Zatgcznik nr 3

AUTOREFERAT

WIELOASPEKTOWA CHARAKTERYSTYKA ZMIAN ZACHODZACYCH
W ROSLINACH JECZMIENIA JAREGO (HORDEUM VULGARE L.)

POD WPLYWEM STRESOW ABIOTYCZNYCH

dr inz. Krzysztof Mikolajczak

Zaklad Fenomiki Zboz
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

W&
P ot

PozNAN, 2023



Krzysztof Mikolajczak Zalqcznik nr 3 - Autoreferat

Spis tresci
R 0o V(S F: VA 4 T o TR 3

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajacego stopien,

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorski€]...........ceeveviiierriiireiniiiee et 3

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.............. 3
4. Omoéwienie osiagnieé, o ktorych mowa 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 pOZn. Zm.)..........cceevvveernnnen.. 3

4.1. Tytul 0S13ZNIGCIA NAUKOWEZO .. .eeeeririireeiiiireeriiieeeitieeeestteeeestreeeessssreesasssseessssseeesssssseesssssees 4

4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia nauKOWeZO0..........veeveviereerciiireeriiieeeeinnnen 4

4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac oraz osiagnietych WynikOw ...........cccceevveivreeniciieeennnnnn.. 8

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cig naukowa albo artystyczng realizowang
w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolnosci

ZAGTANICZIIC] ..veeruvvvveeesuerreessnrreeeasssseesssnssseesssssseesasssseesssnssseesssssseesssssssesssnsssessssssseessssseessnnsssessnnssns 34
5.1. Aktywno$¢ naukowa W InStytuCji ZAGraNICZNE].......uvveeerrurrrreerrrreeesserreeessrneeesssreeesssssneesssseees 34
5.2. Aktywno$¢ naukowa w innej instytucji KrajowWe].......eeeerevvireeriiieeeniiiieenriieeeesireeeesnneeeeennees 37

6. Informacja o osiaggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

JUD SZEUKEG ....eeeiiie ettt et et e ettt e e et e e et e e e e e tbaeeeeetbae e e ntbaeeeentraeeeentraeeeenrreeas 38
6.1. DziatalnoS$¢ dydaktyCZna .........eeeiveiiiiiieiiiie ettt e et e et e e et e e s etnae e e ennaee s 38
6.2. Dziataln0oS$C OTZANIZACYJNA ... ..veeeeeiiiireeeiiieeeeiiteeeesrieeeestteeeeststeessssaeeeasssseesssssseeesssssneesssssseeas 39
6.3. Dzialalno$¢ popularyzZujaca NaUKE .........c..eeeeriiiieeriiiee et e eereeeeeseree e s etreeeseenaeeeeenaeees 39

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje, wazne

z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery ZaWodOWE] .........cccveveeriuirreeniiieeenniieeeeeineee e 40
7.1. Osiagnigcia naukowe niewymienione W PKL. 4 .........oeeeiriiiieeeriiieeeriieeeenrieeeesireeesssrneeesnnnneees 40
7.2. Udziatl w warsztatach/szkoleniach nauKOWYCh ..........ccooviiiriiriiiiiiiiiie e 43
7.3. Otrzymane nagrody 1 WYTOZNIENIA. .......cvvereeriurreeerrrreeersrrreeensseeesssssseeessnseesssssseeessssssessssssees 44



Krzysztof Mikolajczak Zalqcznik nr 3 - Autoreferat

1. Imig¢ i nazwisko

Krzysztof Mikotajczak
https://orcid.org/0000-0003-3821-4461

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

e Doktor nauk rolniczych w dyscyplinie agronomia
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, 30 wrzes$nia 2015 r.
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Mapowanie loci cech ilo$ciowych zwigzanych
z plonowaniem w warunkach niedoboru wody linii rekombinacyjnych jeczmienia
jarego (Hordeum vulgare L.) segregujacych w locus denso”
Promotor: prof. dr hab. Maria Surma
Promotor pomocniczy: dr hab. Anetta Kuczynska, prof. IGR PAN

e Studia podyplomowe: Menadzer Projektu Badawczo — Rozwojowego
Wyzsza Szkota Bankowa w Poznaniu, czerwiec 2011

e Magister inzynier biotechnologii, specjalizacja biotechnologia przemystowa
Wydziat Rolniczy, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, 10 czerwca 2009 r.
Tytut pracy magisterskiej: ,,Optymalizacja produkcji biodiesla metodg transestryfikacji
enzymatycznej odpadowych thuszczéw wotowych”
pod kierunkiem prof. dr hab. Grazyny Lewandowicz

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych

2016 — obecnie adiunkt, Zaktad Fenomiki Zbdz (poprzednia nazwa: Zaklad
Biotechnologii, Zespdt Fenotypowania i Genotypowania Zbdz),
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

2015 -2016 specjalista  biotechnolog, Zaklad Biotechnologii, Zespo6t
Fenotypowania i Genotypowania Zbo6z), Instytut Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

2010 -2015 asystent, Zaklad Biotechnologii, Zespét Fenotypowania
i Genotypowania Zbdz (poprzednia nazwa: Zaktad Genetyki
Ilosciowej), Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu

4. Omoéwienie osiggnieé, o ktérych mowa 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 p6zn. zm.)
Omowienie to winno dotyczyé merytorycznego ujecia  przedmiotowych — osiagnie¢, jak
i W Sposob precyzyjny okreslac¢ indywidualny wkitad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiggni¢cie jest dzielem wspotautorskim, z uwzglgdnieniem mozliwosci wskazywania
dorobku z okresu catej kariery zawodowe;j.
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4.1. Tytul osiagnigcia naukowego

Osiagniecie naukowe obejmuje cykl siedmiu publikacji (P1-P7) powigzanych tematem:

»Wieloaspektowa charakterystyka zmian zachodzacych w roslinach jeczmienia jarego
(Hordeum vulgare L.) pod wplywem stresow abiotycznych”

4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego
(wg kolejnosci omawiania)

e Pl
Mikolajezak K., Ogrodowicz P., Gudy$ K., Krystkowiak K., Sawikowska A.,
Frohmberg W., Gérny A., Kedziora A., Jankowiak J., J6zefczyk D., Karg G., Andrusiak J.,
Krajewski P., Szarejko 1., Surma M., Adamski T., Guzy-Wrébelska J., Kuczynska A.
(2016) Quantitative Trait Loci for Yield and Yield-Related Traits in Spring Barley
Populations Derived from Crosses between European and Syrian Cultivars. PLoS ONE
11(5): e0155938. DOI:10.1371/ journal.pone.0155938

IF2016: 2,806 MEiNzo16: 35 Liczba cytowan: 41

Moj wkiad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) wspottworzenie koncepcji badan oraz
planowanie prac eksperymentalnych, (2) wykonanie prac eksperymentalnych zwigzanych
z prowadzeniem dos$wiadczenia w warunkach naturalnych (polowych) w latach 2011-2013,
(3) monitorowanie faz fenologicznych w okresie wegetacji roslin populacji MCam i jej form
rodzicielskich oraz szczegdélowa oceng fenotypowa tego materiatu ro§linnego, (4) ekstrakcje
DNA jednej populacji mapujacej oraz ocen¢ jakosci istezenia uzyskanych izolatéw,
(5) przeszukiwanie publicznych baz danych i wybor 245 markerow mikrosatelitarnych (SSR)
do genotypowania i genotypowanie jednej populacji mapujacej, (6) przygotowanie wszystkich
prob do genotypowania SNP, (7) ocen¢ polimorfizmu genetycznego jednej z populacji
mapujacej pod wzgledem uzytych markerow, a nastepnie konstrukcje mapy genetycznej tej
populacji mapujacej wraz zoceng prawidtowe] segregacji markerow w obrgbie mapy,
(8) wspoltworzenie zintegrowanej mapy genetycznej dla trzech populacji mapujacych RIL,
(9) interpretacj¢ uzyskanych wynikow wraz z analiza adnotacji funkcjonalnej dla wykrytych
regionow QTL, (10) przeglad literatury zwigzany z tematyka badawcza, (11) wspottworzenie
pierwszej 1 ostatecznej wersji manuskryptu.

Publikacja powstata w wyniku realizacji projektu POLPAGEN-BD ,Narzedzia
biotechnologiczne stuzace do otrzymywania zbdz o zwigkszonej odpornosci na suszg”
(Program Innowacyjna Gospodarka 2007-2013, WND-POIG.01.03.01-00-101/08), w ktérym
bylem wykonawca.

o P2
Mikolajczak K., Kuczynska A., Krajewski P., Sawikowska A., Surma M., Ogrodowicz P.,
Adamski T., Krystkowiak K., Gorny A.G., Kempa M., Szarejko 1., Guzy-Wrobelska J.,
Gudys$ K. (2017) Quantitative trait loci for plant height in Maresi x CamB barley
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population and their associations with yield-related traits under different water regimes.
Journal of Applied Genetics 58(1): 23-35. DOI 10.1007/s13353-016-0358-1

IF2017: 1,756 MEiNo17: 20 Liczba cytowan: 31

Moj wkiad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) wspottworzenie koncepcji badan oraz
planowanie prac eksperymentalnych, (2) wykonanie prac eksperymentalnych zwigzanych
z prowadzeniem doswiadczenia doniczkowego (w latach 2011-2013) w warunkach
szklarniowych, w tym przygotowanie podloza imaterialu do wysiewu, wysiew nasion,
(3) opracowanie metodyki aplikacji stresu deficytu wody w doswiadczeniu doniczkowym oraz
aplikacj¢ okresowego deficytu wody w réznych stadiach rozwoju ro$lin, (4) codzienng kontrole
wilgotnosci podloza w doniczkach do$wiadczalnych metoda grawitacyjna (wagowo) oraz
objetosciow (reflektometrycznie), (5) monitorowanie faz fenologicznych w okresie wegetacji
roslin oraz szczegdlowa oceng¢ fenotypowa materialu rodlinnego z podziatem na cechy
pedow/ktosow gldwnego 1bocznych rosliny oraz tabelaryzowanie wszystkich danych
biometrycznych, (6) opracowanie wynikow, tabel i rycin w tym schematu mapy genetycznej
zawierajace] QTL, (7) interpretacj¢ uzyskanych wynikow wraz zanaliza adnotacji
funkcjonalnej dla wykrytych QTL, (8) przygotowanie pierwszej i ostatecznej wersji
manuskryptu.

Publikacja powstala w wyniku realizacji projektu POLPAGEN-BD , Narzedzia
biotechnologiczne stuzace do otrzymywania zbdz o zwigkszonej odpornosci na suszg”
(Program Innowacyjna Gospodarka 2007-2013, WND-POIG.01.03.01-00-101/08), w ramach
w zadania nr 2 ,,Mapy genetyczne i lokalizacja QTL zwigzanych z tolerancja jeczmienia na
niedobor wody”, w ktorym bylem wykonawca.

e P3
Mikolajezak K., Ogrodowicz P., Cwiek-Kupczynska H., Weigelt-Fischer K.,
Mothukuri S.R., Junker A., Altmann T., Krystkowiak K., Adamski T., Surma M.,
Kuczynska A., Krajewski P. (2020) Image phenotyping of spring barley
(Hordeum vulgare L.) RIL population under drought: selection of traits and biological
interpretation. Frontiers in Plant Science 11:743. DOI: 10.3389/fpls.2020.00743

[F2020: 4,402 MEiN2020: 100 Liczba cytowan: 7

Moj wktad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) przygotowanie materiatu siewnego
oraz wysiew nasion, (2) wykonanie prac eksperymentalnych zwigzanych z prowadzeniem
doswiadczenia doniczkowego na platformie do automatycznego fenotypowania roslin,
(3) codzienne monitorowanie warunkéw Srodowiskowych panujacych na platformie oraz
kontroli stanu roslin przed ich obrazowaniem iich prawidlowego umieszczenia w kabinach
z kamerami RGB, UV, NIR podczas obrazowania, (4) opracowanie metodyki aplikacji stresu
suszy oraz monitorowanie efektow zastosowanego stresu na roslinach jeczmienia celem
ewentualne] modyfikacji metodyki, (5) kontrolowanie stanu witalnego roslin, (6) udziat
w zbiorze wszystkich obiektow roslinnych po osiggnigciu dojrzato$ci petnej, (7) udzial
w wykonaniu pomiaréw biometrycznych oraz tabelaryzowanie tych danych, (8) przeglad
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literatury zwigzanej z tematyka badawcza, (9) biologiczng interpretacj¢ wynikéw obrazowania
cech dynamicznych oraz ich korelacji z cechami po zbiorze, (10) wspottworzenie koncepcji
ilustracji wynikow, (11) wspoéttworzenie pierwszej i koncowej wersji manuskryptu.

Publikacja powstata w wyniku realizacji projektu pt. “Developmental aspects of barley drought
tolerance”, Transnational Access module of the European Plant Phenotyping Network (EPPN)
FP7 Capacities Programme of EU, Grant Agreement No. 284443, w ktorym pehitem rolg
wykonawcy.

e P4
Mikolajezak™ K., Kuczynska A., Krajewski P., Kempa M., Nuc M. (2023a)
Transcriptome profiling disclosed the effect of single and combined drought and heat stress

on reprogramming of genes expression in barley flag leaf. Frontiers in Plant Science
13:1096685. DOI: 10.3389/fpls.2022.1096685

Mautor korespondencyjny

IF2023: 5,6 MEiN2023: 140 Liczba cytowan: 1

Moj wklad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) opracowanie koncepcji badan
i metodyki aplikacji stresow abiotycznych, (2) udzial w wykonaniu prac eksperymentalnych
zwigzanych z prowadzeniem doswiadczenia doniczkowego w kontrolowanych warunkach oraz
w zbiorze materialu roslinnego do analiz, (3) udzial w pomiarach biometrycznych materiatu
roslinnego, w ekstrakcji genomowego RNA z liSci flagowych jeczmienia i w przygotowaniu
prob do sekwencjonowania mRNA, (4) pomiary parametrow fluorescencji chlorofilu w liciach
flagowych ro$lin jeczmienia poddanych stresom abiotycznym oraz rosngcych w warunkach
kontrolnych, (5) analiz¢ i interpretacj¢ uzyskanych wynikéw oraz wykonanie analizy
nadreprezentacji terminow Gene Ontology (GO), (6) opracowanie wszystkich rycin i tabel,
(7) przeglad literatury zwigzanej z tematyka badawcza, (8) opracowanie pierwszej i ostatecznej
wersji manuskryptu, (9) udzial w zdeponowaniu danych sekwencjonowania RNA wraz
z opisem eksperymentu w repozytorium ArrayExpress, (10) przestanie manuskryptu wraz
z zalagcznikami do czasopisma, korespondencje =z redaktorem czasopisma, sporzadzenie
odpowiedzi na uwagi recenzentoéw, redagowanie manuskryptu po recenzjach, (11) kierowanie
projektem obejmujacym badania opisane w tej publikacji.

Publikacja powstata w wyniku realizacji kierowanego przeze mnie projektu NCN SONATA 12
(2016/23/D/NZ9/00043) pt. ,.Zmiany ekspresji gendOw na poziomie calego genomu liscia
flagowego jeczmienia pod wptywem stresOw abiotycznych dziatajacych symultanicznie”.

e PS5
Mikolajczak™ K., Kuczynska A., Krajewski P., Kempa M., Witaszak N. (2023b) Global
proteome profiling revealed the adaptive reprogramming of barley flag leaf to drought and
elevated temperature. Cells 12(13), 1685; DOI: doi.org/10.3390/cells12131685

Mautor korespondencyjny
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IF2023: 6,0 MEiN2023: 140 Liczba cytowan: 0

Moj wklad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) opracowanie koncepcji badan
i metodyki aplikacji stresow abiotycznych, (2) udzial w wykonaniu prac eksperymentalnych
zwigzanych z prowadzeniem doswiadczenia doniczkowego w kontrolowanych warunkach oraz
w zbiorze materiatu roslinnego do analiz proteomicznych, (3) udzial w homogenizacji
materiatu roslinnego celem ekstrakcji biatek, (4) analizg¢ i interpretacj¢ uzyskanych wynikow,
(5) opracowanie wszystkich rycin itabel, (6) przeglad literatury zwigzanej z tematyka
badawcza, (7) opracowanie pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu, (8) przestanie
manuskryptu wraz z zalacznikami do czasopisma, korespondencj¢ z redaktorem czasopisma,
sporzadzenie odpowiedzi na uwagi recenzentéw, redagowanie manuskryptu po recenzjach,
(9) kierowanie projektem obejmujacym badania opisane w tej publikacji.

Publikacja powstata w wyniku realizacji kierowanego przeze mnie projektu NCN SONATA 12
(2016/23/D/NZ9/00043) pt. ,.Zmiany ekspresji gendOw na poziomie calego genomu liscia
flagowego jeczmienia pod wptywem stresOw abiotycznych dziatajacych symultanicznie”.

e PO
Kuczynska A., Cardenia V., Ogrodowicz P., Kempa M., Rodriguez-Estrada M.T.,
Mikolajczak™ K. (2019) Effects of multiple abiotic stresses on lipids and sterols profile in
barley leaves (Hordeum vulgare L.). Plant Physiology and Biochemistry 141: 215-224.
DOI: doi.org/10.1016/j.plaphy.2019.05.033

Mautor korespondencyjny

IF2019: 3,720 MEiN2o19: 70 Liczba cytowan: 24

Mo¢j wkiad w przygotowanie publikacji obejmowal: (1) wspottworzenie strategii badawczej
1 koncepcji prac eksperymentalnych, (2) opracowanie metodyki aplikacji stresoéw abiotycznych,
tj. suszy, zasolenia, wysokiej temperatury oraz ich kombinacji, (3) uczestnictwo w zbiorze
1 w homogenizacji materiatu roslinnego do analiz lipidomicznych, (4) udzial w ekstrakcji
lipidow oraz steroli ztkanki roslinnej, (5) udziat w wykonaniu analiz instrumentalnych
z wykorzystaniem chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID)
oraz szybkiej chromatografii gazowej sprze¢zonej ze spektrometrig mas (Fast GC/MS) dla 128
ekstraktow, (6) identyfikacje gtownych klas lipidow w probkach oraz jakosciows i iloSciowa
analize steroli ro§linnych w probkach, (7) interpretacje wynikéw 1 opracowanie koncepcji rycin
i tabel, (8) przeglad literatury zwigzanej z tematyka badawcza, (9) wspottworzenie pierwszej
i koncowej wersji manuskryptu, (10) przestanie manuskryptu wraz z zatacznikami do
czasopisma, korespondencje z redaktorem czasopisma, sporzadzenie odpowiedzi na uwagi
recenzentéw, redagowanie manuskryptu po recenzjach.

Publikacja powstata w wyniku realizacji projektu NCN OPUS 9 (2015/17/B/NZ9/01481) pt.
,Wplyw stresow abiotycznych na poziom ekspresji genu L7P2 w odniesieniu do lipidomu
i fenomu u jeczmienia (Hordeum vulgare L.)”, w ktorym bylem wykonawca.
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o P7
Mikolajezak K., Kuczynska A., Ogrodowicz P., Kietbowicz-Matuk A., Cwiek-
Kupczynska H., Daszkowska-Golec A., Szarejko I., Surma M., Krajewski P. (2022) High-
throughput sequencing data revealed genotype-specific changes evoked by heat stress in
crown tissue of barley sdwl near-isogenic lines. BMC Genomics 23:177.

DOI: 10.1186/s12864-022-08410-1

[F2022: 4,400 MEiN2022: 140 Liczba cytowan: 5

Moj wktad w przygotowanie publikacji obejmowatl: (1) wspottworzenie koncepcji badan,
(2) udziat w wykonaniu prac eksperymentalnych zwigzanych z prowadzeniem do$wiadczenia
doniczkowego w kontrolowanych warunkach oraz w zbiorze materiatu roslinnego do analiz,
(3) monitorowanie wilgotnosci podioza w doniczkach, (4) aplikowanie stresu wysokiej
temperatury, (5) udzial w pomiarach parametréw fluorescencji chlorofilu 1 zawarto$ci
pigmentow w liSciach roslin jeczmienia poddanych stresowi oraz rosngcych w warunkach
kontrolnych, (6) monitorowanie faz fenologicznych w okresie wegetacji roslin oraz zbidr roslin
po osiagnieciu dojrzalosci petnej, (7) szczegdtowa oceng fenotypowa materialu roslinnego
z podziatem na cechy pedow/klosow gltownego ibocznych rosliny oraz tabelaryzowanie
wszystkich danych biometrycznych, (8) udziat w opracowaniu wynikéw 1 w ich interpretacji,
(9) wspottworzenie pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu, w tym opracowanie wstgpu
1 dyskusji, (10) przestanie manuskryptu wraz z zalacznikami do czasopisma.

Publikacja  powstala =~ w wyniku  realizacji  projektu NCN  HARMONIA 8§
(2016/22/M/NZ9/00251) pt. ,Regulacja ekspresji genu poltkartowatosci sdwl/denso
u jeczmienia (Horedeum vulgare L.) 1 jej zwigzek z architekturg i fizjologia roslin”, w ktorym
bylem wykonawca.

