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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

* 2013: Doktor Nauk Rolniczych (z wyrdznieniem)
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Praca doktorska na temat: "Zmiany w profilach fenolowych metabolitow wtérnych w roslinach

jeczmienia (Hordeum vulgare L.) poddanych stresowi niedoboru wody".
Promotor: Prof. dr hab. Piotr Kachlicki

* 2009: Magister Biotechnologii (z wyr6znieniem)

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Praca magisterska na temat: "Charakterystyka dysmutaz ponadtlenkowych w wybranych

gatunkach roslin Brassica ".

Promotor: Prof. dr hab. Jan Sadowski

* 2009: Inzynier Technologii Zywnosci i Zywienia Cztowicka

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu Czlowieka
Praca inzynierska na temat: "Mikroenkapsulacja biatek - metody i zastosowania".

Promotor: Dr. hab. Kamila Goderska.

3. Informacje dotyczace poprzednich zatrudnien w instytucjach naukowych:
¢ 2/2016 - obecnie: Adiunkt,

Zaktad Metabolomiki Funkcjonalnej Roslin, Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej

Akademii Nauk w Poznaniu

* 1/2015 - 09/2020: Starszy Specjalista,

Zespot Metabolomiki, Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
* 1/2011- 12/2014: Asystent Badawczy,

Zespot Metabolomiki, Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
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* 10/2008-2/2010: Doktorant,
Zespdt Metabolomiki, Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

*Urlopy macierzynskie i rodzicielskie: 2/2010-8/2010 oraz 3/2015-2/2016.

4. Omowienie osiagnie¢ naukowych wymienionych w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r. poz. 478, z
poézn. zm.)

Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiggnied, jak 1 w
sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wktad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane
osiggniecie jest dzietem wspdtautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku

z okresu calej kariery zawodowe;.

4.1. Tytul osiagnie¢cia naukowego
Identyfikacja markerow metabolomicznych w roslinach z rodziny Poaceae i Brassicaceae

zwigzanych z odpowiedzig na stresy abiotyczne i biotyczne

4.2. Cykl prac wchodzacych w sklad osiagni¢cia naukowego

H1. Piasecka A", Sawikowska A*, Kuczyniska A, Ogrodowicz P, Mikolajczak K, Krystkowiak
K, Gudys K, Guzy-Wrobelska J, Krajewski P, Kachlicki P*. (2017). Drought-related secondary
metabolites of barley (Hordeum vulgare L.) leaves and their association with mQTLs. Plant

Journal 2017; 89: 898-913; https://doi.org/10.1111/tpj.13430

F2017= 5.901; MNiSW2017=45; MNiSW2024= 140; C=67

Moj wklad w powstanie publikacji polegal na: sformulowaniu problemu badawczego i
koncepcji pracy (wraz z autorem korespondencyjnym), zaplanowaniu i wykonaniu wszystkich
eksperymentow metabolomicznych oraz udzial w powadzeniu eksperymentow szklarniowych,
analizie uzyskanych danych, interpretacji danych (wraz z autorem korespondencyjnym),
napisaniu w catosci pierwszej wersji manuskryptu, redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji

manuskryptu (wraz z pozostalymi wspolautorami).

H2. Piasecka A, Sawikowska A, Kuczynska A, Ogrodowicz P, Mikolajczak K, Krajewski P,

Kachlicki P*. Phenolic Metabolites from Barley in Contribution to Phenome in soil Moisture
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Deficit.  International  Journal of Molecular  Sciences 2020; 21(17): 6032.
https://doi.org/10.3390/ijms21176032;

[F2019=4.556; MNiSW2019=140 pkt; MNiSW2024=140 pkt; C=4

Moj wklad w powstanie publikacji polegal na: sformutowaniu problemu badawczego i
koncepcji pracy (wraz z autorem korespondencyjnym), zaplanowaniu i wykonaniu wszystkich
eksperymentow metabolomicznych oraz udzial w powadzeniu eksperymentow szklarniowych,
analizie uzyskanych danych, interpretacji danych (wraz z autorem korespondencyjnym),
napisaniu w catosci pierwszej wersji manuskryptu, redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji

manuskryptu (wraz z autorem korespondencyjnym,).

H3. Sawikowska A, Piasecka A, Kachlicki P, Krajewski P*. Separation of Chromatographic
Co-Eluted Compounds by Clustering and by Functional Data Analysis. Metabolites 2021 11(4):
214; https://doi.org/10.3390/metabo11040214;

[F2020=4.097; MNiSW2020=100 pkt; MNiSW2024=100 pkt; C=2

Moj wklad w powstanie publikacji polegal na: zaplanowaniu i wykonaniu
eksperymentow metabolomicznych, analizie uzyskanych danych, interpretacji uzyskanych
danych (wraz z pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym), napisaniu czesci
pierwszej wersji manuskryptu, redagowaniu ostatecznej wersji manuskryptu i jego poprawie w

odpowiedzi na recenzje (wraz z pozostalymi wspolautorami).

H4. Piasecka A, Kachlicki P, Stobiecki M*. Analytical Methods for Detection of Plant
Metabolomes Changes in Response to Biotic and Abiotic Stresses. International Journal of
Molecular Sciences 2019; 20(2): 379; https://doi.org/10.3390/ijms20020379;
[F2018=4.183; MNi1SW2018=30 pkt; MNiSW2024=140 pkt; C=60

Moj wkiad w powstanie publikacji polegal na: sformutowaniu koncepcji pracy (wraz z
autorem korespondencyjnym), zebraniu i przeanalizowaniu materialow Zrodiowych i ich
opracowaniu wraz z pozostalymi wspolautorami, napisaniu czeSci pierwszej wersji
manuskryptu oraz przygotowaniu ilustracji, redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji

manuskryptu (wraz z autorem korespondencyjnym,).

H5. Piasecka A*, Sawikowska A, Witaszak N, Waskiewicz A; Kanczurzewska M; Kaczmarek

J; Lalak-Kanczugowska J. Metabolomic Aspects of Conservative and Resistance-related
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Elements of Response to Fusarium culmorum in the Grass Family. Cells 2022; 11(20): 3213;
https://doi.org/10.3390/cells 11203213
F2021= 7.666; MNiSW2021=140 pkt; MNiSW2024=140 pkt; C=1

Moj wklad w powstanie publikacji polegal na: sformutowaniu problemu badawczego i
koncepcji pracy oraz zaplanowaniu eksperymentow, opracowaniu metodyki badawczej,
wykonaniu eksperymentow, analizie danych, interpretacji danych, napisaniu w catosci

pierwszej wersji manuskryptu, petnej edycji i poprawie manuskryptu w odpowiedzi na recenzje.

He6. Piasecka A*, Sawikowska A, Jedrzejczak-Rey N, Pislewska-Bednarek M, Bednarek P.
Targeted and Untargeted Metabolomic Analyses Reveal Organ Specificity of Specialized
Metabolites in the Model Grass Brachypodium distachyon. Molecules 2022; 27(18): 5956;
https://doi.org/10.3390/molecules27185956
IF2021=4.927; MNiSW2021=100 pkt; MNiSW2024=140 pkt; C=1

Moj wktad w powstanie publikacji polegal na: sformutowaniu problemu badawczego i
koncepcji pracy, udziale w opracowaniu metodyki badawczej, wykonaniu eksperymentow,
analizie uzyskanych danych, interpretacji danych (wraz z autorem korespondencyjnym),
napisaniu w catosci pierwszej wersji manuskryptu redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji

manuskryptu (wraz z autorem korespondencyjnym,).

H7. Winkelmiiller TM, Entila F, Anver S, Piasecka A, Song B, Dahms E, Sakakibara H, Gan
X, Kutak K, Sawikowska A, Krajewski P, Tsiantis M, Garrido-Oter R, Fukushima K, Schulze-
Lefert P, Laurent S, Bednarek P, Tsuda K.* Gene expression evolution in pattern-triggered
immunity within Arabidopsis thaliana and across Brassicaceae species. Plant Cell 2021; 33,
1863-1887; doi:10.1093/plcell/koab073;
[F2020=11.277; MNiSW2020=200; MNiSW2024=200; C=21

Moj wklad w powstanie publikacji polegal na: zaplanowaniu eksperymentow
metabolomicznych (wraz z autorem korespondencyjnym), opracowaniu metodyki badawczej,
wykonaniu eksperymentow, analizie danych metabolomicznych, napisaniu czesci manuskryptu
dotyczqcej analiz metabolomicznych oraz interpretacji danych (przy udziale pozostalych

wspolautorow).
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H8. Czerniawski P, Piasecka A, Bednarek P*. Evolutionary changes in the glucosinolate
biosynthetic capacity in species representing Capsella, Camelina and Neslia genera.
Phytochemistry 2021; 181:112571; doi: 10.1016/j.phytochem.2020.112571;
IF2020=4.072; MNiSW2020=100; MNiSW2024=100; C=19

Moj wkiad w powstanie publikacji polegal na: analizie i interpretacji uzyskanych
danych metabolomicznych, napisaniu czesci pierwszej wersji manuskryptu dotyczgcej analiz
metabolomicznych, redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskryptu (przy udziale

pozostalych wspolautorow).

Imie i nazwisko habilitanta jest pogrubione; * autor korespondencyjny; # autorzy, ktérzy w

réwnym stopniu przyczynili si¢ do powstania pracy.

Tabela 1. Dane naukometryczne dotyczace osiggniecia habilitacyjnego podano wedtug bazy

Web of Science Core Collection, 12.04.2024.

Cykl (8) Wszystkie publikacje z IF (27)
IF 50.518 110.796
MNiSW 890 1667
MNiSW2024 1030 2670
Liczba cytowan 176 (167) 1046 (960)
(z wylaczeniem
autocytowan)
H-index 4 16

IF: Impact Factor za rok poprzedzajacy date publikacji;

MNiSW: Punkty przyznawane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za rok
poprzedzajacy date publikacji;

MNiSW2023: Punkty przyznawane przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego (zgodnie
z najnowszym ,,Wykazem czasopism naukowych i recenzowanych materiatow z konferencji

miedzynarodowych” opublikowanym w dniu 17.07.2023 r.).

Tabela 2. Catkowity dorobek naukowy z rozdzieleniem na okresy przed oraz po uzyskaniu

stopnia doktora.

Typ publikacji Przed Po uzyskaniu Suma
uzyskaniem stopnia doktora
stopnia doktora

1. | Publikacje oryginalne z IF 3 24 27

2. | Abstrakty 2 23 25

3. | Referaty 2 12 14
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| 4. [ Plakaty |2 | 23 | 25

Oswiadczenia potwierdzajace wklad Wnioskodawcy w powstanie ww. opracowan zawiera

Zatacznik nr 9. Kopie ww. publikacji znajduja sie w Zalaczniku nr 8.

4.3. Omowienie dorobku habilitacyjnego
4.3.1. Wstep

Abiotyczne i biotyczne stresy maja szkodliwy wptyw na kondycje 1 produktywnosé
roslin uprawnych. Zmiany klimatyczne oznaczaja, ze uprawy sg stale narazone na drastyczne
stresy Srodowiskowe, co prowadzi do prognozy nizszej globalnej produkcji roslinne;j.
Tendencja do wydtuzania czasu trwania i nasilenia stresow srodowiskowych, takich jak susza
lub powodzie, nie tylko negatywnie wptynie na plony, ale takze zwiekszy inwazje patogenow
i roslinozercow przystosowanych do suszy (Liu and Liu, 2016). Dlatego konieczne jest
wprowadzenie nowych odmian roslin uprawnych, ktére sa w stanie przetrwac te niekorzystne
warunki.

Niskoczasteczkowe zwiazKi sa niezbednymi sktadnikami metabolizmu roslin. Rogliny
produkujg duzy i zréznicowany zbior takich struktur, ktore odgrywaja role w szlakach
sygnalizacyjnych, regulacji wielu bioprocesow oraz mechanizmach obrony przed szerokim
zakresem stresOw biotycznych i abiotycznych (Bottger et al., 2018). Znaczna grupa
metabolitow reguluje cisnienie osmotyczne i procesy fotosyntezy w stresach abiotycznych a
takze dziata jako antyoksydanty zapobiegajac utlenianiu sktadnikow komorkowych (Szepesi,
2020). Od dawna uwazane sa za czynniki wplywajace na interakcje roslin z innymi
organizmami, w tym z mikroorganizmami symbiotycznymi (Wolinska et al., 2021) a takze
patogenami i szkodnikami (Piasecka et al., 2015a). Metabolity produkowane przez rosliny sa
szeroko badane w procesach odpowiedzi roslin na stresy srodowiskowe, jako ich elementy,
przyczyniajgce si¢ do ograniczenia negatywnych skutkow oddzialywania stresow na rosliny.
Metabolity wtorne maja szerokie spektrum aktywnosci, a akumulacja fenylopropanoidéw,
flawonoidow, stilbenoidow i kwaséw thuszczowych moze by¢ obserwowana u wielu roslin po
infekcji patogenami (Bollina et al., 2010) oraz w stresach abiotycznych, tj. susza (Piasecka et
al., 2017) czy nadmierne promieniowanie UV (Ferreyra et al., 2021). Mozna zatem
przypuszczad, ze te grupy strukturalne stanowig kluczowe elementy odpowiedzi roslin na ré6zne

bodzce.
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Niektore grupy metabolitow wtornych, takie jak terpenoidy, fenylopropanoidy i
flawonoidy, sa rozpowszechnione w calym krolestwie roslin, co sugeruje podobne,
zakonserwowane funkcje biologiczne tych zwigzkow. Z drugiej strony, elementy
konserwatywnych szlakow biochemicznych podlegly dynamicznej ewolucji, czego
konsekwencjg jest wystepowanie metabolitow specyficznych dla ograniczonej grupy roslin, np.
w taksonomicznie powigzanych rodzajach lub gatunkach, a nawet w jednym gatunku (Rysunek
1) (Wang et al., 2019). Przykladem sg metabolity specyficzne dla rodziny Brassicaceae
reprezentowanej przez modelowa rosling rzodkiewnik pospolity (4Arabidopsis thaliana), tj.
pochodzace z tryptofanu zwigzki zawierajace siarke kamaleksyna oraz glukozynolany, czy
terpenoidowy talianol (Field et al., 2011). Metabolity charakterystyczne dla rodziny Poaceae
reprezentowanej przez jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare) sg to m.in. zwigzek indolowy
hordeina oraz hordatyny bedace koniugatami kwaséw hydroksycynamonowych z poliaming

agmatyna.
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Rysunek 1. Wyspecjalizowane metabolity roslinne zaangazowane w odpowiedZ na bodzce
srodowiskowe sg zréznicowane strukturalnie. Wszystkie pochodza z pierwotnego metabolizmu i dziela
pierwsze etapy szlakow biosyntezy. Niektdre z nich sa zakonserwowane w krélestwie roslin, a inne sa
specyficzne dla gatunku lub rodzaju. Przykladowe metabolity charakterystyczne dla Brassicaceae
reprezentowane przez modelowa rosling Arabidopsis thaliana zaznaczono niebieskimi obwodkami.
Metabolity charakterystyczne dla Poaceae reprezentowane przez Hordeum vulgare zaznaczono

czerwonymi obwodkami.
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Zrozumienie molekularnych mechanizmow lezacych u podstaw odpowiedzi roslin na
stres jest niezwykle wazne dla opracowania nowych odmian roslin o zwiekszonej tolerancji na
stres. W ostatnich latach naukowcy coraz bardziej interesuja si¢ mozliwoscia wykorzystania
specjalistycznych metabolitow jako zrddel biomarkeréow tolerancji roslin na rozne stresy
(Sakurai, 2022).

