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II. WYKSZTALCENIE, POSIADANE DYPLOMY I STOPNIE NAUKOWE

2008 r. — Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii uzyskany na podstawie
rozprawy doktorskiej pt.: ,,Mechanizmy odpornosci pszenzyta ozimego (x Triticosecale
Wittm.) na rézowa plesn $niegowa wywotana przez Microdochium nivale (Fr.) Samuels &
Hallett”, wykonanej w Zakladzie Biologii Komorki w Instytucie Fizjologii Roslin
im. Franciszka Gorskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Promotor pracy doktorskie;j:
prof. dr hab. Maria We¢dzony. Praca obroniona przed Rada Instytutu Botaniki im. Wiadystawa
Szafera Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

2004 — 2008 r. Migdzynarodowe Studia Doktoranckie Nauk Przyrodniczych PAN przy
Instytucie Botaniki im. Wladystawa Szafera Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Projekt
pracy doktorskiej nagrodzony trzyletnim stypendium doktoranckim Prezesa Polskiej
Akademii Nauk prof. dr hab. Ludwika Legockiego.

2003 — 2004 r. Kontynuacja analiz podjetych w pracy magisterskiej (umowa zlecenie),
Zaktad Fizjologii i Biochemii Roslin, Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii,
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie.

2003 r. — Stopien magistra biologii uzyskany z wyrdznieniem na podstawie pracy
magisterskiej pt.: ,,Oczyszczanie kompleksu biatkowego zawierajacego miozyng z kalafiora”,
wykonanej w Zaktadzie Fizjologii Roslin na Wydziale Biochemii, Biofizyki i1 Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Promotor pracy magisterskiej: dr hab. Przemystaw
Malec.

1998 — 2003 r. Studia magisterskie na kierunku Biologia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Stypendium naukowe na I, III i V roku studiow.

1999 r. — Nauczyciel fortepianu i rytmiki, Panstwowa Szkota Muzyczna II Stopnia
im. Wiadystawa Zelerskiego w Krakowie.

Znajomos¢ jezykow obcych: angielski (ptynnie w mowie 1 piSmie), wtoski (dobry w mowie
1 piSmie).



1. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU
W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

Adiunkt (od 01.12.2008 r. do chwili obecnej, okres mianowania do 30.09.2021 r.)
w Instytucie Biologii Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej
w Krakowie.

Asystent (od 01.07.2008 r. do 01.03.2013 r.) w Zaktadzie Biologii Komodrki w Instytucie
Fizjologii Ros$lin im. Franciszka Gorskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

Biolog (od 01.10.2004 r. do 30.06.2008 r.) w Zaktadzie Biologii Komodrki w Instytucie
Fizjologii Roslin im. Franciszka Gorskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

IV. INFORMACJA O ODBYTYCH URLOPACH
MACIERZYNSKICH

Czas trwania urlopu macierzynskiego, dodatkowego urlopu macierzynskiego oraz urlopu
rodzicielskiego: facznie 530 dni.

V. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14
MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE
NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE
SZTUKI (DZ. U. 2016 POZ. 882 ZE ZM. W DZ. Z 2016R POZ.
1311.):

Tytul osiagni¢cia naukowego:
Osiagnigciem, stanowiagcym podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora

habilitowanego, jest cykl sze$ciu oryginalnych prac eksperymentalnych, ujetych pod
wspolnym tytutem:

Wybrane zmiany molekularne towarzyszace tolerancji krzyzowej zboz
na plesn Sniegow3 i niskie temperatury
Slowa kluczowe: pszenzyto, jeczmien, niska temperatura, Microdochium nivale,
enzymy antyoksydacyjne, biatka odpornosci, QTL
Publikacje wchodzace w sklad osiggnigcia naukowego (chronologicznie):

B1. Szechynska-Hebda M., quzony M., Tyrka M., Golebiowska G., Chrupek M.,
Czyczylo-Mysza 1., Dubas E., Zur 1., Golemiec E. 2011. Identifying QTLs for cold-induced

3



resistance to Microdochium nivale in winter triticale. Plant Genetic Resources:
Characterization and Utilization, 9: 296-299, DOI: 10.1017/S1479262111000268, ISNN:
1479-2621, EISNN: 1479-263X, Wydawca: CAMBRIDGE UNIV PRESS.

IF2013: 0,728; Punkty MINiSWy3: 20, liczba cytowany,s: 7

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na:

- udziale w pozyskaniu finansowania na przeprowadzone badania (akcja COST 860);

- udziale w zaplanowaniu i przeprowadzeniu doswiadczen biologicznych;

- udziale w rozmnazaniu 90 linii DH w warunkach kontrolowanych i1 przygotowaniu
materialu do doswiadczen;

- udziale w namnazaniu izolatu grzybni Microdochium nivale w warunkach in vitro;

- udziale w przeprowadzeniu inokulacji siewek pszenzyta grzybnia M. nivale;

- udziale w fenotypowaniu stopnia porazenia plesnia $niegowa wywolana M. nivale;

- udziale w analizie danych i interpretacji wynikow;

- udziale w przygotowaniu tekstu manuskryptu.

Mo¢j udziat szacujg na 30% naktadu pracy wlozonej w powstanie tej publikacji.

B2. Zur 1., Golebiowska G., Dubas E., Golemiec E., Matusikova 1., Libantova J.,
Moravc¢ikova J. 2013. B-1,3-glucanase and chitinase activities in winter triticales during cold
hardening and subsequent infection by Microdochium nivale. Biologia 68(2): 241-248, DOLI:
10.2478/s11756-013-0001-0, ISNN: 0006-3088, EISNN: 1336-9563, Wydawca: Versita.
IF5013: 0,506; Punkty MINiSWy3: 15, liczba cytowanyy,s: 12

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegat na:
- wspoéludziale w przygotowaniu wniosku projektu, z ktéorego byly finansowane badania
sktadajace si¢ na powyzsza publikacje;
- opracowaniu koncepcji badan;
- udziale w zaplanowaniu i przeprowadzeniu doswiadczen biologicznych w tym:
- hodowli siewek pszenzyta dwoch odmian w warunkach kontrolowanych;
- rozmnozeniu inokulatu grzybni Microdochium nivale w warunkach in vitro;
- przeprowadzeniu inokulacji siewek pszenzyta grzybnia M. nivale;
- obserwacji postgpow infekcji;
- wspétudziale w przeprowadzeniu analiz laboratoryjnych w tym:
- pobraniu i przygotowaniu probek materiatu do analiz;
- wykonaniu pomiaréw aktywnos$ci chitynazy metoda fluorymetryczna;
- wykonaniu pomiaréw aktywnosci glukanazy metoda spektrofotometryczna;
- wykonaniu oceny aktywnosci chitynazy i glukanazy metoda zelowa;
- analizie danych i interpretacji wynikow;
- wspoétudziale w przygotowaniu manuskryptu.

Mo6j udzial szacuje¢ na 50% naktadu pracy wlozonej w powstanie tej publikacji.

B3. Golebiowska-Pikania* G., Golemiec* E. 2015. Cold-enhanced gene expression of the
foliar thiol-specific antioxidant protein in triticale (x7riticosecale Wittm.) seedlings resistant
to Microdochium nivale (Samuels & 1.C. Hallett) infection. Acta Biologica 22: 98-117,
DOI:10.18276/ab.2015.22-08, ISSN: 2450-8330, EISSN: 2353-3013, Wydawca: Uniwersytet
Szczecinski, Open Access

Punkty MNiSW2015Z 9




Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
- opracowaniu koncepcji badan;
- pozyskaniu finansowania na przeprowadzone badania w postaci grantu NCN Nr NN310
140239, jako kierownik i glowny wykonawca projektu;
- udziale w wyprowadzaniu i namnazaniu populacji mapujacej linit DH Hewo x Magnat;
- zaplanowaniu 1 przeprowadzeniu do§wiadczen biologicznych w tym:
- hodowli siewek pszenzyta dwéch odmian i czterech linii w warunkach
kontrolowanych,;
- rozmnazaniu izolatu grzybni Microdochium nivale w warunkach in vitro;
- przeprowadzeniu inokulacji siewek pszenzyta grzybnia M. nivale;
- przeprowadzeniu obserwacji postepow infekcji;
- wspoétudziale w zaplanowaniu i przeprowadzeniu analiz laboratoryjnych w tym:
- pobraniu prébek do analiz;
- analizie danych 1 interpretacji wynikow;
- przygotowaniu catosci tekstu manuskryptu oraz wykresow;
- ostatecznym zredagowanie manuskryptu po recenzjach w roli autora korespondujacego.

*Posiadam status pierwszego autora tej publikacji wspdlnie z Elzbieta Golemiec (equal
contribution). M6j udziat szacuj¢ na 50% naktadu pracy wtozonej w powstanie tej publikacji.

B4. Gawronska* K., Golebiowska-Pikania* G. 2016. The effects of cold-hardening and
Microdochium nivale infection on oxidative stress and antioxidative protection of the two
contrasting genotypes of winter triticale. European Food Research and Technology, 242(8): 1-
10, DOI: 10.1007/s00217-015-2630-8, ISNN: 1438-2377, EISSN: 1438-2385, Wydawca:
Springer.

IF2016: 1,433; Punkty MINiSWy6: 25, liczba cytowany,s: 0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na:
- opracowaniu koncepcji badan;
- pozyskaniu finansowania na przeprowadzone badania w postaci grantu NCN Nr NN310
140239, jako kierownik i gtowny wykonawca projektu;
- udziale w wyprowadzaniu i namnazaniu populacji mapujacej linit DH Hewo x Magnat;
- zaplanowaniu i przeprowadzeniu do$wiadczen biologicznych w tym:
- hodowli siewek pszenzyta dwoch linii w warunkach kontrolowanych;
- rozmnazaniu izolatu grzybni Microdochium nivale w warunkach in vitro;
- przeprowadzeniu inokulacji siewek pszenzyta grzybnia M. nivale;
- przeprowadzeniu obserwacji postepow infekcji;
- wspoétudziale w zaplanowaniu i przeprowadzeniu analiz laboratoryjnych w tym:
- pobraniu prébek do analiz;
- analizie danych 1 interpretacji wynikow;
- przygotowaniu catosci tekstu manuskryptu oraz wykreséw;
- ostatecznym zredagowanie manuskryptu po recenzjach w roli autora korespondujacego.

*Posiadam status pierwszego autora tej publikacji wspodlnie z Katarzyna Gawronska (equal
contribution). M6j udziat szacuj¢ na 50% naktadu pracy wtozonej w powstanie tej publikacji.

BS. Golebiowska-Pikania* G., Kope¢* P., Surowka E., Krzewska M., Dubas E., Nowicka
A., Rapacz M., Wojcik-Jagta M., Malaga S., Zur 1. 2017. Changes in protein abundance and
activity involved in freezing tolerance acquisition in winter barley (Hordeum vulgare L.).
Journal of Proteomics, 169: 58-72, DOI: 10.1016/j.jprot.2017.08.019, ISSN: 1874-3919,




Wydawca: Elsevier.
1F5017: 3,722; Punkty MNiSWj6: 35, liczba cytowanyy,s: 1

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na:

- wykonaniu polowy rozdzialdow biatek ekstraktow siewek jeczmienia metoda
dwukierunkowej elektroforezy zelowej (2 DE);

- wykonaniu catosci analizy bioinformatycznej profili biatkowych w programie PDQuest;

- analizie danych 1 interpretacji wynikéw 2 DE, bioinformatycznych oraz spektrometrii mas;

- przygotowaniu rozdziatow manuskryptu: 2.8. Protein extraction, 2.9. Two-dimensional gel
electrophoresis, 2.10. Mass spectrometric identification of protein species, 3.4. Low
temperature impact on protein patterns and its variation between DH lines of barley
significantly differentiated in freezing tolerance level, 3.5. Identification of proteins related to
freezing tolerance acquisition;

- przygotowaniu fragmentéw abstraktu i1 dyskusji dotyczacych zidentyfikowanych biatek
réznicujacych genotypy wrazliwe i tolerancyjne;

- przygotowanie tabeli 3, 4 oraz figury 5A;

- udziale w ostatecznym zredagowanie manuskryptu po recenzjach w roli autora
korespondujacego.

*Posiadam status pierwszego autora tej publikacji wspolnie z Przemystawem Kope¢ (equal
contribution). M6j udziat procentowy szacuj¢ na 50% naktadu pracy wlozonej w powstanie
tej publikacji.

B6. Golebiowska-Pikania G., Dziurka M., Wasek 1., Wajdzik K., Dyda M., Wedzony M.
2019. Changes in phenolic acid abundance involved in low temperature and Microdochium
nivale (Samuels and Hallett) cross-tolerance in winter triticale (x7riticosecale Wittmack).
Acta Physiologiae Plantarum 41(3): 38, DOI:;, ISSN: 0137-5881, EISSN: 1861-1664,
Wydawca: SPRINGER HEIDELBERG.

1F5019: 1,438, Punkty MNiSWz()mI 25, liczba CytOWﬂl’lwosi 0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
- opracowaniu koncepcji badan;
- pozyskaniu finansowania na przeprowadzone badania w postaci grantu NCN Nr NN310
140239 jako kierownik i1 glowny wykonawca projektu;
- udziale w wyprowadzaniu i namnazaniu populacji mapujacej linit DH Hewo x Magnat;
- udziale w zaplanowaniu i przeprowadzeniu doswiadczen biologicznych w tym:
- hodowli siewek pszenzyta dwoch odmian i dwéch linii w warunkach kontrolowanych;
- rozmnazaniu izolatu grzybni Microdochium nivale w warunkach in vitro;
- przeprowadzeniu inokulacji siewek pszenzyta grzybnia M. nivale;
- przeprowadzeniu obserwacji postepoéw infekcji;
- wspdtudziale w zaplanowaniu i przeprowadzeniu analiz laboratoryjnych w tym:
- pobraniu probek do analiz;
- analizie danych i interpretacji wynikow;
- przygotowaniu catos$ci tekstu manuskryptu oraz wykresow;
- ostatecznym zredagowanie manuskryptu po recenzjach w roli autora korespondujacego.

Mo¢j udziat szacujg na 90% naktadu pracy wlozonej w powstanie tej publikacji.

Zestawienie tacznej liczby punktéw i cytacji dla ww. cyklu publikacji przedstawiono
w Tabeli 1:



Tabela. 1. Sumaryczne zestawienie punktow i cytacji z réznych zrodel.

Liczba
Rodzaj Liczba | Wskaznik | Punkty | cytowan
publikacji | publikacji 1F2 MNiSW3 | (Web of
Science?)
JCR! 5 7,827 120 20
Sp‘}zcalg}“y | 0 9 0
Sumarycznie 6 7,827 129 20

1 — Journal Citation Reports, Thomson Reuters

2 - Impact Factor (IF) — zgodnie z rokiem opublikowania (w przypadku publikacji za 2019r podano IF2017).

3 - Punkty MNiSW przypisano na podstawie ujednoliconego wykazu czasopism naukowych za lata 2013-2016 z
dnia 26.01.2017r. (w przypadku publikacji z 2017r i 2019r podano ilo§¢ punktéw za 2016r).

4- Dane z Web of Science na 25.03.2019r

Oswiadczenia wspotautorow prac, szczegdlowo okreslajace ich indywidualny wktad
w powstanie tych prac zamieszczone sa w Zalaczniku nr 6.



