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Szczegblowe omdwienie osiagniecia naukowego, ktdre zostato opisane w ww. pracach.

4.A. Agrobiotechnologia — stan obecny i perspektywy rozwoju w erze nowoczesnej biotechnologii

W wyniku tysigcy lat istnienia rolnictwa cztowiek uzyskat wiele odmian roslin uprawnych, ktore staty si¢
podstawa codziennej diety. Do najwazniejszych roslin zywieniowych (alimentacyjnych) $wiata zalicza si¢ zboza.
Sposrdd nich najwigksza wysoko$¢ produkcji osiagaja: pszenica (podstawowe zboze chlebowe), kukurydza
(gtownie zboze paszowe i przemystowe) oraz ryz. Do najwazniejszych roslin uprawnych zalicza si¢ rowniez sojg,
na ktorg zapotrzebowanie nieustannie rosnie.

W pracy P1 oméwiono szerokie tlo i kontekst badan wlaczonych do niniejszej rozprawy habilitacyjne;.
Przedstawiono w niej konieczno$¢ intensyfikacji produkcji rolnej w kontekscie bezpieczenstwa zywnos$ciowego
(ang. food security), na przyktadzie 4 glownych roslin uprawnych (pszenicy, kukurydzy, ryzu i soi).
Bezpieczenstwo zywnosciowe to sytuacja, w ktorej wszyscy ludzie przez calty czas maja fizyczny, spoteczny i
ekonomiczny dostep do wystarczajacej, bezpiecznej i petnowarto$ciowej zywnosci, zaspokajajacej ich potrzeby i
umozliwiajacej prowadzenie aktywnego i zdrowego zycia [1]. Szacuje si¢, ze w celu zaspokojenia potrzeb rosnacej
populacji ludzkiej, swiatowa produkcja zywno$ci musi zosta¢ podwojona (wzrost o 2,4% rocznie w ciagu
nastepnych 30 lat), jest to trudne do osiggnigcia, poniewaz obecnie tempo wzrostu produkcji dla 4 wyzej
wymienionych zb6z wynosi jedynie od 0,9% do 1,6% [2]. W pierwszym rozdziale pracy P1 przedstawiono
wyzwania jakie stoja przed ludzkoscia w konteks$cie zapewnienia bezpieczenstwa zywnosciowego. Zaliczono do
nich brak dodatkowych terenoéw, ktére mozna przeznaczy¢ na produkcje rolng, degradacje ziemi/erozjeg, stresy
biotyczne i abiotyczne. W kolejnej czesci przedstawiono znaczenie roslin genetycznie zmodyfikowanych (GM,
ang. genetically modified) w produkc;ji rolniczej, przedstawiajac po krotce histori¢ roslin GM, a takze przyktady
modyfikacji genetycznych soi, kukurydzy, pszenicy i ryzu. Zwrocono roéwniez uwage na kierunki rozwoju
biotechnologii roslin na przyktadzie prob wprowadzania fotosyntetycznego systemu C4 do roslin o systemie C3
(soi, pszenicy czy ziemniakow), a takze wykorzystania roslin do produkcji farmaceutykow i zwigzkow o wysokim
potencjale wykorzystania w przemysle (np.: leki, plastiki, enzymy, kosmetyki czy epoksydy). W pracy P1
rozwazono rowniez czy rosliny GM mogg stanowi¢ rozwigzanie dla zapewnienia bezpieczenstwa zywnosciwego,
omoéwiono korzySci wynikajgce ze stosowania roslin GM w uprawie — brak niepozadanych skutkéw ubocznych
spozywania zywno$ci GM, mniejszy stopien zainfekowania ro§lin GM grzybami, zmniejszenie ilo$ci uzywanych
herbicydow i pestycydow, oraz wysokie zyski osiggane przez rolnikow wynikajace z upraw ro$lin GM. Podkreslono
réwniez rolg akceptacji spotecznej nowych technik biotechnologii i ich wykorzystania w produkcji rolniczej. Wraz
z pojawieniem si¢ NBT (ang. New Breeding Techniques) niezwykle wazne jest zaangazowanie spotecznosci
naukowej w dyskurs na temat biotechnologii i zapobieganie rozpowszechnianiu informacji niedoktadnych lub
falszywych. Spoteczefistwo blednie postrzega, ze wigkszo$¢ korzysci ptynacych z upraw GM uzyskuja
miedzynarodowe korporacje (tworcy technologii/nowych odmian) i rolnicy, odrzucajac naukowe dowody na
bezpieczenstwo zywnosci GM, zwigkszone plonowanie (bez zwigkszania powierzchni upraw), zmniejszone
stosowanie herbicydéw, pestycydow i nawozow, zmniejszong emisje gazOw cieplarnianych oraz umozliwienie
stosowania zréwnowazonych praktyk rolniczych. W duzej mierze dzieje si¢ tak z powodu braku uczciwych i
rzetelnych informacji o uprawach GM, oraz rozpowszechnianiu fatszywych informacji przez przeciwnikow GMO.

Potrzeba wykarmienia rosngcej $wiatowej populacji i odpowiedniego reagowania na skutki zmian
klimatycznych stala sie obecnie koniecznoscig. Aby jednak médc modyfikowaé uprawy, musimy najpierw
zrozumie¢ podstawy odpornosci, badajac odmiany lepiej przystosowane do przetrwania w niekorzystnych
warunkach $rodowiskowych. Postepy osiagnigte w ostatnich latach w dziedzinach biotechnologii i biologii



molekularnej radykalnie zmienily nasze rozumienie regulacji procesow ekspresji gendéw i reakcji roslin na stres
abiotyczny, uzbroity nas w nowe narzedzia, ktore pomagaja zwalczac rozne warunki stresowe oraz poprawié wzrost
i plony roslin uprawnych, a takze gatunkéw o znaczeniu przemystowym. Nasza podroz w $swiecie matych RNA
rozpoczeta si¢ w ubiegltym stuleciu, w latach 90., wraz z odkryciem szlaku interferencji RNA, a nastgpnie siRNA i
ich roli w procesie metylacji DNA i modyfikacjach chromatyny. W kolejnych latach odkrywano dalsze grupy
malych RNA (male RNA pochodzace z tRNA, mate RNA pochodzace ze snoRNA, mate RNA pochodzace z
MRNA) i zacz¢to poznawac ich role w komorkach oraz w adaptacji do roznych warunkow srodowiskowych. Wraz
z pojawieniem si¢ nowych technik o wysokiej przepustowosci gromadzenie ogromnej ilo$ci réznych typow danych
molekularnych stalo si¢ fatwiejsze i znacznie szybsze. Analiza tak duzej ilo$ci danych i zrozumienie wzajemnych
korelacji miedzy genami, ich rolami i matymi RNA jest obecnie wyzwaniem, z ktorym muszg si¢ zmierzy¢
naukowcy. W pracy P2 opisano wyniki analizy danych literaturowych na temat roli niekodujacych RNA w
odpowiedzi na stresy abiotyczne organizméw o znaczeniu przemystowym, takich jak rosliny uprawne i drozdze.
Aby zapewnic precyzyjna kontrolg ekspresji genoéw w warunkach normalnych i stresowych, organizmy opracowaty
Scisle zdefiniowane molekularne mechanizmy regulacyjne na poziomie transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym. W
pracy uwage skupiono na tzw. kanonicznych matych RNA (miRNA i siRNA), a takze tych niekanonicznych (takich
jak RNA pochodzace z mRNA, mate RNA pochodzace z tRNA, mate RNA pochodzace z snoRNA (sdRNA), mate
RNA pochodzace z mRNA i dhugie niekodujace RNA (IncRNA)). Chociaz istnieja dowody na udzial tych réznych
klas niekodujacych RNA w odpowiedzi roslin na warunki stresowe, w wiekszosci przypadkéw nadal brakuje
podstawowych informacji na temat ich roli i wzajemnego oddziatywania mi¢dzy roznymi szlakami regulacyjnymi.

4.B. Hipoteza badawcza i cel badan

Produkcja rolna to najwazniejszy element agrobiotechnologii, reprezentujacy znaczacy sektor Swiatowej
gospodarki i wykraczajacy daleko poza produkcje zywnosci. W ciggu ostatniego stulecia ludzko$¢ byta swiadkiem
kilku przetomowych wydarzen, ktore znaczaco zwigkszyly wydajno$¢ rolnictwa. Poczatkowo ulepszanie roslin
uprawnych opierato si¢ na ocenie i osadzie rolnikow, ktorzy do celow uprawowych i hodowlanych wybierali roliny
dobrej jakosci o wysokich plonach. Wprowadzenie nawozéw chemicznych (juz w XIX w.) oraz pestycydow i
herbicydéw (po II wojnie $wiatowej) spowodowato kolejny, skokowy wzrost plondéw. ,,Zielona rewolucja”,
zapoczatkowana w latach 40. w Meksyku przez dr. Borlauga, doprowadzita do kolejnego znacznego zwickszenia
plonéw. Nowe odmiany uzyskane z tradycyjnej hodowli byly nie tylko odporne na choroby, ale takze lepiej
adaptowaly sie do réznych warunkéw wzrostu, posiadajac zwiekszony potencjal plonowania. Zwielokrotnienie
plonowania przypisuje si¢ stosowaniu nawozdéw syntetycznych, ochronie roslin za pomocg pestycydow i
herbicydow oraz rozwojowi i powszechnemu stosowaniu ulepszonych odmian roslin uprawnych oraz maszyn
rolniczych. Kolejny kamien milowy w produkcji rolnej byt mozliwy dzigki zastosowaniu szerokiej gamy narzegdzi
biotechnologicznych. Manipulowanie informacjg genetyczng i tworzenie ro$lin genetycznie modyfikowanych stato
sie rzeczywisto$cig pod koniec XX wieku, kiedy na rynek wprowadzono pierwsze GMO. Mimo wielkich osiggnigc¢
minionych wiekow pilng kwestig pozostaje koniecznos$¢ doskonalenia istniejagcych odmian i zwigkszania produkcji
rolnej, podyktowana ciagltym wzrostem populacji ludzkiej i globalnymi zmianami klimatycznymi, ktoérym
towarzyszy narazenie organizméw na wicksze stresy biotyczne i abiotyczne.

Zawite, lecz $cisle zdefiniowane, mechanizmy molekularne aktywowane w roslinach w odpowiedzi na
stresy biotyczne i abiotyczne, pomimo intensywnej pracy naukowcOw na catym $wiecie, nie zostaty jeszcze
doktadnie poznane. Czynnik stresowy moze aktywowaé¢ mechanizmy, ktorych skutkiem bedzie adaptacja do



zaistniatych warunkéw i utrzymanie normalnego funkcjonowania komorki i organizmu. Tego typu mechanizmy
adaptacyjne moga by¢ przekazane organizmom potomnym i doprowadzi¢ do wyksztalcenia genotypdéw odpornych
na dany czynnik stresowy. Badania przedstawione w ramach niniejszej rozprawy habilitacyjnej charakteryzuje
wielopoziomowe, kompleksowe podejécie, zastosowane po to, aby zdefiniowac¢ molekularne podstawy odpowiedzi
roslin na stres srodowiskowy. Zainspirowana wnioskami ptyngcymi z analiz danych literaturowych, opisanych w
pracach P1 i P2, postanowitam moje badania poswigci¢ analizie odpowiedzi molekularnych na warunki stresow
abiotycznych waznych rolniczo roslin uprawnych. Celem badan byta zatem analiza odpowiedzi rodzimych odmian
ro$lin uprawnych na warunki stresu srodowiskowego w klimacie umiarkowanym. Do badan wybratam dwie wazne
przemystowo rosliny uprawne: kukurydze zwyczajna (Zea mays) oraz soje (Glycine max L.). Kukurydzg¢ poddano
stresowi herbicydowemu, a soj¢ stresowi zimna.

Cele szczegotowe:
Kukurydza:

Stres herbicydowy nie byl do tej pory badany na szeroka skale pomimo tego, iz u kukurydzy
zaobserwowano zrdznicowang fenotypowa odpowiedZz na stosowanie herbicydow. Celem moich badan byto
poznanie i zrozumienie mechanizméw molekularnych zwigkszonej odpornosci na stres herbicydowy wywotany
herbicydem RoundUp®, ktore zaobserwowane zostaty w naturalnych populacjach kukurydzy. W celu uzyskania
odpowiedzi na wyzej postawione pytania naukowe zastosowano metody bioinformatyczne, dzigki ktérym poznano
szczegdty budowy genoméw dwoch linii kukurydzy rdznigcych sie wrazliwoscig na herbicydy, jak i metody
molekularne, dzigki ktéorym przeanalizowano zmiany w poziomach ekspresji genow, miRNA, czy metylacji DNA.
W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano réznice w genomach kukurydzy, a takze zmiany w poziomie
ekspresji genéw migdzy dwiema liniami kukurydzy mniej lub bardziej tolerancyjnymi na herbicyd. Wyniki
przeprowadzonych badan (publikacje P3, P4 i P5) stanowig zrodto nowych danych, ktére pomoga odpowiedzie¢
na pytania o uniwersalno$¢ odpowiedzi roslin na stres herbicydowy.

