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4.1.

4.2.

Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).

Omowienie to winno dotyczy¢é merytorycznego uj¢cia przedmiotowych osiggnie¢, jak i w sposob
precyzyjny okresla¢ indywidualny wktad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane osiagnigcie jest dzietem

wspotautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu catej kariery zawodowe;.

Tytul gldéwnego osiagni¢cia naukowego

»Poznanie mechanizméw tolerancji suszy u wybranych gatunkow i mieszancéw traw kompleksu

Lolium-Festuca”.

Osiagniecie naukowe stanowi cykl szesciu artykutéw naukowych opublikowanych w latach 2019 — 2025.

Publikacje wchodzace w sklad gléwnego osiggniecia naukowego.

H1. Perlikowski D.*, Augustyniak A., Masajada K., Skirycz A., Soja A. M., Michaelis A., Wolter G.,
Kosmala A. (2019). Structural and metabolic alterations in root systems under limited water
conditions in forage grasses of Lolium-Festuca complex. Plant Science 283: 211-223.
DOI: 10.1016/j.plantsci.2019.02.001.

IF2019 = 3,591 / IFs-vear = 4,253 / MNiSW = 100 / Cyt: 30

Mo¢j wktad w przygotowanie publikacji obejmowal: (1) opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie
uktadu eksperymentalnego pracy, postawienie hipotez badawczych i wyznaczenie gtdéwnych celow badan,
(2) udziat w przeprowadzeniu eksperymentu symulowanych warunkéw deficytu wody, (3) udziat
w pomiarach oraz analizie zmian morfologicznych pedow oraz korzeni, (4) pomiary fizjologiczne wycieku
elektrolitow, zawartosci i relatywnej zawartosci wody w lisciach oraz fluorescencji chlorofilu, (5) udziat
w ekstrakcji lipidow i metabolitow pierwotnych, (6) udziat w analizie LC-MS i GC-MS oraz identyfikacji
lipidéw, (7) wykonanie analiz statystycznych, (8) udzial w interpretacji wynikéw oraz sformulowanie
wnioskoéw ptynacych z przeprowadzonych badan, (9) opracowanie wynikéw badan pod katem sposobu ich

prezentacji w publikacji, (10) przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz prezentowanych figur.

Publikacja powstata w wyniku realizacji kierowanego przeze mnie projektu NCN PRELUDIUM
(nr 2014/13/N/NZ9/00914), realizowanego w latach 2015-2017.



H2. Perlikowski D.*, Augustyniak A., Skirycz A., Pawlowicz 1., Masajada K., Michaelis A., Kosmala
A. (2020). Efficient root metabolism improves drought resistance of Festuca arundinacea. Plant
and Cell Physiology 61: 492-504. DOI:10.1093/pcp/pcz215.

I1F2020= 4,927 / 1F5-vear = 5,516 / MNiSW = 140 / Cyt: 20

Moj wkiad w przygotowanie publikacji obejmowal: (1) opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie
uktadu eksperymentalnego pracy, postawienie hipotez badawczych i wyznaczenie gtdéwnych celow badan,
(2) udziat w przeprowadzeniu eksperymentu symulowanych warunkow deficytu wody, (3) udziat
w analizie zmian morfologicznych pedoéw oraz korzeni, (4) pomiary fizjologiczne wycieku elektrolitow,
zawartosci 1 relatywnej zawarto$ci wody w lisciach, (5) ekstrakcje lipidéw i metabolitow pierwotnych,
(6) udziat w analizie LC-MS i GC-MS oraz identyfikacji lipidow i metabolitow pierwotnych, (7) ekstrakcje
biatek oraz przygotowanie map 2-D proteomu korzenia, (8) wyselekcjonowanie biatek do identyfikacji,
(9) wykonanie analiz statystycznych, (10) udzial w interpretacji wynikow oraz sformulowanie wnioskow
ptynacych z przeprowadzonych badan, (11) opracowanie wynikow badan pod katem sposobu ich

prezentacji w publikacji, (12) przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz prezentowanych figur.

Publikacja powstata w wyniku realizacji kierowanego przeze mnie projektu NCN PRELUDIUM
(nr 2014/13/N/NZ9/00914), realizowanego w latach 2015-2017.

H3. Perlikowski D., Lechowicz K., Skirycz A., Michaelis A., Pawlowicz I.*, Kosmala A. (2022). The
role of triacylglycerol in the protection of cells against lipotoxicity under drought in Lolium
multiflorum/Festuca arundinacea introgression form. Plant and Cell Physiology 63: 353-368.
DOI: 10.1093/pcp/pcac003.

IF2022=4,9 / IFs.vear=5,7 / MNiSW = 140 / Cyt: 8

Moj wklad w przygotowanie publikacji obejmowal: (1) udziat w wyznaczeniu hipotez badawczych
i glownych celow badan, (2) udziat w przeprowadzeniu eksperymentu symulowanych warunkéw deficytu
wody, (3) udziat w ekstrakcji lipidow we wszystkich punktach czasowych prowadzonego eksperymentu,
(4) udzial w wykonaniu analizy LC-MS oraz identyfikacj¢ lipidow, (5) udzial w analizie danych
transkryptomicznych pod katem zmian akumulacji mRNA zwigzanych z metabolizmem lipidow
btonowych, (6) integracj¢ danych transkryptomicznych i lipidomicznych, (7) analizg¢ statystyczna,
(8) udziat w interpretacji wynikoéw oraz sformutowanie wnioskéw plynacych z przeprowadzonych badan,
(9) udzial w opracowaniu wynikow badan pod katem sposobu ich prezentacji w publikacji oraz udziat

W przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu.

Publikacja powstata w wyniku realizacji projekty NCN OPUS (nr 2016/23/B/NZ9/00820), realizowanego
w latach 2017-2021, ktérego bytem wspotwykonawca.



H4. Perlikowski D.*, Skirycz A., Marczak L., Lechowicz K., Augustyniak A., Michaelis A., Kosmala
A. (2023). Metabolism of crown tissue is crucial for drought tolerance and recovery after stress
cessation in Lolium/Festuca forage grasses. Journal of Experimental Botany 74: 396-414.
DOI: 10.1093/jxb/erac398.

IF2023=5,8 / IF5-vear=6,9 / MNiSW = 140 / Cyt: 6

Moj wktad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) zaplanowanie catego uktadu eksperymentalnego
pracy, (2) postawienie hipotezy badawczej i wyznaczenie glownych celow badan, (3) udziat
w przeprowadzeniu eksperymentu symulowanych warunkéw deficytu wody, (4) wykonanie pomiaréw
wycieku elektrolitéw, zawartosci i relatywnej zawartosci wody w liSciach oraz zawarto$ci kwasu
abscysynowego w tkankach, (5) udziat w ekstrakcji lipidow i metabolitow pierwotnych, (6) udzial
w wykonaniu analizy LC-MS oraz identyfikacji lipidow, (7) integracj¢ danych metabolomicznych,
lipidomicznych i fizjologicznych oraz analizg statystyczng danych, (8) opracowanie wynikoéw badan pod
katem sposobu ich prezentacji w publikacji, (9) interpretacj¢ wynikéw oraz sformutowanie wnioskoéw
ptynacych z przeprowadzonych badan, (10) przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz

prezentowanych figur.

H5. Perlikowski D.*, Lechowicz K., Pawlowicz 1. Arasimowicz-Jelonek M., Kosmala A. (2022).
Scavenging of nitric oxide up-regulates photosynthesis under drought in Festuca arundinacea and
F. glaucescens but reduces their drought tolerance. Scientific Reports 12, 6500.
DOI: 10.1038/s41598-022-10299-5.

IF2022=4,6 / IFs.vear=4,9 / MNiSW = 140 / Cyt: 13

Moj wklad w przygotowanie publikacji obejmowal: (1) udzial w wyznaczeniu hipotezy badawczej
i gtdéwnych celow badan, (2) udzial w zaplanowaniu uktadu eksperymentalnego, (3) przeprowadzenie
eksperymentu symulowanych warunkéw deficytu wody, (4) wykonanie pomiaréw wycieku elektrolitow,
zawartosci i1 relatywnej zawartosci wody w lisciach oraz fluorescencji chlorofilu, (5) pomiary zawartosci
tlenku azotu oraz kwasu abscysynowego w tkankach, (6) wykonanie preparatow oraz analizy
mikroskopowe, (7) integracje¢ danych fizjologicznych, (8) analize statystyczna, (9) opracowanie wynikow
badan pod katem sposobu ich prezentacji w publikacji, (10) udziat w interpretacji, dyskusji wynikdéw oraz
sformutowaniu wnioskéw plynacych z przeprowadzonych badan, (11) przygotowanie pierwotnej wersji

manuskryptu i prezentowanych figur.

Publikacja powstata, w wyniku realizacji projekty NCN OPUS (nr 2016/23/B/NZ9/00820), realizowanego
w latach 2017-2021, ktérego bytem wspotwykonawca.



4.3.

H6. Perlikowski D.*, Lechowicz K., Blicharz S., Arasimowicz-Jelonek M., Czapiewska A., Pawlowicz
I., Kosmala A. (2025) Nitric oxide regulates photosynthesis and the capacity of the antioxidant
system under water deficit and rehydration in Lolium multiflorum/Festuca arundinacea
introgression forms. Frontiers In Plant Science 16: 1652482. DOI: 3389/fpls.2025.1652482.

IF2024= 4,8 / IFs-vyear = 5,7 / MNiSW =100 / Cyt: 1

Moj wkiad w przygotowanie publikacji obejmowal: (1) udziat w wyznaczeniu hipotezy badawczej
i glownych celéw badan, (2) udziat w zaplanowaniu uktadu eksperymentalnego, (3) przeprowadzenie
eksperymentu symulowanych warunkoéw deficytu wody, (4) wykonanie pomiaréw wycieku elektrolitow,
zawartosci i relatywnej zawarto$ci wody w lisciach oraz fluorescencji chlorofilu, (5) udzial w wykonaniu
pomiar6w parametrow wymiany gazowej oraz zawartosci reaktywnych form tlenu, (6) pomiary zawartosci
tlenku azotu oraz kwasu abscysynowego w tkankach, (7) udziat w wykonaniu preparatéw oraz analizach
mikroskopowych, (8) integracj¢ danych fizjologicznych, (9) analiz¢ statystyczng, (10) opracowanie
wynikow badan pod katem sposobu ich prezentacji w publikacji, (11) udzial w interpretacji, dyskusji
wynikow oraz sformutowaniu wnioskéw ptynacych z przeprowadzonych badan, (12) przygotowanie

pierwotnej wersji manuskryptu i prezentowanych figur.

Publikacja powstala, w wyniku realizacji projekty NCN OPUS (nr 2016/23/B/NZ9/00820), realizowanego
w latach 2017-2021, ktérego bytem wspotwykonawca.

Sumaryczne wskazniki bibliometryczne dla gldéwnego 0siagniecia naukowego:

) Impact Factor (IF) = 28,618 (zgodnie z rokiem opublikowania pracy)
. Punktacja MNiSW= 760 ( lista Ministra zgodna z rokiem opublikowania pracy)
. Liczba cytowan wg bazy Web of Science = 78
. Liczba cytowan bez autocytowan wg bazy Web of Science = 62
(stan na dzien 10.03.2026 r.)



4.4.  Omowienie celu naukowego ww. prac i uzyskanych wynikéow.
4.4.1. Wprowadzenie.

Rosliny rosngce na obszarach klimatu umiarkowanego narazone sg na dzialanie cze¢sto pojawiajacych sie
epizodow deficytu wody. Susza jest jednym z gltéwnych czynnikéw $rodowiskowych odpowiedzialnych za
ograniczenie plonu ro§lin (Bray i in.,, 2000). W odpowiedzi na susz¢ niektore gatunki roslin s3 w stanie
modyfikowac swoja morfologi¢ i metabolizm, aby przetrwaé okresy deficytu wody i powrdci¢ do optymalnego
funkcjonowania po jego zakonczeniu (Dos Reis i in., 2012). Posrdd reakeji roslin na deficyt wody, zwigzanych
z mozliwoscig przetrwania tych niekorzystnych warunkow srodowiskowych, mozna zdefiniowac¢ kilka réznych
strategii: 1) ucieczke przed susza, ktora opiera si¢ na synchronizacji cyklu zycia roslin z susza sezonowg oraz na
zakonficzeniu wzrostu wegetatywnego rosliny przed wystapieniem warunkow stresowych, 2) unikanie suszy,
odpowiedzialne za reorganizacj¢ morfologii roslin, jak réwniez metabolizmu komérkowego (np. rozwoj glebszych
uktadow korzeniowych, zamknigcie aparatow szparkowych i zwijanie lisci), w celu uniknig¢cia/zmniejszenia
deficytu wody w organach i tkankach roéliny, szczegdlnie w trakcie dtugotrwatych warunkéw stresowych,
3) tolerancj¢ suszy, zwiazang z indukcja przebudowy metabolizmu komoérkowego, w celu zniwelowania
uszkodzen wewnatrzkomérkowych, spowodowanych deficytem wody w tkankach, zwykle w krotkoterminowych,
ale intensywnych okresach suszy oraz 4) odrost po suszy i regeneracje, ktore okreslaja zdolnos$¢ rosliny do
szybkiego tworzenia nowych organéw wegetatywnych oraz regeneracji ich uszkodzen i przywrocenia

metabolizmu po zakonczeniu okresu deficytu wodnego (McCue i Hanson, 1990).

Szybka reakcja na warunki stresowe jest uwarunkowana wiasciwa sygnalizacja zmian warunkoéw
srodowiska, ktora znajduje si¢ pod $cista kontrolag hormonalng (Farooq 1 in., 2009). Sposrod wszystkich znanych
fitohormondéw, kwas abscysynowy (ABA) wydaje si¢ by¢ najwazniejszym zwigzkiem sygnalowym
produkowanym w odpowiedzi na abiotyczne czynniki stresowe, a zwlaszcza na deficyt wodny. Jego glowne
miejsca aktywnosci to pedy i liscie. W tych narzadach aktywuje on kaskade reakcji, regulujac wymiang gazowa,
w tym transpiracj¢ i asymilacje dwutlenku wegla (Kang i Zhang, 2004). Gléwnym miejscem syntezy ABA
sa korzenie, ktore sa pierwszym organem narazonym na dziatanie deficytu wody oraz pierwsza linig reakcji na ten
czynnik stresowy (Schachtman i Goodger, 2008). W warunkach niedoboru wody ABA odgrywa istotng role
w percepcji zmian srodowiskowych oraz transferze sygnalow stresowych od korzeni do nadziemnych czesci roslin,
aby przygotowacé rosliny do warunkow deficytu wody. Mechanizm jego dzialania jest powigzany z akumulacja
nadtlenku wodoru (H20,), ktdry jest niezbedny do aktywacji kanalow Ca?* (Pei i in., 2000). Z drugiej strony, H20;
poza funkcjg sygnalowa jest rowniez klasyfikowany jako reaktywna forma tlenu (RFT), ktora w wigkszych
ilosciach staje si¢ wysoce toksyczna dla komérek roslinnych, prowadzac do peroksydacji lipidow i1 uszkodzenia
bton (Huang i in., 2019). Ostatnie badania wykazaly, ze dziatanie ABA moze by¢ regulowane na wielu poziomach
poprzez inne zwiazki komorkowe. Jednym z takich zwigzkow jest tlenek azotu (NO), ktory uwaza si¢ za czynnik
modulujacy reakcje roslin na warunki stresowe (Leon i in., 2014). NO to mala czasteczka gazowa obecna
w komorkach roslinnych rowniez w optymalnych warunkach srodowiskowych. Male rozmiary i niska polarnos¢
pozwalaja na tatwe przenikanie NO przez blony (Casaretto i in., 2021). W tkankach roélin, czasteczka ta moze
odgrywac podwojng funkcje, jako jedna z reaktywnych form azotu (RFA) (Corpas i in., 2008) oraz jako czasteczka
sygnatowa (Casaretto i in., 2021). Ponadto, NO moze réwniez wchodzi¢ w interakcje z czasteczkami RFT jak na

przyktad H20,. Obie te czasteczki natomiast sa zaangazowane w regulacj¢ zawartosci osmolitow, aktywnosci



uktadu antyoksydacyjnego, ruchu aparatéw szparkowych i fotosyntezy (Wang i in., 2021). NO dziata jako wtorny
przekaznik dla wigkszos$ci hormonéw roslinnych, takich jak cytokininy, auksyny, etylen, kwas jasmonowy i ABA,

modulujac fizjologie roslin w reakcji na stres (Freschi, 2013).