VI. Cel naukowy i uzyskane wyniki prac ujetych w ramach gléwnego
osiagni¢cia naukowego wraz z omowieniem ich potencjalnego
wykorzystania

Wprowadzenie

Uprawy zbdz ozimych w $rodkowej i potnocnej Europie sa stale pod wplywem
kombinacji czynnikoéw stresowych, abiotycznych i biotycznych, majacych wptyw na rozwoj
i plon roslin. Wspotwystgpowanie obnizonej temperatury i mrozu, suszy oraz infekcji
grzybami chorobotwérczymi obniza produkcje roslinna w wigkszym stopniu, niz
w przypadku wystapienia pojedynczego stresora. W odpowiedzi na czynniki stresowe rosliny
wykazuja specyficzne reakcje fizjologiczne 1 molekularne, ktére, obok wspdlnych
niespecyficznych procesoéw, stanowia czg$¢ strategii tolerancji. Rosliny wystawione
na dziatanie jednego czynnika stresowego moga nabywac¢ odporno$¢ na dziatanie innego
stresora — jest to zjawisko tolerancji krzyzowej (ang. Cross-tolerance).

Tolerancja na plesn $niegowa jest podstawowa cecha zimotrwatosci zboz. Jednym
z najbardziej rozpowszechnionych i zjadliwych grzybow fitopatogenicznych w klimacie
umiarkowanym 1 zimnym jest Microdochium nivale (Samuels i1 Hallett). Grzyb ten powoduje
znaczne straty w ilo$ci 1 jakosci plonéw, powodujac choroby: r6zowa plesn $niegowa, zaraze
siewek, zgnilizng¢ korzeni 1 zdzbta oraz jest komponentem fuzariozy kloséw w warunkach
polowych i laboratoryjnych (Cichy i Mac¢kowiak, 1993; Tronsmo i in., 2001, Hudec i Bokor,
2002; Pronczuk 1 in., 2003; Sliesaravi¢ius i in., 2006; Bateman, 2008; Golebiowska
i Wedzony, 2009; Zukowski i Iljuk, 2010; Dubas i in., 2011; Szechynska-Hebda i in. 2011,
2013; Nielsen i in., 2013; Arseniuk 1 Goral, 2015; Ren i in., 2015; Stricker i in., 2017). Grzyb
ten jest psychrotrofem, rozwijajacym si¢ zarOwno pod okrywa $niegowa, jak i bez jej
obecnosci w warunkach wysokiej wilgotnosci; jest zdolny do dtugiego przetrwania w glebie
dzigki wytwarzaniu form przetrwalnikowych (Tronsmo i in., 2001). M. nivale wykazuje
interakcje nekrotroficzne z ros$linami podatnymi oraz biotroficzne z tolerancyjnymi
(Szechynska 1 in., 2013; Dyda 1 in., 2018). Patogeniczno$¢ M. nivale zalezy od genotypu
grzyba oraz infekowanej rosliny, a takze lokalnego mikroklimatu (Sperschneider 1 in., 2015).

Tolerancja na ten patogen jest najprawdopodobniej zlozona cechg iloSciowa, ktora
zalezy od wielu gendéw 1 zmienia si¢ pod wptywem czynnikéw srodowiskowych (Szechynska
iin., 2015; Dyda i in., 2018). Dotychczas stosowane fungicydy przeciwko plesni $niegowej sa
bardzo szkodliwe dla srodowiska 1 niewystarczajaco skuteczne (Leroux i in., 2006; Bateman,
2008; Parry i in., 2008; Nielsen i in. 2013); dlatego wazne jest znalezienie genotypdéw zboz
i traw tolerancyjnych na M. nivale oraz przeanalizowanie mechanizméw tolerancji w celu
wyprowadzenia nowych, bardziej tolerancyjnych odmian.

Pszenzyto (xTriticosecale Wittm.) jest mlodym zbozem. Nalezy ono do rodziny
wiechlinowatych (Poaceae), dla ktérych podstawowa gametyczna liczba chromosomoéw
wynosi x = 7 (Labudda 1 in., 2011). Obecnie uprawiane wtérne pszenzyto heksaploidalne
o genomie AABBRR (x=21) wyprowadzone jest najczgsciej za pomoca krzyzowan
wsobnych z oktoploidalnych migdzyrodzajowych mieszancow o genomie AABBDDRR
(x = 28), uzyskanych bezposrednio z krzyzowan pomigdzy heksaploidalna pszenica (7riticum
aestivum L., AABBDD) 1 diploidalnym zytem (Secale cereale L., RR). Mieszaniec ten
w trakcie chowu wsobnego preferencyjnie traci genom D pochodzacy od pszenicy (Klocke
1in., 2013) stabilizujac si¢ na poziomie heksaploidalnym. Dalsza hodowla prowadzona jest
w oparciu o krzyzowanie z innymi liniami heksaploidalnymi liniami pszenzyta, ale réwniez
z gatunkami wyjSciowymi, pszenica 1 zytem, w celu statego wzbogacania puli genetyczne;.
Genetyczna zmienno$¢ pszenzyta moze by¢ efektem rekombinacji genomow pszenicy i zyta,
w obrebie wszystkich genomow sktadowych.



Ze wzgledu na pochodzenie i metody hodowli, pszenzyto moze taczyé w sobie
korzystne cechy pszenicy i zyta w uprawie. Szczegolnie pozadanym jest utrzymanie wysokiej
jakosci 1 wysoko$ci plonu w pofaczeniu z odpornoscia na niekorzystne czynniki
srodowiskowe. Pszenzyto poczatkowo bylo uwazane za odporne na choroby zb6z (Tarkowski,
1989; Gruszecka, 2005), jednakze wzrost areatu zasiewow i kolejne lata jego obecnosci
w uprawach umozliwit dostosowywanie si¢ patogendow i1 powstawanie ich nowych ras,
co dotyczy gtownie grzybow porazajacych to zboze, takich jak plesn $niegowa, maczniak
prawdziwy, rdza brunatna, rdza zo6tta, septoriozy i1 fuzariozy (Gruszecka, 2005).

Areal upraw pszenzyta wciaz wzrasta, a Polska produkcja tego zboza jest wiodaca
na $wiecie. Procz pasz i kiszonek zboze to wykorzystuje si¢ do produkcji maki pszenzytniej
oraz stodu browarnianego. Obecnie pszenzyto, jest czgsto porazane przez patogeny obu roslin
rodzicielskich — pszenicy i1 zyta, czemu sprzyja bliskie sasiedztwo ich upraw. Ponadto ostatnio
potwierdzono wytworzenie si¢ ras patogendw specyficznych do pszenzyta (Menardo i in.,
2016). Dlatego waznym celem w uprawie pszenzyta jest wyprowadzenie genotypow
odpornych lub tolerancyjnych na patogeny. Polaczenie tej odporno$ci z innymi
pozadanymi cechami jest trudne i wymaga wielu lat hodowli, ze wzgledu na zlozony
charakter tych cech.

Z kolei jeczmien (Hordeum vulgare L.) jest jednym z najwazniejszych zbdz szeroko
stosowanych w przemysle piwowarskim oraz w produkcji zywnos$ci 1 pasz dla zwierzat
gospodarskich. Jest to jedna z najstarszych roslin uprawnych o duzej zdolno$ci adaptacyjnej
o haploidalnym genomie oznaczanym jako HH (x =7). Jednak dwie cechy agronomiczne
moga radykalnie ograniczy¢ jego produktywnos¢: stosunkowo niska zimotrwatos¢ 1 wysoka
wrazliwo$¢ na deficyt wody na etapie wzrostu rozrodczego.

Jak wykazato wielu autoréw, najwazniejszym czynnikiem indukujacym w siewkach
zbdz ozimych tolerancj¢ na infekcje M. nivale jest hartowanie niska temperatura (Laroche,
1997; Ergon 1 in., 1998; Browne i in., 2008; Gotebiowska i Wedzony, 2009; Dubas i in., 2011;
Szechynska i in., 2011, 2013, 2015, 2016). Maksymalna tolerancja byta stwierdzana
wytacznie u hartowanych roslin, ale poszczegolne genotypy roznia si¢ zdolnoscia
do uzyskiwania wywotywanej niska temperatura ekspresji odpornosci (Hommo 1994; Ergon
1in. 1998; Golebiowska i Wedzony 2009). Relacja pomigdzy odpornoscia na mrédz
a odpornoscia na plesn wciaz pozostaje nieznana (Ergon i in. 1998; Ergon i Tronsmo, 2006),
chociaz znaleziono jeden wspdlny region QTL u pszenicy (Kruse i1 in. 2017). Podczas
hartowania rosliny przechodza szereg zmian na poziomie fizjologicznym i biochemicznym,
niezbednych do uzyskania zimotrwatosci, zaleznych od ich statusu fotosyntetycznego (Janda
iin., 2014). Pod wplywem niskiej temperatury siewki jeczmienia ozimego nabywaja
tolerancji na mréz (Sharma i in., 2005; Chinnusamy i in., 2006; Moellering i in., 2010).

Reakcje zb6z na stres sa determinowane przez poziom nasilenia czynnika stresowego
oraz przez aktualny stan metaboliczny ro$liny. Kazdy stres zaklocajacy homeostaze
komoérkowa 1 procesy metabolizmu tlenowego powoduje nadprodukcje¢ reaktywnych form
tlenu RFT (Bartosz, 1995; Foyer i Noctor, 2005). Te czesciowo zredukowane Ilub
aktywowane pochodne tlenu odgrywaja podwodjna role w zywych komodrkach. Rosliny
w odpowiedzi na niekorzystne warunki srodowiskowe produkuja w duzej ilosci RFT takie jak
tlen singletowy 'O,, anionorodnik ponadtlenkowy O, ", rodnik hydroksylowy OH" rodnik
wodoronadtlenkowy OH,’ i nadtlenek wodoru H,O,. Wszystkie one moga by¢ zrodlem stresu
oksydacyjnego, corozumiemy jako niekontrolowane utlenianie rdéznych skladnikow
komorkowych — prowadzace do uszkodzen, anawet $mierci komorki (Mittler, 2004).
Z drugiej strony wytwarzane z "fizjologicznie dopuszczalna" intensywnoscia czasteczki te
dziataja jako czynniki sygnalizacji stresu indukujace reakcje obronne oraz biorace udziat
w nabywaniu tolerancji na czynnik stresujacy. Produkcja podwyzszonej ilosci RFT jest jedna
z najwczesniejszych reakcji uruchamianych w komorkach organizméw roslinnych pod



wplywem stresow abiotycznych (Lopez-Cruz i in., 2017) oraz podczas interakcji pomigdzy
roslina-gospodarzem 1 patogenem (Wojtaszek, 1997; van Camp 1iin, 1998; Bolwell, 1999;
Sudha i Ravishankar, 2002). Powstate RFT moga bezposrednio uszkadza¢ komorki patogenu
penetrujace tkanke gospodarza, a takze moga petni¢ w roslinie funkcje przekaznika informacji
wewnatrzkomoérkowej 1 tkankowej, indukujac: programowana $mier¢ komoérki (PCD, ang.
Programmed Cell Death) (Pellinen 1 in., 2002), lokalna reakcje nadwrazliwosci (HR, ang.
Hypersensitive Response) (Baker i Orlandi, 1995), ogdlna systemiczna odporno$¢ nabyta
(SAR, ang. Systemic Acquired Resistance) (Chen i in., 1993; Kuzniak 1 Urbanek, 2000) oraz
systemiczng nabyta aklimacj¢ (SAA, ang. Systemic Acquired Acclimation) (Karpinski 1 in,
1999). Badania Dyda i in. (2018) wykazaty, ze podczas infekcji M. nivale uruchamiane sa
zarowno lokalne, jak i systemiczne reakcje odpornos$ciowe.

Nadtlenek wodoru moze pehic role czasteczki sygnalowej w uruchamianiu reakcji
obronnych zaréwno na stresy biotyczne jak i abiotyczne (Vranova i in., 2002; Mittler, 2002;
Laloi 1 in., 2004; Mittler i in., 2004) oraz uczestniczy w uruchamianiu tolerancji krzyzowe;j.
Jego rola w reakcjach odpornosciowych roslin na infekcjg patogenu polega migdzy innymi
na stymulowaniu powstawania peroksysomow, utlenianiu czasteczek podczas programowanej
$mierci komorki, modulacji ekspresji genow odpornosciowych w tym kodujacych enzymy
antyoksydacyjne, aktywacji kanatow wapniowych, aktywacji kaskady kinaz typu MAP
(ang. Mitogen-Activated Protein kinases), indukcji syntezy ro$linnych bialek zwiazanych
z patogeneza PR (ang. Pathogenesis Related Proteins) oraz produkcji fitoaleksyn i hormonow
roslinnych (Kuzniak i Urbanek, 2000; Slesak i in., 2007). Bezposrednie, toksyczne dziatanie
nadtlenku wodoru na grzyby chorobotworcze moze polega¢ na ograniczaniu wzrostu ich
grzybni 1 hamowaniu kietkowania zarodnikow (Kuzniak i Urbanek, 2000). Wraz z innymi
RFT, nadtlenek wodoru wptywa takze na procesy zwigzane ze wzmacnianiem S$ciany
komorkowej: lignifikacjg, tworzenie papillae oraz sieciowanie skladnikow S$ciany, miedzy
innymi biatek bogatych w hydroksyproling i proling oraz innych oligomeréw (Kuzniak
i Urbanek, 2000). Takie wzmocnienie barier komérkowych moze ogranicza¢ dostgpno$¢
sktadnikow odzywczych dla patogenu oraz ogranicza¢ wnikanie toksyn 1 enzymow
wytwarzanych przez patogen do tkanek ro$linnych. Podwyzszona zawartos¢ H,O, oraz
podwyzszona aktywno$¢ peroksydazy stymulujaca procesy lignifikacji Sciany komorkowe;j
stwierdzono migdzy innymi w li§ciach pomidora traktowanych toksynami pochodzacymi
z Fusarium (Kuzniak 1 in., 1999). Oprocz udziatu w reakcjach zwigzanych z patogeneza,
nadtlenek wodoru pelni istotna funkcje migdzy innymi w procesie aklimacji roslin
do czynnikéw stresowych czgsto wystgpujacych w okresie zimy: niskich temperatur,
ograniczonego dostgpu $wiatta oraz nadmiaru wody (Okpodu i in., 1996; Kuzniak i Urbanek,
2000). Nadtlenek wodoru dziata niespecyficznie, ale w literaturze dyskutowana jest
mozliwo$¢ jego dziatania specyficznego (Neill i in., 2002; Pastori i Foyer, 2002; Torres i in.,
2006) w kontekscie zaleznosci od miejsca generowania tej RFT oraz jej interakcji
ze specyficznymi czasteczkami: kwasem salicylowym (SA), tlenkiem azotu (NO), etylenem,
auksynami i kwasem abscysynowym (ABA).