Sumaryczny Impact Factor publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia 78,684
naukowego (zgodnie z rokiem opublikowania) ’
Sumaryczna liczba punktow MEIN! publikacji wchodzacych w sktad | 55 (P1, P2)

osiggnigcia naukowego 590 (P3-P7)

Laczna liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiagnigcia

: 1
naukowego wg bazy Scopus (stan na dziefn 16.08.2023) 09

! Punktacj¢ dla poszczegoélnych publikacji podano zgodnie z punktacja okre$long w wykazie czasopism
naukowych obowiazujacym w roku opublikowania; prace P3-P7 obje¢ta zmieniona punktacja zgodnie z reforma
nauki i szkolnictwa wyzszego wprowadzona w 2018 roku; MEIN — poprzednio MNiSW.

4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac oraz osiggnietych wynikow

Wprowadzenie

Badania nad jeczmieniem (Hordeum vulgare L.), ktéry stal si¢ obiektem mojego
zainteresowania, zyskuja na znaczeniu, gdyz coraz cz¢$ciej uznawany jest on za rosling
modelowg dla zb6z. Jeczmien zwyczajny jest rosling samopylna, diploidalng o siedmiu parach
chromosomoéw 1 o wielkosci genomu ok. 5,3 Gpz (In). Pozadanym atrybutem ro$liny
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modelowe] jest zsekwencjonowanie jej genomu, co Ww przypadku jeczmienia nastgpito
w 2012 roku (IBGSC 2012). W kolejnych latach udostepniono zaktualizowane wersje genomu
referencyjnego jeczmienia (Mascher iin. 2017; Monat i in. 2019), a niedawno opublikowano
najnowsza jego wersj¢ opracowang na podstawie sekwencjonowania PacBio, tzw. trzeciej
generacji (Mascher i in. 2021). Ponadto Jayakodi i in. (2020) opublikowali pierwsza koncepcje
pangenomu jeczmienia.

Rosliny uprawne narazone sa na wiele czynnikéw stresowych, wsrdd ktorych niedobor
wody jest jedng z gtdéwnych przyczyn obnizajacych produktywnosé¢. Miedzyrzadowy Zespot do
spraw Zmian Klimatu (IPCC) dziatajacy przy Organizacji Narodow Zjednoczonych wskazat
w swoim raporcie, ze w wyniku zmiany klimatu susza obejmuje coraz wigksze tereny, pojawia
si¢ coraz czesciej 1 z wigkszym nasileniem, a zjawiska te beda postepowac w kolejnych latach
(IPCC 2021). Wyrdznia si¢ trzy strategie umozliwiajace roslinom przetrwanie w srodowisku
o ograniczonym dostepie wody: strategia ucieczki (ang. escape) przed okresem suszy, unikanie
odwodnienia oraz tolerancja na stres. Ucieczka polega na dostosowaniu przez rosling cyklu
zyciowego poprzez maksymalne jego skrocenie tak, aby okres suszy nie obejmowal wzrostu
generatywnego (Blum 2005). Ewolucyjnie wyksztalcona zdolno$¢ do przezywania
w niekorzystnych warunkach dotyczy przede wszystkim roslin wystgpujacych na terenach
o regularnym ograniczeniu dostepnosci wody, najczesciej jednak skutkuje znacznie obnizong
wydajnoscig plonowania ze wzgledu na przyspieszenie etapu napehniania i dojrzewania ziarna
(Desclaux i Roumet 1996). Przyktadem moga by¢ syryjskie odmiany jeczmienia, ktére poprzez
wczesnos¢ przyspieszaja terminy kwitnienia i kloszenia unikajac negatywnych skutkéw suszy
pojawiajacej si¢ w pdzniejszym okresie (Gorny 2001). Unikanie odwodnienia zwigzane jest
z intensyfikacja pobierania dost¢pnej wody, optymalnym wykorzystaniem i ograniczeniem jej
utraty. Z kolei tolerancja na stres niedoboru wody wigze si¢ z przystosowaniem osmotycznym,
akumulacja substancji ochronnych oraz zwigkszeniem zdolno$ci naprawczej w komorce.

Reakcja roslin na stresy abiotyczne jest zlozonym procesem i zachodzi zaréwno na
poziomie catego organizmu, jak ina poziomie konkretnego organu (Temel iin. 2017).
Mechanizmy odpowiedzialne za przystosowanie rosliny do warunkow stresowych i za
ograniczenie ich negatywnych skutkdw na poziomie fenotypu zwigzane sg z ekspresja wielu
gendw zaangazowanych w zmiany procesow komorkowych, biochemicznych i fizjologicznych
(Tuberosa i Salvi 2006; Cattivelli i in. 2008). Rozpoznanie tych gendw byto przedmiotem wielu
badan w ostatniej dekadzie, rOwniez u jgczmienia. Ponadto prowadzono badania nad regulacja
gospodarki osmotycznej, percepcja i transdukcja sygnatu stresu czy skutkami stresu na
metabolizm i fenotyp (Harb i in. 2020; Henry 2020; Yang i in. 2021). Podejmowane sg proby
rozwiklania skomplikowanych sieci regulatorowych obejmujacych dziatanie oraz
wspoldziatanie poszczegdlnych fitohormonow w odpowiedzi na czynnik stresu (Verma i in.
2016; Gruszka iin. 2021; Ost iin. 2023). Szczeg6lng uwage zwraca si¢ na grupe biatek
ochronnych, zwlaszcza biatek LEA (ang. Late Embryogenesis Abundant) chronigcych
strukturg innych biatek oraz bton komoérkowych (naleza tu dehydryny), a takze biatek szoku
cieplnego (ang. Heat Shock Protein, HSP) (Reddy iin. 2014; Yu iin. 2018). Ponadto
konstrukcja map genetycznych o coraz wyzszym stopniu zageszczenia umozliwia z duzo
wiekszg precyzja identyfikacje loci determinujacych wazne cechy uzytkowe. Badania zwigzane
z mapowaniem, lokalizacjg, strukturg ifunkcja genow, typowaniem gendéw kandydatoéw,
poszukiwaniem markerow funkcjonalnych maja nie tylko znaczenie poznawcze, ale rOwniez
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moga przynies¢ wymierny efekt hodowlany umozliwiajac prowadzenie selekcji we wezesnych
pokoleniach i we wezesnym stadium rozwojowym rosliny (Surma i in. 2011).

Bez watpienia zsekwencjonowanie genomu jeczmienia w potaczeniu z rozwojem technik
badawczych i systemow bioinformatycznych umozliwiajacych wysokoprzepustowe i bardziej
precyzyjne badania mulitomiczne, zintensyfikowaly postep w zrozumieniu molekularnych
podstaw warunkujacych funkcjonowanie jgczmienia w zmiennym $rodowisku. Pomimo tego,
mechanizmy reagowania na bodzce $rodowiskowe na réznych poziomach molekularnych
wcigz nie zostalty wpelni wyjasnione uje¢czmienia. Ponadto nalezy podkreslic, ze
zdecydowania wigkszo$¢ prowadzonych dotychczas badan dotyczyla poznawania reakcji
jeczmienia na pojedynczy czynnik stresu, a rosliny jako organizmy osiadte narazone s3 na wiele
czynnikow stresowych, ktore w srodowisku naturalnym czesto pojawiaja si¢ jednoczes$nie.
Przyktadem moze by¢ susza istres cieplny, gdzie podwyzszenie temperatury wptywa na
intensyfikacj¢ parowania obnizajac zawarto$¢ wody w glebie i1 zwigkszajac nasilenie suszy
(Prasad iin. 2011). Uwaza sie¢, ze odpowiedz rosliny na dwa i wigcej czynnikdw stresowych
wystepujacych jednoczesnie moze by¢ odmienna niz na kazdy czynnik stresowy dzialajacy
osobno, zwlaszcza na poziomie molekularnym (Rejeb iin. 2014; Suzuki i in. 2014). Prasch
i Sonnewald (2015) zdefiniowali cztery strategie odpowiedzi roslin na stresy wystepujace
symultaniczne wzgledem oddziatujacych pojedynczo, tj. reakcja unikalna w wigkszos$ci
odmienna od zmian wywotanych przez indywidualne bodzce stresu, efekt addytywny lub
synergia pojedynczych streséw oraz dominacja jednego z nich. Wybor odpowiedniej strategii
przez rosling moze zaleze¢ od réznych czynnikow, np. od intensywnos$ci danych stresow lub
od tego, ktory zczynnikow stresowych wystapit pierwszy. Niewiele jest jednak danych
literaturowych dotyczacych zbdz, w tym takze jeczmienia, ttumaczacych wielopoziomowe
zmiany zachodzace pod wplywem wspotdziatania streséw abiotycznych.

Przedstawione osiagnigcie naukowe pt. ,,Wieloaspektowa charakterystyka zmian
zachodzacych w roslinach jeczmienia jarego (Hordeum vulgare L.) pod wplywem stresow
abiotycznych” stanowi holistyczne podej$cie do poznania zmian zachodzacych w ro$linach
jeczmienia jarego pod wplywem stresow abiotycznych z zastosowaniem metod z zakresu
fenomiki, genomiki, transkryptomiki, proteomiki i lipidomiki. Prace dotyczyly poznania
efektow zarowno pojedynczych czynnikow stresowych, glownie suszy, jak i symultanicznego
oddziatywania stresow abiotycznych na rosling (susza, wysoka temperatura, zasolenie). Cel
nadrzedny, ktérym bylto poznanie wszechstronnej reakcji jeczmienia na niekorzystne warunki
srodowiska (abiotyczne), osiagni¢to poprzez realizacj¢ poszczegdlnych zadan/celow
badawczych, stanowiacych cykl publikacji zwigzanych z osiggnigciem naukowym:

A. Badania nad potencjalem plonowania jeczmienia w zmiennych warunkach srodowiska

e charakterystyka fenotypowa ros§lin w warunkach naturalnych (P1) i kontrolowanych
(P2, P3);

e identyfikacja oraz analiza funkcjonalna regionéw genomu jeczmienia zwigzanych
ksztattowaniem si¢ cech plonotwoérczych w warunkach naturalnych i deficytu wody
(P1, P2);

e zbadanie zwigzku migdzy fenotypowymi cechami dynamicznymi mierzonymi
przyzyciowo a cechami po zbiorze (P3).
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B. Charakterystyka zmian zachodzacych w lisciu flagowym jeczmienia jarego pod wptywem
suszy 1 wysokiej temperatury
e calo-genomowe profilowanie transkryptomu (P4);
e profilowanie proteomu oraz zbadanie zwigzku migdzy zmianami w ekspresji genow
a akumulacja biatek (P5).

C. Okreslenie zmian w profilu akumulacji lipidéw zachodzacych w lisciach jeczmienia pod
wplywem streséw abiotycznych (P6).

D. Charakterystyka zmian w ekspresji gendw pod wplywem stresu cieplnego w wezle
krzewienia roslin jeczmienia jarego o polimorfizmie genu sdw! (P7).

Materiat roslinny wykorzystany do realizacji powyzszych badan stanowita populacja
rekombinacyjnych linii wsobnych (ang. recombinant inbred line, RIL; pokolenie Fg) jeczmienia
jarego wytworzona w ramach projektu POLAPGEN-BD ,,Narzg¢dzia biotechnologiczne stuzace
do otrzymywania zbdz o zwigkszone] odporno$ci na susz¢”. Populacja ta powstala
z mieszancOw odmiany Maresi i linii Cam/B1/CI08887/C105761 (zwana dalej CamB1). Maresi
jest niemiecka odmiang browarna, przystosowang do uprawy w klimacie europejskim i posiada
gen potkarlowatosci sdwl, natomiast linia CamB1 pochodzi z Syrii iodznacza si¢
przystosowaniem do warunkéw suchego klimatu. W ten sposob uzyskano populacje linii
homozygotycznych zrdéznicowanych pod wzgledem cech struktury plonu izdolno$ci
plonowania w zmiennym $rodowisku. Takie podejécie stworzyto szanse¢ uzyskania korzystnych
rekombinantow o stabilnym, wysokim potencjale plonowania w warunkach umiarkowanej
strefy klimatycznej ijednocze$nie w warunkach niedoboru wody. Ponadto allel sdwl.d.
(denso), obecny w odmianie Maresi 1isegregujacy w populacji MCam, jest jednym
z najwazniejszych w uprawie jeczmienia w Europie; zostal wprowadzony do ponad 160
odmian (Maluszynski i Szarejko 2005).

Poczatkowo moje prace badawcze prowadzone byly w odniesieniu do catej populacji
MCam (100 linii) ijej form rodzicielskich (publikacje P1-P3). Nastepnie, na podstawie
uzyskanych wynikéw wytypowano linie do poglebionych badan molekularnych
(publikacje P4-P6). Dodatkowo, kontynuujac prace poznawcze nad efektami locus sdwl
w warunkach stresu abiotycznego, do badan wykorzystano rowniez odmian¢g Bowman oraz jej
dwie blisko-izogeniczne linie (NIL) o znanej dysfunkcji sdwl, tj. linie BW827 i BW&28
(publikacja P7).

Najwazniejsze stosowane metody badawcze obejmowaty:

e wysokoprzepustowe genotypowanie SNP (ang. single nucleotide polymorphism),

e fenotypowanie konwencjonalne (pomiary manualne) oraz niedestrukcyjne
fenotypowanie automatyczne (nowej generacji),

e sekwencjonowanie nowej generacji (NGS),

e wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa oraz spektrometri¢ mas o wysokiej
rozdzielczosci (HPLC/MS),

e chromatografi¢ gazowa sprz¢zong z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC/FID),

e szybka chromatografi¢ gazowa w potaczeniu ze spektrometrig mas (Fast-GC/MS).
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Omowienie wynikow badan

A. Badania nad potencjalem plonowania jeczmienia w zmiennych warunkach
srodowiska

Badania mialy na celu scharakteryzowanie genetycznych podstaw zmiennosci cech
ilosciowych w zréznicowanych warunkach srodowiska. Stad w pierwszym etapie dokonano
charakterystyki fenotypowej materialu ro$linnego, a nastgpnie skonstruowano mape
genetyczng, co umozliwito identyfikacj¢ regionéw genomu jeczmienia kontrolujacych wazne
cechy agronomiczne (publikacje P1, P2).

Badania zawarte w publikacji P1 obejmowaty doswiadczenia dla trzech populacji linii
homozygotycznych jeczmienia jarego uzyskanych zkrzyzowania formy europejskiej
i syryjskiej (oznaczone znakiem *), tj. Maresi x CamBl® (populacja MCam),
Lubuski x CamB1” (populacja LCam) oraz Georgie x Harmal® (populacja GH). Linie
homozygotyczne (Fg) otrzymano technikg pojedynczych nasion (ang. single seed descent,
SSD), akazda populacja zawierata 100 linii. W moich badaniach, stanowigcych czgs¢
prezentowanego osiggni¢cia naukowego, szczeg6lnie koncentrowatem si¢ na charakterystyce
populacji MCam.

Do$wiadczenie prowadzono w warunkach naturalnych na poletkach o powierzchni 1 m?

w latach 2011-2013. Pomiary agro-meteorologiczne (temperatura powietrza, ilos¢ opadow oraz
potencjat wody w glebie) wykonywane codziennie podczas wzrostu roslin wykazaty, ze
pierwszy rok eksperymentu (2011) odznaczat si¢ najwickszym nasileniem suszy. W tym roku,
deficyt wody wystapil juz na poczatku maja, czyli w okresie wzrostu wegetatywnego roslin,
a dostepnos¢ wody spadala az do poczatku lipca, obejmujac wzrost generatywny. Stad
uzyskane wyniki dotyczace zmiennosci cech fenotypowych i analizy loci cech ilo§ciowych
(ang. quantitative trait loci, QTL) mozna byto interpretowa¢ w kontekscie suszy. tacznie
obserwowano szes¢ cech fenotypowych zwigzanych z plonowaniem: dhugos¢ pedu (cm),
dlugo$¢ ktosa (cm), liczba i masa (g) ziaren z klosa, masa ziarna z poletka (g), masa tysigca
ziaren (g) oraz dodatkowo termin kloszenia (liczba dni od wysiewu). Stwierdzono znaczne
réznice $rednich wartosci analizowanych cech pomigdzy europejskimi i syryjskimi formami
rodzicielskimi, w tym pomigdzy Maresi i CamBIl. Forma syryjska charakteryzowala sig¢
wczesniejszym terminem kloszenia oraz znacznie nizszym plonem ziarna niz europejska forma
rodzicielska, co wynikalo z mniejszej liczby i1imasy ziaren z klosa u CamBl. Wczesne
ktoszenie wskazuje na wystgpowanie strategii ucieczki przed suszg u CamB1, ktory poprzez
wczesnos¢ przyspiesza terminy kwitnienia i ktoszenia unikajagc negatywnych skutkow suszy
pojawiajacej si¢ w pdzniejszym okresie (Gorny 2001). Warto podkreslié, ze w roku
o najwigkszym nasileniu suszy (2011) plon ziarna z poletka dla linii CamB1 byt wyzszy niz
w pozostatych latach, gdy panowaty korzystniejsze warunki. Potwierdza to wrodzong zdolno$¢
CamB1 do wzrostu w warunkach deficytu wody. Obserwowano rowniez duze zréznicowanie
fenotypowe w obrebie populacji linii homozygotycznych, gdzie rdznica w wysokosci roslin
i terminie ktoszenia migdzy ekstremalnymi liniami MCam siggata odpowiednio ok. 30 cm
i 15 dni. Byt to najprawdopodobniej efekt locus sdw!, ktoéry determinuje potkartowosé roslin
oraz opoznione kloszenie (Kuczynska iin. 2013). Plon ziarna zpoletka byl rowniez
zréznicowany w obrgbie populacji MCam i podlegat istotnemu (P < 000,1) wptywowi
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srodowiska (rok eksperymentu), podobnie jak pozostale analizowane cechy. W roku 2011
stwierdzono najwigkszy, negatywny wplyw warunkow srodowiska na plon ziarna, jednoczesnie
duze nasilenie suszy odnotowane w tym roku skutkowato najwigkszym zréznicowaniem linii
pod wzgledem tej cechy w odniesieniu do pozostatych lat. Potwierdza to duza zmiennos$¢ wsrod
rekombinantow uzyskanych zkrzyzowania formy europejskiej i syryjskiej pod wzgledem
potencjatu plonowania w warunkach dtugookresowej suszy.

Do identyfikacji QTL zwigzanych z potencjatem plonowania populacji MCam
wykorzystano zintegrowang mape genetyczng (13 grup sprzezen) utworzong z map
indywidualnych trzech populacji RIL opracowanych z uzyciem markerow SNP (ang. single
nucleotide polymorphism) oraz mikrosatelitarnych (SSR). Charakterystyke pojedynczych map
oraz mapy zintegrowanej przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka indywidualnych map genetycznych oraz mapy zintegrowanej

Mapa genetyczna

Populacja mapujaca

MCam  LCam GO Zintegrowana
Ogolna liczba zmapowanych markerow 548 485 562 819
Liczba zmapowanych markerow SSR 100 78 98 117
Liczba zmapowanych markerow SNP 448 485 464 702
Dhugo$¢ mapy (cM) 873,9 686,0 787,8 953,8
Srednia odlegtos¢ migdzy markerami (cM) 1,6 1,4 1,4 1,2

Lacznie zidentyfikowano 89 QTL dla analizowanych cech w trzech populacjach RIL,
najwiecej dla populacji MCam (36), gdzie wigkszo$¢ (64% wszystkich loci) QTL wykazato
efekty niezalezne od srodowiska. QTL o efektach stabilnych w r6znych warunkach §rodowiska
moga by¢ uzyteczne dla postgpu w badaniach nad ksztatltowaniem si¢ cech plonotworczych
(Mansour iin. 2014). Stwierdzono, ze w przypadku wigkszosci QTL wykrytych dla
analizowanych cech allele podnoszace warto$¢ cechy pochodzily zaréwno zformy
rodzicielskiej Maresi jak i CamB1 pomimo, ze forma syryjska na ogét cechowata si¢ nizszymi
warto$ciami $rednimi tych cech. Przykladowo dla QTL determinujacego dlugos$¢ pedu,
sprzezonego z markerem SNP 5260-462 (chromosom 3H), allel obnizajacy warto$¢ cechy
pochodzit z odmiany Maresi, co jest zgodne z potkarfowym typem wzrostu tego genotypu
wynikajacym z efektu locus sdw! potozonego w sgsiedztwie wspomnianego QTL; tym samym
allel formy syryjskiej warunkowat zwigkszenie dtugosci pedu w tym QTL. Odwrotnie byto
w przypadku QTL dla dlugosci pgedu zmapowanego w chromosomie S5SH sprzezonego
z markerem SNP 4795-782, w przypadku ktorego allel odmiany Maresi zwigkszal warto$§¢
cechy.