Soja:

Soja jest ro§ling dnia krétkiego, o duzych wymaganiach termicznych, a Zadna z dotychczas
wyprowadzonych odmian nie jest catlkowicie odporna na niskie temperatury i przymrozki. W Klimacie
umiarkowanym to wtasnie chtod jest jednym z najistotniejszych czynnikoOw negatywnie wplywajacym na wzrost i
plonowanie soi. Soja wymaga stosunkowo wysokich temperatur w zakresie 15-22°C w momencie wschodu, 20—
25°C podczas kwitnienia i 15-22°C w okresie dojrzatosci. W umiarkowanych warunkach klimatycznych soja moze
by¢ narazona na stres zimna gtéwnie w dwoch okresach. Pierwszy okres to wschody i wczesne etapy wegetatywne
rozwoju ro$lin (V1-V3), czyli od ostatnich dziesigciu dni kwietnia do potowy maja. Drugim najbardziej wrazliwym
na chtod okresem jest faza kwitnienia, poniewaz tworzenie si¢ strgkow jest procesem krytycznym dla
produktywnosci roslin straczkowych.

Celem moich badan byto poznanie i zrozumienie r6znic powstalych w wyniku dziatania stresu zimna w
puli matych niekodujacych czasteczek RNA (sRNA, ang. small RNA) oraz degradomu trzech odmian soi uprawnej
(Fiskeby V, Augusta i Toyomusume) i jednej odmiany dzikiego przodka soi - Glycine soja (P1 538411A). Oprocz
oceny zmian w puli matych RNA i degradomu, zbadano takze zmiany w fenotypie wybranych odmian oraz zmiany
poziomow ekspresji genow zaangazowanych w odpowiedz roslin na niskg temperature. Dzigki poréwnaniu
fenotypowych symptoméw stresu i molekularnych odpowiedzi na stres u réoznych odmian wytypowano geny i
krotkie regulatorowe RNA odpowiedzialne za adaptacj¢ do warunkow stresowych. Tak kompleksowe podejscie



pozwolito na poznanie mechanizméw odpowiedzi waznej gospodarczo rosliny uprawnej na warunki stresu niskich
temperatur (publikacje P7 i P8). Na terenach Polski zarejestrowano kilka odmian soi, ktore wzglednie dobrze rosna
w naszej strefie klimatycznej, niemniej poznanie i zrozumienie mechanizmow zaangazowanych w odpowiedz soi
na stres zimna pozwoli udoskonali¢ uprawg tej rosliny w strefie klimatu umiarkowanego.

4.C. Material roslinny wykorzystany w badaniach

Kukurydza:

Dwie linie wsobne kukurydzy, wybrane do szczegdtowej analizy molekularnej wykazywaty najwigksza
(linia S245, TL) i najmniejsza (linia S79757, SL) wrazliwo$¢ na oprysk herbicydem RoundUp® w warunkach
polowych (dane nieopublikowane, prof. Kazimierz Adamczewski). Linie te uzyskano w wyniku programu
krzyzowania w ramach grantu badawczego nr. PBZ-MNiSW-2/3/2006. Dwie wybrane do badan linie kukurydzy
pochodza z testu przesiewowego tolerancji na herbicydy przeprowadzonego na 25 liniach wsobnych wybranych na
podstawie podtoza genetycznego, rodzaju bielma i znaczenia w hodowli. Przy najwyzszym stezeniu herbicydu
(RoundUp® 360 SL) (300 g, 1,0 I/ha) poziom uszkodzenia bardziej tolerancyjnej odmiany kukurydzy wyniost 40%,
natomiast w bardziej wrazliwej linii osiagnat 85% (prof. K. Adamczewski, dane niepublikowane).

Material do badan zostat dostarczony przez prof. K. Adamczewskiego z Instytutu Ochrony Roélin, a
materiat siewny pochodzit od producenta i hodowcy kukurydzy prof. J. Adamczyka z Hodowli Ro$lin Smolice Sp.
z 0. 0. Grupa IHAR. Sadzonki hodowano w szklarni w kontrolowanej temperaturze (22°C), wilgotnosci i
o$wietleniu (16 godz./8 godz. — swiatto/ciemnos¢). Wyselekcjonowano jednakowe sadzonki i dzielono je na dwie
grupy: jedna opryskano herbicydem Roundup® (1,0 I/ha, 300 g glifosatu) z adiuwantem AS 500 SL (4,0 1/ha) 2
tygodnie po wzejsciu roslin (w stadium 45 lisci), a druga (kontrolng) grupe hodowano bez zabiegu herbicydowego.
Aby pozna¢ zaré6wno wczesna, jak i pozng reakcje na warunki stresowe, dla kazdej testowanej odmiany, liscie
zbierano z 6 ro$lin w okreslonych punktach czasowych (6 godz. i 7 dni po zastosowaniu Roundup®); liscie zbierano
w tym samym czasie dla obu badanych grup roslin. Po zebraniu materiatu ro§linnego probki natychmiast zamrazano
w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze — 80 °C.

Soja:

We wspolpracy z prof. Zbigniewem Broda i dr hab. Jerzym Nawracaly z Katedry Genetyki i Hodowli
Ros$lin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu do badan wybralismy 3 odmiany soi: Augusta, Fiskeby V,
Toyomusume oraz dziki gatunek Glicyne soja. Jedna z nich ro$nie w Szwecji, jest to odmiana Fiskeby V,
niewrazliwa na fotoperiod ani na niskie temperatury. Odmiana Fiskeby V zostata wyhodowana przez dr Svena A.
Holmberga w Szwecji, niedaleko miasta Norrkoping (58 © 30'N). Przypuszcza sig, ze tolerancja na chtod szwedzkiej
odmiany Fiskeby V pochodzi od rasy Sachalin Namikawa. Odmiana Augusta zostata z kolei wyhodowana w
Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu i zarejestrowana w 2002 roku w
Polsce. Zostata uzyskana z dwoch krzyzowek: w pierwszym etapie wykonano krzyzéwke pomigdzy Fiskeby V i
linig PI 194643 i uzyskano lini¢ 104; w drugim kroku lini¢ 104 skrzyzowano z linig 11 (dziki gatunek G. soja).
Linia 11 G. soja rosnie w naturalnym $rodowisku dalekowschodniej Rosji na szerokosciach geograficznych
zblizonych do Polski i ma genotyp tolerancji na dtugi dzien. Dlatego Augusta ma dwa zrodta Swiattoczutosci, a jej
tolerancja na chtéd pochodzi od Fiskeby V. Nasiona odmian Augusta i Fiskeby V zostaty dostarczone przez dr hab.
J. Nawracatg¢ z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Kolejnym obiektem badan zostata Glycine soja,
jednoroczny gatunek dzikiej soi, pochodzgca z terenow Chin, czesciowo Korei, Japonii i Rosji. Jest to dziki przodek



uprawianych obecnie odmian Glycine max. Genotyp ten nalezy do ,,000” grupy wczesnosci, czyli jest niewrazliwy
na chtod. Glycine soja (nr dostgpu PI 538411A) zostata zebrana nad rzeka Amur (Daleki Wschod Rosji) na
szeroko$ci geograficznej: 52 ° 5839 ” N i dlugosci geograficznej: 127 © 21'44 " E. W celach kontrolnych
postanowili$my rowniez przeanalizowa¢ odmiang nalezgcg do I grupy wcezesnosci, wrazliwg na niskie temperatury.
Jest to odmiana Toyomusume, ktora jest uprawiana na japonskiej wyspie Hokkaido, gtéwnie do produkcji tofu i
nie jest przystosowana do warunkow klimatycznych panujacych w Polsce.

Przed siewem nasiona soi zainokulowano Bradyrhizobium japonicum (HiStick® Soy, BASF) w celu
wywolania tworzenia nodul. Odmiany soi Augusta, Fiskeby V, Toyomusume i G. soja posadzono w doniczkach
wypetnionych mieszanka uniwersalnej ziemi doniczkowej i piasku w stosunku 3:1. Rosliny hodowano w
kontrolowanych warunkach srodowiskowych w fitotronie w 20°C przy wilgotnos$ci wzglednej 60% i fotoperiodzie
16:8 godzin ($wiatlo:ciemno$¢) przed eksperymentami. Rosliny podzielono na trzy grupy, przy czym kazda grupe
poddano stresowi zimna w innym stadium rozwojowym. Pierwsza partia roslin zostata poddana stresowi na etapie
VE (siewki) przez utrzymywanie ich w temperaturze 4°C przez 48 godzin w komorach Percival. Nastepna partia
ro$lin zostata wystawiona na dziatanie temperatury 8°C przez 120 h (5 dni) w fazie wzrostu V1 (pierwszy trojlistek).
Ostatnia grupa ro$lin byta stresowana w temperaturze 14°C w dzien i 7°C w nocy przez 168 godzin (7 dni) w fazie
wzrostu R1 (poczatek kwitnienia). W grupie kontrolnej i stresowanej hodowano od 20 do 30 roslin soi.

Tabela 1. Schemat eksperymentoéw stresowania soi niskimi temperaturami.

Stres .
. Optymalne temperatury Czas trwania stresu
Faza wzrostu soi i temperaturowy .
WZzrostu soi ., zimna
(dzien/noc)
VE — siewki 20°C 4°Cl4°C 48 h
V1 - wzrost wegetatywny | 20°C 8°C/8°C 120 h (5 dni)
R1 —wzrost reprodukcyjny | 20°C 14°C/7°C 168 h (7 dni)

4.D. Wyniki prowadzonych badan
W sekcjach 4.D.1.-4.D.2. przedstawiono szczegdtowe cele oraz wyniki dla poszczegolnych
zagadnien/obiektow badawczych.

4.D.1.
Analiza wplyw stresu herbicydowego na rodzime odmiany kukurydzy rézniace si¢ wrazliwo$cia na
Roundup®.

Kukurydza:

Obecnie kukurydza zajmuje trzecie miejsce w §wiatowej strukturze zasiewow ($wiatowa produkcja wynosi
szacunkowo 1100-1200 mln ton, [3]), a areal jej upraw ciagle wzrasta, zarowno w Polsce, jak i na $wiecie.
Kukurydze wykorzystuje siec w przemysle spozywczym do produkcji kaszy, maki, olejow, ale takze do
bezposredniego spozycia lub jako potprodukty. Zwigksza si¢ zainteresowanie kukurydza jako typowa rosling
przemystowa, ktorg stosuje si¢ w procesie fermentacji alkoholowej do pozyskania etanolu (zaréowno spozywCzego
jak 1 paliwowego), otrzymuje si¢ z niej wysokiej jakoSci skrobie, wykorzystuje si¢ ja do celow energetycznych
poprzez spalanie (stoma, rdzenie kolbowe) lub produkcje biogazu (biomasa). Stoma kukurydziana jest poza tym
surowcem do produkcji papieru i materiatow izolacyjnych. Dominujacym celem uprawy pozostaje jednak przemyst



paszowy, gdzie kukurydza jest wykorzystywana jako materiat na kiszonki z catych roslin lub pasze z ziarna i kolb.
Ze wzgledu na swoje znaczenie oraz liczne zastosowania byta takze wykorzystywana jako organizm modelowy do
poznania wielu proceséw komodrkowych, np. mejozy, mitozy, dzialania transpozonow, rekombinacji czy
imprintingu genetycznego.

Nowoczesne rolnictwo w konsekwencji wykonywania rutynowych zabiegdéw agrotechnicznych, takich jak
nawozenie czy opryski insektycydami/herbicydami, wprowadza do uprawy roslin wiele substancji egzogennych,
ktore lokalnie moga osigga¢ wysokie stgzenia i ktore sg dla wzrastajacych roslin abiotycznymi czynnikami
stresogennymi. Potowa obecnie stosowanych pestycydow to herbicydy. Najbardziej znanym czynnikiem aktywnym
wielu herbicydow jest glifosat — zwigzek selektywny, ogolnoustrojowy, ktory hamuje syntazg 5-
enolopirogronianoszikimowo-3-fosforanowej (EPSPS) zaktocajac synteze aminokwasow aromatycznych i ich
pochodnych [4]. Glifosat zostat po raz pierwszy uzyty do zapobiegania kietkowania nasion chwastow. Aby jednak
uzyskaé lepszg ochrone plondéw, konieczne bylo zastosowanie go jako herbicydu powschodowego. Kukurydza
zwyczajna (Zea mays) jako roslina uprawiana w szerokim rozstawie miedzyrzedzi jest szczegdlnie narazona na
zachwaszczenie, dlatego czesto w poczatkowych stadiach wzrostu siewek stosuje si¢ opryski herbicydami, aby
zmniegjszy¢ konkurencje o $wiatto, wode i sktadniki mineralne. Stres herbicydowy nie byl do tej pory badany na
szeroka skale pomimo faktu, iz u kukurydzy zaobserwowano zréznicowang fenotypowa odpowiedz roslin na
stosowanie herbicydow.

Genom (publikacja P3)

Genom kukurydzy, ktory ulegat kilkakrotnym duplikacjom, zbudowany jest z 10 chromosoméw ztozonych
z 2,3*10° nukleotydéw. W genomie kukurydzy kodowanych jest ok. 40 tys. gendéw dajacych produkty biatkowe,
jednak jego ogromna wigkszos¢, bo az 85%, stanowig sekwencje roznego typu elementow transpozonowych [5, 6].
Badania porownawcze potwierdzity olbrzymia zmiennos$¢ genetyczng nawet blisko ze soba spokrewnionych linii
kukurydzy, ktéra znacznie przewyzsza réznorodnos¢ spotykana u innych organizméw eukariotycznych. Wykazano,
ze miedzy dwiema dowolnie wybranymi liniami kukurydzy polimorfizm pojedynczych nukleotydow wystepuje
srednio co 100 nt. Genom kukurydzy cechuje wystgpowanie nie tylko polimorfizméw typu SNP (ang. single
nucleotide polymorphism) czy typu delecja/insercja (indel), ale takze roéznice w strukturze chromosomoéw, czy
zmieniona lokalizacja genéw i elementow powtdrzonych [7, 8].