W odpowiedzi na susz¢ zazwyczaj obserwuje si¢ szeroki zakres reorganizacji biochemicznych
w $§rodowisku komoérkowym i indukcje syntezy wielu zwiazkow metabolicznych. Zmiany te obejmuja takze
akumulacj¢ czynnikdw odpowiedzialnych za zmiatanie RFT (Chandler i Robertson, 1994). Homeostaza RFT
utrzymywana jest poprzez prawidtowe funkcjonowanie m.in. enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego, ktory
stymulowany jest w warunkach suszy (Wang i in., 2014). System ten wymaga skoordynowanej aktywnosci wielu
biatek, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), ktora neutralizuje 02, reduktaza glutationowa (GR),
peroksydaza askorbinianowa (APX) czy katalaza (CAT), ktore sg zaangazowane sg w zmiatanie nadtlenku
wodoru. Wiele dowodéow wskazuje na wspomagajacy wplyw egzogennego NO na enzymy ukladu
antyoksydacyjnego, takie jak SOD, CAT i peroksydazy (POX) w warunkach stresu osmotycznego (Xing i in.,
2004).

W warunkach krotkotrwatej suszy, zdolno$¢é roslin do tolerowania warunkéw stresowych odgrywa
najwazniejsza rolg, poniewaz pozwala na utrzymanie fotosyntezy i kontynuacj¢ metabolizmu komorkowego. Aby
osiggna¢ ten cel, ro§lina musi utrzyma¢ homeostaze komérkowa podczas braku wystarczajacego zaopatrzenia
w wode. Mozna to osiggnac¢ poprzez przebudowe biochemii komoérki, w tym poprzez reorganizacje lipidow
btonowych w celu zmniejszenia uszkodzen bton komoérkowych i utrzymania ich funkcji (Yu i Li, 2014).
Potwierdzono, ze tolerancja suszy jest $cile zwigzana ze stabilnoscia i integralnoscia blony komoérkowej. (Yu
i Li, 2014). Odwodnienie, ale takze ponowne nawadnianie, wptywaja na turgor komérkowy, rozciagajac btong
i powodujac jej mechaniczne uszkodzenia (Wolfe i Bryant, 1999). Biologiczne btony sg istotnymi strukturami
budujacymi komoérke i jej poszczegodlne kompartmenty. Membrany te utrzymujg procesy biologiczne we
wszystkich zywych organizmach, w tym w roslinach, a takze sa wazng barierg komorkows, na ktorg wptywaja
bodzce $rodowiskowe, wlacznie z czynnikami stresowymi, takimi jak susza (Heidarv i Maali-Amiri, 2010).
Poziom wycieku elektrolitow (EL) w komorkach to istotny parametr fizjologiczny obrazujacy poziom
integralnosci bton biologicznych i jest czgsto wykorzystywany w badaniach do oceny poziomu tolerancji stresow,
w tym suszy, u ro§lin. Lipidy sa gtéwnymi strukturalnymi sktadnikami uktadéw blon komoérkowych, ktore
w ro§linach mozna podzieli¢ na fosfoglicerolipidy i galaktoglicerolipidy (Gasulla i in., 2013). Btona komérkowa,
reticulum endoplazmatyczne (ER) i otoczka jadrowa, sktadaja si¢ glownie z fosfoglicerolipidow, takich jak
fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloetanoloamina (PE), fosfatydyloinozytol (PI) lub fostatydyloseryna (PS)
(Welti i in., 2002; Li i Vance, 2008). Chloroplasty natomiast posiadajg zlozong wewnetrzng sie¢ tylakoidow
zwiazanych z reakcjami fotosyntetycznymi (Kern i in., 2009) i charakteryzuja si¢ unikalng kompozycja lipidowa,
w ktorej dwa galaktoglicerolipidy, monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG) i digalaktozylodiacyloglicerol
(DGDG) wystepuja najliczniej. MGDG 1 DGDG stanowia odpowiednio okoto 50 i 25% catkowitej zawartoSci
lipidow tylakoidowych. Pozostate wazne klasy lipidow w tylakoidach to sulfochinowosylodiacyloglicerol (SQDG)
i fosfatydyloglicerol (PG) (Dorne i in., 1990). MGDG oraz PE przyjmuja ksztalt stozkowy, co determinuje
powstawanie struktury blonowej nielamellarnej, heksagonalnej fazy I w §rodowisku wodnym, dzigki temu lipidy
te zwiekszajg pltynnos¢ btony. Natomiast lipidy klasy DGDG, SQDG, PG, PS i PC preferencyjnie tworzg strukture
dwuwarstwy lipidowej ze wzgledu na ich cylindryczny ksztalt, a co za tym idzie biora one udziat w stabilizowaniu

blony oraz zmniejszaja jej ptynno$¢ (Jouhnet, 2013). Ponadto, w komoérkach obficie obecne s3 takze



niestrukturalne lipidy, takie jak diacyloglicerol (DAG) i triacyloglicerol (TAG), a takze wolne kwasy tluszczowe
(FFAs), pelnigce wazne funkcje w metabolizmie lipidowym. Zwiazki te sa gldwnie substratami do biosyntezy
lipidéw strukturalnych, ale moga rowniez odgrywacé inne role. Na przyktad, TAG moze by¢ rowniez materiatem
magazynujacym energi¢ (Fan iin., 2017; Xu i in., 2020). W warunkach niedoboru wody dochodzi do destabilizacji
bton komoérkowych, co prowadzi do zaktocenia ciaglosci blony, a takze do utleniania chemicznego nienasyconych
kwasow thuszczowych wywotanego nagromadzeniem RFT, co w rezultacie moze prowadzi¢ chociazby do
gromadzenia si¢ bardzo toksycznego dla srodowiska komérkowego dialdehydu malonowego (MDA). Ponadto,
niedobor wody zakloca drogg transportu elektrondéw w zaleznych od $wiatta reakcjach fotosyntetycznych.
Zjawisko to wptywa takze na generowanie RFT, ktore utleniajg bialka, kwasy nukleinowe oraz FFAs i inne
pochodne lipidowe, bezposrednio wplywajac na stabilno$¢ blon (Gasulla i in., 2013; Xu i in., 2020). Tak wigc
przebudowa lipidomu komodrkowego w niekorzystnych warunkach s$rodowiskowych jest niezbednym

mechanizmem potrzebnym do zmniejszenia poziomu uszkodzenia bton i zwigkszenia tolerancji roslin na susze

(Pereyra i in., 2006).

Innym charakterystycznym zjawiskiem dla suszy jest synteza réznego rodzaju metabolitow pierwotnych,
takich jak: specyficzne cukry, alkohole lub aminokwasy, ktore moga zwigkszy¢ potencjal osmotyczny komorek,
chronigc $rodowisko komoérkowe przed odwodnieniem i utrzymujac aktywnos$¢ enzymoé6w (Yancey, 2005).
Rozpuszczalne weglowodany, takie jak trehaloza lub fruktany, oraz aminokwasy, takie jak prolina, moga z kolei
dziata¢ jako wazne osmoregulatory i osmoprotektanty (Kido i in., 2013). Weglowodany, ktore sa gldéwnymi
produktami fotosyntezy, sa umieszczone w centralnej pozycji w metabolizmie komoérek roslinnych, biorac udziat
w wigkszosci szlakow metabolicznych. Jednakze zwigzki te, oprocz ich gtownej roli jako substratow do wzrostu
i podziatu komorek i materialu magazynujacego energi¢, moga by¢ rdwniez waznymi zwigzkami zwigzanymi
z sygnalizacja i reakcja na stres (Fang i Xiong, 2015). Weglowodany charakteryzuja si¢ neutralnym charakterem,
wysoka rozpuszczalno$cig i matymi rozmiarami, co pozwala im na utrzymanie potencjatu wody w srodowisku
komoérkowym i fatwa interakcje z innymi zwigzkami komorek, takimi jak chociazby biatka. (Xoconostle Cazares,
iin., 2010). Aminokwasy natomiast biorg udziat w detoksykacji RFT, regulacji osmotycznej (Krasensky i Jonak,
2012; Barchet i in., 2014), a takze w metabolizmie szerokiego spektrum innych metabolitow, ktore odgrywaja
istotng role w reakcjach na stres. (Hildebrandt i in., 2015). Prolina jest jednym z najwazniejszych wskaznikow
reakcji na suszg¢ i tolerancji suszy ze wzgledu na swoje kluczowe funkcje jako czgsteczka o charakterze
osmoprotekcyjnym (Bandurska i Jozwiak, 2010). Regulacja osmotyczna jest uwazana za jeden z najwazniejszych
mechanizmoéw tolerancji deficytu wodnego, a takze moze odgrywac kluczowa role w zdolnosci rosliny do

regeneracji po zakonczeniu stresu (Morgan, 1984).

Jednakze, podczas dlugotrwatego deficytu wodnego, opisane wyzej modyfikacje metabolizmu nie sa
wystarczajagce do utrzymania funkcji zyciowych roslin. W zwiazku z tym, aby przygotowaé rosling do tych
niekorzystnych warunkoéw Srodowiskowych potrzebne sa inne mechanizmy, w tym modyfikacje morfologii
i metabolizmu systemu korzeniowego (Farooq i in., 2009). Rosliny rosnagce w komfortowych warunkach polowych
zwykle nie sg ograniczone przez powierzchni¢ gleby, aby wyprodukowac rozlegly system korzeniowy, w celu
zaopatrzenia organdéw zielonych w wystarczajaca ilos¢ wody potrzebng do zachowania prawidlowych funkcji
metabolicznych. Jednak w okresie dlugotrwatego deficytu wodnego, zmniejszajacy si¢ potencjal wodny w glebie
oddziatuje w pierwszej kolejnosci na system korzeniowy, ktory u roslin charakteryzujacych si¢ zdolnoscia do

unikania suszy, moze by¢ stymulowany przez hormonalne i nichormonalne czynniki sygnatowe do wzrostu



wydtuzeniowego korzeni, w celu poszukiwania zréodta wody w glebszych warstwach gleby, co jest
najwazniejszym atrybutem strategii unikania suszy (Verslues i in., 2006). Symulowane warunki polowe wydaja
si¢ by¢ idealne do analizy potencjatu rosliny do unikania suszy. Jednakze dos¢ trudno jest przeanalizowad
parametry zwigzane z rozwojem korzeni w warunkach polowych. Tak wigc eksperymenty polowe sg zwykle
wykorzystywane do wstepnej selekcji roslin w odniesieniu do ich zdolnosci do unikania suszy, a systemy
korzeniowe wybranych rosliny moga by¢ analizowane przy uzyciu innych strategii eksperymentalnych, na
przyktad, systemu ryzotronowego w postaci tub wypelionych medium i umieszczonych w fitotronie lub szklarni.
Mimo to, bardzo cz¢sto nawet rozwoj glgbokiego i rozleglego systemu korzeniowego nie jest wystarczajacy, aby
zaopatrzy¢ rosling w wode podczas dlugotrwalego deficytu wodnego, w zwiazku z tym wiele gatunkéw roslin
rozwingto zdolnosci do efektywnej regeneracji uszkodzonych tkanek lub tworzenia nowych organdow
wegetatywnych z tkanek przetrwalnikowych po zakonczeniu stresu. Regeneracja metabolizmu roslin po
zakonczeniu warunkow stresowych odnosi si¢ glownie do zdolnosci rosliny do przywrécenia mozliwos$ci wzrostu

i produkcji §wiezej biomasy (Luo, 2010).

Jedng z najwazniejszych adaptacji roslin, szczegdlnie w odniesieniu do strategii odrostu, ale takze tolerancji
suszy i unikania, jest rozwdj wezta krzewienia (Chakrabarti i in., 2022). Wezet krzewienia jest waznym organem
podziemnym wystepujacym u wszystkich roslin jednolisciennych. Wezel krzewienia moze spetnia¢ wiele funkcji.
Umozliwia on ros$linom rozmnazanie si¢ wegetatywnie i moze rowniez odgrywaé kluczowa role
w procesie odrostu po zakonczeniu warunkow stresowych, w tym mrozu i suszy. W takich warunkach, liscie roslin,
lodygi i korzenie s czgsciowo lub nawet catkowicie uszkodzone (Rybka, 1994). Ten organ jest tkanka taczaca
pedy i korzenie, oraz merystemem pierwotnym, poniewaz moze indukowaé powstawanie nowych korzeni i pgdow,
(Chapman, 1998). Tak wigc zywotno$¢ wielu gatunkow jednolisciennych roslin, zwlaszcza tych, ktore zyja
w ekstremalnych warunkach srodowiska lub podlegaja sezonowym stresom, zalezy od zywotnosci weztow
krzewienia, ktore umozliwiaja regeneracj¢ rosliny po zakonczeniu stresu (Tanino i McKersie, 1985). W zwigzku
z tym, wezet krzewienia musi przetrwaé w niekorzystnych warunkach przez stosunkowo dhugi okres. Zjawisko to
wymaga licznych zmian fizjologicznych i biochemicznych w strukturze tego organu (Pomortsev i in., 2018).
Ponadto, potozenie wegzlow sprawia, ze jest to skrzyzowanie w komunikacji mi¢dzy nadziemnych i podziemnych
organami roSlin, istotne dla transportu kluczowych zwigzkéw metabolicznych. Wezet krzewienia jest rowniez
doskonalym miejscem do magazynowania kluczowych sktadnikow odzywczych, ktére moga by¢ potrzebne do

odrostu czegsci wegetatywnych roslin po ustgpieniu warunkow stresowych (Pomortsev i in., 2018).

Gatunki traw z rodzajow Lolium (zycica) i Festuca (kostrzewa) sg najwazniejszymi uprawnymi gatunkami
traw pastewnych w strefie klimatu umiarkowanego. Gatunki te charakteryzuja si¢ licznymi komplementarnymi
cechami agronomicznymi (Thomas i Humphreys, 1991). Dla przyktadu, L. multiflorum Lam. (Zycica
wielokwiatowa), jeden z najistotniejszych uzytkowych gatunkéw wsréd traw pastewnych uprawianych
w Europie, charakteryzuje si¢ wysoka jakoscig paszowa i produktywnos$cia w optymalnych warunkach uprawy
i jednoczesnie niska odpornoscia na stresy srodowiskowe, takie jak deficyt wody, niska temperatura czy zasolenie
gleby (Humphreys i Thomas, 1993). Z drugiej strony, alloheksaploidalny gatunek F. arundinacea Schreb.
(kostrzewa trzcinowa) i jej tetraploidalna odmiana botaniczna F. arundinacea var. glaucescens Boiss. (dalej
nazywana F. glaucescens) to dwie blisko spokrewnione trawy pastewne charakteryzujace si¢ zdolnoscig do
unikania warunkéw niedoboru wody (Humphreys i in., 1995). F. arundinacea posiada ogromny potencjat do

rozwoju glebokiego i rozleglego systemu korzeniowego. Ten gatunek charakteryzuje si¢ takze wysokim



poziomem tolerancji deficytu wody, poprzez przeprogramowanie swojego metabolizmu komérkowego zaréwno
na poziomie lisci, jak i korzeni (Thomas i Humphreys, 1991). Z kolei F. glaucescens zostata wcze$niej opisana
jako gatunek charakteryzujacy si¢ gldéwnie spowolnieniem metabolizmu i ograniczeniem wzrostu zwigzanym
z ,uspieniem” w warunkach suszy, a nastepnie zdolnoscig do odrostu po ustaniu warunkéw stresu (Humphreys
i in., 1997; Humphreys i in., 2005). Jednakze F. arundinacea i F. glaucescens nie dorownuja L. multiflorum pod
wzgledem jakosci paszy (Humphreys i Thomas, 1993; Kosmala i in., 2012). Interesujace jest to, ze tetraploidalne
odmiany L. multiflorum (2n = 4x = 28) i heksaploidalne odmiany F. arundinacea (2n= 6x = 42) mogg si¢ ze sobg
krzyzowaé, tworzac czg¢$ciowo ptodne pentaploidalne mieszance F1 (2n = 5x = 35). Zjawisko to daje mozliwos¢
przeniesienia roznych cech odpornoéci na suszg¢ z F. arundinacea do L. multiflorum na drodze introgresji, poprzez
krzyzowanie wsteczne pentaploidalnego mieszanca do diploidalnych lub tetraploidalnych odmian L. multiflorum
(Perlikowski i in., 2014; 2016a; 2016b). Zarowno F. arundinacea, F. glaucescens, jak i introgresywne formy
L. multiflorum z genami F. arundinacea stanowig unikalny i warto$ciowy material badawczy, ktory moze zostaé
wykorzystany do zrozumienia molekularnych podstaw unikania i tolerancji niedoboru wody u traw pastewnych.