Dodatkowo wyznaczono regiony genomu (A-L) zawierajace co najmniej dwa loci blisko
sasiadujace (zbiorczo dla trzech populacji RIL), tj. zgrupowane w przedziale o dtugosci 3,6 cM
(= 1,8 cM od centralnego QTL). Nastgpnie podjeto probe interpretacji funkcjonalnej tych
region6Ow wykonujac analiz¢ adnotacji poprzez powigzanie sekwencji markera SNP
(sprzgzonego z QTL w danym regionie) znajblizej potozonymi genami jeczmienia
okreslonymi w bazie EnsemblPlants. Na tej podstawie wykryto, ze efekty QTL dla dtugosci
pedu oraz terminu kloszenia (dla populacji MCam) zmapowane w dlugim ramieniu
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chromosomu 3H (region H wokot locus sdwl) zwigzane byly z genem kodujacym oksydaze
giberelinowg GA20, tj. HvGA20ox2. Gen ten zaangazowany w biosynteze¢ giberelin zostat juz
wczesniej zaproponowany jako kandydujacy dla locus sdw! (Jia et al. 2009; 2011). Co ciekawe,
analiza adnotacji wykazala rowniez obecno$¢ genu HvGA20ox3 w tym regionie, bedacego
paralogiem genu HvGA20ox2. To sugeruje, ze dysfunkcja genu zlokalizowanego w locus sdw/
moze by¢ w pewnym stopniu kompensowana aktywnos$cig innego genu sgsiedniego o tej samej
funkcji. Analiza funkcjonalna wykazata réwniez, ze prawdopodobnym podtozem genetycznym
dla QTL zwiazanych z dlugos$cia pedu, dlugoscia klosa oraz terminem kloszenia w populacji
MCam (region L, 7H) byt jeden z waznych genéw wptywajacych na kwitnienie, tj. Vrn-H3
(HvFTI). To moze wskazywa¢ na plejotropowy efekt FVrn-H3 na komponenty plonu
ujeczmienia, co zasugerowano rowniez Ww pozniejszych badaniach opisanych przez
Wiegmanna i wsp. (2019). Warto zauwazy¢, ze efekty wspomnianych QTL w regionach Hi L
byly w wigkszosci niezalezne od $rodowiska, co sugeruje, ze fragmenty genomu wokot
locus sdwl oraz Vrn-H3 moga peli¢ wazng role w determinowaniu wybranych cech
ilo§ciowych, nawet w bardzo niesprzyjajacych warunkach otoczenia, ktore w prezentowanych
badaniach wystapity w 2011 roku.

Dodatkowo dla genéw w zdefiniowanych regionach QTL, w ktorych zmapowano QTL dla
plonu ziarna z poletka (regiony B i E), stwierdzono nadreprezentacj¢ terminu GO (ang. Gene
Ontology) zwigzanego z metabolizmem lipidow (,,lipid metabolic process”). [Taki zwigzek
plonu ziarna i genow zwigzanych z metabolizmem lipidow sktonil mnie do rozszerzenia badan
nad profilem lipidomu jeczmienia jarego w roznych warunkach stresow abiotycznych (opisane
w publikacji P6).] Nalezy podkresli¢, ze w przypadku plonu ziarna z poletka dla Zadnej
z populacji RIL nie wykryto QTL w roku o najwigkszym przesuszeniu srodowiska (2011).

Waznym elementem badan byta analiza stabilno$ci wykonana ze wzgledu na plon ziarna
z poletka. Wyznaczono dwa zestawy linii homozygotycznych: (i) o stabilnym plonie ziarna na
przestrzeni trzech lat, ktérego warto$¢ byta wyzsza niz $rednia warto$¢ obliczona dla catej
populacji MCam, (ii) linie ekstensywne charakteryzujace si¢ lepszym plonem ziarna
w warunkach niekorzystnych, tj. wroku 2011 wzgledem innych genotypéw w populacji.
Nastepnie z uwagi na fakt, ze wczesne ktoszenie (jako strategia ucieczki przed susza) oraz
potkartowy typ wzrostu (warunkujacy odpornos$¢ na wyleganie) stanowig pozadane cechy
w programach hodowlanych jeczmienia, wybrano po jednym QTL, ktorych -efekty
w najwickszym stopniu wptywaly na termin kloszenia oraz dtugos¢ pedu. QTL dla kloszenia
zwigzany byt z markerem SNP 5880-2547 (chromosom 2H), natomiast QTL dla dlugosci pedu
z markerem SNP 5260-462 (chromosom 3H). Na tej podstawie wyselekcjonowano linie
homozygotyczne MCam posiadajace jednoczes$nie allel z formy rodzicielskiej CamB1
w przypadku markera 5880-2547 warunkujacy wczesne ktoszenie oraz allel z odmiany Maresi
w przypadku markera 5260-462 warunkujacy redukcje dlugosci pedu. Pie¢ takich linii MCam
charakteryzowato si¢ stabilnym plonem ziarna z poletka (MCam053, MCam067, MCam075,
MCam080, MCam087) oraz jedna linia byta ekstensywna (MCam071). Genotypy te uznano za
potencjalnie korzystne Zrédto alleli, ktére moga determinowac lepsze plonowanie w warunkach
suszy.

Zeby lepiej poznaé wptyw okresowej suszy na plon ziarna i jego komponenty réwnolegle
prowadzono badania nad populacjg linii MCam w warunkach szklarniowych z aplikacja
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deficytu wody (publikacja P2). Zalozeniem tych badan byta identyfikacja regiondw genomu
zwigzanych z ksztaltowaniem si¢ cech plonotworczych w warunkach okresowej suszy. Biorac
pod uwage znaczenie potkartowosci zboz dla rolnictwa oraz zuwagi na segregacj¢ locus
potkartowatosci sdwl w populacji MCam, w badaniach zwrdécono szczegdlng uwage na
wysoko$¢ ro$liny (rozumiang jako dlugo$¢ pedu) ijej zwigzek z wybranymi cechami
ilo§ciowymi. Przyjeto hipotezg, ze potkartowy typ wzrostu roslin jgczmienia wptywa na ich
reakcje na niedobdér wody i na formowanie komponentéw plonu. Doswiadczenie doniczkowe
(o pojemnosci 10 L) prowadzono w latach 2011-2013 w dwoch wariantach nawadniania,
tj. optymalnym (kontrola) oraz okresowej suszy. Odpowiednie poziomy wilgotno$ci podloza
ustalono na podstawie krzywej retencji wodnej pF (potencjat wody glebowej): pF od 2,2 do 3,0
dla kontroli oraz od 3,2 do 4,0 dla suszy. Ro$liny poddano stresowi niedoboru wody w dwoch
terminach: (i) w stadium siewki zaczynajac od fazy trzech lisci (13 w skali BBCH) trwajacym
przez 10 dni — S1, (ii) w stadium li$cia flagowego (37 w skali BBCH) trwajacym przez 14 dni
— S2, przy czym warunki stresowe zastosowane w roznym okresie wegetacji roslin dotyczyty
odmiennych obiektow, tzn. rosliny poddane stresowi S1 nie byty objete stresem S2 i odwrotnie.

Ocena biometryczna 10 cech po zbiorze (dtugos$¢ pedu gldwnego [cm], liczba rozkrzewien,
dlugo$¢ klosa glownego ikloséw bocznych [cm], liczba oraz masa [g] ziaren w klosach
gléwnym i bocznych, masa tysigca ziaren [g], masa ziarna z ro$liny [g]) wraz z obserwowanym
terminem ktoszenia (liczba dni od wysiewu) potwierdzita duze zrdéznicowanie fenotypowe
miedzy formami rodzicielskimi oraz w obrgbie populacji MCam niezaleznie od warunkow
nawadniania. W najwigkszym stopniu dotyczylo to masy ziarna z rosliny, terminu ktoszenia,
a takze dhugosci pedu. W obrebie populacji RIL odnotowano efekty transgresji w odniesieniu
do wszystkich analizowanych cech. Najbardziej niekorzystne odzialywanie deficytu wody
odnotowano dla masy ziarna z ro$liny, gdzie spadek wartosci cechy siegal 50% wzgledem
kontroli (w S2). Charakterystyka fenotypowa obejmujaca cechy zwigzane z klosami gtéwnym
ibocznymi dowiodla, Ze okresowy niedobor wody zapoczatkowany w stadium liscia
flagowego (S2) w wigkszym stopniu wptywal niekorzystnie na badane cechy niz stres
wystepujacy w stadium siewki (S1) cho¢ nalezy zauwazy¢, ze stres S2 trwal dluzej niz SI.
[Wynik ten skionit mnie do podjecia badan nad molekularng charakterystykqg zmian
zachodzgcych — wlisciu  flagowym — w warunkach stresow  abiotycznych — (omowione
w publikacjach P4 i P5).] Na uwage zastuguje wysoka odziedziczalno$¢ stwierdzona dla
badanych cech, zwlaszcza zwigzanych zklosami gtownym ibocznymi w warunkach
stresowych, co moze sugerowa¢ wykorzystanie tych cech w selekcji materiatow roslinnych
o lepszym plonowaniu w niekorzystnym srodowisku.

Dane otrzymane z fenotypowania linii populacji MCam postuzyty do identyfikacji QTL
zwigzanych z potencjatem plonowania w warunkach optymalnych i niedoboru wody, co byto
glownym celem badan w publikacji P2. Do mapowania QTL wykorzystano uprzednio
opracowang zintegrowang map¢ genetyczng (publikacja P1). Lacznie zidentyfikowano
103 QTL dla analizowanych cech. Szczeg6lng uwage zwracaja QTL wykazujace state efekty
w zmiennych warunkach nawadniania wykryte dla wszystkich obserwowanych cech,
z wyjatkiem terminu ktoszenia. W przypadku wigkszosci analizowanych cech wykryte QTL
o stabilnych efektach posiadaly allele podnoszace warto$¢ cechy zaréwno =z formy
rodzicielskiej Maresi jak i CamB1. Wyjatek stanowity cechy zwigzane z klosami bocznymi
oraz masa tysigca ziaren, w przypadku ktérych zwigkszona warto$¢ cechy powodowana byta
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wylacznie allelem odmiany europejskiej. Co ciekawe, QTL o stabilnych efektach stwierdzone
dla réznych cech czgsto wykazywaty wspdlng pozycje w chromosomie. Przyktadowo taka
kolokalizacje QTL obserwowano dla dtugosci klosa bocznego idla masy ziarna z ktosa
gléwnego w chromosomie 2H wokot markera SNP 2417-924 (37 c¢cM) oraz dla masy ziarna
z ktosa gldwnego, masy tysiaca ziaren i liczby rozkrzewien w tym samym chromosomie wokot
markera SNP 2580-1456 (49,79 cM). Takie regiony genomu, ktére kontrolujg stabilne efekty
dla kliku cech ilosciowych jednoczesnie wydaja si¢ szczeg6lnie interesujace pod wzgledem
zwigkszania potencjalu plonowania jgczmienia w programach hodowlanych, gdyz
podwyzszenie plonu ziarna mozna osiggnac¢ poprzez ulepszanie jego komponentéw. Markery
SNP, sprzezone z QTL dla wspomnianych cech, moga by¢ obiecujace w opracowaniu
uzytecznych narzedzi w programach selekcyjnych.

Postep w badaniach nad ksztattowaniem si¢ cech plonotwoérczych w warunkach niedoboru
wody moze dokonywac si¢ nie tylko przez identyfikacje QTL o efektach stabilnych w r6znych
warunkach $rodowiska, lecz rowniez poprzez poszukiwanie regionéw genomu aktywnych
tylko w warunkach stresu. W niniejszych badaniach wykryto 10 QTL wykazujacych istotne
efekty wylacznie w doswiadczeniach z ograniczonym dostgpem wody. W przypadku tych loci
zaobserwowano, ze podczas deficytu wody w pdzniejszym okresie wegetacji (S2) dodatnie
dzialanie na cechy czesciej zwigzane bylo zallelem odmiany europejskiej, natomiast
w warunkach suszy w stadium siewki (S1) allele pochodzace z formy syryjskiej na ogot
zwigkszaty warto§¢ cechy. Ten pozytywny wplyw alleli CamB1 podczas wczesnej suszy
wydaje si¢ by¢ uzasadniony ze wzgledu na naturalne przystosowanie formy syryjskiej do
ograniczonego dostepu wody juz w poczatkowym etapie wzrostu. Z drugiej strony badania
dowiodly, Ze odmiana europejska réwniez moze by¢ potencjalnym zrodtem lepszego
plonowania w warunkach stresowych wystepujacych w pozniejszym stadium rozwoju rosliny.
Regiony genomu wykazujace nawet niewielki, lecz istotny efekt na ceche¢ w $rodowisku
stresowym, moga wraz z gléownymi loci o wysokich i stabilnych efektach korzystnie wplywac
na finalng warto$§¢ danej cechy ilosciowej w warunkach deficytu wody 1by¢ przydatne
w selekcji form jgczmienia o wysokim potencjale plonowania w zmiennym $rodowisku.

Bioragc pod uwage zalezno$¢ migdzy wysokoscia rosliny a plonem ziarna poréwnano
wzajemne potozenie QTL zwigzanych z dlugoscia pedu a komponentami plonu. Wykryto
liczne QTL dla r6znych cech, ktére kolokalizowaty z QTL dla dlugo$ci pedu w chromosomach
2H-6H, najwigcej w chromosomie 2H w regionie pomi¢dzy markerami SNP 5880-2547 (10,74
cM) 1 1865-396 (11,20 cM), w ktorym zmapowano QTL dla wszystkich analizowanych cech.
Innym z takich regionéw byl fragment chromosomu 3H wokot locus sdwl w sasiedztwie
markera SNP 5260-462 (105,75 cM). Analiza QTL dowiodta, ze QTL dla dlugosci pedu
gléwnego w tym regionie chromosomu 3H wywieral najwickszy wptyw na redukcje wysokosci
ro$liny, co bylo zwigzane z allelem pochodzacym z odmiany Maresi. Efekt ten byt istotny we
wszystkich warunkach $rodowiska, jednakze nie byl stabilny. Maksymalne obnizenie
wysokosci roslin w populacji MCam obliczone na podstawie efektow addytywnych tego QTL
wynosito ok. 11 cm w warunkach optymalnych, co jest zgodne z danymi literaturowymi
(Kuczynska iin. 2013). Ponadto analiza QTL wykazata, ze allel odmiany europejskiej
warunkujacy redukcje diugosci pedu jednoczes$nie determinowal zwigkszong mase ziarna
z ro$liny niezaleznie od warunkow s$rodowiska oraz pozytywnie wptywat na liczbe ziaren
w klosie gtownym wytacznie w warunkach stresu zastosowanego w pdzniejszej fazie rozwoju
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ro$lin (S2). Z kolei czwarty QTL zmapowany w regionie locus sdwl dotyczyt dlugosci klosa
gléwnego 1wykazal istotne efekty wyltacznie w warunkach wczesnego stresu (S1),
a zwickszona warto$¢ cechy determinowana byta allelem syryjskiej formy rodzicielskie;j.

Podobnie jak w publikacji P1 podjeto probe interpretacji funkcjonalnej zidentyfikowanych
QTL. Wyznaczono kilkanascie terminow GO (w kategorii proces biologiczny), ktore byly
nadrepreztowane wsrod gendéw potozonych w regionach QTL. Na tej podstawie stwierdzono,
ze region chromosomu 5H, w ktorym zmapowano QTL dla dlugos$ci pedu gtownego (58,01 cM,
marker SNP 314-559) oraz dla masy ziarna z kloséw bocznych (62,61 cM, marker SSR
GMSO061) zawiera geny potencjalne zaangazowane w odpowiedz na stres (adnotowane do
terminu ang. ,,response to stress”). Jednym z nich byt gen kodujacy czynnik transkrypcyjny
szoku cieplnego A2 (HsfA2). Obecnie wiadomo, Ze czynniki te odgrywaja nie tylko wazna role
w termo-tolerancji ros$lin, ale uczestnicza roéwniez w regulacji odpowiedzi na stresy
srodowiskowe, w tym susz¢ (Mishra i in. 2020). Podobnie jak w poprzedniej publikacji (P1)
termin odnoszacy si¢ do metabolizmu lipidéw byl réwniez nadreprezentowany, przy czym
dotyczyto to gendw w regionach QTL dla liczby rozkrzewien (chromosom 6H) oraz dla
dhugosci ktosa bocznego (chromosom 7H).

Omoéwione powyzej prace opieraly si¢ na obserwacjach fenotypowych prowadzonych
w sposob destrukeyjny, czyli tylko w jednym momencie czasowym, tj. po osiggnigciu
dojrzatos$ci petnej przez rosliny. Dlatego w kolejnych badaniach nad poznaniem zmian
zachodzacych u jeczmienia jarego pod wpltywem stresu abiotycznego podjeto probe oceny
kondycji roslin przyzyciowo w sposdb ciagly (publikacja P3). Linie homozygotyczne
populacji MCam poddano obrazowaniu za pomocg systemu kamer pracujacych w ré6znym
zakresie dlugosci fali. Stres deficytu wody wprowadzono 35 dni po wysiewie i utrzymywano
przez 14 dni; stres obejmowat stadium liscia flagowego. Automatyczne obrazowanie roslin
prowadzono codziennie zaczynajac cztery dni przed rozpoczeciem stresu, kontynuowano
podczas suszy oraz po przywrdceniu nawadniania, lacznie przez 33 dni. Rownolegle
prowadzono eksperyment w warunkach optymalnego nawadniania w calym okresie wegetacji.
Po zbiorze oceniano cechy zwigzane z ktosami gtéwnym i bocznymi, a takze wysoko$¢ rosliny,
liczbe pedow 1 masg tysigca ziaren; tacznie 12 cech. Poza charakterystyka zmian fenotypowych
w trakcie wzrostu rosliny badania miaty odpowiedzie¢ na pytanie czy na podstawie obserwacji
cech w okresie wegetacji, w tym w trakcie stresu, mozna wnioskowa¢ o koncowym plonie
1 jego komponentach, tj. o cechach mierzonych po zbiorze. Dodatkowo badania miaty na celu
opracowanie metodyki analizy danych wytworzonych na podstawie analizy obrazu, jednak ta
czes$¢ nie byta przedmiotem mojej pracy.

Z mojego punktu widzenia najbardziej interesujaca byta ocena efektow suszy (ang. relative
drought effect, RDE) na analizowane cechy obliczone w oparciu o dane z eksperymentu
w warunkach optymalnych i stresowych. Na tej podstawie wyodrebniono dwie linie MCam
o skrajnej reakcji na susz¢ w odniesieniu do cech po zbiorze: linia LA (MCam001) o wysokich
warto$ciach badanych cech w warunkach optymalnych, jednakze o ich duzej redukcji pod
wpltywem suszy oraz linia LB (MCam079) o nizszych warto$ciach cech w warunkach
kontrolnych, ale jednoczesnie o niewielkim negatywnym wptywie stresu na te cechy (masa
tysigca ziaren ulegta nawet zwigkszeniu w niekorzystnych warunkach). W ten sposob lini¢ LA
zdefiniowano jako podatng na suszg a lini¢ LB jako bardziej odporng. W oparciu o efekty suszy
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RDE obliczone dla cech zwigzanych z ktosem gtownym sporzadzono ranking linii w obrebie
catej populacji MCam, ktory postuzyt do wyboru interesujacych genotypow do innych badan.

Automatyczne fenotypowanie dostarczyto blisko 200 000 obrazéw dla populacji MCam
w dwoch traktowaniach, ktoérych przetworzenie pozwolito zdefiniowa¢ 376 cech
dynamicznych. Ostatecznie do analizy wybrano 286 takich cech, ktére podzielono na trzy
grupy: zwigzane z geometrig (najliczniejsze) rosliny, kolorem oraz teksturg. Efekty suszy RDE
obliczone analogicznie jak dla cech po zbiorze wykazaly, ze susza (w ujeciu $rednim dla calej
populacji) miata najwigkszy wptyw na cechy zwigzane z powierzchnig rosliny (ang. projected
plant area) — efekt negatywny oraz kolorem (ang. pixel color) — efekt pozytywny, i byty to
pierwsze obserwowane skutki stresu na poziomie fenotypowym. Zatem rosliny w odpowiedzi
na deficyt wody w pierwszej kolejnos$ci ograniczaty wzrost, ajednoczes$nie postgpowato
z6tknigcie lisci prawdopodobnie na skutek degradacji chlorofilu. Maksymalny wptyw suszy na
wigkszos$¢ analizowanych cech dynamicznych odnotowano w ostatnich dniach deficytu wody,
cho¢ w niektorych przypadkach efekt stresu narastat jeszcze przez kilka dni po przywrédceniu
optymalnego nawadniania. Analiza korelacji genetycznych pomigdzy traktowaniami wykazata
wigksza zmienno§¢ w obrebie populacji MCam po przywrdceniu podlewania niz w trakcie
suszy co wskazuje, ze genotypy najbardziej roznily si¢ potencjatem regeneracji po ustgpieniu
warunkéw stresowych. Dobrze obrazuje to zachowanie skrajnych genotypow LA i1LB
wyznaczonych uprzednio na podstawie RDE dla cech plonotwérczych. W czasie suszy liscie
linii LB (bardziej odporna) wykazywaty mniejszy stopien zétknigcia niz liscie linii LA (mniej
odporna), jednakze po przywroceniu nawadniania stopien zétkniecia lisci LB wzrastat, podczas
gdy dla LA stopniowo malal. Jednoczes$nie po ustgpieniu stresu obserwowano zwigkszenie
warto$ci cechy zwigzanej z powierzchnig rosliny u linii LA oraz spadek u LB. Wyniki te
wskazuja na wigksza zdolnos¢ linii LA do regeneracji biomasy po ustgpieniu suszy niz linii LB,
niemniej jednak nowe wyksztatcone ktosy byty w duzej mierze bezptodne, co w konsekwencji
przektadato si¢ na redukcje¢ plonu ziarna wzgledem kontroli u linii LA. Z kolei brak zdolnosci
linii LB do regeneracji po przywrdceniu nawadniania mégl by¢ zwigzany z wczesnoscia tego
genotypu. Stwierdzono bowiem, ze w ostatnich dniach suszy u linii LB kloszenie dobieglo
konca i najwyrazniej po ustapieniu stresu dochodzito do szybkiego wydania plonu. W tym
samym czasie u linii LA dopiero rozpoczynato si¢ kloszenie ietap ten byl kontynuowany
w kolejnych dniach po ustgpieniu stresu. Wydaje sie, ze u linii LB wystapita strategia ucieczki
przed susza, podobnie jak u jej formy rodzicielskiej CamB1. Pomimo, Ze strategia ta pozwala
ograniczy¢ negatywne skutki suszy wigze si¢ ona na ogdt znizszym plonowaniem
w warunkach optymalnych, co takze wykazano w przypadku CamBl w poprzednich
badaniach.