Celem przeprowadzonych przeze mnie badan bylo zbadanie roznic genetycznych miedzy liniami
tolerancyjng i wrazliwa. Aby przezwyci¢zy¢é ztozono$¢ genomu kukurydzy zastosowano dwie technologie
sekwencjonowania: [llumina (biblioteki o dlugosciach 400 pz i 500 pz, generujace bardzo dokladne odczyty
sekwencjonowania) i SMRT PacBio (dwie biblioteki ,,mate-pair” o dlugosci wstawki 8 kb i 11 kb, generujace mniej
precyzyjne odczyty). Dhugie odczyty PacBio, ktore sa w stanie pokry¢ znaczace regiony chromosomalne i
umozliwiaja identyfikacj¢ duzych delecji, insercji, duplikacji lub inwersji [9], pozwolity na wykrycie rdznic
strukturalnych miedzy genomami wybranych linii wsobnych kukurydzy. Zidentyfikowano lacznie 11 172
wariantow strukturalnych reprezentujacych 6062 insercje i 5110 delecji (zbadano tylko warianty z 5 lub wigcej
odczytami). Wigkszo$¢ wariantdw znajdowata si¢ w regionach niekodujacych, takich jak regiony przed (ang.
upstream) i za genami (ang. downstream) oraz regiony intronowe i mi¢gdzygenowe.

Do identyfikacji mniejszych zmian strukturalnych, takich jak SNP i polimorfizmy typu insercja/delecja, w
genomach tolerancyjnym i wrazliwym linii kukurydzy wykorzystano odczyty llumina. Po dopasowaniu kazdego
odczytanego zestawu danych do referencyjnego genomu linii kukurydzy B73, odnotowano zmiany SNP i indeli,
ktore wystgpuja tylko w linii tolerancyjnej. W rezultacie otrzymano obszerng list¢ zmian genetycznych



obserwowanych wytacznie w linii tolerujgcej RoundUp® (TL). Podejscie to zaowocowato identyfikacjg 4 068 829
SNP i 729 866 indeli, wsrod ktorych 113 775 SNP i 15 277 indeli znajdowato si¢ w regionach kodujacych biatka.
Zdecydowana wigkszo$¢ wariantow wystgpowata w regionach migdzygenowych (25,13%), regionach przed i za
genami (odpowiednio 24,9% i 25,18%) i intronowych (17,56%). Dane z sekwencjonowania zostaly zdeponowane
w bazie ENA (European Nucleotide Archive) pod numerem PRJEB31400
(https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRIEB31400).

Analiza ontologii genow (GO, ang. gene ontology) wykazata, ze posrod gendéw z delecjami najliczniejszymi
terminami GO w kategorii ‘funkcje molekularne’ byty wigzanie jonow zelaza, aktywno$¢ metylotransferazy,
aktywno$¢ transferazy i wigzanie RNA, podczas gdy w kategorii ‘procesy biologiczne’ najliczniejszymi terminami
byly biosynteza glikogenu, deubikwitynacja sprze¢zona z biatkiem K48, metabolizm weglowodanow i transport
jondéw metali. Warto zauwazy¢, ze niektore z tych genow byly rowniez zidentyfikowane jako czes$é reakcji
odpowiedzi na ciepto, stres biotyczny (nicienie) i stres oksydacyjny [10-12]. Z drugiej strony, wsrdéd gendéw, na
ktore wptywajg insercje, najbardziej rozpowszechnionymi terminami GO w Kategorii ‘funkcja molekularna’ byty
wigzanie RNA, aktywno$¢ transferazy SUMO i aktywnos$¢ hydrolazy. W kategorii ‘procesy biologiczne’
najczesciej uzywanymi terminami GO byly sumoilacja biatek, wzrost komoérek, hydroliza ATP i odpowiedz
komorkowa na bodziec zewnatrzkomorkowy. W ostatniej kategorii zidentyfikowano dwa czynniki transkrypcyjne
MYB.

Aby pozna¢ zmiany w genomie, ktore moga by¢ odpowiedzialne za fenotyp tolerancji na stres
herbicydowy, zbadano geny i Sciezki zaangazowane w metabolizm glifosatu, takie jak szlak kwasu szikimowego.
Najpierw przeanalizowano warianty genu syntazy 5-enolopirogroniano-szikimiano-3-fosforanowej (EPSPS) jako
najbardziej znanego przyktadu enzymu hamowanego przez glifosat [13-14]. Do tej pory opisano kilka sposobow
przezwyciezenia podatnosci na glifosat; na przyklad substytucja aminokwaséw w miejscu aktywnym enzymu i
zmienno$¢ liczby kopii genu oraz jego nadekspresja. W przypadku badanej tolerancyjnej linii kukurydzy nie
zidentyfikowano duzych wariantow strukturalnych, zidentyfikowano jedynie kilka SNP i indeli w obrgbie lub w
poblizu genu EPSPS (Rys. 1). Co wazne, wszystkie zidentyfikowane zmiany miaty wedtug VEP (predyktor efektu
wariantowego, ang. variant effect predictor) umiarkowany wptyw na ekspresj¢ gendw i zadna z nich nie byta

zlokalizowana w regionie kodujacym.
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Rysunek 1. Lokalizacja zidentyfikowanych SNP (czarny) i zmian typu indel (r6zowy) w genie EPSPS. Na czerwono
zaznaczono strukture genu EPSPS zgodnie z adnotacja do wersji 4 genomu kukurydzy, a na pomaranczowo - adnotacj¢ do
wersji 3. Niebieska linia reprezentuje publicznie dost¢png izoformg transkryptu EPSPS pelnej dlugosci, zidentyfikowana za
pomoca metody izo-seq; zielone linie reprezentuja publicznie dostepne transkrypty Trinity ztozone z danych RNA-seq.

W przypadku chloroplastowej dehydrogenazy szikimowej (ang. chorismate synthase chloroplastic) i
chloroplastycznej syntazy choryzmianowej (ang. bifunctional 3-dehydroquinate dehydratase/shikimate
dehydrogenase chloroplastic) wptyw na ekspresj¢ genow byt wysoki, zmiany wptywaty na miejsca splicingu i
przesuni¢cie ramki odczytu. Inne zidentyfikowane zmiany strukturalne, ktore moga skutkowaé zwigkszona
tolerancjg na glifosat, byly zlokalizowane w genach kodujacych transportery fosforanow. Wczesniej sugerowano,
ze transportery fosforanow 1 i 2 moga uczestniczy¢ w aktywnym transporcie glifosatu do komorek roslinnych [15-
18]. Inne zidentyfikowane transportery, ze zmianami typu SNP i indel, uczestnicza w dystrybucji nieorganicznego
fosforanu, 3-fosfoglicerynianu, fosforanéw triozy i, w mniejszym stopniu, fosfoenolopirogronianu (PEP), ktory jest
substratem dla szlaku szikimowego. Kolejng grupa genow, w ktorej zidentyfikowano warianty strukturalne o
potencjalnie duzym wptywie na ekspresj¢, ktore zwrocily naszag uwage w kontekScie odpowiedzi na stres
herbicydowy, byly geny kodujace bialka zaangazowane w ekstruzje zwigzkéw wielolekowych i toksycznych
(MATE, ang. multidrug and toxic compound intrusion). Ta rodzina biatek jest jedna z najbardziej konserwatywnych
i najwiekszych rodzin transporteréw w roslinach i dziata jako btonowe nos$niki lekow i zwiazkow syntetycznych, a
takze kwasOw organicznych, hormondw roslinnych i metabolitow wtornych [19].

Przedstawione wyniki analizy sekwencjonowania dwoch linii wsobnych kukurydzy pozwolity poznaé
szlaki molekularne, ktore mogg warunkowaé ceche tolerancji na glifosat. Zidentyfikowane w sekwencjach
kodujacych warianty i zmiany stanowia dobry punkt wyjscia do przeprowadzenia dalszych analiz biochemicznych
i genetycznych, zwlaszcza tych dotyczacych genow kodujacych enzymy szlaku szikimowego (dwufunkcyjna
dehydrataza 3-dehydrochinianu/dehydrogenaza szikimowa i syntaza choryzmianowa). Opisane zmiany
zidentyfikowane w sekwencjach kodujacych moga prowadzi¢ do wzrostu wydajnosci szlaku szikimowego, a tym
samym kompensowa¢ zmniejszong aktywno$¢ EPSPS wywotang przez glifosat. Ponadto, w genach kodujacych
karboksylaze fosfoenolopirogronianowg 1 jej regulator, kinaze karboksylazy fosfoenolopirogronianowej
zidentyfikowano warianty o duzym wptywie na ekspresje genow. Potencjalny spadek aktywnosci karboksylazy
fosfoenolopirogronianowej moze prowadzi¢ do zwickszonej dostgpnosci PEP, zapewniajac kolejny poziom
kompensacji hamowania EPSPS. Inne mechanizmy odpowiedzialne za cechy tolerancji mogg byé zwigzane ze
zmienionym transportem glifosatu przez transportery fosforanow lub wielolekowe i toksyczne biatka ekstruzyjne.
Wszystkie wyzej wymienione mechanizmy mogg prowadzi¢ do zmian w efektywnym wewnatrzkoméorkowym
stezeniu glifosatu i pozwoli¢ roslinom adaptowac si¢ do warunkow stresu herbicydowego.

Metylom (publikacja P4)

Metylacja cytozyny w pozycji C5 w DNA odgrywa kluczowa role w regulacji ekspresji genéw, aktywnos$ci
elementow transpozonowych, obronie przed obcym DNA i dziedziczeniu okre§lonych wzorcow ekspresji genow.
Zwiazek miedzy narazeniem na stres, biotyczny jak i abiotyczny, a specyficznymi dla danej sekwencji zmianami
we wzorach i poziomach metylacji DNA byty hipotetyczne dopdki nie wykazano, ze stres moze takie zmiany
indukowac¢ i w konsekwencji prowadzi¢ do zmian we wzorze i poziomach ekspresji gendw [20-21]. Transkrypcyjne
wyciszanie genéw zwigzane jest z hipermetylacja sekwencji promotorowych genéw, podczas gdy wyciszanie
potranskrypcyjne gendow wiaze si¢ z hipermetylacja sekwencji transkrybowanych lub kodujacych [22]. W
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genomach ro$lin metylowane reszty cytozyny (m5C) znajduja sie w trzech kontekstach sekwencyjnych:
symetrycznych CG i CNG oraz asymetrycznym CNN (gdzie Nto A, T lub C).

Celem pracy byta identyfikacja zmian w poziomach i wzorach metylacji DNA, ktére moga leze¢ u podstaw
odporno$ci Z. mays na herbicydowe warunki stresowe (grant SONATA, NCN, UMO-2011/01/D/NZ9/03631,
kierownik — dr Agata Tyczewska). Aby przeanalizowa¢ zmiany we wzorach i poziomach metylacji DNA,
zastosowano technik¢ MSAP (ang. Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism) i 24 pary starterow.
Produkty amplifikacji DNA, dla kazdej pary starterow osobno, byly rozdzielane przez 18 h na 6% zelach
poliakryloamidowych o wymiarach 50x33 cm i wizualizowane za pomocg Sybr Gold (Thermo Fisher Scientific).

Lacznie uzyskano 888 i 826 wyraznych prazkéw odpowiednio dla odmiany TL (S245) i SL (S79757). Na
podstawie uzyskanych obrazoéw elektroforetycznych mozliwa byta analiza zmian catkowitego poziomu metylacji
DNA u kukurydzy pod wplywem stosowanego herbicydu (Rys. 2). W warunkach kontrolnych catkowity poziom
metylacji sekwencji 5'-CCGG-3’ wynosit 63,11% dla TL i 59,38% dla SL. Catkowity poziom metylacji DNA wahat
si¢ od 62,38% (6 h po zabiegu) do 63,40% (7 dni po zabiegu) dla TL i od 57,87% (6 h po zabiegu) do 60,90% (7
dni po zabiegu) dla SL. Stres herbicydowy spowodowat zwigkszenie ilosci w pelni metylowanych sekwencji w obu
testowanych liniach, 6h po oprysku. Zmiana byta bardzo nieznaczna dla TL (1,13%) w poréwnaniu do SL (18,64%)
(rys. 2). Siedem dni po oprysku herbicydem spadek poziomu metylacji zaobserwowano dla linii TL (3,94%) i
prawie nie odnotowano réznicy dla linii SL (0,12%). Co wazne, catkowicie zmetylowanych loci byto zawsze wigcej
niz hemi-metylowanych.
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Rysunek 2. Zmiany pozioméw metylacji DNA w liniach TL i SL Z. mays w warunkach kontrolnych i pod wptywem
stresu herbicydowego.

T - calkowity poziom metylacji; F - miejsca w pelni metylowane; H - miejsca hemimetylowane. TL6h-C, linia TL 6 godz. po
oprysku, kontrola; TL6h-H, linia TL 6 godz. po oprysku, herbicyd; TL7d-C, linia TL 7 dni po oprysku, kontrola; TL7d-H, linia
TL 7 dni po oprysku, herbicyd; SL6h-C, linia SL 6 godz. po oprysku, kontrola; SL6h-H, linia SL 6 godz. po oprysku, herbicyd;
SL7d-C, linia SL 7 dni po oprysku, kontrola; SL7d-H, linia TL 7 dni po oprysku, herbicyd. Najwigksze zmiany w poziomie
metylacji DNA w dwoch badanych liniach Z. mays w warunkach stresu herbicydowego zaobserwowano w linii SL 6 h po
zastosowaniu herbicydu. Zmiany te przypisuje si¢ duzemu wzrostowi (o 18,65%) liczby miejsc w pelni zmetylowanych.