4.4.2. Omowienie wynikéw badan.

H1  Perlikowski D.*, Augustyniak A., Masajada K., Skirycz A., Soja A. M., Michaelis A., Wolter G., Kosmala
A. (2019). Structural and metabolic alterations in root systems under limited water conditions in forage

grasses of Lolium-Festuca complex. Plant Science 283: 211-223.

H2  Perlikowski D.*, Augustyniak A., Skirycz A., Pawlowicz 1., Masajada K., Michaelis A., Kosmala A.
(2020). Efficient root metabolism improves drought resistance of Festuca arundinacea. Plant and Cell
Physiology 61: 492-504.

W pierwszym etapie badan analizowano reakcje¢ traw pastewnych na deficyt wody, zwigzang ze strategia
unikania suszy. Gléwnym celem tych prac bylo rozpoznanie wybranych elementéw reakcji komorkowej korzeni

na dlugotrwaty niedob6r wody w warunkach symulowanych.

Do badan wybrano dwie grupy roslin. Pierwsza grupa obejmowata dwa genotypy F. arundinacea
0 odmiennym poziomie tolerancji deficytu wody, genotyp Fa-HDT (high drought tolerant) o wysokim poziomie
tolerancji suszy oraz genotyp Fa-LDT (low drought tolerant) o niskim poziomie tolerancji suszy (H2). Rosliny te
zostaty wyselekcjonowane we wezesniejszych badaniach (Kosmala i in., 2012). Druga grupa ro$lin obejmowata
dwie formy introgresywne L. multiflorum/F. arundinacea o odmiennym poziomie tolerancji deficytu wody,
genotyp INT-HDT o wysokim poziomie tolerancji suszy oraz genotyp INT-LDT o niskim poziomie tolerancji
suszy (H1), ktore zostaly wyselekcjonowane we wcezesniejszych badaniach prowadzonych w symulowanych

warunkach polowych (Perlikowski i in., 2014).

Przyjeto nastgpujace hipotezy badawcze: (i) rdznica w reakcji na warunki niedoboru wody i w poziomie
tolerancji tego stresu obserwowana pomigdzy dwiema formami introgresywnymi w warunkach polowych byta
zwigzana z roznicami w budowie morfologicznej i wydajno$ci metabolicznej korzeni w warunkach

progresywnego deficytu wody (H1) oraz (ii) r6znica w reakcji na warunki niedoboru wody i w poziomie tolerancji



tego stresu obserwowana pomi¢dzy dwoma genotypami F. arundinacea w trakcie ich uprawy w doniczkach byta

zwigzana z roznicami w wydajno$ci metabolicznej korzeni w warunkach narastajacego deficytu wody (HZ2).

Aby zweryfikowaé te hipotezy przeprowadzono eksperymenty przy wykorzystaniu wyselekcjonowanych
ro§lin, uzywajac ,,systemu wazonowego”, w celu oceny ich zdolnosci do unikania suszy w symulowanych
warunkach dlugotrwatego deficytu wody, odzwierciedlajacych warunki polowe. W trakcie eksperymentu,
analizowano zaréwno architekture systemu korzeniowego, jak i poziom akumulacji metabolitow pierwotnych,
lipidow i hormonow roslinnych w korzeniach wyselekcjonowanych roslin. W przypadku genotypow
F. arundinacea przeanalizowano takze zmiany na poziomie proteomu, wykorzystujac do tego celu technike
elektroforezy dwukierunkowej i spektrometrii mas. Zalozono, ze rdéznice w badanych parametrach
morfologicznych, fizjologicznych i molekularnych beda odzwierciedla¢ réznice w poziomie tolerancji deficytu
wody, obserwowane u wybranych form introgresywnych i genotypow F. arundinacea. Dla szczegdétowej oceny
morfologii i metabolizmu korzeni w warunkach niedoboru wody system wazonowy okazal si¢ najbardziej
odpowiedni, poniewaz umozliwial on prawie nieograniczony wzrost wydtuzeniowy korzeni i jednoczes$nie
fatwiejsze wydobycie nienaruszonych korzeni do dalszych analiz morfologicznych, fizjologicznych
i molekularnych. Formy introgresywne oraz genotypy F. arundinacea, zostaty poddane 64 dniowemu okresowi

narastajacego deficytu wodnego, a nastepnie 14 dniowemu okresowi ponownego nawodnienia.

W indukowanych warunkach deficytu wody u obu form introgresywnych parametry fizjologiczne liSci oraz
morfologia pedéw i korzeni zostaty zaburzone przez warunki deficytu wody, jednak jednoczesnie zaobserwowano
roznice pomigdzy dwiema badanymi formami, INT-HDT i INT-LDT. Najwazniejsze roznice zwigzane byly
z morfologicznymi cechami systemu korzeniowego. Forma INT-HDT, poczawszy od 21 dnia niedoboru wody,
charakteryzowata si¢ znacznie intensywniejszym rozwojem systemu korzeniowego, w tym wickszg liczba, suchg
masg i $rednig dtugoscia korzeni w poréwnaniu z forma INT-LDT. Ponadto, maksymalna dtlugos$¢ korzeni u tej
formy osiggneta prawie maksymalng mozliwg wydajno$¢ uzytego systemu wazonowego po 64 dniach niedoboru
wody, znacznie przekraczajac wartosci obserwowane w warunkach kontrolnych. Forma ta charakteryzowata si¢
réwniez zdolnos$cig do rozwijania krotkich bocznych korzeni przybyszowych na koncach korzeni gtéwnych, ktore
moglyby poprawi¢ wchlanianie wody; ich obecno$¢ stwierdzono tylko u formy INT-HDT. Te parametry miaty
znaczacy wplyw na stosunki wagi i powierzchni korzeni do pedow, ktore znaczaco wzrosty po 64 dniach niedoboru
u tej formy (H1). Sugeruje si¢, ze najwazniejsze cechy zwigzane z poprawag plonowania w warunkach
ograniczonego dostepu do wody sg zwiazane z szybkos$cia wydtuzania korzeni, produkcjg korzeni bocznych i ze
zmianami w stosunku korzeni do pedéw (Nardini i in., 2002; Lilley i Kirkegaard, 2011). W przypadku genotypu
INT-HDT intensywny wzrost wydtuzeniowy korzeni oraz inne zmiany morfologiczne korzeni byly bez watpienia
indukowane deficytem wody. W przypadku F. arundinacea wykazano, ze oba genotypy F. arundinacea rozwingty
dlugie systemy korzeniowe po 64 dniach deficytu wodnego, przekraczajace mozliwosci uzytego systemu
wazonowego, oraz w podobnym stopniu ograniczyty transpiracj¢ i zahamowaty wzrost pgdow. Zaobserwowano
jedynie istotnie szybszy wzrost dtugosci korzeni u genotypu Fa-HDT juz po 21 dniach niedoboru wody.
Zaobserwowano, ze genotyp Fa-LDT wykazywal wiekszg $rednig dlugo$¢ korzeni po 64 dniach niedoboru wody,
jednak efekt ten prawdopodobnie byl zwigzany z ograniczong produkcja nowych korzeni, widoczng u tego

genotypu (H2).



RoOznice w parametrach korzeni obserwowane pomiedzy analizowanymi formami introgresywnymi
znaczaco wptynely na funkcjonowanie nadziemnych cze$ci ro$lin i mialy odzwierciedlenie w roznicach
parametréw fizjologicznych i morfologicznych, opisujacych wydajno§¢ metabolizmu pedéw. Przeprowadzone
analizy fizjologiczne liSci wskazaly na istotne r6znice w parametrze wycieku elektrolitow po 64 dniach deficytu
wodnego i 14 dniach ponownego nawodnienia wskazujac, ze forma INT-HDT charakteryzowata si¢ mniejszym
uszkodzeniem btony komoérkowej lisci w warunkach suszy. Obie badane formy zahamowaty rozwoj pedow
w warunkach niedoboru wody, warunki stresowe miaty jednak duzo mniejszy wplyw na genotyp INT-HDT, ktory
charakteryzowat si¢ wigksza liczba lisci i pgdow oraz wyzszym parametrem suchej masy pedow, w poréwnaniu
do genotypu INT-LDT, szczegdlnie po 64 dniach trwania eksperymentu. W przypadku formy introgresywnej INT-
LDT, redukcja wzrostu byla zwigzana gtownie ze zjawiskiem wysychania pedoéw i lisci, co prowadzito do ich
$mierci; zaobserwowano zmniejszajaca si¢ liczbe zywych pedow wraz z narastaniem warunkéw stresowych. Co
ciekawe, u obu form zaobserwowano wzrost stosunku wagi do powierzchni pgdéw w warunkach postepujacego
niedoboru wody. Zjawisko to moglo by¢ zwigzane ze wzrostem akumulacji metabolitow pierwotnych, w tym
zZwiazkow osmotycznie czynnych, ktory byt obserwowany w liSciach tych roslin w krotkotrwatych warunkach
niedoboru wody (Perlikowski i in., 2016a). Gromadzenie si¢ tych zwiagzkéw moze zmniejszy¢ potencjat wody lisci
(Serraj i Sinclair, 2002) i by¢ odpowiedzialne za obserwowany wzrost relatywnej zawartosci wody (RWC)
w liSciach analizowanych form introgresywnych (HZ1). Natomiast wyniki uzyskane dla genotypow F. arundinacea
wyraznie pokazaly, ze zastosowane warunki eksperymentalne istotnie wptynely na obydwa analizowane genotypy,
co objawiato si¢ zahamowaniem wzrostu pedow, redukcja transpiracji i wydajnosci fotosyntezy, ktorej
towarzyszyta zmniejszona przewodno$é szparkowa. Istotng redukcje RWC zaobserwowano wylacznie dla
genotypu Fa-LDT po 21 oraz 64 dniach deficytu wody, jednak po ponownym nawodnieniu warto$¢ tego parametru
powrdécita do poziomu obserwowanego w warunkach kontrolnych. Po 64 dniach stresu wodnego wskaznik
wycieku elektrolitow (EL) wzrdst jedynie nieznacznie u genotypu Fa-HDT, natomiast wyraznie w przypadku
genotypu Fa-LDT. Po nawodnieniu zmiany te ustapily, jednak do wartosci kontrolnych powrocit wylacznie
genotyp Fa-HDT. W poréwnaniu z warunkami nawadniania stwierdzono takze, ze po 7 i 21 dniach niedoboru
wody genotyp Fa-LDT charakteryzowat si¢ silniejszym zahamowaniem wzrostu pedéw. Dodatkowa modyfikacja
morfologiczng w warunkach postepujacego stresu wodnego bylo zwijanie lisci, szczegdlnie wyrazne dla genotypu
Fa-LDT po 64 dniach niedoboru wody. Wskazuje to, ze genotyp Fa-LDT byt bardziej wrazliwy na warunki suszy,
co przejawiato si¢ wigkszymi zaburzeniami RWC oraz uszkodzeniami bton komérkowych. Z drugiej strony,
genotyp ten wykazywal zdolnos¢ do regeneracji metabolizmu po zakonczeniu stresu. Regeneracja ta nie byta
kompletna, poniewaz parametry fotosyntezy u obu genotypéw po nawodnieniu nie ulegly istotnej zmianie.
Zjawisko to moze by¢ czgsciowo spowodowane nadal zamknietymi aparatami szparkowymi, a czgsciowo rowniez
uszkodzeniami fotosysteméw lub nizsza aktywno$cia enzymow cyklu Calvina (Perlikowski i in., 2014;
Perlikowski 1 in., 2016a). Jednak parametry morfologiczne korzeni w warunkach stresowych nie roznity si¢
znaczaco od tych obserwowanych rownolegle w warunkach kontrolnych dla genotypu Fa-HDT w 64 dniu deficytu
wody, wskazujac, ze rozwdj korzenia u F. arundinacea moze by¢ raczej cechg konstytutywng i stres wody moze

miec istotny wptyw na morfologi¢ korzeni tylko na wczesnym etapie suszy u tego gatunku (H2).

Metabolizm komoérkowy korzeni zmienit si¢ podczas eksperymentu i zaobserwowano wyrazne roznice
migdzy analizowanymi formami introgresywnymi. Aby zwigkszy¢ wchtanianie wody, rozpuszczalne w wodzie

zwiazki sg zwykle relokowane do rosngcych korzeni, ktorych rozwdj jest kluczowy dla strategii unikania suszy



(Kavar i in., 2008). Znaczgco wyzsze nagromadzenie sacharozy i glukozy zaobserwowano u formy INT-HDT
w 64 dniu niedoboru wody, a zjawisko to mogto by¢ zwigzane z przemieszczeniem zasobow energetycznych do
korzeni, co mogto mie¢ istotny wplyw na zdolno$¢ tej formy do rozwoju rozbudowanego systemu korzeniowego.
Ponadto, zjawisko akumulacji cukréw wraz z wyzszym poziomem proliny w korzeniach u formy INT-HDT w 64
dniu niedoboru wody mogto roéwniez wptywac na obnizenie potencjatu osmotycznego korzeni, zwigkszajac tym
samym zdolno$¢ korzeni do asymilacji wody (H1). Z kolei genotypy F. arundinacea charakteryzowaty sig
podobna strategia akumulacji metabolitow pierwotnych w korzeniach w warunkach niedoboru wody. Ponadto,
w przypadku genotypu Fa-HDT mozna bylo zaobserwowaé znacznie wicksza repozycje do korzeni
weglowodanéw takich jak altroza, fruktoza, glukoza lub maltoza, szczego6lnie w 21 dniu deficytu wody, co
korelowalo z rozwojem dtuzszych korzeni u tego genotypu. W warunkach niedoboru wody u obu analizowanych
genotypow odnotowano obnizenie poziomu akumulacji wigkszosci aminokwasow. Wyjatek stanowity prolina,
ornityna oraz histydyna, ktorych zawartos¢ ulegta zwigkszeniu. Ponadto po 64 dniach stresu wodnego genotyp
Fa-HDT charakteryzowatl si¢ wyzszymi poziomami zawartosci wszystkich analizowanych aminokwaséw,
w porownaniu z genotypem Fa-LDT. Co wigcej, po nawodnieniu wickszo$¢ aminokwasdéw nadal wykazywalo
wyzszy poziom akumulacji w przypadku genotypu Fa-HDT (H2). Gromadzenie osmotycznie aktywnych
zwigzkow, takich jak rozpuszczalne cukry, alkohole cukrowe, aminokwasy, kwasy organiczne w korzeniach moze
zmniejszy¢ potencjal osmotyczny komoérek, a tym samym zwickszy¢ zdolnos¢ do wchianiania wody przez
korzenie podczas obnizonego potencjatu wody w glebie. Pozwala takze utrzymac turgor komérkowy, aby uniknac
efektow odwodnienia (Serraj i Sinclair, 2002; Farooq i in., 2009). Wiele zwiazkow, takich jak trehaloza,
oligosacharydy czy prolina, odgrywa rowniez istotng rol¢ w stabilizacji bton biologicznych (Hoekstra i in., 2001).
Osmolity gromadzone w Korzeniach sprzyjaty glgbszej penetracji gleby przez korzenie i bardziej efektywnej
ekstrakcji wody w przypadku genotypu INT-HDT. Potwierdzaja to rowniez nasze wczes$niejsze wyniki
(Perlikowski i in., 2016a), wykazujace wyzszy poziom akumulacji osmolitow w liSciach genotypu INT-HDT

w warunkach intensywnego, krotkotrwatego niedoboru wody.