Przeprowadzono analiz¢ korelacji pomigdzy efektami suszy RDE obliczonymi dla cech
dynamicznych oraz dla cech po zbiorze. Wykryto, Ze reakcja cech dynamicznych na susz¢ byta
w najwickszym stopniu skorelowana z reakcja cech zwigzanych z kltosem gléwnym (cztery
cechy rozpatrywane lacznie) oraz masg tysigca ziaren, odpowiednio byto to 21 i 11 cech
dynamicznych. Po$réd nich bylo pig¢ cech dynamicznych, ktérych efekty RDE byly
skorelowane z RDE dla obu powyzszych cech po zbiorze. Migdzy innymi dotyczyto to cechy
zwigzanej z ,,convex hull geometry” opisujacej pokrdj wzrostu rosliny. Mozna zatem twierdzic,
ze genotyp o lepszych warto$ciach wspomnianych cech po zbiorze w warunkach okresowej
suszy powinien charakteryzowaé si¢ bardziej plozacym/roztozystym typem wzrostu

18



Krzysztof Mikolajczak Zalqcznik nr 3 - Autoreferat

w koncowym okresie stresu (pozytywny efekt suszy na powyzsza cech¢ dynamiczng) niz
genotyp mniej odporny. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania niektérych
cech mierzonych przyzyciowo do predykcji komponentéw plonu, a tym samym do selekcji
odmian jeczmienia o zwigkszonej odpornosci na susze. Warto jednak potwierdzi¢ uzyskane
wyniki w eksperymentach z aplikacja suszy w r6znych stadiach rozwoju ro$liny jaki i z ré6znym
nasileniem stresu.

Podsumowujac, badania nad potencjalem plonowania jeczmienia w warunkach
naturalnych oraz kontrolowanej suszy pozwolity na wyodrgbnienie rejondw genomu, w ktorych
skupione byty geny odpowiedzialne za obserwowang zmiennos¢ fenotypowa cech mierzalnych
w zroznicowanych warunkach §rodowiska. Wykazano, Ze silna zalezno$¢ migdzy wysokos$cia
ro$liny a plonem ziarna miala podtoze genetyczne, gdyz zidentyfikowano kilka regionow
genomu determinujacych jednoczesnie te cechy. Dowiedziono, ze wraz z redukcja wysokosci
ro$lin locus sdwl moze pozytywnie wplywac na ksztattowanie innych cech, takze w warunkach
deficytu wody, w tym cechy zwigzanej z klosem gltéwnym, co w literaturze nie zostato dotad
opisane. Ponadto adnotacje funkcjonalne wykazaty, ze zmienno$¢ cech iloSciowych
w zroznicowanym $rodowisku moze by¢ warunkowana m.in. genami zwigzanymi
z metabolizmem lipidow oraz genami kodujacymi czynniki transkrypcyjne szoku cieplnego.
Charakterystyka fenotypowa cech dynamicznych mierzonych w kolejnych dniach wzrostu
ro$lin dowiodta, Ze r6znice w wielkos$ci plonu po zbiorze pomigdzy genotypami moga wynikac
z ich roznego potencjatu do regeneracji po ustapieniu stresu. Potwierdzono, ze ograniczenie
rozwoju biomasy rosliny to pierwszy symptom deficytu wody. Udowodniono, ze na podstawie
obserwacji cech w okresie wegetacji rosliny mozliwe jest wnioskowanie o komponentach
plonu, ktére mierzy si¢ po zbiorze, przede wszystkim w odniesieniu do cech zwigzanych
z klosem gltownym o wysokiej odziedziczalnosci w warunkach suszy. Stwarza to szansg
selekcji materialéw roslinnych pod wzgledem lepszego plonowania w warunkach stresu juz we
wczesnym etapie rozwoju rosliny. Oprdocz charakteru poznawczego, badania pozwolity na
identyfikacj¢ markerow potencjalnie uzytecznych do wykrywania w genomach roslin
obecnosci alleli gené6w determinujacych interesujace cechy ilosciowe, ktére w przysztosci
moga sta¢ si¢ skutecznym narzedziem wspierajacym tradycyjng selekcje roslin. Ponadto
wyodrgbnione linie MCam o stabilnym plonie ziarna, posiadajace korzystne allele
determinujace redukcje wysokosci oraz przy$pieszone kloszenie, zostaly zdeponowane
w Krajowym Centrum Roélinnych Zasobow Genowych IHAR w Radzikowie i moga by¢
wykorzystane jako zrodto korzystnych gendéw w opracowaniu odmian zb6z o zwigkszonej
odpornosci na susze.

B. Charakterystyka zmian zachodzacych w lisciu flagowym jeczmienia jarego pod
wplywem suszy i wysokiej temperatury

Na podstawie badan wiasnych oraz z danych literaturowych wynika, ze skutki dzialania
stresOw abiotycznych w fazie rozwoju generatywnego ros$liny sa czgsto nieodwracalne
1 wpltywaja na zmniejszong liczb¢ ktoskow plodnych, redukcje¢ liczby ziaren a tym samym na
obnizenie produktywnos$ci roslin. Szczegoélnie wazna jest wtedy zywotnos$¢ liscia flagowego
1 jego prawidlowa aktywnos$¢ fotosyntetyczna, zwlaszcza gdy liScie dolne zaczynajg zasychac,
gdyz odpowiada on za dostarczanie asymilatow do rozwijajacego si¢ klosa (Verma i in. 2004).
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Pomimo duzego znaczenia liscia flagowego dla rozwoju klosa badania nad molekularnymi
podstawami zmian zachodzacych w tym lisciu pod wplywem stresow abiotycznych sa bardzo
ograniczone. Jak dotad ogolnoswiatowy Atlas Ekspresji EBI nie zawiera informacji o ekspresji
gendw w tkance liscia flagowego u jeczmienia. Stad kolejnym celem prowadzonych przeze
mnie badan bylo poznanie zmian na poziomie transkryptomu (publikacja P4) oraz proteomu
(publikacja P5) w lisciu flagowym jgczmienia jarego zachodzacych pod wplywem suszy
1 wysokiej temperatury dzialajacych razem i osobno na rosline. Przyjeto hipoteze, ze zmiany
wywotane jednoczesnym wystepowaniem suszy i wysokiej temperatury stanowia w duzej
czesci unikalng odpowiedz i nie sg sumg efektow pojedynczych stresow. Jednakze zachowanie
niektorych genow/biatek w réznych warunkach stresowych moze by¢ jednakowe, aich
identyfikacja rowniez byla jednym z celow moich badan. Dodatkowo zalozono, ze zmiany
w lisciu flagowym wywotane stresem zalezg od jego morfologii.

Realizacja badan wymagala doboru odpowiedniego materiatu roslinnego. Na podstawie
wczesniejszych badan wlasnych (publikacje P1-P3) wyselekcjonowano siedem linii
homozygotycznych populacji MCam zréznicowanych pod wzgledem cech fenotypowych
w tym wielkosci blaszki liscia flagowego oraz podatnosci na deficyt wody. Nastgpnie genotypy
sklasyfikowano wedtug wielko$¢ blaszki liscia flagowego 1 wyodrgbniono trzy grupy: grupa
o lisciach matych (S), srednich (M) i duzych (L). Wyniki analizowano w kontekscie tych trzech
grup, a nie siedmiu genotypdéw osobno; takie podejscie umozliwilo interpretowanie wynikow
bardziej w zaleznos$ci od rozmiaru blaszki liscia flagowego niz od genotypu. Doswiadczenia
prowadzono w fitotronach w$cisle kontrolowanych warunkach w czterech wariantach
srodowiska: C — warunki optymalne (wilgotno$¢ podtoza 70% FC (ang. field capacity) i temp.
8°/14°C noc/dzien przez pierwszy miesigc, a nastepnie 16°/22°C); D — susza (wilgotnosc¢
podtoza 20% FC itemp. jak w C); H—wysoka temperatura (temp. 20°/30°C noc/dzien
1 wilgotno$¢ podtoza jak w C); oraz stres taczony HD. Warunki stresowe aplikowano w stadium
petnego liscia flagowego (39 BBCH) przez siedem dni. Analizy transkryptomiczne
1 proteomiczne prowadzono na materiale (li§ciach flagowych) zebranym w dwdéch momentach
czasowych: T1 — trzy dni oraz T2 — siedem dni od momentu wprowadzenia stresu. Cztery

warianty $rodowiska, trzy grupy genotypoéw (wyrdznione ze wzgledu na rozmiar liScia
flagowego) oraz dwa punkty czasowe daty tacznie 18 poréwnan (kontrastow) do analizy.

W publikacji P4 przedstawiono szczegdtowq charakterystyke transkryptomow dla grup S,
M iL woparciu o sekwencjonowanie nowej generacji (mRNA-seq). Na podstawie calo-
genomowej analizy gendéw o zréznicowanej ekspresji (DEG) zidentyfikowano DEG
specyficzne oraz wspdlne dla: (i) rozmiaru liscia flagowego, (i) wariantow stresu abiotycznego
oraz (iii) punktow czasowych, tj. liczby dni stresu. Regulacja ekspresji genow byta zalezna od
czasu, tj. czterodniowa rdéznica w ekspozycji rosliny na niekorzystne warunki miata duzy
wplyw na modelowanie transkryptomu; znacznie wiecej DEG obserwowano w sid6dmym dniu
(T2) niz w trzecim dniu (T1) stresu niezaleznie od jego wariantu. Zmieniona ekspresja
wigkszosci gendOw we wezesnym etapie stresu (wzgledem kontroli) utrzymywata si¢ podczas
wydtuzonego stresu. Wykazano, ze reakcja na poziomie transkryptomu pod wptywem stresu
zalezata od rozmiaru liscia flagowego, a zmiany obserwowane w grupie S zdecydowanie
odbiegaly od pozostalych grup. W matych lisciach (S) wigkszo§¢ DEG wykazata obnizong
ekspresje, natomiast w duzych (L) zwigkszong. Z kolei w liSciach o §rednim rozmiarze (M)
w warunkach stresu D 1 HD przewazaly geny o wzmozonej ekspresji, a w H o zredukowane;.
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Ponadto w grupie S zidentyfikowano najwigksza liczbe genow, ktorych ekspresja ulegta
zmianie pod wpltywem stresow w T2. Wynik ten moze sugerowaé, ze prawidlowe
funkcjonowanie liscia flagowego o matej powierzchni w warunkach przedtuzajacego si¢ stresu
wymagato wigkszych zmian w regulacji genéw niz w lisciach flagowych o wigkszym
rozmiarze. Z kolei wczesny stres w najwigkszym stopniu wplywat na ekspresje genow
w liSciach z grupy M. Z drugiej strony wyznaczono 349 genéw, ktorych ekspresja byta
indukowana wybranymi warunkami stresowymi we wszystkich grupach lisci flagowych, cze$¢
z nich wykazala zmieniona ekspresj¢ we wszystkich warunkach streséw abiotycznych.

Profilowanie ekspresji genéw dowiodlo, ze w kontek$cie calego genomu regulacja
transkryptomu pod wplywem taczonego stresu byla bardziej zblizona do regulacji
obserwowanej w suszy niz w warunkach wysokiej temperatury; zdecydowanie wigksza liczba
DEG byta wspdlna migdzy D i HD niz miedzy H i HD. Na tej podstawie wnioskowano, ze
sposrdd czterech znanych strategii reakcji roslin na wieloczynnikowe warunki stresowe
(zdefiniowane przez Prascha i Sonnewalda 2015), w naszych badaniach wyst¢epowata
dominacja efektow suszy podczas stresu HD. Z uwagi na fakt, ze wybor danej strategii przez
ros$ling zalezy czesto od nasilenia czynnika stresowego, najwyrazniej niedobor wody byt
zdecydowanie bardziej odczuwalny przez rosliny jeczmienia niz stres cieplny. Pomimo duzego
podobienstwa w profilach ekspresji genow migdzy D i HD, wykryto rowniez liczne geny
reagujace specyficzne w kazdym ze streséw. Uzyskane wyniki potwierdzaja przyjeta hipotezg,
ze zmiany Ww regulacji transkryptomu wywotane jednoczesnym wystepowaniem suszy
1 wysokiej temperatury nie sg sumg efektow pojedynczych stresow, a odpowiedz na taczony
stres jest w duzej mierze reakcja unikalng. Analiza funkcjonalna (Panther Protein Class)
wykazata, ze DEG specyficzne dla HD (365 genéw) byly zwigzane z aktywnos$cig roznych
enzymOow m.in. z grupy oksydoreduktaz czy hydrolaz.

Na podstawie terminow Gene Ontology (GO) wyznaczono adnotacje funkcjonalne, ktore
wykazaty nadreprezentacj¢ w zbiorach DEG wykrytych pomiedzy réznymi rozmiarami li§ci
flagowych i pomiedzy wariantami stresu. W ten sposob zidentyfikowano procesy/reakcje
przypisane do gendw, ktorych ekspresja ulegata istotnej zmianie pod wptywem czynnika
stresowego. Szczego6lng uwage zwrocono na geny, ktorych ekspresja byta indukowana we
wszystkich warunkach stresowych (95 DEG). Takie geny moga determinowaé uniwersalng
odpowiedzZ na stres, tzn. niezalezng od warunkow $rodowiska, stad moga one by¢ uzyteczne
w ulepszaniu odporno$ci roslin na wielorakie stresy abiotyczne. Analiza nadreprezentacji
termindw GO potwierdzita, Ze geny te nalezaty do mechanizméw warunkujacych odpowiedz
na suszg, stres cieplny i oksydacyjny oraz na reaktywne formy tlenu (ROS). Przyktadowo
wsrdd nich zidentyfikowano geny kodujace dehydryny. Co ciekawe, w kategorii funkcji
molekularnych wykryto termin dotyczacy wigzania tetrapirolu. Wedlug doniesien
literaturowych (Busch and Montgomery, 2015) zwiazki z grupy tetrapiroli uczestnicza
w tagodzeniu negatywnych skutkow stresu oksydacyjnego urosliny. Widocznie byt to
uniwersalny mechanizm wystepujacy w odpowiedzi na susze¢ i wysoka temperature w lisciach
flagowych analizowanych genotypow jeczmienia.

W pracy szczegdtowo przeanalizowano reakcje gendOw zwigzanych z terminami GO, dla
ktorych rozktad przypisanych DEG o obnizonej ekspresji wzgledem wzmozonej ekspresji pod
wplywem stresu (w odniesieniu do kontroli) byt istotnie rézny niz rozktad wszystkich DEG
w doswiadczeniu, tj. rozktad brzegowy 3008 (liczba istotnych zmian o zredukowanej ekspresji)
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do 3957 (liczba istotnych zmian o wzmozonej ekspresji); przy rozkladzie brzegowym nalezy
zauwazy¢, ze pojedynczy DEG moze wykaza¢ kilka istotnych zmian regulacji w obrebie 18
analizowanych kontrastow. Takie podej$cie umozliwilo stwierdzenie, dla ktérych terminéw
GO (czyli dla jakich funkcji/procesow) ekspresja przypisanych genoéw byla szczegolnie
zwigkszona lub zmniejszona pod wpltywem zastosowanych stresow, a zatem takich, ktore
w najwigkszym stopniu byly zaangazowane w reakcj¢ na stres. W toku tej analizy
wyodrgbniono liczne terminy zwigzane z fotosynteza, gdzie przypisane DEG charakteryzowaty
si¢ gldwnie obnizong ekspresja w warunkach stresu. Zdecydowana wigkszo$¢ z nich (ok. 90%)
zostala zidentyfikowana w grupie genotypdéw o malych lisciach flagowych, przede wszystkim
w odpowiedzi na pdzniejszy stres faczony oraz susz¢; w grupie L zmiany regulacji tych DEG
byly incydentalne. Posréd nielicznych gendéw o wzmozonej ekspresji przypisanych do
terminow zwigzanych z fotosynteza wykryto (w grupie S) przykltadowo DEG opisany jako
kodujacy biatko PsbQ — tworzace kompleks rozszczepiajacy czasteczke wody OEC (ang.
oxygen evolving complex). Funkcjonowanie tego kompleksu u jgczmienia w warunkach
stresow abiotycznych zbadano jak dotad w niewielkim zakresie, dlatego kazde nowe
doniesienie na ten temat wydaje si¢ wartosciowe. Silna reakcja na stres bazowata réwniez na
aktywno$ci gendéw zwigzanych ze szlakiem sygnalowym kwasu abscysynowego (ABA)
i1 z odpowiedzig na deficyt wody (w wigkszosci byly to te same geny co dla ABA), ktoére
wykazaly gltéwnie wzmozong ekspresje pod wptywem czynnika stresowego. Wsrdd nich
najliczniejsza grupe stanowity geny kodujace dehydryny, a zmiany w regulacji ich ekspres;ji
obserwowano we wszystkich grupach lisci flagowych. Kwas abscysynowy uwazany jest za
glowny fitohormon zaangazowany w reakcj¢ rosliny na liczne czynniki stresogenne, a wzrost
jego poziomu w komorkach indukuje ekspresje wielu gendw (rowniez kodujacych dehydryny)
determinujac odpowiedz na stres (Xu i Zhu 2020). Stad nadekspresja genéw adnotowanych do
ABA nie byla zaskoczeniem. Jednakze niezbedne jest utrzymanie pewnego balansu poziomu
ABA przez ro$ling, gdyz jego nadmiar moze wywola¢ niekorzystny efekt dla rosliny (Wang
iin. 2018). Prawdopodobnie w li§ciach flagowych jeczmienia (gldwnie w grupie S) dochodzito
do ograniczania percepcji/sygnalizacji ABA w warunkach stresu poprzez obnizong ekspresje
dwoch DEG kodujacych biatka PYL2 i PYL4 — biatka receptorowe dla ABA (Verma i in.
2019). Kolejny proces znaczaco indukowany stresem zwigzany byt z transportem lipidéw,
gdzie wszystkie geny przypisane do tego terminu wykazaly nadekspresj¢ w warunkach streséw
abiotycznych wzgledem kontroli. Wynik ten potwierdza wazng rol¢ komponentéw
zaangazowanych w transport lipidow podczas reakcji liScia flagowego na stres. Lipidy sa
waznym sktadnikiem bton biologicznych i wplywaja na utrzymanie ich integralnosci podczas
dzialania czynnika stresu. Ponadto peinig one funkcje sygnatowe w komoérce i moga wptywac
na konformacje i aktywno$¢ bialek oraz metabolitow (Mamode Cassim iin. 2019). Trzy
sposrod wykrytych DEG kodowaly biatko LTP2, ktore posiada zdolno$¢ wigzania liniowych
lipidow jak 1 steroli. Co ciekawe do tej pory twierdzono, ze ekspresja tych genéw zachodzi
wylacznie w warstwie aleuronowej u jeczmienia. Uzyskane wyniki wskazuja, ze ich ekspresja
indukowana stresem zachodzi réwniez w czg¢éciach zielonych rosliny. Niewykluczone, ze
w trakcie stresu nastepuje zwigkszone zapotrzebowanie na biatko LTP2 w rozwijajacym si¢
ktosie (we wczesnym stadium rozwoju), a 1i$¢ flagowy, ktory zaopatruje ktos w rézne zwiazki,
odpowiada za dostarczenie tego biatka do klosa.
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Dodatkowo w oparciu o analiz¢ nadreprezentacji termindéw GO wyodrebniono DEG
zwigzane zreakcja na stres cieplny oraz zrozwojem liscia. W pierwszym przypadku
najwicksza grupe gendw o zmienionej regulacji ekspresji pod wplywem stresu stanowity geny
kodujace biatka szoku cieplnego (HSP), aczkolwiek ich ekspresja nie byta indukowana wysoka
temperaturg; prawdopodobnie, stres cieplny byl zbyt stabo odczuwalny dla ro$lin. Obecnie
wiadomo, ze biatka HSP moga by¢ zaangazowane w odpowiedZ na rdzne stresy, nie tylko
czynnik temperaturowy, wtym na stresy biotyczne (Park iSeo 2015). Posrod DEG
dotyczacych rozwoju liscia zidentyfikowano geny o obnizonej ekspresji (pod wptywem D
1 HD), ktore byly zwigzane ze zwijaniem blaszki liSciowej (ang. leaf rolling), tj. RL9 oraz geny
kodujace biatkko YABBY icytochrom P450. Zjawisko zwijania si¢ lisci jest jednym
z symptomow suszy i prowadzi do ograniczenia powierzchni blaszki lisciowej, a tym samym
do redukcji transpiracji (Kadioglu iin 2012). Uzyskane wyniki moga wskazywa¢ na pewne
zaburzenia w mechanizmie zwijania si¢ li§ci flagowych pod wptywem stresu, zwlaszcza tych
o najmniejszej blaszce lisciowej. Mogto to by¢ jednym z powoddéw intensywniejszych zmian
w regulacji ekspresji gendéw obserwowanych w grupie S, co omdéwiono powyzej.