Aby zanalizowa¢ zmiany we wzorach metylacji cytozyny pod wplywem stresu herbicydowego w liniach

TL i SL, przeanalizowano i policzono wszystkie mozliwe wzory prazkéw (brak zmian, demetylacja i metylacja,
Tab. 2).
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Tabela 2. Analiza zmian w poziomach i wzorach metylacji DNA w badanych odmianach kukurydzy pod wptywem
herbicydu Roundup®. Liczbg pragzkow i procenty wystepowania podano dla badanych linii Z. mays i dla wszystkich
testowanych warunkow.

Z. mays
TL6h- TL7d- SL6h- SL7d-
Klasa C/TL6h-H C/TL7d-H C/SL6h-H C/SL7d-H

Wartos¢ procentowa (liczba prgzkow)
Brak zmian 72,63% (645) 64,41% (572) 46,00% (380) 72,76% (601)

Demetylacja ~ 13,40% (119) 19,25% (171) 17,32% (143) 10,52% (87)
Metylacja 13,96% (124) 16,32% (145) 36,68% (303) 16,70% (138)

TL6h-C - linia TL 6 h po oprysku, kontrola; TL6h-H - linia TL 6 godzin po oprysku, herbicyd; TL7d-C - linia TL 7 dni po oprysku, kontrola;
TL7d-H - linia TL 7 dni po oprysku, herbicyd; SL6h-C — linia SL 6 h po oprysku, kontrola; SL6h-H — linia SL 6 h po oprysku, herbicyd;
SL7d-C — linia SL 7 dni po oprysku, kontrola; SL7d-H — TL linia 7 dni po oprysku, herbicyd.

W przypadku TL, metylacja 72,63% i 64,41% miejsc 5°-CCGG-3’ nie zmienita si¢ pod wptywem oprysku
herbicydem, odpowiednio 6 h i 7 dni po oprysku. Zauwazono roéznice w zdarzeniach demetylacji w dwoch réznych
punktach czasowych w TL - 13,40% w poréwnaniu z 19,25% - i réznicach w zdarzeniach metylacji -13,96% i
16,32%, odpowiednio po 6 godzinach i 7 dniach po zabiegu. Dla SL z 826 prazkéw, 46,00% i 72,76% 5°-CCGG-
3’ pozostato niezmienionych pod wptywem stresu, odpowiednio 6 h i 7 h dni po oprysku. Nastapit spadek zdarzen
demetylacji po 7 dniach w poréwnaniu z tym po 6 h od oprysku (17,32% do 10,52%). Najwigksza roznice
zaobserwowano dla zdarzen metylacji (19,98%), spadek z 36,68% do 16,70% tydzien po oprysku.

Wybrane fragmenty DNA wyizolowano z zeli poliakryloamidowych i zsekwencjonowano (metoda
Sangera) w firmie zewnetrznej (Genomed, Polska). Lacznie uzyskano sekwencje 197 fragmentoéw DNA, ktore
poddano analizie bioinformatycznej z wykorzystaniem baz danych NCBI i MaizeGDB. Sposrod 197 fragmentow
az 151 fragmentow zidentyfikowano (z doktadnoscia wigksza niz 90%) w co najmniej jednej z przeszukiwanych
baz danych. Ws$rod zidentyfikowanych sekwencji byly geny kodujace transferazy, bialka transporterowe,
metylotransferazy, hydrolazy, transpozony, biatka rybosomalne, cytochromy i biatka uczestniczace w procesach
transkrypcji i biorgce udzial w reakcji na stres (Rysunek 3).
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Rysunek 3. Wykres przedstawiajacy wyniki analizy wzbogacenia GO wybranych fragmentéw DNA rdznigcych sie¢ wzorem
metylacji DNA w kategoriach: proces biologiczny, funkcja molekularna, komponent komorkowy. Wartosci podano w
procentach (%).

Selektywny nacisk wywierany przez ciagle stosowanie herbicydow moze wymuszac reakcje adaptacyjne
nie tylko u chwastéw (zjawisko obserwowane od wielu lat), ale takze w roslinach uprawnych. Niniejsza analiza
wykazata, ze stres herbicydowy, w zaleznosci od naturalnej podatnosci odmian Z. mays na herbicyd, wywotat rozne
zmiany w poziomach i wzorach metylacji DNA w dwoch badanych odmianach kukurydzy. Takie zmiany mogg z
kolei znalez¢ odzwierciedlenie we wzorach i poziomach ekspresji poszczegolnych fragmentow genomu, co moze
skutkowaé zréznicowang odpowiedzig organizmow na warunki stresowe. Ogromne zmiany w poziomie i wzorze
metylacji DNA zaobserwowane dla linii SL 6h po oprysku herbicydem (18,64%) moga doprowadzi¢ do deregulacji
ekspresji genow, ktora w rezultacie moze doprowadzi¢ do $mierci rosliny. Natomiast zmiana poziomu metylacji
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DNA w linii TL w nastepstwie aplikacji herbicydow byta bardzo niewielka (1,13%). Wydaje si¢, ze naturalna
odpornos¢ upraw na herbicydy jest znacznie bardziej skomplikowana niz zmiana pojedynczej cechy i opiera si¢ na
wielu mechanizmach i réznych poziomach regulacji ekspresji informacji genetycznej (epigenetyka, mate
niekodujgce RNA, zmiany w ekspresji i sktadzie produktow genowych), ktore razem skladaja si¢ na wzrost
podatnosci poszczegdlnych odmian na warunki stresu.

miRNA (publikacja P5)

Do tej pory niewiele wiadomo na temat udzialu miRNA w odpowiedzi roslin na oprysk herbicydami. W
pracy P5 opisano role miRNA w pdznej odpowiedzi kukurydzy na jeden z najcze$ciej stosowanych na $wiecie
herbicydow - RoundUp®. Profilowanie ekspresji miRNA przeprowadzono w lisciach kukurydzy 7 dni po oprysku.
Celem pracy byta identyfikacja réznic w profilu i poziomach ekspresji znanych, jak rowniez nowych miRNA w
linii kukurydzy S79757 (SL) w warunkach kontrolnych i po oprysku herbicydem. Biblioteki cDNA przygotowano
do sekwencjonowania za pomocg zestawu TruSeq small RNA Preparation Kit (Illumina). Genome Analyzer lI1x
(Illumina) zostal uzyty do sekwencjonowania pojedynczych odczytow o dlugosci 72 nt. Krotkie odczyty
sekwencjonowania dopasowano do petnego zestawu znanych miRNA z Magnoliophyta (6547 prekursoréw i 7956
dojrzatych sekwencji miRNA) (miRBase, wydanie 21). Odczyty sekwencji, ktore nie ujawnity podobienstwa do
znanych miRNA kukurydzy, ale zamiast tego zostaly zmapowane do regiondw prekursorowych pokrywajacych si¢
z pozycjami znanych miRNA z innych organizméw, rozwazono jako nowe konserwatywne miRNA kukurydzy. W
ten sposob zidentyfikowano 13 miRNA, obecnych w innych roslinach, ale nie przypisanych kukurydzy. Liczba
odczytow sekwencji identyfikujgcych nowe miRNA réznita si¢ od 12. dla stu-miR479 do 129. dla ptc-miR6478;
jednak we wszystkich przypadkach dojrzale miRNA obserwowano w co najmniej trzech z czterech
sekwencjonowanych bibliotek ¢cDNA (dwoch kontrolnych i dwoch badanych replikach), co potwierdza
wiarygodnos¢ obserwacji.

Zaobserwowano ekspresje 51 reprezentatywnych miRNA, w tej grupie zidentyfikowano 13 miRNA, ktore
wykazaly statystycznie istotne zmiany poziomu ekspresji (warto$¢ p<0,05, wartos¢ FDR<0,01) w roslinach
opryskanych herbicydem (Rysunek 4). Wykazano, ze poziomy ekspresji 12. miRNA, nalezacych do rodzin miR167,
miR396, miR159, miR156, miR169, miR444 i miR827, byly znaczaco podwyzszone (od 1,6 do 3,6), a jeden,

B zma-miR166a-3p l miR166, obnizony po oprysku herbicydem w linii

zma-miR827-5p 1 wrazliwej na dziatanie RoundUp®.

wi-miR159¢c

zma-miR396a-5p

zma-miR167e-5p

zma-miR396¢ 0 Rysunek 4. miRNA ze znaczng réznicowg ekspresja po
B tcc-miR169i oprysku herbicydem.

zma-miR156a-5p . . . Lo
zma-miR827-3p 0.5 Mapa cieplna przedstawia profile ekspresji miRNA. Skala

0.5

I osa-miR444b,1 kolorow: warto§¢ dodatnia i kolor czerwony oznaczaja poziom
tae-miR167c-5p -1 ekspresji wyzszy od S$redniej, warto$¢ ujemna, a kolor
ppe-miR167c S Ui : . e . O
zma-miR167g-3p [ | nleble’slrﬂ reprezer]tUJe [’JOzw.m. ekspresji nizszy od $redniej, 0 1
K K S S kolor zotty jest rowny $redniej; K - kontrola, S — stres.

Wszystkie zidentyfikowane u kukurydzy SL (linii S79757) miRNA o zmienionym poziomie ekspresji pod
wpltywem stresu herbicydowego sa opisane w literaturze, a ich docelowe mRNA sa dobrze udokumentowane.
Jednak aby sprawdzi¢ czy nowe czasteczki miRNA, ulegajace zréznicowanej ekspresji po oprysku herbicydu r6znia
si¢ potencjatem funkcjonalnym od znanych miRNA kukurydzy, przewidzieliSmy ich czasteczki docelowe. Dla
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wszystkich miRNA o zréznicowanej ekspresji zidentyfikowali$my 264 transkrypty, odpowiadajace 122 genom, z
ktorych 48 koduje niescharakteryzowane biatka. Analiza wzbogacenia ontologii genéw (GO) wykazala, ze
wigkszo$¢ biatek o znanej funkcji byla zlokalizowana w jadrze i byla zaangazowana w regulacj¢ procesu
transkrypcji. Jedyna wzbogacong kategorig GO niepowigzang z regulacja ekspresji gendw byta regulacja lub udziat
w aktywnosci hydrolazy, z 17. przedstawicielami. T¢ funkcje przypisywano gléwnie biatkom wiazacym ATP. Co
wazne, wszystkie przewidywane docelowe dla miRNA mRNA, w tym te zidentyfikowane dla nowych cztonkoéw
znanych rodzin miRNA kukurydzy, byty zgodne z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi [23-25]. W pracy
P6 zaproponowano role miR827-3p w utrzymaniu homeostazy Pi (fosforu nieorganicznego) i odpowiedzi na stres
wywotany herbicydem RoundUp® (Rys. 5). W warunkach optymalnego poziomu Pi gen NLA (ang. Nitrogen
Limitation Adaptation) zwykle ulega ekspresji. Biatko NLA posredniczy w ubikwitynacji i degradacji blonowych
transporterow fosforanowych. Zalezny od herbicydow podwyzszony poziom ekspresji miRNA-827 (zwigzanych z
utrzymaniem homeostazy fosforanow) najprawdopodobniej powoduje wzrost poziomu akumulacji transporteréw
fosforanowych w btonach komoérkowych, co w konsekwencji prowadzi do zwickszonego wychwytu glifosatu
zamiast zwigkszonego wchianiania Pi i w efekcie prowadzi do zaburzenia homeostazy Pi w organizmie.

Warunki normalne

—7 Rysunek 5. Rola miR827 w homeostazie Pi i w odpowiedzi

. pT - ro$lin na stres herbicydowy.
) PT W  warunkach  optymalnego  poziomu Pi  (fosforu
J km ‘." nieorganicznego) gen NLA ulega ciggtej ekspresji. Biatko NLA

. | posredniczy w ubikwitynacji i degradacji membranowych
wakuola transporterow fosforandw. W stanach niedoboru Pi, jak

cytozol rowniez po oprysku glifosatem, dochodzi do podwyzszenia
poziomu ekspresji miR827 (ktory reguluje ekspresje NLA), co,
w konsekwencji, prowadzi do obnizenia poziomu ekspresji tego
biatka. W rezultacie w btonach komorkowych dochodzi do

zwiekszenia akumulacji  transporteréw  fosforanéw, co
c) J c) Sl prowadzi do zwigkszonego pobierania Pi lub glifosatu (w
PT PT PT

Oprysk glifosatem/niedobor Pi

zalezno$ci od warunkow).

wakuola | # miR827
‘_.' #NLAJ-H:[D——AAAAAA
cytozol
©® glifosat
fosforan nieorganiczny
ubikwityna

PT transporter fosforanu

4.D.2 soja

Soja nalezy do rodziny roslin bobowatych, pochodzi z poludniowo-wschodnich rejonéw Azji, a zostala
udomowiona przez chinskich rolnikow ok. 4500 lat temu. Wzrost arealu upraw soi na $wiecie jest bardzo
dynamiczny. W ciggu ostatnich 30 lat $wiatowa produkcja soi potroita sie i w sezonie 2021 przekroczyta 350 min
ton. Glowne rejony uprawy to: Ameryka Pétnocna, Azja oraz Ameryka Poludniowa. Nasiona soi sg bardzo waznym
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surowcem do produkcji pasz i stanowig tez cenny pokarm dla cztowieka. Na bazie nasion soi wytwarza si¢ takie
produkty, jak: olej sojowy, maczka sojowa, kasza sojowa, mleko sojowe, tofu, tempeh czy lecytyne. Preparaty z soi
dodawane sg takze do réznych przetworoéw, m.in. konserw migsnych, wedlin, aby zwigkszy¢ ich wartosci
odzywcze. Produkty spozywcze wytwarzane z soi sa szczegdlnie chetnie wiaczane do diety przez wegetarian, jako
alternatywa dla migsa. Nasiona soi zawierajg bardzo duzo, bo az 30-45% bialtka, ktore ma optymalny dla cztowieka
sktad aminokwasow, szczegdlnie w poréwnaniu do innych biatek ro§linnych. Ponadto, nasiona soi zawierajg duzo
thuszczu (~20%) oraz witamin z grupy B. Wigkszos$¢ soi i przetwordow sojowych wykorzystywanych w Europie jest
importowana. Wsrod krajow europejskich Polska stanowi stosunkowo duzy rynek zbytu dla soi i jej przetworow,
jednak rynek krajowy ogranicza si¢ w zdecydowanej wiekszosci jedynie do konsumpcji importowanych débr.
Szacuje sig, ze import $ruty sojowej wynosi obecnie okoto 2,2 min ton rocznie, przy bardzo ograniczonym areale
upraw soi. W rezultacie Polska jest w okoto 80% uzalezniona od importu pasz wysokobiatkowych [26-28].

