolity
stwierdzi¢, iz inokulacja wirusem PVYN™Nspowodowata spadek CesA4 w stosunku do
roslin kontrolnych, co wiecej byl on bardziej znaczacy w przypadku HR niz w
przypadku roslin podatnych. Plazmalemma, struktury blonowe i wakuola znacznie
bardziej niz $ciana komdrkowa byty miejscem preferencyjnym dla lokalizacji CesA4
niezaleznie od poziomu odpornosci gospodarza. Lokalizacja wakuolarna moze by¢
efektem sekwestracji CesA4 do wakuol poprzez bardzo aktywny udziat struktur
wielo-pecherzykowych i pecherzykow pre-wakuolarnych — a proces ten szczegdlnie
uwidocznia sie w reakcji nadwrazliwosci. Na podstawie powyzszych danych trudno
byto jednoznacznie stwierdzi¢ jakie mechanizmy zmian w Scianie komérkowej sa
charakterystyczne dla danego typu interakgji, ale bez watpienia wskazywatly na to, ze
na efekty zmian apoplastu wptywa aktywnos$¢ dystrybucji komponentdw Sciany
komodrkowej zachodzaca takze na terenie symplastu komorki roslinnej zaréowno

podczas HR jak i interakcji zgodnej.

We wspdtpracy z Profesorem ].J. Bujarskim z Uniwersytetu Northern Illinois

kontynuowalismy badania koncentrujace si¢ wokdt czasoprzestrzennych zmian
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ksylanow oraz podstawowego enzymu uczestniczacego w metabolizmie
ksyloglukandw, jakim jest transferaza ksyloglukozylo-ksyloglukanu (XTH-Xet5), jako
weryfikacja zmian w wybranych niecelulozowych polisacharydéw $ciany (P5).
Dystrybucja in situ komponentéw hemicelulozowych matiks sciany komorkowej
wskazata, iz podczas interakcji zgodnej ziemniak odmiany Irys-PVYN™ wzrosta
depozycja ksylandéw, podczas gdy w interakgji niezgodnej ziemniak odmiany Sarpo
Mira- PVYN™N poziom ksylanu/ksyloglukanu spadat. Co wiecej, inokulacja PVYN™N
znaczaco wplywa na przekierowanie depozycji XTH-Xet5 — niezaleznie od typu
interakcji, porownujac z kontrola. Lokalizacje na poziomie ultrastrukturalnym
wskazujg, iz XTH-Xetd preferencyjnie lokowata sie¢ w scianie komorkowej i
pecherzykach w roslinach podatnych zainfekowanych PVYN™, w odpornych wzrost
poziomu XTH-Xet5 byt obserwowany w cytoplazmie, $cianie, podjednostkach aparatu
Golgiego. Ponadto stwierdzono, ze reakcja nadwrazliwosci aktywuje XTH-Xet5 w
obszarze syntezy tego enzymu, nastepnie transferaza jest aktywnie transportowana
do cytoplazmy, sciany i wakuoli. Podczas HR obserwowalismy stopniowa i regularna
indukcje poziomu XTH-Xet5. Enzym ten katalizuje in vitro formowanie potaczen
kowalencyjnych pomiedzy ksyloglukanami oraz pomiedzy ksyloglukanami a
substratami niecelulozowymi. Pozwala to wnioskowa¢, iz w przypadku interakcji
Sarpo Mira- PVYN™Nintensywnos¢ depozycji XTH-Xet5 ma zwigzek ze wzmacnianiem
Sciany komorkowej. Jednakze, kolejnym postawionym celem byto, aby jednoznacznie

stwierdzi¢ jaki mechanizm towarzyszy danej konkretnej interakgji.

W ramach realizacji otrzymanego przeze mnie projektu NCN Miniatura 2 (nr
2018/02/X/NZ9/00832) rozpoczetam badania nad udziatem dwoch grup biatek Sciany
komoérkowej, wplywajacych na jej rearanzacje i modyfikacje, nad ekstensynami i
ekspansynami (P7). Wspolpracujac i analizujac dostepne dane sekwencyjne, miedzy
innymi w oparciu o informacje zawarte w “Potato Genome Sequencing Consortium’ wraz
z Profesorem Benhamem E.L. Lockhartem (Uniwersytet Minnesota) wytypowalismy
geny, ktore beda poddane analizom ekspresji. We wspotpracy z Profesorem J.J.
Bujarskim (Uniwersytet Northern Illinois) przeprowadziliSmy analize qPCR ekspresji
gendéw ekspansyny 3 oraz ekstensyny 4 ziemniaka podczas interakcji zgodnej i
niezgodnej z PVYN™. Wyniki wykazaly jednoznacznie stopniowy wzrost ekspresji
ekspansyny 3 (StEXPA3) w przedziale 0-30 dni po inokulacji (dpi) PVYN™N. Z kolei w
przypadku genu ekstensyny 4 ziemniaka (StExt4) notowano stopniowy wzrost
ekspresji w obu typach interakcji w przedziale 0-30 dpi PVYN™, jednakze wzrost w
przypadku reakcji nadwrazliwosci byt w sposdb istotny statystycznie wigkszy,
porownujac z probami z roslin podatnych. Wnioski odnosnie ekspresji gendéw

zestawiliSmy z analizg lokalizacji bialek. Do tego celu zaprojektowaliSmy przeciwciata
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skierowane  przeciw  ekspansynie ziemniaka, analiza  bioinformatyczna
przeprowadzana wspolnie z Profesorem ].J. Bujarskim wskazata, iz wybierajac
najbardziej konserwatywny region C-konca ekspansyn ziemniaka jesteSmy w stanie
wykry¢ StEXP3 ale takze StEXP4,6 oraz 23. Lokalizacja immunofluorescencyjna jak i
metoda immunoziotowa pozwolily stwierdzié, iz interakcji zgodnej ziemniak
odmiany Irys - PVYN™N towarzyszy proces rozluzniania sciany komorkowej z
zaangazowaniem ekspansyn ziemniaka, w przeciwienstwie do reakcji
nadwrazliwo$ci. W przypadku interakgji niezgodnej ziemniak odmiany Sarpo Mira ze
zidentyfikowanym genem nadwrazliwosci Nysmin - PVYNTN stwierdzono silny wzrost
lokalizacji ekstensyn z grupy HGRP, czyli glikoprotein bogatych w hydroksyproline.
Depozycja HRGP byla w duzej mierze zwiazana ze sciang komorkows, ale
stwierdzono obecno$¢ tej grupy glikoprotein takze na terenie symplastu. Indukcja
ekspresji StExt4 oraz silny wzrost HRGP-ekstensyn w odpowiedzi na indukcje PVYN™
jednoznacznie wskazuja, ze reakcji nadwrazliwosci towarzyszy przebudowa sciany
zwiazana ze wzmacnianiem jej struktury. Co wigcej, proces ten moze by¢ postrzegany
jako jeden z elementéw odpowiedzi obronnej rodlin ziemniaka na dziatanie patogena.
Zmiany wewnatrzkomorkowe i dystrybucja ekstensyn moze podlega¢ regulacji w

sposob zalezny od typu interakgji.

Nasze analizy dotyczace interakcji ziemniak — PVYN™ po raz pierwszy
prezentuja wnioski dotyczace charakteru i przebiegu zmian $ciany komdérkowej w
interakcji z potywirusami, a takze poglebiaja dane dotyczace zmian apoplastu w
infekcji patogenami. Pozwalaja wnioskowa¢, iz im nizszy udziat ekspansyn, tym
wyzszy poziom odpornosci rosliny na dziatanie wirusa. Co niezwykle istotne
rozwiklanie stawianych hipotez prowadzi do stawiania sobie nowych bardziej
szczegOlowych pytan. Co ciekawe i wymagajace dalszych badan to obserwacja, iz
StEXP podczas reakcji nadwrazliwo$ci moga lokalizowac sie¢ w symplascie, w
kontakcie z blonami oraz w cytoplazmie. W przeciwienstwie do roslin podatnych,
gdzie dominuje lokowanie w scianie komdrkowej. Moze to oznaczad, iz dystrybucja
ekspansyn jest znaczaco rozna i Scisle zalezna od typu interakgji ziemniak - PVYNTN,
Kolejny ciekawy wniosek, wymagajacy dalszego zglebienia to udokumentowanie
lokalizacji ekspansyn w plazmodesmach, zwlaszcza wtedy gdy Sciana komdrkowa jest
zmieniona strukturalnie w $cistym kontakcie z inkluzjami cytoplazmatycznymi

wirusa.

Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan

wchodzacych w sklad osiagniecia:
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1. Wykazano, ze na terenie symplastu komorki roslinnej organow
wegetatywnych w wyniku interakcji zgodnej i niezgodnej z wirusem PVYN™Norganella
takie jak retikulum endoplazmatyczne, mitochondria, czy chloroplasty a nawet jadro
komorkowe moga by¢ zaangazowane w proces rozwijajacej si¢ patogenezy lub reakgji
obronnej rosliny. Ponadto, wykazano, ze forma i struktura inkluzji
cytoplazmatycznych wirusa nie moze stanowi¢ cytologicznego kryterium
rozrozniajacego szczepy wirusa (np. PVYN™N od PVY?), ani nie zalezy w zaden sposob

od typu interakgji czy poziomu odpornosci gospodarza.

2. Zmienna dystrybucja homologa D oksydazy wybuchu tlenowego (RbohD),
jako gtéwne zrodto ROS podczas interakgji roslin, na terenie symplastu i apoplastu
komorki roslinnej w efekcie inokulacji PVYN™N jest zalezna od typu interakgji.
Zroznicowanie dystrybucji RbohD jest efektem dualnej roli tego biatka. W reakgji
nadwrazliwo$ci wptywa na ograniczenie wirusa tylko do miejsca inokulacji. W
przypadku roslin podatnych moze by¢ aktywnym komponentem systemicznej

transdukgcji sygnaléw, czemu towarzyszy systemiczna nekrotyzacja.

3. Stwierdzono wplyw infekcji PVYN™N na zmiany w organach generatywnych
roslin papryki, redukcje formowania kwiatow i spadek liczby zawiazywanych
owocow. Po raz pierwszy wykazano, ze PVYNN jest w stanie przenosic si¢ poprzez
nasiona papryki odmiany Yolo Wonder do nastepnego pokolenia. Ponadto, gametofit
meski papryki moze by¢ potencjalnym zrédiem dostania sie czastek wirusa do nasion
w efekcie procesu podwdjnego zaplodnienia. Obecnos¢ wirusa w nasionach moze by¢

takze efektem transferu poprzez integumenty przeksztatcajace sie¢ w tuping nasienna.

4. Udowodniono, ze podczas reakcji nadwrazliwosci (HR) ziemniak- PVYNIN
zmiany zachodzace na terenie apoplastu komorek roslinnych prowadza do procesu
wzmacniania $ciany komorkowej z udziatem ekstensyn z grupy HRGP. Zjawisku
temu towarzyszy aktywacja transferazy ksyloglukanéw XTH-Xet5, odpowiedzialnej
za tworzenie polaczen kowalencyjnych pomiedzy niecelulozowymi skladnikami
Sciany. Natomiast w przypadku interakcji podatnych roslin ziemniaka - PVYNTN
przebudowa sciany komorkowej prowadzi do rozluzniania jej struktury =z
zaangazowaniem ekspansyn, a zjawisko to jest dodatkowo wspomagane poprzez
indukcje biatka PR-2, odpowiadajacego za hydrolize kalozy i wskaznik rozwijajacej sie

infekgiji.
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Pkt 5. Informacja o wykazaniu sie istotna aktywnos$cia naukowa realizowana w wiecej niz
jednej instytucji naukowej - dorobek dodatkowy

1. Przebieg pracy naukowo-badawczej prowadzonej przed uzyskaniem stopnia doktora
a) praca magisterska

Pod koniec studiow magisterskich zdobywalam doswiadczenie laboratoryjno-badawcze w
Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie dzialajac przez trzy
lata (2001-2003) jako student-wolontariusz pracujagc w zespole zajmujacym si¢ unikalng
rodzing bialek wigzacych fosfolipidy blonowe w sposob zalezny od jonow wapnia, czyli
aneksynami. Z tego wzgledu prace magisterska wykonywalam w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, w Zakladzie Biochemii Komorki w Pracowni
Biochemii Lipidow pod kierunkiem Pana Profesora dr hab. Stawomira Pikuly. W 2003 r.
uzyskatam tytutl magistra inzyniera rolnictwa, specjalno$¢: Biotechnologia rolnicza; Wydziat
Rolniczy SGGW w Warszawie na podstawie obrony z wyrdznieniem pracy pt.
,Charakterystyka strukturalno-funkcjonalna izoform aneksyny A6 ulegajacych ekspresji
w komorkach ssakow”. Recenzentem pracy byt Pan Profesor dr hab. Zdzistaw Markiewicz
(Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, Zaktad Mikrobiologii Stosowanej). Badania do
pracy powstawaly w ramach 3-letniego projektu KBN 3P04A00722. Gtéwnym celem pracy
bylo poréwnanie dwoch lizoform aneksyny A6, gdzie izoforma druga rozni si¢ delecjg 18-par
zasad, kodujacego sekwencje VAAEIL w domenie 7 tego bialka. Analiza poréwnawcza
struktury izoform wykazata brak diametralnych réznic w strukturze Il-rzedowej biatka, ale
izoforma II okazala si¢ mniej podatna na proteolize. Struktura izoformy II okazala si¢ by¢
bardziej sfaldowana, a migracja podczas elektroforezy natywnej zachodzila szybciej niz
izoformy 1. Zaobserwowano takze nizsze powinowactwo w stosunku do TNP-GTP i nizszy
transfer energii fluorescencji z ANXAG6-2 na TNP-GTP. Zauwazono ponadto, iz obie izoformy
wi3za si¢ z anionowymi liposomami (PS), ale izoforma druga wymaga znacznie wyzszego
stezenia jonéw wapnia. Wnioski ptynace z przeprowadzonych badan w ramach mojej pracy
magisterskiej staty si¢ czg¢scig publikacji:

Strzelecka-Kiliszek A., Buszewska M.E., Podszywatow-Bartnicka P., Pikufa S., Otulak K.,
Buchet R., Bandorowicz-Pikuta J., (2008) Calcium- and pH-dependent localization of annexin
A6 isoforms in Balb/3T3 fibroblasts reflecting their potential participation in vesicular
transport., J Cell Biochem., 104(2):418-34. Pkty MNiSW 20 pkt, *Pkty MNiSW: 100pkt
(Lista A z 2019 roku), IF w roku publikacji =3,540, IFs lemi=3,342.
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b) praca doktorska

Prace doktorska pt.” Cytologiczna charakterystyka patogenezy roslin porazonych wirusem Y
ziemniaka (PVY) roznigcych si¢ szybkoscig pojawiania nekroz” wykonywalam w Katedrze
Botaniki, Wydzialu Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie pod kierunkiem dr hab. G.
Garbaczewskiej, prof. nadzw. SGGW. Recenzentami pracy byli: Prof. dr hab. Adam Wozny
(UAM, Poznan) oraz prof. Dr hab. Wiadystaw Golinowski (SGGW). Na podstawie obronionej
z wyroznieniem rozprawy doktorskiej, 30.10.2008r uzyskalam stopien doktora nauk
rolniczych, specjalnosé: Biologiczne podstawy rolnictwa i ochrony srodowiska; Wydzial
Rolnictwa i Biologii; SGGW w Warszawie.

Praca doktorska dotyczyta cytologicznej analizy zmian r6znych odmian ro$lin tytoniu (np. odm.
Wislica i Samsun) oraz réznych odmian roslin ziemniaka (np. Hermes, Igor, Red, Nicola,
Niagara, Rywal, Jupitor, Impala) infekowanych dwoma szczepami nekrotycznymi wirusa Y
ziemniaka. Praca byla wykonywana we wspolpracy z Instytutem Hodowli i Aklimatyzacji
Roslin — Panstwowym Instytutem Badawczym, oddziatem w Mlochowie, a jej celem byta
analiza porownawcza, w jaki sposob rdzni si¢ na poziomie morfologicznym, anatomicznym i
cytologicznym przebieg patogenezy w dwoch kategoriach odmian — takich, ktére mozna
zaliczy¢ do grupy o wigkszym stopniu odpornosci lub odmian typowo podatnych. Stwierdzono,
ze rosliny odmian odpornych reagowaty objawami nekroz lokalnych juz trzy dni po inokulacji
mechanicznej zaréwno szczepem PVY MW jak i PVY N™ | podczas gdy odmiany podatne
pigtnascie dni po infekcji. Czastki wirusa w tkankach lisci inokulowanych odmian odpornych
byty obserwowane poczawszy od 10 godzin po inokulacji. W przypadku odmian odpornych
czastki wirusa byly obserwowane gtownie w liSciach inokulowanych, jednakze pojedyncze
skupienia czastek mozna byto zaobserwowac takze w lisciach powyzej miejsca inokulacji.
Zroznicowanie w obrebie dwoch grup odmian dotyczyto takze lokalizacji nadtlenku wodoru,
jako elementu reaktywnych form tlenu uczestniczacych w przekazywaniu informacji podczas
interakcji roslina — patogen. Notowano takze zmiany sygnatury wapniowe] jako wtornego
przekaznika szlakow sygnatowych w efekcie reakcji stresowej wraz ze zrdznicowang
immunolokalizacja domeny C roslinnej kalretikuliny (biatka opiekunczego, wigzacego wapn
oraz zwigzanego z plazmodesmami). Powyzsze wnioski sugerowaly zaangazowanie sygnatu
wapniowego podczas reakcji obronnej rosliny na infekcj¢ wirusem Y ziemniaka.

W 2008 roku w wyniku wspotpracy trzech zespolow badawczych: Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin w Mtochowie, Instytutu im. Maxa Plancka w Niemczech oraz Pracowni
Patogenezy Ro$lin IBB PAN w Warszawie zmapowano gen nadwrazliwosci indukujacy
odpowiedz nekrotyczng roslin ziemniaka (jednej badanej przeze mnie w pracy doktorskiej
odmiany ziemniaka) Rywal. Ziemniak odm. Rywal byt pierwsza komercyjng odmiang, dla
ktorej okreslono gen warunkujacy odpowiedz w formie nadwrazliwo$ci w stosunku do
szczepow nekrotycznych wirusa (Szajko 1 wsp., 2008). W tym S$wietle wyniki
przeprowadzonych przeze mnie wstepnych analiz zyskaly réwniez szersza interpretacje i
Znaczenie.

Wyniki pracy doktorskiej zostaty opublikowane w postaci trzech artykutow, we wszystkich
pracach bytam pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym:

Otulak K., Garbaczewska G., (2010) Ultrastructural events during hypersensitive response of
potato cv. Rywal infected with necrotic strains of Potato virus Y., Acta Physiologia Plantarum,
32: 635-644. Pkty MNiSW 20, *Pkty MNiSW obecnie: 70, IF w roku publikacji =1,344, 1Fs
Ietni:1,927.
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Otulak K., Garbaczewska G., (2010) Localisation of hydrogen peroxide accumulation during
Solanum tuberosum cv. Rywal hypersensitive response to Potato virus Y., Micron, 41: 327-
335 Pkty MN'SW 27, *Pkty MNISW Obecnle 100, Ieroku publikacji :1,649, |F5 Ietni:1,809.

Otulak K., Garbaczewska G., (2011) Cellular localisation of calcium ions during potato
hypersensitive response to Potato virus Y., Micron, 42 (5): 381-391, DOI:
10.1016/j.micron.2010.11. Pkty MNiSW 27, *Pkty MNiSW obecnie: 100, IF w roku publikacji
=1,527, IFs etni=1,809.

Ponadto w 2008 roku otrzymatam indywidualng nagrode III stopnia JM Rektora SGGW za
dziatalno$¢ naukowa -rozprawe doktorska.

Przed uzyskaniem stopnia doktora bytam wspotautorem dwoch prezentacji ustnych:

Garbaczewska G., Otulak K. (2006) ,, Transport wirusow w roslinie”. Wygtoszonej w ramach
XXX1V Konferencji Grupy Wirusowych Chorob Roslin, Komitetu Ochrony Roslin PAN i XII
Sympozjum Sekcji Wirusologicznej Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego, referat, 14-15
wrzesien 2006 Warszawa,

Otulak K., Garbaczewska G. (2007) ,, Cytologiczna charakterystyka patogenezy roslin
porazonych PVY o zroznicowanym czasie odpowiedzi na infekcje”; XXXV Konferencja Grupy
Roboczej Wirusowych Chorob Roslin, Komitetu Ochrony Roslin PAN i XIII Sympozjum Sekcji
Wirusologicznej Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego, SGGW w Warszawie, referat 11-
12 wrzesien 2007.

a takze autorem dwoch prezentacji posterowych:

Otulak K., Garbaczewska G. (2007) Il Polsko- Ukrainska Konferencja Weiglowska
Mikrobiologia w XXI wieku, Komitet Mikrobiologii PAN, SGGW, poster: “Cytological
characteristic of plants infected with potato virus Y (PVY) in varied rapidity of necrosis
appearance”. 24-26 wrzesien 2007, Materialy konferencyjne s. 258.

Otulak K., Garbaczewska G. (2008) ,, Ultrastructural calreticulin and calcium ions localization
during hypersensitive reaction of potato cultivar Rywal infected PVY NTN”. Sympozjum
Naukowe ,, Choroby roslin na tle zmian klimatycznych” oraz Walne Zgromadzenie cztonkow
Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego, Uniwersytet Przyrodniczy Wroctaw, poster 17-19
wrzesnia 2008 materialy konferencyjne s. 44-45.

Od grudnia 2008 roku pracowatam jako asystent, a nastepnie od grudnia 2010 roku jako adiunkt
w Katedrze Botaniki, Wydziatu Rolnictwa i Biologii; SGGW.

Ro&zne typy interakcji roslina — patogen, ze szczegdlnym uwzglednieniem reakcji odpornosci
roslin byly 1 sa zagadnieniem niezwykle interesujagcym a jednocze$nie aktualnym oraz wcigz
nic w pelni poznanym. Ponadto zagadnienia zapoczgtkowane podczas mojej rozprawy
doktorskiej wyraznie wskazaty na luk¢ w literaturze krajowej, a takze mig¢dzynarodowe;,
dotyczaca zjawiska odpowiedzi rosliny na infekcje wirusowa, szczegélnie na poziomie
ultrastrukturalnym. Zwazywszy na fakt, iz wyniki i wnioski sformutowane po obronie rozprawy
doktorskiej utatwily zwrocenie uwagi na to, jak wiele jest jeszcze niewiadomych dotyczacych
efektow dziatania wirusa Y ziemniaka, postanowilam kontynuowac¢ prace dotyczace biologii
interakcji roslin z r6znymi grupami wirusow.
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2. Badania prowadzone po uzyskaniu stopnia doktora

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 29 prac (w tym 7 prac
wchodzacych w sklad osiaggniecia naukowego) opublikowanych w czasopismach z JCR w
latach 2010-2020, w tym 28 prac z listy A MNiISW oraz 1 praca z listy B MNiSW.

Jestem autorem 43 doniesien konferencyjnych: 12 doniesien konferencyjnych w postaci
prezentacji ustnych oraz 31 w postaci prezentacji posterowych na konferencjach
mie¢dzynarodowych i krajowych.

(prowadzone badania i publikacje zostaly powigzane w grupy tematyczne)

Otulak K., Garbaczewska G., (2011) Cell-to-cell movement of three genera (+) ss RNA plant
viruses., Acta Physiologia Plantarum, 33(2): 249-260, DOI: 10.1007/s11738-010-0538-2.
Pkty MNiSW 20, *Pkty MNiSW Obecnie:70, IF wroku publikacji =1,344, IFs Ietni=1,927

Po obronie rozprawy doktorskiej poczatkowo zajetam si¢ analizg poréwnawczg
mechanizmow transportu krotkodystansowego | podsumowaniem najwazniejszych danych w
tym zakresie, zwigzanych =z trzema znaczacymi grupami wirusow roslinnych
charakteryzujacych si¢ jednoniciowym genomem RNA: Tobamovirus, Potyvirus oraz
Potexvirus. Praca przegladowa dotyczyta przedstawienia najistotniejszych danych w zakresie
strategii transportu mie¢dzykomorkowego z jakiego korzystaja przedstawiciele trzech
wspomnianych rodzajow wirusOw wraz z zaproponowaniem graficznych schematow
obrazujacych te procesy w oparciu o najnowszg literaturg. W powyzszej pracy dyskutowano
udzial 1 role determinantow transportu miedzykomorkowego, zar6wno ze strony rosliny
gospodarza jak i samego patogena. W powyzszej pracy bylam pierwszym autorem, autorem
zarowno koncepcji jak i manuskryptu artykulu, a takze pelnilam role autora
korespondencyjnego.

W swojej pracy badawczej prowadzonej we wspotpracy z osrodkami krajowymi oraz
zagranicznymi koncentrowalam si¢ przede wszystkim na biologii interakcji roslin z réznymi
grupami wirusOw. Prowadzone badania i publikacje zostalty powigzane w grupy tematyczne

a) Badania dotyczgce biologii interakcji roslin z wirusem nekrotycznej kedzierzawki
tytoniu (ang. Tobacco rattle virus, TRV) —w 3 z 4 prac bylam pierwszym autorem, w 4
pracach autorem korespondencyjnym oraz osoba przygotowujaca manuskrypt.

Otulak K., Chouda M., Chrzanowska M., Garbaczewska G., (2012) Ultrastructural effects of
infection caused by Tobacco rattle virus transmitted by Trichodorus primitivus presents in
potato and tobacco tissues, Canadian Journal of Plant Pathology, 34 (1): 126-138.