Wysokie st¢zenie RFT moze by¢ szkodliwe nie tylko dla komorek patogenu, ale takze
dla samej rosliny. Nagromadzenie RFT w komorce przesuwa rownowage procesow oksydo-
redukcyjnych na korzy$¢ procesow utleniania i moze sta¢ si¢ przyczyna stresu
oksydacyjnego. Aby nie doszto do oksydatywnego niszczenia komorek, poziom RFT musi
by¢ precyzyjnie kontrolowany przez uklad antyoksydacyjny, ztozony z komponentow
enzymatycznych 1 nieenzymatycznych. Nieenzymatyczne antyoksydanty to kwas
askorbinowy, glutation, tokoferole, ferredoksyny, flawonoidy, kwasy fenolowe oraz
karotenoidy. Do enzymatycznych antyoksydantéw zaliczamy specyficzne biatka, usuwajace
RFT czgsto przy wspdtudziale nieenzymatycznych elementdw, migdzy innymi dysmutaze¢
anionorodnika ponadtlenkowego (SOD), katalaze (CAT), peroksydaze klasy III (POX) oraz
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peroksydaze askorbinianowa (APX) (Korna§ i in., 2010). Dysmutazy anionorodnika
ponadtlenkowego to metaloproteiny przeksztalcajace na drodze dysmutacji anionorodnik
ponadtlenkowy w nadtlenek wodoru i tlen. Forma manganowa Mn-SOD zwiazana jest
najczesciej z mitochondrialng stroma oraz ciatkami mikrosomalnymi. Z kolei forma zelazowa
Fe-SOD zwiazana jest z plastydami, gtownie chloroplastami (van Camp i in., 1998). Forma
miedziowo-cynkowa Cu/Zn-SOD jest obecna w najwigkszych stezeniach w tkankach
roslinnych i wystgpuje w cytozolu, w tylakoidach i stromie chloroplastow, w mitochondriach
i peroksysomach oraz w apoplascie (Mittler i in., 2002). Aktywnos¢ SOD w wielu
przypadkach moze wptywaé na odpornos¢ roslin na niska temperaturg (Fe-SOD), patogeny
(Mn-SOD) oraz stres fotooksydacyjny (Hayakawa i in., 1984; Tsang i in., 1991; Bowler i in.,
1994; van Camp i in.,, 1994). Katalaza jest glownym i powszechnie wystgpujacym
antyoksydantem o bardzo wysokiej aktywno$ci oraz efektywnosci 1 nalezy do enzymow
bezwzglednie swoistych przeprowadzajacych reakcje dysproporcjonowania wylacznie
nadtlenku wodoru. Akumulacja nadtlenku wodoru powyzej pewnego poziomu moze
indukowa¢ ekspresj¢ genow katalazy, co z kolei przyczynia si¢ do utrzymywania RFT
na wzglednie statym poziomie (Neill 1 in., 2002). Podwyzszona aktywnos$¢ katalazy moze
w niektorych przypadkach przyspiesza¢ wzrost patogenu (Mayer i in., 2001). Zanotowano
takze zmiany aktywno$ci CAT pod wplywem toksyn i innych zwiazkéw produkowanych
przez grzyby, rosnacych zaréwno na $wietle, jak 1 w ciemno$ci. Aktywnos¢ CAT moze
wzrasta¢ takze pod wplywem aklimacji do niskich temperatur (Scandalios 1 in., 1997).
Zaréwno zbyt niskie, jak i zbyt wysokie stgzenie nadtlenku wodoru moze hamowa¢ dziatanie
katalazy. Niektore peroksydazy oprocz dekompozycji nadtlenku wodoru petnia takze role
biatlek PR, biorac posrednio udziat we wzmacnianiu $cian komodrkowych: lignifikacji,
mostkowaniu fenoli 1 glikoprotein oraz w suberyzacji (Ros Barceld i Aznar-Asensio, 2002;
Fecht-Christoffers i in., 2006). Peroksydazy biorace udzial w biosyntezie polifenoli $ciany
komorkowej sa posrednio zrodlem anionorodnika ponadtlenkowego oraz nadtlenku wodoru
(Pietras i in., 1997; Fecht-Christoffers i in., 2006). Ze wzgledu na sekwencje aminokwasowa,
roslinne peroksydazy dzieli si¢ na trzy klasy: klase 1 zawierajaca wewnatrzkomorkowe
peroksydazy pochodzenia prokariotycznego w tym peroksydaze askorbinianowa, klase II
obejmujaca peroksydazy obecne w tkankach grzybow oraz klasg¢ IIl zawierajaca typowe
peroksydazy roslinne (de Gara, 2004). We wczesniejszych badaniach udokumentowano
nizszy poziom stezenia nadtlenku wodoru 1 wyzsza aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych
w hartowanych niska temperatura siewkach pszenzyta ozimego tolerancyjnych na M. nivale
w poroéwnaniu do wrazliwych (Gotgbiowska i in., 2011).

Niekontrolowana akumulacja RFT prowadzi do uszkodzenia membran i uktadu
fotosyntezy na poziomie komérkowym (Hussain i in., 2018). W konsekwencji nastepuje
hamowanie fotosyntezy, dysfunkcja metaboliczna i uszkodzenia struktur komorkowych,
co przyczynia si¢ do zaburzen wzrostu, zmniejszenia ptodnosci 1 przedwczesnego starzenia
rosliny. Negatywny wplyw stresu abiotycznego i biotycznego na fotosyntezg jest szeroko
badany, a pomiar fluorescencji chlorofilu okazat si¢ skutecznym i powtarzalnym narzedziem
do oceny wskaznika podatnosci roslin na niska temperatur¢ (Rizza i in., 2001; Ehlert i in.,
2008) oraz plesn sniegowa (Gotebiowska i Wedzony, 2009; Szechynska i in., 2015; Dyda
iin., 2018). Metoda ta odzwierciedla podatno$¢ na uszkodzenia fotosystemu II (PSII)
w lancuchach transportu elektronow fotosyntezy (Maxwell i Johnson, 2000). Zdolno$¢ rosliny
do wiasciwego utrzymania fotosyntezy ma zasadnicze znaczenie dla obrony. To, czy
zaobserwowany wptyw na fotosyntezg¢ jest zaprogramowana czescia odpowiedzi obronnej,
czy tez jedynie produktem ubocznym, pozostaje jeszcze do ustalenia.

W odpowiedzi na infekcj¢ grzybami i inne stresy rosliny wyzsze moga produkowac
specjalne bialka nalezace do bialek zwiazanych z patogeneza (biatka PR), ktore sa
klasyfikowane jako rodziny bialek PR1-17 (Okushima i in., 2000). Ulegaja one ekspresji
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gtownie w liSciach, ale rowniez w innych organach (Van Loon 1997, 2006). Migdzy innymi
glukanazy (PR2) i chitynazy (PR3, 4, 8 i 11) przyczyniaja si¢ do degradacji $ciany
komoérkowej grzybow, podczas gdy biatka PR1, peroksydazy (PR11) lub taumatyny dziataja
jako antybiotyki, wpltywajac na przepuszczalno$¢ bton patogenu 1 inhibitory proteaz
grzybowych. Ich aktywno$¢ moze hamowac postep patogenezy/infekcji (Van Loon i Van
Strien, 1999). Biatka PR moga by¢ czgs$cia pierwszej bariery obronnej, poniewaz sa
wytwarzane w apozycjach §cian komoérkowych we wczesnym stadium patogenezy przed
bezposrednim kontaktem patogenu z gospodarzem. Sugeruje si¢ takze, ze moga odgrywac
rol¢ w systemowe] nabytej opornosci (Tuzun i Somanchi, 2006). Hartowanie zwigksza
odporno$¢ na plesn S$niegowa - stwierdzono silniejsza 1 szybsza transkrypcje gendéw
kodujacych rézne biatka PR w ro$linach hartowanych, w poréwnaniu z roslinami
niehartowanymi pszenicy ozimej po inokulacji M. nivale (Ergon i in., 1998; Hiilovaara-Teijo
iin., 1999; Gaudet i in., 2000; Kuwabara i in., 2002; Gaudet i in., 2003a, b). Jednak catkowity
wplyw hartowania na aktywno$¢ PR ujawnia si¢ szczegoOlnie po inokulacji rosliny (Ergon
iin., 1998; Gaudet i in., 2000). Wykazano, ze biatka PR akumulujace si¢ podczas hartowania
w apoplascie siewek zyta ozimego wykazuja aktywno$¢ glukanaz i chitynaz dodatkowo
do ich aktywno$ci chroniacych rosling przed zamarzaniem (Hiilovaara-Teijo i in., 1999, Yeh
1in., 2000) w przeciwienstwie do biatek PR produkowanych w wyzszych temperaturach.
Dodatkowo, biatka dziatajace przeciw zamarzaniu (ang. Anti-Freeze Proteins, AFP)
zidentyfikowane u zyta ozimego stanowia izoformy biatek PR specyficznie indukowanych
w niskiej temperaturze (Yeh i in., 2000). Ponadto w doswiadczeniach na pszenicy ozimej
stwierdzono obecnos¢ biatka podobnego do taumatyny akumulowanego pod wptywem niskiej
temperatury (Kuwabara i in., 2002). Transkrypcja genu defensyny, purotioniny i LTP (biatka
przenoszace lipidy) osiagneta maksimum po 2-3 tygodniach hartowania i1 pozostawata stata
azdo 7 dni w trakcie rozhartowywania (Gaudet i in., 2003a). Geny tych biatek nie
wykazywaty podwyzszonej ekspresji w roslinach niehartowanych. W badaniach innych
autorOw zaproponowano potencjalng rolg¢ w odpowiedzi obronnej na infekcje M. nivale dla
chitynazy, endochitynazy, 1,3-f glukanazy u zyta ozimego (Hiilovaara-Teijo i in., 1999, Yeh
iin.,, 2000); chitynazy, endochitynazy, 1,3-B-glukanazy, bialka PRI1-a i peroksydazy
u pszenicy ozimej (Ergon 1 in., 1998) oraz biatka podobnego do taumatyny u pszenicy ozimej
(Kuwabara i in., 2002). Przewidywana masa czasteczkowa tych bialek miescita si¢ w zakresie
od 13 do 50 kDa.

Rézne czynniki stresowe wykazuja pewne podobienstwa w regulacji ekspresji genow.
Wiele genéw kodujacych enzymy uczestniczace w metabolizmie komorkowym ulega
ekspresji réznicowej po stresie i wykazano, ze modulacja niektérych czynnikéw
transkrypcyjnych (TF) zwiazanych ze stresem indukuje zmiany poziomu metabolitéw (Conde
iin., 2011; Jeon i in., 2013).

W badaniach uzyto unikalnego materiatu roslinnego jakim sa linie podwojonych
haploidéw (DH, ang. Doubled Haploids). Rosliny DH oprocz wykorzystania w hodowli
roslin 1 bioinzynierii sa réwniez wykorzystywane do podstawowych badan fizjologicznych,
genetycznych i biochemicznych. Jako catkowicie homozygotyczne organizmy o stabilnym
genomie moga stanowi¢ obiekt trwalego mapowania oraz moga shuzy¢ do integracji map
genetycznych i fizycznych. Maja szerokie zastosowanie w genetyce cech ilosciowych, dajac
wiarygodne informacje na temat lokalizacji gltownych gendéw 1 miejsc QTL (ang.
Quantitative Trait Loci) dla wielu cech botanicznych, fizjologicznych i agronomicznych.
Linie DH daja takze mozliwos¢ poprawy selekcji 1 mozliwo$¢ wczesnej oceny cech
ilosciowych. W opisywanych badaniach wykorzystano linie DH wyselekcjonowane jako
tolerancyjne 1 wrazliwe na niska temperaturg, mréz 1 r6zowa plesn $niegowa. Populacje linii
DH zostaty wytworzone metoda hodowli pylnikow w Zaktadzie Biologii Komorki Instytutu
Fizjologii Roslin Polskiej Akademii Nauk dla pszenzyta ozimego (Hewo x Magnat)
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(Szechynska i1 in., 2011) ijeczmienia ozimego (Golgbiowska i in., 2017). W Instytucie
Hodowli Roslin (Institute of Plant Breeding) w Hohenheim (Niemcy) wyprowadzono
populacj¢ mapujaca dla pszenzyta ozimego Saka x Modus na drodze zapylania mieszanca
tych odmian kukurydza. Najwazniejszym kryterium preselekcji materiatow rodzicielskich
byta wysoka warto$¢ ekonomiczna w okresie wyprowadzania tych populacji, w szczego6lnosci
potencjat plonow 1 odporno$¢ na choroby. Kolejnym kryterium wyboru byty wyniki testow
tolerancji na plesn $niegowa przeprowadzonych w pracy doktorskiej (Gotgbiowska
1 Wedzony, 2009; Dubas i in., 2011; Gotebiowska i in., 2011).

Cel badan

W przedstawianej pracy badawczej ujetej w publikacjach naukowych stanowiacych
gléwny dorobek naukowy, postawiono hipotez¢ badawcza, ze genotypy pszenzyta ozimego
r6éznig si¢ poziomem indukowanej niska temperatura tolerancji siewek na rézowa plesn
$niegowa, a takze, ze to zrdéznicowanie znajduje odzwierciedlenie w roznicach zawartosci
i aktywnosci bialek zwiazanych z patogeneza oraz komponentéw uktadu antyoksydacyjnego.
Dodatkowo weryfikowano, czy podobne procesy moga by¢ zwiazane z indukowana niska
temperatura tolerancja na mréz w siewkach jgczmienia ozimego.

Celem cyklu przeprowadzonych badan ujgtych w publikacjach wymienionych jako
gltowne osiagnigcie naukowe byla analiza wybranych zmian molekularnych bioracych udziat
w aklimacji zb6z do chlodu oraz w indukowanej niska temperatura tolerancji krzyzowe;j
na rézowa plesn $niegowa wywotana przez Microdochium nivale oraz na mroz.

Cele szczegdtowe prowadzonych prac eksperymentalnych obejmowaty:

e Przeprowadzenie wieloletnich testow tolerancji na M. nivale dla dwoch populacji
mapujacych pszenzyta ozimego Hewo x Magnat oraz SaKa 3006 x Modus, ztozonych
z linii podwojonych haploidéw (DH);

e Identyfikacj¢ loci cech ilosciowych (QTL) zwiazanych z tolerancja pszenzyta
ozimego na M. nivale z wykorzystaniem populacji mapujacej linii DH SaKa 3006 x
Modus;

e Analize wptywu hartowania niska temperatura, a takze zaciemnienia 1 wysokiej
wilgotnosci imitujacych warunki panujace pod okrywa $niegowa oraz kombinacji tych
czynnikow z infekcja M. nivale w siewkach genotypow zréznicowanych
pod wzgledem tolerancji na M. nivale, wyselekcjonowanych z badanych populacji
mapujacych, na bialka zwigzane z patogeneza:

e Aktywnos¢ chitynaz i glukanaz

o Wzgledna ekspresje gendw katalazy catl, peroksydazy
tioredoksynowej 75a oraz biatka zwiazanego z patogeneza PRI

e Analiz¢ wplywu hartowania niska temperatura, a takze zaciemnienia i wysokiej
wilgotnosci imitujacych warunki panujace pod okrywa $niegowa oraz kombinacji tych
czynnikéw z infekcja M. nivale w siewkach linii DH zréznicowanych pod wzgledem
tolerancji na M. nivale, wyselekcjonowanych z badanych populacji mapujacych,
na komponenty ukladu antyoksydacyjnego:

e Stezenie substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(ang. Thiobarbituric acid reactive substances, TBARS)
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e Aktywnos¢ izoform peroksydaz (POX)

e Aktywno$¢ izoform dysmutaz anionorodnika ponadtlenkowego
(SOD)

e Aktywnos¢ katalaz (CAT)
e Zawarto$¢ kwasow fenolowych

e Analiz¢ wptywu hartowania niska temperatura na fluorescencjg chlorofilu, aktywnos$é
enzyméw antyoksydacyjnych oraz wzor profilow bialkowych dla siewek linii
podwojonych haploidéw jeczmienia ozimego tolerancyjnych i wrazliwych na mroz.