Metabolomika, ktora obejmuje kompleksowa analize zwigzkéw niskoczasteczkowych
obecnych w uktadach biologicznych, stala si¢ poteznym narzgdziem do badania zlozonych
interakcji migdzy roslinami a srodowiskiem. Gdy receptory roslinne sg stymulowane przez
sygnaly stresowe, aktywowana jest ekspresja genéw reagujacych na stres, miedzy innymi
przyczyniajacymi si¢ do zmian profilu metabolitéw wtérnych (Hong et al., 2016). Szybkie
analizy screeningowe pomagaja zidentyfikowaé fenotypowa odpowiedz roslin na stresy
abiotyczne i biotyczne oraz wyszukac osobniki odporne na stres. Dodatkowo pomagajg ujawnic
mechanizmy genetyczne i biochemiczne lezace u podstaw zrozumienia plastycznosci roslin na
potrzeby przyszlej inzynierii genetycznej roslin odpornych/tolerujacych stres. Dzigki
metabolomice mozliwe jest uzyskanie wgladu w szlaki metaboliczne, ktore sg elementami
odpowiedzi roslin na stresy, oraz identyfikacja potencjalnych biomarkeréw tolerancji na stres
(Hong et al., 2016). Metabolomika stala si¢ cennym narzedziem w r6znych dziedzinach nauki,
w tym w rolnictwie, medycynie, naukach o zywnosci i zywieniu, toksykologii, genomice
funkcjonalnej i nutrigenomice.

Chromatografia cieczowa (LC) lub jej polaczenie ze spektrometria mas (LC-MS)
jest najczesciej wykorzystywana w badaniach metabolomicznych. Postepy technologiczne
umozliwily kompleksowa 1 szczegdélowa identyfikacje kluczowych elementéw
zaangazowanych w odpowiedZ roslin na stres. Czynniki przyczyniajace si¢ do szerokiego
zastosowania spektrometrii mas w badaniach roslinnych to przede wszystkim tatwos¢ taczenia
z metodami separacji metabolitoéw ze zlozonych mieszanin ekstrakcyjnych jakimi sa tkanki
roslinne, oraz mozliwo$¢ wykorzystania roznych zjawisk fizycznych do jonizacji r6znorodnych
struktur. Metody magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) stanowia alternatywne
podejscie do badan metabolomu roslin. NMR jest nieporéwnywalnie mniej czuly niz
spektrometria mas, jednak liczne cechy, w tym jego wysoka powtarzalnos¢, nieselektywny i
nieinwazyjny charakter oraz zdolno$¢ do identyfikacji nieznanych metabolitow w ztozonych
mieszaninach (Nagana Gowda and Raftery, 2021). Metody oparte na NMR, jak i MS moga by¢

wykorzystywane komplementarnie w badaniach metabolomicznych (Piasecka et al., 2015b).
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Identyfikacja markeréow metabolomicznych roslin wymaga kompleksowego
podejscia, ktoére obejmuje przygotowanie probek, pozyskanie danych, przetwarzanie
uzyskanych surowych danych, nastepnie ich weryfikacje i korekte jakosci otrzymanych danych
(Rysunek 2.) (Piasecka et al., 2019). Poprawne planowanie eksperymentu jest kluczowe dla
sformutowania hipotezy badawczej. Metody ekstrakcji powinny zapewni¢ mozliwosci
pozyskania szerokiego spektrum metabolitow o zréznicowanych wlasciwosciach
fizykochemicznych. Jest to szczegdlnie wazne dla analizy zwigzkéw, takich jak np.
glukozynolany, obecne w rodzinie Brassicaceae, ktoére wymagaja skomplikowanego procesu
przygotowania probek i moga by¢ bardzo trudne do analizy. Ze wzgledu na obecnos¢ w
pojedynczej probce materialu roslinnego tysigcy metabolitbw o zréznicowanych
wlasciwosciach fizyko-chemicznych a takze zroéznicowanym zakresie stezen, wybor
odpowiednich podej$¢ MS i optymalizacja parametréw jonizacji i detekcji jondw to tylko
pierwszy krok w dtugim procesie uzyskiwania znaczacych danych. Wykorzystanie roznych faz
statych i1 rozpuszczalnikow pomaga zmniejszy¢ stezenie naturalnych produktow obecnych w
analizowanych prébkach, co skutkuje zwigkszong czuloscig i zakresem dynamicznym w
urzadzeniach MS. Analizy metabolomu cechuja dwa podejscia: niecelowane (globalne) i
celowane. Niecelowane podejscie jest przydatne do monitorowania zmian jako$ciowych i
ilosciowych metabolitow w roznych warunkach eksperymentalnych a takze ulatwi
formutowanie hipotez badawczych. To podejscie analityczne okazato si¢ uzupetnieniem innych
technik omicznych, identyfikujac metabolomiczne markery, ktére moga zosta¢ wykorzystane
w poprawie sktadu odzywczego kukurydzy (Venkatesh et al., 2016), czy ryzu (Silva et al.,
2017) lub cech przyczyniajacych si¢ do poprawy plonowania w warunkach stresow
srodowiskowych u kukurydzy (Obata et al., 2015), ryzu (Degenkolbe et al., 2013) czy sorgo
(Borrell et al., 2014). Podejscie ukierunkowane (celowane) stuzy do badania okreslonej znane;j
grupy zwiazkow chemicznych w probkach. Przy uzyciu standardow wewngtrznych analiza
moze by¢ przeprowadzona w sposéb ilosciowy. Ta metoda umozliwia monitorowanie szerokiej
gamy enzymow, ich kinetyki, a takze elementdw sktadowych szlakéw metabolicznych. W
przypadku wykorzystania metabolomiki ukierunkowanej, przygotowanie probek moze by¢
zoptymalizowane, co zmniejsza wpltyw elementow tta powstatych w detektorze. Ponadto, mimo
analizowania jasno zdefiniowanych metabolitow, nowe zwigzki rowniez moga by¢
zidentyfikowane w kontekscie okreslonych stanéw fizjologicznych.

Dzieki wysokiej czutoscei systemow LC-MS, mozliwa jest detekcja tysiecy sygnatow w

pojedynczej probce, a co za tym idzie, powstaja duze, wielowymiarowe zbiory danych.
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Konieczne jest zatem ograniczenie wymiarowosci danych za pomoca odpowiednich metod

matematycznych. W tym celu powstaly zaawansowane narzedzia do przetwarzania surowych
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danych LC-MS do formy macierzy, ktora moze by¢ nastepnie poddana analizie statystyczne;j.
Jednym z najwigkszych wyzwan w metabolomice roslin jest wydobycie uzytecznych
informacji o wyspecjalizowanych metabolitach z ogromnej ilosci danych generowanych przez
nowoczesne systemy LC-MS. Aby to osiagna¢, konieczna jest selekcja danych, a nast¢pnie
zaawansowane metody statystyczne w celu pordwnania wszystkich sygnaléw we wszystkich
probkach i1 szybkiego zidentyfikowania odpowiednich sygnaléw. Interpretacja uzyskanych
danych opiera si¢ na wykorzystaniu istniejacych programow oraz baz danych do identyfikacji
metabolitow i analizy statystyczne;.

Rysunek 2. Techniki spektrometrii mas w metabolomice funkcjonalnej roslin - przydatne narzedzie do
profilowania metabolomu i odkrywania biomarkerow metabolomicznych roslin w odpowiedzi na
czynniki abiotyczne i biotyczne. Schematyczne przedstawienie poszczegdlnych etapéw badan nad
kompleksowa analizag metabolitow roslin zwiazanych ze stresem srodowiskowym, wykorzystujacych

nowoczesne podej$cia metabolomiczne.
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4.3.2. Motywacja i cel badan

Przedstawione osiagniecie naukowe sktada si¢ z cyklu o§miu publikacji, w tym siedmiu
prac eksperymentalnych i jednej pracy przegladowej. Prace te powstaly w ramach grantéw
naukowych, w ktorych petnitam role wykonawcy lub kierownika projektu. Jestem pierwszym
autorem w pigciu pracach i autorem korespondencyjnym w jednej z nich. Wszystkie publikacje
zostaly opublikowane w czasopismach zawartych w bazie Journal Citation Reports (JCR), o
lacznym wspdtczynniku wptywu (IF) wynoszacym 49.667 i liczbie cytowan 167 (stan na
12.04.2024 r. wedlug Web of Science Core Collection). Cykl prac skupia si¢ na identyfikacji
sktadnikéw metabolomicznych zwigzanych z odpowiedzig roslin na stresy srodowiskowe,
wykorzystujac techniki spektrometrii mas i chromatografii cieczowe;.

Badania przedstawione w pracach H1-H3 byly czescig wielodyscyplinarnego projektu
majagcego na celu badanie genetycznych, ekofizjologicznych, morfologicznych,
anatomicznych, biochemicznych i biofizycznych aspektow tolerancji zb6z na niedobdr wody.
Badania byly prowadzone w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka
"Biotechnologiczne narzedzia do otrzymywania odmian zbdz o zwickszonej odpornosci na
susze, POLAPGEN-BD" nr WND-POIG.01.03.01-00-101/08, POIG. Piotra Kachlickiego w
Zespole Metabolomiki w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk. Badania zostaty
zaprojektowane z zatozeniem, Ze jeczmien posiada duze i niezbadane bogactwo metabolitow,
wsrdd ktorych znajduja sie takie, ktdre odgrywaja role w odpowiedzi roslin na niedob6r wody
1 procesy aklimatyzacji. Ponadto, istnieje duza zmienno$¢ zawartosci metabolitdéw wtérnych
miedzy odmianami pochodzacymi z roznych czgsci Swiata.

Podstawowym celem badan przedstawionych w publikacjach H1-H3 byto zastosowanie
podejs¢  metabolomicznych 1 chemometrycznych do poszukiwania biomarkerow
molekularnych odpornosci na susz¢ w roslinach uprawnych. W wyniku prowadzonych badan
w ramach projektu POLAPGEN-BD opublikowatam cztery prace badawcze, w tym trzy z
moim udziatem jako pierwszej autorki. Jedna z publikacji, (Piasecka et al. 2015. Combined
mass spectrometric and chromatographic methods for in-depth analysis of phenolic secondary
metabolites in barley leaves. Journal of Mass Spectrometry 2015; 50 (3): 513-532), byla scisle
zwigzana z moja pracg doktorska dotyczaca identyfikacji metabolitow w dziewieciu
genotypach jeczmienia i opisem zmiennosci metabolomu migdzy genotypami pochodzacymi z
réoznych warunkow klimatycznych. Wykorzystanie uzupelniajacych si¢ wzajemnie technik:

LC-MS" (spektrometrii mas z wieloetapowa fragmentacja) i LC-HRMS/MS (spektrometrii mas
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wysokiej rozdzielczosci z podwdjng fragmentacja) oraz techniki NMR umozliwilo
charakterystyke 152 metabolitow fenolowych.

Zidentyfikowane struktury zostaty wykorzystane do dalszej analizy zmian metabolomu
100 linii wsobnych RIL oraz ich form rodzicielskich pod wptywem suszy za pomocg metod
chromatografii cieczowej z detektorem fotodiodowym (UPLC-PDA) i korelacji uzyskanych
wynikow z danymi genomowymi, co opisatam w publikacji H1. Stato sie to mozliwe dzigki
opracowaniu przez moich wspolpracownikéw z Instytutu Genetyki Roslin, konsensusowej
mapy genetycznej znacznikow SSR 1 SNP o wysokiej rozdzielczosci dla trzech populacji RIL
pochodzacych z krzyzoéwek europejskich i syryjskich odmian jeczmienia jarego. W pracy H1
podjetam probe zrozumienia molekularnych podstaw odpowiedzi jeczmienia na stres suszy
poprzez mapowanie locus metabolomicznych cech ilosciowych kontrolujacych zmiennos¢ cech
fizjologicznych i biochemicznych zwigzanych z reakcja na niedobor wody.

W publikacji H2 zaproponowatam innowacyjne podejécie taczace metabolomike z
chemometrii w celu opisania r6znic w mobilizacji metabolomu w czasie suszy miedzy fazami
wegetatywnymi 1 generatywnymi roslin oraz ich korelacji z konsekwencjami fenotypowymi.
Obserwacje plonu roslin i biomasy dostarczyly informacji o dlugoterminowych
konsekwencjach niedoboru wody dla kondycji roslin.

Niezaprzeczalnym wyzwaniem projektu bylo wdrozenie i optymalizacja metody
profilowania metabolitow za pomoca metody UPLC-PDA. Miatam przyjemnos¢ uczestniczy¢
w pracach bioinformatycznych, ktore doprowadzitly do stworzenia innowacyjnych metod
przetwarzania tego typu danych, ze szczegélnym uwzglednieniem rozdziatu ko-eluujacych
metabolitdw opisanych w publikacji H3.

Po zakonczeniu projektu POLAPGEN-BD otrzymatam wtasny projekt badawczy
SONATA finansowany przez Narodowe Centrum Nauki (NCN). W ramach projektu
wykonywatam badania réwnolegle w Instytucie Genetyki Roslin PAN, w Zespole
Metabolomiki (pod kierunkiem prof. Piotra Kachlickiego) oraz w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN, w Zaktadzie Metabolomiki Funkcjonalnej Roslin (pod kierunkiem prof.
Pawta Bednarka). Projekt ten powstal z zamiarem rozwoju moich kompetencji w dziedzinie
technik metabolomicznych oraz poszerzenia wiedzy na temat udziatu metabolomu roslinnego
w stresach biotycznych. Celem projektu byto wskazanie metabolomicznych biomarkerdéw
tolerancji ros$lin z rodzaju Poaceae na patogena grzybowego Fusarium culmorum.
(https://projekty.ncn.gov.pl/index.php?projekt id=290019). Fuzarioza klosa wywotywana

przez F. culmorum stanowi powazng chorobg¢ zbdz o ekonomicznych konsekwencjach
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zwigzanych z obnizeniem plondéw oraz produkcjg mykotoksyn w ziarnach. Projekt skupiat si¢
na waznych roslinach uprawnych takich jak pszenica (7riticum aestivum) i jeczmien (Hordeum
vulgare), a takze na modelowej roslinie dla zb6z kltosownicy dwukltoskowej (Brachypodium
distachyon). Do badan wybralam genotypy o zrdéznicowanej podatnosci na infekcje F.
culmorum. Poszukiwanie metabolitow zwigzanych z odpornoscia w rodzinie traw stanowi
ogromny potencjal dla hodowli roslin i inzynierii metabolicznej] w kontekscie zwigkszenia
kontroli nad istniejgcymi stratami plonow (Sakurai, 2022).