Pkty MNiSW 25, *Pkty MNiSW obecnie: 70pkt, IF w roku publikacji=1,115, 1F5 letni=1,197.
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Jednym z istotnych przyczyn infekcji roslin wirusem nekrotycznej kedzierzawki tytoniu
TRV jest przenoszenie tego patogena przez wektory jakim sg nicienie z grupy Trichodorus,
ektopasozyty. Celem publikacji byto poznanie zakresu zmian cytopatologicznych na poziomie
ultrastrukturalnym i anatomicznym wywotanych TRV ktory dostat si¢ do badanych roslin
poprzez infekcje nicieniami glebowymi, a wigc pierwszym miejscem kontaktu z patogenem i
jego wektorem byt system korzeniowy roslin ziemniaka i tytoniu. Badania wykonywane byty
we wspoOltpracy z Profesor Mirostawg Chrzanowska z Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin-
PIB, oddziatem w Miochowie. Rosliny z moim udziatem byly wysadzane do gleb
zawierajacych nicienie w szklarniach oddzialu IHAR w Mtochowie, a nast¢pnie analizowane
pod wzgledem symptoméw infekcji TRV 1 poddawane testom DAS-ELISA. Rosliny-
gospodarze (ziemniak odmiana Glada oraz tyton odmiany Samsun) z efektem pozytywnym
testow byly przeze mnie pobierane i zarowno korzenie jak i1 cze$ci nadziemne poddawane
preparatyce do transmisyjnego mikroskopu elektronowego oraz analizie ultrastrukturalnej.
Wykazano, 1z nicienie poprzez zerowanie z uszkodzeniami wlosnikow 1 ryzodermy
wprowadzaja czastki wirusa do korzeni. Wirus jest aktywnie transportowany to wszystkich
tkanek korzenia, a jego wnikanie do wigzek przewodzacych skutkuje infekcja systemiczng catej
rosliny po okoto 4 tygodniach po zerowaniu wektora. Zarowno w czg$ciach podziemnych
ro$liny jak i todygach i lisciach udokumentowano czastki dwoch dtugosci L i S typowe dla
TRV. Wykazano, ze szlakiem transportu systemicznego wirusa w przypadku infekcji poprzez
wektora byt gtownie floem, ale czastki wirusa zaobserwowano réwniez na terenie migkiszu
ksylemowego. We wskazanej pracy bylam autorem koncepcji badan, pierwszym autorem
i autorem Kkorespondencyjnym, a takze osoba ktora przeprowadzila analizy
ultrastrukturalne i przygotowujaca caly manuskrypt. Wnioski ptynace z powyzszej
publikacji staly si¢ punktem wyjscia do dalszych badan nad TRV, koncentrujacych si¢ tym
razem na transporcie lokalnym oraz systemicznym wirusa.

Garbaczewska G., Otulak K., Chouda M., Chrzanowska M. (2012) Ultrastructural studies of
plasmodesmatal and vascular translocation of Tobacco rattle virus (TRV) in tobacco and
potato, Acta Physiologia Plantarum, 34(3): 1229-1238, DOI: 10.1007/s11738-012-0960-8.
Pkty MNiSW 25, *Pkty MNiSW obecnie: 70, IF w roku publikacji =1,305, 1Fs5 |etni=1,927

Rowniez we wspotpracy z Panig Profesor Mirostawg Chrzanowska analizie poddano
rosliny tytoniu oraz ziemniaka infekowane tym razem mechanicznie. Efektem powyzszej
publikacji byto udowodnienie, iz czastki TRV PSG sg transportowane systemicznie zarowno w
postaci catkowicie optaszczonej jak 1 nie w pelni optaszczonej. TRV w formie czastek nie w
petni optaszczonych znacznie czgsciej byl transportowany miedzykomorkowo przez
plazmodesmy niz systemicznie. W obu tych formach czastki TRV tworzg zwarte inkluzje nie
tylko w tkance migkiszowe] ale rowniez na terenie wigzek przewodzacych. Co wigcej
wykazano, iz TRV moze by¢ transportowany systemicznie z udzialem zaré6wno floemu jak 1
ksylemu. W prowadzonych analizach wirus TRV znacznie cze¢$ciej dokumentowany byl na
terenie ksylemu, tacznie z elementami trachealnymi ksylemu. W powyzszej pracy méj udzial
polegal na analizie wynikow zmian anatomicznych i ultrastrukturalnych oraz
przygotowaniu calego manuskryptu, bylam tez autorem korespondencyjnym.
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Otulak K., Chouda M., Bujarski J., Garbaczewska G., (2015) The evidence of Tobacco rattle
virus impact on host plant organelles ultrastructure., Micron, 70: 7-20, DOI:
10.1016/j.micron.2010.11. Pkty MNiSW 30, *Pkty MNiSW obecnie 100, IF w roku publikacji
=1,305, IFs5etni=1,927.

Celem powyzszej pracy byto zbadanie zaangazowania organelli komorkowych w proces
infekcyjny wirusa nekrotycznej kedzierzawki tytoniu. W powyzszej pracy bylam autorem
koncepcji badan, przeprowadzilam wigekszo§¢ badan ultrastrukturalnych i lokalizacje
technika ang. immunogold labelling, a wyniki analizowalam i konsultowalam we
wspolpracy z profesorem Jozefem J. Bujarskim (Uniwersytet Illinois). W powyzszej pracy
wykazaliSmy, iz nie tylko cytoplazma jest miejscem replikacji 1 sktadania czgstek TRV. W
zaleznosci od poziomu zaawansowania proces infekcyjny podatnych gospodarzy TRV
zachodzi z udziatem organelli komorki ro§linnej. Po raz pierwszy udokumentowano obie formy
czastek TRV w jadrze komorkowym wraz z lokalizacja biatka ptaszcza wirusa w kariolimfie,
a nawet na terenie jaderka. Jak udato si¢ ustali¢, efektem procesu infekcyjnego TRV sg bardzo
silne zmiany mitochondriéw, po raz pierwszy zwrocono uwage ma mozliwos¢ formowania
struktur pecherzykowych w formie egzosomow mitochondrialnych- zawierajacych czastki
wirusa, uwalniajacych si¢ do cytoplazmy komorki roslinnej. Udowodniono takze silng
dezorganizacje chloroplastow jako wynik infekcji TRV, a wewnatrz tych organelli notowano
czastki wirusa obu dtugosci oraz lokalizowano biatko kapsydu tego wirusa. W powyzszej
pracy przygotowalam manuskrypt do publikacji oraz bylam autorem
korespondencyjnym.

Otulak K., Koziet E., Garbaczewska G., (2016) Ultrastructural impact of tobacco rattle virus
on tobacco and pepper ovary and anther tissues. Journal of Phytopatology, 164: 226-241, DOI:
10.1111/jph.12450. Pkty MNiSW 20, *Pkty MNiSW obecnie 40, IF w roku publikacji=0,945, 1Fs
Ietni:1,017.

Celem powyzsze] pracy bylo ustalenie jaki wptyw ma infekcja TRV na strukturg
organdéw generatywnych ro$lin tytoniu i1 papryki. Ponadto, cel stanowilo rowniez sprawdzenie
czy szczep TRV-PSG moze by¢ przenoszony przez nasiona (co bylo potencjalnie
prawdopodobne poréwnujac z innymi testowanymi przedstawicielami Tobravirus). Ustalono,
ze infekcja TRV wplywa redukujagco na ilos¢ formowanych kwiatow 1 zawigzywanych
owocow, a takze na liczbg nasion w owocni, zarowno w przypadku papryki jak 1 tytoniu.
Udowodniono, ze czastki wirusa obu typéw sa obecne na terenie komorek $cian zalazni oraz
wigzek przewodzacych zalazni. Po raz pierwszy lokalizacje immunofluorescencyjne oraz na
poziomie ultrastrukturalnym pozwolity stwierdzi¢, ze wirus byl obecny wewnatrz i na
powierzchni ziaren pytku, co wigcej niezwykle istotnym byt fakt, ze w sposob powtarzalny
notowano jego obecnos¢ w nasionach w komorkach endothelium i na powierzchni zarodka.
Powyzsze wyniki pozwolity udowodni¢, iz zarowno ziarna pytku jak 1 zalgznia wraz z
zalagzkami moga stanowi¢ zrodio wirusa przekazywane do nastepnego pokolenia. Mdj udzial
w publikacji polegal na organizacji koncepcji badan, przeprowadzeniu wszystkich analiz
ultrastrukturalnych i lokalizacji biatka kapsydu wirusa z zastosowaniem mikroskopii
fluorescencyjnej i elektronowej oraz na napisaniu i organizacji manuskryptu. Jestem
takze autorem korespondencyjnym powyzszej pracy.
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b) Badania dotyczace biologii interakcji roslin z wirusem karlowatosci sliwy (ang. Prune
dwarf virus, PDV) — w 3 z 5 prac bylam autorem korespondencyjnym, wspélautorem
manuskryptu.

Koziel E., Otulak K., Garbaczewska G. (2015) Phylogenetic analysis of PDV movement protein
compared to Bromoviridae members as justification of possible intercellular movement. Acta
biologica Cracoviensia. Series Botanica 572(2):1-9 DOI: 10.1515/abcsb-2015-0019. Pkty
MNiSW 20,*Pkty MNiSW obecnie 40, IF w roku publikacji=0,625, 1Fs5 etni=1,00.

W przypadku wirusa kartowatosci sliwy (ang. Prune dwarf virus, PDV) w literaturze
swiatowej dominowato zawezenie tematyki badan tylko do doskonalenia metod wykrywania
wirusa. Pozostawiono ogromng luk¢ w wiedzy o PDV, doprowadzito to do catkowitego
pomini¢cia kluczowych dla zrozumienia interakcji wirus-roslina, cyklu zmian patologicznych
w roznych ro$linach gospodarzach oraz mechanizmu transportu mie¢dzykomoérkowego 1
systemicznego tego wirusa. Wyjasnienie tej problematyki stato si¢ tematem pracy doktorskiej
mgr Edmunda Kozieta, ktorego bylam promotorem pomocniczym. Wstepem do tej pracy byla
analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowych (ang. movement protein, MP)
dostepnych w bazie NCBI dla izolatow/szczepéw PDV oraz wirusow nalezacych do tej same;j
rodziny Bromoviridae ale o poznanym mechanizmie transportu mi¢dzykomorkowego. Celem
tej] publikacji bylo przedstawienie zmiennosci sekwencji MP izolatow PDV (wszystkich
dostepnych w bazie NCBI w roku 2015) w zaleznos$ci od pochodzenie geograficznego, a przede
wszystkim podobienstwa catej sekwencji tego bialka 1 domeny funkcjonalnej wigzacej RNA
(ang. RNA binding domain, RBD) do przedstawicieli rodziny Bromoviridae, czyli takich
wirusow o poznanym mechanizmie transportu jak: wirus mozaiki stoktosy (ang. Brome mosaic
virus, BMV), wirusa mozaiki lucerny (ang. Alfalfa mosaic virus, AMV) oraz wirus
chlorotycznej plamisto$ci wspiegi (ang. Cowpea chlorotic mottle virus, CCMV). Byl to
niezbe¢dny etap w pracy, poniewaz w rodzinie Bromoviridae wystepuja prawie wszystkie typy
transportu migdzykomorkowego, charakterystyczne dla wiruséw roslinnych zalezne w duzej
mierze od sekwencji MP oraz domeny funkcjonalnej wigzacej RNA (RNA binding domain,
RBD). Wyniki analiz pozwolily wyrdzni¢ 3 wyrazne grupy izolatow PDV: 2 sktadajace si¢
tylko z polskich izolatéw, a 1 mieszana sktadajgca si¢ glownie z izolatow amerykanskich i
wloskich. Pozwolito to na potwierdzenie czg¢sciowej zaleznosci miedzy zmiennos$cig sekwencji
MP a pochodzeniem geograficznym izolatu. Co wazniejsze, wykonane analizy porownawCze
pomiedzy izolatami PDV, AMV, BMV, CMV i CCMV pozwolitly na ustalenie homologii
sekwencji aminokwasowej, ktora wyniosta od 16 do 34%. Wyniki wskazaly, ze izolaty PDV
majga najwigksze podobienstwo do izolatow AMV na poziomie 34% uwzgledniajac pelng
dlugos¢ sekwencji MP. Podobienstwo to wzrosto do 40%, gdy poréwnano domeny
funkcjonalne wigzace RNA obu wirusow. Wskazalo to na potencjalne podobienstwo
mechanizmow transportu AMV 1 PDV 1 pozwolito wybra¢ metodyke do dalszych pogiebionych
analiz mechanizmow transportu. Mojg rola w publikacji byla analiza wynikéw i
opracowanie tychze analiz oraz opisanie czeSci wynikow i dyskusji w powyzszej
publikacji.
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Koziet E., Otulak K., Lockhart B.E.L., Garbaczewska G.,(2017). Subcelullar localization of
proteins associated with Prune dwarf virus replication. European Journal of Plant Pathology
149:653-668, DOI: 10.1007/s10658-017-1215-8, Pkty MNiSW 30, *Pkty MNiSW obecnie:
100, IF w roku publikacji :1,466, IFs Ietni:1,754-