Dane mRNA-seq wykorzystano réwniez do identyfikacji polimorfizmu pojedynczych
nukleotydéw (SNP) w materiale ros$linnym. Pomimo, Ze stwierdzono pewien zwigzek
pomigdzy rozmiarem blaszki lisciowej genotypéw a polimorfizmem pojedynczych
nukleotydéw, to nie zaobserwowano, aby miato to istotny wplyw na rdéznice pod wzglgdem
ekspresji gendéw (pomigdzy grupami zdefiniowanymi przez rozmiar liScia flagowego)
spowodowane czynnikiem stresu. Dla genoéw zawierajacych SNP o efektach typu HIGH
(mogacych prowadzi¢ do utraty funkcji kodowanego biatka, np. przesunigcie ramki odczytu)
stwierdzono nadreprezentacj¢ terminéw GO odnoszacych si¢ do ABC transporterow. Badania
nad transporterami ABC moga stanowi¢ kierunek przysztych prac, poniewaz mechanizmy ich
dziatania nie zostaly dotychczas doktadnie poznane w jeczmieniu.

Ocena biometryczna roslin (26 cech) potwierdzita wyniki obserwowane na poziomie
transkryptomu, tzn. efekt taczonego stresu na fenotyp byl bardziej zblizony do efektu
wywotanego suszg niz stresem cieplnym. Podobnie bylo w przypadku parametrow
fluorescencji chlorofilu (dziewig¢ parametrow). Stwierdzono réwniez istotny wptyw rozmiaru
liscia flagowego na wigkszo$¢ analizowanych cech. Przyktadowo, rosliny o duzym lisciu
flagowym (L) mialy nieznacznie wyzszy plon ziarna z ro$liny (g) w warunkach optymalnych
a redukcja wartosci tej cechy w warunkach D 1 HD byta tym wigksza im mniejszy rozmiar li§cia
flagowego. W oparciu o analizy sieci korelacji wazonej (WGCNA) dla danych fenotypowych
1 transkryptomicznych wyodrgbniono trzy geny, ktérych wzmozona ekspresja w D 1 HD
korespondowata z redukcja plonu ziarna z ro$liny (niezaleznie od rozmiaru liscia flagowego).

Kolejnym elementem charakterystyki zmian zachodzacych w lisciu flagowym jeczmienia
jarego w warunkach stresow abiotycznych bylo profilowanie bialek (analiza niecelowana)
o zréznicowanej akumulacji (DEP) za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
w potaczeniu ze spektrometrig mas (HPLC/MS) (publikacja P5). Zidentyfikowano 413 DEP,
ktore byly specyficzne lub wspolne dla: (i) rozmiaru liscia flagowego, (ii) wariantow stresu
abiotycznego, (iii) punktow czasowych, a nastepnie wykonano ich analiz¢ funkcjonalng
w oparciu o nadreprezentacj¢ terminéw GO, analogicznie jak w poprzedniej publikacji P4.
Analiza danych proteomicznych potwierdzila w duzej mierze ogdlne zaleznosci obserwowane
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dla transkryptomu, przy czym wigkszo$¢ bialek wykazala wzrost akumulacji w warunkach
stresu (wzgledem kontroli). Ponad potowg DEP wykrytych we wczesnym stresie (T1)
obserwowano réwniez podczas wydluzonego stresu (T2). Analiza funkcjonalna wykazata, ze
biatka te byly zwigzane m.in z translacja, co wydaje si¢ uzasadnione, gdyz wzmozona synteza
biatlek np. o funkcjach ochronnych jest fundamentalna w przystosowaniu rosliny do
niekorzystnych warunkow (Ghatak i in. 2017).

Podobnie jak w przypadku transkryptomu zmiany w akumulacji biatek, w ujeciu
globalnym, wywotane podwdjnym stresem byly bardziej podobne do zmian indukowanych
susza niz stresem cieplnym. Wynik ten potwierdza poprzedni wniosek o wystgpowaniu strategii
dominacji efektow suszy podczas stresu HD w badanych lisciach flagowych, jednakze dla
sporej czesci bialek obserwowano rowniez zmiany akumulacji specyficzne dla kazdego
z wariantow stresu. Analiza funkcjonalna wykazata, ze unikatowa reakcja proteomiczna roslin
wywotana podwdjnym stresem byla szczegélnie zwigzana (nadreprezentacja termindow)
z biatkami, ktore biorg udziat w skladaniu (ang. splicing) RNA. Z kolei dla biatek, ktore
charakteryzowaty si¢ zr6znicowang akumulacjg niezaleznie od wariantu stresu nie stwierdzono
nadreprezentacji zadnego terminu GO. Sugeruje to, ze uniwersalna odpowiedz na stres nie byta
szczegoOlnie zwigzana z konkretng funkcja biatek, lecz obejmowata szeroki zakres biatek
o réznorodnych funkcjach. Niemniej jednak wsrdd nich wykryto dehydryny (np. biatko
o identyfikatorze F2DHO00), co potwierdza wnioskowanie na podstawie profilowania ekspresji
genoéw 1 wskazuje, ze dehydryny moga stanowi¢ uzyteczne biomarkery odpornosci zb6z na
rézne stresy abiotyczne.

Wykazano, ze reakcja wywolana stresem na poziomie proteomu zalezala od rozmiaru liscia
flagowego, anajwigksze rdéznice w akumulacji biatek obserwowano miedzy grupami
o najwiekszym i najmniejszym lisciu flagowym. Dotyczyto to m.in. biatek rybosomalnych oraz
zwigzanych z aparatem fotosyntetycznym; na poziome transkryptomu réwniez stwierdzono
duza odrgbno$¢ profili ekspresji genow zwigzanych z fotosynteza pomiedzy grupa S i L. Uwage
zwraca fakt, ze w grupie L stwierdzono negatywny wplyw stresu na akumulacj¢ biatek
zwigzanych z fotosystemem PS II, a w grupie S z fotosystemem PS 1. Warto zauwazy¢, ze
w grupie S wykazano poprzednio wzmozong ekspresje genu kodujacego biatko z kompleksu
OEC (komponent PS II) w warunkach stresu, jednakze potencjalna zalezno$¢ miedzy
nadekspresja tego genu a brakiem zaburzen w akumulacji biatek fotosystemu PS II w lisciach
flagowych S w warunkach stresowych wymaga potwierdzenia w toku dalszych badan. Na
podstawie analizy roznicowej wykryto w lisciach z grupy L dwa DEP zwigzane z transferaza
glutationowa, ktore wykazaty zwigkszong akumulacje w niekorzystnych warunkach; w jednym
przypadku wzrost poziomu biatka wystapil we wszystkich wariantach stresu. Rezultat ten moze
wskazywac na efektywniejsza detoksykacje¢ i redukcj¢ wolnych rodnikow w lisciach z grupy L
w odpowiedzi na stres oksydacyjny poprzez glutation.

Stosujac podobne podejscie jak w przypadku analizy DEG (w publikacji P4), w oparciu
o rozktad brzegowy dla DEP o wzmozonej i zredukowanej akumulacji (356:794) wykrytych
w calym do$wiadczeniu przeanalizowano funkcje biatek (w oparciu o terminy GO), ktérych
ilos¢ byta szczeg6lnie zwigkszona lub zmniejszona pod wplywem zastosowanych stresow.
Dowiedziono, ze czynnik stresowy w najwigkszym stopniu determinowatl zmiany w akumulacji
biatek zwigzanych z odpowiedzia na bodziec (ang. response to stimulus, np. dehydryny) oraz
biatek transportowych (np. akwaporyny).
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Ponadto, aby lepiej zrozumie¢ rolg bialek o niepotwierdzonych jak dotad funkcjach
u jeczmienia czyli takich, ktore nie zostaly opisane w bazach danych, wykorzystano adnotacje
Pfam zawierajagce informacje na temat powigzanh mi¢dzy domenami/rodzinami biatek.
Przyporzadkowanie identyfikatorow Pfam do cz¢$ci wykrytych DEP (178 bialek) umozliwito
identyfikacj¢ funkcji kilku niescharakteryzowanych biatek, ktore moga posredniczy¢
w odpowiedzi na stres abiotyczny. Wyodrebniono trzy nieznane biatka, ktore posiadty domene
EF-hand obecna w biatkach sygnatowych, iktora odpowiada za wigzanie jondw wapnia
(Lakowski 1 in. 2007). Na tej podstawie zasugerowano, ze wspomniane trzy nieznane biatka
o zr6znicowanej akumulacji pod wptywem stresu mogg petni¢ funkcje¢ kalomduliny zwlaszcza,
ze zadna znana u jgczmienia kalmodulina nie wykazata zréznicowanej akumulacji w naszych
badaniach. Na podstawie analizy r6znicowej wnioskowano, ze transmisja sygnatu stresu za
posrednictwem jondéw wapnia przez jedno z wspomnianych powyzej biatek zachodzita
w lisciach flagowych z grupy L wczesniej niz w pozostalych grupach. W ten sam sposob
zidentyfikowano kilka niescharakteryzowanych bialek indukowanych stresem jako biatka
szoku cieplnego HSP, czy biatka rybosomalne. Dodatkowo w oparciu o adnotacje Pfam
potwierdzono, ze biatko SGT1, zawiera strukturalny motyw TPR (ang. tetratricopeptide repeat)
ito prawdopodobnie za jego pomoca moze uczestniczy¢ w tworzeniu komplekséw
wielobiatkowych, jak na przyktad kompleksu zwigzanego =z procesem ubikwitynacji
(Thompson i in. 2021).

W drugiej czeéci pracy podjeto probe integracji danych transkryptomicznych oraz
proteomicznych uzyskanych z jednego do$wiadczenia za pomoca niezaleznych od siebie
metod. Ogoélem do 1073 biatek o znanych identyfikatorach udalo si¢ przyporzadkowac
(poprzez identyfikatory Uniprot TrEMBL) identyfikatory gendw, a wérdd nich 306 biatek
wykazato zréznicowang akumulacj¢ wco najmniej jednym analizowanym kontrascie.
Nastepnie wsrod tych 306 DEP stwierdzono 50 przypadkow, gdzie oprocz ilosci biatka zmianie
ulegala roéwniez ekspresja powigzanego genu. W ich obrgbie 14 par gen-biatko
(prawdopodobnie gen kodujacy przyporzadkowane biatko) wykazato jednakowy kierunek
regulacji wtym samym kontrascie; glownie obserwowano zwigkszenie ich poziomu
w odpowiedzi na susze ipodwdjny stres. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze trudno
wnioskowac o kierunku zmian w obrgbie proteomu na podstawie danych sekwencjonowania
mRNA, cho¢by ze wzgledu na modyfikacje potranskrypcyjne i potranslacyjne. Jednakze
zbiezna reakcja transkryptu i odpowiadajacego mu biatka uchwycona w tym samym czasie
pomiaru moze wskazywac, ze roslina potrzebowatla ciaggtej (podczas ekspozycji na stres), a nie
okazjonalnej ekspresji danego genu, aby wytworzy¢ funkcjonalne biatko podczas stresu. Stad
uznano, ze zidentyfikowane pary gen-biatko zwigzane byly z szybka, bezposrednig reakcja na
stres, a nie uwiktang w skomplikowane kaskady regulacyjne. Tym samym wybrane pary gen-
biatko reprezentuja potencjalnie cenng pule kandydatow w ulepszaniu odpornosci jeczmienia
na stresy abiotyczne. Analiza adnotacji wykazata, ze ta podstawowa odpowiedZz na stres
odbywatla si¢ poprzez dehydryny, biatko z rodziny PR10 (ang. pathogenesis-related protein)
zawierajagce domen¢ Bet v 1, dehydrogenaz¢ mréwczanowa — wszystkie o potwierdzonej
funkcji w reakcji na stres u innych gatunkéw modelowych. Ponadto w$réd wspomnianych par
gen-biatko wykryto biatko (AOA287LIR7) zawierajace domen¢ BURP, ktore kodowane byto
przez gen HORVU3Hr1G069650 bedacy ortologiem genu RD22 u Arabidopsis. Obecnie
uwaza si¢, ze domena BURP posredniczy w szlakach sygnalowych kwasu abscysynowego
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(ABA) ikwasu salicylowego (SA), ktore sa kluczowymi fitohormonami zaangazowanymi
w reakcje rosliny na stres (Sun iin. 2019; Li iin. 2021). W dalszej perspektywie wynik ten
moze stanowi¢ punkt wyjscia do nowych badan nad rozszyfrowaniem roli tej domeny
w szlakach sygnatowych zwigzanych z odpowiedzig jeczmienia na czynniki stresowe, gdyz jak
dotad niewiele wiadomo na ten temat u zb6z.

W kolejnym etapie, aby doktadniej pozna¢ jakie sieci regulacyjne moga warunkowac
odpowiedz w li$ciu flagowym jeczmienia na susze i stres cieplny, zbadano korelacje migdzy
zmianami w ekspresji gendw 1w akumulacji bialek wywolanymi zastosowanymi stresami.
Najwigksza liczbe istotnych korelacji zidentyfikowano dla inhibitora proteinazy zrodziny
Bowman-Birk (BBI). Biatko to wykazalo zwigkszong akumulacje w wickszosci analizowanych
kontrastow i dlatego moze stanowi¢ skuteczny biomarker odpornosci jeczmienia na roézne
stresy srodowiskowe. Poczatkowo uwazano, ze BBI pelni funkcj¢ ochronng przed patogennymi
infekcjami poprzez hamowanie egzogennych proteaz, ale w ostatnich latach zasugerowano
réwniez, ze biatko to moze tagodzi¢ skutki spowodowane stresem oksydacyjnym (Malefo i in.
2020). Wykryto zwigzek miedzy zwickszong akumulacjg biatka F2D3S4 indukowanego
kwasem abscysynowym a ekspresja genu kodujacego cytochrom P450 oraz genu kodujacego
czynnik transkrypcyjny SANT/Myb. Taka korelacja wydaje si¢ uzasadniona, gdyz ABA
wplywa na zamykanie aparatow szparkowych podczas stresu co moze ogranicza¢ fotosynteze,
a wspomniane geny posrednicza w procesie fotosyntezy (Waters iin. 2009; Sah iin. 2016;
Mellor iin. 2019). Ponadto wykryto zwigzek dehydryny z genami kodujacymi biatka
o domenach zawierajacych powtorzenia ankirynowe, co moze wskazywac, ze w odpowiedzi na
stres dehydryny pelnig swoja funkcje ochronng oddzialujac z innymi biatkami wtasnie poprzez
ta domeng, gdyz potwierdzono udzial tego motywu w interakcji biatko-biatko jak i sygnalizacji
miedzy komorkami (Li iin. 2006). Na podstawie analizy sieci korelacji wykazano istotny
zwigzek miedzy zmiang akumulacji glutaredoksyny a zmiang ekspresji genu kodujacego
taumatyn¢ (biatko zrodziny PRS, ang. pathogenesis-related protein). Dane literaturowe
wskazuja, ze akumulacja bialek ztej rodziny wzrasta podczas reakcji obronnej, w ktorej
posredniczy kwas salicylowy. Hormon ten moze wpltywaé na regulacje sygnatow redoks
zwigzanych z procesami adaptacyjnymi rosliny do niekorzystnych warunkow otoczenia m.in.
poprzez indukowanie genow zwigzanych z glutaredosyng. Na tej podstawie mozna
wnioskowaé, ze w toku niniejszych badan wyodrgbniono wazne elementy regulacyjne
odpowiedzi na stres oksydacyjny, w ktorej posredniczy kwas salicylowy.

Podsumowujac, przeprowadzone badania dostarczyly nowej wiedzy o molekularnej
reakcji zachodzacej u jeczmienia pod wptywem streséw abiotycznych poprzez okreslenie, po
raz pierwszy w liSciu flagowym, cato§ciowych profili ekspresji genow 1 akumulacji biatek
w warunkach suszy 1istresu cieplnego. Wyznaczono geny/biatka o zréznicowanej
ekspresji/akumulacji, ktére byty wspolne oraz specyficzne dla genotypdw jeczmienia o réznym
rozmiarze liScia flagowego, dla wariantow stresu abiotycznego oraz dla punktéw czasowych,
tj. wezesnej 1 pdzniej reakcji na stres. W oparciu o adnotacje funkcjonalne rozpoznano funkcje
biologiczne tych genéw i biatek. Wsérdd nich wyodrebniono takie, ktore byly zwigzane
z odpornos$cia na susze i1 wysokg temperaturg, w tym takie, ktére warunkowaty odpowiedz
zarbwno w stresie pojedynczym jak itaczonym, np. dehydryny. W ten sposdb poznano
molekularne podstawy zmian zachodzacych w lisciu flagowym jeczmienia w zaleznosci od
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jego morfologii jakiod czynnika stresowego. Ponadto okreslono funkcje kilku biatek
dotychczas niescharakteryzowanych u jgczmienia, ktére moga posredniczy¢ w odpowiedzi na
stres abiotyczny. Oryginalnym podej$ciem byla takze integracja calo-genomowych danych
transkryptomicznych i proteomicznych, ktéra umozliwita zidentyfikowanie genow
1 odpowiadajacych im biatek o zbieznym kierunku regulacji podczas stresu abiotycznego, a tym
samym warunkujacych szybka i efektywng reakcje na stres. Dzigki integracji tych danych
wykryto tez wazne komponenty szlakow regulujacych odpowiedz na stres oksydacyjny.