Zadania badawcze w projekcie zostaly zaplanowane w oparciu o techniki spektrometrii
mas, w tym LC-HR MS/MS i LC-MS" (niskorozdzielcza spektrometria mas z wielostopniowa
fragmentacja, MS1-MS5). Jednym z najwiekszych wyzwan podczas realizacji projektu byto
opracowanie 1 optymalizacja metodologii przetwarzania danych LC-MS w odniesieniu do
metabolomiki  roslinnej oraz skuteczne zastosowanie metod statystycznych w
wieloczynnikowym eksperymencie. Specyfika analiz metabolomiki niecelowanej danych LC-
MS wymaga gruntownej wiedzy na temat zasad planowania eksperymentu, przygotowania
prébek, przetwarzania danych oraz metod ich wizualizacji. Aby przygotowac sie do tego typu
analiz, ktore stanowily dla mnie nowos¢, ukonczytam kurs online "Metabolomics Data
Processing and Data Analysis" zorganizowany przez Uniwersytet w Birmingham oraz
uczestniczytam w warsztatach "Metabolomic Bio & Data" w Vorau w Austrii. Dodatkowo,
odbytam krétkoterminowy staz w Instytucie Nauk o Roslinach im. Albrechta von Hallera na
Uniwersytecie Georga Augusta w Getyndze, w Katedrze Biochemii Roslin, w celu poznania
specyfiki analiz danych metabolomicznych z materiatu roslinnego.

Uzyskana wiedze na temat strategii prowadzenia analiz metabolomiki roslin
podsumowatam w pracy przegladowej H4. Praca ta skupiala si¢ na opracowaniu schematu
przeprowadzania kompleksowych eksperymentéw metabolomicznych w celu efektywnego
poszukiwania metabolitow istotnych statystycznie i biologicznie dla badanego zagadnienia. W
pracy tej zdefiniowatam pojecie metabolitow o zréznicowanej akumulacji (DAM, differentially
accumulated metabolites) tozsame do pojecia DEG (gendw o zrdéznicowanej ekspresji,
differentially expressed genes) stosowanego dla analiz transkryptomicznych. Wprowadzenie
definicji DAMs a nastepnie odpowiednie filtrowanie sygnatéw LC-MS w oparciu o te definicje
umozliwia korelacje danych metabolomicznych z danymi z innych dziedzin ,,omicznych”.
Stworzony schemat i metodologia zostaly wykorzystane do identyfikacji zmian
immunologicznych okreslonych genotypow Poaceae o niskiej i wysokiej podatnosci na

infekcje F. culmorum opisanych w pracy H5. Badania te laczyty profilowanie metabolomiczne
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z analiza funkcjonalng szlakow biochemicznych oraz analiza korelacyjna, co pomogto odréznié¢
elementy konserwatywnej odpowiedzi immunologicznej migdzy badanymi gatunkami od
unikalnych elementéw odpowiedzi immunologicznej okreslonych genotypow.

Dzigki stazowi naukowemu w Instytucie Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich w
Poznaniu, dotyczacemu pomiaru potencjalu przeciwutleniajacego w tkankach roslinnych.
skutecznie polaczytam swoja wiedze i doswiadczenie w dziedzinie biochemii i fizjologii roslin
z nowoczesnymi technikami spektrometrii mas.

W publikacji H6 przedstawitam szczegdtowa charakterystyke metabolomu B.
distachyon, ktéry pomimo intensywnego wykorzystywania jako modelowy system dla
genomiki funkcjonalnej zbdz, jest stabo poznany pod wzgledem profilu metabolomicznego.
Kompleksowy opis metabolitow oparty na fragmentacyjnych widmach mas pochodzacych z
dwoéch systeméw LC-MS i adnotacji w bazach danych zostal wzbogacony o analize
funkcjonalng szlakéw metabolicznych. Zbadanie metabolomu B. distachyon byto konieczne,
aby wykaza¢ podobienstwa i réznice migdzy B. distachyon a zbozami przedstawionymi w
publikacji H5 w zakresie obrony przed F. culmorum na poziomie metabolomu. Hé konczy serie
analiz metabolomicznych zwigzanych z mechanizmami stymulacji srodowiskowych w
roslinach z rodziny Poaceae.

Glowna motywacja moich badan jest zdobycie rozleglej wiedzy na temat dzialania
metabolitéw roslinnych w odpowiedzi na stresy. Udzial w miedzynarodowym projekcie
badawczym dotyczacym uktadu odpornosciowego roslin kapustowatych (Brassicaceae) dat mi
mozliwo$¢é poszerzenia warsztatu analitycznego o nowe gatunki i mechanizmy dzialania
metabolitow. Publikacja H7 opisuje badania ewolucji odpowiedzi immunologicznej wywotanej
wzorcem (PTI, pattern-triggered immunity) poprzez analiz¢ zmian transkryptomicznych i
metabolomicznych w A. thaliana 1 innych gatunkach Brassicaceae pod wplywem
mikrobowych wzorcéw molekularnych (MAMPs, microbe-associated molecular patterns).
Celem pracy bylo zidentytikowanie genow i metabolitow, ktdre wspolnie i specyficznie reaguja
na MAMP jakim jest oligopeptyd pochodzacy z bakteryjnego bialka, flg22. Poréwnanie
odpowiedzi immunologicznej indukowanej poprzez flg22 na poziomie transkryptomu miedzy
liniami A. thaliana oraz miedzy czterema gatunkami Brassicaceae ujawnito fundamentalne
cechy ewolucji transkryptomu w obrebie roslin Brassicaceae. Zespot konserwatywnych genow
bioragcych udziat w PTI wsrédd Brassicaceae prawdopodobnie odzwierciedla wazne procesy
regulacji genéw w PTI, podczas gdy gatunkowo-specyficzna odpowiedz jest efektem ewolucji

w specyticznych warunkach srodowiskowych. Jednolity uktad eksperymentalny dla wszystkich
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poréwnan umozliwit wykrycie zmiennosci w akumulacji metabolitow miedzy badanymi
gatunkami. Zaobserwowane réznice w profilach metabolomicznych migdzy blisko
spokrewnionymi gatunkami opisanymi w H7 zostaly nastepnie kompleksowo zbadane i
objasnione w H8. W publikacji tej przeprowadzono analize porownawczag dystrybucji i
biosyntezy glukozynolanow w r6znych organach wybranych gatunkéw blisko spokrewnionych
z A. thaliana nalezacych do plemienia Camelineae (analiza celowana) a nast¢pnie uzupetniona
przez identyfikacje ortologdw genow biosyntetycznych glukozynolanéw w opublikowanych
genomach niektérych z badanych gatunkow. Zaréwno badania genetyczne, jak i
metabolomiczne dostarczyly wgladu w ewolucyjne zmiany w szlaku biosyntezy
glukozynolanow w plemieniu Camelineae.

Wiekszos¢ prac z cyklu (poza pracg przegladowa H4 oraz stricte metabolomiczng praca
H6) to interdyscyplinarne badania, ktére prezentuje szeroki zakres nowoczesnych podejs$¢ i
technik analitycznych w dziedzinie biochemii, biologii molekularnej, biologii obliczeniowe;j,
bioinformatyki i fizjologii ro$lin. Badania nad interakcjg roslin ze s$rodowiskiem sg
niewatpliwie jednym z najbardziej interdyscyplinarnych projektow biologii roslin ze wzgledu
na zlozonos¢ tych procesow.

Zasadniczym celem moich badan bylo zidentyfikowanie elementéw
metabolomicznej odpowiedzi ro$lin na stresy Srodowiskowe przy uzyciu technik
spektrometrii mas.

Specyficzne cele z wczesniej opisanych badan mozna przedstawi¢ w nastepujacy
Sposob:

1. Identyfikacja sktadnikéw metabolomicznych w odpowiedzi roslin uprawnych na stresy
Srodowiskowe:

- Wykorzystanie technik spektrometrii mas do identyfikacji kluczowych sktadnikow
metabolomicznych, ktore odgrywaja role w reakcji roslin uprawnych na stresy
srodowiskowe, ze szczegdlnym uwzglednieniem rodziny traw.

- Korelacja profilu metabolomicznego z genetycznym ttem roslin poddanych stresowi
Srodowiskowemu.

2. Badanie fenotypu molekularnego jeczmienia i jego odpornosci na susze:

- Zastosowanie podej$¢ metabolomicznych i chemometrycznych do badania fenotypu
molekularnego jeczmienia.

- Poszukiwanie biomarkerow molekularnych odpornosci na susze¢ w jeczmieniu 1

innych roslinach uprawnych.
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3. Kompleksowa analiza metabolitow fenolowych w jeczmieniu:

- Charakteryzacja szerokiej gamy metabolitow fenolowych w réznych genotypach
jeczmienia.

- Zrozumienie zmiennosci tych metabolitéw wsrdd genotypow z roznych warunkow
klimatycznych.

4. Rozwoj 1 optymalizacja metodologii metabolomiki roslin:

- Opracowanie i optymalizacja metod przetwarzania danych metabolomicznych LC-
MS dla roslin.

- Wdrozenie efektywnych metod statystycznych do  eksperymentéw
wieloczynnikowych w celu uzyskania kontekstu biologicznego.

- Optymalizacja metod przetwarzania danych metabolomicznych w celu zwiekszenia
jakoscei i efektywnosci analizy danych.
5. Identyfikacja biomarkeréw metabolomicznych tolerancji na Fusarium w rodzinie Poaceae:

- Identyfikacja biomarkerow metabolomicznych zwigzanych z tolerancja na patogen
mykotoksynogenny Fusarium w rodzinie Poaceae.

- Wpykazanie zachowania funkcji w obronie przed chorobami na poziomie
metabolomicznym miedzy B. distachyon 1 zbozami.

- Skupienie si¢ na uprawach o znaczeniu gospodarczym, takich jak pszenica i
jeczmien, oraz roslinach modelowych, takich jak stoklosa purpurowa (B. distachyon) w
kontekscie zmiennosci odpornosci roslin.

6. Badanie reakcji na wzorce wyzwalajace odpornos¢ (PTI) w A. thaliana 1 innych gatunkach
Brassicaceae:

- Badanie zmian transkryptomicznych i metabolomicznych w A. thaliana 1 innych
gatunkach Brassicaceae po ekspozycji na MAMPy.

- Identyfikacja genéw i metabolitow reagujacych na MAMP flg22 i zrozumienie
ewolucji reakcji PTI w tych gatunkach.

- Korelacja profilu metabolomicznego z danymi transkryptomicznymi w kontekscie
ewolucyjnym zmiennosci odpornosci roslin.

7. Pordbwnawcza analiza biosyntezy glukozynolanéw w plemieniu Camelineae:

- Przeprowadzenie analizy porownawczej dystrybucji i biosyntezy glukozynolandéw
w roznych organach wybranych gatunkéw z plemienia Camelineae.

- Identyfikacja ortologow genow biosyntetycznych glukozynolanéw i zrozumienie

ewolucyjnych zmian w $ciezce biosyntezy
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4.3.3. Dyskusja wynikow

Identyfikacja biomarkerow metabolomicznych w odpowiedzi jeczmienia na susze (HI-H2)

Deficyt wody to gléwny czynnik ograniczajacy wzrost i produktywnos¢ roslin na catym
$wiecie. Odpornos¢ roslin na deficyt wody jest zalezna od wielu czynnikow, w tym warunki
glebowe, klimatyczne i agronomiczne, stresy towarzyszace oraz faze rozwojowa. Opisanie tych
zaleznosci jest kluczowe dla opracowania skutecznych strategii radzenia sobie ze skutkami
agronomicznymi deficytu wody. Ztozony charakter odpornosci roslin na susz¢ obejmuje
zmiany genetyczne, fizjologiczne i morfologiczne jest warunkowany przez rézne czynniki,
takie jak stopien suszy i faza rozwojowa rosliny. Implikuje to konieczno$¢ systemowego
podejscia do jego zrozumienia.

Badania przedstawione w publikacji H1 mialy na celu identyfikacj¢ metabolitow, ktdre
znaczaco zmieniaja swa akumulacje w warunkach deficytu wody oraz zbadanie wptywu tla
genetycznego na te zmiany. Opracowanie sieci korelacji gen-metabolit na podstawie korelacji
mapy loci cech ilosciowych (mQTL) z metabolitami o zréznicowanej akumulacji w suszy
dostarczyla wartosciowych wskazéwek dotyczacych molekularnych mechanizmow
odpowiedzi roslin na stresy sSrodowiskowe. Zaproponowane podejécie pozwolito na
zidentyfikowanie 98 elementow metabolomicznych zwigzanych z susza. Analiza wykazata
znaczace zmiany w poziomie zwiazkéw fenolowych i terpenoidowych. Pochodne kwasow
hydroksycynamonowych okazaly si¢ dominujace w przypadku przedtuzajacej sie suszy,
podczas gdy proste pochodne fenylopropanoidéw zwiekszaly akumulacje na poczatkowym
etapie suszy. Metabolity zawierajace grupy metoksylowe, zwlaszcza kwas ferulowy i jego
pochodne, okazaly si¢ wyrdzniajacymi czynnikami reagujacymi na susze. Zwigzki te juz
wezesniej byly postulowane jako znaczaca grupa nieenzymatycznych przeciwutleniaczy, ktore
biorg udziatl w reakcji na susze¢ a takze wytwarzaniu tolerancji roslin na niekorzystne warunki
Srodowiskowe (Hura et al.,, 2008). W przypadku suszy zwiazki fenolowe dzialaja jako
dyssypatory energii i zapobiegaja fotoinhibicyjnym uszkodzeniom aparatu fotosyntetycznego.
W  publikacji (Stochmal and Oleszek, 2007) opisano istotne zwiekszenie absorpcji
promieniowania UV-B przez acylowane flawonoidy w porownaniu do ich form
glikozydowych. Wydaje si¢, ze biosynteza zwigzkéw acylowanych w jeczmieniu w okresie
suszy jest zwigzana ze zwigkszong efektywnosciag dyssypacji promieniowania UV-B. Uzyskane

dane potwierdzaja wnioski z pracy (Schmitz-Hoerner and Weissenbdck, 2003), w ktorej
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wykazano role zwigzkdéw fenolowych w ochronie DNA przed uszkodzeniami spowodowanymi
nadmiernym promieniowaniem UV. Procesy metylacji kwasow hydroksycynamonowych
zwickszaja zakres pochlaniania dlugosci fal UV, a potaczenie tych acyli z flawonoidami
znaczaco wzmacnia intensywno$¢ absorpcji. Jednocze$nie zaobserwowano procesy
blokowania grup hydroksylowych flawonoidéw poprzez glikozydy, co zmniejsza ich
reaktywnos$¢ i umozliwia akumulacje tych metabolitow w wakuoli. Ponadto badania wykazaty,
ze metabolity blumenolowe i pochodne poliamin hordatyny dotad taczone z odpowiedzia
immunologiczng roslin, moga mie¢ nieznane funkcje w reakcji jeczmienia na susze.