Celem publikacji byto poznanie tkankowej 1 subkomoérkowej dystrybucji
dwoéch biatek wirusa PDV zaangazowanych, w jak dotad, niescharakteryzowany proces
replikacji PDV, to jest: biatka plaszcza (ang. coat protein, CP)-odpowiedzialnego za proces
aktywacji genomu wirusowego oraz biatka P1 (ang. P1 protein), ktore wspottworzy kompleks
replikacyjny wirusa oraz potrafi zakotwicza¢ wirusowe RNA (ang. viral RNA, vRNA) w
strukturach btonowych komorki gospodarza. Analizy przeprowadzono na zainfekowanych
wirusem roslinach testowych tytoniu (Nicotiana tabacum, odmiany Samsun). Z pomocg
mozliwosci jakie daja metody immunoznakowania (fluorescencyjnego na poziomie tkanek i
metodg immunoztotowg ztotowego na poziomie struktur komérkowych) ustalono, ze CP oraz
biatko P1 lokalizujg si¢ w strukturach btonowych, takich jak retikulum endoplazmatyczne i
tonoplast, ale takze w generowanych tylko podczas infekcji PDV specjalnych btonowych
sferulach (ang. spherules). Dodatkowo analizy ultrastrukturalne pozwolity poznad
charakterystyczne zmiany w obrgbie systemu bton wewnetrznych komorki zwigzane z
obecno$cig wirusa, ktore stworzyty baze dla rozpoznawania infekcji PDV generowanych na
innych gospodarzach. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze oba biatka s3 zwigzane z
roznymi strukturami komoérkowymi, a ich lokalizacja/depozycja determinujg przebieg procesu
replikacji PDV w komorkach gospodarza. Co wiecej dane dotyczace miejsc wystepowania
biatka P1 zrodzily pytania o mozliwosci wystgpowania potencjalnych regionéw w strukturze
biatka pozwalajacych na interakcje/kotwiczenie w btonach gospodarza. By odpowiedzie¢ na to
pytanie w niniejszej publikacji przeprowadzono dodatkowo analizy bioinformatyczne w
oparciu o programy TMHMM oraz AG Prediction Server, by ustali¢ istnienie domen
transbtonowych. Wyniki tych analiz pokazaty, ze biatko P1 posiada potencjalnie takg domeng.
Jej wystepowanie potwierdzity analizy wykonane w programie AIDA, ktéry pozwolil na
stworzenie struktury 3D bialka 1 potwierdzenie, ze wytypowany fragment ma odpowiednig
budowe przestrzenng by tworzy¢ domene transblonowag a jego otoczenie przestrzenne
stabilizuje taka strukturg. Publikacja wraz z cze$cig badan eksperymentalnych zostata
wykonana w $cistej wspolpracy z Profesorem Benhamem E.L. Lockhartem z Department of
Plant Pathology, University of Minnesota w USA. Moja rola w publikacji polegala na:
opracowaniu modyfikacji metodyki lokalizacji, dzialajacej w kontekscie bialka P1 na
tytoniu i przeprowadzenie lokalizacji z zastosowaniem mikroskopii elektronowej i
fluorescencyjnej. Ponadto, analiza wynikow lokalizacji i pochodzacych z TMHMM oraz
AG Prediction Server i opis czesci wynikow publikacji oraz odpowiedzi na uwagi
recenzentow.

Koziet E*., Bujarski J.J., Otulak K*. (2017) Molecular biology of Prune dwarf virus—a lesser
known member of the Bromoviridae but a vital component in the dynamic virus—host cell
interaction network. International Journal of Molecular Sciences, 18(12): 2733,
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doi:10.3390/ijms18122733, Pkty MNiSW 30 *Pkty MNiSW obecnie: 140, IF w roku publikacii
=3,687, IFs jeti=4,331.

Publikacja miata charakter pracy przegladowej napisanej na specjalne zaproszenie,
ktore otrzymatam od Prof. dr. Marcello Iriti-ego do specjalnego numeru: ‘Plant Innate
Immunity 2.0’ opublikowanego w International Journal of Molecular Sciences, ktorej celem
byto przedstawienie kolejnych etapow cyklu infekcyjnego PDV, w kontekscie aktualnej wiedzy
na temat rodziny Bromoviridae, z uwzglednieniem doniesien opublikowanych w naszych
pracach w roku 2015 (Acta biologica Cracoviensia. Series Botanica) oraz w 2017 (European
Journal of Plant Pathology). Praca zostata rozszerzona o propozycj¢ modelu transportu PDV
oraz trojwymiarowy model kotwiczenia i sktadania calego kompleksu replikacyjnego PDV w
btonie tonoplastu. Model 3D zostat wykonany dzigki analizom wynikéw 1 konsultacjom z
Profesorem J.J. Bujarskim w Department of Biological Sciences w Northern Illinois University
w USA. Moj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na: opisaniu mechanizmoéw
transportu obecnych w rodzinie Bromoviridae oraz stworzenie wraz z Profesorem
Bujarskim modelu 3D. Dodatkowo bylam w tym artykule takze drugim autorem
korespondencyjnym i odpowiadalam za odniesienie si¢ do uwag recenzentow.

Koziet E., Otulak-Koziel K*, Bujarski J.J. (2018) Ultrastructural analysis of Prune dwarf virus
intercellular transport and pathogenesis. International Journal of Molecular Sciences 2018,
19(9): 2733, doi:10.3390/ijms18122733, Pkty MNiSW 30, *Pkty MNiSW obecnie: 140, IF w
roku publikacji =4,183, IFs |etni=4,331.

Publikacja powstata na zaproszenie, ktore otrzymatam od Prof. dr. Miguela A. Arandy
do specjalnego numeru: ‘Plant Viruses and Virus-Induced Diseases’ opublikowanego w
International Journal of Molecular Sciences. Celem badan byta analiza zmian
ultrastrukturalnych generowanych przez PDV w roslinach testowych ogorka oraz
zweryfikowanie modelu transportu miedzykomoérkowego zaproponowanego w roku 2017 (w
publikacji ,,Molecular biology of Prune dwarf virus—a lesser known member of the
Bromoviridae but a vital component in the dynamic virus—host cell interaction Network”).
Celem opisania zmian i mechanizmu translokacji wirusa wykorzystano mozliwos$ci
mikroskopii elektronowej, fluorescencyjnej, znakowan immunoziotowych oraz analiz
poréwnawczych struktur 3D MP nalezacego do PDV oraz AMV. Wyniki analiz
ultrastrukturalnych pokazaly generowanie zmian w obrebie organelli takich jak chloroplasty,
mitochondria oraz indukowanie struktur wielopgcherzykowych i sferul (miejsc replikacji) w
obrgbie wakuoli, ale przede wszystkim generowanie struktur tubularnych wypetnionych
czastkami PDV, przechodzacych przez plazmodesmy o rozszerzonym SEL (ang. size exclusion
limit). Ta ostatnia obserwacja potwierdzata, ze PDV jest transportowany w formie czgstek przez
plazmodesmy podobnie jak AMV. Poréwnanie struktury 3D MP PDV i AMV takze wykazaty
duze podobienstwo migdzy soba, zwlaszcza w strukturze domeny funkcjonalnej wigzacej RNA
(ang. RNA binding domain, RBD). Ostatnim elementem potwierdzajacym przebieg transportu
byta podwojna lokalizacja dwoch biatek zaangazowanych w transport PDV czyli CP-
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budujacego czastki wirusowe oraz MP- odpowiadajacego za indukcje powstawania struktur
tubularnych. Wyniki lokalizacji zweryfikowano i potwierdzono za pomoca kwantyfikacji
podwdjnej lokalizacji metodg koincydencji. Praca powstata we wspodtpracy z Profesorem
Jozefem Julianem Bujarskim z Department of Biological Sciences w Northern Illinois
University w USA.

Moja rola w publikacji polegala na: wyborze najbardziej antygenicznego fragmentu
(poprzez analizy bioinformatyczne) MP do wytworzenia przeciwcial skierowanych na to
bialko, opracowaniu metodyki podwojnej lokalizacji CP oraz MP oraz analiza wynikow
kwantyfikacji .Wspotpraca z Profesorem Bujarskim nad analiza poréwnawcza modelu
3D MP PDV oraz AMYV. Odpowiadalam takze za opis czeSci wynikowej dotyczacej metod
immunolokalizacji. Bylam osoba, ktora otrzymala zaproszenie przygotowania
powyzszego manuskryptu i bylam w tym artykule autorem korespondencyjnym.

Koziet E*., Otulak-Koziet K*, Bujarski J.J. (2020) Modifications in tissue and cell
ultrastructure as elements of immunity-like reaction in Chenopodium quinoa against Prune
dwarf virus (PDV). Cells, 19(9): 2733, doi:10.3390/ijms18122733, *Pkty MNiSW obecnie
140, 1Fw roku publikacji=5,656.

Dotychczas nie ma doniesien literaturowych opisujacych rosliny wykazujace odpornos¢
na PDV. Dlatego celem publikacji byto sprawdzenie reakcji rosliny komosy ryzowej, uwazane;j
w literaturze jako nieadekwatnej do namnazania dla PDV, ale idealnej do namnazania wiasciwie
wszystkich przedstawicieli rodziny Bromoviridae. Analizy mikroskopowe i1 molekularne
wykazaty, ze komosa ryzowa charakteryzuja si¢ reakcja podobng do odpornosci na wirusa.
Rosliny po inokulacji PDV generowaly liczne nekrozy, ktore miaty na celu ograniczenie
transportu miedzykomdrkowego w lisSciach by zablokowaé transport systemiczny ros$liny
odktadaty w sposob gwattowny zwigzki fenolowe w obrebie naczyn ksylemu (transport w tej
tkance zostat potwierdzony w naszych publikacjach w 2017 1 2018 roku) oraz liczne nekrozy
komorek towarzyszacych we floemie. Zmiany w tkankach przewodzacych zwizualizowano
metodg 3D w mikroskopie elektronowym. Taka dos$¢ szybka reakcja ro§liny powodowata
zatrzymanie wirusa w lisciach inokulowanych, ktére byty eliminowane z rosliny. Dodatkowo
metodami biologii molekularnej (ekspresja genu MP PDV) oraz DAS-ELISA potwierdzono
spadek ilosci wirusa w lisciach zainfekowanych w czasie trwania porazenia oraz brak efektu
przedostania si¢ wirusa z liSci zainfekowanych do organéw ponad punktem inokulacji.
Obnizenie intensywnosci replikacji oceniono takze z pomoca analizy statystycznej CTFC (ang.
corrected total cell fluorescence) dla immunoflurescencyjnej lokalizacji biatka P1. Co wigcej,
reakcji towarzyszyto gwaltowne generowanie H>O», co uzasadnialo pojawienie si¢ zmian
nekrotycznych. Wzrost poziomu oceniono metoda CTED (ang. corrected total electron
density) na podstawie gestosci precypitatow chlorku ceru oraz metodg wg Velikowe-j (Velikowa
1 wsp., 2000). Praca powstata we wspolpracy z Profesorem J.J. Bujarskim (Department of
Biological Sciences w Northern Illinois University w USA) ze szczegdlnym uwzglednieniem
analizy ekspresji genu MP PDV 1 wspoldziataniem w zakresie interpretacji 1 dyskusji wynikow.
Méj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na: przeprowadzeniu analizy
wynikow ekspresji genu MP PDV, ktora byla wykonywana w Department of Biological
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Sciences w Northern Illinois University w USA we wspélpracy z Prof. J.J. Bujarskim.
Stworzenie 3D wizualizacji zmian zachodzacych w tkankach przewodzacych - ktore
znalazly si¢ finalnie w tzw. ,graphical abstract” niniejszej pracy. Przeprowadzenie i
analiza lokalizacji H,O: in situ z wykorzystaniem metody z zastosowaniem chlorku ceru.

¢) Badania dotyczace biologii interakcji roslin z wirusem Y ziemniaka (nieujete w
osiggnieciu habilitacyjnym)

Felczak P., Garbaczewska G., Otulak K., (2010) Necrosis in Solanum tuberosum stems infected
with Potato virus Y by grafting method., Acta Biologica Cracoviensa series Botanica 52(1):61-
66. Pkty MNiSW 13, *Pkty MNiISW ObeCI’liEZ 40, IFW roku publikacji =0,586 |F5 Ietni=1,00

W powyzszym artykule pelnitam role autora korespondencyjnego, a moj udzial
polegal na analizie wynikow i redakcji manuskryptu. Celem powyzszych badan byto
testowanie reakcji ros$lin — wykazujacych odpornos¢ odmiana Ania, posiadajacych
zidentyfikowany gen Rysto oraz podatnych odmiana Glada- w efekcie infekcji poprzez
szczepienie wirusem PVY NWi. Rozwdj nekrotyzacji w tkankach, zwtaszcza przewodzacych,
byt efektem wprowadzenia wirusa poprzez szczepienie do obu odmian ziemniaka. Jednakze w
przypadku odmiany odpornej celem nekrotyzacji bylo blokowanie rozwoju procesu
infekcyjnego w odmianie wykazujacej gen Rysto, co bylo manifestowane poprzez brak czastek
wirusa oraz inkluzji cytoplazmatycznych. W odmianie podatnej za§ nekrotyzacji byta jedynie
efektem systemicznej infekcji i1 aktywnego transportu wirusa obecnego we wszystkich
tkankach.