Dyskusja wynikow badan

Testy porazenia oraz identyfikacja loci cech ilosciowych (OTL) tolerancji pszenzyta
ozimego na M. nivale dla siewek populacji mapujacej linii DH Modus x SaKa 3006

Ze wzgledu na ztozono$¢ mechanizméw tolerancji, stabo poznane uwarunkowania
genetyczne oraz silne interakcje z warunkami pogodowymi w okresie zimowym, trudno jest
oceni¢ odporno$¢ odmian pszenzyta na patogeny grzybowe za pomoca konwencjonalnych
metod inokulacji. Jednoczesnie wybor odmian zbdz zawierajacych geny odpornosci
na infekcje jest najbardziej ekonomicznym i przyjaznym dla §rodowiska sposobem hodowli
oraz kontroli porazen. Dlatego celem podjetych badan (Szechynska i in., 2011; publikacja
naukowa B1) byla identyfikacja /oci cech ilosciowych (QTL, ang. Quantitative Trait Loci)
zwiazanych z komponentami tolerancji pszenzyta ozimego na rézowa plesn $niegowa
dla populacji mapujacej ztozonej z 90 linii podwojonych haploidéw (DH), pochodzacych
ze skrzyzowania odmian rodzicielskich: Modus (tolerancyjna na M. nivale) i SaKa 3006
(wrazliwa). Odmiany rodzicielskie zostaly wybrane na podstawie wynikow testow tolerancji
opisanych w pracy doktorskiej 1 opublikowanych w artykule naukowym (publikacja naukowa
DI1). W przedstawianych badaniach testy tolerancji wykonano dla calej nowej populacji
mapujacej standardowa metoda komorowa zastosowana we wczesniejszych pracach oraz przy
uzyciu tego samego wysoce patogenicznego izolatu grzyba (szczep 38z/5a/01).

Obserwowano szeroki zakres tolerancji na M. nivale; 23% linii miato nizsza zdolno$¢
przetrwania niz tolerancyjna odmiana Modus, 43% nie réznito si¢ poziomem tolerancji
od siewek odmiany Modus, a 20% linii bylo w pelni zregenerowanych po infekcji.
W badaniach przeprowadzonych przez Dyda i in. (2018) izolat 38z/5a/01 wykazal najwyzsza
zdolno$¢ patogeniczna, a zastosowanie metody komorowej inokulacji dalo najbardziej
zréznicowane wyniki poziomu tolerancji dla populacji mapujacej linii DH Hewo x Magnat.

Mapowanie o wysokiej rozdzielczosci przeprowadzono przy uzyciu 1518 markerow
molekularnych metodami technologii DArT (ang. Diversity Arrays Technology), prostych
sekwencji powtorzeniowych (SSR, ang. Simple Sequence Repeats) oraz polimorfizmu
dlugosci amplifikowanych fragmentow (AFLP, ang. Amplified Fragment Length
Polymorphism). Otrzymana mapa obejmuje dystans obejmujacy tacznie 2197 cM regiondw
genomowych, ze $rednim przedzialem wynoszacym 1,44 cM pomigdzy sasiednimi
lokalizacjami markeréw. Najwyzsza gestos¢ markeroOw zostata ustalona na grupach sprzezen
odpowiadajacym chromosomom zyta 4R, 5R, 6R 1 7R.

Ztozone mapowanie interwatowe (CIM, ang. Composite Interval Mapping), wykonane
dla 14 grup sprzgzen odpowiadajacych chromosomom pszenicy i 7 grup sprzezen
odpowiadajacych chromosomom zyta, nie ujawnita w badanej populacji mapujacej miejsc
QTL dla ilosci zregenerowanych roslin po infekcji. Natomiast wykryto dwa miejsca QTL
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na grupach sprzezen odpowiadajacych chromosomom pszenicy 2A i 3B (wokoét regionu
Xbarc212 oraz wPt-6802, odpowiednio), znajdujace si¢ w podobnej pozycji, dla dwdch cech
dotyczacych liczby zregenerowanych lisci roslin zregenerowanych po infekcji (cechy 11 4,
Tab. 2). Inne miejsca QTL dla tej cechy zostaty wykryte na grupie sprzg¢zen odpowiadajacej
chromosomom 3B (w poblizu wPt-4625) i 5B (w poblizu wPt-9872). Zidentyfikowane
miejsca QTL na grupie sprzezen odpowiadajacej chromosomom 3B i 5B byly zgodne
z wykrytymi przez innych autorow QTL odpornosci na chorobe plamista wywotana przez
Stagonospora nodorum u pszenzyta i pszenicy (Reszka i in., 2007). W poblizu regionu
migdzy lokalizacjami Xgwm533.1 1 Xgwm493 na grupie sprzgzen odpowiadajacej
chromosomowi 3B inni autorzy znalezli region zawierajacy QTL zwiazany z odpornoscia
na rdz¢ wywolana przez Fusarium sp. u odmian pszenicy Ning894037 1 Wangshuibai (Jia
1in., 2005; Shen 1 in., 2006). Carter 1 in. (2009) zmapowat QTL zwiazane z odpornoscia
na rdz¢ plamista na grupie sprz¢zen odpowiadajacej chromosomowi pszenicy 3B. Powiazania

Tabela 2. Wyniki analizy CIM dla najwazniejszych miejsc QTL zidentyfikowanych dla badanych cech
pszenzyta ozimego (zrdédlo: Szechynska i in., 2011).

Cecha QTL Chromosom Marker Q?l"(fz((::lj\?l)a LOD R? (%) Add®
Ilos¢ 1 2A Xbarc212 5,2 3,66 11,44 0,3457
zregenerowanych 2 3B wPt-6802 25,9 3,61 11,29 -0,3458
lisci/ro$lin po 3 3B wPt-4625 31,5 3,03 9,61 -0,3170
infekcji 4 5B wPt-9872 32,9 3,17 10,93 0,3343
Ilos¢ 1 1B rPt-399959 87,8 7,82 27,54 0,4384
zregenerowanych
lisci/roslin 2 7R rPt-399750 11,3 3,85 11,61 -0,2862
kontrolnych
Procent
przezywalnoscl 1 2B tPt-509666 | 56,7 3,42 12,57 | -0,0121
roslin
kontrolnych
Tlosé 1 2A Xbarc212 52 6,27 20,35 0,3455
zregenerowanych
liSci/ro$lin po 2 3B wPt-6802 25,9 4,58 14,22 -0,3324
infekcji
Ilos¢ 1 5A Xwmc713 0 4,18 12,51 -0,2900
zregenerowanych 2 1B rPt-399959 83,8 7,49 25,78 0,4226
khs"l/ roslin 3 7B wPt-3723 84,1 3,36 10,01 0,2567
ontrolnych
Wysokos¢
zregenerowanych 1 S5A rPt-389308 7.9 6,59 21,02 0,6645
roslin po infekcji
Wysoko$é 1 5A rPt-389308 7,9 3,60 10,9 0,5601
zregenerowanych
ro$lin 2 7B wPt-9880 116,4 3,20 9,61 0,5251
kontrolnych
Sucha masa 1 6A Xgwm1009 55,6 3,40 12,48 -0,0175
zregenerowanych | 6A P-507997 | 64,3 5,75 20,08 | -0,0255
ro$lin po infekcji
Sucha masa
zregenerowanych 1 3A Xcfa2193 106,9 4,54 16,47 0,0122
roslin
kontrolnych

R” (%), procent zmiennoéci fenotypowej wyjasniony przez dane miejsce QTL
Add — efekt addytywny miejsc QTL

a pozycja miejsca QTL od pierwszego markeru w centrymorganach

b warto$¢ pozytywna oznacza ze allel z odmiany Modus podnosci wartos¢ cechy
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te sugeruja, ze choroby grzybicze moga by¢ kontrolowane przez zblizone /oci u pszenicy
1 pszenzyta. Kruse i in. (2017) zidentyfikowali kilka nowych QTL z niewielkimi efektami
u pszenicy, z czego jeden dla tolerancji plesni $niegowej, wywolanej przez rézne grzyby
patogeniczne, na grupie sprzezen 6B, 1 jeden wspdlny dla tolerancji plesni $niegowe;j
i tolerancji mrozu na grupie sprzgzen SA. Dyda i in. (2018) zidentyfikowali najwigcej miejsc
QTL zwiazanych z tolerancja pszenzyta ozimego na M. nivale na grupie sprz¢zen 4R
1 6R.W badaniach zidentyfikowano réwniez miejsca QTL zwiazane z wysokoS$cia i sucha
masg siewek zregenerowanych po infekcji (Tab. 2). Z kolei miejsca QTL opisujace ogdlna
zywotnos$¢ nieinokulowanych siewek kontrolnych byty kontrolowane gléwnie przez genom
pszenicy — zidentyfikowano je na grupach sprzezen 1B, 2B, 3A, 5A, 7B i 7R.

Podsumowujac, wyniki byly zgodne z obserwacjga, ze tolerancja pszenzyta
na M. nivale ma charakter poligenowy, a czeSciowe skladniki tolerancji tj. potencjalne
miejsca QTL, wykryto na grupach sprzezen 1B, 2A, 3A, 3B, 5A, 5B, 6A, 6B i 7B przy
wartosci LOD w zakresie od 3,03 do 7,82.

Analiza zmian aktywnosci chitynaz i glukanaz w siewkach odmian pszenzyta Hewo
i Magnat zroznicowanych pod wzgledem tolerancji na M. nivale

Aktywno$¢ dwoch biatek zwiazanych z patogeneza: B-1,3-glukanazy i chitynazy
badano fluorymetrycznie, spektrofotometrycznie oraz na zelach poliakrylamidowych
w ekstraktach lisci  siewek modelowych odmian pszenzyta Magnat (potkartowej,
wysokoplennej, wrazliwej na M. nivale) oraz Hewo (dlugostome;j, tolerancyjnej na M. nivale).
Badano siewki niehartowane oraz hartowane niska temperatura (4 tygodnie w 4°C), a takze
siewki po 7 dniach od okrycia sztuczng okrywa $niegowa oraz 1, 3, 51 7 dni po inokulacji
grzybnia M. nivale pod okrywami (Zur i in., 2013; publikacja naukowa B2).

Hartowanie spowodowato zahamowanie catkowitej aktywnos$ci glukanaz i chitynaz
w siewkach obu odmian do tego samego poziomu; zmiany te prawdopodobnie pokrywaja si¢
ze zmienionym metabolizmem. Ta obserwacja nie zgadza si¢ z wynikami Ergon i in. (1998)
1 Gaudet 1 in. (2000; 2003a,b), ktorzy wykazali nagromadzenie niektorych transkryptow
mRNA chitynazy i glukanazy w siewkach pszenicy ozimej zar6wno po hartowaniu, jak i po
infekcji grzybiczej. Zachowanie si¢ pojedynczych izoform chitynazy w obrgbie tej samej
ro$liny moze jednak by¢ réznie regulowane (Takenaka i in., 2009).

W podjetych badaniach wykryto 3 izoformy glukanazy: ~36 kDa (Glul) u odmiany
tolerancyjnej oraz ~36k Da (Glu2) i ~55 kDa (Glu3) u odmiany wrazliwej; ich aktywnos¢
zmieniata si¢ w r6zny sposob pod wplywem hartowania. Mimo spadku aktywnosci enzymu
po hartowaniu, obserwowano stopniowy wzrost catkowitej aktywnos$ci beta-1,3-glukanazy
w roslinach po inokulacji. Jednak to zjawisko wydaje si¢ by¢ zwiazane z procesem
fizjologicznym, nie wykazano wptywu typu genotypu. Jednakze bardziej szczegdtowa analiza
aktywnos$ci poszczegdlnych izoform moze da¢ wigeej informacji na temat ich roli
w odpowiedzi na infekcje M. nivale. W badaniach Ptazek i in. (2011) przedstawiono zwiazek
pomigdzy odpornoscia na M. nivale a wyzsza catkowita zawarto$cia weglowodandéw
w liniach wsobnych ozimego Zyta.

W przeciwienstwie do glukanazy, wzor izoform chitynazy byt rézny w siewkach
badanych odmian (Rys. 1). Wigksza liczbg indywidualnych pasm chitynazowych wykryto
u odmiany tolerancyjnej (pi¢¢), w porownaniu do wrazliwej (cztery). Z wyjatkiem dwoch
frakcji o wysokiej masie czasteczkowej (Chitl 1 Chit2), ktére wydaja si¢ by¢ podobne u obu
odmian, trzy izoformy o wielkosci 18-26 kDa wykryto w siewkach odmiany Hewo (Chit4,
Chit5 i1 Chit6), a tylko dwie chitynazy ~23 kDa i ~33 kDa obserwowano w siewkach odmiany
Magnat (Chit3 1 Chit5). Aktywnosci poszczegolnych izoform nie byly mierzone. Niemniej
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jednak trudno byloby powiaza¢ je z catkowita mierzona aktywnos$cia enzymu. Co wigcej,
przeciwstawne zachowanie niektorych izoform moglto spowodowa¢ pozorny brak
jakiejkolwiek zmiany poziomu catkowitej aktywnosci enzymu. Aktywno$¢ poszczegdlnych
izoform chitynazy moze by¢ maskowana przez sume ich dziatan w danej probie, dlatego
sa potrzebne dalsze szczegdtowe badania metoda elektroforezy dwukierunkowej (2D PAGE).

Po hartowaniu, inokulacja znaczaco podniosta aktywno$¢ chitynaz w siewkach
odmiany tolerancyjnej (Rys. 2). W przeciwienstwie do glukanaz, obserwowano znaczna
interakcj¢ z postepem czasu infekcji. Ich aktywno$¢ pozostawata wysoka nawet po tygodniu
po zakazeniu. W przeciwienstwie do tego, zmiany w catkowitej aktywno$ci chitynazy
w inokulowanych siewkach genotypu wrazliwego nie byly statystycznie istotne. Niestety,
z powodu ograniczen w ilo$ci materialu nie bylo mozliwosci szczegdélowego zbadania wzoru
aktywnosci poszczegdlnych izoform chitynaz. Niemniej jednak z pewnos$cia ich zachowanie
w warunkach stresu biotycznego jest czym$§ bardziej zlozonym. Literatura podaje wiele
chitynaz o masie czasteczkowej 28-35 kDa wykazujacych dzialanie przeciwgrzybicze
zard6wno w warunkach in vitro, jak i in vivo (przeglad w Ferreira i in., 2007; Kuwabara i in.
2009).

A B
CIL Hd | | c1L Ha |
kDa' 5 6 kDa 5 6
95_| Chit1 gﬁ z : Chit1
31~ Chit2 Chit2
33- Chit3
- Chl 26 _ Chit4
33 < Chit5 fg - Chit5
Chité

Rysunek 1. Detekcja poszczegolnych izoform chitynazy w hartowanych siewkach odmiany A) wrazliwej
ma M. nivale w poréwnaniu do B) tolerancyjnej pszenzyta ozimego. Ekstrakty siewek rozdzielono metoda
SDS-PAGE na 12,5% zelach poliakrylamidowych, zawierajacych substrat enzymu glikolowana chityng (0,01%),
a nastgpnie wybarwiono 0,01% (w/v) Fluorescent Brightener 28 i obserwowano w swietle UV. C1L — kontrolne
roliny nie prehartowane i niehartowane, Hd — rosliny hartowane. Zrodto: Zur i in., 2013.
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Rysunek 2. Zmiany calkowitej aktywnoSci chitynazy w ekstraktach inokulowanych grzybnia M. nivale
siewek odmiany tolerancyjnej Hewo po 1, 3, 5 i 7 dniach od inokulacji pod sztuczng okrywa imitujacg
$nieg. Rosliny nieinokulowane rosty w tych samych warunkach, co rosliny inokulowane. Prezentowane dane
stanowia S$rednie warto$ci z trzech replikacji biologicznych + odchylenie standardowe. Réznymi literami
oznaczono wartosci, ktore wykazaty istotne roznice w tescie Duncan’a. Zrodto: Zur i in., 2013.
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Podsumowujac, pomimo faktu, ze hartowanie roslin spowodowato zahamowanie
catkowitej aktywnos$ci chitynaz, otrzymane wyniki sugeruja, ze enzymy te moga odgrywac
rolg w obronie pszenzyta przeciwko infekcji M. nivale. Po inokulacji aktywno$¢ chitynazy
byla wyraznie indukowana w siewkach odmiany tolerancyjnej. Jednoczesnie aktywnosé
calkowitej B-1,3-glukanazy wydaje si¢ by¢ nie zwigzana z infekcja obu testowanych
odmian pszenzyta ani z ich genotypem. Profil i/lub aktywno$¢ chitynaz w ro§linach moze
by¢ potencjalnym wskaznikiem ich odpornos$ci /wrazliwosci na M. nivale.