Analizy opisane w H1 pokazuja regiony i kandydujace geny zaangazowane w regulacje
metabolomu lub grup metabolitéw podczas suszy. Wigkszos¢ mQTL byla zwigzana z
pochodnymi flawonoidéw, czesto zawierajace 2"-O-glikozydy, co moze by¢ waznym
czynnikiem w ich transportowaniu i1 magazynowaniu w wakuoli. Co ciekawe, nie
zaobserwowano korelacji miedzy metabolitami i genami uczestniczagcymi w ich biosyntezie.
Wiele cech metabolicznych byla z kolei zwigzana z procesami antyoksydacyjnymi i
mechanizmami obronnymi.

Wyniki H1 sugeruja, ze metabolity w suszy zwigzane s3 z procesami
antyoksydacyjnymi, regulacjg ekspresji genow oraz modulacjg funkcji bialek w roslinach
jeczmienia. Identyfikacja metabolomicznych locus ilosciowych w regionach genomowych
zwigzanych z reakcja na stres moze utatwi¢ hodowle roslin odpornych na stres.

W publikacji H2 badatam zjawiska zwigzane z aklimatyzacja roslin do niedoboru wody
i skutkow suszy, znajdujac korelacje miedzy akumulacja okreslonych metabolitow, takich jak
pochodne kwasu sinapowego i flawonoidy, a okreslonymi cechami fenotypowymi, takimi jak
todyga boczna i plon stomy. Aklimatyzacja do deficytu wody to proces nieodziedziczalny,
ktory modyfikuje struktury i funkcje roslin. Jednym z nastepstw suszy jest nadmierne
gromadzenie si¢ zwiazkéw niskoczasteczkowych, wplywajacych na wiele procesow
fizjologicznych oraz na produkcje biomasy i plonéw. Wywotane susza przeprogramowanie
metabolomiczne wigzalo sie ze zwiekszona akumulacja zwiazkow zawierajacych grupy
metylowe. Badanie wykazalo korelacje migdzy gromadzeniem si¢ pochodnych kwasu
sinapinowego a cechami fenotypowymi dotyczacymi wydajnosci pedéw bocznych i stomy.
Akumulacja metabolitow zawierajacych grupy metylowe, takie jak glukozyd kwasu
sinapinowego i acylowane kwasem synapinowym glikozydy apigeniny, wskazuja na znaczenie
tego zwigzku we wzmacnianiu $cian komorkowych. Flawonoidy, zwlaszcza zawierajace jeden

hydroksyl w strukturze pierScienia B, zostaly powigzane z transportem auksyn z pgdow
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gldownych do bocznych, a ich gromadzenie jest wazne dla wzrostu biomasy w warunkach
deficytu wody. Ponadto, metody LC-MS" umozliwity wykrycie nowych, zwigzanych z susza
metabolitow, wsrod ktoérych dominowaly struktury acylowanych flawonoidéw, w kilku
przypadkach nawet acylacji dwoma resztami kwasow hydroksycynamonowych
(disynapoyloizowiteksyny 2"-O-glukozyd). Wydaje si¢ jednak, ze najwazniejszy efekt
metylacji flawonoidoéw zachodzacej podczas suszy dotyczy przesunigcia maksimum absorpcji
UV w kierunku dluzszych dlugosci fal, co wczesniej sugerowano (Stochmal and Oleszek,
2007). Warto podkresli¢, ze u pszenicy przejscie przez susze powoduje wzrost tolerancji na
UV-B, i vice versa, co wskazuje na krzyzowanie si¢ mechanizmdw tolerancji na susze i UV-B

(Vesela et al., 2022).

Optymalizacja schematu przetwarzania danych metabolomicznych 7 materialu roslinnego
(H3 i H4)

W ostatnich latach metabolomika staje si¢ coraz wazniejszym obszarem badan w
kontekscie poprawy roznych cech hodowlanych, a takze dla badan roslin modelowych w celu
zrozumienia podstawowych proceséw molekularnych. Profilowanie metabolitow za pomoca
chromatografii cieczowej z detektorami UV i/lub FLR, jest szybka i doktadng metoda analizy
ilosciowe zwigzkow takich jak karotenoidy, chlorofile, fenole, flawonoidy i betalainy. Metody
HPLC-UV sa réwniez powszechnie stosowane do oznaczania mykotoksyn w zywnosci oraz do
przesiewowego profilowania metabolitoéw. W ekstraktach roslinnym wystepuja tysigce roznych
metabolitow o zblizonych wlasciwosciach fizyko-chemicznych, stad zjawisko ko-elucji
metabolitow 1 nakltadanie si¢ pikéw chromatograficznych jest w tym przypadku bardzo
powszechne. Publikacja H3 opisuje dwie unikalne metody procesowania duzych zestawow
danych LC-UV ze szczegdlnym uwzglednieniem rozwigzan dedykowanych dla separacji
naktadajacych sie pikodw. Pierwsza metoda wykorzystuje klasteryzacje, podczas gdy druga
metoda opiera si¢ na analizie funkcjonalnej gtownych sktadowych (FPCA). Obie metody
obejmuja normalizacj¢ danych, usuwanie linii bazowej, wyrdwnywanie czasu retencji i
detekcje pikow. Wyniki symulowanych i eksperymentalnych danych uzyskanych z badania
zmian metabolomicznych w lisciach jeczmienia podczas stresu suszy sugeruja, ze obie metody
sa odpowiednie do separacji ko-eluujacych pikéw. FPCA ma dodatkowa zalete oceny
zmiennos$ci poszczegdlnych zwigzkow obecnych w tych samych pikach roznych
chromatograméw, jak to zostalo zademonstrowane na przyktadach kilku duzych zestawow

danych z analizy UPLC-PDA odpowiedzi ro$lin jeczmienia na r6zne bodzce sSrodowiskowe.
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Postepy w zakresie czulosci i selektywnosci systeméw LC-MS prowadza do uzyskiwania
duzych zestawow danych z pojedynczej probki. W rezultacie konieczne stalo sie rozwijanie
narzedzi do ich przetwarzania, poprawy dokladnosci i ewaluacji uzyskanych wynikow.
Jednoczesnie konieczne stalo sie wypracowanie narzedzi statystycznych do filtrowania
informacji istotnych ze ztozonych, wieloczynnikowych eksperymentow. Zlozonos¢ i
wielostopniowa natura procesowania danych LC-MS moze prowadzi¢ do generowania
nieswiadomych bledow i uzyskania niepoprawnych wynikéw. Moje staranne i szczegdlowe
przygotowanie do pracy z metabolomikg roslin za pomocg LC-MS zostatlo podsumowane w
pracy przegladowej H4 dotyczace] zastosowania metabolomiki w badaniu reakcji roslin na
stresy $rodowiskowe. O ile mi wiadomo, byla to pierwsza publikacja z kompleksowym
wyjasnieniem zasad i probleméw stosowania algorytmow przetwarzania danych LC-MS.
Ponadto, potozylam szczegdlny nacisk na przeglad dostepnych narzedzi, w tym platform
internetowych, do przetwarzania danych oraz do wyodrgbniania metabolitoéw istotnie
réznicujacych pod katem statystycznym i biologicznym z wieloczynnikowych zestawow
danych. Publikacja podkresla znaczenie walidacji 1 integracji z innymi poziomami biologii
systeméw dla pelnego zrozumienia molekularnych mechanizmow ukladu metabolicznego
roslin podczas stresu. Przedstawitam takze przyktady wykorzystania metabolomiki do
poszukiwania molekularnych biomarkeréw istotnych dla hodowli roslin o zwigekszonej
odpornosci i produkcji plonéw. Dodatkowo, przeglad kontrastuje techniki analityczne oparte
na chromatografii gazowej (GC) i jadrowym rezonansie magnetycznym (NMR) z podejsciami
LC-MS, zwracajac uwage na zmniejszong czulosé tych pierwszych, ale proste jako$ciowe

mozliwos$ci analityczne.

Identyfikacja metabolomicznych biomarkerow reakcji roslin 7 rodziny wiechlinowatych na
infekcje Fusarium (H5)

Patogeny grzybowe Fusarium spp., w tym szczegolnie F. culmorum, sa przyczyna
fuzariozy klosow (FHB) upraw zbozowych na calym s$wiecie. Choroba prowadzi do
drastycznego zmniejszenia plondw i produkcji mykotoksyn w ziarnie, takich jak zearalenon
(ZEN) i deoksyniwalenol (DON), co eliminuje z uzytku cale zbiory. Chociaz pewien postep
zostal dokonany w zrozumieniu mechanizméw obronnych przeciwko infekcji Fusarium w
niektorych gatunkach zboz, tj jak poznawanie QTL zwigzanych z odpornoscia na FHB w
jeczmieniu (Huang et al., 2018), wcigz istnieje ograniczona wiedza na temat molekularne;

odpowiedzi na FHB wspolnej dla wielu gatunkow. W roslinach z rodziny wiechlinowatych
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rézne metabolity obronne pochodza ze szlaku biosyntezy fenylopropanoidow/kwasu
szikimowego. Ekspresja genow kluczowych enzymow biosyntezy fenylpropanoidow zwieksza
sic w odpowiedzi na Fusarium 1 produkcje DON. Akumulacja amidéw kwasu
hydroksycynamonowego i glikozydéw kwasow fenolowych w odpowiedzi pszenicy na FHB
korelowata z pogrubieniem S$ciany komorkowej i inhibicjg wzrostu patogenu. Ostatnio
zwrécono rowniez uwage na wlasciwosci przeciwgrzybiczne poliamin, tj. putrescyna,
spermidyna i spermina jako szybko indukowane w FHB i przyczyniajace si¢ do indukcji
biosyntezy DON przez Fusarium (Wojtasik et al., 2015). Poliaminy acylowane kwasami
hydroksycynamonowymi gromadzg si¢ podczas patogenezy w wielu gatunkach zboz.

W wielodyscyplinarnych badaniach opisanych w publikacji HS pokazatam réznice w
zmianach molekularnych i fizjologicznych w ziarnach genotypdw jeczmienia i pszenicy o
zréznicowanej odpornosci na FHB, jak rowniez w modelowej trawie B. distachyon. llosciowe
pomiary DNA F. culmorum 1 jego toksyn pozwolitly na zobrazowanie postepu infekcji u
réznych genotypdw roslin z rodziny Poaceae oraz wyodrebnienie genotypdéw o zwigkszonej i
obnizonej podatnosci na patogena. Wrazliwe genotypy jeczmienia i pszenicy wykazywaly
wyzszy poziom biomasy grzyba w poréwnaniu do genotypow odpornych, podczas gdy B.
distachyon wykazywal posredni poziom podatnosci na F. culmorum. Badalam takze poziom
akumulacji mykotoksyn, w tym trichotecenow i estrogenowego zearalenonu, ktére byly
dodatnio skorelowane z biomasg patogenu w ziarnie. Akumulacja mykotoksyn byla
zréznicowana we wszystkich badanych genotypach i mogta wplywac¢ na zmiany fizjologiczne
i molekularne w roslinach po inokulacji F. culmorum. Zaobserwowana powszechnos¢
akumulacji zearalenonu moze wptywaé na agresywnos¢ grzyba w ktosach roslin.

Pojemno$¢ antyoksydacyjna oraz antyoksydanty niskoczasteczkowe odgrywaja
kluczowa role w detoksykacji ROS oraz w utrzymaniu réwnowagi fotosyntetycznej. F.
culmorum, patogen hemibiotroficzny, korzysta z martwych tkanek uszkodzonych przez ROS.
W genotypach odpornych jeczmienia i pszenicy, pojemno$¢ antyoksydacyjna pozostawala stata
nawet podczas zaawansowanej infekcji F. culmorum, natomiast akumulacja metabolitow
wtornych wzrosta. Obserwacja ta pozwolita na sformutowanie sugestii, ze genotypy odporne
wykazywaly wysoka efektywno$¢ ukladu antyoksydacyjnego, co ograniczalo postep
patogenezy. Kompensacja potencjatu antyoksydacyjnego podczas infekcji nastapita poprzez
wzrost zawartosci antyoksydantéw niskoczasteczkowych we wszystkich badanych genotypach.
Odpowiedz fizjologiczna B. distachyon na F. culmorum byla zblizona do tej u odpornych

genotypdw jeczmienia i pszenicy, jednak zmiany metabolomiczne byly silnie zré6znicowane.
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Glownym celem badan przedstawionych w publikacji H5 bylo zidentyfikowanie
podobienstw i réznic w odpowiedzi immunologicznej réznych gatunkéw i genotypdéw zbdz na
inokulacje F. culmorum. Zidentyfikowatam wspolne i genotypowo-specyficzne metabolity
zmieniqajace akumulacje w odpowiedzi na inokulacje F. culmorum. Infekcja spowodowata
masowe przeprogramowanie metabolomu roslin, ale z duzym poziomem konserwatyzmu
miedzy badanymi gatunkami. Badanie wykazaly réwniez wudzial w odpowiedzi
immunologicznej metabolitéw zwigzanych z metabolizmem weglowodandéw i ewolucyjnie
konserwatywnymi szlakami biosyntezy fenylopropanoidow, flawonoidéw i porfiryn.
Obserwowatam réwniez silne zmiany w akumulacji metabolitow zwigzanych z
magazynowaniem cukréw w nasionach i procesami kietkowania. Najwieksze zmiany
zaobserwowatam dla struktur fenylopropanoidowych, takich jak kwasy hydroksycynamonowe,
chalcony, flawany, flawanole i antocyjany, ktére sg zwigzane z usuwaniem ROS lub
hamowaniem peroksydacji lipidéw. Zauwazono juz wczesniej, iz akumulacja amidow kwasu
hydroksycynamonowego i glikozydow kwasow fenolowych w odpowiedzi na FHB wiaze si¢ z
pogrubieniem $cian komorkowych (Gunnaiah et al., 2012). W pszenicy genotyp odporny na
FHB wykazywat zwiekszong akumulacje kwasu p-kumarowego w tkankach kloskow w
porownaniu do genotypu podatnego na infekcje F. culmorum (SIRANIDOU et al., 2002).
Amoniakoliaza fenyloalaniny (PAL), enzym zaangazowany w biosynteze szlaku
fenylopropanoidow, odgrywa kluczowa role w odpornosci pszenicy na F. graminearum i
dzialanie mykotoksyny deoksyniwalenol (DON). Zwigkszona transkrypcja PAL w
zainfekowanej tkance kloséw pszenicy zostata skorelowana z odpornoscia na FHB (Steiner et
al., 2009). Inne kluczowe enzymy w biosyntezie fenylopropanoidow, takie jak dehydrogenaza
alkoholu  cynamonowego, O-metylotransferaza  kawoilo-CoA,  O-metylotransferaza
flawonoidowa 1 peroksydaza, sg rowniez indukowane w odpowiedzi na infekcje F.
graminearum 1 DON (Pasquet et al., 2016).