W trakcie analizy lipidomu komoérek korzeni zidentyfikowano siedem klas lipidow. Fosfoglicerolipidy
btonowe bylty reprezentowane przez PC, PE, PI, PG oraz PS. Wsrdd lipidow metabolicznych zidentyfikowano
DAG i TAG. Lepsza wydajno$¢ metaboliczna korzeni w warunkach deficytu wody u formy INT-HDT mogta by¢
réwniez zwigzana ze stosunkowo szybka przebudowa bton komoérkowych komorek korzeni, co w konsekwencji
mogto mie¢ znaczacy wpltyw na ich stabilno$¢ i skutkowato lepszym funkcjonowaniem korzeni w tych warunkach.
Stabilno$¢ bton biologicznych w warunkach niedoboru wody jest uwazana za jedng z najwazniejszych cech
tolerancji suszy (Bajji i in., 2002). Waznym zjawiskiem obserwowanym w korzeniach analizowanych form
introgresywnych byto zwigkszenie wspotczynnika PC:PE, co byto obserwowane zwtaszcza w przypadku genotypu
INT-HDT, zar6wno w suszy jak i po ponownym nawodnieniu. Moze odpowiadac to za wigksza stabilnos¢ bton
korzeniowych u tego genotypu oraz lepsza wydajnoscia transportu wody korzeni w warunkach deficytu wody,
poniewaz PC promuje struktur¢ dwuwarstwowa membrany, a tym samym jej stabilno$¢, co jest wazng adaptacja
do stresu niedoboru wody (H1). Analiza poziomu akumulacji fosfoglicerolipidéw btonowych korzeni,
analizowanych genotypow F. arundinacea, wykazata, ze po 21 dniach niedoboru wody akumulacja wiekszo$ci
lipidow, zwlaszcza wysoko nienasyconych, zmniejszyta sie. Zjawisko to bylo gtownie obserwowane u genotypu
Fa-LDT i wptyngeto takze na malejacy wskaznik wigzan podwojnych (DBI). Analizowany czynnik jednoznacznie

wskazal, ze genotyp Fa-LDT reagowatl znacznie silniej na warunki stresowe po 21 i 64 dniach ich trwania. Co



ciekawe, po nawodnieniu ten genotyp zdotat przywroéci¢ réwnowage w lipidomie blonowym, w tym réwniez DBI
(H2). Jednak w przypadku genotypow F. arundinacea reorganizacja lipidomu nastgpita znacznie p6zniej niz byto
to widoczne u form introgresywnych, zjawisko to moze by¢ zwigzane ze znacznie glgbszg penetracja gleby przez
korzenie F. arundinacea, co mogto op6zni¢ reakcje tych roslin na niekorzystne warunki. W przypadku obu form
introgresywnych mozna bylo zaobserwowac¢ wyrazny wzrost poziomu akumulacji TAG. W tej grupie lipidow
najwyzszy poziom akumulacji zaobserwowano dla lipidéw o niskim stopniu nasycenia (H1). Oba analizowane
genotypy F. arundinacea rowniez gromadzily duze iloci nienasyconych TAG z krétszymi tancuchami kwasow
thuszczowych w warunkach stresowych. Genotyp Fa-HDT charakteryzowat si¢ znaczaco wyzsza zawartoscig TAG
w suszy, natomiast genotyp Fa-LDT po nawodnieniu (H2). Wczesniejsze doniesienia literaturowe wskazuja na to,
ze dzialanie stresOw abiotycznych wywotuje akumulacje TAG w lisciach (Degenkolbe i in., 2012), takze
w przypadku analizowanych form introgresywnych w czasie krotkotrwalego deficytu wody (Perlikowski i in.,
2016b). Jednak zjawisko nagromadzenia TAG w korzeniach roslin w odpowiedzi na susz¢ nie zostato jeszcze

w pelni rozpoznane.

Parametry wzrostu pedow i korzeni sa pod $cista kontrolg hormonalng, akumulacja ABA znaczaco hamuje
wzrost pedow i stymuluje rozwdj korzeni w warunkach niedoboru wody (Kang i Zhang, 2004). Susza ma takze
negatywny wptyw na akumulacje innych hormondéw roslinnych zaangazowanych we wzrost i rozwdj pedow
i korzeni, w tym auksyn i cytokinin (Schachtman i Goodger, 2008). W warunkach narastajacego deficytu wody,
obie formy introgresywne, wykazaty podobny wzrost zawartosci ABA, ale forma INT-HDT charakteryzowata si¢
nieco wyzszym jego nagromadzeniem w liSciach w 64 dniu deficytu wody (H1), co mogloby wptynaé na indukcje
wzrostu wydluzeniowego korzeni u tej formy oraz przebudowg lipidow korzeniowych (Golldack i in., 2014).
Zwigkszony poziom akumulacji ABA w pedach i korzeniach genotypoéw F. arundinacea w warunkach deficytu
wody zredukowatl wzrost czes$ci nadziemnych ro$lin i mégt stymulowaé tempo wzrostu wydtuzeniowego korzeni.
Z drugiej strony, wydaje si¢, ze nie miat on istotnego wplywu na wzrost stosunku masy i liczby korzeni do pedoéw
w tej grupie roslin. Zjawisko to zostalo opisane wcze$niej w przypadku kukurydzy (Giuliani i in., 2005)
i jeczmienia (Siopongco i in., 2008). Co ciekawe, poziom ABA znaczaco spadt do wartosci kontrolnych po 64
dniach deficytu wody w liSciach i po ponownym nawadnianiu w korzeniach, ale tylko dla genotypu Fa-HDT.
Towarzyszyto temu takze przywrocenie rownowagi w stosunku auksyn do cytokinin w lisciach do wartosci
kontrolnych w przypadku tego genotypu (H2). Z drugiej strony, nie zaobserwowano jednak jednoczesnej poprawy
efektywnosci fotosyntezy, co wskazano w przypadku form introgresywnych (H1). Otrzymane w trakcie
eksperymentu wyniki akumulacji cytokinin i auksyn w liciach i korzeniach form introgresywnych wskazywaty,
ze wyzszy poziom auksyn i stabilny poziom cytokinin w liSciach genotypu INT-HDT moze by¢ odpowiedzialny
za bardziej intensywny wzrost pedow, wyzszy stopien transpiracji i wigkszy poziom akumulacji zwigzkow
osmotycznie czynnych, obserwowany wcze$niej w lisciach u tej formy (Perlikowski i in., 2016a). Ponadto,
stabilny poziom cytokinin i auksyn w korzeniach INT-HDT podczas eksperymentu moégt byé zwiazany
z wydajniejszym dziataniem systemu korzeniowego i wyzszym poziomem akumulacji zwigzkéw osmotycznie
czynnych w korzeniu u tej formy introgresywnej w warunkach suszy (H1). Analiza zawarto$ci tych hormonow
w korzeniach i liSciach u genotypéw F. arundinacea wykazata, ze wzrost stosunku auksyn do cytokinin w obu
organach tych ros$lin moze by¢ zwigzany z silnym hamowaniem wzrostu peddéw, ale jednoczes$nie réwniez
z szybszym wydtuzaniem korzeni, szczegélnie obserwowanym u genotypu Fa-HDT. Ponadto, podwyzszony

stosunek auksyn do cytokinin w korzeniach po nawodnieniu, u obu analizowanych genotypow wskazuje na to, ze



ro$liny te nadal byly stymulowane do produkcji nowych korzeni. Zostato to potwierdzone przez druga obserwacje,
a mianowicie, srednia dlugos$¢ korzeni zmniejszyta si¢ znaczaco po nawodnieniu, szczegolnie u genotypu Fa-LDT,

co wskazuje na bardziej intensywna produkcje nowych korzeni u tej rosliny (H2).

Analiza proteomu przeprowadzona dla genotypow F. arundinacea pozwolila na zidentyfikowanie kilka
istotnych biatek korzeniowych zwiazanych z odpowiedzia na stresy, takich jak liaza laktoglutationowa, znana
réwniez jako glioksalaza I (Shimakawa i in., 2018), peroksyredoksyna 5 (Islam i in., 2015), biatko rab18 (Xiong
i Zhu, 2002) oraz dwa biatka szoku cieplnego (HSP) (Wehmeyer i Vierling, 2000). Zidentyfikowane biatka
wykazywaty wysokg akumulacj¢ w warunkach stresu, szczegolnie u genotypu Fa-HDT. A zatem, wyzszy poziom
ich akumulacji mogt, przynajmniej czgsciowo, przyczynia¢ si¢ do lepszej wydajnosci funkcjonowania systemu

korzeniowego u tego genotypu w warunkach deficytu wody (H2).

Regeneracja po ustapieniu deficytu wody jest definiowana jako zdolno$¢ roslin do wznowienia proceséw
metabolicznych oraz rozwoju wegetatywnego po zakonczeniu stresu (Luo, 2010). W naszych wczesniejszych
pracach wykazano, ze forma INT-HDT charakteryzowata si¢ istotnym obnizeniem wskaznika wycieku
elektrolitow po nawodnieniu oraz wykazywata zdolno$¢ do ponownego wzrostu w warunkach polowych
(Perlikowski i in., 2014). Ponadto, wykazano ze po ponownym nawodnieniu forma INT-HDT akumulowata
wigksze iloSci metabolitow pierwotnych w lisciach w porownaniu z forma INT-LDT (Perlikowski i in., 2016a).
Podobne zjawisko zaobserwowano rowniez w korzeniach formy INT-HDT, gdzie po nawodnieniu stwierdzono
zwigkszong akumulacje metabolitow pierwotnych oraz lipidéw blonowych. Zmianom tym towarzyszyly wyzsze
wartosci asymilacji COz, transpiracji oraz przewodnictwa szparkowego u formy INT-HDT. W niniejszej pracy
wykazano ponadto, ze po ponownym nawodnieniu forma INT-HDT charakteryzowata si¢ redukcja $redniej
dlugosci korzeni, co byto gtdéwnie zwigzane z intensywnym rozwojem nowych korzeni (H1). Sugeruje to, ze
zdolno$¢ regeneracji poprzez tworzenie nowych korzeni moze stanowi¢ ceche specyficzng dla gatunku lub
genotypu i zaleze¢ od wielu czynnikow, takich jak poziom nagromadzonych zasobdw, pamigé stresowa oraz
efektywnosc¢ percepcji i sygnalizacji stresu (Comas i in., 2013). Genotyp Fa-LDT, bardziej podatny na warunki
deficytu wody, charakteryzujacy si¢ wyrazniejszymi, negatywnymi zmianami parametrow fizjologicznych, byt
w rzeczywistosci zdolny do odwrocenia wszystkich tych zmian po ponownym nawodnieniu. Po ustapieniu stresu
zaobserwowano rowniez przywrocenie homeostazy lipidoéw btonowych w korzeniach do wartosci obserwowanych
w warunkach kontrolnych dla tego genotypu. Zjawisku temu towarzyszyt rowniez wzrost zawartosci licznych
weglowodanow oraz TAG, co moglo by¢ zwigzane z relokacja sktadnikow odzywczych z lisci do korzeni, w celu

zwiekszonego rozwoju nowych korzeni po ponownym nawodnieniu u genotypu Fa-LDT (H2).

Podsumowanie:

Udowodniono, ze dwie analizowane formy introgresywne, INT-HDT i INT-LDT, wybrane w warunkach
polowych jako rosliny o roznej zdolnosci do unikania deficytu wody, miaty w rzeczywistosci r6zna zdolnos¢ do
rozwijania glgbokich systemow korzeniowych. Ponadto, wykazano, ze zdolno$¢ do rozwijania glgbokiego systemu
korzeniowego przez form¢ INT-HDT byla zalezna od warunkow srodowiskowych. Strategia unikania suszy u obu
form introgresywnych byla rowniez, przynajmniej cze¢sciowo, zwigzana z obserwowanymi roznicami

w metabolizmie korzeni.



Potwierdzono, ze gleboki i dobrze rozwiniety system korzeniowy u F. arundinacea moze stanowic
kluczowa ceche morfologiczng w strategii unikania deficytu wody dla tego gatunku. Wykazano jednoczesnie, ze
strategia ta nie jest wystarczajaca do catkowitego uniknigcia uszkodzen wywolanych susza, ani do przetrwania

niekorzystnych warunkéw srodowiskowych bez zaburzen w metabolizmie komérkowym.

W wyniku kompleksowych badan systemu korzeniowego na poziomie proteomu, lipidomu oraz
metabolomu pierwotnego, wykazano, ze sprawno$¢ metaboliczna systemu korzeniowego jest rownie istotna, co
jego architektura w warunkach deficytu wody, w odniesieniu do strategii unikania i tolerancji stresu, jak i zdolno$ci

do regeneracji badanych roslin.

H3  Perlikowski D.*, Lechowicz K., Skirycz A., Michaelis A., Pawtowicz I.*, Kosmala A. (2022). The role of
triacylglycerol in the protection of cells against lipotoxicity under drought in Lolium multiflorum/Festuca

arundinacea introgression forms. Plant and Cell Physiology 63: 353-368.

Weczeéniejsze badania (Perlikowski i in., 2016b; H1; H2) wskazaly na istotne znaczenie akumulacji
triacyloglicerolu w mechanizmach tolerancji deficytu wody u traw pastewnych. Dlatego kolejnym etapem prac
naukowych bylto zrozumienie tego zjawiska w tej grupie roslin. Badania obejmowaty (i) identyfikacj¢ lipidow
metabolicznych i btonowych lisci u dwoch form introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea
charakteryzujacych si¢ zréznicowanym potencjatem tolerancji deficytu wody (HDT i LDT); oraz (ii) analizg
poréwnawczg uzyskanych profili lipidowych z profilami transkryptomu analizowanych form introgresywnych,
stuzacg identyfikacji molekularnego podloza reorganizacji sktadu lipidowego badanych ro$lin w warunkach

deficytu wody.

W pracach zatozono, ze zwigkszona akumulacja wielonienasyconych lipidow z grupy TAG w warunkach
suszy u form introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea odgrywa istotng role w ochronie komorek przed
nagromadzeniem si¢ wolnych wielonienasyconych kwaséw thuszczowych, ktore w wyniku peroksydacji moga

prowadzi¢ do uszkodzenia struktur blonowych.

Przeprowadzono analize sktadu lipidowego komorek lisci w warunkach niedoboru wody oraz ponownego
nawodnienia oraz analiz¢ transkryptomu liScia u wyselekcjonowanych wezesniej form introgresywnych INT-HDT

i INT-LDT (Lechowicz i in., 2020b).

Blony tylakoidow obfituja w nienasycone kwasy tluszczowe, takie jak kwas oleinowy (C16:1) lub kwas
alfa linolenowy (C18:3) (Vernotte i in., 1983), ktére sg niezbedne do przeprowadzenie reakcji fotosyntezy
zaleznych od §wiatta. Jednocze$nie wysoki poziom nienasycenia kwasow thuszczowych stanowigcych budulec dla
galaktoglicerolipidow sprawia, ze sa one szczegodlnie podatne na peroksydacj¢ spowodowana przez RFT,
powstajacych w chloroplastach (Xu i in., 2020). Tak wigc enzymatyczny rozktad galaktolipidow MGDG i DGDG,
obserwowany u obu form introgresywnych w zaawansowanym stadium deficytu wodnego, jest dobrze
rozpoznanym zjawiskiem zainicjowanym w celu unikni¢cia gromadzenia w $rodowisku komorki toksycznych
produktow utleniania nienasyconych kwasow tluszczowych w wyniku dziatania stresu oksydacyjnego (Gigon
i in., 2004; Ingle i in., 2008). Zjawisku temu towarzyszyla podwyzszona ekspresja genéw kodujacych enzymy
zaangazowane w rozktad galaktolipidow. Konwersja kwaséw ttuszczowych, pochodzacych z MGDG i DGDG, do



TAG jako mechanizmu indukujacy stabilizacje bton komoérkowych i mechanizm ochrony przed lipotoksycznoscia,
zostal juz zaobserwowany wczesniej, (Moellering i Benning, 2011; Tan i in., 2018), jednak nie dla roslin

jednolisciennych.

W trakcie deficytu wodnego obserwowano znaczne nagromadzenie wolnych kwasow ttuszczowych oraz
neutralnych (metabolicznych) lipidow DAG i TAG u formy introgresywnej LDT. Nasze wcze$niejsze badania
przeprowadzone na innych formach introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea, jak rowniez na genotypach
F. arundiacea, pokazaty zjawisko gromadzenia TAG w tkankach lisci (Perlikowski i in., 2016b) i korzeni (H1,
H2) w odpowiedzi na warunki deficytu wodnego. Zaobserwowano takze pozytywna korelacje pomiedzy
akumulacjg FFA i neutralnymi lipidami oraz podwyzszonym poziomem EL w suszy u formy INT-LDT. Wyniki
wyraznie wykazaty, ze warunki stresowe miaty istotny wplyw na wzrost zawarto$ci FFA, co bylo prawdopodobne
zwigzane z rozktadem lipidow btonowych. Zjawisku temu towarzyszyla podwyzszona ekspresja wigkszosci
gendéw kodujaca fosfolipazy, a takze obnizona ekspresja genow odpowiedzialnych za biosynteze FFA. Nie mozna
wykluczyé, ze zjawisko to byto $cisle zwigzane z reakcja na warunki suszy i miato zapobiec nadmiernemu
nagromadzeniu toksycznych FFA poprzez wiaczenie FFA, oraz innych produktow rozktadu lipidow, do TAG (Fan
i in., 2013; Sanchez-Martin i in., 2018), zwlaszcza, ze forma INT-LDT dos$wiadczyta ekspozycji na znacznie
wyzszy poziom H>O, w czasie deficytu wodnego (Lechowicz i in., 2020b), ktéry mogiby negatywnie wptywac na
stabilno$¢ nienasyconych kwasoéw thuszczowych, generujac toksyczne produkty reakcji kwasow tluszczowych

z RFT takie jak MDA.