Badania zmian poziomu ekspresji senow bialek zwiazanych z patogeneza w siewkach
linii DH pszenzyta ozimego tolerancyjnvch i wrazliwych na M. nivale

Celem dalszych badan podjetych w ramach projektu NCN Nr N N310 140902 bylo
miedzy innymi zidentyfikowanie potencjalnych gendéw zaangazowanych w zwigkszona
tolerancje pszenzyta na M. nivale. W przedstawianym eksperymencie uzyto czterech linii
podwojonych haploidéw (DH) o najwyzszej i najnizszej tolerancji na plesn S$niegowa,
wybranych na podstawie wielokrotnych testow w komorze chtodniowej przeprowadzonych
dla catej populacji mapujacej wyprowadzonej z odmian rodzicielskich Magnat (wrazliwa
na M. nivale) 1 Hewo (tolerancyjna na M. nivale). Badano wplyw hartowania (4 tygodnie
w 4°C) na wzgledny poziom ekspresji genow peroksydazy tioredoksynowej 7sa, katalazy cat/
oraz biatka zwiazanego z patogeneza PRI przy wykorzystaniu ilo§ciowej reakcji odwrotnej
transkryptazy Real-Time PCR (qPCR) (Golgbiowska-Pikania i Golemiec, 2015; publikacja
naukowa B3).

Dla peroksydazy tioredoksynowej Tsa oraz bialka zwigzanego z patogeneza PR1
wykazano wyzszy wzgledny poziom ekspresji gendow w hartowanych siewkach genotypow
tolerancyjnych Hewo 1 DH1 w poréwnaniu do siewek genotypdéw wrazliwych Magnat
1DH92. Z kolei wzgledny poziom ekspresji gendw catl i Tsa w lisciach kontrolnych
niehartowanych siewek pszenzyta wykazal staba dodatnia korelacje z podatnoscia roslin
na r6zowa plesn $niegowa. Hipoteze t¢ potwierdzaja wyniki Szechynskiej i in. (2015), ktorzy
badajac odmiany pszenzyta ozimego tolerujace zakazenie M. nivale potwierdzili zalezny
od genotypu wzrost ekspresji genow peroksyredoksyn wywotany przez niska temperature, jak
rowniez wyniki Gawronskiej 1 Golgbiowskiej (2016) dotyczace catkowitej aktywnosci POX
opisane ponizej.

Na podstawie powyzszych wynikdw zasugerowano, ze wskazane biatka (Tsa i PR1)
moga by¢ potencjalnymi kandydatami markerow podwyzszonej tolerancji pszenzyta ozimego
na niska temperaturg oraz, ze moga bra¢ udziat w odpowiedzi na infekcje M. nivale, jednakze
konieczna jest dalsza weryfikacja wynikéw przeprowadzona po inokulacji.

Analiza zmian aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w siewkach linii DH pszenzyta
ozimego tolerancyjnvch i wrazliwvch na M. nivale

Celem badan podjetych w ramach projektu NCN Nr N N310 140902 byto migdzy
innymi zidentyfikowanie potencjalnych markeréw biochemicznych zaangazowanych
w zwigkszona tolerancj¢ pszenzyta na M. nivale. W przedstawianym eksperymencie uzyto
dwoch linii podwojonych haploidow (DH) o najwyzszej (DHI1, P = 38+10%,) 1 najnizszej
(DH92, P=71£19%) tolerancji na plesn $niegowa, wybranych na podstawie wielokrotnych
testow w komorze chtodniowej przeprowadzonych dla catej populacji mapujacej
wyprowadzonej z odmian rodzicielskich Magnat (wrazliwa na M. nivale) i Hewo
(tolerancyjna na M. nivale). Badano wptyw hartowania (4 tygodnie w 4°C), a takze okrycia
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ro§lin sztuczna okrywa imitujaca pokrywe $niegowa oraz inokulacji grzybnia M. nivale
w lisciach siewek, na poziom substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS),
aktywno$¢ dysmutazy anionorodnika ponadtlenkowego (SOD), katalazy (CAT) i peroksydazy
(POX). Aktywno$¢ poszczegdlnych izoform SOD 1 POX mierzono na zelach
poliakrylamidowych, a stezenie TBARS i aktywno$¢ CAT mierzono spektrofotometrycznie
(Gawronska 1 Gotgbiowska-Pikania, 2016; publikacja naukowa B4).

Przeprowadzone badania wykazaly odmienna reakcj¢ genotypow wrazliwego
i tolerancyjnego na zastosowane traktowania. Srednie stezenie TBARS wzrosto pod wptywem
hartowania i inokulacji w siewkach obu odmian, ale byto zawsze nizsze w siewkach odmiany
tolerancyjnej w porownaniu z wrazliwa, co sugeruje, ze uszkodzenie tkanki bylo wigksze
w roslinach drugiego genotypu. Inni autorzy wskazuja, ze RFT sa czynnikiem wirulencji
dla nekrotroféw (Dangl 1 in., 2001, Mengiste, 2012); sa toksyczne nie tylko dla grzybow,
ale takze do struktur komorek roslinnych.

Dwie formy SOD: manganowa (MnSOD) oraz miedziowo-cynkowa (Cu/ZnSOD),
zostaly zidentyfikowane w ekstraktach lisci obu linii DH. Aktywno$¢ MnSOD nie
wystepowata w niehartowanych roslinach. Ekspozycja na niska temperaturg¢ oraz okrycie
ro$lin doprowadzito do wzrostu aktywnosci MnSOD w siewkach obu badanych genotypow,
szczegOlnie w siewkach linii wrazliwej. Z kolei inokulacja ro$lin grzybnia obnizyla
aktywnos¢ MnSOD w siewkach obu genotypdw, szczegdlnie u linii tolerancyjnej. Wskazuje
to na wyzszy udzial mitochondrialnych szlakow detoksykacji RFT w liciach siewek
wrazliwej liniit DH92 eksponowanych na niska temperaturg oraz infekcj¢ M. nivale.

W lisciach niehartowanych, hartowanych oraz rosnacych pod okrywami roslin obu
linii DH, Cu/ZnSOD byta reprezentowana przez trzy izoformy, natomiast w liSciach
inokulowanych roslin przez cztery izoformy. W liSciach niehartowanych roslin obu linii,
$rednia aktywno$¢ Cu/ZnSOD I byta taka sama i wzrosta po ekspozycji na niska temperaturg
w porownaniu z niehartowana kontrola. Ten wzrost byt wigkszy w siewkach tolerancyjnej
linii DHI. Aktywno$¢ Cu/ZnSOD 1 nie zmienita si¢ po pokryciu roslin, ale spadek
po ekspozycji na stres biotyczny i do podobnego poziomu odnotowano w siewkach obu linii
DH. Bez hartowania aktywno$¢ Cu/ZnSOD II byta taka sama w roslinach obu genotypow,
a po hartowaniu wzrosta w porownaniu z niechartowanymi ros§linami. Tej wzrost byt wigkszy
dla tolerancyjnej linii DHI1. Wynik ten moze sugerowaé lepsze dostosowanie do niskiej
temperatury linii tolerancyjnej. Inni autorzy réwniez udokumentowali wzrost aktywnos$ci
SOD po hartowaniu w siewkach pszenicy (Li i in., 2014) i pomidorow (Joe i in., 2012).
Z kolei w prezentowanych badaniach przykrycie roslin potaczone z inokulacja spowodowato
spadek aktywno$ci Cu/ZnSOD II u ro$lin obu genotypéw, ktory byt wigkszy w lisciach
tolerancyjnego genotypu.

W lisciach niehartowanych i1 hartowanych ro$lin aktywnos$¢ Cu/ZnSOD III byta
podobna w roslinach obu genotypoéw. Dopiero przykrycie roslin spowodowato wzrost
aktywnosci Cu/ZnSOD III, w poréwnaniu z ro§linami hartowanymi, ale wigkszy w siewkach
DH92. Najwyzsza aktywnos¢ Cu/ZnSOD III obserwowano w lisciach inokulowanych siewek
i byla ona taka sama u obu genotypow. Aktywnos¢ Cu/ZnSOD IV nie byla mierzalna
w ekstraktach z lisci niehartowanych, hartowanych oraz roslin ze sztuczna pokrywa §niegowa.
Wykryto ja tylko w lisciach inokulowanych rolin i jej poziom byt taki sam w siewkach obu
genotypow.

W badaniach wykazano takze zrdéznicowana indukcj¢ aktywnosci CAT pomigdzy
wrazliwym a tolerancyjnym genotypem. W niehartowanych roslinach tolerancyjnej linii DHI,
aktywnos$¢ CAT byla nizsza w pordwnaniu z warto§ciami uzyskanymi dla DH92. Nastgpnie
aktywnos$¢ enzymu zostata wzmocniona hartowaniem dla tolerancyjnego genotypu, ale nie dla
wrazliwego, co sugeruje wyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjna siewek linii tolerancyjnej
rosnacych w niskiej temperaturze. Uzyskany wynik jest zgodny z wczesniejszymi wynikami
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wykazujacymi wyzsza catkowita aktywnos¢ CAT po hartowaniu w siewkach rodzicielskiej
odmiany Hewo, w przeciwienstwie do Magnat (artykul B3). Wzrost aktywnosci CAT
w hartowanych siewkach pszenicy odpornej na mréz byt obserwowany rowniez w badaniach
Janda 1 in. (2007). W przedstawianych badaniach okryte rosliny obu linii wykazaty podobna
aktywnos$¢ CAT. Natomiast przykrycie roslin polaczone z inokulacja spowodowato znaczny
wzrost aktywnos$ci CAT u linii wrazliwej; u tych samych roslin obserwowano takze znacznie
wyzsza aktywno$§¢ MnSOD w poréwnaniu z genotypem tolerancyjnym.

Trzy izoformy POX zidentyfikowano w ekstraktach siewek linii tolerancyjnej oraz
dwie izoformy w przypadku linii wrazliwej (Rys. 3A). Badane genotypy istotnie roznity si¢
pod wzgledem aktywnosci izoform POX. Nawet w warunkach kontrolnych (rosliny
niechartowane), $rednia aktywno$¢ POX I byla wyzsza w lisciach linii DH1 niz notowana
dla linii DH92. W ekstraktach li§ci obu linii aktywno$¢ POX I wzrosta po hartowaniu. Nie
obserwowano natomiast zadnych zmian w aktywno$ci POX I po przykryciu ro$lin i inokulacji
w lisciach linii tolerancyjnej; byta ona jednak wyzsza w lisciach linii DHI1 niz dla linii DH92.
Natomiast w liSciach wrazliwej linii stwierdzono spadek aktywnosci w okrytych,
hartowanych ro$linach oraz po inokulacji (Rys. 3B). W niehartowanych i1 hartowanych
roslinach aktywno$§¢ POX II byla wyzsza w siewkach linii tolerancyjnej w stosunku
do wrazliwej. Jej aktywnos$¢ nie ulegla znaczacej zmianie po przykryciu i inokulacji siewek
linii DH1. Nie zmienita si¢ rowniez w siewkach DH92 po inokulacji, ale zwigkszyta si¢
po samym okryciu roslin hartowanych (Rys. 3C). Aktywnos¢ POX III nie wystgpowata
w ekstraktach lisci wrazliwej linii, zostata odnotowana tylko w liciach linii tolerancyjne;j,
w ktorej zostala wzmocniona przez niska temperaturg, a nast¢pnie zmniejszona przez
inokulacj¢ do poziomu obserwowanego w optymalnych warunkach (Rys. 3D).

W badaniach Takashima i1 in. (2013), kationowa peroksydaza byta zwiazana
z podstawowa tolerancja Betula japonica na grzyb Inonotus obliquus. Podwyzszona
aktywnos$¢ POX obserwowano takze u odmian pszenicy tolerancyjnych na rdze¢ lisciowa
(Southerton 1 Deverall, 1990). W dalszych badaniach nalezaloby przeprowadzi¢ analizg
aktywnosci izoform POX w wigkszym zestawie linii o réznym poziomie tolerancji oraz
po roznej liczbie godzin/dni po inokulacji. Badania przeprowadzone przez Szechynska i in.
(2015) takze potwierdzaja zalezna od genotypu indukcje niska temperatura i warunkami
$wietlnymi podwyzszona ekspresj¢ genéw peroksydaz (askorbinianowej APX, glutationowej
GPX oraz peroksyredoksyny PRX) w siewkach pszenzyta ozimego tolerancyjnych
na M. nivale. Z kolei w lisciach kompleksu Lolium-Festuca za markery odporno$ci M. nivale
uznano podwyzszona catkowita aktywno$¢ peroksydaz oraz obnizona catkowita aktywnos¢
katalaz obserwowana w krdtkim czasie po inokulacji (Marzec-Schmidt i in. 2018).
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Rysunek 3. Pasma aktywnos$ci POX, wizualizowane przy zastosowaniu natywnej PAGE, w liSciach siewek
pszenzyta ozimego linii tolerancyjnej (DH1) i podatnej (DH92) na infekcje M. nivale. A) Wybarwione prazki
odpowiadajace trzem izoformom POX. Do studzienek naktadano ekstrakty zawierajace 8 pg rozpuszczalnego
biatka. Kwantyfikacja dziatan POX I (B), POX II (C) i POX III (D) w siewkach linii DH1 i DH92, poddanych
trzem rodzajom traktowan: hartowaniu; hartowaniu a nastgpnie okryciu sztuczna okrywa imitujaca pokrywe
$niezng oraz hartowaniu, inokulacji, a nastgpnie okryciu sztuczna okrywa imitujaca pokrywe $niezna. Wartosci
oznaczaja srednia = SD (n = 3). Litery nad stupkami oznaczaja grupy jednorodne zgodnie z testem Duncana przy
p <0,05. Zrédto: Gawronska i Golebiowska-Pikania, 2016.

Podsumowanie:

W przedstawianych badaniach stezenie TBARS wzroslo pod wplywem
hartowania i inokulacji u obu odmian, ale bylo zawsze nizsze w siewkach linii
tolerancyjnej w porownaniu z wrazliwa, co sugeruje, ze uszkodzenie tkanki bylo wi¢ksze
w ro$linach drugiego genotypu. Poziom aktywnosci Cu/ZnSOD 1 i II, CAT oraz POX 11
i III byl wyzszy po hartowaniu w siewkach linii DH1; wynik ten moze sugerowac lepsze
dostosowanie do niskiej temperatury w przypadku linii tolerancyjnej na M. nivale.
Aktywnos¢ POX I wykazala wyzsza aktywno$¢ w siewkach genotypu tolerancyjnego
pod okrywami, zaréwno z jak i bez inokulacji, w porownaniu do genotypu wrazliwego.
Aktywnos¢ POX III zostala wzmocniona przez stres abiotyczny w lisciach siewek DH1,
podczas gdy nie wykryto jej w siewkach genotypu wrazliwego w zadnym terminie
eksperymentu. Podsumowujac, wyzsza aktywnos¢ antyoksydacyjna byla zwiazana
z nizszym uszkodzeniem tkanek linii DH tolerancyjnej na infekcj¢ M. nivale podczas
wzrostu w niskiej temperaturze oraz podczas infekcji.