Struktury charakterystyczne dla genotypéw mniej podatnych na infekcje nalezaty do
metabolitow azotowych zwigzanych z "Metabolizmem kofeiny" oraz do aminokwaséw takich
jak prolina, alanina i seryna. Kwasy dikarboksylowe zawierajace siarke i1 zwiazki pokrewne z
"Metabolizmem cysteiny i metioniny", zostaly réwniez powiazane ze zwigkszona odpornoscia
na patogena. Zaobserwowatam z kolei, ze sama metionina i kwas 12-hydroksyjasmonowy sa
zwigzane ze zwigkszong podatnoscia na infekcje F. culmorum. Akumulacja benzoksazynoidow
byla zauwazona w przypadku odpowiedzi immunologicznej u pszenicy, ale nie u innych

gatunkow. W HS skupitam si¢ na interakcji miedzy roslinami a patogenem F. culmorum i
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produkcji przeciwutleniaczy i fitoaleksyn, a takze ich korelacji z szlakami gospodarowania
cukrami i fotosyntezg. Wyniki uwzglednily ztozong interakcje miedzy metabolitami ro§linnymi
a drobnoustrojami chorobotworczymi oraz znaczenie konserwowanych i specyficznych dla
genotypu elementéw w odpornosci roslin. W artykule stwierdzitam, ze badania
metabolomiczne mogg potencjalnie zidentyfikowa¢ biomarkery odpornosci na FHB i pomé6c w

rozwoju gatunkéw roslin uprawnych o zwiekszonej odpornosei.

Charakterystyka metabolomu Brachypodium distachyon 7 uwzglednieniem specyficznosci
genotypow i organow (H6)

B. distachyon, zwany tez ktosownicg dwukloskowa, to modelowa roslina do badan
genomowych, blisko spokrewniona z pszenicg i jeczmieniem (Draper et al., 2001).
Charakteryzuje sie¢ matym genomem oraz szybkim cyklem zyciowym, co czyni go idealnym
przedmiotem badan. Od czasu zsekwencjonowania genomu B. distachyon, przeprowadzono
wieloaspektowe badania nad tym organizmem, w tym badania interakcji z patogenami roslin
zbozowych, ktore ujawnily, ze Fusarium spp. infekuje B. distachyon w sposob podobny do
pszenicy (Peraldi et al., 2014). Mimo to, profil metabolomiczny B. distachyon pozostaje w
duzej mierze nieznany, mimo potencjalnej roli w interakcjach roslina-srodowisko. W zwigzku
z tym, w badaniach opisanych w publikacji H6 zastosowalam celowane i niecelowane techniki
LC-MS, aby zidentyfikowa¢ specjalistyczne metabolity w dwoch genotypach Bd21 i Bd3-1,
roéznigcych si¢ morfologia, rozwojem oraz odpornoscia na stres.

Analiza poréwnawcza ktosow, lisci i korzeni ujawnila szlaki metaboliczne istotnie
réznigce badane organy i genotypy. Na podstawie dwdch komplementarnych systeméw LC-
MS, tj. systemu wysokiej rozdzielczosci LC-MS/MS z detektorem typu orbitrap oraz systemu
LC-MS" z detektorem typu pulapka jonowa, zostaly zidentyfikowane 93 metabolity, gtownie
nalezace do fenylopropanoidéw oraz flawonoidéw. Widma masowe MS" zostaly wykorzystane
do identyfikacji zltozonych struktur, takich jak glikokonjugaty flawonoidéw, podczas gdy
analiza wysokiej rozdzielczosci MS/MS byta stosowana do potwierdzenia struktur
zaproponowanych na podstawie widm MS™. Unikalne polaczenie dwdch systeméw LC-MS
pozwolito na opisanie struktur specyficznych dla B. distachyon, ktoérych nie mozna zadnotowaé
za pomoca zautomatyzowanych podejs¢ bioinformatycznych. Metabolity zostaty
zaklasyfikowane na poziomach 1-3 zgodnie z Inicjatywa Standardow Metabolomicznych

(Sumner et al., 2007).
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Szczegotowa analiza widm masowych uzyskanych podczas analizy MS/MS 1 MS"
organow B. distachyon, w potaczeniu z przeszukiwaniem baz danych i literatury, skupita sie na
pochodnych fenylopropanoidéw i flawonoidow. Kwasy fenolowe i hydroksycynamonowe oraz
ich pochodne byly obecne w duzych ilosciach we wszystkich badanych organach. Kwas p-
kumarynowy, kwas kawowy i ferulowy zostaly zidentyfikowane jako koniugaty z kwasami
(metylo)chinowymi, kwasami cukrowymi lub poliaminami. Dodatkowo, kwas kawowy i
ferulowy byly obserwowane jako wolne czasteczki i zidentyfikowane poprzez poréwnanie z
ich standardami.

Najliczniejsze sygnaly wykryte we wszystkich badanych organach odpowiadaty
pochodnym kwasow uronowych, zwtaszcza kwasu treonowego skonjugowanego z kwasami
hydroksycynamonowymi. Dodatkowo, wybratam 30 metabolitdw o najwyzszej r6znorodnosci
mie¢dzy badanymi genotypami i zwizualizowatam réznice w ich akumulacji. szczego6lnie licznie
reprezentowane roznicujace zwigzki nalezaty do flawonoidéw, takich jak pochodne flawonu
apigeniny i proantocyjanidyny B. Co ciekawe, zwigzek tego typu, 3-O-glukozyd cyjanidyny
(chryzantemina) juz wczes$niej zostata opisana jako metabolit r6znicowo gromadzacy sie w
ktosach  réoznych  genotypéw B.  distachyon (Onda et al., 2019). Kwas
metylotiopentylomalonowy, metabolit zawierajacy siarke w tancuchu 2-oksokarboksylowym,
zostal zidentyfikowany jako jeden z najbardziej roznicujacych metabolitow, z dominacjg w
Bd3-1, zwlaszcza w korzeniach. Duze roznice w akumulacji pojawily si¢ wsrod struktur
nalezacych do giberelin, ktore sa waznymi czynnikami dla rozwoju korzeni u roslin
jednoli$ciennych. Metabolity zawierajace cztery atomy azotu, w tym alkaloidy purynowe,
réznity si¢ rdwniez istotnie miedzy dwoma genotypami. Przeprowadzilam takze analize
funkcjonalng obejmujaca zbadanie szlakow metabolicznych w obu genotypach B. distachyon.
Metabolizm histydyny i witaminy B6 pokrywat si¢ w obu genotypach zarowno w lisciach jak
i ktosach, podczas gdy szlak metabolizmu cysteiny i metioniny réznicowat specyficznie migdzy
ktosami obu linii, co moze wskazywacé na réznice w asymilacji zwigzkéw siarkowych.

W artykule H6 staralam si¢ zrozumie¢ réznice metaboliczne miedzy dwiema liniami B.
distachyon, Bd21 i Bd3-1. Najmniejsze roznice zaobserwowatam w korzeniach, a najwieksze
w klosach. Glowne zwiazki roznicujace nalezaly do giberelin, znanych jako czynniki
wydhluzania korzeni u roslin jednoli$ciennych. Metabolizm histydyny i witaminy B6 mial
wspolny wplyw na liscie i klosy, podczas gdy szlak metabolizmu cysteiny i metioniny
szczegdllnie roznil sie miedzy klosami obu linii, co wskazuje na mozliwe roznice w asymilacji

siarczanow.
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Identyfikacja metabolomicznych biomarkerow reakcji roslin z rodziny kapustowatych w
odpowiedzi immunologicznej wywolanej wzorcem w kontekscie ewolucyjnym (H7 i H8)

W badaniach opisanych w H7 i H8 prowadzono badania nad odpornoscig wyzwalang
wzorcem (PTI) w kontekécie ewolucyjnym. Pomimo znaczenia PTI dla adaptacji roslin do
srodowiska, nasze zrozumienie ewolucji PTI pozostaje ograniczone. Zastosowane w publikacji
H7 porownawcze podejscie metabolomiczne zostalo wykorzystane do zbadania ewolucji
odpowiedzi immunologicznej wywotanej wzorcem (PTI) miedzy ré6znymi gatunkami roslin z
rodziny kapustowatych. Migdzynarodowa grupa badawcza skupita si¢ na zestawie gendw, ktére
zwykle reaguja na molekularny wzorzec zwigzany z mikroorganizmami (MAMP), flg22.
Stwierdzono, ze zmiennos$¢ PTI na poziomie transkryptomu u ré6znych gatunkach Brassicaceae
nie byla zgodna z ich podobienstwem filogenetycznym. Badanie wykazalo rowniez, ze
sygnalizacja kwasu salicylowego (SA) byla odpowiedzialna za trwate przeprogramowanie
transkrypcji w A. thaliana. Jednak sama akumulacja SA nie wyjasnia odmiennej czasowej
dynamiki przeprogramowania transkrypcji w tych roslinach Brassicaceae. Badania ujawnily
gatunkowo-specyficzne wzorce ekspresji genow u badanych roslin, zaangazowanych w szereg
procesow biologicznych, takze zwigzanymi z metabolizmem wtdérnym. Ta obserwacja sktonita
do badan nad profilami metabolitow roslin z rodziny kapustowatych w odpowiedzi na flg22.
Odkrytam, ze wiekszos¢ zmian w akumulacji metabolitéw wywolanych przez flg22 byla
gatunkowo-specyficzna, co wskazuje na znaczaca dywersyfikacje ich metabolomow w
odpowiedzi na flg22. To podkresla réznorodno$¢é metabolitdéw zaangazowanych w odpowiedz
na ten wzorzec molekularny, pomimo bliskiego pokrewienstwa filogenetycznego roslin
Brassicaceae. Ten interesujacy fenomen zostal dalej rozszerzony i uzupetniony w badaniach
opisanych w HS8, ktére dotyczyly zmian ewolucyjnych w szlaku biosyntezy produkcji
glukozynolandw w réznych organach przedstawicieli plemienia Camelineae, w tym gatunkow
A. thaliana, Capsella, Camelina i Neslia. Glukozynolany to specjalistyczne metabolity petnigce
funkcj¢ obronng rodlin. Skladaja si¢ z reszty P-tioglikozydu polaczonego z sulfonowanym
aldoksymem z tancuchem bocznym, ktorego wlasciwosci sa determinowane przez
prekursorowy aminokwas. Glukozynolany mozna podzieli¢ na trzy grupy: alifatyczne,
benzylowe i indolowe. Glukozynolany i ich enzymy hudrolityczne, myrozynazy, tworza system
obronny, ktdry jest aktywowany w odpowiedzi na bodZce $rodowiskowe, prowadzace do
powstania izotiocyjanianéw. Biosynteza wszystkich rodzajow glukozynolandw oparta jest na

szlaku podstawowym, a takze na szlakach modyfikacji prekursorow specyficznych dla kazdego
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typu. W H8 zidentyfikowano geny biosyntezy glukozynolanéw oraz ewolucyjne zmiany w ich
transkrypcji 1 sekwencjach biatkowych. WykorzystaliSmy system LC-MS/MS do analizy
ekstraktow z rdéznych czesci roslin, w tym lisci, korzeni, kwiatostanow i todyg, i
zidentyfikowaliSmy 30 réznych glukozynolandw, przy czym A. thaliana wytwarzata
najwigksza liczbe struktur. Wszystkie gatunki byly w stanie wytwarza¢ glukozynolany
alifatyczne i indolowe, ale glukozynolany benzylowe wykryto tylko u A. thaliana. Doszlismy
do wniosku, ze badane gatunki mialy zmniejszong réznorodnosé strukturalng glukozynolanow
w pordéwnaniu do A. thaliana. Wyniki badan H8 wskazuja, ze glukozynolany sa powszechne w
lodygach i korzeniach, ale prawie nie sg produkowane w liciach badanych roslin. Wyniki
sugeruja, ze regulacja biosyntezy glukozynolanow u gatunkow Camelineae rézni si¢ od tej u A.
thaliana 1 jest prawdopodobnie zwigzana z ich unikalnymi wzorcami akumulacji
glukozynolandow w réznych organach. Dodatkowo, istnieje zmniejszona roéznorodnosé
strukturalna alifatycznych glukozynolanéw pochodzacych z metioniny, natomiast
podwyzszona akumulacja rzadkich dlugotancuchowych AG, co jest skorelowane ze zmianami
ewolucyjnymi w genach kodujacych syntazy metylotioalkilomalanowe. Wystepowanie
dhugotancuchowych glukozynolanéw alifatycznych w plemieniu Camelineae sugeruje
przewage adaptacyjna ze wzgledu na ich zwigkszong aktywnos¢ biologicznag, ale wpltyw
charakteru chemicznego, w tym dlugosci tancucha bocznego, na toksycznos¢ ITC wobec
roslinozercoéw lub patogenow nie jest w petni zrozumiany. Z kolei szlak biosyntezy indolowych
glukozynolanow pochodzacych z tryptofanu prawdopodobnie zostat ewolucyjnie wytaczony u

badanych gatunkow.

4.3.4. Podsumowanie i perspektywy

Moje naukowe osiggniecie miato kilka waznych efektow, w tym:
* Opracowanie i optymalizacja metodologii dla poréwnawczej metabolomiki wspomaganej
podejsciem statystycznym w celu poszukiwania biomarkeréw odpornosci na susze u roslin.
* Wykazanie, ze integracja metabolomiki z genomika lub danymi fenotypowymi oferuje nowe
spojrzenie na poszukiwanie biomarkeréw odpornosci na susze z perspektywy biologii
systemowe;j.
» QOpracowanie 1 optymalizacja metodologii dla prowadzenia kompleksowej analizy

metabolomicznej elementéw zwigzanych z odpornoscia roslin na patogeny grzybowe.

27



Zatgcznik nr 3. Autoreferat Anna Piasecka

» Wykazanie skutecznosci wykorzystania metabolomiki opartej na chromatografii cieczowej i
spektrometrii masowej do poszukiwania biomarkerow odpornosci na Fusarium w rodzinie
Poaceae.

» Porownanie i identyfikacja procesow metabolicznych i sygnalizacyjnych zaleznych od
odpornosci u roslin z wysoka i niska odpornos$cia na infekcje Fusarium w rodzinie Poaceae.

* Opisanie metabolomu réznych organow i genotypéw modelowej rosliny z rodziny Poaceae,
B. distachyon.

* Podkreslenie znaczenia metabolomiki w badaniach ewolucji odpornosci roslin.

» Wykazanie dynamicznych zmian w skladzie metabolomicznym podczas ewolucji roslin z
rodzaju Camelineae.

Podsumowujac, moje badania przyczynity sie do rozwoju dziedziny metabolomiki i jej
zastosowan w naukach roslinnych, zwlaszcza w badaniach odpornosci roslin na stresy
srodowiskowe i choroby. Przyszte badania moga opiera¢ si¢ na tych wynikach w celu
opracowania praktycznych zastosowan dla poprawy wydajnosci i zrbwnowazonego rozwoju
upraw.