W warunkach deficytu wodnego obserwowano podwyzszonag ekspresje wielu genéw zaangazowanych
w biosyntezg DAG, ich prekursorow oraz TAG, co wskazuje na to, ze niektore geny moga by¢ szczegdlnie istotne
dla zjawiska remodelowania lipidow oraz akumulacji TAG w warunkach stresu. Synteza TAG wymaga
aktywnosci kilku enzymoéw, z ktoérych najwazniejszymi sg: acylotransferaza diacyloglicerolu, kodowana przez
geny DGAT, ktora bezposrednio wiacza FFA 1 DAG do TAG, oraz acylotransferaza fosfolipidowo-
diacyloglicerolowa (PDAT), ktora jest bezposrednio zaangazowana w konwersje PC do TAG (Bates i Browse,
2012). W naszej pracy zaobserwowano podwyzszony poziom transkrypcji genu DGAT2 w warunkach stresowych,
co podtrzymuje hipotezg, ze obserwowana zwigkszona akumulacja wielonienasyconych TAG u formy INT-LDT
w warunkach suszy odgrywa istotng rol¢ w ochronie komoérek przed nagromadzeniem si¢ nadmiaru toksycznych

kwasow tluszczowych (Fan i in., 2013) i peroksydacja wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych.

Chociaz nagromadzenie TAG w reticulum endoplazmatycznym i tworzenie ciat lipidowych napedzane
przez DGAT?2 jest dobrze rozpoznanym zjawiskiem u roslin (Bates i Browse, 2012; Fan i in., 2017; Xu i in., 2020),
to los galaktolipidow rozktadanych w chloroplastach jest wcigz niejasny (Xu i in., 2020). Ostatnie odkrycia jednak
przyblizaja nas do zrozumienia tego zjawiska i dostarczajag nam informacji na temat procesu syntezy TAG
i tworzenia plastoglobuli na krawedziach bton tylakoidowych (Li-Beisson i Carriere, 2020; Xu i in., 2020).
Powstawanie plastoglobuli zawierajacych TAG wydaje si¢ by¢ istotnym mechanizmem ochrony chloroplastow
w warunkach stresowych. We wczesniejszych pracach tylko DGAT1 zostat rozpoznany u ro$lin wyzszych jako
enzym zaangazowany w akumulacj¢ TAG w chloroplastach (Kaup i in., 2002). Chociaz enzym ten nie zostal
zidentyfikowany w naszych badaniach, mozliwe jest, ze jego funkcja w chloroplastach u traw pastewnych moze

by¢ kompensowana przez DGAT2.



Zakonczenie stresu i ponowne nawodnienie ro$lin wplynelo istotnie na cofnigcie sie wszystkich zmian
powstatych w trakcie re-aranzacji lipidow w warunkach stresu wodnego. W zwigzku z czym mozna przypuszczac,
ze u formy INT-LDT rozktad TAG i DAG, wraz z podwyzszong aktywno$cig enzymoéw antyoksydacyjnych
(Lechowicz i in., 2020b), mogt w znacznym stopniu przyczynic si¢ do szybkiej regeneracji btony po nawodnieniu
(Cohen 1 in., 2000). Ponadto, zaobserwowano znaczne zmniejszenie stosunku lipidow PC/PE u obu form
introgresywnych po ponownym nawodnieniu wynikajace z nagromadzenia PE u obu form. Oznacza to, ze PE
moze by¢ zaangazowana w przywrocenie homeostazy lipidowej po zakonczeniu stresu. Ponadto, PE moze by¢

zaangazowany w edycj¢ TAG, ktora wydaje si¢ by¢ kluczowa dla regeneracji btony.

Podsumowanie:

Przedstawione wyniki wyraznie pokazaty istotne znaczenie galaktolipidow, fosfolipidéw i nienasyconych
neutralnych lipidow w odpowiedzi traw pastewnych kompleksu Lolium-Festuca na warunki suszy. Znaczace
obnizenie poziomu nienasycenia MGDG, PC i PS u formy introgresywnej LDT pomigdzy 6 i 10 dniem deficytu
wodnego, moglo odgrywa¢ wazng role w usuwaniu wielonienasyconych kwaséw thuszczowych i innych
lipidowych prekursorow powstatych podczas rozktadu lipidow i przebudowy btony u formy INT-LDT
w warunkach stresu wodnego. Zjawisku temu towarzyszyto rowniez obnizenie ekspresji genow FAD6 i FAD7,
kodujacych wazne desaturazy lipidowe (Burgos i in., 2011), oraz rownoczesny wzrost poziomu nienasycenia DAG

i TAG.

Forma INT-HDT, o wysokim poziomie tolerancji suszy, charakteryzowata si¢ stosunkowo nienaruszona
kompozycja lipidow, a poziom nienasycenia fancuchow ttuszczowych w poszczegdlnych frakcjach lipidowych nie
zmienit si¢ drastycznie w okresie suszy. Znalazto to odzwierciedlenie w stabilnosci i integralnosci btony
komoérkowej obserwowanej u tej formy. Z drugiej strony, u formy introgresywnej INT-LDT, bardziej podatnej na
odwodnienie, widoczne byly znaczne zmiany w lipidomie chloroplastowym, poza chloroplastowym i neutralnych
lipidach, co prowadzito do zmniejszenia zawarto$ci wielonienasyconych lipidow w strukturach btonowych oraz

do wzrostu akumulacji frakcji wolnych kwasow ttuszczowych i DAG.

Akumulacja TAG w warunkach zaawansowanej suszy oraz zmiany akumulacji transkryptow gendw
zaangazowanych w biosynteze TAG, gtownie DGAT2 u formy introgresywnej LDT, moglo petni¢ funkcje
ochronng przed nagromadzeniem toksycznych kwasow tluszczowych, szczegdlnie wysokonienasyconych oraz
innych lipidowych poétproduktow w chloroplastach i poza nimi. Jednocze$nie TAG mogty stanowic ,,bezpieczny”
magazyn lipidow jako substratow i energii do dalszej regeneracji bton po zakonczeniu suszy. Stabilny poziom
TAG u formy introgresywnej HDT w trakcie suszy moégt byé wywotany wyzsza aktywno$cig systemu
antyoksydacyjnego, nizszym poziomem H>0», nizszym nagromadzeniem kwasow ttuszczowych, a takze bardziej

zrownowazong wydajnoscia fotosyntezy w warunkach stresowych.

Na podstawie analizy RNA zidentyfikowano liczne geny zaangazowane w reakcj¢ traw pastewnych na
deficyt wody, w tym geny kodujace enzymy biorace udziat w syntezie i degradacji lipidow. Analizowane profile
transkrypcyjne wielu z nich w trakcie deficytu wodnego wykazaly zwigzek z profilami akumulacji poszczegolnych
klas lipidow. Zidentyfikowane geny moga by¢ obiektem dalszej analizy funkcjonalnej, aby lepiej poznaé

molekularne aspekty tolerancji suszy u traw pastewnych.



H4  Perlikowski D.*, Skirycz A., Marczak L., Lechowicz K., Augustyniak A., Michaelis A., Kosmala A.
(2023). Metabolism of crown tissue is crucial for drought tolerance and recovery after stress cessation in

Lolium/Festuca forage grasses. Journal of Experimental Botany 74: 396-414.

W kolejnym etapie badan skoncentrowano si¢ na roli weztow krzewienia w odniesieniu zar6wno do
przetrwania przez trawy pastewne warunkow deficytu wody, jak i na ich zdolno$ci do regeneracji po ustgpieniu
warunkow stresowych. Rola weztow krzewienia w regulacji funkcjonowania roslin na poziomie fizjologiczno-
molekularnym w warunkach deficytu wodnego, jest nadal stabo rozpoznana, zwlaszcza u traw pastewnych.
Znaczenie tych organdw moze by¢ szczegdlnie wazne, zwazywszy, ze nasze badania jasno wskazuja, ze
w warunkach deficytu wodnego niektdre zasoby komérkowe sg transportowane od pedéw do rosnacych korzeni.

(H1, H2).

W badaniach wykorzystano grupe roslin wyselekcjonowanych we weze$niejszych eksperymentach: (i) dwa
genotypy F. arundinacea charakteryzujace si¢ zr6znicowanym poziomem tolerancji suszy (HDT i LDT) (Kosmala
i in., 2012; Lechowicz i in., 2020a oraz H2) oraz (ii) dwie formy introgresywne Lm/Fa réwniez r6znigce si¢ pod
wzgledem poziomu tolerancji suszy (INT-HDT i INT-LDT) (Perlikowski i in., 2014 oraz H1).

W pracy postawiono nast¢pujaca hipoteze: rdznice w poziomie tolerancji suszy obserwowane miedzy
wybranymi roslinami sa zwigzane z metabolizmem ich weztéw krzewienia w warunkach stresowych. Ponadto,
zatozono roéwniez, ze aktywnos$¢ metaboliczna wezlow moze wpltywaé na zdolno$é roslin do regeneracji po

przerwaniu dziatania czynnika stresowego, czyli po ponownym nawodnieniu.

Badania przeprowadzono w warunkach krétkotrwatego deficytu wody i nastgpujagcemu po nich okresowi
ponownego nawodnienia. Wyciek elektrolitow opisujacy poziom uszkodzenia bton biologicznych i relatywna
zawarto$¢ wody w liSciach zostaty uzyte jako parametry fizjologiczne opisujace poziom tolerancji stresu
u analizowanych genotypow F. arundinacea i form introgresywnych Lm/Fa. Uzyskane wyniki analiz
fizjologicznych potwierdzity r6znice w poziomie tolerancji suszy miedzy Fa-HDT i Fa-LDT, a takze miedzy INT-
HDT i INT-LDT. Rosliny HDT charakteryzowaty si¢ znacznie mniejszym uszkodzeniem blon i wyzszym
poziomem RWC w warunkach suszy, w poréwnaniu z ro§linami LDT. Rosliny LDT wykazywaly réwniez
zdolno$¢ do regeneracji metabolizmu po zakonczeniu stresu, poniewaz po ponownym nawodnieniu, analizowane

parametry fizjologiczne byly podobne u wszystkich analizowanych ro$lin.

Jednym z pierwszych efektow niedoboru wody jest aktywacja $ciezki syntezy ABA w korzeniach, ktory
jest nastepnie transportowany do pedow, aby rozpoczaé reakcje kaskadowe prowadzace do aktywacji
mechanizmow tolerancji suszy (Schachtman i Goodger, 2008). Susza znaczaco wptyne¢ta na akumulacje ABA
w korzeniach i pedach analizowanych ro$lin. Produkcja ABA u Fa-HDT byta istotnie stymulowana w korzeniach,
ale nie byta transportowana do lici w sposob proporcjonalny. Ponadto, poziom ABA w weztach zmniejszyt si¢
w czasie suszy u wszystkich analizowanych roslin. Oznacza to, ze w weztach mogt zachodzi¢ proces regulacji
zawartosci ABA transportowanego do pgdow. Po ponownym nawodnieniu, prawie wszystkie rosliny zmniejszyty
poziom ABA w korzeniach i pgdach, a jednocze$nie zauwazono wyzsza jego zawartos¢ w weztach. Mozna zatem
wnioskowa¢, ze tkanka weziow moze by¢ magazynem ABA w przypadku kolejnego epizodu niedoboru wody,

przez co moze by¢ zaangazowana w mechanizmy pamigci stresowe;.



Metabolity pierwotne, syntetyzowane gtoéwnie w lisciach, odgrywaja kluczowa rol¢ w reakcji roslin na
stresy abiotyczne, poniewaz sa zwigzane z magazynowaniem energii, zmiataniem RFT, osmoprotekcja
i sygnalizacja stresowag (Wen i in., 2015). W stabilnych, naturalnych warunkach, najwyzsze stezenie glownych
produktow fotosyntezy, takich jak weglowodany, aminokwasy lub kwasy tluszczowe, obserwowane jest
w lisciach, gdzie sg one wykorzystywane jako materiat budulcowy do wzrostu pedow, czy do produkcji kwiatow
i nasion, podczas gdy w korzeniach ich zawarto$¢ jest stosunkowo niska (Gargallo-Garriga i in., 2014). Sytuacja
ta ulega odwroceniu, gdy roslina musi radzi¢ sobie z niedoborem wody. W takich warunkach indukowana jest
znaczna alokacja metabolitow pierwotnych z pedow do korzeni. Zjawisko to zostato wczesniej zaobserwowane
u odmian jednoli$ciennych ro$lin uprawnych, takich jak Triticum aestivum (Ullah i in., 2017) lub Hordeum vulgare
(Kang i in., 2019). Alokacja metabolitow z lisci do korzeni odbywa si¢ przy udziale wezlow krzewienia, ktore
stanowia w tym mechanizmie swoiste ,.skrzyzowanie drog” transportu, zardéwno symplastycznego, jak
i apoplastycznego (Pomortsev i in., 2018). Wczesniejsze badania przeprowadzone na trawach pastewnych
z kompleksu Lolium—Festuca rowniez sugerujg, ze wezel krzewienia moze odgrywac kluczowa role podczas
odpowiedzi roslin na deficyt wodny oraz w trakcie regeneracji roslin po ustgpieniu warunkéow suszowych
(Perlikowski i in., 2016a oraz H1, H2). Wczeéniejsze badania wykazaly migdzy innymi, ze forma INT-HDT byta
zdolna do gromadzenia wigkszej ilosci metabolitow pierwotnych w korzeniach narazonych na niedoboér wody, co
byto rowniez powigzane z bardziej intensywnym wzrostem korzeni u tej formy. Jednakze najbardziej intensywny
transport metabolitow pierwotnych w kierunku korzeni byt zauwazalny po ponownym nawodnieniu u obu
analizowanych form introgresywnych (H1). W przypadku aminokwaséw zaobserwowano podwyzszong
akumulacje tych zwigzkow w lisciach podczas deficytu wodnego u badanych form introgresywnych, zjawisko to
bylo bardziej charakterystyczne dla formy INT-HDT (Perlikowski i in., 2016a). Z drugiej strony, wyniki uzyskane
dla weztow krzewienia wskazywaly, ze forma INT-LDT charakteryzowata si¢ znacznie wyzszym poziomem
akumulacji aminokwasow, zwlaszcza proliny i ornityny. Co ciekawe, poziom tych zwigzkdéw nie ulegl znacznej
zmianie w li§ciach u tej formy w warunkach suszy. Ponadto w przypadku analizowanych form introgresywnych
nie obserwowano istotnego transferu aminokwasoéw do korzeni w warunkach suszy (H1). Jedynym wyjatkiem
byty prolina i walina, ktore zgromadzone zostaly w wickszym stopniu u formy INT-HDT. Omoéwione zjawiska
moga by¢ zwigzane z odmiennym mechanizmem tolerancji suszy roznicujacym obie analizowane formy
introgresywne. Podczas gdy metabolizm formy INT-HDT mogt by¢ bardziej skoncentrowany na przetrwaniu
i utrzymaniu funkcji komérkowych lisci w warunkach suszy, metabolizm INT-LDT moégt z kolei by¢ bardziej
ukierunkowany na przeniesienie istotnych metabolitdéw, w tym osmoprotektantow do tkanki weztow, w celu jej
stabilizacji i umozliwienia szybkiego odrostu peddéw po ponownym nawodnieniu, co zaobserwowano rowniez
w warunkach polowych u tych roslin (Perlikowski i in., 2014). Nieco inng strategi¢ funkcjonowania weztow
krzewienia zaobserwowano w przypadku genotypoéw F. arundinacea. Genotyp Fa-HDT akumulowat w weztach
prawie wszystkie zidentyfikowane aminokwasy w wi¢kszym stopniu niz genotyp Fa-LDT w warunkach suszy.
Ponadto, w tej grupie roslin obserwowano takze znaczng redukcj¢ zawartosci wigkszosci aminokwasow
w korzeniach (H2). Wyjatek stanowita prolina i ornityna, ktére w korzeniach byty akumulowane. Ornityna,
podobnie jak prolina, jest waznym osmoregulatorem (Kalamaki i in., 2009). Ornityna i prolina mogtyby by¢
selektywnie transportowane do korzeni, aby stabilizowa¢ gospodarke osmotyczng w tym organie, podczas gdy

inne aminokwasy byty kierowane do weztow krzewienia i stuzyly jako materiat zapasowy w przypadku, gdyby



roslina musiala zmierzy¢ si¢ z dluzszym okresem suszy, a nastepnie musialaby wytworzy¢ nowe pedy, dopiero po

ustaniu warunkow stresowych.