U podstaw wszystkich roslinnych mechanizméw adaptacji do stresu lezy informacja genetyczna i
zakodowane w niej roznorodne mechanizmy regulujace jej ekspresje, zarowno na poziomie transkrypcyjnym jak i
potranskrypcyjnym. W pracy przegladowej P6 opisano wyniki analizy literaturowej wptywu streséw biotycznych
(F. oxysporum, cust nematode, soybean mosaic virus) i abiotycznych (susza, stres wodny, stres zimna, zasolenie,
niedobor fosforu) na wzrost i plonowanie réznych odmian soi i innych waznych gospodarczo organizmow. W
niniejszym artykule skupiono si¢ na dost¢gpnych na duzg skalg, wysokowydajnych analizach transkryptomow (RNA
kodujace biatka, a takze RNA niekodujace biatka - szczegblnie miRNA) i proteomow w warunkach stresu. Analizy
rozpoczeto od krotkich niekodujacych RNA — miRNA i siRNA. Opisano role tych czasteczek w adaptacji do
warunkow stresu suszy i zasolenia, a takze zimna, utrzymaniu homeostazy w organizmie, metabolizmie siarki,
miedzi i w odpowiedzi na podwyzszone stezenia metali cigzkich. Opisano réwniez nieliczne doniesienia o roli
siRNA w odpowiedzi roslin na warunki stresowe. Przedstawiono takze funkcje niekanonicznych niekodujacych
RNA. Pierwszy podrozdziat poswigcono czasteczkom regulatorowym wywodzacym si¢ z tRNA. Zostaly one
odkryte stosunkowo niedawno, zauwazono, ze ich ilosci w organizmach poddawanych stresowi réznig si¢ i to
zardbwno w poroOwnaniu z kontrola niestresowang, jak i w tych stresowanych odmiennymi warunkami. Krotkie
regulatorowe czasteczki RNA moga takze pochodzi¢ z snoRNA lub mRNA, tym zagadnieniom po§wiecono kolejne
dwa podrozdziaty. Ostatni rozdziat publikacji P6 poswigcono dtugim niekodujacym RNA.

Swiat naukowy wcigz poszukuje nowych odmian roglin uprawnych charakteryzujacych si¢ wieksza
tolerancja na niekorzystne warunki srodowiskowe, zaréwno biotyczne jak i abiotyczne, a takze posiadajacych
lepsza jakos$¢ 1 wyzsza wydajnos¢ produkcji. W obliczu globalnych zmian klimatycznych i stale rosngcej populacji
ludzkiej presja na znalezienie nowych, lepiej przystosowanych odmian jest jeszcze wigksza niz dotychczas, dlatego
nieustannie wplywamy na genomy roslin konwencjonalnymi technikami hodowlanymi lub metodami odkrytymi
wraz z rozwojem biologii molekularnej. Plastyczno$¢ genomu soi pozwolita na rozszerzenie jej uprawy daleko poza
miejsce jej pochodzenia, a dzigki swoim unikalnym wlasciwosciom stata sie baza dla dzisiejszego rolnictwa.
Postepy dokonane w biotechnologii i biologii molekularnej w ostatnich dziesiecioleciach radykalnie zmienity nasze
rozumienie procesoéw regulacji ekspresji genow i reakcji roslin na stresy biotyczne i abiotyczne. Opisane ponizej
przyktady eksperymentoéw i badan pokazuja, jak bardzo skomplikowane sa wzajemne relacje migdzy roslinami a
srodowiskiem.

Analizy fenotypowe dwdch odmian soi odpornych na warunki stresu zimna (publikacja P7)

Do analiz fenotypowych odpowiedzi soi na stres zimna wybrano dwie odmiany mniej wrazliwe na chtod:
Fiskeby V i Augusta. Ocen¢ wptywu stresu chtodu na fenotyp soi przeprowadzono poprzez pomiar kilku waznych
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parametréw. Wzrost wegetatywny okreslano mierzac wysoko$¢ roslin na etapach V1 i R1 oraz obliczajac liczbe
dni miedzy etapami Wzrostu. Tempo wzrostu obliczono nastepnie jako réznice wysokosci miedzy roslinami R1 1
V1 podzielong przez liczbe dni, w ktorych rosliny rosty z fazy V1 do fazy R1. Podczas kwitnienia mierzono kilka
parametréw, w tym liczbg¢ kwiatow na kazdej roslinie, liczbe strgkow na kazdej roslinie oraz liczbg¢ nasion w
kazdym straku. Na koniec, po zbiorze, zwazono i policzono nasiona z grup stresowych i kontrolnych. Na podstawie
tych danych obliczono efektywno$¢ kwitnienia, porownujac liczbe strakow na roslinie z liczbg kwiatow na kazdej
ro$linie. Srednia liczbe nasion w straku okreslono ilosciowo, dzielac liczbe nasion na rosling przez liczbe strakow
na roslinie. Na koniec obliczono wskaznik tolerancji na chtdd jako $rednig mase nasion roslin poddanych stresowi
podzielong przez $rednig mase nasion ro$lin kontrolnych.

Silny wptyw zimna na rozwoj wegetatywny (tempo wzrostu) zaobserwowano dla odmiany Augusta
zestresowanej w fazie V1 (wzrost wolniejszy 0 45% w poréwnaniu do kontroli). Ponadto analiza wariancji
(ANOVA) potwierdzita istotng statystycznie interakcj¢ migdzy odmiang a stresem. Zaobserwowano spadek
efektywnosci kwitnienia roslin stresowanych w fazie R1 dla obu odmian (skuteczno$¢ formowania strakéw spadta
odpowiednio 0 34% i 17% u Augusta i Fiskeby V). Dodatkowo stres chtodu zaaplikowany na etapie siewek wptynat
na obnizenie efektywnosci kwitnienia o 31% w odmianie Augusta. Negatywny wplyw na liczbe strgkow
zanotowano jedynie u odmiany Augusta (redukcja o 31%), gdy rosliny byty poddane stresowi w fazie R1. Co
ciekawe, dalsze obserwacje wykazaty, ze liczba nasion na rosling obu odmian ulegla zmianie po przylozeniu stresu
w fazie R1 i wykazata spadek o 20% i 29% odpowiednio dla odmian Augusta i Fiskeby V. W przypadku Fiskeby
V nizsza $rednia liczba nasion w straku wynikata ze zmniejszenia liczby nasion na rosling przy jednoczesnym
wzroscie liczby stragkoéw na roslinie. Odwrotnie, w odmianie Augusta liczba nasion w strgku nie zmienita sig¢ istotnie
w wyniku stresu, poniewaz liczba strakéw i nasion na ro$ling ulegla jednoczesnemu zmniejszeniu. Ostatnim
parametrem stuzacym do okreslenia ogdlnego potencjatu plonowania badanych roslin byt wskaznik tolerancji na
chtéd. Co godne uwagi, rosliny Augusta i Fiskeby V poddane stresowi na etapie siewu i wegetatywnego wzrostu
wykazaty wzrost wskaznikow o ~ 10% w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi. Obnizony plon nasion
zaobserwowano jedynie u odmiany Fiskeby V poddanej stresowi w fazie R1 (redukcja o 7,4%) oraz u roslin Augusta
chtodzonych w fazie VE (redukcja o 7,13%).

W celu porownania potencjatu produkcyjnego dwoch odmian soi (Augusta i Fiskeby V), oprocz obserwacji
zmian fenotypu w warunkach kontrolowanych, w Rolniczej Stacji Badawczej Dion Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu (51 °41'37 "N, 17 °04'06 " E), w sezonach wegetacyjnych 2016 i 2017 przeprowadzono doswiadczenie
polowe. Na etapie dojrzatosci fizjologicznej z kazdego poletka zebrano recznie po 10 roslin odmiany Augusta i
Fiskeby V. Zmierzono cechy morfologiczne i sktadowe plonu, w tym wysoko$¢ ro$liny, liczbe gatezi, liczbe
strgkow 1 nasion, liczb¢ nasion w kazdym strgku, mas¢ 1000 nasion oraz mas¢ nasion na rosling. Opady i
temperatur¢ powietrza mierzono za pomocg Vantage VUE 6357EU (Davis Instruments), ktory znajdowat si¢ ~ 400
m od pola doswiadczalnego.

Przeprowadzenie doswiadczen w dwoch kolejnych sezonach wegetacyjnych pozwolito na poréwnanie
reakcji soi na naturalne umiarkowane warunki $rodowiskowe panujace W regionie zainteresowania (Polska).
Rosliny obu odmian uprawiane w sezonie 2017 wykazywaly zmniejszony wzrost wegetatywny w poréwnaniu z
uprawami w sezonie 2016, na co wskazuja pomiary wysokosci roslin. Ponadto parametry wzrostu reprodukcyjnego,
takie jak masa nasion na rosling i masa 1 000 nasion, wskazuja na gorsze wyniki Wzrostu roslin obu odmian w 2017
roku. Jak wykazaty wyniki analizy wariancji (ANOVA), na liczb¢ nasion w straku wptyneta interakcja miedzy
odmiang a zmianami sezonowymi. Polska odmiana wykazala znacznie gorsze plony w sezonie 2017, w ktérym
produkcja nasion na rosling spadta do 13 g z 16,2 g w 2016 r., a masa 1000 nasion zmniejszyta si¢ z 18,2 g do 13,2
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g. Dla ro$lin odmiany Fiskeby V odnotowano spadek masy nasion na roéline, z 13 g w sezonie 2016 do 9,5 gw
2017 r., a masa 1000 nasion zmniejszyla si¢ z 26,4 do 23,7 g. Niestety, czgSciowo réznice we wzroscie nasion soi
w latach 2016 i 2017 wynikaty z anomalii meteorologicznych, takich jak grad i powodzie, ktore wystapity w 2017
roku.

W ro$linach badanych odmian soi (Augusta i Fiskeby V) poddanych stresowi zimna zbadano metoda
ddPCR profile ekspresji pieciu miRNA, wyselekcjonowanych do badan na podstawie wynikow analizy
literaturowej (publikacja P6). W roslinach niepoddanych stresowi (kontrola) ekspresj¢ czterech miRNA (miR169,
miR319, miR397 i miR398) potwierdzono w trojlistkach, jednolistkach, liScieniach i korzeniach obu odmian
hodowanych w warunkach kontrolnych, podczas gdy nie wykryto miR159. Zaréwno miR397, jak i miR398 w
odmianie Fiskeby V (w stadiach V1 i R1) wykazywaly podobne tendencje, poniewaz bylty ~154- i 129-krotnie
liczniejsze w liSciach (jedno- i tréjlistkowych). W odmianie Augusta poziomy ekspresji byty ~94-krotnie i 57-
krotnie wyzsze odpowiednio dla miR397 i miR398. Podobnie, poziom ekspresji miR169 byt 5,5-krotnie wyzszy
we wszystkich naziemnych tkankach Fiskeby V w poréwnaniu z tym w korzeniach i byt 3,4-krotnie wyzszy w
odmianie Augusta. Wykryto zwigkszone ilosci miR319 (13,4-krotnie wyzsze W odmianie Augusta; 4,9-krotnie
wyzsze u Fiskeby V) w siewkach w poréwnaniu do ilosci w jednolistkach i trojlistkach ze stadiow V1 i RI.
Wzgledne poziomy ekspresji analizowanych miRNA w roslinach poddanych stresowi roznity si¢ migdzy badanymi
odmianami. W roslinach stresowanych podczas kwitnienia (R1), odmiany Augusta i Fiskeby V wykazywaty
kontrastujace wzorce ekspresji miR169, miR319, miR397 i miR398, z najwieksza r6znica dla miR397, ktory
wykazat 80% spadek poziomu ekspresji w Auguscie i 250 % wzrost w Fiskeby V. Podobne tendencje
zaobserwowano w roslinach poddanych stresowi podczas wzrostu wegetatywnego (V1), z wyjatkiem miR169,
ktorego wzgledny poziom ekspresji w siewkach byt na podobnym poziomie w obu odmianach. Co wazne, stres
chtodu spowodowat znaczne zmiany w poziomach ekspresji miR169, miR319, miR397 i miR398 w korzeniach w
poréwnaniu z cze¢$ciami naziemnymi roslin, w ktorych synteza miRNA byta stabilna.