Kontynuacje pracy badawczej planuje w oparciu o zastosowaniem podejsé
multiomicznych opartych na technikach spektrometrii mas w ramach projektu nr
2022/45/B/NZ9/03572, NCN, OPUS zatytulowanego "Opis kluczowych mechanizméow
koordynacji i1 priorytyzacji reakcji jeczmienia na jednoczesne stresy biotyczne 1 abiotyczne -
podejscie multiomiczne". Gldéwnym celem obecnego projektu jest identyfikacja unikalnych
sktadnikéw molekularnych zwigzanych z mechanizmami kompensacyjnymi w reakcjach roslin
na taczone stresy biotyczne i1 abiotyczne. Wykorzystanie platformy multiomicznej jest idealne
do osiggniecia celu projektu poprzez doktadne opisanie ztozonosci tych mechanizmow oraz
zrozumienie wspodtdziatania fitohormondéw w ich regulacji. Dwie odmiany jeczmien (Hordeum
vulgare) o roznej tolerancji na susze i jednoczesnie infekowane patogenem z rodzaju Fusarium
beda stuzy¢ do poszukiwania markerow molekularnych odpornosci zboz na stresy taczone.
Przeanalizowanie zmian w metabolomie, lipidomie, proteomie i transkryptomie przyczyni si¢
do poszerzenia naszej wiedzy na temat tta molekularnego w waznej agronomicznie rodzinie
Poaceae. Projekt ten ma potencjal wzmocnienia naszego zrozumienia, jak rosliny reaguja na
wiele jednoczesnych stresow i moze mie¢ praktyczne zastosowania w opracowywaniu bardziej
odpornych odmian roslin uprawnych, aby zapewni¢ bezpieczenstwo zywnosciowe w obliczu

zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH - Informacja o
wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa realizowang w wiecej niz jednej uczelni,
instytucji naukowej, w szczegélnosci zagraniczne;.

Moje badania obejmuja wykorzystanie chromatografii cieczowej z detektorem UV oraz
chromatografii cieczowe] polaczonej ze spektrometria mas do badania metabolitéw w
interakcjach roslin z otoczeniem. Analizy metabolomiczne w kontekscie biologii systemowe;j
byly moim glownym temat prac prowadzonych po osiggnieciu stopnia doktora w Instytucie
Genetyki Roslin PAN, natomiast analizy metabolomiczne w kontekscie ewolucyjnym sa
motywem przewodnim mojej pracy naukowej zwigzanej z Instytutem Chemii Bioorganiczne;j
PAN.

Waznym aspektem mojej pracy jest opracowywanie i optymalizacja metod analizy
masowej, w tym LC-MS/MS 1 LC-MS", na r6znych materiatach roslinnych, takich jak tkanki,
kultury in vitro i wydzieliny korzeniowe. Ta szeroka wiedza analityczna pozwala mi prowadzi¢
interdyscyplinarne projekty badawcze obejmujace biologie, chemig i fitoterapie.

Ponadto wspolpracowalem z grupami badawczymi z Polski i za granica, co zaowocowalo

publikacjami naukowymi (ich liczba jest podana w nawiasach). Wyniki wspotpracy beda

omowione szczegotowo w nastepnych podsekcjach (5.1 oraz 5.2):

*2017-2023: zespot badawcezy prof. dr hab. Monika Rakoczy-Trojanowska, Wydziat Genetyki,

Hodowli Roslin i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Warszawie (1)

* 2020-2022: zespot badawczy dr. Stéphane'a Hacquarda, Instytut Maxa Plancka ds. Hodowli

Roslin, Kolonia, Niemcy (1);

* 2017-2022: zespot badawczy dr. Kenichi Tsuda, Zaktad Interakcji Roslina-Mikroorganizm,

Instytut Maxa Plancka ds. Hodowli Roslin, Kolonia, Niemcy (2);

e 2013-2020: zesp6l badawczy prof. dr hab. Przemystawa t. Mikotajczaka, Katedra

Farmakologii, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (3)

* 2013 roku zesp6l badawczy prof. Przemyslawa M. Mrozikiewicza z Laboratorium

Farmakogenetyki Doswiadczalnej w Katedrze Farmacji Klinicznej 1 Biofizyce Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu (1).

* 2013 - 2020 roku dr hab. Marcin Ozarowski z Katedry Biotechnologii w Instytucie Wiokien

Naturalnych 1 Roslin Zielarskich w Poznaniu (9).

* 2013 - 2015 prof. dr hab. Pawet Bednarek z zespolem badawczym z Katedry Biochemii

Naturalnych Produktow w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (1)
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« 2010 - 2017 prof. dr hab. Iwona Szarejko z zespotem badawczym z Uniwersytetu Slaskiego,
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedry Genetyki w Katowicach (1)

* 2010 - 2022 roku prof. dr hab. Pawet Krajewski z zespotem badawczym z Katedry Biometrii
i Bioinformatyki w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu (5)

* Od 2010 do 2020 roku dr Anetta Kuczynska z zespotem badawczym prof. IGR z Katedry
Biotechnologii w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu (3)

* W latach 2010-2015 prof. dr hab. Maciej Stobiecki z zespolem badawczym z Katedry
Biochemii Naturalnych Produktow w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu,
Polska (2)

* 2010-2013 zespdt badawczy dr Juana Francisco Zamora-Natera z Uniwersytetu Guadalajara,

Meksyk (2)

5.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie mojego doktoratu wspdtpracowatam z innymi grupami badawczymi, aby
rozwijaé¢ swoje umiejetnosci zwigzane z interpretacja widm masowych i przetwarzania danych
metabolomicznych. Przyktadowo, wspdtpracowatem z zespolem prof. Macieja Stobieckiego z
Instytutu  Chemii Bioorganicznej PAN nad profilowaniem metabolitéw tubinow
meksykanskich. Badania te, opublikowane odpowiednio w Phytochemistry i Journal of Natural
Products w 2013 1 2010 roku, opisywaty identyfikacje¢ glikokonjugatéw flawonoidéw z 12
gatunkow tubindéw za pomocg dwoch systeméw LC/MS. Za pomoca eksperymentow CID/MS"
zidentyfikowalismy 175 glikokonjugatéw flawonoidow i scharakteryzowalismy ich struktury
poprzez identyfikacje aglikonow, typu reszt cukrowych i podstawien acylowych. Informacje
uzyskane z profilowania koniugatow flawonoidow zostaly wykorzystane do pordwnania
chemotaksonomii badanych gatunkéw tubindw, co doprowadzito do wyraznego rozréznienia
miedzy tubinami poétnocnoamerykanskimi i $rédziemnomorskimi.

W ramach projektu badawczego finansowanego przez Ministerstwo Nauki 1
Szkolnictwa Wyzszego prowadzonego przez prof. Przemystawa M. Mrozikiewicza z Instytutu
Wiokien Naturalnych 1 Roslin z udziatem Katedry Farmacji Klinicznej 1 Biofarmacji
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, przeprowadzitam badania profilowania metabolitéw
rozmarynu (Rosmarinus officinalis) majacych istotny wplyw na pamig¢ modelowych zwierzat.
Wyniki opublikowane w czasopismie Fitoterapia w 2013 roku, ocenialy efekty podania
ekstraktu z lisci rozmarynu na reakcje behawioralne i1 poznawcze szczurOw zwigzane z

aktywnoscig acetylocholinoesterazy (AChE) i butyrylocholinoesterazy (BuChE) w hipokampie
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i kory przedczolowej. Moim zadaniem badawczym w projekcie byto profilowanie metabolitéw
wtornych w ekstrakcie z lisci. Wyniki sugeruja, ze metabolity zawarte w R. officinalis
przyczyniaja sie do poprawy pamieci dtugotrwalej u szczuréw, co mozna czesciowo wyjasnic
poprzez hamowanie aktywnosci AChE w mozgu szczuréw. Badania sugeruja zatem, ze R.
officinalis moze by¢ cennym narzedziem w zapobieganiu i leczeniu demenc;ji.

Wysoka jakos¢ moich badan w dziedzinie metabolomiki fenolowych metabolitow
wtornych znalazla odzwierciedlenie w moich publikacjach w miedzynarodowych
czasopismach z listy JCR, z catkowitym wskaznikiem wplywu 9,513 i faczng liczbg cytowan

wynoszaca 215, opublikowanych miedzy 2010 a 2013 rokiem.

5.2. Po uzyskaniu stopnia doktora
5.2.1. Techniki charakterystyki strukturalnej zwigzkow fenolowych

Podczas studiow doktoranckich w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu, a konkretnie w Zakladzie Genetyki Patogendéw i Odpornosci Roslin, Zespot
Metabolomiczny, pod kierunkiem prof. Piotra Kachlickiego, moje badania koncentrowaty si¢
na projekcie Polapgen-BD (WND-POIG.01.03.01-00-101/08, POIG), ktorego celem byta
identyfikacja molekularnych markeréw odpornosci na susze. Wyniki mojej pracy doktorskiej
zostaty opublikowane w Journal of Mass Spectrometry w 2015 roku (Piasecka, et al. 2015; 50
(3): 513-532). Przeprowadzitam badania, ktére koncentrowaty si¢ na profilowaniu i analizie
strukturalnej fenolowych metabolitéw wtérnych w ekstraktach metanolowych uzyskanych z
lisci dziewigciu roznych odmian jeczmienia. Opracowatem i zastosowalem cztery rézne
podejscia analityczne w celu uzyskania komplementarnych informacji strukturalnych o
fenolowym metabolomie jeczmienia. Niskorozdzielczy spektrometr masowy wyposazony w
analizator pulapek jonowych dostarczyt szczegélowych informacji o strukturze 165
metabolitow jeczmienia na podstawie fragmentacji zwiazkow. Wartos¢ badania zostata
podkreslona przez zastosowanie dwoch trybdw jonizacji, ktore dostarczyly komplementarnych
informacji na temat glikozydéw i acylowanych glikozydow flawonéw, acylowanych poliamin
1 pochodnych kwasu hydroksycynamonowego. Dodatkowo, po raz pierwszy szczegdlowo
opsalam mechanizm fragmentacji hordatyn, flawonow acylowanych bezposrednio na
aglikonie, izomeréw kwasoéw chlorogenowych i pochodnych kwasu hydroksyferulowego.

Wyniki identyfikacji zwigzkow zostaty nastepnie potwierdzone poprzez analize widm
masowych o wysokiej rozdzielczosci przy uzyciu spektrometru tandemowego z detektorem

czasu przelotu jondw. Za pomoca analiz NMR ustalilam struktury pigciu metabolitéw, w tym
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trzech nieznanych wczesniej w jeczmieniu. Opracowano rowniez procedury chromatografii
preparatywnej do izolacji 1 oczyszczania wybranych metabolitéw z lisci jeczmienia.
Zastosowanie dwustopniowej separacji z dwoma rodzajami materialdw wypelniajacych
kolumny, poliamidem i RP C18, znacznie poprawilo wydajno$¢ separacji i pozwolito na
rozszerzong identyfikacje 109 metabolitéw obecnych w $ladowych ilosciach. Metoda
dwuetapowej separacji metabolitow byta przedmiotem zgloszenia patentowego. W ramach
badan zidentyfikowalam szeroki zakres struktur dotychczas nieznanych w jeczmieniu, w tym
takie zwigzki jak 6-C-(6"-O-glukozylo)-glikozydy flawonéw, poliaminy acylowane kilkoma
kwasami hydroksycynamonowymi oraz izomery kwasu chlorogenowego. Profilowanie
fenolowych metabolitéw wtornych wykorzystano rowniez do chemotaksonomiczne;j
klasyfikacji dziewigciu odmian jeczmienia z réznych regiondw geograficznych oraz do
znalezienia markerow metabolomicznych, ktore roznicowaly odmiany w warunkach suszy.
Umiejetnosci badawcze, ktére zdobylam podczas prac zwigzanych z rozprawa
doktorska, a w szczegdlnosci interpretacja widm masowych, zostaly podsumowane w artykule
przegladowym autorstwa Kachlicki i in. z 2016 roku (Molecules 2016, 21 (11): 1494). W
artykule omowiono zastosowanie spektrometrii mas w charakterystyce strukturalnej
glikokonjugatéw flawonoidowych. Przedstawiono charakterystyke strukturalng zwigzkow
fenolowych, omoéwiono rézne techniki spektrometrii mas oraz kilka strategii do
charakteryzowania izomerycznych i izobarycznych glikokonjugatow flawonoidowych i ich
pochodnych. Zastosowanie spektrometréw z detektorem typu pulapka jonowa umozliwia
wielokrotng fragmentacje jonow, co dostarcza dodatkowych informacji na temat zaleznosci
strukturalnych fragmentow. Jest to szczegélnie istotne dla analizy flawonoidow 1 ich
pochodnych, gdzie konieczne moze by¢ scharakteryzowanie aglikonoéw, ktore wystepuja w
réznych kombinacjach. Do identyfikacji aglikondw w koniugatach flawonoidowych konieczna
jest co najmniej fragmentacja MS?, ktéra mozna osiagnaé poprzez fragmentacje w zrédle jonow
(tzw fragmentacja pseudo-MS?) w przypadku tandemowych spektrometréw mas lub kolejna
fragmentacj¢ w spektrometrach typu pulapka jonowa. Te metody pozwalaja na rozréznienie

izomerdw polozeniowych aglikondw o réznych wzorach hydroksylacji.

5.2.2. Metabolomika w badaniach fitofarmakologicznych dotyczgcych lekow na choroby
neurodegeneracyjne
Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam owocnag wspotprace z Uniwersytetem

Medycznym w Poznaniu oraz Instytutem Wtokien Naturalnych i Roslin Leczniczych, na rzecz
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badania profili metabolicznych roslin o potencjale fitofarmakologicznym. Podczas tych badan
wykorzystywatam, jak poprzednio, dwie uzupetniajace si¢ metody analityczne: LC-MS/MS i
LC-MS", wspierane przez analizy przesiewowe z wykorzystaniem UPLC-PDA. Wspdtpraca z
zespolem badawczym prof. Przemystawa t.. Mikolajczaka z Katedry Farmakologii na
Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu, umozliwita mi dyskusje na temat globalnego trendu
wykorzystywania Zrddet naturalnych w celu odkrywania i opracowywania nowych lekéw
zapobiegajacych lub op6zniajacych postep chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera i Parkinsona. M6j wkiad w te wspotprace polegatl na identyfikacji biologicznie
aktywnych zwigzkoé6w pochodzacych z ekstraktow roslinnych. Profilowanie metabolitéw roslin
nalezacych do réznych klas taksonomicznych poszerzyto moja wiedzg na temat bogactwa i
réznorodnoscei fitozwigzkoéw a takze dato mi doswiadczenie w interpretacji fragmentacyjnych
widm mas metabolitow nalezacych do réoznych grup strukturalnych.