W przypadku weglowodanow, wezesniejsze badania wykazaty, ze formy introgresywne charakteryzowaty
si¢ podwyzszonym poziomem akumulacji metabolitow, takich jak glukoza, fruktoza i sacharoza w warunkach
suszy w liSciach (Perlikowski i in.,, 2016a), wskazujac na znaczaca role cukrow rozpuszczalnych
w tolerancji suszy. Zwigzki te mogg by¢ wykorzystywane w komorkach lisci jako osmoprotektanty (Kido i in.,
2013). Ponadto, fruktoza, glukoza, sacharoza i trehaloza byly takze gromadzone w korzeniach form
introgresywnych, gtéwnie INT-HDT charakteryzujacej si¢ intensywnym rozwojem korzenia (H1). Cukry
rozpuszczalne, takie jak fruktoza lub glukoza, sg glownym zZréodtem energii dla rosnacych korzeni, a wraz
z trehaloza, zwiazki te moga rowniez dziata¢ jako wazne osmoregulatory w warunkach deficytu wody (Hoekstra
iin., 2001; Sharp i in., 2004). Interesujace jest to, ze w przypadku fruktozy nie obserwowano znaczacych réznic
w jej nagromadzeniu w tkance weztow krzewienia u form introgresywnych, podczas gdy glukoza gromadzona
byta w duzo mniejszym stopniu niz w przypadku genotypéw F. arundinacea. Zjawisko to sugeruje, ze te
metabolity byly transportowane do rosnacych korzeni u tych roslin, podczas gdy inne weglowodany byly
przechowywane w tkance wezlow jako materialy zapasowe. Z drugiej strony, u genotypéw F. arundinacea,
nagromadzenie rozpuszczalnych cukrow, takich jak fruktoza lub glukoza w korzeniach w warunkach suszy, nie
zostato zaobserwowane, zwiazki te natomiast byly silnie gromadzone w tkance weztow, zwlaszcza w przypadku
genotypu Fa-HDT. Wskazuje to na istnienie istotnych réznic w strategii zwigzanej z regulacja osmotyczng
pomiedzy genotypami F. arundinacea oraz formami introgresywnymi. Alkohole, takie jak mio-inozytol lub
galaktinol akumulowane byly w weztach krzewienia analizowanych ro§lin. Zwigzki te gromadzone byty rowniez
w lisciach form introgresywnych (Perlikowski i in., 2016a), ale najwyzszy poziom akumulacji obserwowany byt
w korzeniach obu grup roslin — F. arundinacea i form introgresywnych Lm/Fa (H1, H2). Moze to sugerowac
selektywny transport tej grupy metabolitow przez tkanke wezta do korzeni. Mio-inozytol jest zaangazowany
w regulacje hormonalng oraz sygnalizacje i odpowiedz na warunki stresowe (Zhai i in., 2016). Wiele kwasow
organicznych zwickszylo akumulacje w weztach krzewienia analizowanych roslin w warunkach deficytu wody,
ale zmiany te byly bardziej intensywne w przypadku roslin HDT. Podobny trend obserwowano réwniez w li§ciach
form introgresywnych (Perlikowski i in., 2016b). Z drugiej strony, wezty nie transportowaty tych zwigzkéw do
korzeni, poniewaz w przypadku wiekszosci kwaséw organicznych nie obserwowano zmian w akumulacji
w warunkach suszy w korzeniach (H1, H2). Kwasy organiczne mogg dziata¢ jako metabolity posrednie w wielu
reakcjach metabolicznych i mogg by¢ wykorzystywane w procesach adaptacji do streséw abiotycznych (Levi i in.,
2011). Tak wigc, ich wyzsze stezenie w weztach w czasie deficytu wody moze by¢ zwigzane ze zdolno$cig roslin

do odrostu po nawodnieniu.

Tkanka weztow krzewienia moze stuzy¢ takze jako miejsce magazynowania lipidow btonowych, ktore
moga by¢ zaangazowane w procesie odrostu. Wczesniejsze analizy profilowania lipidow traw pastewnych
kompleksu Lolium/Festuca wskazaly na zauwazalng degradacj¢ wigkszosci fosfolipidow i glikolipidow
strukturalnych, zwlaszcza tych bogatych w wigzania podwojne reszt kwasow tluszczowych, w intensywnych
warunkach deficytu wody, zardbwno w lisciach form introgresywnych (H3), ale takze w korzeniach form
introgresywnych (H1) i genotypéw F. arundinacea (H2). Zjawisko to bylo szczegdlnie widoczne w przypadku
ro$lin charakteryzujacych si¢ niskim poziomem tolerancji deficytu wody i wyzszym poziomem uszkodzenia bton

w suszy: INT-LDT i Fa-LDT. Zatozono ze produkty pochodzace z rozkladu lipidow mogly by¢ dalej



przeksztalcone w TAG, poniewaz pula tego zwigzku powigkszyta si¢ w tych warunkach (H3). Zaobserwowano
znaczaco wyzsza ekspresje genu DGAT2, kodujgcego enzym zaangazowany w synteze TAG (Bates i Browse,
2012), odpowiedzialny za konwersje wolnych kwasow ttuszczowych i DAG do TAG (H3). Obecne do$wiadczenie
rzuca jednak wigcej $wiatta na mozliwy los rozktadanych lipidow pochodzacych z bton komdrkowych lisci
i korzeni. Analiza profili akumulacji lipidow z weztow krzewienia Fa-LDT i INT-LDT pokazata, ze genotypy te
gromadzily znacznie wigksze ilosci fosfolipidow w tkance weztow. Ponadto, nagromadzone fosfolipidy byty
szczegolnie bogate w wielonienasycone tancuchy ttuszczowe. Zalozono, ze produkty degradacji bton zostaty
przetransportowane w postaci czasteczek polarnych do tkanki wezlow krzewienia, aby stuzy¢ jako materiat
zapasowy niezbedny do regeneracji bton komoérkowych lub rozwoju nowych pedéw i korzeni po ustgpieniu
dzialania czynnika stresowego. Innym waznym aspektem procesu modyfikacji sktadu lipidowego obserwowanym
w tkance weztow krzewienia analizowanych roslin byta podwyzszona akumulacje wielonienasyconych lipidow
z grupy TAG w warunkach suszy. Zjawisko to byto manifestowane jednak w nieco odmienny sposob pomigdzy
analizowanymi grupami roélin. W przypadku genotypow F. arundinacea, lipidy TAG byly akumulowane
intensywniej u genotypu Fa-LDT, podczas gdy u form introgresywnych ich wyzsze nagromadzenie byly bardziej
charakterystyczne dla genotypu INT-HDT. Podobne wyniki obserwowano wczeéniej w lisciach (Perlikowski i in.,
2016b) i korzeniach (H1) tych form. Wynika z tego, ze wicksza akumulacja TAG w warunkach deficytu wodnego
jest Scisle zwigzana z metabolizmem FFA oraz lizo-fosfolipidow bedacych produktem rozktadu
fosfoglicerolipidow. Dane literaturowe sugeruja, ze potprodukty pochodzenia lipidowego gromadzone
w wigkszych ilosciach w komorkach staja si¢ wysoce toksyczne dla srodowiska komdorkowego z powodu procesu
peroksydacji wywotanego przez nagromadzenie si¢ RFT pod wptywem stresu (Xu i in., 2020). Zaobserwowano,
ze oba genotypy LDT charakteryzowaty intensywnym zmiataniem FFA w weztach krzewienia w czasie deficytu
wodnego, w poroéwnaniu z ro$linami HDT. Sytuacja ta byta odwrotna w odniesieniu do lizo-fosfolipidow, ktérych
zawarto$¢ w tkance znacznie wzrosta u obu genotypéw LDT, a spadta u genotypéw HDT. Jednakze moze to by¢
zwigzane z intensywnym naptywem tych zwigzkow z uszkodzonych komorek lisci lub korzeni (H1, H2, H3) i ich
akumulacja w formie fosfolipidow. Ponadto, nie jest wykluczone, ze pélprodukty pochodzenia lipidowego byty
wykorzystywane w celu zasilenia puli TAG, przy wykorzystaniu aktywnosci DGAT (Bates i Browse, 2012).
Jednak mechanizm tego procesu w weztach krzewienia nie zostal jeszcze opisany. W kazdym razie, nie mozna
takze wykluczy¢, ze przynajmniej cze$¢ TAG nagromadzonego w wezlach mogla zostaé przetransportowana

z innych cze$ci rosliny (Madey i in., 2002; Guelette i in., 2012).

Reorganizacja metabolomu i lipidomu w weztach moze takze wptywaé na zdolnos¢ roslin do regeneracji
po zakonczeniu stresu. Podczas regeneracji obserwowano kilka zjawisk zwigzanych z modyfikacja sktadu
metabolitow pierwotnych i lipidow w tkance wezlow. Stwierdzono m.in. znaczne zmniejszenie akumulacji
wigkszosci zidentyfikowanych metabolitow pierwotnych we wszystkich analizowanych roslinach. Wczeséniejsze
badania wykazaty, ze w okresie ponownego nawadniania zwigkszone nagromadzenie metabolitow pierwotnych
w lisciach form introgresywnych (Perlikowski i in., 2016a) nie zostato calkowicie odwrdcone po zakonczeniu
stresu, podczas gdy w korzeniach wzrosto w poréwnaniu z warunkami suszy (H1). Reakcja ta byla widoczna
gtownie u genotypu INT-HDT, ktéry charakteryzowat si¢ wigksza zdolnoscig do regeneracji w warunkach
polowych (Perlikowski i in., 2014). Zjawisku temu towarzyszyta takze intensywna redukcja zawarto$ci
metabolitow pierwotnych w weztach u INT-HDT. Moze to wskazywaé na transport metabolitow do korzeni

u INT-HDT. Roslina ta charakteryzowata si¢ wczesniej intensywna produkcja nowych korzeni po ustapieniu



warunkow stresowych (H1). Z drugiej strony, zwiazki te mogg by¢ rowniez wykorzystywane do rozwoju nowych
pedow, poniewaz obie formy introgresywne charakteryzowaty si¢ zdolnoécig do odrostu (H1). Inne zjawisko
natomiast zaobserwowano u genotypow F. arundinacea, ktore rowniez charakteryzowaty si¢ zmniejszajaca ilosciag
metabolitow pierwotnych w weztach podczas ponownego nawadniania. Zjawisko to bylo bardziej intensywne
u genotypu Fa-LDT, ktory z kolei byt bardziej wrazliwy na susz¢. Tak wigc przechowywane metabolity mogty
by¢ wykorzystane do regeneracji pedéw znacznie skuteczniej u genotypu Fa-LDT niz u Fa-HDT (H2). Z drugiej
strony, genotypy INT-LDT i Fa-HDT, ktore nie pozbyly si¢ wszystkich nagromadzonych metabolitow
pierwotnych z wezldow w czasie regeneracji po stresie, mogly zabezpieczy¢ si¢ w ten sposob przed kolejnym
epizodem niedoboru wody. Zjawisko to moglo by¢ zwigzane z pamigcia stresowa. Moze to rdwniez mie¢ zwigzek
ze zmianami w profilach lipidow obserwowanymi podczas ponownego nawadniania, poniewaz rosliny LDT, ktére
charakteryzowaty si¢ intensywnym gromadzeniem fosfolipidow blonowych w czasie suszy, utrzymywaty ich
podwyzszony poziom rowniez po zakonczeniu stresu. Ponadto, inne lipidy zwigkszyty poziom akumulacji podczas
ponownego nawadniania, w tym lizo-fosfolipidy, DAG i FFA, u wszystkich analizowanych genotypow. Zjawisko
to moglo by¢ zwigzane ze zwigkszonym metabolizmem lipidow, ktory mogt by¢ istotny dla dostarczenia

niezbe¢dnych substratow do podziatu komorek, w celu rozwoju nowych pedéw i korzeni.

Podsumowanie:

Badane genotypy F. arundinacea i formy introgresywne L. multiflorum/F. arundinacea o r6znym poziomie
tolerancji deficytu wodnego charakteryzowaly si¢ istotna reorganizacja metabolitow pierwotnych

i lipidow w tkance weztow krzewienia w warunkach stresowych i w trakcie ponownego nawadniania.

Obserwowano intensywne nagromadzenie ABA w weztach krzewienia wszystkich badanych roslin po
ponownym nawadnianiu, z rOwnoczesnym zmniejszeniem jego zawartosci w innych organach. Zjawisko to
wskazuje na to, ze tkanka wezlow krzewienia moze by¢ zaangazowana w magazynowanie hormonow roslinnych

i pamig¢ stresowa.

Rosliny o wyzszym poziomie tolerancji suszy charakteryzowaty si¢ bardziej intensywna akumulacja
metabolitow pierwotnych w wezlach w warunkach deficytu wodnego, zwlaszcza weglowodandow, ktore mogtly
by¢ wykorzystywane jako substraty dla rosnacych korzeni, jako osmoregulatory lub mogly stuzy¢ jako materiat

zapasowy potrzebny do szybkiej regeneracji po ustgpieniu dziatania czynnika stresowego.

Rosliny o nizszym poziomie tolerancji suszy charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysokim poziomem
akumulacji fosfolipidow btonowych i ich pochodnych w weztach krzewienia w warunkach deficytu wodnego.
Zwigzki te mogty by¢ transportowane z uszkodzonych lisci i korzeni, i przechowywane jako zasoby dla szybkiej
regeneracji roslin, w tym rozwoju nowych korzeni i pgdow w trakcie regeneracji po ustapieniu dzialania czynnika

stresowego.

Wszystkie badane rosliny charakteryzowaly si¢ wysokim poziomem akumulacji TAG i obnizonym
poziomem akumulacji wolnych kwaséw tluszczowych w wezlach krzewienia w warunkach stresowych.
Akumulacja TAG mogla by¢ formg magazynowania energii w komorkach oraz mogla by¢ zwigzana

z mechanizmami ochrony komorek przeciwko lipotoksycznosci wolnych kwasow ttuszczowych.



H5  Perlikowski D.*, Lechowicz K., Pawlowicz I. Arasimowicz-Jelonek M., Kosmala A. (2022). Scavenging
of nitric oxide up-regulates photosynthesis under drought in Festuca arundinacea and F. glaucescens but

reduces their drought tolerance. Scientific Reports 12, 6500.

H6  Perlikowski D.*; Lechowicz K, Blicharz S, Arasimowicz-Jelonek M, Czapiewska A, Pawtowicz I,
Kosmala A (2025). Nitric oxide regulates photosynthesis and the capacity of the antioxidant system under
water deficit and rehydration in Lolium multiflorum/Festuca arundinacea introgression forms. Frontiers In
Plant Science 16: 1652482.

Wplyw tlenku azotu (NO) w przypadku reakcji roélin na warunki deficytu wody zostal pokazany
w licznych badaniach, aczkolwiek zjawisko to nadal nie jest w pelni rozpoznane i wymaga dalszych analiz,
réwniez u traw kompleksu Lolium-Festuca. Skoncentrowano uwage na tej tematyce badan w odniesieniu do
F. arundinacea (Fa) i F. glaucescens (Fg) (H5) oraz form introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea (Lm/Fa)
(H6). W badaniach wykorzystano genotypy F. arundinacea i F. glaucescens o wysokiej tolerancji suszy (HDT)
i niskiej tolerancji suszy (LDT), ktore zostaty wyselekcjonowane w trakcie prowadzenia wcze$niejszych prac
badawczych (Kosmala i in., 2012; Lechowicz i in., 2020a oraz H2) oraz wyselekcjonowane wczesniej formy
introgresywne Lm/Fa réwniez rdzniace si¢ poziomem tolerancji suszy (INT-HDT i INT-LDT) (Perlikowski i in.,
2014 oraz H1).

Glownym celem badan byto rozpoznanie roli endogennego NO w tolerancji deficytu wody i regeneracji
traw pastewnych po ustgpieniu warunkow stresowych. Aby osiagnaé ten cel, analizowano reakcje wybranych
ros§lin na warunki suszy i ponowne nawadnianie na poziomie fizjologicznym i molekularnym w obecnosci
2-fenylo-1-oksy-3-oksy-4,4,5,5-tetrametyloimidazoliny (PTIO), ktory jest zmiataczem endogennego NO

w komorkach.