Analiza zmian zawartosci kwasow fenolowych w siewkach genotypow pszenzyta
ozimego tolerancyjnych i wrazliwych na M. nivale

W dalszych badaniach (Gotgbiowska-Pikania i in., 2019; publikacja naukowa B6),
podjetych w ramach projektu NCN NN 140239, przeprowadzono analiz¢ metoda HPLC
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stezenia poszczegolnych kwasow fenolowych, zaréwno wolnych, jak i zwiazanych ze $ciang
komorkowa, w siewkach odmian rodzicielskich Hewo i Magnat oraz linii DH1 1 DH92.
Badano siewki: 1) hartowane przez 28 dni w temperaturze 4°C; 2) kontrolne nie prehartowane
1 nichartowane, znajdujace si¢ w tej samej fazie rozwoju, co siewki w pelni zahartowane 3)
hartowane inokulowane grzybnia M. nivale po 21 dniach od inokulacji i wzrostu
pod sztucznymi okrywami oraz 4) kontrolne hartowane nieinokulowane po 21 dniach wzrostu
pod sztucznymi okrywami.

Wsrod zidentyfikowanych kwaséw fenolowych, najwyzsze stezenia miaty kwasy:
ferulowy, rozmarynowy, chlorogenowy, synapinowy i trans-cynamonowy. Zawarto$¢
wigkszosci fenoli zalezala od genotypu 1 warunkéw wzrostu. Dwa kwasy zwigzane z $ciang
komorkowa: synapinowy i trans-cynamonowy, moga by¢ wskazane jako potencjalnie
powiazane ze zwigkszonym poziomem tolerancji siewek pszenzyta ozimego na rézowa plesn
$niegowa. W badaniach nie wykazano korelacji pomigdzy catkowitym stezeniem kwasow
fenolowych a poziomem tolerancji, jednak proporcja pomiedzy catkowitym poziomem
kwasoéw fenolowych zwigzanych ze §ciang komoérkowa a catkowitym poziomem wolnych
kwasow fenolowych w niskiej temperaturze moze odgrywa¢ rol¢ w utrzymaniu kondycji
ro$lin poprzedzajacej infekcjg¢ M. nivale. Badania innych autorow (Plazek i in., 2018) réwniez
wykazaty roznice w zawartosci kwaséw fenolowych zwiazane z tolerancja na infekcje
M. nivale w hybrydach Lolium-Festuca: wyzsza zawarto$¢ kwasu salicylowego w lisciach
1 weztach krzewienia obserwowano u odpornego genotypu po 3 tygodniach hartowania
w temperaturze 4°C, przy czym istotna wydaje si¢ by¢ takze sama dynamika akumulacji
badanych komponentéw w tym catkowitej zawartosci zwiazanych ze $ciana komorkowa
kwaséw fenolowych.

Analiza zmian sprawnosci fotosystemu II, aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych
i profilow biakowzch siewek jeczmienia tolerancvjnych i wrazliwych na mroz

Zmiany w zawarto$ci bialek indukowane przez hartowanie zostaly przeanalizowane
metoda elektroforezy dwukierunkowej 2 DE w siewkach dziesigciu linii podwojonych
haploidow (DH) jeczmienia ozimego, silnie zréznicowanych pod wzgledem poziomu
tolerancji na mroz (Gotebiowska-Pikania i in., 2017; publikacja naukowa BS5). Wsrod
45 roznicujacych biatek zidentyfikowanych metoda MALDI-TOF/TOF, wigkszo§¢ zostata
sklasyfikowana jako zwiazana z fotosynteza, metabolizmem weglodowanow, reakcjami
utleniania-redukcji oraz odpowiedzi na stres. Ws$rdd zidentyfikowanych bialek wykryto
wyzsza zawarto$¢ duzej 1 matej podjednostki RuBisCO, matej izoformy aktywazy RuBisCO,
dwoch biatek kompleksu wydzielajacego tlen Oxygen-evolving enhancer protein, reduktazy
Ferredoxin-NADP, hydroksylazy kwasow ttuszczowych zaleznej od cytochromu P450 i biatka
14-3-3, w hartowanych siewkach linii tolerancyjnej na mréz w poréwnaniu do wrazliwe;j.
Z kolei w hartowanych siewkach linii tolerancyjnej obserwowano nizszy wzgledny poziom
hipotetycznej B podjednostki syntazy F; ATP, mitochondrialnego biatka AtMg00810 i malej
podjednostki rybosomalnej metylotransferazy G. Wyniki badan proteomicznych uzupeiniono
ocena funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego, wykazujac wyrazne rdznice migdzy
badanymi genotypami w liczbie aktywnych centrum reakcji fotosystemu drugiego PSII
(RC/CSy). Ponadto analiza aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych sugeruje znaczenie
nadtlenku wodoru jako czasteczki sygnatowej, prawdopodobnie uczestniczacej w inicjacji
aklimatyzacji roslin wywotanej przez niska temperaturg. Inni autorzy wykazali, ze utrata
aktywnosci aktywazy RuBisCO, ktora odgrywa kluczowa role w wigzaniu wegla, zmniejsza
obrong za posrednictwem JA (Mitra i Baldwin, 2014).
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W siewkach linii DH jeczmienia ozimego o wysokiej tolerancji na mroz, podczas
hartowania temperatura 4°C generacji nadtlenku wodoru towarzyszyla bardziej
stabilna aktywno$¢ CAT oraz wyzsza aktywno$¢ SOD, podobnie, jak w badaniach
przeprowadzonych na hartowanych siewkach pszenzyta ozimego (Gawronska
i Gol¢biowska-Pikania, 2016, artykul B4; Gol¢biowska i in., 2011, artykul D6).

Najwazniejsze nowatorskie osiaggnigcia prezentowanych badan

Prace badawcze podjete w ramach gldwnego osiagnigcia naukowego pozwolity
na identyfikacje czesciowych sktadnikow (potencjalnych miejsc QTL) tolerancji pszenzyta
ozimego na plesn $niegowa wywotana grzybnia M. nivale, na grupach sprzezen 1B, 2A, 3A,
3B, 5A, 5B, 6A, 6B i 7B.

Nastgpnie przeprowadzono analiz¢ komponentéw odpowiedzialnych za utrzymanie
stanu redoks w komodrce. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze siewki
genotypow tolerancyjnych cechowata podwyzszona lub stabilna aktywno$¢ niektorych
enzymoOw antyoksydacyjnych: katalaz, peroksydaz oraz dysmutaz anionorodnika
ponadtlenkowego, zar6wno w niskiej temperaturze, jak i pod sztuczna okrywa $niegowa oraz
podczas infekcji. Z kolei w siewkach genotypdéw wrazliwych pszenzyta obserwowano wyzsza
akumulacje nadtlenku wodoru oraz substancji TBARS. Aktywno$§¢ Cu/ZnSOD 1 i II, CAT
oraz POX II i III wzrosta pod wplywem hartowania w siewkach tolerancyjnej linii DH1
i byla wyzsza w porownaniu do linii wrazliwej DH92. Wynik ten moze sugerowac lepsze
dostosowanie do niskiej temperatury dla linii tolerancyjnej. Aktywnos¢ POX I wykazala
wyzsza aktywnoS¢ w siewkach genotypu tolerancyjnego pod okrywami, zarowno z jak
i bez inokulacji, w poréownaniu do genotypu wrazliwego. Aktywnos¢ POX III zostala
wzmocniona przez stres abiotyczny w liSciach siewek DH1, podczas gdy nie wykryto jej
w siewkach genotypu wrazliwego w zadnym terminie eksperymentu.

Ponadto w badaniach wykryto istotne réznice w zawartosci i/lub aktywnos$ci biatek
zwigzanych z patogeneza. Dla peroksydazy tioredoksynowej Tsa oraz bialka zwigzanego
z patogeneza PR1 wykazano wyzszy wzgledny poziom ekspresji gendéw w hartowanych
siewkach genotypéw tolerancyjnych w porownaniu do wrazliwych. Siewki genotypow
tolerancyjnych wykazaty wyzszy poziom aktywnos$ci chitynaz.

Siewki genotypow tolerancyjnych wykazaty wyzszy poziom dwoch kwasow
fenolowych zwigzanych ze $ciana komorkowa (synapinowego i trans-cynamonowego)
po hartowaniu niska temperatura. Proporcja pomiedzy catkowitym poziomem kwasow
fenolowych zwiazanych ze $ciana komorkowa a calkowitym poziomem wolnych kwasow
fenolowych w niskiej temperaturze moze odgrywa¢ rol¢ w utrzymaniu kondycji roslin
poprzedzajacej infekcje M. nivale.

Przeprowadzone analizy siewek jeczmienia ozimego, podobnie, jak uzyskane wyniki
badan dla siewek pszenzyta ozimego, takze sugeruja udzial adaptacji fotosystemu II,
regulacji poziomu stezenia nadtlenku wodoru oraz aktywnoSci enzymow
antyoksydacyjnych i innych bialek indukowanych niska temperatura w nabywaniu
indukowanej chtodem tolerancji tego zboza na czynnik stresowy nast¢pujacy po hartowaniu.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze indukowana niska temperatura tolerancja krzyzowa
zb6z na plesn $niegowa 1 niska temperaturg jest zwiazana ze skuteczniejsza aktywacja uktadu
antyoksydacyjnego, lepszym zachowaniem funkcji fotosyntetycznych, akumulacjq niektorych
kwasow fenolowych oraz biatek zwiazanych z patogeneza w lisciach siewek tolerancyjnych
w porownaniu do siewek podatnych. Niektore z powyzszych mechanizméw i zaleznosci byty
postulowane wczesniej we wlasnych pracach (Gotgbiowska i Wedzony, 2009; Golgbiowska
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iin., 2011) oraz znalazty potwierdzenie w pracach innych autoréw (Szechynska-Hebda i in.
2013, 2015, 2016; Ptazek i in, 2018; Marzec-Schmidt i in. 2018; Dyda i in, 2018).

Przeprowadzenie badan na liniach DH pozwalajacych na wielokrotne powtarzanie
doswiadczen oraz wykorzystanie duzej réznorodnosci metod i zbadanie wielu aspektow
procesu z wykorzystaniem takiego samego genetycznie materialu dodaje warto$ci
prezentowanym wynikom. Dlatego wykorzystanie unikalnego materiatlu wytypowanego
do doswiadczen we wczesniejszych badaniach pozwolito znacznie poszerzy¢ wiedzg
dotyczaca krzyzowej odpornosci na niskie temperatury i infekcje plesnia $niegowa. Niemniej
dla potwierdzenia, ze wylonione mechanizmy maja powszechny charakter potrzebne jest
przeprowadzenie badan w szerszym tle genetycznym.

Wiele przeprowadzonych badan jest kosztochtonnych i pracochtonnych, dlatego
trudno je wykorzysta¢ w praktycznej hodowli. Jednakze uzyskane wyniki wskazuja
na mozliwo$¢ wykorzystania pomiaru parametréw fluorescencji chlorofilu w roslinach
hartowanych temperatura 4°C, jako potencjalnego fizjologicznego wskaznika poziomu
tolerancji zbdz na plesn $niegowa oraz mroz.
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VII. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC BADAWCZYCH
a) Podsumowanie dorobku naukowo-badawczego

Moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje tacznie 19 oryginalnych prac naukowych,
w tym 17 opublikowanych w czasopismach z listy JCR oraz 1 pracg przegladowa z listy JCR
149 doniesien konferencyjnych. Sumaryczne zestawienie informacji na temat dorobku
naukowo-badawczego oraz wskaznikow dokonan naukowych uje¢to w formie tabeli (Tab. 3).
Ponadto opisane badania zostaly wykonane w ramach projektow, w ktorych bytam
kierownikiem, gldownym wykonawca, wykonawca lub cztonkiem zespotu badawczego.

Indeks Hirscha (Web of Science®): 7 dla wszystkich publikacji, 7 bez autocytacji

Tabela 3. Wskazniki dokonan naukowych wg najwazniejszych baz danych (stan na dzien
25.03.2019r).

Liczba
Period Rodzaj Liczba Wskaznik Punkty cytowan
publikacji | publikacji IF? MNiSW? (Web of
Science?)
Z listy
Przed JCR! 1 0,817 15 12
doktoratem Spoza listy
Glowne
osiaghigcie 5 7,827 120 20
naukowe
(JCRY
Gléwne
osiagniecie
Po uzyskaniu naukowe 1 0 9 0
stopnia (Spoza listy
doktora JCR)
Pozostate
2 listy JCR! 11 22,586 316 86
Spoza listy
JCR 1 0 4 0
Publikacja
przegladowa 1 0 0 57
z listy JCR'
Sumarycznie: 20 31,230 464 175

1 Journal Citation Reports, Thomson Reuterst

2 Sumaryczny wskaznik Impact Factor publikacji naukowych wedtug listy JCR (zgodnie z rokiem opublikowania
w przypadku publikacji z 2019r podano 1F2017).

3 Sumaryczna liczba punktow MNiSW przypisanych na podstawie ujednoliconego wykazu czasopism naukowych za lata
2013-2016 z dnia 26.01.2017r. (w przypadku publikacji z 2017r i 2019r podano ilos¢ punktéw za 2016r).

4 Dane z bazy Web of Science z dnia 25 marca 2019r
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b) Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Praca doktorska

Dziatalno$¢ naukowa rozpoczetam w 2004 roku wraz z podjeciem studiow
doktoranckich po przyjeciu na Migdzynarodowe Studia Doktoranckie Nauk Przyrodniczych
Polskiej Akademii Nauk przy Instytucie Botaniki im. Wladystawa Szafera PAN w Krakowie.
Dolaczylam wowczas do zespotu Zaktadu Biologii Komoérki Instytutu Fizjologii Roslin
im. Franciszka Gorskiego PAN w Krakowie, kierowanego przez dr hab. Mari¢ Wedzony
zajmujacego si¢ migdzy innymi badaniami mechanizméw odpornosci zb6éz na czynniki
stresowe oraz metodami kultur in vitro wyprowadzania linii podwojonych haploidow. Moj
projekt pracy doktorskiej, napisany pod opieka dr hab. M. Wedzony, zostat nagrodzony
trzyletnim stypendium doktoranckim Prezesa Polskiej Akademii Nauk prof. dr hab. Ludwika
Legockiego. Wniost on do prac zespotu nowa tematyke badawcza: analizg stresu biotycznego
zwiazanego z infekcja patogenem grzybowym.

Badania, ktore wykonalam w ramach pracy doktorskiej (2004-08 r) polegaly
na poszukiwaniu procesOw fizjologicznych warunkujacych tolerancj¢ pszenzyta ozimego
(x Triticosecale Wittm.) na chorobg siewek nazywana r6zowa plesnia $niegowa wywotana
przez grzyb Microdochium nivale (Fr.)) Samuels & Hallett. W badaniach wstepnych
przeprowadzitam szereg testow stopnia porazenia plesnia $niegowa dla wybranych odmian
1 linii hodowlanych pszenzyta ozimego w warunkach kontrolowanych oraz zbadatam wptyw
hartowania niska temperatura na poziom uzyskanej tolerancji. Na podstawie otrzymanych
wynikéw wybralam odmiany pszenzyta o stosunkowo wysokim i niskim poziomie tolerancji
na M. nivale jako modelowe do dalszych badan. Nastgpnie szczegdlng uwage zwrdcitam
na probg weryfikacji hipotezy dyskutowanej w literaturze przedmiotu, przypisujacej uktadowi
antyoksydacyjnemu traw i zb6z znaczaca funkcj¢ w mechanizmie obrony przed infekcja
grzybem chorobotwérczym oraz na interakcje pomiedzy funkcjonowaniem uktadu
antyoksydacyjnego, a hartowaniem ros$lin niska temperatura. W pracy podjetam takze analizy
profili biatkowych siewek pszenzyta o zroznicowanej tolerancji na infekcje w poszukiwaniu
biatek o zréznicowanej ekspresji po hartowaniu oraz inokulacji.