Grupa A*., Otulak-Koziel K., Syller J. (2018) Serological, molecular and immunofluorescent
evidence for interference competition between isolates of Potato virus Y (PVY). Plant
Pathology, 67(9):1997-2012, doi: 10.1111/ppa.12892, Pkty MNiSW 35, *Pkty MNiSW
obecnie: 140, IF w roku publikacji =2,493, 1Fs5 |etni=2,563.

Punktem wyjscia do analiz byt brak w literaturze swiatowej doniesien na temat oceny
molekularnej 1 ultrastrukturalnej wzajemnej interakcji roznych szczepéw wirusa Y ziemniaka
(ang. Potato virus Y, PVY) zréznicowanych genetycznie ale i serotypowo podczas infekcji
mieszanych. Celem niniejszej publikacji bylo wiec zbadanie/okreslenie charakteru
oddziatywan pomiedzy szczepami PVY (PVY©, PVYNNW/PVYNO oraz PVYNT™) na dwéch
podatnych gospodarzach roslinnych (ziemniak 1 tyton). Analizy molekularne wraz z
wykorzystaniem testow DAS-ELISA wskazaty na wyrazng redukcje poziomu wirusa szczepow
PVYNO Jub PVYNW' w roélinach ziemniaka i tytoniu infekowanych wczesniej lub
réwnoczesnie z tymi izolatami szczepem PVYN™, Uzyskane wyniki wyraznie pokazaly, ze
obecnos¢ PVYNN (szczep powodujacy najwieksze spustoszenie w roslinach zainfekowanych)
dziata antagonistycznie (interferencyjne) na inne tagodniejsze izolaty wirusa. Co wigcej,
analizy mikroskopowe przeprowadzone w oparciu o lokalizacj¢ immunofluorescencyjng biatek
wirusowych wskazaty, ze roézne izolaty PVY wykazujg tendencje to tak zwanej ,,separacji
tkankowej” (lokalizowania si¢ w innych/réznych typach tkanek) podczas infekcji mieszanych.
Publikacja byta efektem projektu pt.” Interakcje migdzy izolatami wirusa Y ziemniaka (Potato
virus Y, PVY) w infekcjach mieszanych i ich wpltyw na rozmieszczenie przestrzenne i
dynamike subpopulacji wirusa w tkankach roslin gospodarzy” OPUS S: UMO-
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2013/09/B/NZ.9/02421 (przyznanego przez NCN) dla IHAR-PIB, oddziat w Mtochowie
(kierownik: Prof. dr hab. Jerzy Syller), w ktorym bylam gléwnym wykonawca wszystkich
analiz mikroskopowych. Moja rola w tej publikacji polegala na opracowaniu metodyki
podwdjnej lokalizacji immunofluorescencyjnej roznych szczepow wirusa PVY,
przeprowadzeniu analiz ultrastrukturalnych i zmian lokalizacji bialek wirusa, a takze
pelne opracowanie wynikow i metodyki analiz mikroskopowych w powyzszej publikacji.

Treder K., Zacharzewska B., Przewodowska A., Przewodowski W. Otulak K. (2015) lon-
exchange membrane chromatography as an alternative method of separation of Potato virus Y.
Plant Breeding and Seed Science, 72:55-67, doi: 10.1515/plass-2015-0031, Pkty MNiSW
11pkt (lista B wg wykazu ujednoliconego 2013-2016), *Pkty MNiSW 20.

Publikacja miata charakter metodyczny powstata we wspotpracy z Instytutem Hodowli
1 Aklimatyzacji Ro$lin (IHAR-PIB) oddziat w Boninie. Jej celem bylo opracowanie zasad
postepowania 1 sprawdzenie mozliwosci wykorzystania chromatografii jonowo-wymiennej
jako nowej, niestosowanej dotagd metody, ktorg mozna wykorzysta¢ w separacji czastek PVY z
soku rosliny zainfekowanej dla przysziej produkcji lepszej jakosci przeciwciat diagnostycznych
skierowanych na tego wirusa (uzyskanie jak najczystszego zrodta antygenu). W ramach tej
publikacji opracowano szczegdélowa metodyke oczyszczania PVY oraz kontroli stopnia
oczyszczania z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Badania byty
realizowane w ramach projektu NCN NN310728540 otrzymanego przez dr A.
Przewodowska. Moja rola w tej publikacji polegala na opracowaniu metodyki w IHAR,
oddzial w Boninie pozyskiwania czastek wirusa z filtrowanych roztworéw pochodzacych
z analizy chromatograficznej oraz ich wizualizacja w TEM.

d) biologia interakcji ro$lin z wirusem mozaiki pepino (ang. Pepino mosaic virus, PepMV)

Minicka J., Otulak K., Garbaczewska G., Pospieszny H., Hasiow-Jaroszewska B (2015)
Ultrastructural insights into tomato infections caused by three different pathotypes of Pepino
mosaic virus and immunolocalization of viral coat proteins. Micron, 79: 84-92, doi:
10.1016/.micron.2015.08.006, Pkty MNiSW 30, *Pkty MNiSW obecnie: 100, IF w roku
publikacji =1,838, IFs lemi=1,809.

Celem publikacji bylo dokonanie po raz pierwszy analizy ultrastrukturalnej roslin
pomidora zainfekowanych réznymi patotypami wirusa mozaiki pepino (ang. Pepino mosaic
virus, PepMV): Chilean 2 (CH2), tagodnym (PepMV-P22), nekrotycznym (PepMV-P19) oraz
powodujagcym zotknigcie lisci (PepMV-P5-1Y) w powigzaniu z immunolokalizacjg biatka
plaszcza tego wirusa (ang. coat protein, CP). Analizy w mikroskopie elektronowym pozwolity
na dokladnie poroéwnanie zmian w komorkach gospodarza charakterystycznych dla
poszczegdlnych izolatow oraz stworzenie bazy informacji o patogenezie tego wirusa. Uzyskane
wyniki pokazaty, ze patotyp PepMV-P19 powodowal najbardziej zawansowane zmiany
ultrastruturalne. Dystrybucja CP wskazata, ze epitop tego biatka najbardziej lokalizowat si¢ w
obrebie tkanek przewodzacych, co zwrocito uwage na potencjalny mechanizm transportu
systemicznego. Publikacja powstata w Scistej wspotpracy z Instytutem Ochrony Roslin -
Panstwowy Instytut Badawczy (IOR-PIB) w Poznaniu oraz w ramach projektu
2011/01/D/INZ9/00279 Sonatal, NCN, pt” Molekularna ewolucja wirusa mozaiki pepino
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(Pepino mosaic virus) i jej wptyw na wirulencje wirusa” przyznanego dr hab. Beacie Hasiow-
Jaroszewskiej. Przy okazji prac nad wirusem PepMV sprawowatam opieke¢ nad doktorantka
mgr Julig Minicka (dzi$ juz Panig Doktor), ktéra w katedrze Botaniki SGGW pod moim
nadzorem uczyla si¢ preparatyki przygotowania tkanek roslinnych do transmisyjnego
mikroskopu elektronowego ze szczegdlnym uwzglednieniem techniki krojenia makro 1 ultra-
cienkich skrawkow. Moja rola w tej publikacji polegala na opracowaniu metodyki
lokalizacji bialka kapsydu - CP tego wirusa, przeprowadzeniu analizy mikroskopowej
zmian ultrastrukturalnych wraz z mgr Julia Minicka oraz opisania wynikéw i
redagowania odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Badania beda kontynuowane w temacie wzajemnej interakcji réznych szczepdw/patotypow
PepMV w aktualnie zlozonym projekcie, ktorego bede wykonawca, jezeli otrzyma
rekomendacje NCN do finansowania.

e) badania dotyczace biologii kielkowania nasion i wzrostu siewek jabloni i pomidora

Krasuska U., Dgbska K., Otulak K., Bogatek R., Gniazdowska A. (2015) Switch from
heterotrophy to autotrophy of apple cotyledons depends on NO signal. Planta , 242:1221-1236,
doi: 10.1007/s00425-015-2361-x, Pkty MNiSW 40, *Pkty MNiSW obecnie: 100, IF w roku
publikacji =3,239, IFs5 letni=3,408.

Celem publikacji bylo poznanie roli tlenku azotu (NO) w zmianach zachodzacych w
liScieniach siewek jabtoni z wykorzystaniem mozliwos$ci analiz fizjologicznych 1 mikroskopii
elektronowej. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze tlenek azotu (nie zaleznie od uzytego
donoru) przyspiesza 1 umozliwia zmiang¢ stanu skietkowanych zarodkéw jabtoni z stanu
heterotrofii do autotrofii przez stymulacj¢ dojrzewania chloroplastow, a obserwowanej reakcji
towarzyszy wzrost zawarto$ci malej podjednostki karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1-5-
bisfosforanu (ang. ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase, RuBisCO) i wzrost
parametréw fluorescencji chlorofilu a. Moja rola w tej publikacji polegala na przygotowaniu
materialu i przeprowadzeniu analizy mikroskopowej zmian w obrebie plastydow i
opracowanie wynikow tej analizy. Publikacja powstata we wspotpracy z Katedra Fizjologii
Roslin, obecnie Instytutu Biologii, SGGW w Warszawie w zespole Profesor dr hab. Agnieszki
Gniazdowskiej-Piekarskie;.

Ciac¢ka K*., Krasuska U., Otulak-Koziel K., Gniazdowska A. (2019) Dormancy removal by
cold stratification increases glutathione and S-nitrosoglutathione content in apple seeds. Plant
Physiology and Biochemistry, 138:112-120, doi: 10.1016/j.plaphy.2019.02.026, *Pkty
MNiSW 70 pkt, IF w roku publikacji =3,404, 1Fs5 jetni=3,607.

Celem powyzszych badan oraz publikacji byla weryfikacja réznic w poziomie s-
nitrozoglutationu (ang. s-nitrosoglutathione, GSNO) oraz aktywnosci reduktazy s-
nitrozoglutationu (ang. s-nitrosoglutathione reductase, GSNOR — E.C. 1.2.1.46) w osiach
zarodkowych jabtoni po zainicjowaniu procesu kietkowania (24h imbibicjg) w zarodkach
kontrolnych i poddanych 90-dniowej chlodnej stratyfikacji. Analizy molekularne, fizjologiczne
1 mikroskopowe pozwolity ustali¢, ze zjawisku przelamywania spoczynku nasion jabtoni
towarzyszy zwiekszenie zard6wno zawartosci jak 1 indukcji tkankowej lokalizacji GSNO oraz
spadek aktywnosci GSNOR. Badania oraz publikacja powstaly w ramach projektu Preludium
5 pt ,,Metabolizm nitrozotioli podczas ustepowania spoczynku i kietkowania zarodkéw jabtoni
(Malus domestica Borkh.)” otrzymanego przez dr Katarzyne Ciac¢ke, 2013/09/N/NZ9/01619.
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Moja rola w tej publikacji polegala na przygotowaniu metodyki lokalizacji
immunofluorescencyjnej s-nitrozoglutationu w osiach zarodkowych jabloni,
przeprowadzeniu analizy mikroskopowej, a takze przeprowadzenie analizy
kwantyfikacyjnej sygnalu fluorescencyjnego metoda CTCF wraz z analiza tej czeSci
wynikow. Publikacja powstata we wspotpracy z Katedra Fizjologii Roslin, obecnie Instytutu
Biologii, SGGW w Warszawie w zespole Profesor dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-
Piekarskiej.

Staszek P*., Krasuska U., Otulak-Koziel K., Fettke J., Gniazdowska A. (2019) Canavanine-
induced decrease in nitric oxide synthesis alters activity of antioxidant system but does not
impact s-nitrosoglutathione catabolism in tomato roots. Frontiers in Plant Science, 10:1077,

doi: 10.3389/fpls.2019.01077, *Pkty MNiSW 100, IF w roku publikacji =4,298, 1Fs |etni=4,855.