W pracy postawiono nastepujaca hipoteze badawcza: zmiatanie endogennego NO ma istotny wplyw na
procesy fizjologiczne, takie jak fotosynteza i aktywnos$¢ systemu antyoksydacyjnego w warunkach niedoboru
wody oraz warunkach ponownego nawodnienia i wptywa na zmiany w poziomie tolerancji deficytu wodnego oraz
zdolnosci do regeneracji po stresie u F. arundinacea i F. glaucescens (H5) oraz u form introgresywnych

L. multiflorum/F. arundinacea (H6).

Badania wykazaty, Zze zastosowanie PTIO istotnie zmniejszylo zawartos¢ NO w komorkach lisci
w okresie suszy i ponownego nawadniania u analizowanych ro$lin. Zauwazono réwniez, ze roSliny
charakteryzujace si¢ nizszym poziomem tolerancji suszy, generowaly wigksze ilosci NO w warunkach tego stresu,
co mogto by¢ zwigzane z ich wigksza wrazliwos$ciag na niedobdr wody. Wykazano roéwniez, ze zastosowanie PTIO
w warunkach suszy i ponownego nawadniania wywarlo istotny wplyw na parametry fizjologii i metabolizmu
analizowanych roélin. Zaobserwowano negatywny wplyw aplikacji PTIO u genotypéw F. glaucescens na
stabilno$¢ blon w odniesieniu do zmian parametru wycieku elektrolitow, co moglto wskazywaé na to, ze
F. glaucescens jest bardziej wrazliwa na wahania NO, przynajmniej w odniesieniu do stabilnoéci bton
komoérkowych. Zjawisko to moglo by¢ zwigzane z bardziej intensywnym zuzyciem wody u roslin traktowanych
PTIO, co wynikalo z wickszej transpiracji i podwyzszonego przewodnictwa szparkowego obserwowanego na

wczesnym etapie suszy u genotypu Fa-LDT i u obu genotypach Fg. Tak wiec obnizenie poziomu NO w warunkach



deficytu wody wptynelo istotnie na funkcjonowanie aparatu szparkowego i zwigkszyto poziom transpiracji u obu
gatunkow Festuca, czynigc je bardziej podatnymi na odwodnienie, przynajmniej na wczesnym etapie suszy. Co
wigcej, wyzszy poziom wycieku elektrolitow obserwowany po rozpoczgciu nawadniania, gtownie u Fa-HDT,
wskazywat na to, ze zmiatanie NO moglo znaczaco zmniejszy¢ zdolnos¢ analizowanych roslin do regeneracji po
ustgpieniu warunkow stresowych (H5). W przypadku badanych form introgresywnych (H6), traktowanie PTIO
i wynikajaca z tego nizsza zawarto$¢ NO w komorkach tych roslin, nie miaty istotnego wptywu na parametry
RWC i EL w warunkach deficytu wodnego, odmiennie niz u F. arundinacea i F. glaucescens (H5). Aczkolwiek,
uzyskane wyniki wskazuja na to, ze obie formy introgresywne traktowane PTIO charakteryzowaty si¢ znaczaco
wyzszym zuzyciem wody na wczesnym etapie stresu. Zjawisko to byto bardziej widoczne u formy INT-LDT
i prawdopodobnie bylo to przyczyna tego, ze ta forma introgresywna byla bardziej podatna na skutki odwodnienia

(H6).

Tlenek azotu moze by¢ odpowiedzialny za wczesne zamknigcie aparatu szparkowego i zahamowanie
proceséw fotosyntezy w czasie deficytu wody. Obnizenie transpiracji spowodowane zaleznym od ABA
zamknigciem aparatow szparkowych jest najwczesniejsza reakcja roslin na warunki niedoboru wody. Proces ten
znacznie ogranicza przewodnictwo szparkowe, aby utrzymaé wysoki potencjal wody w liSciach 1 uniknaé
odwodnienia komoérek (Tardieu, 2005). Jednak zmniejszenie przewodnictwa szparkowego jednocze$nie ogranicza
dyfuzje CO, do mezofilu, obnizajac poziom asymilacji CO; i efektywnos¢ fotosyntezy (Flexas i in., 2004).
Uzyskane wyniki badan wskazaty, ze otwarcie aparatow szparkowych u roslin Festuca traktowanych PTIO nie
byto w petni zwigzane z obserwowang u nich wyzsza zawartoscia ABA (H5). Podobne zjawisko obserwowane
bylo u formy INT-LDT traktowanej PTIO w 14 dniu deficytu wodnego. Natomiast w przypadku formy INT-HDT
zaobserwowano podobng akumulacje ABA u roslin traktowanych i nietraktowanych PTIO. Z drugiej strony,
aparaty szparkowe obu form introgresywnych traktowanych PTIO byly mniej reaktywne 12 dnia deficytu wody
w poréwnaniu do ro$lin nietraktowanych PTIO, ale 14 dnia deficytu wody przewodnictwo aparatow szparkowych
byto istotnie zredukowane w obu grupach roslin (H6). Podobny mechanizm zostat zaobserwowany w przypadku
genotypow F. glaucescens (H5). Wynika z tego, ze ABA moze nie by¢ wystarczajacym czynnikiem do
wiasciwego sygnalizowania warunkoéw stresowych, szczegdlnie na wezesnych etapach suszy u badanych traw
pastewnych. Wczesniejsze badania pokazaly, ze nagromadzenie NO jest czynnikiem koniecznym do wczesnego
zamknigcia aparatow szparkowych w niekorzystnych warunkach $rodowiska (Lau i in., 2021). Sugeruje to, ze
obecnos¢ NO moze by¢ konieczna tylko na poczatkowym etapie dziatania czynnika stresowego, w celu szybkiej
reakcji na zmian¢ warunkow $rodowiska, a jego niedobor moze znaczgco zaktocac sygnalizacje, prowadzac do

opoznionej odpowiedzi na warunki stresu.

Wyniki badan wykazaty indukujacy wptyw zmiatania NO na szybkos¢ fotosyntezy w warunkach zarowno
poczatkowego etapu deficytu wody, jak i po ponownym nawodnieniu zarowno w przypadku genotypoéw Festuca
(H5), jak i form introgresywnych (H6). Dane literaturowe sugeruja, ze zahamowanie fotosyntezy, spowodowane
glownie przez zamknigcie aparatow szparkowych jest zjawiskiem inicjowanym poprzez aktywno$¢ NO (Neill
i in., 2002). Nie mozna jednak wykluczy¢ réwniez istotnej roli, jakg moze pelni¢ NO w modyfikacji aktywno$ci
enzymow zaangazowanych w fotosynteze. Wyniki pokazaty, ze rosliny traktowane PTIO charakteryzowaty si¢
wyzszym poziomem aktywnosci chloroplastowej aldolazy w suszy i po nawodnieniu, wskazujac, ze NO moze

w istocie modulowac fotosynteze rowniez poprzez regulacje cyklu Calvina.



Innym zjawiskiem obserwowanym podczas zmiatania NO u roslin traktowanych PTIO byta akumulacja
RFT i zmiany w aktywnos$ci enzymow systemu antyoksydacyjnego. Gromadzenie si¢ RFT, takich jak O, i H20»,
oraz zwigkszenie peroksydacji lipidéw w komodrkach roslinnych, sa glownymi zjawiskami towarzyszacymi
komorkom roélinnym narazonym na dziatanie niekorzystnych warunkéw srodowiska, w tym takze suszy (Habib
i in.,, 2020). Genotyp Fg-HDT po traktowaniu PTIO charakteryzowat si¢ podwyzszonym poziomem MDA
w warunkach suszy (H5). Podobne wyniki obserwowane byty takze w przypadku form introgresywnych
traktowanych PTIO, u ktorych obserwowany znaczny wzrost MDA po 14 dniu deficytu wodnego i na poczatku
ponownego nawadniania w przypadku formy INT-LDT (H6). Wczeéniejsze prace wskazaty, ze nadprodukcja NO
znaczaco poprawita detoksykacje MDA u F. arundinacea w czasie stresu solnego (Li i in., 2016). Zjawisko to
czesciowo koreluje z naszymi wynikami pokazujacymi, ze traktowane PTIO genotypy Fa-LDT i Fg-HDT o nizszej

akumulacji NO w warunkach niedoboru wody, charakteryzowaty si¢ znacznie wyzszym poziomem MDA (H5).

Zmiatanie NO mialo takze negatywny, ale genotypowo-zalezny wptyw na zawarto$¢ RFT u badanych
ro$lin. Zastosowanie PTIO wywotato zwigkszong akumulacje Oz~ u genotypow Fa-LDT i Fg-HDT w warunkach
suszy. Zjawisko to byto rowniez dobrze widoczne na poczatkowym etapie ponownego nawadniania w przypadku
genotypu Fg-HDT (H5). Co ciekawe, w przypadku form introgresywnych obserwowali$my zjawisko odwrotne.
Produkcja O, byta indukowana w warunkach deficytu wody u form introgresywnych charakteryzujacych sig¢
podwyzszonym poziomem NO (H6). Dane literaturowe wskazuja jednak na to, ze deficyt NO prowadzi do indukcji
akumulacji Oz~ w warunkach stresowych (Li i in., 2016). W przypadku H20,, wzrost jego akumulacji po
zastosowaniu PTIO, zaobserwowano w warunkach suszy u obu genotypow Fa-HDT i Fg-HDT. Jednak
w przypadku genotypow LDT obu gatunkow, zaobserwowano obnizong zawarto§¢ H.O, w tych samych
warunkach. Réznice te moga by¢ przynajmniej czgSciowo zwigzane z potencjatem systemu antyoksydacyjnego,
gdyz jednocze$nie zaobserwowano nizszg aktywno$¢ katalazy u genotypu Fa-HDT po zastosowaniu PTIO
w warunkach deficytu wodnego. Dodatkowo, po siedmiu dniach ponownego nawadniania, genotypy
F. arundinacea traktowane PTIO nadal charakteryzowaty si¢ podwyzszonym poziomem H»0,. Moze to
wskazywac na to, ze redukcja zawartosci NO mogta zaktoci¢ proces regeneracji U tego gatunku (H5). Podobne
wyniki otrzymano dla form introgresywnych, u ktorych obserwowano znaczng akumulacje H,O, w 14 dniu
niedoboru wody u roslin traktowanych PTIO, najbardziej widoczne réznice w stosunku do ro$lin nie traktowanych
PTIO obserwowane byly u formy INT-HDT. Ponadto, po rozpoczeciu ponownego nawadniania, podwyzszony
poziom H,0; nadal obserwowano w ro$linach z niedoborem NO, szczegdlnie u formy INT-LDT (H6). Zjawisko
to moglo by¢ przynajmniej czgSciowo zwigzane z zaburzong aktywnoscig enzyméw antyoksydacyjnych,
obserwowang w warunkach niedoboru NO u analizowanych roslin, poniewaz zalezno$¢ ta byta rowniez dobrze
widoczna we wczesniejszych eksperymentach (H5). Podobne wyniki wskazali réwniez inni autorzy dla

F. arundinacea, ale w odniesieniu do stresu solnego (Li i in., 2016).

Rosliny posiadaja system usuwania RFT, obejmujacy zaréwno elementy enzymatyczne, jak
1 nieenzymatyczne, ktore skutecznie neutralizuja nadmiar wytwarzanych RFT w komoérkach (Habib i in., 2016).
Zauwazono pozytywny wplyw zmiatania NO na aktywno$¢ APX w przypadku obu gatunkéw Festuca (H5).
Odmienne wyniki otrzymano dla form introgresywnych, u ktérych obserwowano negatywny wptyw niedoboru
NO na aktywno$¢ APX w suszy i po nawodnieniu (H6). Coraz wigcej badan sugeruje, ze NO moze potencjalnie

regulowac aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych poprzez modyfikacj¢ okreslonych aminokwasow. Nitrowanie



tyrozyny hamowato aktywno$¢ APX (Kong i in., 2016). Z drugiej strony, S-nitrozacja APX zwigkszata tolerancje
roélin na stres oksydacyjny (Astier i in., 2011).

Podsumowanie:

Genotypy badanych gatunkéw Festuca i formy introgresywne Lm/Fa o nizszym poziomie tolerancji
deficytu wodnego gromadzily wigksze ilosci NO w komoérkach w warunkach stresowych. Mogto to by¢ wynikiem

ich wigkszej wrazliwo$ci na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe.

Po raz pierwszy u traw pastewnych zaobserwowano istotnie wyzszy poziom fotosyntezy u roslin
o obnizonej zawartosci NO w komoérkach liSci w warunkach deficytu wodnego. Zjawisko to moglo bye¢,
przynajmniej czeSciowo, wynikiem zahamowania zamykania aparatéw szparkowych wywotlane niedoborem NO,
obserwowanym szczegolnie na wezesnym etapie suszy u obu gatunkow Festuca oraz u form introgresywnych.
Nie wykluczone jednak, ze zjawisko to moglo w pewnym stopniu by¢ rowniez zwigzane z wyzsza aktywnoscia

enzymow fotosyntetycznych.

Formy introgresywne o obnizonej zawartosci NO charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszg asymilacjg wody
na wczesnym etapie deficytu wodnego; ten wzrost byt szczegélnie widoczny u formy INT-LDT. Zjawisko to

prawdopodobnie spowodowato, ze forma ta byta bardziej podatna na skutki odwodnienia.

Opoézniona reakcja aparatow szparkowych na zmieniajace si¢ warunki srodowiska u genotypow
F. glaucescens przy zredukowanym poziomie NO zostata rowniez zaobserwowana po rozpoczeciu ponownego
nawadniania. Wskazuje to na negatywny wplyw niedoboru NO na prawidlowa sygnalizacje¢ komodrkowsa

zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska.

Zmiatanie NO z komoérek badanych genotypdéw Festuca skutkowato rowniez innymi negatywnymi
efektami fizjologicznymi w warunkach stresu, w tym wyzszg przepuszczalno$cig bton biologicznych i wyzszg
akumulacjg RFT. Te zjawiska byly takze obserwowane po ponownym nawodnieniu, co wskazuje na to, ze nizszy
poziom NO moze zmniejsza¢ nie tylko tolerancj¢ suszy, ale takze zdolno$¢ badanych roslin do regeneracji po

ustapieniu stresu.
Formy introgresywne poddane dzialaniu PTIO charakteryzowaty si¢ zwigckszong akumulacja H2O»,
obnizong aktywno$cia APX oraz wyzszym stopniem peroksydacji lipidow, co moglo mie¢ negatywny wplyw na

homeostaze komorkowa analizowanych roslin.



4.4.3. Podsumowanie glownego osiagniecia naukowego.

W ramach osiggniecia naukowego przedstawiono wyniki kompleksowych analiz, w tym tych
prowadzonych na poziomie fizjologiczno-molekularnym, u wybranych, waznych traw pastewnych kompleksu
Lolium-Festuca w warunkach deficytu wody i w trakcie regeneracji po nawodnieniu. Poznano i opisano wybrane
mechanizmy reakcji badanych traw na deficyt wody, uwzgledniajac strategi¢ unikania i tolerancji stresu, a takze
mechanizmy ich pozniejszej zdolnosci do regeneracji po ustapieniu dziatania czynnika stresowego. Badania
prowadzono w oparciu o kluczowe dla funkcjonowania roslin organy — liscie oraz pedy, a takze wezly krzewienia
i korzenie. Istotnym elementem prowadzonych badan byta analiza metabolomu pierwotnego i lipidomu badanych
ro$lin, ktorej w niektérych przypadkach towarzyszylta analiza transkryptomu oraz proteomu. Poszczegélne badania
prowadzono w wigkszosci przypadkéw w oparciu o te same, wyselekcjonowane wczesniej rosliny, ktére okazaty

si¢ by¢ doskonalymi modelami do poznania wybranych mechanizméw reakcji traw pastewnych na susze.

Na szczeg6lng uwage, moim zdaniem, zasluguja nastepujace elementy osiggniecia naukowego:

Zidentyfikowano wazne cechy morfologiczne i fizjologiczno-molekularne wybranych gatunkow
i mieszancOw traw pastewnych kompleksu Lolium-Festuca zwigzane ze strategig unikania suszy; wskazano na
istotny komponent mechanizmu tej strategii - potencjal do rozwijania glebokiego systemu korzeniowego,

indukowany przez zmieniajace si¢ warunki srodowiska.

Wykazano istotng rolg triacyloglicerolu w mechanizmie ochrony badanych traw przed nagromadzeniem
toksycznych, szczegodlnie wysokonienasyconych kwasow tluszczowych oraz innych lipidowych poétproduktow
w komoérkach, wskazujac molekularne podstawy tego procesu i jego funkcje w strategii tolerancji suszy

u analizowanych traw kompleksu Lolium-Festuca.