Potencjalnym celem utylitarnym prowadzonych badan byto nakreslenie mozliwosci
hodowli pszenzyta w kierunku zwigkszenia odpornosci tego waznego zboza na plesn
$niegowa, bedaca istotnym problemem rolniczym w naszej strefie klimatycznej. Celowi temu
miato shuzy¢ wyznaczenie, na podstawie uzyskanej nowej wiedzy, fizjologicznych markerow
odpornosci, ktore mozna bada¢ w warunkach laboratoryjnych dla selekcji materiatu
roslinnego w procesie wyprowadzania nowych odpornych odmian.

Najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej obejmowaly zaobserwowanie znaczacych
r6znic w odpornosci siewek odmian pszenzyta ozimego Hewo 1 Magnat na infekcje M. nivale,
ktore pozwolilty na wykorzystanie ich jako uktadu modelowego do badan nad mechanizmami
odpornosci na plesn $niegowa. Dla badanych genotypdw potwierdzitam, ze do petnej indukcji
odpornosci siewek na plesn $niegowa niezbedny jest odpowiednio dlugi okres hartowania
niska temperatura. Wyniki moich analiz biochemicznych wskazuja, Ze nizsze st¢zenie
nadtlenku wodoru w hartowanych siewkach koreluje pozytywnie z wyzsza odpornoscia
na infekcj¢ patogenem. Mechanizmy obronne uruchamiane podczas hartowania w niskiej
temperaturze prawdopodobnie obejmuja enzymy antyoksydacyjne, gdyz wykazywaty one
wyzsza aktywno$¢ u odporniejszej odmiany Hewo, co pozwala postawi¢ hipoteze, ze biora
udziat w utrzymaniu wzglednie niskiego stezenia nadtlenku wodoru podczas wzrostu
w niskiej temperaturze oraz we wczesnych etapach (katalazy) i pozniejszych etapach
(peroksydazy) patogenezy. Zwigkszona wrazliwos¢ na stresy abiotyczne obserwowana
za posrednictwem szeregu parametrow fizjologicznych w siewkach odmiany Magnat
towarzyszyla jej nizszej odpornosci na infekcj¢ grzybnia M. nivale. St¢zenie nadtlenku
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wodoru obserwowane w siewkach Magnat bylo prawdopodobnie toksyczne dla tkanek
gospodarza, natomiast nie stanowito przeszkody dla rozwoju infekc;ji.

Ponadto siewki badanych odmian pszenzyta miaty zréznicowane profile biatkowe
zarowno pod wplywem hartowania niska temperatura, jak 1 infekcji patogenem.
Przeprowadzono analizg profilow bialek rozpuszczalnych o masie do 50 kDa dla siewek
odmian Hewo 1 Magnat po hartowaniu (4 tygodnie w 4°C) w pordéwnaniu do kontrolnych
siewek nie prehartowanych i nie hartowanych metoda dwuwymiarowej elektroforezy zelowe;j
(2-DE) 1 wzmacnianej powierzchna laserowa desorpcja/ jonizacja w czasie lotu (SELDI-TOF,
J. ang. Surface-enhanced laser desorption/ionization Time of Flight). Ekspozycja na niska
temperatur¢ wywotata jedynie ilosciowe zmiany w lisciach obydwu odmian, powodujace
wzrost lub spadek biatek o masie 4-50 kDa. Wsrdd biatek akumulowanych pod wplywem
niskiej temperatury w lisciach Hewo zidentyfikowano dwie peroksydazy tioredoksynowe
BASI1 (przeciwutleniajace biatka specyficzne dla chloroplastycznego tiolu), podjednostke
mitochondrialnej ATP syntazy oraz biatko opornosciowe wiazace ADP. Z kolei hartowane
siewki tego genotypu wykazaly obnizony poziom matej podjednostki PW9 RuBisCO
i epidermalnej peroksydazy 10. Co najmniej 15 biatek niskoczasteczkowych o masie
czasteczkowej od 7,1 kDa do 10,8 kDa roznicowato profile biatkowe hartowanych niska
temperatura oraz infekowanych grzybnia M. nivale siewek odmian Hewo 1 Magnat. Czg$¢
pozostatych biatek roéwniez moze by¢ zwiazana z poziomem odpornosci na plesn §niegowa,
jednak ich identyfikacja 1 okreslenie funkcji wymagaja dalszych badan.

Uzyskane przeze mnie wyniki analiz proteomicznych wydaja si¢ potwierdzaé
zalezno$¢ indukowanej niska temperatura odpornosci na infekcje od dzialania systemu
antyoksydacyjnego. Na podstawie wynikow pracy doktorskiej mozna wnioskowac, ze pomiar
sprawnosci fotosyntetycznej i stezenia nadtlenku wodoru w hartowanych siewkach pszenzyta
ozimego moze by¢ wykorzystany do wstepnej oceny materiatow hodowlanych pod katem ich
potencjalnej odpornosci na infekcje M. nivale.

Uzyskane wyniki zlozyly si¢ na moja rozprawg doktorska zatytulowana:
»Mechanizmy odpornosci pszenzyta ozimego (x Triticosecale Wittm.) na ré6zowa plesn
$niegowa wywotana przez Microdochium nivale (Fr.) Samuels & Hallett”, ktérej promotorem
byla dr hab. Maria We¢dzony. Obronitam ja w dniu 24. czerwca 2008 roku przed Rada
Instytutu Botaniki im. Wladystawa Szafera Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, uzyskujac
stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii. Uzyskane wyniki
po przeredagowaniu i1 uzupeklieniu danych zostaly wykorzystane po obronie doktoratu
w publikacjach D1, D5 i D6 o tacznym IF=3,513, 50 punktach MNiSW oraz liczbie
cytowan 12. Prace omOwiono ponizej.

Przed obrona pracy doktorskiej, wyniki doktoratu byly prezentowane na 8
konferencjach naukowych, wymienionych w Zalaczniku nr 8 (pozycje 41-48).

Dorobek przed doktoratem nie objety pracq doktorskq
Moj pozostaty dorobek publikacyjny przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora
objat jedna publikacje oryginalna (o IF=0,817, 15 punktach MNiSW oraz liczbie cytowan
12) oraz 1 doniesienia na konferencji nie zwiazanych z doktoratem. Bratam wudziat
w 3 projektach badawczych mi¢dzynarodowych oraz 5 projektach badawczych
krajowych, prowadzac miedzy innymi:
e analizy fizjologiczne i biochemiczne, w tym pomiary aktywnosci glukanaz
i chitynaz, zwiazane z poziomem odpornosci zboz na patogeny grzybowe;
e analize profilow biatkowych nasion genotypu ryzu o niskiej zawartos$ci kwasu
fitowego w porownaniu do genotypu rodzicielskiego;
e kultury pylnikow zbdz w warunkach in vitro;
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e obserwacj¢ procesu androgenezy i regeneracji na potrzeby wyprowadzania
nowych linii podwojonych haploidéw u zbdz.

Listg doniesien konferencyjnych podano w Zalaczniku nr 8, a listg projektow w Zalaczniku
nr7.

Udziat w szkoleniach
2007, 18 kwietnia, szkolenie: ,,Proteomics RoadShow 2007, Bio-Rad Polska, Warszawa

2007, 28 lutego, Spotkanie brokerskie organizowane przez Centrum Transferu Technologii
Politechniki Krakowskiej w obszarze badawczy ,,Environment (including Climate Change)”,
call FP7-ENV-2007-1, Krakow

2004-2006, szkolenia w ramach projektu CropStress, IFR PAN, Krakéw: ,,Workshop on
Molecular Biology” (20-21.02.2006r), ,Molecular Markers for Plant Physiologists”
(6.03.2006r1), ,,International Advisory Board Meeting Workshop on Enhancing Basic
Academic Skills” (3-9.03.2006r i 14-17.09.2004r), ,,Methods of molecular genetics in plant
biology-Immunolocalization techniques in plant tissues” (16-19.03.2005r)

2004, 29 listopada Migdzynarodowy workshop Crop Improvement Centre for Sustainable
Agriculture CICSA “Resistance of cereals to biotic stresses”, [HAR, Radzikow

2004, 6-8 pazdziernika “Centre of Excellence in Plant Agrobiology and Molecular Genetics
PAGEN?”, Instytut Genetyki Roslin PAN, Poznan

Opublikowane wyniki pracy doktorskiej

Wybdr odmian pszenzyta modelowych do badan i analizy fizjologiczne

W badaniach bedacych czescia pracy doktorskiej (Golebiowska i Wedzony, 2009;
artykul D1), analizowano wptyw traktowania niska temperatura na stopien porazenia siewek
pszenzyta (x Triticosecale Wittm.) ozimego przez r6zowa plesn $niegowa wywotang grzybnia
Microdochium nivale (Samuels 1 Hallett) w trzech sezonach eksperymentalnych. Badane
genotypy roznity si¢ istotnie tolerancja na infekcjg; sposrod testowanych genotypow,
dla odmiany Magnat we wszystkich trzech sezonach do§wiadczen odnotowano wysoki $redni
indeks porazenia (85-98%), a dla odmiany Hewo - wzglednie niski (35-40%),
po zastosowaniu hartowania temperatura 4°C przed inokulacja grzybnia. Otrzymane wyniki
poziomu porazenia dla genotypoéw tolerancyjnych i wrazliwych mieszcza si¢ w zakresie
podawanym w literaturze przez innych autorow (Ergon 1 in., 1998; Hare 1 in., 1999; Ergon
i1in., 2003; Pronczuk i in., 2003; Zhukovsky, 2006).

Poziom tolerancji pszenzyta byt zalezny od genotypu, wzrastal liniowo podczas
hartowania i osiagnal najwyzszy obserwowany poziom po 4 tygodniach hartowania.
Na podstawie uzyskanych wynikow odmiang Magnat uznano za wrazliwa, a odmiang Hewo —
tolerancyjna na rézowa plesn $niegowa. Natomiast siewki niehartowane niska temperatura
byty catkowicie nieodporne na M. nivale, niezaleznie od genotypu. Zaden z testowanych
genotypow nie wykazat si¢ catkowita odpornoscia — brakiem porazenia. Objawy choroby
obserwowane w inokulowanych roslinach mozna bylo wytacznie przypisywac¢ do infekcji,
poniewaz same stresy abiotyczne (niska temperatura, wysoka wilgotno$¢ i zaciemnienie) nie
byly powaznie uszkadzajace dla badanych roslin. Wyniki przeprowadzonych laboratoryjnych
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testow przeprowadzonych w warunkach kontrolowanych korelowaly z wynikami uzyskanymi
przez hodowcoOw na poletkach doswiadczalnych dla wymienionych genotypdw pszenzyta.
Autorzy innych prac przeprowadzonych na pszenicy réwniez obserwowali wzrost tolerancji
na M. nivale wywotany hartowaniem (Gaudet, 1994; Hommo, 1994, 1996; Pulli i in., 1996;
Nakajima i Abe 1996; Laroche i in., 1997; Ergon i in., 1998; Gaudet i Laroche, 1998; Gaudet
11n., 2003a,b; Ergon i in., 2003; Browne i in., 2006;). P6zniejsze prace przeprowadzone przez
Dyda i in. (2018) takze potwierdzity, ze wszystkie badane genotypy pszenzyta ozimego byty
catkowicie nieodporne na M. nivale bez hartowania chtodem poprzedzajacego infekcje.

Badane siewki siedmiu genotypow pszenzyta istotnie réznily si¢ funkcjonowaniem
fotosystemu drugiego PSII po 4 tygodniach hartowania. Uzyskane wyniki pozwalaja
stwierdzi¢, ze wyzszy wskaznik witalnosci Rfd, obliczony dla fotosystemu drugiego PSII
na podstawie wzoru za Maxwell and Johnson (2000), w lisciach siewek w pelni
zahartowanych byl skorelowany z wyzsza tolerancja na infekcje (*=0,89; p=0,003), podczas,
gdy réznice w innych parametrach fluorescencji nie byly znaczace. Dalsze badania,
przeprowadzone przez Szechynska i in. (2015) potwierdzaja, ze niska temperatura i warunki
$wietlne moga indukowa¢ zalezne od genotypu mechanizmy tolerancji pszenzyta ozimego
na M. nivale, a genotypy zdolne do rozwoju skutecznego mechanizmu obronne sa elastyczne
w procesie fotosyntezy: dostosowuja reakcje w poblizu PSII oraz bardziej wydajnie integruja
pierwotne reakcje fotochemiczne z reakcjami ciemnosciowymi. Wyzsza maksymalna
efektywnos¢ kwantowa PSII byla skorelowana z nizszym poziomem destrukcji lisci
po infekcji i z wyzszym poziomem tolerancji na M. nivale (Dyda i in., 2018). Uzyskane dane
sugeruja mozliwe zastosowanie pomiaru tego fizjologicznego parametru w siewkach
hartowanych do badan przesiewowych materiatu roslinnego prowadzonych na duza skalg,
w celu wybrania genotypdw potencjalnie tolerancyjnych na M. nivale.

Przedstawiane badania przeprowadzone w pracy doktorskiej przyczynity sig
do wybrania modelowych odmian do dalszych badan nad procesami na poziomie
fizjologicznym, biochemicznym i genetycznym, zwigzanymi z indukowana niska temperatura
tolerancja krzyzowa pszenzyta na rozowa plesn $niegowa, a takze do wybrania odmian
rodzicielskich (Hewo i Magnat oraz SaKa3006 i Ugo (Modus)) dla wyprowadzenia populacji
mapujacych zlozonych z linii podwojonych haploidow (DH, j. ang. doubled haploids)
stuzacych do mapowania QTL wybranych cech pszenzyta.

Analiza cytologiczna przebiegu infekcji M. nivale w roznych organach siewek pszenzyta

W dalszej czgsci pracy doktorskiej podjeto analizy cytologiczne przebiegu infekcji
M. nivale u pszenzyta w $wietle widzialnym 1 fluorescencyjnym (Dubas i in., 2011; artykul
D5) — tego typu badania nie byly wczesniej przeprowadzone przez innych autoréw. Badano
rosliny (liscie, pochwy lisciowe, wezty krzewienia 1 korzenie) dwoch modelowych odmian
pszenzyta ozimego — wrazliwej i tolerancyjnej na M. nivale. Grzybni¢ barwiono przy uzyciu
barwnikow fluorescencyjnych Calcofluor White (O’Brien 1 McCully, 1981) oraz bigkitem
aniliny (Mtodzianowski i Wozny, 1990) przez 5 minut i obserwowano w $wietle UV (filtr
wzbudzenia 365 nm, lustro dichroiczne 395 nm, filtr barierowy 420 nm). Dodatkowo miejsca
infekcji barwiono przy uzyciu diaminobenzydyny (DAB, j. ang. 3,3"-Diaminobenzidine)
metoda za Thordal-Christensen et al. (1997) w celu wizualizacji miejsc akumulacji nadtlenku
wodoru; te analizy zostaly podjete po obronie doktoratu.