Celem badan oraz publikacji bylo zbadanie wptywu tlenku azotu generowanego w
wyniku podawania niebiatkowego aminokwasu kanawaniny (ang. canavanine, CAN), na
komorkowy system antyoksydacyjny i metabolizm GSNO w korzeniach siewek pomidora.
Analizy na poziomie molekularnym, fizjologicznym i mikroskopowym wskazaty, iz
traktowanie korzeni CAN powoduje znaczne zahamowanie ich wzrostu. Redukcji wzrostu
towarzyszylo ograniczenie aktywnoS$ci arginino-zaleznej aktywnosci ,,NOS-like” oraz
aktywnos$ci katalazy (ang. catalase, CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (ang. superoxide
dismutase, SOD). Co wigcej, zahamowanie aktywno$ci “NOS-like” przez CAN doprowadzito
do mniejszej akumulacji GSNO w wierzchotkach korzenia pomidora, co udato si¢ wykazac
dzieki immunofluorescencyjnej lokalizacji i kwantyfikacji GSNO. Publikacja powstata we
wspotpracy z Katedrg Fizjologii Roslin, Instytutu Biologii, SGGW w Warszawie w ramach
projektu Opus 7: 2014/13/B/NZ9/02074 (NCN) przyznanego Profesor dr hab. Agnieszce
Gniazdowskiej. Moj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na: przygotowaniu
metodyki lokalizacji immunofluorescencyjnej s-nitrozoglutationu w Kkorzeniach
pomidora, przeprowadzeniu analizy mikroskopowej, a takze przeprowadzenie analizy
kwantyfikacyjnej sygnalu fluorescencyjnego metoda CTCEF, oraz opracowanie wynikow
tej analizy do publikacji.

f) badania mikrobiologiczne

Bojarska A., Janas K., Pejsak Z., Otulak-Koziel K., Garbaczewska G., Hrynkiewicz W.,
Sadowy E*. (2020) Diversity of serotypes and new cps loci variants among Streptococcus suis
isolates from pigs in Poland and Belarus. Veterinary Microbiology, 240: 108534, doi:
10.1016/j.vetmic.2019.108534, *Pkty MNiSW 100, IF  roku publikacji =2,791, 1Fs5 |etni=2,834.

Polska jest jednym z czolowych producentow trzody chlewnej, ponadto w Unii
Europejskiej konieczna jest kontrolna sanitarna zwierzat. Od roku 2016 obserwuje si¢ wzrost
zachowani $win 1 ich dzikich odpowiednikow na choroby powodowane przez bakteri¢
Streptococcus suis (S.suis). Co gorsza S.suis tatwo infekuje tez ludzi powodujac liczne infekcje
oskrzeli, pluc a nawet zapalenie opon mézgowych. Dlatego tez celem publikacji stalo si¢
przedstawienie szczegotowej 1 precyzyjnej charakterystyki serotypow, czynnikow wirulencji
tych bakterii oraz zalezno$ci genetycznej szczepOw powszechnie wystepujacych i nowo-
wykrytych na terenie Polski i Bialorusi. Analizy molekularne/sekwencyjne 16S rRNA
serotypéw S.suis wraz z poroOwnywaniem morfologii i grubosci otoczek przy uzyciu
mikroskopu elektronowego pozwolilo na scharakteryzowanie szczepow o najwickszej
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wirulentno$ci (odporno$ci na antybiotyki). Uzyskane wyniki wskazaty, ze szczep CCl/serotyp
2 wystepuje najczesciej na terytorium obu krajow, a ponadto, ze jest odpowiedzialny za
najbardziej inwazyjne infekcje u ludzi. Badania i publikacja byly realizowane we wspotpracy
z Narodowym Instytutem Lekoéw w Warszawie (Zaklad Mikrobiologii Molekularnej oraz
Zaktad Epidemiologii i1 Mikrobiologii Klinicznej) oraz z Panstwowym Instytutem
Weterynaryjnym w Putawach (Zaktad Choréb Swin). Moja rola w tej publikacji polegala na
przygotowaniu bezpiecznej dla zdrowia metodyki zatapiania bakterii Streptococcus suis,
a takZe na analizie mikroskopowej pozyskiwanych préb, dokonaniu pomiaréw otoczek
bakteryjnych. Calosci dopelniala analiza statystyczna wynikow pomiaréw. Badania beda
kontynuowane i1 bgda dotyczyly charakteryzowania innych dotad niezbadanych grup i/lub
serotypOw Streptococcus suis.

g) badania nad efektami obecnoS$ci endornawiruséw w tkankach roslin- gospodarzy

Otulak-Koziel K., Koziet E., Escalante C., Valverde R. (2020) Ultrastructural analysis of cells
from bell pepper (Capsicum annuum) infected with bell pepper endornavirus. Front. Plant Sci.
doi: 10.3389/fpls.2020.00491. *Pkty MNiSW 100, IF w roku publikacji =4,298, 1Fs |etni=4,855.

Celem prowadzonych badan byto sprawdzenie czy wystepowanie endornavirusa BPEV
(Bell pepper endornavirus), potwierdzone metodami molekularnymi, generuje w tkankach
dwoch wyprowadzonych izogenicznych linii papryki odmiany Marengo zmiany na poziomie
ultrastrukturalnym. Zaréwno linia wolna od BPEV jak i zainfekowana BPEV nie wykazuja
objawdéw obecnosci wirusa, pomimo wykrywania jego obecnosci testami RT-PCR.
Porownawcze analizy ultrastrukturalne wykazaly zaangazowanie mitochondriow oraz
chloroplastow w proces infekcyjny BPEV. Obserwowano takze indukcj¢ struktur
pecherzykowych w liniach z obecnosciag endornawirusa. Powyzsze obserwacje nad liniami
papryki odmiany Marengo wykazaly podobienstwo do zmian indukowanych przez wirusy i
wiroidy roslinne, co pozwala przypuszczac, iz w przypadku endornawirusow nie mamy do
czynienia z interakcja typu mutualizm. Badania byly realizowane we wspotpracy z
Uniwersytetem Stanowym w Louisianie (Department of Plant Pathology and Crop Plant
Physiology, Baton Rouge, LSU USA) z Profesorem Rodrigo A. Valverde. Moja rola w tej
publikacji polegala na przeprowadzeniu analiz w mikroskopie Swietlnym i transmisyjnym
mikroskopie elektronowym, analizie wynikéw, wspélpracy w przygotowaniu
manuskryptu. Bylam w tym artykule pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym.

Moja dzialalno$¢ naukowa zostala dostrzezona przez wladze uczelni — trzykrotnie
otrzymalam nagrode zespolowa II stopnia JM Rektora SGGW za dzialalno$¢
naukowa, w pazdzierniku 2012, 2016 oraz 2018 roku.

Wspolpraca z osrodkami krajowymi i zagranicznymi:

Od 2015 roku prowadze aktywnag wspolprace z Profesorem Jozefem J. Bujarskim z
Uniwersytetu w Illinois (Departament of Biological Science, Dakalb, USA) dotyczaca
interakcji roslina-wirus. Wspotpraca koncentruje si¢ na analizach molekularnych, a takze
bioinformatycznych oraz niejednokrotnie konsultacji analizy wynikow. W efekcie tego
wspotdziatania bytam opiekunem wizyty naukowej Profesora w lipcu 2015 roku w SGGW w
Warszawie, gdzie min. wyglosil seminarium dotyczace ,,Transcription, replication and
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recombination in Brome mosaic virus as a model system”. Ponadto, w efekcie wspdlpracy w
2016 roku Profesor J.J. Bujarski byt takze recenzentem rozprawy doktorskiej dotyczacej
patogenezy wirusa PDV, ktorej bylam promotorem pomocniczym. W efekcie tej owocnej
wspotpracy powstato dotychczas 6 wspdlnych publikacji

Od 2017 roku prowadze takze aktywnag wspotprace z Profesorem Benhamem E.L.
Lockhartem z Uniwersytetu w Minnesocie (Department of Plant Pathology). Wspotpraca
dotyczy szczegblnie oceny diagnostycznej roslin infekowanych wirusami w konteks$cie metod
serologicznych, przenoszenia wirusow przez nasiona i w jej efekcie powstaty 4 wspolne prace.
Szczegolnie milo jest wspomnie¢, ze takze dzigki naszym wspolnym publikacjom Profesor
otrzymat rekomendacj¢ na realizacje projektu firmy Pepsico Inc. dotyczacy kontroli wirusow
ziemniaka, nazwany: ‘Potato Virus Screening’.

We wspolpracy z Profesorem Rodrigo A. Valverde z Uniwersytetu Stanowego w
Louisianie (Department of Plant Pathology and Crop Plant Physiology, Baton Rouge, LSU
USA) od 2018 roku prowadzg¢ badania nad grupg przedstawicieli rodzaju Endornavirus — nowo-
1 malo-poznanej grupy wirusow roslinnych. Prace koncentrujg si¢ na analizach
ultrastrukturalnych i molekularnych, charakteryzujacych ich zachowania w obrgbie komorek
roslinnych, a takze proba odpowiedzi na pytanie, czy sg one patogenami roslin, czy tez
organizmami inicjujgcymi mutualizm. Nasze wspotdziatanie rozwijamy takze w kontekscie
infekcja wirusowa jako czynnik stresowy a generowanie reaktywnych form tlenu, co stato si¢
tematem naszej pierwszej wspolnej publikacji w 2018 roku. W ramach badan wraz z grupa
badawczg z LSU USA podejmujemy probe odpowiedzi na pytanie o pochodzenie ewolucyjne
endornawirus jako nowych ,,patogendow” roslin. W ramach wspotpracy w maju 2019 roku
bytam opiekunem profesora podczas wizyty naukowej w katedrze Botaniki SGGW w
Warszawie, podczas ktorej zorganizowatam spotkania seminaryjno-wyktadowe zaré6wno z
pracownikami jak i studentami kierunku Biologia Wydziatu Rolnictwa i Biologii. Efekty prac
badawczych w postaci wstepnych wynikéw, koncentrujacych sie na endornawirusach (np.
BPEV, ang Bell pepper endornavirus) na wyprowadzonych liniach izogenicznych papryki
(odmiany Marengo) staly si¢ tematem drugiej, wspdlnej publikacji we Frontiers in Plant
Science. We wspomnianym manuskrypcie jestem pierwszym i zarazem autorem
korespondencyjnym. W ramach programu Erasmus+ pod koniec 2020 roku planowane jest
podobne spotkanie badawcze. Badania b¢dg kontynuowane min. w kontek$cie przenoszenia
endornawirus6w przez nasiona oraz mozliwosci translokacji na drodze infekcji grzybowych.

Od poczatku studiow doktoranckich prowadze wspoétdziatanie z Instytutem Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin- PIB, Oddzialem w Mlochowie z Zakladem Genetyki 1 Materialow
Wyjsciowych Ziemniaka, Pracownig Fitopatologii. Poczatkowo wspotpracowatam z Panig
Profesor Mirostawg Chrzanowska, a dzialania dotyczyly analiz przenoszenia wirusa
nekrotycznej kedzierzawki tytoniu - TRV przez nicienie oraz transportu tego wirusa w roslinie,
a takze testow diagnostycznych roslin na obecnos¢ TRV oraz wirusa PVY, czy tez wspdlny
dobor roslinnego materiatu wyjsciowego do badan. W efekcie tego wspotdziatania powstatly
dwie wspolne publikacje.

Nastepnie wspodlpracowatam z Panem Profesorem Jerzym Syllerem i Panig Doktor
Anng Grupg-Urbanska (IHAR-PIB, Oddziat Mtoch6éw) prowadzac badania wstepne dotyczace
analizy konkurencji szczepéw wirusa Y ziemniaka w infekcjach mieszanych. Wnioski z badan
wstepnych zaowocowaty zlozeniem wspdlnego projektu Opus w NCN, ktéry otrzymat
rekomendacj¢ do finansowania. Projekt pt. ,,Interakcje migdzy izolatami wirusa Y ziemniaka
(Potato virus Y, PVY) w infekcjach mieszanych i ich wptyw na rozmieszczenie przestrzenne i
dynamike subpopulacji wirusa w tkankach roslin gospodarzy” UMO-2013/09/B/NZ9/02421 w
ramach konkursu OPUS 5 byt realizowany w latach 2014-2017. W projekcie bylam glownym
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wykonawea odpowiadajagcym za wszystkie analizy mikroskopowe z zastosowaniem metod
lokalizacji  fluorescencyjnych i ultrastrukturalnych w transmisyjnym  mikroskopie
elektronowym. W efekcie realizacji projektu powstata wspodlna publikacja: Grupa A*., Otulak-
Koziel K., Syller J. (2018) Serological, molecular and immunofluorescent evidence for
interference competition between isolates of Potato virus Y (PVY). Plant Pathology (2018),
67(9):1997-2012, doi: 10.1111/ppa.12892,

Od 2014 roku prowadze wspoétprace takze z IHAR-PIB, Oddziatem w Boninie, z
Pracownig Diagnostyki Molekularnej i Biochemii oraz Pracownig Zasobow Genowych 1 Kultur
in vitro, z Panig Doktor Agnieszka Przewodowska oraz Doktorem habilitowanym
Wiodzimierzem Przewodowskim. Jednym z etapéw wspoOlnych prac bylo sprawdzenie
mozliwosci stosowania chromatografii jonowymiennej jako metody, ktérag mozna wykorzysta¢
w izolacji czastek PVY z soku ro$liny zainfekowanej, celem produkcji doskonalszych
diagnostycznie przeciwciat skierowanych na tego wirusa (tj. uzyskanie jak najczystszego zrodia
antygenu). Opracowano szczegotowag metodyke oczyszczania PVY oraz kontroli stopnia
oczyszczania z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego. W efekcie czego
powstata wspdlna publikacja:

Treder K., Zacharzewska B., Przewodowska A., Przewodowski W., Otulak K. (2015). lon-
exchange membrane chromatography as an alternative method of separation of potato Y virus.
Plant Breeding and Seed Science 72: 56-67.