Aby zrozumie¢ role wybranych miRNA w odpowiedzi wybranych odmian soi na stres chtodu, zbadano
profile ekspresji ich genéw docelowych, ktore zostaty wybrane na podstawie analizy GO. Cztery miRNA i ich 85
genow docelowych zostaty przyporzadkowane do 48. funkcji molekularnych, 89. procesow biologicznych i 21.
elementow komorkowych. Najbardziej reprezentowanymi kategoriami komponentow komorkowych byty jadro i
kompleks czynnikéw transkrypcyjnych. Wsrdd procesow biologicznych najczesciej reprezentowane byly wigzanie
DNA i regulacja transkrypcji. Najliczniej reprezentowanymi funkcjami molekularnymi reprezentowanymi przez
wszystkie przewidywane geny docelowe byly wigzanie DNA i wigzanie biatek. Ekspresje badanych genow
docelowych zaobserwowano w roslinach odmiany Fiskeby V, podczas gdy ekspresja genu docelowego miR397
byta niewykrywalna u odmiany Augusta. Co ciekawe, ujemng korelacj¢ miedzy poziomem ekspresji miRNA a ich
przewidywanymi celami zauwazono gtéwnie w korzeniach siewek. Przede wszystkim nadekspresja miR169 (0,46-
krotna i 0,88-krotna) odpowiadata obnizonej 0 -2,64-krotnos¢ i -1,11-krotnos¢ ekspresji jego genu docelowego
kodujacego podjednostki A czynnika jadrowego Y, NF-YA, odpowiednio w odmianach Augusta i Fiskeby V. W
przypadku miR319 (Fiskeby V) zaobserwowano 0,7-krotny wzrost iloci miR319 i -1-krotny spadek ilosci jego
genu docelowego kodujacego czynnik transkrypcyjny GAMYB. Ekspresja genu lakkazy (Fiskeby V) byta znacznie
podwyzszona (~2,65-krotnie) w trojlistkach i jednolistkach w stadiach V1 i R1; nie znaleziono negatywnej korelacji
migdzy ekspresja miR397 a jego genem docelowym kodujacym lakkaze. Inng zalezno$é stwierdzono migdzy
miR398 a jego docelowym genem (ang. copper chaperone for superoxide dismutase, CCS) w korzeniach siewek
odmiany Augusta, gdzie ekspresja miRNA zmniejszyta si¢ -1,73 razy, a genu wzrosta 0,33-krotnie.
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miRNA i degradom (publikacja P8)

W pracy P8 opisano odpowiedzi czterech odmian soi (Augusta, Fiskeby V, Toyomusume i G. soja) na stres
zimna na poziomie molekularnym (miRNA i degradom). Obserwacje prowadzone w trzech tkankach roslinnych
(korzenie siewek, liscienie i trojlistki) umozliwity zbadanie reakcji stresowej we wczesnych stadiach wzrostu soi.
Aby zidentyfikowa¢ miRNA zaangazowane w reakcj¢ na stres zimna, skonstruowano 72 biblioteki SRNA (dla
probek poddanych stresowi i odpowiadajacym im kontroli), ktore zsekwencjonowano za pomoca technologii
lllumina. Ponadto sekwencjonowanie degradomu (24 biblioteki) umozliwito zidentyfikowanie potencjalnych
genow docelowych miRNA, o r6znych poziomach ekspresji.

Odczyty z 72 bibliotek sSRNA poréwnano z kolekcja dojrzatych (i prekursorowych) miRNA soi z bazy
miRBase (wydanie 22.1). W sumie zidentyfikowano 321 znanych rodzin miRNA soi we wszystkich czterech
odmianach. W liScieniach soi na etapie VE najliczniejsza rodzing miRNA byta miR159, z wyjatkiem Fiskeby V, w
ktorym miR165 byt tym o najwyzszym poziomie ekspresji. W korzeniach wszystkich roslin zebranych na etapie
siewek (VE), najsilniej eksprymowang rodzing miRNA byta rodzina miR319, natomiast w trojlistkach soi
zebranych na etapie V1 - rodzina miR398. Dodatkowo wérdd rodzin miRNA o wysoki poziomie ekspresji we
wszystkich badanych probkach dominowaly konserwatywne miRNA, miR159, miR165, miR166, miR167,
miR319, miR396, miR398, miR408 i miR482 oraz miRNA specyficzne dla roslin straczkowych, takie jak miR4414,
miR1510, i miR3522. Z drugiej strony, wsrod rodzin miRNA 0 najnizszych poziomach ekspresji, stosunek
konserwatywnych miRNA do miRNA specyficznych dla roslin straczkowych byl znacznie nizszy niz we frakcji o
wysokim poziomie ekspresji. Wiekszos$¢ konserwatywnych miRNA, wsrod najmniej licznie wystepujacych rodzin
miRNA, to warianty transkrypcyjne ich odpowiednikow o wysokim poziomie ekspresji. Ponadto w czterech
badanych odmianach znaleziono 348 nowych miRNA (213 miRNA w Augusta, 220 w Fiskeby V, 224 w
Toyomusume i 218 w G. soja), wsrod ktorych 129 miRNA byto wspodlnych dla wszystkich czterech odmian.

Lacznie w probkach stresowanych i kontrolnych czterech odmian soi zidentyfikowano 162 miRNA o
zroznicowanej ekspresji, nalezacych do 137 rodzin. Wsréd miRNA o zmienionym poziomie ekspresji we
wszystkich testowanych odmianach, 93 ulegaty obnizonej ekspresji w przynajmniej jednej odmianie, z ktorych 28
co najmniej 5-krotnie. Przeciwnie, 137 miRNA ulegato podwyzszonej ekspresji w probkach roslin stresowanych w
przynajmniej jednej odmianie, z ktorych 41 co najmniej 5-krotnie (Rys. 6).
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miR5037, miR398, miR4416 i miR160 w tréjlistkach (stadium V1). Najbardziej znaczacy wzrost poziomoéw
ekspresji zaobserwowano dla miR6300, miR5368, miR6173 i miR1509 w liscieniach (stadium VE); dla miR319,
miR9750, miR408 i miR2109 w korzeniach sadzonek (stadium VE); i dla miR166, miR398, miR2119, miR399,
miR4996, miR171, miR6300, miR5368 i miR169 w trojlistkach (stadium V1), we wszystkich czterech odmianach.
Kilka rodzin miRNA, w tym miR159, miR319 i miR482, wykazywalo zr6znicowang uniwersalng ekspresje w
korzeniach siewek, przy czym poziomy ekspresji miR159 i miR482 byty obnizone we wszystkich czterech
odmianach, podczas gdy miR319 byt obnizony w odmianie Augusta i G. soja, a podwyzszony W Fiskeby V i
Toyomusume. Podobnie, w tréjlistkach roslin poddanych stresowi na etapie V1 wystgpowaty miRNA o r6znych
poziomach ekspresji we wszystkich badanych odmianach soi, w tym miR10197, miR1507, miR1509, miR159,
miR166, miR2111, miR3522, miR396, miR398, miR408, i MiR2111 miaty obnizony, a miR1509 i miR396
podwyzszony poziom ekspresji. miR1507, miR159, miR166, miR3522, miR398, miR408 i MiR4996 ulegaty
obnizonej ekspresji w odmianie Augusta i G. soja, a podwyzszonej w Fiskeby V i Toyomusume (Rys. 7).

Co wazne, kilka miRNA wykazato odmienne wzory ekspresji w odmianie Toyomusume i odmianach
Augusta, Fiskeby V i G. soja. Stwierdzono, ze w korzeniach siewek Augusta, Fiskeby V i G. soja poziomy ekspresji
miR169 i miR5770 byty obnizone odpowiednio 2,3-, 3,3- i 2,4-krotnie oraz 2,9-, 1,7- i 2,1- krotnie, podczas gdy
ich ekspresja nie zmienita si¢ znaczgco w Toyomusume, co sugeruje ich udzial w odpowiedzi na stres zimna
(Rysunek 9). Podobne wzorce ekspresji stwierdzono w tréjlistkach (stadium V1) dla miR156 i miR5770, gdzie
poziomy ekspresji byty obnizone 1,7-, 3,9- i 1,9-krotnie oraz 0 2,1-, 3,6- i 2,3-krotnie w odmianach Augusta,
Fiskeby V i G. soja, podczas gdy ich poziomy ekspresji nie ulegly znaczacej zmianie w odmianie Toyomusume.
Co ciekawe, 7 miRNA (miR1507, miR159, miR166, miR3522, miR398, miR408 i miR4996) ulegato podwyzszonej
ekspresji w odmianach Toyomusume i Fiskeby V, podczas gdy u Augusty i G. soja obnizone;.

Ponadto 18 nowych miRNA ulegato zr6znicowanej ekspresji w probkach poddanych stresowi. Wsrdd nich
4 miRNA znaleziono w wiecej niz jednej odmianie, dwa z nich byly wspdlne dla liScieni i trgjlistkow G. soja, jeden
wspdlny dla trojlistkow G. soja i Augusta, a jeden dla trojlistkow G. soja i Fiskeby V.

......
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Na podstawie wynikow sekwencjonowania degradomu i pdzniejszej analizy wykonanej za pomoca
oprogramowania CleavelLand zidentyfikowali$my potencjalne sekwencje docelowe miRNA soi, ktore biorg udziat
w odpowiedzi na stres zimna. W sumie 2005 docelowych mRNA zidentyfikowano we wszystkich 24 bibliotekach
degradomu, z ktérych 1183 nalezato do kategorii 0, 222 do kategorii 1, 293 do kategorii 2, 164 do kategorii 3 i 143
do kategorii 4, gdzie kategoria 0 reprezentowata najlepsze dopasowanie miedzy miRNA i genami docelowymi.
Dalsze badania ujawnily potencjalne cele miRNA o zmienionych poziomach ekspresji takie jak biatko wigzace
GAMYB Glycine max (LOC732608), czynnik transkrypcyjny NAC Glycine max (LOC100814504) czy dysmutaza
ponadtlenkowa [Cu-Zn] Glycine max (SOD1). Terminy GO przypisano 378 genom docelowym kontrolowanym
przez 16 miRNA o zmienionych poziomach ekspresji (Rysunek 8). Geny docelowe zostaly opisane przez 53
terminy w kategorii procesy biologiczne, 31 terminow w kategorii funkcje molekularne i 25 terminéw w kategorii
przedziat komoérkowy. Do szeroko reprezentowanych terminéw nalezaty ,,proces biosyntezy”, ,,proces
metaboliczny komorkowych zwiazkow azotu” oraz ,,proces modyfikacji biatek komorkowych” w kategorii procesy
biologiczne; ,,wigzanie jonow”, ,,wigzanie DNA” i ,,aktywnos$¢ oksydoreduktazy” w kategorii funkcje molekularne;
oraz ,jadro komorkowe”, ,,kompleks zawierajacy biatko” i ,,btona” w kategorii przedzial komorkowy. Ponadto,
wyniki analizy KEGG wskazaty, ze 378 genéw docelowych zostato znacznie wzbogaconych w 67 szlakach, w tym
w metabolizmie puryn i tyrozyny, biosyntezie alkaloidéw izochinoliny, glikolizie i glukoneogenezie oraz
metabolizmie pirogronianu i tiaminy.
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Rysunek 8. Analiza ontologii genow (GO) genow docelowych miRNA o rdznej ekspresji.

Do analizy zmian poziomu ekspresji genow w korzeniach i liscieniach czterech badanych odmian soi
wybrano trzy geny: Glycine max putative phytocyanin (Phyt, NM_001251440.2), czynnik transkrypcyjny Glycine
max (NAC-19, NM_001255827.1) i dehydrogenaz¢ jabiczanowa Glycine max [NADP] (GmMDH,
NM_001369219.1). W korzeniach, po ekspozycji na stres, ekspresja genu Phyt byta podwyzszona w odmianach
Augusta i Fiskeby V, w przeciwienstwie do Toyomusume i G. soja, gdzie zaobserwowano znaczne obnizenie
poziomu ekspresji tego genu. Poziom ekspresji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny NAC-19 byt znaczaco
podwyzszony w korzeniach we wszystkich testowanych odmianach, a kodujacego GmMDH byt podwyzszony w
korzeniach w odmianach Augusta, Fiskeby V i Toyomusume, obnizenie poziomu ekspresji o 50% odnotowano dla
G. soja. W liscieniach ekspresja genu Phyt byla obnizona (o co najmniej 50%) we wszystkich odmianach z
wyjatkiem G. soja, gdzie byta podwyzszona 0 40%. Poziom ekspresji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny
NAC-19 byt podwyzszony w liscieniach wszystkich testowanych odmian, a kodujacego GmMDH byt
podwyzszony w Augusta i Toyomusume, a obnizony w Fiskeby V i G. soja.

Co wazne, poziom ekspresji genu nac-19 byt znaczaco podwyzszony w korzeniach i liscieniach wszystkich
testowanych odmian. Wynik ten dobrze korelowat z obserwowanym obnizeniem poziomu ekspresji miR408 w
liscieniach. W korzeniach odmian Augusta i Toyomusume poziomy ekspresji genu GmMMDH byly podwyzszone
lub utrzymywane na tym samym poziomie (w Fiskeby V). Tylko u jednej odmiany (G. soja) zaobserwowano spadek
poziomu ekspresji genu GmMDH. Jedynie w liscieniach odmiany Augusta zaobserwowano podwyzszony poziom
ekspresji genu GmMMDH; wzrost zaobserwowano rowniez U G. soja. Co wazne, zaobserwowano réwniez Wzrost
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poziomu ekspresji genéw Phyt w korzeniach Augusta i Fiskeby V — dwodch odpornych na zimno odmian Soi.
Przeciwnie, w liScieniach poziom jego ekspresji ulegt obnizeniu w odmianach Augusta, Fiskeby V i Toyomusume.
Zmienione profile ekspresji cechowaty biatka zaangazowane w proces homeostazy redoks i transporty elektronow,
ktére moga by¢ w pewnym stopniu odpowiedzialne za zwickszong/zmniejszong podatno$¢ na stresy abiotyczne.