Mikroskopowa analiza rozwoju M. nivale w réznych organach badanych siewek
wykazala, Ze jest to proces dynamiczny. Co wigcej, w obu testowanych odmianach proces
hartowania niska temperatura opdzniat wzrost grzybni M. nivale w siewkach. Wzrost grzybni
w siewkach niehartowanych i hartowanych obserwowano w: (I) endodermie i komoérkach
korowych weztow krzewienia; (II) komoérkach epidermy lisci (Rys. 4) oraz (III) pochwach
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lisSciowych. Rozrost grzybni nastgpowat od weztow krzewienia na poziomie gleby
do zewnetrznych pochew lisciowych 1 lici. Rozprzestrzenianie si¢ patogenu przebiegato
takze poprzez penetracj¢ Scian komorkowych, a nastgpnie rozwoj strzgpek tworzacych
haustoria w obregbie zywych komorek epidermy lisci lub endodermy komorek korowych
weztow krzewienia. W wielu przypadkach obserwowano przenikanie patogenu przez aparaty
szparkowe lisci. Natomiast obserwacja mikroskopowa nieinokulowanych siewek nie ujawnita
jakiekolwiek powaznych uszkodzen tkanki ani akumulacji zwiazkéw fenolowych.

Rysunek 4. Analiza cytologiczna przebiegu infekcji grzybnia M. nivale przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Nikon Eclipse E-600, wyposazonego w system DIC oraz kamere¢ cyfrowa o wysokiej
czulo$ci DXM 1200F. Grzybni¢ barwiono przy uzyciu barwnikdéw fluorescencyjnych Calcofluor White oraz
bigkitu aniliny przez 5 minut i obserwowano w $wietle UV (filtr wzbudzenia 365 nm, lustro dichroiczne 395 nm,
filtr barierowy 420 nm). a) Strzgpki tworzace haustorium w komoérkach skorki lisci (niebieskie). b) Haustorium
obok aparatu szparkowego. ¢) Gesta sie¢ strzgpek w lisciach komorki skorki (zolto-biate). Czerwona
autofluorescencja chlorofilu. Zrédto: Dubas i in., 2011.

Analizy cytologiczne inokulowanych roslin wykazaty, ze niehartowane rosliny
odmiany Magnat byly znacznie bardziej podatne na infekcje M. nivale, niz ro$liny hartowane
znajdujace si¢ w tym samym stadium rozwojowym. W weztach krzewienia niehartowanych
siewek tej odmiany strzgpki grzybow znaleziono juz po 1 godzinie po inokulacji. Wnikaty
one przez Sciany komorkowe komorek wezldw krzewienia 1 wytwarzaty haustoria. Dwie
godziny pozniej pojedyncze strzgpki byly widoczne na liSciach. W tym samym czasie,
w hartowanych ro§linach odmiany Magnat komorki korowe weztéw krzewienia nie byly
jeszcze zainfekowane; jednak pojedyncze strzgpki grzyboéw wykryto na powierzchni lisci.
Dzien po inokulacji, na powierzchni lisci zarowno siewek hartowanych, jak i niehartowanych,
odnotowano gesta sie¢ strzgpek M. nivale. W niehartowanych roslinach ekspansji grzyba
towarzyszylo nagromadzenie zwiazkow fenolowych, wykryte w komorkach epidermy lisci,
w poblizu aparatow szparkowych, a w trzecim dniu po inokulacji strzgpki zaczely penetrowac
przez aparaty szparkowe. W tym samym czasie, starsze li§cie hartowanych siewek odmiany
Magnat nie wykazywaty zadnych objawoéw infekcji, z wyjatkiem gromadzenia si¢ zwiazkoéw
fenolowych znajdujacych si¢ w poblizu aparatow szparkowych. Najmlodsze liscie
hartowanych siewek odmiany Magnat byty pierwszymi miejscami infekcji, z ktorych grzyb
zaczal sig¢ rozprzestrzeniaé. Na powierzchni takich lisci, blisko wegziow krzewienia,
obserwowano pojedyncze strzgpki, a poczawszy od piatego dnia po inokulacji, powazne
objawy infekcji (liczne strzgpki na powierzchni lub w komorkach kory wezlow krzewienia,
komorek epidermy lisci i w pochwach liSciowych), notowano zarowno w niehartowanych,
jak 1 hartowanych siewkach odmiany Magnat.
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W przeciwienstwie do odmiany wrazliwej, zarowno niehartowane jak i hartowane
siewki odmiany Hewo nie wykazaly zadnych oznak infekcji patogenem podczas pierwszych
24 godzin po inokulacji grzybnia M. nivale. Pierwszego dnia po inokulacji wykryto tylko
pojedyncze strzepki na liciach niehartowanych roslin. Dwa dni p6zniej zakazenie rozwingto
si¢ zarowno w niehartowanych, jak i1 hartowanych siewkach, w endodermie, komdrkach
korowych wezta krzewienia oraz na powierzchni lisci. W niehartowanych siewkach odmiany
Hewo zaobserwowano strzgpki produkujace haustoria w komodrkach skorki lisci. Te strzepki
wrastaty przez szparki w glebsze warstwy komorek liscia. Od 5 dnia po inokulacji, pojawity
si¢ miedzykomoérkowe 1 wewnatrzkomorkowe rozgalgzienia strzgpek, rozchodzace sig
z zewnetrznych komorek skorki lisci, pochew lisciowych oraz komorek kory weztow
krzewienia, zarowno siewek niehartowanych, jak i hartowanych. Pozniej, siddmego dnia po
inokulacji w siewkach niehartowanych strzgpki grzyba utworzyly haustoria w komorkach
weztow krzewienia. W tym samym czasie, wiele strzgpek otaczato korzenie i wtosniki.
Na skutek postepu infekceji, komorki czesto byly plazmolizowane, a strony kontaktowe byly
ciemne i przesiaknigte.

Nieinokulowane siewki obu odmian nie akumulowaty nadtlenku wodoru w warunkach
eksperymentalnych. Natomiast 7 dnia po inokulacji nastapita jego akumulacja w siewkach
obu genotypdw w miejscach penetracji w komorkach epidermalnych i1 mezofilowych.
W niektérych przypadkach zaobserwowano rdéwniez powstawanie nadtlenku wodoru
w poblizu miejsc zakazenia. Analizy poczatkowych etapéw zakazenia potwierdzity penetracje
w tkankach liscia za posrednictwem aparatow szparkowych obserwowane za pomoca technik
mikroskopii fluorescencyjnej. Badania innych autorow wykazaty, ze M. nivale zachowuje si¢
jako biotrof siewkach tolerancyjnej odmiany Hewo, a jako nektrotrof u wrazliwej Magnat
(Szechynska 1 in., 2013). Rownocze$nie badania Szechynska i1 in. (2016) wykazaty,
ze traktowanie niska temperatura indukuje modyfikacje strukturalne i chemiczne $ciany
komorkowej, ktore sa skorelowane z wigksza tolerancja odmiany Hewo na infekcj¢ M. nivale.
Zmiany te obejmuja bardziej zwarta oraz zintegrowana strukturg celulozy, w tym grubsze
1 dluzsze widkna, a takze wigksza mas¢ molekularng i1 bardziej ztozona strukturg ligniny,
w porownaniu do siewek wrazliwej odmiany Magnat. Infekcja, przy zastosowaniu
standardowej komorowej metody inokulacji przebiega od korzenia, poprzez wezet krzewienia
do lisci (Dyda i in., 2018).

Podsumowujac uzyskane wyniki, modelowe odmiany r6znity si¢ zar6wno poziomem
infekcji, jak i dynamika tego procesu, co potwierdzito ich rdznice w tolerancji obserwowane
w laboratoryjnych testach porazenia i dane uzyskane od hodowcow. Ponadto analiza
wykazala, ze w obu odmianach hartowanie siewek niska temperaturg istotnie opoznito wzrost
grzybni. Wzrost strzgpek obserwowano we wszystkich organach ro$lin, a po raz pierwszy
w literaturze udokumentowano produkcje haustorium w tkankach badanych ros§lin. Wnikaniu
strzgpek towarzyszyta akumulacja nadtlenku wodoru. Uzyskane wyniki pozwolity na lepsze
zbadanie interakcji pomigdzy rosling a patogenem, a takze wskazanie optymalnych terminow
pomiarowych dla dalszych badan. Dane takze wskazuja, ze M. nivale jest patogenem
hemibiotroficznym.

Badania __poziomu _stezenia _nadtlenku wodoru _oraz __aktywnosci __enzymow
antyoksydacyjnych w_siewkach modelowych pszenzyta w_odpowiedzi na hartowanie
niskg temperatura, sztuczng okrywe Sniegowa oraz infekcje grzybnia M. nivale

Analizy biochemiczne (Golebiowska i in., 2011; artykul D6) odpowiedzi siewek
pszenzyta na hartowanie niska temperatura oraz infekcje grzybnia M. mivale zostaty
przeprowadzone na modelowych odmianach pszenzyta Magnat (wrazliwej) 1 Hewo
(tolerancyjnej). Zmierzono spektrofotometrycznie st¢zenie nadtlenku wodoru jako wskaznika
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stresu oksydacyjnego oraz calkowita aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych: katalazy
(CAT, EC 1.11.1.6), peroksydazy (POX, EC 1.11.1.s), peroksydazy askorbinianowej (APX,
EC 1.11.1.11) oraz dysmutazy anionorodnika ponadtlenkowego (SOD, EC 1.15.1.1)
w siewkach: 1) po 14-dniowym prehartowaniu w temperaturze 12°C, 2) po 7, 14, 21 1 28
dniach hartowania w temperaturze 4°C; 3) inokulowanych po 2, 5 i 10 dniach wzrostu
pod sztucznymi okrywami; 4) kontrolnych siewek nie prehartowanych i niehartowanych,
znajdujacych si¢ w tej samej fazie rozwoju, co siewki w peini zahartowane oraz
5) kontrolnych hartowanych siewek nieinokulowanych po 2, 5 1 10 dniach wzrostu
pod sztucznymi okrywami.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowaé, ze zwigkszona aktywno$¢
CAT, POX i APX i wynikowy nizszy poziom stgzenia nadtlenku wodoru w badanych
siewkach pszenzyta ozimego byl pozytywnie skorelowany z tolerancja na niska temperature,
niskie natgzenie $wiatla, wysoka wilgotnos¢ oraz infekcje rozowej plesni $Sniegowej. Z kolei
wyzsze poziomy nadtlenku obserwowane w siewkach wrazliwych prawdopodobnie wynikaja
z nierbwnowagi migdzy produkcja a eliminacja RFT w warunkach stresowych.

Podsumowanie najwazniejszych osiqgniec pracy doktorskiej

Prace badawcze podjete w ramach pracy doktorskiej pozwolily na wybor modelowych
genotypéw (odmian i linii) pszenzyta ozimego o skrajnym poziomie indukowanej niska
temperatura tolerancji na infekcje M. nivale, a takze do wyboru odmian rodzicielskich
dla wyprowadzenia populacji mapujacej ztozonej z linii podwojonych haploidow w celu
mapowania QTL wybranych cech pszenzyta.

Modelowe odmiany roznily si¢ zar6wno poziomem infekcji, jak i dynamika tego
procesu, obserwowana w §wietle widzialnym 1 fluorescencyjnym, co potwierdzito ich réznice
w tolerancji obserwowane w laboratoryjnych testach porazenia i1 dane uzyskane
od hodowcoéw. Ponadto analiza wykazata, ze w przypadku obu odmian hartowanie siewek
niska temperatura istotnie opdznito wzrost grzybni. Wzrost strzgpek obserwowano
we wszystkich organach ro$lin, a po raz pierwszy w literaturze udokumentowano
wytwarzanie haustorium przez M. nivale w tkankach badanych roslin. Wnikaniu strzgpek
towarzyszyta akumulacja nadtlenku wodoru. Uzyskane wyniki pozwolity na lepsze zbadanie
interakcji pomigdzy ro$ling a patogenem, a takze wskazanie optymalnych terminéw
pomiarowych dla dalszych badan. Dane takze wskazuja, ze M. nivale jest patogenem
hemibiotroficznym.

Nastgpnie na podstawie uzyskanych wynikow zasugerowano wskaznik witalnosci Rfd
fotosystemu drugiego PSII w siewkach hartowanych przez 4 tygodnie w temperaturze 4°C
jako potencjalny parametr fizjologiczny do przesiewowych testow poziomu tolerancji
pszenzyta ozimego na plesn $niegowa. Ponadto w siewkach genotypdéw wrazliwych pszenzyta
obserwowano akumulacje¢ nadtlenku wodoru. Natomiast siewki genotypow tolerancyjnych
cechowata podwyzszona lub stabilna aktywno$¢ niektérych enzymoéw antyoksydacyjnych:
katalaz, peroksydaz oraz dysmutaz ponadtlenkowych, zarowno w niskiej temperaturze, jak
1 pod sztuczna okrywa $niegowa oraz podczas infekcji.

¢) Przebieg pracy naukowo — badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu tytulu nauk biologicznych w zakresie biologii rozpoczgtam prace
w Instytucie Fizjologii Roslin im. Franciszka Gorskiego PAN w Krakowie, a nastgpnie
w Instytucie Biologii Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej
w Krakowie.

Moj dorobek publikacyjny po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 19 publikacji,
w tym 16 publikacji oryginalnych z listy JCR oraz 1 publikacje przegladowa z listy JCR

38



(faczny IF, zgodny z rokiem opublikowania — 30,413, sumaryczna liczba punktéw MNiSW,
zgodna z rokiem opublikowania — 449, liczba cytowan 163), a takze 41 doniesien
konferencyjnych mi¢dzynarodowych i krajowych. Bralam udziat w 4 projektach badawczych
migdzynarodowych oraz 7 projektach badawczych krajowych, z czego bylam kierownikiem
1 projektu badawczego miedzynarodowego oraz 1 projektu badawczego krajowego.
Podjete tematy badawcze stanowily zagadnienia rozwijane w licznych pracach magisterskich
i licencjackich, ktérych bylam opiekunem naukowym. Sposrod prac naukowych,
opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora, 6 oryginalnych prac eksperymentalnych
weszlo w sklad osiagnigcia naukowego, bedacego przedmiotem postgpowania
habilitacyjnego.

d) Kierunki prowadzonych badan nicawzglednione w osiggni¢ciu naukowym
Moje zainteresowania badawcze skupily si¢ wok6l procesow zwiazanych
z nabywaniem przez siewki zb6z indukowanej chodem tolerancji krzyzowej patogeny i niska
temperaturg, ale takze zaangazowalam si¢ w inne badania zwiazane z procesami
zachodzacymi w roslinach w warunkach suszy oraz z odpowiedzia mikrospor i pylnikow
na czynniki stresowe. Badania te objely:

Badania na poziomie bialek

o Analize réznic w profilach biatkowych pomiedzy linig ryzu o niskiej zawartosci kwasu
fitynowego a linig rodzicielska (publikacja naukowa D4);

o Identyfikacj¢ roznic zmian w liczebnosci i aktywno$ci biatek wywolanych susza
podczas generatywnego rozwoju jgczmienia ozimego (publikacja naukowa D11);

s Analiz¢ aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych i wydajnoéci metabolizmu
komorkowego zwigzanego z indukcja embriogenezy w izolowanej hodowli mikrospor
pszenzyta ozimego (publikacja naukowa D2); .

. Identyfikacj¢ bialek zwiazanych z reakcja embriogenezy w izolowanej hodowli
mikrospor pszenzyta ozimego (publikacja naukowa D12).

Badania genetyczne

B Mapowanie /loci cech ilosciowych (QTL) pszenzyta ozimego zwigzanych z indukcja
rozwoju androgenicznego (publikacja naukowa D7, D8 i D10);

® Mapowanie /oci cech ilosciowych (QTL) pszenzyta ozimego zwiazanych z wielkoscia
plonu (publikacja naukowa E1).

3 Krakow, dn. 25 marca 2019}
/‘
M’(G, ,'/%MZIL v .75 W

dr Gabriefa Gol¢biowska-Pikania
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