Obecnie wspotpracuje takze z Panem dr hab. Krzysztofem Trederem (IHAR-PIB, Oddz. Bonin)
nad zréznicowanym poziomem ekspresji szczepow wirusa Y ziemniaka w warunkach réznych
typow interakcji zgodnej 1 niezgodne;.

Wspdlnie z dr hab. W. Przewodowskim wspotdziatam w kwestii pozyskiwania i testowania
certyfikowanego materiatu roslinnego do dalszych badan na interakcjami z PVY.
Wspotuczestnicze takze w badaniach nad wptywem nanoczastek metali (srebra, zlota, platyny
i miedzi) na porazenie Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus ros$lin z kultur in vitro, a
konkretnie wptywu nanoczastek na blokowanie wnikania infekcji bakteryjnych. Publikacje sa
W przygotowaniu.

W efekcie wspolpracy z IHAR-PIB w 2019 r. zostalam zaproszona do wygloszenia referatow
na konferencji Dni Mtodego Naukowca w listopadzie 2019. W efekcie czego wygloszone
zostaly dwie prezentacje:

*Otulak-Koziel K., Koziet E., (2019) Dynamika zmian apoplastu w efekcie interakcji zgodnej
i niezgodnej PVY NTN- Solanum tuberosum Dni Mtodego Naukowca, 7-8 listopada, IHAR-
Radzikow;

*Koziet E., Otulak-Koziet K., (2019) Analiza ultrastrukturalna transportu
miedzykomorkowego i patogenezy wirusa kartowatosci §liwy Prunus dwarf virus (PDV). Dni
Mtodego Naukowca, 7-8 listopada, IHAR-Radzikow.

0Od 2010 roku wspotpracuje z Instytutem Ochrony Roslin-PIB w Poznaniu, z Zaktadem
Wirusologii i Bakteriologii. Wspotpraca dotyczy patogenezy wirusa mozaiki pepino. W ramach
tej wspotpracy bylam zapraszana do wzigcia udziatu w spotkaniach Sekcji Wirusologicznej
Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego i Grupy Roboczej Wiruséw Ro$lin Komitetu
Ochrony Roslin PAN, gdzie wyglaszatam referaty w 2010 oraz w 2019roku:

Otulak. K., Garbaczewska G. (2010). Ultrastruktura organelli komdorkowych podczas stresu
wywotanego infekcja PVY. Referat. 9-10 wrzesien 2010 IOR-PIB Poznan, XV Sympozjum
Sekcji Wirusologicznej Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego i XXXVII Konferencja
Grupy Roboczej Wiruso6w Roslin Komitetu Ochrony Roslin PAN, Materiaty konferencyjne str.
40-41.
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Otulak-Koziel K., Koziet E., (2019) Dynamika zmian apoplastu w efekcie interakcji zgodnej
i niezgodnej PVY NT™N- Solanum tuberosum.. XVIII Sympozjum Sekcji Wirusologicznej
Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego, 4 wrzesien Poznan;

Koziet E., Otulak-Koziel K., (2019) Analiza ultrastrukturalna transportu miedzykomoérkowego
i patogenezy wirusa kartowatosci sliwy Prunus dwarf virus (PDV). XVIII Sympozjum Sekcji
Wirusologicznej Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego, 4 wrzesien Poznan;

W ramach tego wspotdziatania sprawowatam opieke naukowa nad doktorantkg mgr
Julig Minicka, ktora odbyta pod moim kierunkiem szkolenie stazowe dotyczace preparatyki do
transmisyjnego mikroskopu elektronowego w katedrze Botaniki SGGW. W efekcie wspotpracy
powstala wspdlna publikacja: Minicka J., Otulak K., Garbaczewska G., Pospieszny H.,
Hasiéw-Jaroszewska B*. Ultrastructural insights into tomato infections caused by three
different pathotypes of Pepino mosaic virus and immunolocalization of viral coat proteins.
Micron (2015), 79: 84-92, doi: 10.1016/j.micron.2015.08.006. Obecnie badania z dr Julig
Minickg bedg kontynuowane w kwestiach konkurencji szczepow PMV (Pepino mosaic virus)
w infekcjach mieszanych, zwlaszcza jezeli projekt ztozony do NCN otrzyma rekomendacj¢ do
finansowania.

W 2019 roku rozpoczetam wspodlpracge z Panig Profesor Ewag Sadowy z Pracowni
Mikrobiologii Molekularnej Narodowego Instytutu Lekow w Warszawie. Badania dotycza
charakterystyki serotypow, czynnikéw wirulencji bakterii Streptococcus suis oraz zaleznoS$ci
genetycznej szczepOdw powszechnie wystepujacych i nowo wykrytych na terenie Polski i
Biatorusi. Prowadzone sg analizy molekularne/sekwencyjne 16S rRNA serotypow S.suis wraz
z poréwnywaniem wygladu 1 grubosci otoczek przy uzyciu mikroskopu elektronowego.
Wspomniane dziatania pozwolily na scharakteryzowanie szczepow o najwigkszej
wirulentno$ci, a pierwsze efekty zaowocowaty wspdlng publikacja: Bojarska A., Janas K.,
Pejsak Z., Otulak-Koziel K., Garbaczewska G., Hrynkiewicz W., Sadowy E*. Diversity of
serotypes and new cps loci variants among Streptococcus suis isolates from pigs in Poland and
Belarus. Veterinary Microbiology (2020), 240: 108534, doi: 10.1016/j.vetmic.2019.108534.
Badania beda kontynuowane w zakresie szerszej, niescharakteryzowanej jak dotad w peini
grupie szczepow.

Lista publikacji, ktore powstaly w wyniku wspélpracy z osSrodkami naukowymi w kraju
oraz za granica:

e Wspdélpraca z osrodkami w kraju:

Strzelecka-Kiliszek A., Buszewska M.E., Podszywatow-Bartnicka P., Pikufa S., Otulak K.,
Buchet R., Bandorowicz-Pikuta J., (2008) Calcium- and pH-dependent localization of annexin
A6 isoforms in Balb/3T3 fibroblasts reflecting their potential participation in vesicular
transport., J Cell Biochem., 104(2):418-34. (przed uzyskaniem stopnia doktora)

Otulak K., Chouda M., Chrzanowska M., Garbaczewska G., (2012) Ultrastructural effects of
infection caused by Tobacco rattle virus transmitted by Trichodorus primitivus presents in
potato and tobacco tissues, Canadian Journal of Plant Pathology, 34 (1): 126-138.

Garbaczewska G., Otulak K., Chouda M., Chrzanowska M. (2012) Ultrastructural studies of

plasmodesmatal and vascular translocation of Tobacco rattle virus (TRV) in tobacco and potato,
Acta Physiologia Plantarum, 34(3): 1229-1238, DOI: 10.1007/s11738-012-0960-8.
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Minicka J., Otulak K., Garbaczewska G., Pospieszny H., Hasiow-Jaroszewska B*. (2015)
Ultrastructural insights into tomato infections caused by three different pathotypes of Pepino
mosaic virus and immunolocalization of viral coat proteins. Micron, 79: 84-92, doi:
10.1016/j.micron.2015.08.006.

Treder K., Zacharzewska B., Przewodowska A., Przewodowski W., Otulak K. (2015). lon-
exchange membrane chromatography as an alternative method of separation of potato Y virus.
Plant Breeding and Seed Science 72: 56-67.

Grupa A*., Otulak-Koziel K., Syller J. (2018) Serological, molecular and immunofluorescent
evidence for interference competition between isolates of Potato virus Y (PVY). Plant
Pathology (2018), 67(9):1997-2012, doi: 10.1111/ppa.12892,

Bojarska A., Janas K., Pejsak Z., Otulak-Koziel K., Garbaczewska G., Hrynkiewicz W.,
Sadowy E*. (2020) Diversity of serotypes and new cps loci variants among Streptococcus suis
isolates from pigs in Poland and Belarus. Veterinary Microbiology, 240: 108534, doi:
10.1016/j.vetmic.2019.108534.

e Wspélpraca z osrodkami za granicg:

Otulak K., Chouda M., Bujarski J., Garbaczewska G., (2015) The evidence of Tobacco rattle
virus impact on host plant organelles ultrastructure., Micron, 70: 7-20, DOI:
10.1016/j.micron.2010.11.

Koziet E., Otulak K., Lockhart B.E.L., Garbaczewska G.,(2017). Subcelullar localization of
proteins associated with Prune dwarf virus replication. European Journal of Plant Pathology
149:653-668, DOI: 10.1007/s10658-017-1215-8.

Koziet E., Bujarski J.J., Otulak K*. (2017) Molecular biology of Prune dwarf virus—a lesser
known member of the Bromoviridae but a vital component in the dynamic virus—host cell
interaction network. International Journal of Molecular Sciences, 18(12): 2733,
d0i:10.3390/ijms18122733.

Otulak K., Koziet E., Lockhart B.E.L., Garbaczewska G., (2017) Ultrastructural effects of
PVYNTN infection of Capsicum annum L. cv. Yolo Wonder generative organs. Phytopatologia
Mediterranea 56 (3): 379-391. DOI: 10.14601/Phytopathol_Mediterr-20252.

Koziet E., Otulak-Koziel K*, Bujarski J.J. (2018) Ultrastructural analysis of Prune dwarf virus
intercellular transport and pathogenesis. International Journal of Molecular Sciences 2018,
19(9): 2733, doi:10.3390/ijms18122733.

Otulak-Koziel K., Koziet E., Lockhart B.E.L., (2018) Plant cell wall dynamics in compatible
and incompatible potato response to infection caused by Potato virus Y (PVYN™)., International
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Otulak-Koziet K., Koziet E., Bujarski J.J, (2018) Spatiotemporal changes in xylan-
1/xyloglucan and xyloglucan xyloglucosyl transferase (XTH-Xet5) as a step-in of
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Otulak-Koziel K, Koziet E., Valverde R.A. (2019) The Respiratory Burst Oxidase Homolog
D (RbohD) Cell and Tissue Distribution in Potato-Potato Virus Y (PVY N™N) Hypersensitive
and Susceptible Reactions. International Journal of Molecular Sciences , article invited to the
special issue: Plant Viruses and Virus-Induced Disease, 2019, 20, 2741.

Koziet E., Otulak-Koziel K*, Bujarski J.J. (2020) Modifications in tissue and cell
ultrastructure as elements of immunity-like reaction in Chenopodium quinoa against Prune
dwarf virus (PDV). Cells, 19(9): 2733, d0i:10.3390/ijms18122733.

Otulak-Koziel K, Koziet E, Lockhart B, Bujarski J.J. (2020) The Expression of Potato
Expansin A3 (StEXPA3) and Extensind (StEXT4) Genes with Distribution of StEXPAs and
HRGPs-Extensin Changes as an Effect of Cell Wall Rebuilding in Two Types of PVY NN -
Solanum tuberosum Interactions. Viruses, 12(1), 66; DOI: 10.3390/v12010066.

Otulak-Koziel K., Koziet E., Escalante C., Valverde R. (2020) Ultrastructural analysis of cells
from bell pepper (Capsicum annuum) infected with bell pepper endornavirus. Front. Plant Sci.
doi: 10.3389/fpls.2020.00491.

Po uzyskaniu stopnia doktora zdobywalam doswiadczenie naukowe za granica oraz w
kraju uczestniczac w workshopach 1 szkoleniach zagranicznych zdobywajac nie tylko
teoretyczng wiedze, ale takze praktyczne umiejetnosci, ktore wykorzystywatam w swoich
badaniach. W tym ‘workshopy’ i kursy stazowe poswiecone technikom mikroskopowym:

*2011r. Torun- Uniwersytet Mikotaja Kopernika- Pracownia Mikroskopii Elektronowej i
Konfokalnej, Zaktad Biologii Komorki, Pracownia Biologii Rozwoju-kurs ‘Techniki
immunocytochemiczne lokalizacji molekut in situ na poziomie mikroskopu elektronowego,
swietnego 1 konfokalnego’, wrzesien 2011;

«2014r. Czechy- IFSM- School of Microscopy w Instytucie Genetyki Molekularnej Czeskiej
Akademii Nauk , 6-12 wrzesien 2014 wraz z “The 18th International Microscopy Congres” in
Prague (Czechy); gdzie otrzymatam stypendium IMC ,European Scholarship for Young
scientist”

+2014r. Czechy, Praga- TESCAN and Leica Microsystems - kurs Cryo FIB-SEM in Life
Sciences: From Sample Preparation to 3D Volume Rendering, 10 wrzesien 2014,

+2019r. Czechy 10-20 czerwiec, kursu stazowego w ramach programu EMBO Practical Course
(European Molecular Biology Organisation) Ceské Budgjovice - “Advanced methods of

electron microscopy in cell biology”.