We weczesdniejszych pracach wykazano, ze kluczowa role w aklimatyzacji roslin do zimna odgrywa
przeprogramowanie centralnego metabolizmu weglowodanéw [29-31]. Odkrycia te zostaly potwierdzone w
powyzszym badaniu, gdzie wykazano, ze metabolizm cukrow byt jednym ze szlakow, na ktore wplywa 16 miRNA
0 zroznicowanych poziomach ekspresji zidentyfikowanych podczas analizy. Ponadto, cukry stabilizuja btony
biologiczne, liposomy, dziataja jako osmoprotektanty, a nawet stabilizuja proces fotosyntezy podczas stresu,
poniewaz jak wykazano, zmniejszeniu zdolnosci fotosyntetycznej roslin czgsto towarzyszy zwigkszona akumulacja
cukru [29, 32]. Stres zimna negatywnie wptywal rowniez na fotosyntez¢ i wigzanie CO, [32-34], co zostato
dodatkowo potwierdzone w powyzszych badaniach, jako ze enzymy zaangazowane w wigzanie wegla, fotosyntezg
oraz metabolizm nikotynianu i nikotynamidu byly jednymi z celow miRNA o zmienionym poziomie ekspresji w
warunkach stresu zimna. Glutation, organiczny magazyn siarki, w postaci zredukowanej (GSH) jest metabolitem
niezbednym w réznych szlakach biosyntezy, takich jak detoksykacja i homeostaza redoks [35]. Do chwili obecnej
kilka publikacji wskazuje na zaangazowanie glutationu w odpowiedzi na stresy abiotyczne [36-39]. W niskich
temperaturach u kilku gatunkéw roslin wykryto wysoka zawarto$s¢ GSH i aktywnos$¢ reduktazy glutationowej, co
wskazuje na ich potencjalny wktad w tolerancj¢ na chtod i aklimatyzacje na zimno [40]. Metabolizm glutationu byt
jednym ze szlakow wskazanych w analizie KEGG, w ktorej trzy enzymy: reduktaza, 5-oksoprolinaza (hydroliza
ATP) i dehydrogenaza (NADP+) zostaty przewidziane jako cele miRNA o zmienionych poziomach ekspresji
podczas stresu zimna.

4E. Najwazniejsze osiggniecia poznawcze zaprezentowanych badan

1. Zsekwencjonowanie dwoch genomow kukurydzy zwyczajnej, odmian réznigcych sie odporno$cig na stres
herbicydowy.

2. ldentyfikacja zmian typu SNP i polimorfizméw typu insercja/delecja w genach zaangazowanych w przemiany
fosforanow linii TL kukurydzy.

3. Identyfikacja zmian we wzorach metylacji DNA dwoch odmian kukurydzy pod wptywem stresu herbicydowego.
4. Identyfikacja sekwencji DNA odmiennie metylowanych pod wplywem stresu herbicydowego dwoch badanych
odmian kukurydzy.

5. Identyfikacja miRNA ulegajgcych zréznicowanej ekspresji pod wptywem stresu herbicydowego dwoch odmian
kukurydzy.

6. Okreslenie roli miR827 w homeostazie Pi i w odpowiedzi roslin na stres herbicydowy.

7. Analiza fenotypowa i identyfikacja zdolno$ci przystosowawczych dwoch odmian soi (Augusta i Fiskeby V)
poddanych stresowi zimna.

8. Okreslenie zmian pozioméw ekspresji miRNA pod wptywem stresu zimna u 4 odmian soi o zréznicowanej
podatnosci i odpowiedzi na w/w stres.

9. Identyfikacja 348 nowych miRNA u soi.

10. Opisanie szlakéw molekularnych zaangazowanych w odpowiedZ soi na warunki stresu zimna (metabolizm
weglowodanow, fotosynteza i wigzanie CO2, glutation i metabolizm glutationu).

4F. Podsumowanie
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Kukurydza i soja to rosliny uprawne wywodzace si¢ z klimatu cieptego. Kukurydza, uprawiana jest w
klimacie umiarkowanym, w tym w Polsce, od wielu lat. Wykazano ponadto, ze r6zne rodzime odmiany kukurydzy
charakteryzuje odmienna odporno$¢ na stosowane herbicydy. Postanowitam zatem przeprowadzi¢ analizy
molekularne podstaw tej rdéznorodnosci. Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze wystepujace w
badanych odmianach kukurydzach zmiany sg wielopoziomowe i wieloczynnikowe. Zidentyfikowano zmiany na
kazdym etapie regulacji ekspresji informacji genetycznej, tj. w genomach, w transkryptomach, pulach miRNA i
degradomu. W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano tysiagce wariantéw strukturalnych, takze w
regionach kodujacych biatka, w dwoch odmianach kukurydzy rdznigcych si¢ podatnoscig na RoundUp®. Zbadano
geny i $ciezki zaangazowane w metabolizm glifosatu i zidentyfikowano w nich szereg zmian mogacych wplywac
na poziomy ekspresji genow. Wykazano ponadto, ze Stres herbicydowy spowodowat zwiekszenie ilosci w petni
metylowanych sekwencji w genomach w linii wrazliwej 0 18,64%. Wsrdd zidentyfikowanych sekwencji
metylowanych odmiennie pod wptywem herbicydu byly geny kodujace transferazy, bialka transporterowe,
metylotransferazy, hydrolazy, transpozony, biatka rybosomalne, cytochromy i biatka uczestniczace w procesach
transkrypcji i biorgce udziat w reakcji na stres. W toku badan, zidentyfikowano takze miRNA ulegajace zmienione;j
ekspresji pod wptywem stresu herbicydowego w linii toleracyjnej i zaproponowano mechanizm odpornosci
uczestniczacy w odpowiedzi na stres, oparty 0 miR827-3p oraz transportery fosforanowe w btonach komorkowych.
Wykazano zatem, ze naturalna odporno$¢ upraw kukurydzy na herbicydy jest znacznie bardziej skomplikowana niz
tylko zmiana pojedynczej cechy (obserwowana w uprawach modyfikowanych genetycznie) i opiera si¢ na wielu
mechanizmach i poziomach regulacji ekspresji informacji genetycznej (epigenetyka, mate niekodujace RNA,
zmiany w ekspresji i sktadzie produktow genowych), ktore razem sktadaja si¢ na wzrost odpornosci poszczegdlnych
odmian na warunkKi stresu.

Soja, w warunkach klimatu umiarkowanego najbardziej narazona jest na stres zimna. Do analiz odpowiedzi
soi na warunki stresu zimna wybrano 3 odmiany soi (dwie odporne — Augusta i Fiskeby V; jedna wrazliwa —
Toyumusume) oraz G. soja. Zmiany w poziomach ekspres;ji puli krotkich regulatorowych RNA i degradomu badano
w 3 tkankach roslin stresowanych na réznych etapach wzrostu. Zidentyfikowano tacznie 321 znanych miRNA i
przewidziano 348 nowych miRNA. Az 162 czasteczki miRNA, w tym konserwatywne miRNA specyficzne dla
ro$lin stragczkowych i soi oraz 18 nowych miRNA, mialo zmienione profile ekspresji. Co ciekawe, kilka miRNA,
takich jak miR156, miR169 i miR5770, miato podobne wzorce ekspresji w Augusta, Fiskeby V i G. soja, co
wyraznie kontrastowalo z wrazliwa na zimno odmiang Toyomusume. Analizy degradomu, GO i KEGG pozwolity
nam przypisac¢ potencjalne geny docelowe do miRNA o zréznicowanych pod wptywem stresu zimna poziomach
ekspresji. Stwierdzono, ze wiele z tych gendw jest powigzanych z mechanizmami reakcji rolin na stres abiotyczny,
takimi jak neutralizacja reaktywnych form tlenu, biosynteza flawonoidéow i regulacja potencjatu osmotycznego.
Wykonano rowniez analizy fenotypowe dwoch ,,odpornych” na zimno odmian soi w warunkach kontrolowanego
stresu (fitotron) oraz w warunkach polowych. Co godne uwagi, rosliny Augusta i Fiskeby V poddane stresowi na
etapie siewek i wzrostu wegetatywnego wykazaty wzrost wskaznikow o ~10% w poréwnaniu z roslinami
kontrolnymi. Obnizony plon zaobserwowano jedynie u odmiany Fiskeby V poddanej stresowi w fazie R1 (redukcja
0 7,4%) oraz u roslin Augusta stresowanych w fazie VE. W warunkach polowych wykazano, ze odmiana Augusta
charakteryzuje si¢ wyzszym plonowaniem (g nasion) niezaleznie od wystepujacego stresu, odmiana ta okazata sig
by¢ zatem lepiej przystosowana do polskich warunkéw uprawy.
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86

Punktacja wg MNiSW: 6

Bakowska-Zywicka K, Tyczewska A (2009) Ribophagy — the novel degradation system of the ribosome.
Biotechnologia, 1(84), 99-103
Punktacja wg MNiSW: 6

Bakowska-Zywicka K, Tyczewska A, Twardowski T (2008) Genetically modified organisms — economy and
safety (in Polish). Nauka 3, 59-65
Punktacja wg MNiSW: 9

Tyczewska A, Bakowska-Zywicka K (2008) Animals as bioreactors — the future of pharmaceutical industry?
(in Polish). Biotechnologia 3(82), 64-71
Punktacja wg MNiSW: 6

Tyczewska A, Twardowski T (2008) Genetically modified organisms, pro and con (in Polish). Bromatologia
i chemia toksykologiczna 3, 197-201
Punktacja wg MNiSW: 6

Bakowska-Zywicka K, Tyczewska A, Twardowski T (2008) Civilization diseases — therapeutic application
of antisense strategy (in Polish). Nauka 1, 45-62
Punktacja wg MNiSW: 9

Tyczewska A, Bakowska-Zywicka K, Twardowski T (2006) Therapeutic applications of aptamers, in: Na
pograniczu chemii i biologii, vol. XIV, 175-203.

Figlerowicz M, Tyczewska A, Figlerowicz M (2006) The influence of small regulatory RNASs on the viral
infection - new strategies in HCV therapy (in Polish). Przeglad Epidemiologiczny, 60 (4), 693-700
Punktacja wg MNiSW: 4

Bakowska-Zywicka K, Tyczewska A, Twardowski T (2006) Mechanism of the peptide bond synthesis —
controversions (in Polish). Postepy Biochemii, 52(2), 166-172
Punktacja wg MNiSW: 5

Tyczewska A, Sikora M (2005) Philadelphian list (in Polish). Biotechnologia, 4(71), 232-235
Punktacja wg MNiSW: 6
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17.  Tyczewska A, Figlerowicz M, Twardowski T (2003) RNA aptamers as potential antiviral drugs (in Polish).
Biotechnologia, 2(61), 15-164.

Liczba punktow MNiSW*: 184
*Liczba punktow MNiSW zostala obliczona na podstawie punktacji MNiSW, zgodnie z rokiem opublikowania
danej pozycji

Abstrakty konferencyjne w czasopismach z listy WoS:

1. Kuczynski J, Tyczewska A, Gracz J, Twardowski T (2019) Small RNA-Seq highlights importance of
microRNAs in soybean chilling stress, FEBS Open Bio, 9(1), 311-312

Punktacja wg MNiSW (2019): 70 IF (2019): 2,231 IF (5-letni): 2,231

2. Tyczewska A, Mahmoud M, Zywicki M, Karlowski W, Gracz-Bernaciak J, Twardowski T (2019) (Roundup
(R) resistance trait traced in genomes of maize inbred lines, FEBS Open Bio, 9(1), 311-311
Punktacja wg MNiSW (2019): 70 IF (2019): 2,231 IF (5-letni): 2,231

3. Gracz J, Tyczewska A (2016) Changes in DNA methylation in maize under herbicide stress conditions, New
Biotechnology 33(S), S167-S167, Meeting Abstract: P19-4
Punktacja wg MNiSW (2016): 30 IF (2016): 3,813 IF (5-letni): 3,755

4, Kuczynski J, Gracz J, Tyczewska A (2016) Analysis of cold-regulated microRNAs in soybean, New
Biotechnology 33(S), S163-S163, Meeting Abstract: P18-32
Punktacja wg MNiSW (2016): 30 IF (2016): 3,813 IF (5-letni): 3,755

5. Tyczewska A, Zywicki M, Gracz J, Karlowski W (2016) Changes in expression of miRNAs involved in
stress responses and senescence in glyphosate-treated maize, New Biotechnology 33(S), S160-S161, Meeting
Abstract: P18-24

Punktacja wg MNiSW (2016): 30 IF (2016): 3,813 IF (5-letni): 3,755

Sumaryczny IF publikacji konferencyjnych: 15,901*

*Sumaryczny Impact Factor (IF) zostat obliczony na podstawie danych z Web of Science (WoS), zgodnie z rokiem
opublikowania danej pozycji

Liczba punktéw MNiSW: 230*

*Liczba punktow MNiSW zostata obliczona na podstawie punktacji MNiSW, zgodnie z rokiem opublikowania
danej pozycji.