C. OKkreslenie zmian w profilu akumulacji lipidow zachodzacych w lisciach jeczmienia
pod wplywem stresow abiotycznych

Prowadzone przeze mnie badania wskazywaty na zwigzek mig¢dzy ksztattowaniem plonu
a genami metabolizmu lipidow. Lipidy obecne sa we wszystkich tkankach roslinnych i petnig
wiele funkcji, w tym funkcje sygnalowe w odpowiedzi na czynniki stresowe (Mamode Cassim
iin. 2019). Z danych literaturowych wynika, ze iloSciowo-jako$ciowe oznaczanie lipidow
w ziarnie j¢czmienia bylo szeroko badane, natomiast profilowanie lipidomu w liSciach
prowadzone bylo jak dotad w bardzo ograniczonym zakresie, zwlaszcza w kontek$cie zmian
wywotanych wielorakim stresem abiotycznym. W zwigzku ztym podjatem badania nad
charakterystyka zmian lipidowych w lisciu jeczmienia jarego wywolanych dziataniem suszy,
szoku cieplnego i zasolenia oraz kombinacji tych streséw (publikacja P6). Materiat roslinny
stanowity dwie linie homozygotyczne MCam wybrane na podstawie wczesniejszych badan
wlasnych (MCam053 i MCam(071) oraz ich formy rodzicielskie Maresi i CamB1 (opisane
powyzej). Ponadto wykorzystano cztery genotypy o polimorfizmie genu ns-LTP2 pochodzace
z kolekcji Zespotu Fenomiki Zb6z IGR PAN: MPS37 (wzniosly pokroj wzrostu w stadium
mtodocianym, allel ns-LTP2.a) i MPS106 (ptozacy pokr6j wzrostu zwigzany z locus sdw, allel
ns-LTP2.b), atakze dwie linie uzyskane zich krzyzowania wstecznego MPW14/19 (ns-
LTP2.a) 1MPWI15/14 (ns-LTP2.b). Charakterystyke otrzymywania tego materiatu
przedstawilem w pracy Mikotajczak iin. (2016b) (Zat. nr 4, II, pkt. 4.1, poz. 20).
Dos$wiadczenie prowadzono w petni kontrolowanych warunkach, a poszczegélne warianty
stresu aplikowano na poczatku krzewienia (21 w skali BBCH) przez 14 dni. Stres stosowano
pojedynczo oraz we wszystkich mozliwych kombinacjach co dato siedem réznych wariantow,
arownolegle prowadzono do$wiadczenie w warunkach optymalnych. Liscie do analiz
lipidomicznych zbierano w ostatnim dniu stresu. Analiza obejmowata gtowne klasy lipidow,
przy uzyciu GC/FID, tj. wolne kwasy tluszczowe (FFA), wolne sterole (STE) jak
i zestryfikowane sterole (E-STE), monoacyloglicerole (MAG), diacyloglicerole (DAG) oraz
triacyloglicerole (TAG). Szczegotowej analizie celowanej, przy uzyciu Fast-GC/MS, poddano
réwniez profil akumulacji r6znych steroli, gdzie oceniano poziom B-sitosterolu, kampesterolu,
stigmasterolu, sitostanolu, AS5-awenasterolu oraz kampestanolu. Analizujac $redni efekt
poszczeg6lnych traktowan na zmiany akumulacji gtownych klas lipidow (zbiorczo dla
wszystkich genotypdéw), istotne zmiany obserwowano jedynie dla DAG w warunkach
zasolenia. Z drugiej strony ocena profili lipidow dla poszczegdlnych genotypow wykazata
liczne, istotne réznice w zmiennych warunkach $rodowiska. Przyktadowo linia syryjska
CamB1 odznaczata si¢ najwickszym poziomem TAG posréd badanych genotypow
w odpowiedzi na taczony stres suszy i cieplny. Dowiedziono takze, ze poziom akumulacji
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wolnych kwaséw ttuszczowych w warunkach stresu znaczaco réznit si¢ pomigdzy genotypami
o polimorfizmie pod wzgledem genu ns-LTP2, zatem allelo-specyficzny wzor ekspresji tego
genu mogl wptywaé na lipidom. Jednoczesne dziatanie suszy izasolenia powodowato
najwigkszy przyrost FFA w MPS37 (ns-LTP2.a) w przeciwienstwie do liniit MPW15/4, ktora
genetycznie byta najbardziej podobna do MPS37, ale posiadata allel ns-LTP2.b, i dla ktorej
odnotowano najnizszy poziom FFA, podobnie jak w MPS106 (ns-LTP2.b). Wynik ten moze
wskazywa¢ na pewien posredni wptyw biatka LTP2 na odpowiedZ jeczmienia na stres
abiotyczny, na przyklad poprzez transport kwasow ttuszczowych. Jednakze potwierdzenie tej
hipotezy wymaga dalszych badan nad aktywno$cig genu i biatka LTP2, a poprzednie nasze
badania wykazaly, ze ekspresja genu L7P2 moze pod wplywem silnego stresu zachodzi¢
réwniez w lisciu flagowym (publikacja P4).

Na podstawie oceny gtownych klas lipidow nie obserwowano istotnych zmian
w akumulacji steroli iich form estryfikowanych w warunkach stresu, jednakze analiza
celowana GC/MS wykazata istotny wpltyw traktowan na poszczegodlne sterole. Generalnie
stwierdzono, ze susza i stres cieplny wystepujace jednoczesnie wywieralty najwigkszy wptyw
na zawarto$¢ steroli w lisciach badanych genotypéw, zwlaszcza w przypadku kampesterolu
i B-sitosterolu. Sterole s3 waznym skladnikiem bton biologicznych iwplywaja na ich
funkcjonowanie. Wzrost zawartosci steroli w lisciach w niekorzystnych warunkach moze
wynika¢ z proby ograniczenia dehydratacji przez rosling, poniewaz zwigkszona akumulacja
steroli moze prowadzi¢ do zmniejszenia przepuszczalnosci blon komorkowych i1 ograniczenia
transpiracji (Hussain iin. 2018). Na podstawie badan u roslin modelowych uwaza si¢, ze
kampesterol wptywa na wzrost komorek i utrzymanie ciggtosci bton komérkowych u roslin
rosnacych w warunkach stresu abiotycznego (Schaller 2004). Z kolei B-sitosterol posredniczy
w syntezie celulozy i1 w tworzeniu mikrodomen biatkowych, ktére pozytywnie wptywaja na
stabilno$¢ struktur btonowych i tym samym na aktywno$¢ kanatow jonowych (Grosjean i in.
2015). Niewykluczone, ze taki mechanizm funkcjonowat efektywnie w linii MCam053, ktora
w porownaniu  do badanych genotypéw charakteryzowata si¢ wysoka wrodzong
(tzn. w warunkach optymalnych) zawartoscia wigkszosci analizowanych grup lipidow oraz
frakcji steroli. Ponadto linia ta wykazala najwigkszy wzrost akumulacji kampesterolu
1 B-sitosterolu pod wptywem wszystkich stresoéw abiotycznych dzialajacych jednoczes$nie na
rosling. Moze to sugerowac, ze lepsza odporno$¢ tego genotypu na zmieniajgce si¢ warunki
srodowiskowe obserwowana w naszych poprzednich badaniach moze by¢ zwigzana z profilem
lipidomicznym tej linii. Z kolei linia CamB1 pochodzaca z Syrii wyrdzniala si¢ najwigkszym
wzrostem akumulacji stigmasterolu w odpowiedzi na taczony stres cieplny i suszg, co moze
by¢ jednym z czynnikoéw warunkujacych przystosowanie tego genotypu do suchego i cieptego
klimatu, poniewaz stigmasterol wykazuje zdolno$¢ do stymulowania aktywnosci pompy H*
1 uczestniczy w sygnalizacji komorkowej w warunkach stresowych (Dalal 1 in. 2016). Warto
zauwazy¢, ze w kontek$cie calego badanego lipidomu (na podstawie grupowania
hierarchicznego) profil obserwowany u CamB1 w kontroli nie r6znil si¢ znaczaco od profilu
obserwowanego w warunkach laczonej suszy iwysokiej temperatury. Stad tym bardziej
pojedyncza zmiana w obrgbie akumulacji stigmasterolu mogta mie¢ duze znaczenie dla
odpornosci linii syryjskie;j.

Grupowanie hierarchiczne badanych genotypéw ze wzgledu na profil catego lipidomu
(gtowne klasy lipidow oraz analizowane frakcje steroli) analizowany w poszczegdlnych
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warunkach traktowania dowiodlo, Zze rézne czynniki stresowe aplikowane jednocze$nie
wywotuja w duzej mierze odmienng reakcj¢ rosliny na poziomie lipidomu niz gdy kazdy
z czynnikow wystepuje osobno; cho¢ wygladato to w r6zny sposob dla badanych genotypow.
Przyktadowo profil akumulacji lipidow ulinii MCam053 i MCam071 w warunkach
trzyczynnikowego stresu znaczaco roznit si¢ od profili obserwowanych, gdy stresy te
wystepowaty pojedynczo. Z kolei u MPS37 reakcja lipidomiczna na zasolenie oraz wariant
trzyczynnikowego stresu byta zblizona izdecydowanie odmienna od reakcji na pozostale
traktowania. W przypadku MPS106 profile akumulacji lipidéw w warunkach pojedynczych
stresOw byly zblizone, ale roznity si¢ od profili obserwowanych podczas stresu cieplnego
1 suszy oraz solnego i suszy wystepujacych jednoczesnie.

Podsumowujac, po raz pierwszy opisano szczegdétowe profile akumulacji lipidow, w tym
steroli, w lisciach jeczmienia w rdznych warunkach stresow abiotycznych odzialujaych razem
1 osobno na rosling. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze stres abiotyczny wywoluje istotne zmiany
w obrebie lipidomu w lisciach jeczmienia jarego, areakcja ta na roézne czynniki stresowe
wystepujace jednoczesnie jest w duzej mierze odmienna niz na kazdy czynnik dziatajacy
osobno. Podloze genetyczne réwniez ma istotny wptyw na profil akumulacji lipidow oraz
steroli. Stwierdzono, ze wzmozona synteza steroli w liSciach, glownie [-sitosterolu,
kampesterolu i stigmasterolu, moze determinowac zwickszong odporno$¢ jeczmienia na stresy
abiotyczne. Przeprowadzone badania moga wskazywac, ze okreslanie profilu akumulacji steroli
moze stanowi¢ efektywny wskaznik zwiekszonej odpornosci rosliny na stresy srodowiskowe
co moze by¢ uzyteczne w opracowaniu nowych, ulepszonych odmian. Ponadto uzyskane
wyniki mogg sugerowaé, ze gen/biatko LTP2 posredniczy w akumulacji wolnych kwaséw
tluszczowych i1 tym samym wplywa na odpowiedZ jgczmienia na stres abiotyczny, jednakze
potwierdzenie tego wymaga dalszych badan.

D. Charakterystyka zmian w ekspresji genow pod wplywem stresu cieplnego w wezle
krzewienia roslin jeczmienia jarego o polimorfizmie genu sdwl

Potkartowos$¢ sdwl jest cecha recesywna, ajej wystgpowanie wigze si¢ nie tylko ze
zmniejszong wysokos$cia roslin, ale rowniez ze zmianami wielu cech na poziomie fenotypowym
(Kuczynska i in. 2013). Ma to swoje uzasadnienie genetyczne co wykazaly moje poprzednie
badania (publikacje P1, P2) wskazujace na kolokalizacje loci cech ilosciowych w miejscu
chromosomu 3H, w ktéorym potozony jest sdwl. Uwaza sig, ze genem kandydujacym dla locus
sdwl jest HvGA20ox2 zaangazowany w biosynteze giberelin (Jia iin. 2009). Rosliny
potkartowe sdwl wykazuja zredukowang ekspresje tego genu (Jia iin. 2009), atakze
charakteryzuja si¢ ptozacym pokrojem wzrostu w stadium mtodocianym, co moze stanowic
morfologiczny marker tego genu (Kuczynska i Wyka 2011). Wielofunkcyjnos¢ giberelin byta
przedmiotem licznych badan u wielu gatunkow roslin. Jednakze ich rola na wezesnym etapie
rozwoju ros$lin jeczmienia, to jest podczas ksztaltowania si¢ wezta krzewienia nie zostata
poznana. Wezet krzewienia odpowiada za regulacj¢ rozgal¢ziania pedow, jest magazynem
sktadnikoéw pokarmowych dla rozwijajacych si¢ pedow. Ponadto odpowiada on za regeneracje
korzeni 1 pedow po ekspozycji na stres, dlatego zdolnos$¢ rosliny do przetrwania stresu zalezy
w duzej mierze od zywotno$ci tkanek wezta krzewienia (Vitdmvas i in 2015). Pomimo swojego
znaczenia we¢zet krzewienia jest znacznie rzadziej przedmiotem zainteresowania ze strony
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badaczy w poréwnaniu do innych cze¢sci rosliny. W zwiazku z tym podjatem badania majace
na celu poznanie zmian w obrebie transkryptomu w weztach krzewienia u ro$lin jeczmienia,
a cickawym obiektem do tych badan wydaly si¢ genotypy wykazujace zaburzenia
w funkcjonowaniu giberelin. Stad materiat ro§linny do badan stanowita odmiana Bowman
(genotyp referencyjny o normalnym typie wzrostu) oraz jej dwie linie blisko-izogeniczne (NIL)
o roznej mutacji w obrebie sdwl: BW827 (sdwl.a) i BW828 (sdwl.d). Badania miaty takze na
celu poznanie czy mutacja w sdwl wplywa na zmiany na poziome transkryptomu zachodzace
pod wpltywem stresu cieplnego. Warunki stresowe aplikowano od momentu wysiewu do konca
krzewienia. Wezty krzewienia zbierano do analiz w warunkach kontrolnych i stresu cieplnego,
w dwoch punktach czasowych w odstgpie 10-dniowym, zaczynajac od momentu, gdy
wyksztalcil si¢ wezet krzewienia.

Sekwencjonowanie metodg Sangera potwierdzito opisang w literaturze cze$ciowa delecje
w eksonie sdwl.d oraz catkowita delecj¢ w przypadku mutacji sdwl.a. Jednakze w oparciu
o analiz¢ polimorfizmu genetycznego SNP oraz o profile ekspresji gendéw stwierdzono, ze
delecja genu sdwl.a u BW827 obejmowata znacznie wigkszy region niz sagdzono do tej pory,
ok. 500 Mpz (region 3H:634071757-634626826), zawierajacy kilkanascie innych genéw
o potencjalnym znaczeniu dla waznych proceséw biologicznych (np. geny zwigzane z regulacja
transkrypcji lub metylacjg). Glgbokie genotypowanie przy uzyciu réznych metod (analiza
polimorfizmu SNP w sekwencjach mRNA, genotypowanie przez sekwencjonowanie GBS,
wykorzystanie macierzy SNP 50k Illumina Infinium iSelect) pozwolito na znacznie
doktadniejszy niz dotychczas dostgpny opis roznic genomow odmiany Bowman i linii blisko-
izogenicznych BW827 i BW828. Dowiedziono, Ze linie te byly genetycznie znacznie bardziej
odlegte od odmiany referencyjnej Bowman niz przypuszczano; BW828 bardziej odlegly niz
BW827. W zwiazku z tym, aby ograniczy¢ wplyw introgresji na wyniki analizy ekspresji
gendw z listy transkryptéw uzyskanej z RNA-seq usuni¢to geny polimorficzne z wyjatkiem
tych, ktore byly potozone we wspominanym regionie sdwl.

Zidentyfikowano geny roznigce si¢ ekspresja miedzy genotypami, warunkami
temperaturowymi i momentem obserwacji (DEG) oraz geny o odmiennej reakcji na stres
cieplny w réznych genotypach lub réznych punktach czasowych (DRG). Najwigksze zmiany
w profilach ekspresji genéw pod wplywem czynnika stresu obserwowano w wezle krzewienia
odmiany Bowman. Linia BW827 okazala si¢ blizsza odmianie referencyjnej niz BW828 pod
wzgledem transkryptomicznej odpowiedzi na podwyzszong temperaturg. Analiza wzbogacenia
termindbw GO dla wykrytych DEG i DRG wykazala réznice pomigdzy liniami blisko-
izogenicznymi w funkcjach genow indukowanych stresem. U BW827 stres cieplny szczegolnie
indukowat zmiany w ekspresji genow zwigzanych z replikacja DNA oraz proteoliza. Z kolei
w wezle krzewienia u BW828 odpowiedz na stres byla gtownie zwigzana ze zmiang ekspres;ji
genoéw odnoszacych sie do procesow oksydacji i redukcji. Dodatkowo wérdd puli gendw, ktore
wykazaly zréznicowang ekspresj¢ w porOwnaniu miedzy genotypami, termin zwigzany
z procesami oksydacji iredukcji byt réwniez nadreprezentowany co $wiadczy o tym, ze
chociaz badane genotypy jeczmienia byly genetycznie blisko spokrewnione, ich odpowiedz na
poziomie transkryptomu na stres oksydacyjny byta rézna. Z drugiej strony nadreprezentacja
terminu GO dotyczacego wigzania tetrapirolu u obu linii NILs 1 jej brak dla Bowmana moze
sugerowa¢, ze detoksykacja reaktywnych form tlenu za posrednictwem tetrapiroli byla
specyficzna dla obu mutantow sdw!. Niespodziewanie u linit BW827 stwierdzono silny wptyw
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stresu cieplnego na ekspresje genéw o adnotacji dotyczacej fotosyntezy. Wezel krzewienia jest
nieaktywny fotosyntetycznie stad mozna zatozy¢, ze niektore geny wplywajace na fotosynteze
moga rowniez uczestniczy¢ w przeciwdziataniu niekorzystnym skutkom stresu cieplnego.
Podobne sugestie mozna znalez¢ w literaturze, ale w odniesieniu do stresu niskiej temperatury
(Skinner 2009; Janska i in. 2011).

W pracy szczegdtowo przeanalizowano profile ekspresji genéw zaangazowanych w szlaki
biosyntezy i transdukcji sygnatu giberelin. Stwierdzono, ze w wigkszos$ci przypadkow stres
cieplny ograniczal ekspresje tych genéw w poréwnaniu do ekspresji w warunkach
optymalnych. Przyktadowo w odpowiedzi na dziatlanie podwyzZszonej temperatury
zaobserwowano obnizong ekspresje genu HORVUI1Hr1G086810 kodujacego oksydaze GA2,
czyli enzym odpowiedzialny za dezaktywacj¢ gibereliny. Wykazano, ze stres cieplny nie
wplywal istotnie na regulacj¢ ekspresji genu HvGA20ox2 (HORVU3Hr1G090980) zwigzanego
z locus sdwl zaréwno u Bowmana jaki i linit BW828 (u BW827 bylta catkowita delecja tego
genu). Warty podkreslenia jest fakt, ze zidentyfikowano nowy paralog genu HvGA20ox2,
ktérego ekspresja byla wyzsza ulinii BW828 (czyli zczg$ciowa delecja w sdwl)
w porownaniu z odmiang referencyjng i liniag BW827 w warunkach optymalnych oraz stresu
cieplnego w pierwszym momencie zbioru. Moze to $wiadczy¢ o czgsciowym przejeciu roli
zmutowanego genu sdw! przez jego paralog podczas biosyntezy gibereliny na wczesnym etapie
rozwoju rosliny. W oparciu o badania prowadzone u ryzu i zjawisko syntenii genomow ryzu
ijeczmienia (Pearce iin. 2015) mozna zasugerowaé, ze powyzszy paralog to HvGA20ox4
(HORVUI1Hr1G063780).

W kolejnym etapie szczegdlowo przeanalizowano zmiany ekspresji gendw, ktorych
adnotacja wskazywata na ich zaangazowanie w reakcj¢ na podwyzszong temperature. Stres
cieplny w wigkszym stopniu wplywal na zmian¢ ekspresji powyzszych genéw u Bowmana
i linii BW827 niz u BW828. Najwicksza grupe stanowily geny kodujace biatka szoku cieplnego
(np. HSP70) oraz geny kodujace czynnik transkrypcyjny szoku cieplnego (HSF). Wydaje si¢ to
uzasadnione, gdyz HSP i HSF oddziatuja miedzy sobg regulujac wiele proceséw zwigzanych
z reakcja rosliny na stres sSrodowiskowy, nie tylko termiczny (Mishra i in. 2020). Pos$rod genow
kodujacych HSF, ktére zidentyfikowano u jeczmienia, pi¢¢ wykazalo zréznicowang ekspresje
pod wplywem stresu cieplnego w wezle krzewienia, co wykazano po raz pierwszy. Ponadto
profile ekspresji tych genow HvHSF znaczaco roéznity si¢ pomiedzy liniami NIL w warunkach
stresu.

Na podstawie oceny fenotypowej (22 cechy zwigzane z klosami/pgdami gltéwnym
i bocznymi) potwierdzono znane juz wczesniej efekty mutacji w locus sdwl na fenotyp.
Jednakze w odréznieniu do wynikéw innych badan wykazano, ze redukcja wysokosci linii
blisko-izogenicznych byla spowodowana skréceniem doktosia, anie dwoch pierwszych
migdzywezli. Nie zaobserwowano opisywanego uprzednio wptywu mutacji sdwl na wzrost
liczby rozkrzewien. Stres cieplny mial negatywny efekt na wigkszo$¢ obserwowanych cech
u wszystkich genotypéw, jednakze redukcja wysokosci rosliny u Bowmana pod wpltywem
stresu byta znacznie wigksza niz u obu poétkartowych linii NIL. Z drugiej strony dziatanie
podwyzszonej temperatury skutkowato zwiekszeniem liczby pedow, ktore jednak czesto byty
bezptodne, co w konsekwencji prowadzito do spadku plonu ziarna. Na podstawie pomiaréw
parametrow fizjologicznych w lisciach badanych genotypdéw stwierdzono, ze linia BWS828
wyrdzniala si¢ najwiekszym wzrostem poziomu pigmentéw pod wplywem stresu cieplnego.
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Mozliwe, ze aparat fotosyntetyczny ro§lin BW828 byt chroniony przed podwyzszong
temperatura poprzez zageszczenie centrow reakcyjnych fotosytemu PS II (RC/CS) podczas
stresu; odwrotny wpltyw wysokiej temperatury na PS II wykazano dla linii BW827.