Publikacja [Ozarowski et al. (2015); Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, Article ID 145140] dotyczyta wpltywu subchronicznej administracji 70% ekstraktu
etanolowego z korzeni Mikotajka ptaskolistnego (Eryngium planum L.) na zachowanie i reakcje
poznawcze szczurow. Mierzono takze poziomy ekspresji i aktywnosci acetylocholinoesterazy
(AChE), butyrylocholinoesterazy (BuChE) i beta-sekretazy (BACE-1) w hipokampie i korze
przedczolowej tkanek szczurzych. Wyniki pokazaty, ze ekstrakty fitozwiazkdéw z E. planum
poprawiaja dtugotrwatg pamie¢ u szczurow. W ramach analiz LC-MS ekstraktow E. planum
zidentyfikowalam 64 dominujace metabolity, nalezace do saponin triterpenoidowych, kwaséw
fenolowych i polifenolowchy. Kwasy hydroksycynamonowe: p-kumarowy, kawowy i ferulowy
zostaly zidentyfikowane w jako glikozydy, podczas gdy kwas rozmarynowy zostat
zidentyfikowany w wielorakich potaczeniach glikozydowych oraz glukuronidowych.
Glownymi sktadnikami ekstraktu z E. planum okazaly si¢ saponiny triterpenoidowe o
szkielecie barrigenolu. Badania sugeruja, ze E. planum L. moze by¢ potencjalnym zroédtem
nowych lekéw terapeutycznych w leczeniu demencji i choroby Alzheimera.

Kolejnym projektem wspolnym z zespolem prof. Przemyslawa t.. Mikotajczaka byly
badania nad efektami podchronicznej administracji ekstraktu z melisy lekarskiej (Melissa
officinalis) na zachowania i mozliwosci poznawcze indukowane skopolaming u szczuréw
[Ozarowski et al., 2016, Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, Article ID
9729818]. M. officinalis jest jedna z najstarszych 1 wciaz najpopularniejszych roslin
leczniczych. Stosowana jest w fitomedycynie w profilaktyce i leczeniu zaburzen nerwowych.

Zmierzono poziom ekspresji mRNA dla AChE, BuChE i BACE-1 oraz aktywnosci AChE i
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BuChE w hipokampie i korze przedczotowej szczuréw. Moj wklad w ten projekt skupit si¢ na
identyfikacji metabolitow w ekstraktach roslinnych na podstawie analiz widm
fragmentacyjnych z systeméw LC-MS/MS oraz LC-MS". Najwieksza akumulacje w
analizowanych probkach M. officinalis obserwowatam dla estréw kwasu kawowego, w tym
szczegbdlnie kwasu rozmarynowego i litospermowego oraz glikozydow flawonoidow, tj.
glikokoniugaty luteoliny 1 apigeniny. Badanie wykazalo réwniez obecnos¢ kwasu
hydroksyjasmonowego i jego pochodnych, teukrolu oraz sagekumaryny. Wykazano , iz
metabolity te mogg znaczaco modulowac procesy poznawcze Szczurdw.

Wspdlpraca z zespotem Prof. Mikotajczaka przyniosta kolejny udany projekt, ktérego
celem bylo zbadanie wplywu ekstraktu z korzeni szalwii czerwonej (Salvia miltiorrhiza) na
pamieé¢ oraz aktywnos$¢ cholinoesterazy u szczurdéw [Ozarowski et al., 2017, Physiology and
Behavior 2017, 173: 223-230]. S. miltiorrhiza stosowana byta tradycyjnie w medycynie
azjatyckiej w leczeniu chordéb uktadu sercowo-naczyniowego oraz osrodkowego uktadu
nerwowego. Nasze badania wykazaly, ze ekstrakt z S. miltiorrhiza hamuje aktywnosé¢
cholinoesterazy w hipokampie i korze przedczotowej szczurow oraz powoduje zmniejszenie
poziomu transkryptéw beta-sekretazy, co sugeruje potencjalng role w tagodzeniu objawdw

choroby Alzheimera.

5.2.3. Metabolomika w poszukiwaniu nowych fitofarmaceutykow

W ramach mojej wspotpracy z prof. Marcinem Ozarowskim i prof. Agnieszka Seremak-
Mrozikiewicz z Instytutu Widkien Naturalnych i Roslin Leczniczych, ocenialiSmy potencjat
fitofarmakologiczny blisko spokrewnionych gatunkéw z rodzaju Salvia: S. miltiorrhiza 1 S.
przewalskii [Ozarowski et al. 2017, Phytochemistry Letters 20: 331-338]. Rosliny te wykazuja
wielorakie dziatanie neuroprotekcyjne, a ostatnio ich atrakcyjno$¢ wzrosta w obszarze
potencjatu  terapeutycznego choroby Alzheimera ze wzgledu na  wlasciwosci
przeciwamyloidowe, przeciwutleniajace, przeciwapoptotyczne czy przeciwzapalne oraz
hamowanie acetylocholinoesterazy. Moim zadaniem w projekcie bylo poréwnanie profilu
metabolomicznego obu gatunkow Salvia za pomoca dwdch uzupelniajacych si¢ metod LC-MS.
Zidentyfikowalam tacznie 39 metabolitow, nalezacych do polifenoli i diterpendw. Polifenole
zostaly dalej sklasyfikowane jako monomery, dimery, trimery i tetramery kwasow
hydroksycynamonowych, przy czym tylko dwa metabolity nie byly pochodnymi kwasu
kawowego. Diterpeny tanshinony pochodzity gtéwnie z dwoch form szkieletowych: 20-

norabietanéw 1 19,20-dinorabietanéw. Opisalam po raz pierwszy takie metabolity jak
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diglukozyd kwasu rozmarynowego, glukozyd kwasu salwianolowego B i kwasu di-dehydro-
salwianolowego B. Dominujacymi metabolitami byly tetramer kwasu kawowego, kwas
lithospermowy B, kwasy salwianolowe i kryptotanszinon w obu gatunkach Salvia, ktére
postulowano jako potencjalne fitofarmaceutyki o silnej aktywnosci przeciwutleniajacej.

We wspotpracy z prof. Marcinem Ozarowskim i prof. Agnieszka Seremak-
Mrozikiewicz z Instytutu Widkien Naturalnych i Roslin Leczniczych, opublikowanym w Acta
Poloniae Pharmaceutica - Drug Research [Hadas et al. 2017; 74921-928], badano wptyw
ekstraktow z roslin rodzaju Passiflora na przewlekle postepujace choroby osrodkowego uktadu
nerwowego wywolane przez wolno zyjace ameby. Skuteczne leczenie tej choroby jest trudne
ze wzgledu na cystowate stadium ameb, co sprawia, ze sg one bardzo odporne na leki
przeciwamebowe. Roslinny material uzyskany z hodowli in vitro jest obiecujagcym zrédlem
przysztych lekow w tym obszarze. OcenialiSmy alkoholowe ekstrakty z lisci P. incarnata, P.
caerulea oraz P. alata, a takze z hodowli kalusa pod katem ich aktywnosci przeciwamebowe;.
Analiza fitochemiczna wykazata, ze wszystkie ekstrakty zawieraja gtownie fenylpropanoidy 1
flawonoidy. Wszystkie ekstrakty wykazywaly wlasciwosci amebostatyczne i amebobdjcze.
Ekstrakty z lisci i kalusa P. alata wykazywaly najwieksza skutecznosé, co korelowato z
najwyzszg zawartoscig catkowitych fenolowych i flawonoidowych zwiazkéw w poréwnaniu z
pozostalymi ekstraktami.

Ekstrakty z opisanych wczesniej gatunkow Passiflora zostaly ocenione takze pod katem
ich dziatania przeciwnowotworowego na dwie ludzkie linie komodrek ostrej biataczki
limfoblastycznej CCRF-CEM 1 jego wielolekooporny wariant. [Ozarowski et al. 2018.
Brazilian Journal of Pharmacognosy, 28: 179-191]. Ekstrakty z lisci P. alata i P. incarnata
wykazywaly silng aktywnos$¢ hamujaca wobec ludzkiej ostrej biataczki limfoblastycznej,
podczas gdy P. caerulea wykazywata niewielka lub zadng aktywnos¢. Ekstrakt z lisci P. alata
zostal sugerowany jako terapia uzupelniajaca dla pacjentéw onkologicznych. Sktad
fitochemiczny zostat oceniony przy uzyciu dwdch systemow LC-MS dla lisci trzech gatunkow
Passiflora. Roznice w ilosci zwigzkéw chemicznych moga determinowaé r6zna skutecznosé
farmakologiczng ekstraktow. Do najliczniejszej grupy metabolitow nalezaly flawonoidy o
mocno zréznicowane] glikozylacji. O,C-glikozydy przewazaty we wszystkich gatunkach
Passiflora. Co ciekawe, wysoka zawartos¢ C-glikozydéow obserwowano w przypadku P.
caerulea (ponad 30% powierzchni pikow). Wsrod podstawnikow glikozydowych wykryto
heksozy, deoksyheksozy, pentoz¢ i dideoksyheksozy. Analiza fragmentacyjnych widm

masowych zarowno w trybie jonizacji ujemnej, jak i dodatniej pozwolita na rozréznienie
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wigzan glikozydowych 6-C i 8-C oraz 2"-O i 6"-O glikozydéw flawonoidéw. Dodatkowo,
zidentyfikowano réwniez struktury terpenoidowe, takie jak blumenole B i C nalezace do
megastigmanow oraz glikozyd kwasu cyklopassiflorowego. Najwieksza zawartos¢
terpenoidow, 38% powierzchni zidentyfikowanych pikow, stwierdzono w przypadku P. alata.

W modelu przewleklego zapalenia oskrzeli u szczuréw przeprowadzono analize
wlasciwosci leczniczych roslin rozwaru wielokwiatowego (Platycodon grandiflorum)
(Buchwald et al. Molecules 2020, 25(21): 5020). P. grandiflorum jest szeroko stosowany w
tradycyjnej medycynie azjatyckiej jako srodek na choroby uktadu oddechowego. W badaniu
wykorzystano trzy wodne ekstrakty, réznigce sie¢ zawartoscig saponin i inuliny. Przewlekle
zapalenie oskrzeli zostalo wywolane siarczanem metabisulfitu, a zwierzeta byty leczone
ekstraktami przez trzy tygodnie. Poziom wskaznikow genetycznych zapalenia oskrzeli zostat
okreslony w ptynie ptucnym poprzez plukanie oskrzelowo-pecherzykowe, podczas gdy poziom
CRP zostat zmierzony w surowicy krwi. Ekstrakty z P. grandiflorum w wigkszo$ci odwrocity
proces zapalny, prowadzac do wartosci kontrolnych. Ekstrakt z korzenia tej rosliny okazat sie
obiecujaca opcja leczenia przewlektego zapalenia oskrzeli. Analiza LC-MS" i LC-MS/MS
umozliwila identyfikacje 48 roznych zwigzkow, gltownie saponin triterpenoidowych typu
oleanowego (23 struktury). Obecne byly rowniez wtorne metabolity szlakow
fenylopropanoidowych. Zidentyfikowano réowniez O- i C-glikozydy flawonow — apigenine,
chryzoeriol 1 luteoling — oraz glikozydy flawonolu kwercetyny. Analiza MS" w trybie jonizacji
ujemnej umozliwila rozréznienie wigzan 7-O-, 6-C- 1 2"-O-glikozydowych oraz 6"-acylacje
kwasami ferulowym i synapinowym we flawonoidach. Ponadto obserwowano réwniez
pochodne kwasu kawowego oraz glukozydy lignanu larycyrezynolu. W korzeniach P.
grandiflorum zidentyfikowano duza  roznorodnosé glikozydowych struktur
fenylopropanoidowych.

Zainicjowatam nowa wspoélprace z zespotem dr Agnieszki Gryszczynskiej z Instytutu
Wiékien Naturalnych i Roslin Leczniczych. Nasze wspolne badania skupily sie na
farmakologicznych efektach ekstraktu z ziota wierzbowki kiprzycy Chamaenerion
angustifolium (L.) (Epilobium augustifolium). M6j wklad w ten projekt polega na profilowaniu
metabolitow 1 okreslaniu stezenia zwigzkéw bioaktywnych w roznych tkankach i fazach
rozwojowych roslin. W publikacji Gryszczynska et al. 2018, (Industrial Crops and Products,
123:208-220 DOI:10.1016/j.indcrop.2018.06.010) porownywatam profile metabolitow dwoch
linii uzyskanych z kultur in vitro w czasie kwitnienia oraz po nim. Wykorzystujac dwa

uzupelniajace sie systemy LC-MS oraz UPLC-PDA, zidentyfikowatam 45 metabolitow
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fenolowych, w tym kwas elagowy, oenothein B i1 3-O-arabinozyd kwercetyny jako metabolity
o dominujacej akumulacji. Wyniki badan wykazatly, ze okres kwitnienia jest lepszym Zrédlem
zwiazkoéw aktywnych niz okres po kwitnieniu. Metoda hodowli in vitro pozwolila na uzyskanie
profilu metabolicznego roslin E. augustifolium zblizonego do roslin uprawnych, co potwierdza
potencjat tej metody dla pozyskiwania zwigzkoéw bioaktywnych. Dodatkowo, odbytam staz w
zespole badawcezym dr Gryszczynskiej, ktorego celem bylo zapoznanie si¢ z metodami pomiaru
potencjatu antyoksydacyjnego, takich jak pomiar zdolnosci do usuwania DPPH lub calkowity
potencjat antyoksydacyjny ekstraktoéw okreslony przy uzyciu testu FRAP.

W ramach naszych wspolnych dziatan badawczych z Instytutem Widkien Naturalnych
i Roslin Leczniczych oraz Uniwersytetem Medycznym w Poznaniu w latach 2013-2020
opublikowalismy dziewieé¢ artykutow w czasopismach JCR, o tacznym IF 20,783 i liczbie
cytowan wynoszacej 282.

5.2.4. Metabolomika w badaniu interakcji roslina-mikroorganizm

Po rozpoczeciu pracy jako adiunkt w Zaktadzie Metabolomiki Funkcjonalnej Roslin
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN, wraz z kierownikiem zakladu prof. Pawlem
Bednarkiem nawigzalam wspotprace z Zakladem Interakcji Roslina-Mikroorganizm w
Instytucie Maxa Plancka ds. Badan Hodowli Roslin w Kolonii w Niemczech, w celu zbadania
wplywu metabolitéw roslinnych na rozwdj mikroorganizméw symbiotycznych. Zlozony
zwigzek miedzy roslinami a mikroorganizmami, ktére kolonizujg ich korzenie, czyli
mikrobiota, zalezy w duzej mierze od metabolitéw roslin. Podczas gdy rosliny wyksztatcity
ztozony uktad odpornosciowy, ktory moze wykrywac i reagowaé na inwazje mikroorganizmow
chorobotworczych, nie jest jasne, jak w tym ukladzie funkcjonujg korzystne mikroorganizmy
w korzeniach i utrzymuja zdrowa rownowage miedzy gospodarzem a mikroorganizmami. W
naszej publikacji [Wolinska et al. 2021, Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 118(49):e2111521118] przedstawilisSmy zmiany w akumulacji
pochodnych tryptofanu, w tym kamaleksyny i kwasow indolo-3-karboksylowych oraz
glukozynolanow indolowych oraz ich produktéw hydrolizy, w r6znych mutantach A. thaliana,
ktérych korzenie zasiedlono syntetycznym zestawem mikroorganizmow. Wyniki sugeruja, ze
uklad odpornosciowy roslin, a konkretnie zwigzki pochodzace z tryptofanu, odgrywaja
kluczowa role w kontroli kolonizacji grzybami w korzeniach roslin, pomagajac zapobiegaé
zaburzeniom rownowagi w mikrobiocie (dysbiozie) i utrzymujac efekty stymulujgce wzrost

mikrobioty korzeniowej. Praca ta podkresla réwniez znaczenie mechanizmow zakodowanych
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zarowno u gospodarza, jak i u mikroorganizméw w utrzymywaniu zdrowej relacji gospodarz-
mikroorganizmy w korzeniach, gdzie wspdlistnieja symbionty zaréwno bakteryjne jak i
grzybowe. Ponadto, badanie pokazuje, ze zard6wno komensale bakteryjne jak i metabolizm
tryptofanu gospodarza sg niezbedne do kontrolowania kolonizacji grzybami oraz do
promowania wzrostu i przezycia roslin.