Oraz workshopy i kursy poswiecone interakciom roslin z mikroorganizmami, czy tez
podnoszeniu kwalifikacji z zakresu biologii molekularnej:

*2013r., Francja, 7-11wrzesien, Workshop European Molecular Biology Organization (EMBO)
“Green viruses- from gene to landscape”, Hy¢res-les-Palmiers, France;

+2014r., Francja, 24-29 sierpien, Workshop European Molecular Biology Organization
(EMBO): ‘Intercellular communication in plant development and disease’ in Bishoffsheim
(Francja);

+2017r., Niemcy, 10-15 lipiec, Workshop European Molecular Biology Organization (EMBO)
‘Intercellular communication in development and disease’. w Berlinie;

*EU FP7 project REGPOT-2-11-1"WULS Plant Health - Warsaw Plant Health Initiative,
workshop: "Real-time PCR Technique for the detection of the Plant Viruses: Classical and
molecular approaches in plant pathogen taxonomy, WULS PLANT HEALTH, wrzesien 2013;
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+2016r Wspotczesne metody analizy ekspresji genow - we wspotpracy z Muzeum 1 Instytutem
Zoologii, Polskiej Akademii Nauk. Szkolenie w Instytucie Zoologii Polskiej Akademii Nauk,
wrzesien 2016;

+2017r Profilowanie ekspresji genéw metoda qPCR - we wspdlpracy z Muzeum i Instytutem
Zoologii Polskiej Akademii Nauk. Szkolenie w Instytucie Zoologii, Polskiej Akademii Nauk,
marzec 2017,

Jestem takze aktywnym recenzentem w czasopismach o zasi¢egu miedzynarodowym z listy
A JCR. Wykonalam okolo 33 recenzje w czasopismach takich jak :

Biomolecules, Protoplasma, Plants, International Journal of Molecular Sciences, Journal
of Phytopathology, Archives of Agronomy and Soil Science, European Journal of Plant
Pathology, Plant  Pathology,  Microorganisms,  Phytopathologia @ Mediteranea,
Photosynthetica, Pathogens, Journal of Plant Pathology.

Pelnie role edytora w czasopismie Processes (MDPI), Pkty MNiSW=70, 1F=1,963 (koniec
czerwca 2020 wzrost IF do 2,7), oraz ‘guest-edytora’ specjalnego numeru “Modeling, Control
and Pathogenesis Process in Virus Infection”;

Pelnie role recenzenta sekcji ‘Molecular Microbiology’ w czasopismie International Journal
of Molecular Sciences Pkty MNiSW=140, IF=4,183 (MDPI);

Pelnie role edytora recenzujacego w sekcji ‘Virology’ w czasopismach: Frontiers in Plant
Sciences & Frontiers in Microbiology, Pkty MNiSW=100, IF=4,298.

Plany naukowe:

Obecnie wspotuczestnicze w pracach prowadzonych w ramach realizacji pojedynczego
zadania badawczego NCN Miniatura3 pt ,,Modelowanie lokalizacji 1 dystrybucji wybranych
wirusowych komponentéw kompleksu replikacyjnego PVYN™N oraz ro$linnych biatek
regulujacych proces replikacji tego wirusa w reakcji zgodnej i niezgodnej”. Gléwnym celem
badan jest okreslenie poziomu ekspresji gendw kodujacych bialka poliproteiny Potyvirus
uczestniczace w tworzeniu kompleksu replikacyjnego w dwoch typach interakcji oraz poznanie
jak zmienia si¢ dystrybucja sktadnikéw kompleksu wraz z komponentami ze strony rosliny
uczestniczagcymi w tym procesie. Wyniki uzyskane na podstawie zadania badawczego
Miniatura3 beda punktem wyjscia do aplikowania o przyszty projekt Opus (NCN).

Kontynuacja wspotpracy z Profesorem Rodrigo A. Valverde z Uniwersytetu Stanowego
w Louisianie (LSU USA) w prowadzeniu badan nad grupa przedstawicieli rodzaju
Endornavirus —mato-poznanej grupy wiruséOw roslinnych. Prace koncentrujg si¢ na analizach
molekularnych, ultrastrukturalnych i bioinformatycznych, ktore majg na celu pelniejsza
charakterystyk¢ endornawirusow i ich zachowania w obrebie komoérek roslinnych i
grzybowych, a takze proba odpowiedzi na pytanie, o pochodzenie ewolucyjne tych nowych
,patogenow” roslin. W ramach tej wspétpracy planuj¢ wyjazdy stazowe np. w ramach
programu Erasmus + pomi¢dzy partnerami oraz aplikowanie o wspolny migdzynarodowy
projekt badawczy.
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Pkt 6. Informacja o osiagnieciach dvdaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

Od 2003 roku prowadze¢ zajecia dydaktyczne w postaci ¢wiczen laboratoryjnych 1/lub
mikroskopowych z przedmiotow:

Botanika (dla kierunku Biologia oraz Inzynieria Ekologiczna); Botanika dla biotechnologow
(dla kierunku Biotechnologia); Botanika-organografia/obecnie pod nazwg Podstawy
botaniki (dla kierunku Ogrodnictwo); Cytologia i anatomia roslin (dla kierunku Rolnictwo);
Systematyka i generatywne rozmnazanie roslin (dla kierunku Rolnictwo); Ogrody
botaniczne i zoologiczne (dla kierunku Biologia).

W formie wyktadow z przedmiotow: Botanika-wybrane zagadnienia (dla kierunku Ochrona
zdrowia roslin); Biologia oddzialywan roslina- patogen (kierunek Biotechnologia, kierunek
Biologia); Biologia roslin (dla kierunku Architektura Krajobrazu); oraz przedmioty
fakultatywne dla kierunku Biologia — ‘Fitoterapia-czyli rosliny w farmacji i kosmetologii’
oraz ‘Molekularne aspekty interakcji roslina-wirus’.

Jestem koordynatorem i autorem programu dla przedmiotow:

*Biologia roslin’ (kierunek Architektura Krajobrazu);
*‘Botanika-wybrane zagadnienia’ (kierunek: Ochrona Zdrowia Ro$lin);
*‘Ogrody botaniczne i zoologiczne’ (kierunek Biologia);

sprzedmiotéw fakultatywnych ‘Fitoterapia — rosliny w farmacji 1 kosmetologii’ (kierunek
Biologia, studia I 1 II stopnia); oraz autorem programu i prowadzacym przedmiot fakultatywny
‘Molekularne aspekty interakcji roslina-wirus’ (kierunek Biologia, studia I 1 II stopnia).

W latach 2009-2016 oraz 2017-2020 bytam cztonkiem wydziatowej komisji egzaminacyjnej
egzaminu z praktyk studenckich dla kierunku Biologia - w zalaczniku powotanie przez
Dziekana WRIiB do komisji egzaminacyjne;j.

W ramach funkcji wychowawczo-organizacyjnych bytam:

*Opiekunem roku na kierunku Rolnictwo, studia stacjonarne I stopnia rozpoczynajace si¢ w
pazdzierniku 2009 r.

*Opiekunem roku kierunku Biologia, rocznik rozpoczynajacy studia stacjonarne pierwszego
stopnia w pazdzierniku 2013r.

*Opiekunem roku na kierunku Biologia- studenci rozpoczynajacy studia stacjonarne
pierwszego stopnia w pazdzierniku 2015r.

Bytam promotorem trzech zakonczonych prac licencjackich na kierunku biologia i jednej pracy
inzynierskiej na kierunku rolnictwo, obecnie jestem promotorem trzech aktualnie
realizowanych prac licencjackich na kierunki biologia.

Bytam opiekunem jednej pracy magisterskiej pt. ,,Cytologiczna charakterystyka tkanek lisci
Nicotiana tabacum cv. Samsun i Gomphrena globosa -roslin porazonych kolumbijskim
wirusem bielunia (CDV)” oraz opiekunem dwoch prac doktorskich (jedna obroniona w
wyr6znieniem w grudniu 2010 r. pt.”Patogeneza roslin porazonych kolumbijskim wirusem
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bielunia — ang. Columbian Datura virus CDV”), oraz drugiej dotyczacej patogenezy organow
generatywnych kukurydzy porazonej wirusem mozaiki trzciny cukrowej (ang. Sugarcaine
mosaic virus, SCMV), ktérych promotorem byta Pani dr hab. G. Garbaczewska, prof. SGGW).

Bytam promotorem pomocniczym jednej rozprawy doktorskiej obronionej z wyréznieniem w
kwietniu 2016 roku pt. “Patogeneza organow wegetatywnych $liwy i roslin testowych
porazonych wirusem kartowatosci $liwy (PDV)”.

W latach 2013 i 2014 bytam cztonkiem Wydziatlowej Komisji do przeprowadzenia "Konkursu
na prowadzenie badan naukowych stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow i uczestnikow
studiow doktoranckich WRiB”.

Ponadto w 2014-2015 r. bytam czlonkiem zespotu promocji w ramach zespotu organizacji
obchodow 200-lecia SGGW na Wydziale Rolnictwa i Biologii.

W ramach dziatan dydaktycznych i jednoczesnie popularyzujacych nauke w 2015 r. bylam
wykonawea w ramach zadan realizacji Projektu nr umowy UDA-POK.04.01.01-00-110/14-
00 pt. Przygotowanie do kariery studentow Wydzialu Rolnictwa i Biologii SGGW w
Warszawie w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki, 2007-2013, priorytet 1V
»Szkolnictwo wyzsze 1 nauka”, dziatanie 4.1 Wzmocnienie i rozwdj potencjatu dydaktycznego
uczelni oraz zwigkszenie liczby absolwentéw kierunkéw o kluczowym znaczeniu dla
gospodarki opartej na wiedzy, poddziatanie 4.1.1. wspolfinansowanego przez Unie
Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego. Odpowiadalam za
organizacj¢ aktywnosci stazowej 1 rekrutacje studentow/magistrantéw kierunku biologia na
staze do jednostek naukowych poza uczelnia.

W ramach popularyzacji nauki jestem wspélautorem rozdzialow monografii
popularyzujacych:

*Paduch-Cichal Elzbieta, Otulak Katarzyna, Wesolowska Aleksandra (2010): ,,Wstepne
wyniki badan dotyczacych wykrywania 1 identyfikacji wirusow boréwki wysokiej na
plantacjach w Polsce”, opublikowane w: ‘ Intensyfikacja uprawy krzewow jagodowych przez
wdrazanie najnowszych wynikéw badan’ :uprawa boréwki wysokiej, Skierniewice, Instytut
Sadownictwa i Kwiaciarstwa im. Szczepana Pienigzka, ss. 48-53, Komitet Nauk Ogrodniczych
PAN, ISBN —97883605734109.

*Bylam autorem koncepcji i autorem korespondencyjnym rozdzialu w monografii
uwzgledniajgcej aspekt edukacyjny wraz z naukowym: <Otulak K., Koziet E.,
Garbaczewska G., (2014) "Seeing is beliving". The use of light, fluorescent and transmission
electron microscopy in the observation of pathological changes during different plant-virus
interactions, In: Microscopy: advances in scientific research and education, 6(1):367-376,
ISBN:978-84-942134--3-4.

Ponadto do dziatalnosci popularyzujacej nauke moge zaliczy¢ dwa zdarzenia:

* Moje prace (P2 z osiggnigcia oraz praca przegladowa z dorobku dodatkowego) postuzyty
do stworzenia trzech podrozdzialéow w Swydaniu 2014r podrecznika ‘Plant Virology’ pod
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redakcja Prof. Rogera Hulla, wydawnictwo Elsevier [APS American Phytopathology
SocietyAcademic Press] - rozdziat 10 ‘Movement of viruses within plants’ str.562 oraz
str.551 i str.559.

*Wykonatam figury ze zdjgciami obrazujacymi objawy, zmiany anatomiczne oraz efekty
zmian ultrastrukturalnych wywotanych infekcjg wirusows, ktore zostaty zamieszczone i
wydane w podreczniku ‘Reakcje komérek roslin na czynniki stresowe’, tom2, pod
redakcja prof. A. Woznego i Prof. A. Gozdzickiej -Jozefiak, wydawnictwo naukowe UAM,
ISBN-13,978-83-232-2198-2.

W 2019r bylam czlonkiem komisji w ramach ogélnouczelnianego przegladu dorobku kot
naukowych SGGW.

W 2019 r. petnitam role przewodniczacego komisji weryfikacji prac dyplomowych na kierunku
Biologia, Wydzialu Rolnictwa 1 Biologii SGGW.

W latach 2016-2019 bytam cztonkiem Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW, jako
przedstawiciel adiunktow.

W latach 2016-2019 bytam cztonkiem Wydziatowej Komisji do Spraw Jako$ci Ksztalcenia na
Wyadziale Rolnictwa i Biologii SGGW.

Od pazdziernika 2020r jestem czlonkiem Rady Programowej dyscypliny nauki biologiczne

na wydziale Rolnictwa i Biologii SGGW oraz cztonkiem komisji ds. hospitacji zajec
dydaktycznych w dyscyplinie Biologia na Wydziale Rolnictwa i Biologii SGGW.

Podsumowanie dorobku naukowego (zamieszczono w tabeli ponizej):

[orcid.org/0000-0001-9424-1662]

Wg bazy Web of Science Indeks Hirscha: 7
Liczba wszystkich cytowan: 146 (wg Web of Science); 154 (wg bazy Scopus)

Liczba wszystkich cytowan bez autocytowan: 80 (wg Web of Science); 85 (wg bazy
Scopus).
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