Podsumowujac, w toku przeprowadzonych badan scharakteryzowano reakcje roslin
jeczmienia na podwyzszong temperatur¢ w aspekcie ich fenotypu oraz pod wzglgdem reakcji
zachodzacych w wezle krzewienia na poziomie molekularnym. Po raz pierwszy, za pomoca
sekwencjonowania mRNA, opisano cato$ciowe profile ekspresji genow w wezle krzewienia
jeczmienia, ktory petni wazng rol¢ w reakcji rosliny na stresy abiotyczne, gdyz odpowiada za
regeneracje pedow 1ikorzeni. Przeanalizowano szczegdétowo zmiany ekspresji genow
zaangazowanych w szlaki biosyntezy i transdukcji sygnatu giberelin oraz zwigzanych z reakcja
na stres cieplny. Nie stwierdzono istotnych zmian w ekspresji genu HvGA20ox2 w wezle
krzewienia pod wptywem stresu niezaleznie od genotypu, jednakze zidentyfikowano paralog
tego genu, tj. HvGA20ox4, o wzmozonej ekspresji w BW828 z czgsciowa delecjag w obrgbie
sdwl. Wykazano, ze badane linie blisko-izogeniczne byly genetycznie znacznie bardziej
odlegle od odmiany referencyjnej Bowman niz przypuszczano. Dowiedziono, ze mimo iz
badane linie BW827 i BW828 s3 genetycznie spokrewnione, reakcja ich transkryptomu
w obrebie wezta krzewienia na podwyzszong temperatur¢ byla specyficzna dla genotypu,
ardznice wynikaly bardziej z r6znorodnosci tla genetycznego niz z mutacji pojedynczego
genu, delecji wielu gendéw lub allelo-specyficznego wzoru ekspresji genu sdwl. Najbardziej
zrd6znicowang odpowiedZ na dziatanie podwyzszonej temperatury mig¢dzy liniami NIL
odnotowano dla genow HvHSF kodujacych czynniki szoku termicznego. Rdznice na poziomie
molekularnym przedstawiono na tle doktadnej charakterystyki poréwnawczej linii blisko-
izogenicznych iodmiany referencyjnej Bowman pod wzglgdem zmian fenotypowych
i fizjologicznych zachodzacych pod wplywem stresu cieplnego. Dostarczenie nowej wiedzy na
temat genotypoéw z kolekcji linii blisko-izogenicznych utworzonej w oparciu o odmiang
Bowman ma duze znaczenie, gdyz kolekcja ta jest ogolnodostgpna i1 czgsto stuzy do badan nad
jeczmieniem prowadzonych przez badaczy na calym $wiecie.

Podsumowanie osiaggniecia naukowego

Wyniki przedstawione w cyklu publikacji (P1-P7) stanowigcych osiagnigcie naukowe
pozwolily na wielowymiarowa charakterystyke reakcji jgczmienia na stresy abiotyczne. Za
najwazniejsze osiaggnig¢cia przeprowadzonych badan uwazam:

e szczegOtowa charakterystyke zmian w obregbie fenotypu roslin jeczmienia jarego
zachodzacych w zréznicowanych warunkach $rodowiska, obserwowanych zaréwno
podczas wzrostu jaki i po zbiorze; dowiedziono, ze predykcja niektérych komponentow
plonu mozliwa jest na podstawie obserwacji prowadzonych we wczesnym etapie
wzrostu rosliny w warunkach suszy;

e okres$lenie potozenia genetycznego loci zwigzanych z potencjalem plonowania
w zmiennych warunkach $rodowiska (naturalnych oraz prowokowanej suszy)
1 wyznaczenie markerow molekularnych blisko sprzgzonych ztymi cechami oraz
poznanie funkcji gendw potozonych w obrebie wybranych loci cech ilosciowych;

32



Krzysztof Mikolajczak Zalqcznik nr 3 - Autoreferat

e wykazanie, ze locus sdwl moze pozytywnie wplywa¢ na ksztaltowanie komponentow
plonu, takze w warunkach deficytu wody;

e wykazanie podobienstw iro6znic wzmianach profili ekspresji genéw w warunkach
suszy, stresu cieplnego iich jednoczesnego odzialywania na li§¢ flagowy jeczmienia
1 wytypowanie genow, ktore moga determinowac¢ odpornos¢ roslin na stres abiotyczny;

e wykazanie podobienstw irdéznic w zmianach profili akumulacji biatek w warunkach
suszy, stresu cieplnego iich jednoczesnego odzialywania na li§¢ flagowy jeczmienia
1 wytypowanie biatek, ktore moga determinowa¢ odporno$¢ roslin na stres abiotycznys;

e wytypowanie genow iodpowiadajacych im bialek o zgodnym kierunku regulacji
w odpowiedzi na stres, ktore moga posredniczy¢ w pierwszej, podstawowej reakcji
obronnej na stres abiotyczny;

e scharakteryzowanie profili ekspresji gendw w wezle krzewienia ro$lin jeczmienia
o polimorfizmie genu sdwl 1ipoznanie zmian ekspresji gendw zaangazowanych
w szlaki biosyntezy i transdukcji sygnatu giberelin oraz zwigzanych z reakcja na stres
cieplny;

e scharakteryzowanie na poziomie lipidomu reakcji liSci jeczmienia na suszg, zasolenie,
stres cieplny wystepujacych osobno oraz jednocze$nie w réznych kombinacjach,
a takze wyodrgbnienie tych steroli, ktore w najwiekszym stopniu moga determinowac
zwigkszong odpornos¢ na stresy abiotyczne.

Uzyskane wyniki znaczaco rozszerzaja wiedz¢ na temat molekularnych zmian
zachodzacych pod wplywem stresoéw abiotycznych u jeczmienia jarego w czesciach roslin
rzadko dotychczas badanych, a niezwykle waznych dla funkcjonowania rosliny w warunkach
stresowych, tj. w wezle krzewienia i w lisciu flagowym. Kompleksowe badania molekularne
w powigzaniu z szczegbtowa charakterystyka fenotypowa przyczyniaja si¢ do lepszego
zrozumienia obserwowanej zmiennos$ci fenotypowej jeczmienia w zréoznicowanych warunkach
srodowiska. Uzyskanie nowej wiedzy o funkcjach genéw iich efektach fenotypowych,
np. locus sdwl, moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych markeréw funkcjonalnych dla
wybranych cech.

Zgromadzona wiedza, wyznaczony zbidr transkryptéw  jgczmienia, bialek
z przyporzadkowanymi identyfikatorami genoéw czy tez scharakteryzowane profile lipidow
isteroli beda mogly stanowi¢ odniesienie dla innych badaczy dyscypliny naukowej
determinujac jej rozwdj. Jeczmien coraz czgsciej okreslany jest mianem rosliny modelowe;j
wsrdd zboz, stad wiedza zdobyta w toku prowadzonych przeze mnie badan moze przyczyni¢
si¢ do lepszego zrozumienia reakcji innych gatunkéw zboz na stresy abiotyczne. Jednoczesnie
uzyskane wyniki wskazuja, ze rozszyfrowanie mechanizméw warunkujacych funkcjonowanie
ro$lin w zmiennym $rodowisku wymaga poswigcenia wigkszej uwagi badaniom nad wptywem
wielorakich czynnikow stresowych oddziatujacych jednocze$nie na rosliny. Prace w ramach
osiggnigcia naukowego znacznie rozszerzyly skale zastosowan wysokoprzepustowych technik
badawczych (typu mRNA-seq, HPLC/MS, automatyczne fenotypowanie) w prowadzeniu
biologicznych badan systemowych roslin uzytkowych.
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Poza aspektem poznawczym wyniki przedstawione w osiggni¢ciu naukowym maj3
rébwniez potencjal aplikacyjny poczawszy od predykcji plonowania na podstawie
specjalistycznej oceny fenotypowej we wczesnym etapie wzrostu rosliny, poprzez identyfikacje
markeré6w molekularnych sprzezonych z interesujaca cechg ilosciowa, ktore moga stanowic
obiecujace narzgdzia wspomagajace selekcje tradycyjng. Ponadto wykryte geny zwigzane
z odpowiedzig na susze i stres cieplny oraz zdefiniowane biatka i sterole moga postuzy¢
w przysztosci jako narzedzia/wskazniki do ulepszania odpornosci ro$lin na stresy
srodowiskowe. W toku badan wytypowano réwniez genotypy jeczmienia, ktére moga by¢
wykorzystane jako zrodto korzystnych gendéw w opracowaniu odmian zb6z o zwigkszonej
odpornosci na susze. Wiedza zgromadzona na podstawie badan stanowigcych osiagnigcie
naukowe moze w przysztosci stuzy¢ jako podstawa metod poprawy cech uzytkowych zboz.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowa albo artystyczng realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczeg6lnosci
zagranicznej

5.1. Aktywnos$¢ naukowa w uczelni/instytucji zagranicznej

e Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Molecular Genetics
Department, Gatersleben, Niemcy; wspotpraca naukowa z prof. Thomasem Altmannen,
dr Astrid Junker

W trakcie pobytu (14 tygodni) w tej jednostce wykonywalem prace badawcze nad
charakterystyka zmian fenotypowych ujgczmienia jarego pod wplywem suszy
z wykorzystaniem infrastruktury do nieinwazyjnego obrazowania roslin.

Efektem wspotpracy jest publikacja (P3) wchodzaca w sktad mojego osiggnigcia
naukowego: Mikolajezak K., Ogrodowicz P., Cwiek-Kupczynska H., Weigelt-
Fischer K., Mothukuri S.R., Junker A., Altmann T., Krystkowiak K., Adamski T.,
Surma M., Kuczynska A., Krajewski P. (2020) Image phenotyping of spring barley
(Hordeum vulgare L.) RIL population under drought: selection of traits and
biological interpretation. Frontiers in Plant Science 11:743.
DOI: 10.3389/fpls.2020.00743

e University of Bologna, Department of Agricultural and Food Sciences, Bolonia,
Wilochy; wspolpraca naukowa z prof. Marig Teresa Rodriguez-Estrada, prof. Vladimiro
Cardenig

W trakcie pobytu (facznie 4 miesigce) w tej jednostce zapoznatem si¢ z metodyka
ekstrakcji lipidow 1isteroli ztkanki roslinnej oraz zmetodyka jakosciowo-
ilo§ciowego oznaczania tych zwigzkow za pomocag GC/MS 1 wykonatem te analizy
dla probek jeczmienia poddanych dziataniu réznych streséw abiotycznych.

Efektem wspotpracy jest publikacja (P6) wchodzaca w sktad mojego osiagnigcia
naukowego: Kuczynska A., Cardenia V., Ogrodowicz P., Kempa M., Rodriguez-
Estrada M.T., Mikolajczak™ K. (2019) Effects of multiple abiotic stresses on lipids
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and sterols profile in barley leaves (Hordeum vulgare L.). Plant Physiology
and Biochemistry 141: 215-224. DOI: doi.org/10.1016/j.plaphy.2019.05.033

oraz

manuskrypt Kuczynska A., Ogrodowicz P., Kempa M., Krajewski P., Cardenia V.,
Rodriguez-Estrada M., Pérez-Llorca M., Munné-Bosch S., Mikolajezak™ K.
Disorders in brassinosteroids signal transduction triggers the profound molecular
alterations in the crown tissue of barley under drought; bedacy w trakcie recenz;ji
w czasopi$mie BMC Plant Biology.

e ALSiA-Metapontum Agrobios Research Center, Metaponto, Wtochy; wspolpraca
naukowa z dr. Francesco Cellinim, dr. Angelo Petrozza

W trakcie pobytu (facznie 30 tygodni wréznych okresach) wtej jednostce
realizowatem badania nad charakterystyka zmian fenotypowych u jeczmienia jarego
pod wplywem suszy zwykorzystaniem infrastruktury do nieinwazyjnego
obrazowania roslin. Obserwacje obejmowaty zarowno czg$¢ nadziemng jak i system
korzeniowy roslin jeczmienia; badano takze wptyw melatoniny na rozwdj korzeni
w warunkach deficytu wody.

Efektem wspotpracy zapoczatkowanej w 2019 roku byty kolejne wspdlne krajowe
projekty badawcze (NCN, MRiRW) oraz zagraniczny finansowany przez EPPN2020
(w ramach programu Horyzont 2020). Wstepne rezultaty wynikajace ze wspotpracy
przedstawiono na konferencji SEB 2021 Annual Conference w formie posteru
,Jmage-based phenotyping of roots developmental aspects of spring barley RIL
population exposed to water scarcity”. Uzyskane wyniki beda przedmiotem
wspolnych publikacji.

e University of Adelaide, Plant Accelerator Unit, Adelajda, Australia; wspolpraca
naukowa z prof. Betting Berger

W trakcie pobytu (5 tygodni) wtej jednostce realizowalem badania nad
charakterystyka zmian fenotypowych u mutantow jeczmienia o zaburzonej
biosyntezie/transdukcji sygnalu giberelin, brassinosteroidow 1 strigolaktonéw
z wykorzystaniem infrastruktury do nieinwazyjnego obrazowania roslin.

Efektem wspoétpracy nawigzanej w 2019 roku jest nowy projekt badawczy NCN
OPUS 21 realizowany pod moim kierunkiem, w ktéorym zaplanowano wspolne
doswiadczenia oraz pobyt krotkoterminowy wykonawcow projektu w tej
zagranicznej instytucji. Uzyskane wyniki beda przedmiotem wspolnych publikacji.

Wstepne rezultaty wynikajace ze wspolpracy przedstawiono na konferencji
SEB 2021 Annual Conference w formie posteru ,,.Development of phenotyping
screens to identify dynamics of hormone-depended architectural responses of barley
plants to drought”.
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e Servicio de Cuantificacion de Hormonas del IBMCP, Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Plantas, Universidad Politecnica de Valencia, Walencia, Hiszpania;
wspoOlpraca naukowa z dr Esther Carrera Bergua

Przedmiotem wspotpracy w ramach projektu NCN OPUS 18 bylo oznaczanie
réznych fitohormonow ro$linnych w korzeniach jgczmienia traktowanych
melatoning w warunkach okresowej suszy przy uzyciu UHPLC/MS. Efektem tej
wspoOlpracy jest nowy projekt badawczy NCN OPUS 21 realizowany pod moim
kierunkiem, w ktorym zaplanowano wspo6lne badania nad oznaczeniem
fitohormonow  w liSciach jeczmienia oraz trzy pobyty krotkoterminowe
wykonawcow projektu wtej zagranicznej instytucji. Uzyskane wyniki beda
przedmiotem wspolnych publikacji.

e Universitat de Barcelona, Departament de Biologia Evolutiva, Ecologia i Ciéncies
Ambientals Secci6 de Fisiologia Vegetal, Barcelona, Hiszpania; wspotpraca naukowa
z prof. Sergi Munné-Boschem

Przedmiotem wspotpracy w ramach projektu NCN OPUS 12 bylo iloSciowe
oznaczanie wybranych brassinosteroidow w weztach krzewienia jeczmienia jarego
w probkach kontrolnych i poddanych stresowi suszy.

Efektem wspolpracy jest manuskrypt Kuczynska A., Ogrodowicz P., Kempa M.,
Krajewski P., Cardenia V., Rodriguez-Estrada M., Pérez-Llorca M., Munné-
Bosch S., Mikolajezak™ K. Disorders in brassinosteroids signal transduction
triggers the profound molecular alterations in the crown tissue of barley under
drought; bedacy w trakcie recenzji w czasopi§mie BMC Plant Biology.

Wstepne wyniki zaprezentowano na IV Ogdlnopolskiej Konferencji ,,Genetyka
i Genomika w Doskonaleniu Roslin Uprawnych — od ros$liny modelowej do nowe;j
odmiany”, Poznan 2019, w formie plakatu “Multilevel characteristics of barley
genotypes varied in brassinosteroid signal transduction under optimal and drought
conditions”.

e Humboldt University in Berlin, Plant Cell and Molecular Biology, Berlin, Niemcy;
wspoOlpraca naukowa z prof. Kerstin Kaufmann

Przedmiotem wspotpracy w ramach projektu NCN HARMONIA 8 byta izolacja
jader komérkowych z weztow krzewienia mutantow sdw! jeczmienia oraz badania
nad strukturg chromatyny metoda ATAC-seq.

Efektem wspoipracy bedzie publikacja, ktéra obecnie jest w trakcie
przygotowywania. Wyniki wstepne zaprezentowano na konferencji 9" Conference
of the Polish Society of Experimental Plant Biology (2019) w formie posteru
,Genome-wide characterization of polymorphism and gene expression of barley
sdwl near-isogenic lines”.

e National Plant Phenomics Centre, Aberystwyth University, Wielka Brytania;
wspoOlpraca naukowa z prof. Johnem H. Doonanem
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Przedmiotem wspolpracy w ramach projektu MRiRW HOR hn-801-8/14 zad. 106
bylo automatyczne fenotypowanie korzeni jeczmienia jarego poprzez analize
obrazu, majace na celu poznanie réznic fenotypowych w calym okresie wegetacji.
Efektem wspoétpracy bedzie publikacja (w przygotowaniu).

5.2. Aktywnos$¢ naukowa w innej uczelni/instytucji krajowe;j

W ramach wspoétpracy krajowej powstaty publikacje mojego wspotautorstwa, ktore sg
afiliowane do r6znych uczelni/instytucji naukowych:

o Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Nauk Przyrodniczych

Efektem wspotpracy sa publikacje: Mikotajczak i in. 2016a, 2017, 2022 (publikacje
P1, P2, P7); Ogrodowicz i in. 2017 (Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 15); Gudy$ i in. 2018
(Zal. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 13); Janiak i in. 2020 (Zal. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 8).

e Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Efektem wspotpracy sa publikacje: Piasecka i in. 2020 (Zal. nr 4, II, pkt. 4.1, poz. 7)
Rodziewicz iin. 2019 (Zat. nr 4, II, pkt. 4.1, poz. 11); Chmielewska iin. 2016
(Zal. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 19).

e Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Biologii, Instytut Biologii
Eksperymentalne;j

Efektem wspotpracy jest publikacja Wyka i in. 2019 (Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 12).
e Instytut Srodowiska Rolniczego i Le$nego Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
Efektem wspotpracy jest publikacja Mikotajczak 1 in. 2016a (publikacja P1).

e Uniwersytet Przyrodniczy @ w Poznaniu, Katedra Metod Matematycznych
1 Statystycznych

Efektem wspolpracy sg publikacje: Piasecka i in. 2020 (Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 7);
Surma iin. 2016, 2017 (Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 21 1 17).

e Instytut Uprawy Nawozenia iGleboznawstwa — Pafstwowy Instytut Badawczy
w Pulawach oraz Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii
Nauk w Lublinie

Efektem wspotpracy jest publikacja Surmai in. 2019 (Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 10).

e Politechnika Bydgoska, Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii, Pracownia Mykologii
Molekularnej, Fitopatologii i Entomologi

Efektem wspotpracy jest publikacja Wisniewska i in. 2016 (Zat. nr 4, II, pkt. 4.1,
poz. 22).
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6. Informacja o osiagnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke

6.1. Dziatalno$¢ dydaktyczna

Prowadzenie zajeé:

e seminaria naukowe dla studentow Panstwowej Wyzszej Szkoty Zawodowej w Sulechowie,

maj 2012, 2013, 2014, Poznan;

seminaria naukowe dla studentow Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu w ramach cyklu tematycznego ,,Biologia roslin uzytkowych”,
maj 2014-2023, Poznan.

¢wiczenia laboratoryjne dla studentow Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu w ramach cyklu tematycznego ,,Biologia roslin uzytkowych”,
maj 2014-2018, Poznan.

Promotorstwo 1 opieka nad studentami:

Funkcja promotora pomocniczego zakonczonych przewodow doktorskich (2) oraz opiekuna

naukowego (1):

dr Dorota Jasinska, praca doktorska pt. ,,Podatnos¢ na fuzarioze ktosow a ksztattowanie si¢
cech plonotwoérczych w populacji mapujacej Maresi x CamB1 jeczmienia jarego
(Hordeum vulgare L.), stopien doktora nauk rolniczych uzyskany 03.07.2023 roku decyzja
Rady Naukowej IGR PAN w Poznaniu;

dr Michat Kempa, praca doktorska pt. ,,Wplyw stresow abiotycznych na zmiany
metabolomu ze szczegdlnym uwzglednieniem lipidow uform jgczmienia jarego
o zr6znicowanym fenotypie i polimorfizmie genu ns-LTP2”, stopien doktora nauk
rolniczych uzyskany 23.03.2023 roku decyzja Rady Naukowej IGR PAN w Poznaniu;

Dominika Maryniak, V r. studidow 2. stopnia, UP w Poznaniu, Wydzial Rolnictwa,
Ogrodnictwa 1 Bioinzynierii, kierunek Biotechnologia, praca magisterska ,,Profil reakcji
jeczmienia jarego na stres abiotyczny i biotyczny dziatajace symultanicznie”, planowana
obrona pracy magisterskiej - czerwiec 2024 r.

Opieka merytoryczna nad stazystami:

e 2023 - V r. studiéw 2. stopnia, UP w Poznaniu, Wydzial Rolnictwa, Ogrodnictwa

i Bioinzynierii, 240 h (Najlepsi z natury 2.0. Zintegrowany Program Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu POWR.03.05.00-00-Z210/18) — 1 osoba;

2022 - III r. studiow 2. stopnia, UAM w Poznaniu, Wydzial Biologii, 336 h
(UNIWERSYTET JUTRA — zintegrowany program rozwoju Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu POWR.03.05.00-00-Z303/17) — 3 osoby;

2020 - V studiow 2. stopnia, UP w Poznaniu, Wydzial Rolnictwa, Ogrodnictwa
1 Bioinzynierii, 360 h (Studiujesz? Praktykuj! Program stazy zawodowych dla studentow
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6.2.

6.3.