Zagadnienia zwigzane z wplywem roslinnego metabolizmu tryptofanu na mikrobiom
endofityczny zostaly kontynuowane w pracy (Basak, Piasecka i in. New Phytol. 2023; 241(1):
329-342). Publikacja ta omawia wplyw struktur siateczki $rédplazmatycznej (ER) oraz
metabolitéw pochodnych tryptofanu na mikrobiote korzeni Arabidopsis thaliana. Ciata ER to
struktury w korzeniach roslin zawierajagce myrozynaze PYK10, enzym hydrolizujacy indolowe
glukozynolany (IG), ktore sg kluczowe dla interakcji korzen-mikrobiom. W badaniu
wykorzystano r6zne mutanty 4. thaliana, z defektem produkcji ER lub, myrozynaz, biosyntezie
IG oraz metabolizmie Trp. Mutanty wykazaty zmieniony sktad bakterii i grzyboéw w ryzoplanie
(powierzchni korzenia) i endosferze (wewngtrznych tkankach korzenia). Wyniki sugeruja, ze
ciala ER i obecne w nich myrozynazy moduluja profil metabolitéw wydzielanych przez
korzenie, wplywajac na interakcje korzen-mikrobiota. Mutanty ER i metabolizmu Trp
wykazaly czesciowo podobny wplyw na strukture mikrobioty zwigzanej z korzeniem. Ogolnie
rzecz biorac, dane wskazuja, ze myrozynazy rezydujace w ciatach ER 1 metabolizm Trp sa
waznymi czynnikami przyczyniajagcymi si¢ do tworzenia mikrobiologicznej spolecznosci
korzeni, wptywajac na odrgbne, ale czgsciowo pokrywajace si¢ zestawy mikrobow. Nasze
wyniki podkreslaja znaczenie interakcji roslina-mikroorganizmy w utrzymaniu zdrowia roslin
i sugeruja potencjalne strategie poprawy wzrostu i odpornosci roslin poprzez manipulowanie
sktadem mikroorganizmow symbiotycznych.

Rozpoczetam wspolprace z prof. Monika Rakoczy-Trojanowska ze Szkoty Glownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie w ramach grantu NCN nr 2018/31/B/NZ9/00439
"Identyfikacja, charakterystyka i mapowanie genow zyta zwyczajnego (Secale cereale L.)
zwigzanych z odpornoscia na rdz¢ brunatng powodowana przez Puccinia recondita f. sp.
Secalis". Dwa szczepy P. recondita wywolujace kompatybiln i niekompatybiln typem
odpowiedzi immunologicznej badano na trzech liniach wsobnych zyta (Krepski et al. 2024,
BMC Plant Biology, 24 (1):107). Przeprowadzono analize RNA-seq i1 skorelowano ja z danymi
metabolomicznymi. Zidentyfikowano w sumie 877 unikalnych gendéw o zréznicowanej
ekspresji (DEG), z ktorych wigkszos¢ wulegla zwigkszonej regulacji. Wsrod nich

zidentyfikowano m.in. cytochrom P450, kinazy receptoropodobne, metyloesterazy, biatko-1
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zwigzane z patogeneza, endotransglukozydazy/hydrolazy ksyloglukanu i peroksydazy.
Odpowiedz metabolomiczna byla wysoce konserwatywna miedzy genotypami. Poréwnujac
profil metabolomiczny po infekcji kompatybilnymi i niekompatybilnymi izolatami, doszlismy
do wniosku, ze wtorny metabolom zyta ulega silniejszemu przeprogramowaniu w wyniku
rozpoznania patogenu niz udanej infekcji. Analiza funkcjonalna taczaca geny i metabolity
odzwierciedlala zaangazowanie biosyntezy fenylopropanoidow i diterpenoidow, a takze
metabolizmu tiaminy w odpowiedZ immunologiczng zyta. Najbardziej zrdéznicowanymi
metabolitami obu typoéw odpowiedzi immunologicznej byly pochodne kwasu benzoesowego i
flawonoidy (takie jak chryzyna) oraz peptydy (takie jak izoleucyloglutamina, izoleucywalina i
S-adenozylo-homocysteina). Zidentyfikowano liczne geny 1 metabolity zwigzane z
odpowiedzig immunologiczng, wyjasniajac mechanizmy lezace u podstaw odpowiedzi zyta na
P. recondita we wczesnych stadiach rozwoju rdzy brunatnej. Korelacja DAM i DEG wyjasnita
interakcje miedzy szlakami zwigzanymi gtownie z modulacjg poziomoéw reaktywnych form
tlenu (ROS). W odpowiedzi na infekcje aktywowane byly okreslone szlaki metaboliczne, w
tym "Biosynteza flawonow i flawonoli", "Metabolizm askorbinianu i aldaranu" oraz
"Metabolizm glutationu". Zaobserwowano zaburzenia w "Metabolizmie skrobi i1 sacharozy",
prawdopodobnie z powodu zaktocen homeostazy cukrow spowodowanych przez patogena.
Badanie potwierdza wczesniejsze ustalenia, ze patogeny biotroficzne znaczaco zakldcaja

metabolizm weglowodanow i cukrow nukleotydowych gospodarza.

5.2.5. Ewolucja biosyntezy metabolitow u roslin

W pracy przegladowej, (Piasecka i in. New Phytol 2015; 206 (3): 948-964)
podsumowali$my obecng wiedz¢ na temat roli metabolitow specjalistycznych w immunologii
roslin w kontekscie ewolucyjnym. Wszystkie gatunki roslin sg zdolne do produkeji naturalnych
zwiazkéw chemicznych o wlasciwosciach obronnych, co wskazuje, ze ta zdolno$¢ zostata
zachowana przez cala ewolucje. Fitoantycypiny, w tym zwiazki takie jak alkaloidy, flawonoidy
1 glukozynolany, sg produkowane konstytutywnie w réznych tkankach roslinnych i moga mie¢
wiele funkcji, w tym aktywno$¢ przeciwbakteryjnga. Natomiast produkcja fitoaleksyn jest
indukowana przez atak patogenow i obejmuje szeroki zakres zwigzkow o zrdznicowanej
strukturze, takich jak terpenoidy, stilbeny i fenole. Zwiazki te sa czesto wytwarzane w
odpowiedzi na okreslone patogeny lub ich szczepy, a ich biosynteza jest zwykle Scisle

regulowana na poziomie transkrypcyjnym. Niektore metabolity wtorne roslin sa obecne tylko
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w okreslonych grupach roélin, takich jak rodzina lub rodzaj, co wskazuje, ze ewolucja tych
szlakéw zachodzita szybko i jest unikalna dla specyficznych linii rozwojowych.

Badania opisane w (Czerniawski i in. Plant Cell Physiol. 2023, 16;64(1):80-93) miaty
na celu poszerzenie naszej wiedzy na temat ewolucji biosyntezy glukozynolanéw u gatunkow
z plemienia Camelineae, w tym rodzajéw Capsella i Camelina, ktére maja ograniczong
zdolnos$¢ do produkcji i metabolizowania glukozynolanéw indolowych (IG). Metabolomika
porownawcza w polaczeniu z analizami genetycznymi, pokazata ostabienie zachowania
czynnikow transkrypcyjnych MYB zwigzanych z biosyntezg glukozynolanéw, w tym utrate
funkcjonalnego biatka MYB34 u tych gatunkéw. Wprowadzenie funkcjonalnego MYB34 z 4.
thaliana czeéciowo przywrocito biosynteze 1G w Capsella rubella, co wskazuje, ze utrata tego
czynnika transkrypcyjnego przyczynia si¢ do regresji szlaku metabolicznego 1G. Ponadto w
publikacji opisano unikalng funkcje MYB34 w regulacji sprzezenia zwrotnego biosyntezy IG,
prowadzace] do nadprodukcji auksyn, zaburzen metabolicznych i opdZnienia wzrostu
spowodowanego mutacjami w genach biosyntetycznych IG. Wyniki te dostarczajg wgladu w

ewolucje metabolitoéw w rzedzie Brassicales.

6. Prezentacja osiagni¢¢ dydaktycznych i organizacyjnych oraz osiagni¢¢ w popularyzacji

nauki

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

1. Czerwiec 2024: prowadzitam wyklady dla Szkoly Doktorskiej Uniwersytetu
Rzeszowskiego, przedmiot ,,Warsztaty z Ekspertem”

2. Lipiec 2023 1 lipiec 2021 prowadzitam warsztaty i szkolenia z przetwarzania danych
metabolomicznych podczas Letniej Szkoly Bioinformatyki zorganizowanej przez
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Polska;

3. Od 2020 roku do chwili obecnej prowadze warsztaty i szkolenia z przetwarzania danych
metabolomicznych organizowane przez firme bioinformatyczng Xenstats sp. z 0.0.:
»Analiza danych metabolomicznych — chromatografia — spektrometria mas (2-dniowe
warsztaty online): oraz ,Zaawansowana analiza danych metabolomicznych —
chromatografia — spektrometria mas (2-dniowe warsztaty online)”;

4. 2013-2021: prowadzitam wyktady dotyczace analizy spektrometrycznej dla Studium
Podyplomowego Chemii Analitycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza w Poznaniu.
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6.2. Opiekun naukowy w pracach dyplomowych i stazach studenckich:

1. Lipiec-wrzesien/2016: bezposredni opiekun naukowy i opiekun stazu w Instytucie Genetyki
Roslin PAN: Wojciecha Witka, studenta Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu;

2. 2016-2021: opiekun naukowy i promotor pomocniczy pracy doktorskiej doktoranta Pawla
Czerniawskiego, Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN;

Praca doktorska pt.: ,,Unikalne zmiany w biosyntezie glukozynolanow wsréd gatunkow
plemienia Camelineae rodziny Brassicaceae”. Promotor prof. Pawel Bednarek
Opublikowane artykuty:

Czerniawski et al. 2021, Phytochemistry; 181: 112571;

Czerniawski et al. 2023, Plant Cell Physiol., 16; 64 (1): 80-93;

3. 2022 rok- (w trakcie) bezposredni opiekun naukowy i promotor pomocniczy pracy
doktorskiej doktorantki Marty Kanczurzewskiej z Instytutu Matematyki, Politechniki
Poznanskiej, promotor dr hab. Aneta Sawikowska prof. UP
Opublikowane artykuty:

Piasecka et al. 2022, Cells 2022; 11 (20): 3213,

Krepski et al. 2024, BMC Plant Biology, 24:107

2023- (w trakcie) bezposredni opiekun naukowy i promotor pomocniczy rozprawy
doktorskiej doktoranta Mikotaja Maleckiego z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.

Promotor prof. Pawel Bednarek

6.3. Popularyzacja nauki

Jestem szczegdlnie zaangazowana w organizowanie 1 prowadzenie naukowych
warsztatow dla dzieci w wieku przedszkolnym i szkolnym. Organizuj¢ warsztaty obejmujace
proste 1 bezpieczne eksperymenty z dziedziny biologii i chemii. Prowadzitam warsztaty na
zyczenie pedagogdw szkol lub w ramach wydarzen edukacyjnych. Ponizej przedstawiam liste
udokumentowanych wydarzen:
04/2023 warsztaty dla klasy szdstej Szkoty Podstawowej nr 19: w Poznaniu;
12/2016 1 11/2021 warsztaty dla grupy przedszkolnej w publicznym przedszkolu w Biedrusku;
10/2022 1 02/2023 warsztaty dla dwdch klas pierwszych szkoty podstawowej w Biedrusku;
06/2022 warsztaty dla klasy piatej szkoty podstawowej w Biedrusku;
04/2022 1 05/2015 warsztaty dla klasy trzeciej szkoty podstawowej w Niechcicach w ramach

projektu "To(dziata)My!" finansowanego przez Fundacje¢ Santander;
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01/2019 organizacja i prowadzenie warsztatdw w ramach "Nocy Biologow" w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN;

06/2018 warsztaty dla Klubu Dzieci i Mlodziezy "Ciao" w Biedrusku;

05/2014 organizacja i prowadzenie warsztatébw w ramach "Niesamowitego Swiata Roslin" w
Instytucie Genetyki Roslin PAN;

04/2014 warsztaty dla grupy przedszkolnej w niepublicznym przedszkolu ,,Leonardo” w
Poznaniu;

01/2014 organizacja i prowadzenie warsztatow w ramach "Nocy Biologow" w Instytucie

Genetyki Roslin PAN.

6.4.. Zarzadzanie projektem badawczym

e 03/2016-03/2020: Projekt badawczy SONATA Narodowego Centrum Nauki, Nr
2015/17/D/NZ9/03347.  Projekt pt: ,Metabolomiczne 1 proteomiczne  aspekty
konserwatywnych elementéw odpowiedzi na fuzarioze ktoséw w rodzinie Poaceae”
Publikacje: H4, HS, H6

* 04/2023-03/2027: Projekt badawczy OPUS Narodowego Centrum Nauki, Nr
2022/45/B/NZ9/03572. Projekt pt: ,Opis kluczowych mechanizméw koordynacji 1
priorytyzacji odpowiedzi jeczmienia na jednoczesne stresy biotyczne i abiotyczne - podejscie

multiomiczne”

6.5. Czlonkostwo w komitetach organizacyjnych mi¢dzynarodowych konferencji
Metabolomics Society, cztonek w latach 2010 - 2015.
Polskie Towarzystwo Spektrometrii mas w latach 2013 - 2018

6.6. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

Szczegotowe informacje dotyczace mojej aktywnosci naukowej, w tym:

e pelna lista artykuléw opublikowanych w czasopismach naukowych (26), oraz prezentacji
na konferencjach (16 jako autor prezentacji);

¢ informacje o udziale w projektach badawczych jako czlonek badawczego (10);

e lista szkolen i warsztatow prowadzonych w Polsce i za granica (4);

e prezentacje wygloszone na zaproszenie (5);

e informacje o recenzjach prac naukowych (16);

o lista ztozonych wnioskow patentowych (2);
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e informacje o udziale w programach europejskich (2);
e nagrody i wyrdznienia (1);
e lista zlozonych wnioskow patentowych (2) znajduje sie w Zalaczniku 4. ,,Wykaz osiggniec¢

naukowych”
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