Patenty:
1. Patent Europejski w trybie PCT nr 2 255 002 “Method to inhibit ribonuclease Dicer, ribonuclease Dicer

inhibitor, and use of RNA aptamers as ribonculease Dicer inhibitors”, 02.04.2014, Figlerowicz M,
Tyczewska A, Twardowski T, Szopa A, Kietrys AM
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2. Patent nr 212696 ,,Inhibitor rybonukleazy Dicer (Ribonuclease Dicer inhibitor)”, 27.11.2012, Figlerowicz
M, Tyczewska A, Twardowski T, Szopa A, Kietrys AM

Publikacje naukowe w recenzji:
1. Public perception of plant gene technologies worldwide (2022) Wozniak E, Tyczewska A, Perisic M,
Beniermann Anna, Eriksson D, Vangheluwe N, Gheysen G, Cetiner S, Abiri N and Twardowski T — w:
GM Crops & Food

Inne projekty naukowe:

1. Biogospodarka i zr6znicowany rozwdj. Odbior spoleczny biotechnologii, GMO i biogospodarki —
wspolpraca z dr Ewa Wozniak-Gientka i prof. dr hab. Tomaszem Twardowskim (Instytut Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu)

2. Analiza odpowiedzi pszenicy na stres abiotyczny - wspotpraca z dr hab. Agnieszka Tomkowiak
(Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu)

Dziatalno$¢ dodatkowa:

2022 — wspotedytor zeszytu specjalnego (Special Issue) czasopisma EFB Biotechnology Journal pt.:” Circular and
sustainable bioeconomy: legal and social aspects”, https://www.journals.elsevier.com/efb-bioeconomy-
journal/call-for-papers/circular-and-sustainable-bioeconomy-legal-and-social-aspects

2018 - do chwili obecnej - Redaktor czasopisma “Postepy biochemii”,
https://postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/index.php/PB/about/editorial Team

2016 - do chwili obecnej — Zastepca Redaktora Naczelnego kwartalnika “BioTechnologia. Journal of
Biotechnology, Computational Biology and Bionanotechnology”, http://www.biotechnologia-
journal.org/Journal/BioTechnologia-85

2015 - do chwili obecnej — Inspektor ds. GMM/GMO nadzorujacy zaktady inzynierii genetycznej i prace z
genetycznie modyfikowanymi organizmami i mikroorganizmami w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu

2010 - wspotedytor zeszytu 3/2010 kwartalnika ‘Biotechnologia” na temat niekodujagcych RNA

2009 - wspotedytor zeszytu 1/2009 kwartalnika ‘Biotechnologia” na temat biosyntezy biatka

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub sztuke.

Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze promotora pomocniczego:

1. Promotor pomocniczy od czerwca 2012 r. do kwietnia 2015 r., opieka merytoryczna od stycznia 2011 r.
Opicka nad pracag doktorska Pani mgr Joanna Gracz- Bernaciak. Temat pracy: ,,Alternatywny splicing jako
mechanizm odpowiedzi na stres herbicydowy u kukurydzy zwyczajnej”. Obrona 2015.

2. Promotor pomocniczy od 2018 r., opieka merytoryczna od pazdziernika 2015 r. do chwili obecnej. Opieka
nad praca doktorska Pana mgr inz. Jakuba Kuczynskiego. Tematyka pracy: Zmiany w ekspresji miRNA i
degradomu pod wplywem stresu zimna u 4 odmian soi charakteryzujacych si¢ zréznicowang wrazliwoscia
na chtod. Planowana obrona 2022.

Opieka naukowa nad studentami:

32



Promotor pracy magisterskiej:
1. Aleksandra Klimek, 2019 r., UAM: ,,R6znicowa analiza krotkich regulatorowych RNA w wybranych liniach
kukurydzy zwyczajnej w warunkach stresu herbicydowego”

Opiekun naukowy magistrantek:
1. Anna M. Kietrys (2006-2008), Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
2. Aleksandra Szopa (2006-2008), Politechnika ¥.6dzka

Promotor prac inZynierskich:

1. Jakub Szymkowiak, 2014 r., UAM ,,Analiza zmian poziomu metylacji DNA dwoch wybranych linii Zea mays
pod wpltywem stresu herbicydowego”

2. Maciej Pszczota, 2016 r., UAM , Profilowanie ekspresji wybranych miRNA w stresie zimna u soi”

Opieka naukowa nad praktykantkami:

1. Dobrostawa Michalska, 2014 r., UP, szeSciomiesi¢czne praktyki, tematyka: analiza wplywu stresu
herbicydowego na dwie linie wsobne kukurydzy roznigce si¢ wrazliwoscig na herbicyd RoundUp

2. Aleksandra Mazur, 2014 r., UP, szeSciomiesieczne praktyki, tematyka: analiza wplywu stresu
herbicydowego na dwie linie wsobne kukurydzy rozniace si¢ wrazliwoscia na herbicyd RoundUp

3. Monika Gazecka, 2018 r., UAM, tematyka praktyk: Analiza zmian w poziomach RNA u ro$lin uprawnych
pod wplywem stresow abiotycznych

4, Martyna Dolata, 2021 r., Technikum TEB Edukacja, miesi¢czne praktyki, tematyka: organizacja pracy w
laboratorium, poznanie i stosowanie przepisow BHP, ochrony srodowiska i sanitarno-epidemiologicznych,
praca z materialem biologicznym w warunkach sterylnych

5. Wiktoria Zielnik, 2021 r., Technikum TEB Edukacja, miesigczne praktyki, tematyka: organizacja pracy w
laboratorium, poznanie i stosowanie przepisow BHP, ochrony srodowiska i sanitarno-epidemiologicznych,
praca z materialem biologicznym w warunkach sterylnych

6.  Wiktoria Springer, 2021 r., Technikum TEB Edukacja, miesigczne praktyki, tematyka: organizacja pracy w
laboratorium, poznanie i stosowanie przepisow BHP, ochrony srodowiska i sanitarno-epidemiologicznych,
praca z materialem biologicznym w warunkach sterylnych

Recenzowanie prac dyplomowych:
1. Natalia Maria Dgbrowska, 2015, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu. Zalezna od RNA transkrypcyjna
modulacja ekspresji genow w Bacillus subtilis na przyktadzie ryboprzetacznika lizynowego

Odbyte staze w zagranicznych os$rodkach naukowych:

1. Austria, Wieden, Instytut Biologii Molekularnej Ro$lin im. Grzegorza Mendla, Austriacka Akademia Nauk,
zespot Matzke, staz podoktorski (02.2009-10.2010)

2. Szwajcaria, Bazylea, Instytut Badan Biomedycznych im Friedricha Mieschera, zespot Ciosk (15.05.2017-
15.08.2017)

Realizowane granty/projekty badawcze:
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10.

COST Action CA18111 pt. “Genome editing in plants - a technology with transformative potential”.
Podmiotem realizujagcym jest Swedish University of Agricultural Sciences (kierownik: dr. D. Eriksson), rola
—wykonawca w grupie WG4, czas realizacji: kwiecien 2019 — kwiecien 2023

MNIiSW, dziatalno§¢ upowszechniajaca nauke, rodzaj wniosku - dzialalno$¢ wydawnicza, na rok 2017,
wnioskodawca: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN. Grant dotyczyl wspotfinansowania kwartalnika
»BioTechnologia. Journal of Biotechnology, Computational Biology and Bionanotechnology”, czas
realizacji: styczen 2017 - grudzien 2018

Projekt NCN, konkurs 15, podtyp OPUS, grudzien 2014. Identyfikacja mechanizméw molekularnych
zaangazowanych w odpowiedZ soi na stres niskich temperatur w warunkach klimatu umiarkowanego,
kierownik projektu: prof. dr hab. Tomasz Twardowski, rola — gléwny wykenawca, czas realizacji: lipiec
2015 — styczen 2020

Projekt NCN, konkurs 6, podtyp MAESTRO, wrzesien 2012. Kompleksowe podejscie w celu zdefiniowania
molekularnych podstaw odpowiedzi kukurydzy na stres herbicydowy, kierownik projektu: prof. dr hab.
Tomasz Twardowski, rola — glowny wykoenaweca, czas realizacji: maj 2013 — listopad 2019

Projekt NCN, konkurs 1, podtyp SONATA, czerwiec 2011. Analiza epigenomu i proteomu kukurydzy
zwyczajnej (Zea mays), linii odpornej i wrazliwej na herbicyd, kierownik i gléwny wykonawca — dr Agata
Tyczewska, czas realizacji: grudzien 2011 — grudzien 2015

Projekt NCN, podtyp OPUS, marzec 2011. Mate niekodujace RNA i zmiany w degradomie ro$linnym jako
mechanizm odpowiedzi na warunki stresu herbicydowego, kierownik: prof. dr hab. T. Twardowski, rola —
wykonawca, czas realizacji: marzec 2011-marzec 2014

Projekt NCN, podtyp OPUS, pazdziernik 2010. Alternatywny splicing u kukurydzy zwyczajnej indukowany
w warunkach stresu herbicydowego, kierownik: prof. dr hab. T. Twardowski, rola - wykonawca, czas
realizacji: pazdziernik 2010-pazdziernik 2013

Projekt MNil, czerwiec 2009. Krotkie czasteczki RNA jako regulatory aktywnoS$ci enzymatycznej ludzkiej
rybonukleazy Dicer, kierownik: dr A. Kurzynska-Kokorniak, rola — wykonawca, czas realizacji: czerwiec
2009 — czerwiec 2012

RNA-zalezna metylacja DNA (staz podoktorski, Austria), okres realizacji: luty 2009 — pazdziernik 2010

Poszukiwanie inhbitoréw RNA rybonukleazy Dicer i HIV-1 RT (praca doktorska), okres realizacji: wrzesien
2002 — czerwiec 2008

Popularyzacja nauki:
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2014

2017

2019

2019
2019
2020
2021

Seminarium Kota Naukowego Studentéw Biotechnologii "OPERON", Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu, 24 kwiecien 2014, Poznan, wyktad ,Jak ro$liny radzg sobie ze stresem? na przyktadzie
kukurydzy i stresu herbicydowego”

Eurobiotech, 6th Central European Congress of Life Sciences, 11-14 September 2017, Krakéw, Poland —
warsztat “To publish or not to publish?”, wyktadowca, temat wyktadu: “How to increase the chance that
your paper will be published?”

Eurobiotech, 7th Central European Congress of Life Sciences, 23-25 September 2019, Krakéw, Poland —
warsztat “To publish or not to publish?”, organizator warsztatu i wyktadowca, temat wyktadu: “How to
increase the chance that your paper will be published?”

Udziat w wydarzeniu Noc Biologow, 11 styczen 2019

Udzial w wydarzeniu Noc Naukowcow 27 wrzesien 2019

Udzial w wydarzeniu Noc Naukowcow, 27 listopad 2020

Partner kampanii spotecznej ,,We love R&D”, ktorej idea skupia si¢ na rozwigzywaniu realnych probleméw
polskiej nauki i dzialalno$ci B&R, zwigzanych z budowaniem pozytywnego i interesujacego wizerunku
naukowca i innowatora, komercjalizacja opracowanych rozwigzan poprzez komunikacje i popularyzacja
nauki w spoteczenstwie.

Dzialalno$¢ w organach instytutu i jeqo komisjach:

Cztonek Zespotu ds. zakupu strategicznej aparatury w ICHB PAN
Cztonek Zespotu ds. bioetyki i RODO w badaniach bioetycznych w ICHB PAN

Dzialalno$¢ w organach pozainstytutowych:

Cztonek Komisji Biotechnologii przy Poznanskim Oddziale PAN, kadencja 2019-2023

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1
Otrzymane nagrody i wyroznienia:

2011

2019

2020

Wyréznienie publikacji “Selection of RNA oligonucleotides that can modulate human Dicer activity in
vitro (2011), Nucleic Acid Ther. 21(5), 333-46 (Tyczewska A, Kurzynska-Kokorniak A, et al.), przez F.
Steele’a, edytora Nucleic Acid Therapeutics — jedna z najciekawszych prac eksperymentalnych
opublikowanych w Nucleic Acid Therapeutics w roku 2011

Nagroda Naukowa Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN za najlepsza publikacje przegladowa powstats
w Instytucie w roku 2018 za prace:

Tyczewska A, Wozniak E, Gracz J, Kuczynski J, Twardowski T* (2018) Towards Food Security: Current
State and Future Prospects of Agrobiotechnology. Trends in Biotechnology, 36(12):1219-1229, DOI
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2018.07.008

Polska Nagroda Inteligentnego Rozwoju 2020 w kategorii “Naukowiec przysztosci” za realizacj¢ projektu

NCN “ Analiza epigenomu i proteomu kukurydzy zwyczajnej (Zea mays), linii odpornej i wrazliwej na
herbicyd”
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Moéj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 37 oryginalnych prac tworczych, 2 patenty (europejski i polski),
28 komunikatéw konferencyjnych, 10 referatow konferencyjnych, 2 rozdzialy w monografiach. Na moj
opublikowany dorobek naukowy sktada si¢ 35 prac wspotautorskich oraz 2 autorskie, z czego w 16 publikacjach
jestem autorem wiodgcym, a w 14 korespondencyjnym. Sposrod 37 oryginalnych prac tworczych, 27 zostato
wydane w jezyku angielskim, w tym 15 w czasopismach z Master Journal List.

t.aczna suma uzyskanych przeze mnie punktow zgodnie z lista czasopism MNiSW z uwzglednieniem osiagniecia
naukowego wynosi 1444.

W okresie przed uzyskaniem stopnia doktora na mgj dorobek naukowy sktadaty si¢ 6 oryginalnych prac tworczych.
Znaczne zwigkszenie dorobku naukowo-badawczego miato miejsce po uzyskaniu stopnia naukowego doktora.
Sumaryczny IF moich publikacji wedtug listy Journal Citation Reports (JCR) wynosi 78,833 (5-letni: 79,504),
sumaryczny IF publikacji konferencyjnych: 15,901, h-index: 7, liczba cytowan: 143, bez autocytowan: 130.
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