Wydziatlu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu POWR.03.01.00-00-S126/17) — 3 osoby;

2020 - V r. studiow 2. stopnia, UAM w Poznaniu, Wydzial Biologii, staz
naukowy/wolontariat — 1 osoba;

2018 - II r. studiow 2. stopnia, UAM w Poznaniu, Wydziat Biologii, 504 h (Badz
konkurencyjny na rynku pracy — wysokiej jako$ci programy stazowe dla studentéw
Wydziatu Biologii UAM w Poznaniu POWR.03.01.00-00-S145/17) — 5 0sob;

2017 - I r. studiow 2. stopnia, UP w Poznaniu, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, 160 h
(Studiujesz — praktykuj. Program stazowy dla studentéw Wydzialu Rolnictwa
i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu UDA-POWR.03.01.00-00-
S237/15) — 4 osoby;

2010-2013 - Panstwowa Wyzsza Szkota Zawodowa w Sulechowie, miesi¢czne praktyki
studenckie w okresie wakacyjnym — tacznie 16 osob.

Dziatalno$¢ organizacyjna

czlonek komitetu organizacyjnego IV Ogolnopolskiej Konferencji ,,Genetyka i genomika
w doskonaleniu roslin uprawnych — od rosliny modelowej do nowej odmiany”, Poznan,
05-07 listopada 2019;

czlonek komitetu organizacyjnego III Ogdlnopolskiej Konferencji ,,Genetyka i Genomika
w Doskonaleniu Roslin Uprawnych”, Poznan, 5-7 listopada 2014;

czlonek komitetu organizacyjnego corocznych Warsztatow Projektu POLAPGEN-BD
,Narzegdzia biotechnologiczne stuzace do otrzymywania zb6z o zwigkszonej odpornosci na
susze”: 11-12.01.2011 (Poznan), 05-06.01.2010 (Poznan);

organizacja iprowadzenie comiesi¢cznych, otwartych seminariow naukowych dla
pracownikow nauki odbywajacych si¢ w j. angielskim w Instytucie Genetyki Roslin PAN
w Poznaniu (2020 — 2022);

sekretarz Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu (w kadencji 2019-
2022);

czlonek Komisji ds. Rozwoju Kadry Naukowej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin
PAN w Poznaniu (kadencji 2019-2022) jako przedstawiciel pracownikow naukowych
zatrudnionych na stanowisku adiunkta i asystenta;

czlonek Rady Mtodych Pracownikéw Naukowych IGR PAN (2018 — 2019).

Dziatalno$¢ popularyzujaca nauke

PAS/CNR Horizon Europe Networking Event, prezentacja Zakladu Fenomiki Zboz
w kontek$cie potencjalnej wspotpracy z wloskimi badaczami zwigzanymi z CNR jako
podstawa budowy konsorcjow naukowych, ktére moglyby si¢ ubiega¢ o finansowanie
w konkursach programu ramowego Horyzont Europa, 17 listopada 2022;
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e artykul na portalu sekcji Rzecz o Innowacjach www.rzeczo.pl ,\Nie straszny im stres
1 wysoka temperatura!” (2020);

o wyklad ,,Mozliwosci fenotypowania roslin w sieci EPPN2020” w ramach seminarium
,Nowoczesne metody fenotypowania roslin”, SGGW, Warszawa, 15 listopada 2019;

e zajecia laboratoryjne w ramach Nocy Biologéw w latach 2013, 2014, 2015, Poznan;
e wspolautor instrukcji wdrozonych do praktyki hodowli roslin:

1) ,,Metody biotechnologiczne otrzymywania form homozygotycznych i mieszahcowych
ro$lin straczkowych” (2020), wdrozona przez: Poznanska Hodowla Roslin Spotka
Z0.0.;

2) ,,Metody biotechnologiczne w hodowli pszenicy — wybrane zagadnienia” (2016),
wdrozona przez: Matopolska Hodowla Roslin Spoétka zo.0., Poznanska Hodowla
Roslin Spotka z 0.0.;

3) ,,Otrzymywanie linii DH 1 SSD jeczmienia jarego” (2013), wdrozona przez: Poznanska
Hodowla Roslin Spotka z o.0.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacije,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej

7.1. Osiagnigcia naukowe niewymienione w pkt. 4

Badania nad funkcjonowaniem je¢czmienia jarego w zrdznicowanych warunkach
srodowiskowa prowadzitem takze poza gtownym nurtem stanowigcym osiggnigcie naukowe
powigzane cyklem publikacji P1-P7. Dotyczyto to badania zmiennosci linii homozygotycznych
jak 1 odmian rekomendowanych przez spotki hodowli roslin w warunkach kontrolowanych oraz
naturalnych. Prace obejmowaly ocen¢ zmian cech agronomicznych (z wykorzystaniem
populacji mapujacej Lubuski x CamB1; Ogrodowicz i in. 2017 — Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 15)
a takze fizjologicznych i biochemicznych w polaczeniu z identyfikacja genéw kandydackich
warunkujacych dane QTL o efektach istotnych w warunkach suszy (Gudy$ iin. 2018 — Zat.
nr 4, I, pkt. 4.1, poz. 13). W ten sposoéb wytypowano szereg genow kandydackich kodujacych
m.in. antyoksydanty, enzymy biosyntezy kwasow karboksylowych, biatka szoku cieplnego,
sulfurylazy ATP ibiatka zaangazowane w regulacj¢ czasu kwitnienia. Zbadano potencjat
plonowania kilkudziesieciu odmian jeczmienia w warunkach polowych oraz kontrolowanej
okresowej suszy i1wyodrgbniono te odmiany, ktore wykazaly wysoki i stabilny plon
we wszystkich eksperymentach na przestrzeni trzech lat (Surma i in. 2019 — Zal. nr 4, 11, pkt.
4.1, poz. 10). Ponadto charakterystyka genotypowa tych odmian pozwolila wyznaczy¢ markery
SNP, ktore wykryto wcze$niej jako powigzane zloci cech ilosciowych w populacjach
mapujacych linii homozygotycznych. Na tej podstawie wybrano kilka markerow, ktorych allele
moga wywiera¢ pozytywny wpltyw na cech¢ (np. mase¢ tysigca ziaren) u odmian o ré6znym
rodowodzie. Markery te moga stanowi¢ niezwykle obiecujace narzedzie wspomagajace
selekcje tradycyjng. Nastepnie materiat ro§linny rozszerzono (o nowe odmiany i rody wybrane
przez spotki hodowli roslin) do 150 genotypdw i na podstawie obserwacji cech struktury plonu
w warunkach naturalnych oraz genotypowania przez sekwencjonowanie (ang. GBS) wykonano
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mapowanie asocjacyjne (ang. GWAS) (Ogrodowicz i in. 2023 — Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 3).
Z uwagi na wcigz ograniczone badania nad rozwojem systemu korzeniowego (w poréwnaniu
do czgéci nadziemnych ro$lin) nie tylko ujeczmienia, ale i uinnych zbo6z, obserwacje
rozszerzono o biomas¢ i dlugo$¢ sytemu korzeniowego mierzone destrukcyjnie po zbiorze.
Dodatkowo wykonano przyzyciowo pomiary przewodnos$ci/pojemnosci elektrycznej
w réznych stadiach rozwoju, aby zweryfikowaé czy ta metoda moze korespondowac z biomasa
korzenia. Wykryto sprzezenia marker-cecha, a w oparciu o adnotacje funkcjonalne
wytypowano potencjalne geny, ktére moga determinowac dang ceche. Zidentyfikowano cztery
regiony genomu w chromosomach 2H, 4H, 5H i 7H, ktoére warunkowaty biomase korzenia po
zbiorze. Co wigcej, sprzezenie markerow we wspomnianych regionach 2H i 7H z innymi
cechami plonotworczymi i terminem kloszenia wskazuje, ze geny tam zlokalizowane petnia
wazng role w ksztattowaniu calej rosliny.

Ponadto badania nad mechanizmami odpowiedzi j¢czmienia na suszg, w ktorych
uczestniczytem, obejmowaty profilowanie proteomu (Rodziewicz i in. 2019 — Zal. nr 4, 11, pkt.
4.1, poz. 12) i metabolomu (Piasecka iin. 2017 — Zat. nr 4, II, pkt. 4.1, poz. 17) w populacji
linii homozygotycznych jeczmienia jarego. Zidentyfikowano liczne biatka (w liSciach
1 korzeniach) 1 metabolity (w li§ciach), ktore znaczaco zmienity profil akumulacji w warunkach
suszy oraz takie, ktorych profile akumulacji istotnie wahaty si¢ pomig¢dzy testowanymi
genotypami. Powigzanie tych wynikéw zmapa genetyczng (opracowang w ramach
publikacji P1) umozliwito okreslenie potozenia genetycznego loci zwigzanych z tymi biatkami
i metabolitami. Niektore z nich wykazaty kolokalizacj¢ z QTL dla cech struktury plonu
wykryte we wczesniejszych badaniach przy uzyciu tego samego materiatlu roslinnego
(publikacje P1 i P2), przyktadowo w rejonie chromosomu 3H wokét locus sdw! zmapowano
QTL dla enzymu amoniakoliaza fenyloalaniny (PAL).

W ramach wspotpracy z innymi zespotami bytem takze zaangazowany w badania nad
mechanizmami odpowiedzi jeczmienia na susz¢ z wykorzystaniem genotypow o rdznej
podatnosci na deficyt wody (pochodzacych zroéznych stref klimatycznych). Badania te
obejmowatly: (i) charakterystyke zmian w akumulacji bialek i metabolitow w lisciach
i korzeniach (Chmielewska i in. 2016 — Zal. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 20); (ii) okreslenie profili
akumulacji zwigzkéw fenolowych o wlasciwosciach antyoksydacyjnych w lisciach (Piasecka
iin. 2020 — Zat. nr 4, II, pkt. 4.1, poz. 8); (iii) profilowanie ekspresji genow kodujacych
czynniki transkrypcyjne, ktore moga regulowa¢ odpowiedz korzeni na susz¢ (Janiak i in. 2019
— Zat nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 9); (iv) scharakteryzowanie zmian anatomicznych w li$ciach
poddanych dziataniu suszy (Wykai in. 2019 — Zal. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 13). Powyzsze badania
obejmowaty szczegdtowe analizy w danym temacie i poszerzyly wiedzg na temat zmian
zachodzacych na roéznych poziomach u jgczmienia pod wplywem suszy. Najwazniejsze
osiggnigcia ptynace z tych prac dotycza wykazania istotnych roéznic pomig¢dzy genotypami
o odmiennej podatnosci na niedoboér wody w profilach akumulacji biatek opiekunczych
(ang. chaperones), osmoprotektantow i antyoksydantow w tym proliny, kwasu askorbinowego,
zwigzkéw cukrowych. Ponadto ujawniono zmiany w akumulacji bialek i metabolitéw pod
wpltywem suszy, ktore byly specyficzne dla korzeni lub dla lisci. Wykazano, ze zmiany
w akumulacji zwigzkéw fenolowych pod wptywem suszy byly zalezne nie tylko od genotypu,
ale rowniez od stadium rozwojowego rosliny, a stres znaczaco wplywal m.in. na akumulacje
pochodnych luteoliny ina hordatyny. Zidentyfikowano geny o zréznicowanej ekspres;ji
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w korzeniach po wplywem suszy, ktore kodowaty czynniki transkrypcyjne (TFs) z roznych
rodzin, w tym AP2, WRKY, NAC, MYB, bHLH, czy bZIP. Niektore z nich moga posredniczy¢
w szklakach sygnatowych giberelin i kwasu jasmonowego indukowanych deficytem wody.
Poréwnano wzor ekspresji genow kodujacych TFs pomiedzy genotypami o réznej podatnosci
na stres oraz zbadano réznice w ich ekspresji w warunkach umiarkowanego i silnego stresu.
Dowiedziono, ze susza silnie wptywata na modyfikacj¢ cech anatomicznych lisci; ich dtugos¢
i szeroko$¢ oraz wymiary struktur wewnetrznych ulegty redukcji pod wptywem stresu, podczas
gdy gestos¢ uzytkowania, aparatow szparkowych i trichoméw wzrosta.

Ponadto bralem udzial w opracowaniu pracy przegladowej zawierajacej zbior informacji
o locus potkartowatosci sdwl ijego efektach na poziomie molekularnym i fenotypowym
(Kuczynska i in. 2013 — Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 26). Posréd licznych gendw determinujacych
obnizenie wysokosci ro$lin jgczmienia tylko kilka znalazto szerokie zastosowanie
w programach hodowlanych a sdw! jest jednym z najwazniejszych w uprawie jgczmienia. Co
wiecej, poza redukcja wysoko$ci wptywa on na szereg innych cech zwigzanych z plonowaniem,
jednakze nie jest jasne czy to wynik plejotropii czy sprzezenia genéw. Dlatego kolejne badania,
w ktorych uczestniczytem miaty na celu rozwiklanie tego problemu badawczego (Kuczynska
iin. 2014 — Zal. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 25). Wykorzystano dwie populacje mapujace linii
homozygotycznych otrzymanych réznymi metodami, tj. rekombinacyjne linie wsobne (RIL)
oraz linie podwojonych haploidow (DH), zatem rdéznigce si¢ liczba rund crossing-over;
w procesie otrzymywania RIL istnieje wigksze prawdopodobienstwo przerwania sprzg¢zen
mi¢dzy genami. W oparciu o poréwnanie wynikow mapowania QTL wokot regionu sdw!
wykonane dla tych dwoch populacji mapujacych stwierdzono, ze wplyw locus sdwl na
wczesno$é, tj. termin kwitnienia i ktoszenia, to efekt plejotropowy.

Moje zainteresowania naukowe nie ograniczaly si¢ jedynie do badan nad reakcja
jeczmienia na stresy abiotyczne. Uczestniczylem w pracach majacych na celu
scharakteryzowanie populacji linii rekombinacyjnych jeczmienia jarego, badanych uprzednio
pod katem reakcji na suszg¢, pod wzgledem odpornosci na fuzariozg kltosow na podstawie
wynikow doswiadczen polowych z zastosowaniem inokulacji zarodnikami Fusarium
culmorum (W.G.Sm.) Sacc. (Ogrodowiczi in. 2020 — Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 7; Jasinska i in.
2017 — Zat. 4, 11, pkt. 4.2, poz. 7 oraz praca doktorska D. Jasinskiej — Zal. 3, pkt. 6.1).
Potwierdzono, Ze stopien porazenia ziarna nie zawsze jest skorelowany ze wzrostem akumulacji
deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie; odnotowano liczne przypadki o niewielkim porazeniu, ale
o wysokiej zawartosci DON i odwrotnie. W oparciu o analiz¢ QTL zidentyfikowano regiony
genomu j¢czmienia zwigzane z objawami porazenia przez F. culmorum (np. liczba i masa
ziaren porazonych, indeks fuzariozy klosow), zawarto$ci mykotoksyny DON w ziarnie
i z ksztaltowaniem si¢ cech plonotworczych w warunkach naturalnych oraz prowokowanego
stresu biotycznego. Na podstawie analizy nadreprezentacji genow zlokalizowanych w obrgbie
wykrytych QTL stwierdzono, ze pirymidyzacja genéw zwigzanych gtownie z aktywnoscia
oksydoreduktaz, w tym z aktywnos$cig dehydrogenazy NADH/NAD(P)H, moze determinowac
zwigkszong odpornos¢ na rozne stresy srodowiskowe jednoczesnie, w tym fuzarioze klosow
1 susze.

Zaangazowany bytem w podobne badania nad odpornoscia pszenicy na fuzariozg ktoséw
(Surmaiin. 2016 — Zal. nr 4, II, pkt. 4.1, poz. 22; Wisniewska i in. 2016 — Zal. nr 4, II, pkt. 4.1,
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poz. 23). Poza oceng fenotypowa blisko 200 linii homozygotycznych w trzyletnich
doswiadczeniach przetestowano uzyteczno$¢ markerow molekularnych, uznawanych za
sprzezone z cechami dotyczacymi objawow fuzariozy, pod katem ich stosowania w selekcji
materialdéw o zwigkszonej odpornosci na ten stres biotyczny. Ponadto uczestniczylem
w opracowaniu metod selekcji genotypow pszenicy ze wzgledu na obecno$é
wysokoczasteczkowych podjednostek gluteninowych Glul z wykorzystaniem allelo-
specyficznych markeréw molekularnych (Adamski i in. 2014 — Zat. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 24).

Uczestniczylem rowniez w pracach zmierzajacych do skrocenia okresu pozyskiwania linii
homozygotycznych grochu i tubinu (Surma i in. 2013, 2017 — Zal. nr 4, 11, pkt. 4.1, poz. 27
1 18; Ogrodowicz i in. 2018 — Zat. nr 4, 11, pkt. 4.2, poz. 1). Przyspieszenie cyklu hodowlanego
moze korzystnie wpltyna¢ na skuteczno$¢ wyprowadzania nowych odmian o pozadanych
cechach, a zdrugiej strony moze zwigkszy¢ dostgpno$¢ interesujacych materiatéw
homozygotycznych do badan nad mechanizmami zwigzanymi z reakcjg ro$lin na zroznicowane
warunki $rodowiska, zwlaszcza w przypadku gatunkow, dla ktorych dostepnos¢ kolekcji
mutantow do badan jest bardzo ograniczona.

Obecnie kontynuuj¢ badania nad wyjasnianiem mechanizméw zaangazowanych
w odpowiedz jeczmienia na stresy $rodowiskowe, gtdéwnie majacych na celu zrozumienie
podstaw dziatania i wspotdziatania hormondéw roslinnych, zarowno w cze$ciach nadziemnych
i podziemnych rosliny. Funkcjonowanie tych ztozonych sieci regulacyjnych u gatunkow
jednoli$ciennych jest wcigz stabo poznane. W kierowanym przeze mnie projekcie NCN
OPUS 21 podejmuje probe poznania roli mikroRNA w regulacji wspotdziatania fitohormonow
w odpowiedzi na susz¢. Rownolegle badania wtym projekcie koncentruja si¢ na
zweryfikowaniu przestanek wskazujacych na udzial podjednostki o biatka G w percepcji
fitohormonow 1 transdukcji sygnatu w warunkach suszy. Ponadto uczestnicze¢ w badaniach
majacych na celu lepsze zrozumienie procesOw molekularnych warunkujacych reakcje
jeczmienia na jednoczesne odzialywanie stresu abiotycznego (susza) i biotycznego na ro$ling
(plamisto$¢ siatkowa i fuzarioza ktosow).

7.2. Udziat w warsztatach/szkoleniach naukowych

e szkolenie ,,Zastosowanie techniki Real Time PCR w analizie ekspresji genow”,
Amplicon, Wroctaw, 2017.

e szkolenie ,,Wprowadzenie do analizy danych RNA-seq”, Ideas4biology, UAM, Poznan,
2017.

e IV Warsztaty Projektu POLAPGEN-BD ,Narzedzia biotechnologiczne stuzace do
otrzymywania odmian zb6z o zwigkszonej odpornosci na susz¢”, Krakow, 25-
26.03.2013.

e scientific Workshop transPLANT ,Plant genomics resources and phenotypic data
standardization” Poznan, 27-28.06.2013.

e warsztaty ,Zastosowanie technik qPCR 1LAMP w biologii molekularnej
1 biotechnologii” Novazym, Poznan, 17.06.2013.

e scientific Workshop "High-throughput measurement protocols in plant physiology",
POLAPGEN, Institute of Plant Genetics PAS, Poznan 11.12.2012.
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szkolenie ,,Sekwencjonowanie DNA”, Centrum Badan DNA, Poznan, 17-18.10.2012.
III Warsztaty Projektu POLAPGEN-BD ,Narzgdzia biotechnologiczne stuzace do
otrzymywania odmian zb6z o zwigkszonej odpornosci na susz¢”, Pulawy, 10-
11.05.2012.

XXI Szkota Letnia ,,Postepy Biologii Molekularnej”, Poznan 25-31.07.2011.

I Warsztaty Projektu POLAPGEN-BD ,Narzedzia biotechnologiczne stuzace
do otrzymywania odmian zbdz o zwigkszonej odpornosci na suszg”, - wygloszony
wyktad ,,Patenty w dziedzinie genomiki i hodowli ro$lin”, Poznan, 11-12.01.2011.

I Warsztaty Projektu POLAPGEN-BD ,Narzedzia biotechnologiczne stuzace do
otrzymywania odmian zb6z o zwigkszonej odpornosci na susz¢”, Poznan, 5-6.01.2010.

7.3. Otrzymane nagrody i wyr6znienia

krajowa Nagroda II stopnia z Zakresu Genetyki Ros$lin im. S. Barbackiego za badania
dotyczace reakcji jeczmienia jarego na stresy abiotyczne (2020);

laureat Polskiej Nagrody Inteligentnego Rozwoju ,,Naukowiec Przysztosci” (2020);
nagroda Dyrektora IGR PAN za osiagnigcia publikacyjne w 2013 roku;

wyrdznienie pracy doktorskiej uchwata Rady Naukowej IGR PAN z dania 15 wrze$nia
2015 r.;

medal Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu za osiagnigcia w studiach (2009).
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