Scharakteryzowano tkanke weztow krzewienia u badanych traw pastewnych oraz wykazano jej wazna role
w magazynowaniu hormondéw roslinnych, metabolitow pierwotnych i lipidow w trakcie deficytu wodnego.
Wskazano na wazne funkcje wezlow krzewienia - udzial w zjawisku pamieci stresowej oraz w procesach

regeneracji i rozwoju roslin po ustapieniu warunkoéw stresowych.

Wykazano istotng rolg tlenku azotu w sygnalizacji deficytu wody u wybranych gatunkéw i mieszancow
traw pastewnych kompleksu Lolium-Festuca, szczegélnie na wezesnym etapie reakcji traw na badany czynnik

stresowy.
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45. Pozostale osiggniecia naukowe przedstawiono w artykulach wymienionych w punkcie 4.2. zalacznika

4. Sposréd nich za najbardziej istotne uwazam:

4,5.1 Poznanie roli bialek chloroplastowych w tolerancji suszy u kostrzewy trzcinowej (Festuca

arundinacea).

W ramach badan prowadzonych na gatunku F. arundinacea w celu identyfikacji fizjologiczno-
molekularnych podstaw tolerancji deficytu wodnego wyselekcjonowano dwa genotypy — genotyp Fa-45
o stosunkowo wysokim potencjale tolerancji na krotkotrwata susze oraz genotyp Fa-60 o stosunkowo niskim
potencjale tolerancji. Genotypy te zostaly wykorzystane w badaniach koncentrujacych si¢ na poznaniu zmian
w proteomie chloroplastowym F. arundinacea podczas deficytu wody i ponownego nawodnienia. W badaniach
wykorzystano m.in.: elektroforez¢ dwukierunkowa (2-D), w celu profilowania akumulacji bialek
chloroplastowych w warunkach deficytu wody i po ponownym nawodnieniu, oraz spektrometri¢ mas, w celu
identyfikacji bialek o réznym poziomie akumulacji. Analizy proteomiczne wykazaty réznice w profilach
akumulacji 10 biatek chloroplastowych w warunkach deficytu wody i po powtérnym nawodnieniu pomigdzy
dwoma badanymi genotypami. Wszystkie zidentyfikowane biatka byly zaangazowane bezposrednio w reakcje
fotosyntetyczne lub w ochrong aparatu fotosyntetycznego przed skutkami deficytu wody. Posrod
zidentyfikowanych biatek byty m. in. metaloproteaza FtsH2, cyklofilina CYP 38, fibrylina oraz lipokalina, ktore

moga mie¢ kluczowe znaczenie w regulacji poziomu tolerancji suszy u F. arundinacea.

Kosmala A., Perlikowski D., Pawtowicz 1., Rapacz M. (2012). Changes in the chloroplast proteome following
water deficit and subsequent watering in a high and a low drought tolerant genotype of Festuca
arundinacea. Journal of Experimental Botany 63: 6161-6172. DOI: 10.1093/jxb/ers265.

1F2012 = 5,242

Moj wktad w przygotowanie publikacji obejmowat: zmodyfikowanie metody izolacji chloroplastow oraz ich
izolacje z liSci traw kostrzewy trzcinowej, przeprowadzenie ekstrakcji biatek z frakcji chloroplastowej oraz
sporzadzenie mapy 2-D proteomu chloroplastowego, analiz¢ poziomu akumulacji markerowego biatka UGPazy
dla frakcji chloroplastowej i cytoplazmatycznej, udziat w interpretacji wynikow oraz sformutowaniu wnioskow

ptynacych z przeprowadzonych badan.

4.5.2. Poznanie molekularnych podstaw porastania u zyta (Secale cereale).

Porastanie jest glownym czynnikiem negatywnie wptywajacym na jako$¢ plonéw w okresie dojrzewania
ziarna zachodzacego w warunkach charakteryzujacych sie intensywnymi opadami deszczu, ktéore powoduja
przedwczesne kietkowanie ziarna w klosach. Badanie tego zjawiska jest do§¢ trudne, poniewaz porastanie to
ztozona cecha w duzej mierze zalezna od warunkoéw pogodowych. W badaniach wykorzystano dwie linie zyta
Secale cereale roznigce si¢ podatnoscig na porastanie. Badania oparte byly przede wszystkim na elektroforezie
dwukierunkowej oraz spektrometrii mas wykorzystanych w celu identyfikacji biatek roznicujacych wybrane linie
zyta. Uzyskane wyniki wskazaly szereg potencjalnych biatek, ktore moglty by¢ zaangazowane w zjawisko
porastania. Lista roznicujacych biatek zawiera m. in. serpiny, biatko szoku cieplnego HSP70, inhibitory alfa-
amylazy, biatka przeciwdrobnoustrojowe, peroksyredoksyne, inhibitor ksylanazy oraz biatka wigzace RNA. Dla

cze$ei zidentyfikowanych biatek w ziarnie zyta wykazano wczesniej zwigzek z porastaniem u pszenicy i ryzu, co



sugeruje, ze niektéore mechanizmy wptywajace na przedwczesne kietkowanie moga by¢ wspolne dla réznych
gatunkéw zbdz. Badania prowadzone byly w ramach wspotpracy z Katedrg Genetyki Hodowli i Biotechnologii
Roslin, Wydzialu Ksztaltowania Srodowiska 1 Rolnictwa, Zachodniopomorskiego ~Uniwersytetu

Technologicznego w Szczecinie.

Masojé¢ P., Kosmala A., Perlikowski D. (2013). Proteomic analysis of developing rye grain with contrasting
resistance to preharvest sprouting. Journal of Applied Genetics 54: 11-19. DOI: 10.1007/s13353-012-0127-
8.

1F2013 = 1,902

Moj wktad w przygotowanie publikacji obejmowat: ekstrakcje bialek z ziarna zyta oraz sporzadzenie map 2-D

proteomu.

4.5.3. Poznanie molekularnych podstaw meskiej sterylnosci u czosnku (Allium sativum).

Komercyjne odmiany czosnku Allium sativum sg sterylne, co utrudnia ich hodowlg. Jednak niedawne
badania nad przywrdoceniem ptodnosci tej rosliny umozliwity jej hybrydyzacj¢ i otworzyty droge do poznania
mechanizméw stojacych za zjawiskiem meskiej sterylnosci. Badania morfo-fizjologiczne, w polaczeniu
z analizami transkryptomu umozliwity identyfikacje genéw zaangazowanych w gametogeneze u ptodnych
i meskosterylnych genotypow czosnku. Oba genotypy wykazaty prawidlowa mejozg na wczesnych stadiach
rozwoju pylnikow, ale u roslin meskosterylnych hipertrofia tapetum po uwolnieniu mikrospor prowadzita do
degeneracji pytku. Analiza transkryptomu wykazata, ze ponad 16 000 gendéw ulegato zrdéznicowanej ekspresji
w rozwijajacych si¢ kwiatach ptodnych i meskosterylnych. W celu lepszego poznania tego procesu i zawgzenia
potencjalnych czynnikéw warunkujacych to zjawisko przeprowadzono analiz¢ proteomu i iloSciowe pordwnanie
biatek na mapach 2D. Identyfikacja biatek przy uzyciu spektrometrii masowej ujawnita 36 istotnie réznicujacych
biatek, z ktorych dziewig¢ wystgpowato wylgcznie w genotypie megskosterylnym. Pordéwnanie cech morfo-
fizjologicznych i molekularnych kwiatdéw plodnych i meskosterylnych czosnku sugerowato, ze zmiany
w mitochondrialnym tancuchu oddechowym oraz zaburzenia w regulacji programowanej $mierci komorek
tapetum moga prowadzi¢ do niedoboru energii i w konsekwencji do uposledzenia ziaren pytku. Zaproponowano
potencjalne markery molekularne meskiej ptodnosci i sterylnosci czosnku. Badania prowadzone byty w ramach
wspOtpracy z Agricultural Research Organization, The Volcani Center, Institute of Plant Science Bet Dagan

w lzraelu.

Shemesh-Mayer E., Ben-Michael T., Rotem N., Rabinowitch H.D., Doron-Faigenboim A., Kosmala A.,
Perlikowski D., Sherman A., Kamenetsky R.* (2015). Garlic (Allium sativum L.) fertility: transcriptome
and proteome analyses provide insight into flower and pollen development. Frontiers in Plant Science
6:271. DOI: 10.3389/fpls.2015.00271.

1F2015 = 4,495

Moj wkiad w przygotowanie publikacji obejmowat: ekstrakcje biatek z pylku czosnku oraz sporzadzenie map

2-D proteomu oraz udziat w selekcji biatek do identyfikacji.



4.5.4. Poznanie molekularnych podstaw odporno$ci zyta (Secale cerale), pszenicy (Triticum aestivum)

i pszenzyta (Triticale) na fuzarioze kloséw.

Fuzarioza ktoséw jest chorobe grzybowa redukujaca w znaczny sposob wielko$¢ i jakos$¢ plonu tych zboz.
W wyniku prowadzonych prac, zidentyfikowano biatka dojrzatego ziarna kluczowe dla wyksztatcenia odporno$ci
na Fusarium culmorum. W badaniach wykorzystano m.in.: elektroforez¢ dwukierunkowa (2-D), w celu
profilowania akumulacji biatek ziarna po inokulacji i w warunkach kontrolnych oraz spektrometri¢ mas, w celu
identyfikacji bialek o r6znym poziomie akumulacji mi¢dzy badanymi rodami pszenicy oraz odmianami pszenzyta
izyta, rd6znigcymi si¢ poziomem odpornosci na chorobg. Uzyskane wyniki pozwolily m. in. na scharakteryzowanie
czynnego udziatu enzymow alfa i beta amylazy w zjawisku odporno$ci badanych zb6z na fuzariozg ktosow. Prace
badawcze wykonywane byly w ramach wspotpracy z Zaktadem Genomiki IGR PAN oraz z Instytutem Hodowli

i Aklimatyzacji Roslin — PIB.

Perlikowski D., Wisniewska H., Goral T., Ochodzki P., Majka M., Pawtowicz I., Belter J., Kosmala A.* (2019).
Identification of Proteomic Components Associated with Resistance to Fusarium Head Blight in Rye. The
Plant Pathology Journal 35: 313-320. DOI: 10.5423/PPJ.0OA.11.2018.0278.

1F2010=1,570

Perlikowski D., Wisniewska H., Kaczmarek J., Goral T., Ochodzki P., Kwiatek M., Majka M., Augustyniak A.,
Kosmala A.* (2016). Alterations in Kernel Proteome after Infection with Fusarium culmorum in Two
Triticale Cultivars with Contrasting Resistance to Fusarium Head Blight. Frontiers in Plant Science
7:1217. DOI: 10.3389/fpls.2016.01217.

1F2016= 4,291

Perlikowski D., Wisniewska H., Géral T., Kwiatek M., Majka M., Kosmala A.* (2014). “Identification of kernel
proteins associated with the resistance to Fusarium head blight in winter wheat (Triticum aestivum L.)”.
Plos One 9(10): e110822. DOI:10.1371/journal.pone.0110822.

1F2014 = 3,234

Moj wklad w przygotowanie ww. publikacji obejmowat: ekstrakcje biatek oraz wykonanie map 2-D proteomu
ziarna pszenicy, analiz¢ akumulacji bialek na podstawie sporzadzonych map biatkowych oraz wyselekcjonowanie
biatek do identyfikacji, pomiary aktywno$ci alfa i beta amylazy w ziarnie pszenicy, analiz¢ statystyczng
akumulacji biatek i aktywnoS$ci alfa i beta amylazy, opracowanie wynikéw badan pod katem sposobu ich
prezentacji w publikacji, udzial w interpretacji wynikow oraz sformulowaniu wnioskow ptynacych
z przeprowadzonych badaf, udzial w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu oraz opracowanie figur

prezentowanych w publikacji.



5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczna realizowana w wiecej

niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolno$ci zagraniczne;j.
5.1. Aktywno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora (do 2016r.).
5.1.1. Aktywno$¢é naukowa zwigzana z przygotowaniem rozprawy doktorskiej.

Prace badawcze w Instytucie Genetyki Roslin PAN rozpoczatem w 2011 roku, bedac formalnie
doktorantem Studium Doktoranckiego prowadzonego przy Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN. Praca
doktorska realizowana byla w Zakladzie Biologii Stresow Srodowiskowych IGR PAN. Jej tematyka
koncentrowala si¢ na poznaniu reakcji traw pastewnych na zmienne warunki $rodowiska, ze szczegdlnym
uwzglednieniem deficytu wody w podlozu. W ramach realizacji pracy doktorskiej nawigzatem wspoltprace z prof.
Marcinem Rapaczem z Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie (Katedra Fizjologii Roslin), w ramach ktorej
odbytem dwutygodniowy staz naukowy, ktoérego celem byto szkolenie z zakresu analizy parametrow
fizjologicznych roslin. W trakcie realizacji pracy doktorskiej nawigzatem takze wspotprace z prof. Lotharem
Willmitzerem z Instytutu Maxa Plancka w Poczdamie oraz z dr Sylwig Kierszniowska z tego o$rodka, ktorzy
umozliwili mi przeprowadzenie analizy lipidomu lisci materiatdéw roslinnych wykorzystywanych przeze mnie
w badaniach. Prace doktorska pt. ,,Fizjologiczne i molekularne podstawy tolerancji deficytu wody u form
introgresywnych zycicy wielokwiatowej (Lolium multiflorum Lam.) i kostrzewy trzcinowej (Festuca arundinacea
Schreb.) obronitem w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu pod kierunkiem dr. hab. Arkadiusza Kosmali.
Stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie agronomia uzyskatem uchwata Rady Naukowe;j Instytutu Genetyki

Roslin PAN dnia 14 grudnia 2016 1.

Staz naukowy:

Termin: 23 kwietnia — 4 maja 2012 (dwutygodniowy pobyt)

Miejsce: Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Katedra Fizjologii Roslin
Opiekun naukowy: prof. Marcin Rapacz

Temat: Analizy parametrow fizjologicznych traw pastewnych z rodzaju Lolium i Festuca w warunkach

kontrolowanej suszy.
Efekty:

Perlikowski D., Kosmala A., Rapacz M., Koscielniak J., Pawlowicz 1., Zwierzykowski Z. (2014). Plant Biology
16: 385-394. DOI: 10.1111/plb.12074.

Staz naukowy:

Termin: 5 - 9 maja 2014 (tygodniowy pobyt)

Miejsce: Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Poczdam, Niemcy
Opiekuni naukowi: prof. Lothar Willmitzer i dr Sylwia Kierszniowska

Temat: Analiza ilo$ciowa i jako$ciowa lipidow btonowych u traw kompleksu Lolium-Festuca w warunkach stresu
deficytu wody; wykonanie identyfikacji iloSciowej i jakosciowej glicerolipidow lisci traw z kompleksu Lolium-

Festuca, przy wykorzystaniu spektrometrii mas sprzezonej z chromatografig cieczows.



Efekty:

Perlikowski D., Kierszniowska S., Sawikowska A., Krajewski P., Rapacz M., Eckhardt A., Kosmala A. (2016).
Frontiers in Plant Science 7:1027. DOI: 10.3389/pls.2016.01027.

5.1.2. Aktywno$¢ naukowa zwigzana z badaniem architektury i metabolizmu korzeni traw pastewnych

w odniesieniu do zdolno$ci unikania suszy.

W trakcie realizacji pracy doktorskiej zostatem kierownikiem wiasnego projektu badawczego Preludium
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt.: ,,Analiza wybranych komponentow architektury systemu
korzeniowego i metabolizmu korzenia w odniesieniu do tolerancji deficytu wodnego u traw kompleksu Lolium-
Festuca”, nr 2014/13/N/NZ9/00914, celem ktorego bylto poznanie wybranych elementow reakcji traw pastewnych
na stres deficytu wodnego w podtozu w oparciu o charakterystyke architektury systemu korzeniowego oraz analizg
akumulacji bialek, metabolitow pierwotnych, glicerolipidéw i hormondéw roslinnych w korzeniach traw
pastewnych kompleksu Lolium-Festuca. Zakres badan prowadzonych w projekcie byt inny niz tematyka rozprawy
doktorskiej i byt realizowany réwnolegle z badaniami przedstawionymi w rozprawie doktorskiej. W ramach tych
badan kontynuowatem swoja wspotprace z Instytutem Maxa Plancka w Poczdamie, przede wszystkim z dr
Aleksandrg Skirycz, w tematyce zwiagzanej z analiza akumulacji lipidow oraz metabolitéw pierwotnych
w korzeniach badanych traw pastewnych. Przed uzyskaniem projektu, odbylem tygodniowy staz w Instytucie
National de la Recherche Agronomique (INRA) w Lusignan pod opicka prof. Marca Ghesquiere’a, ktory

zainspirowal mnie do napisania i ztozenia projektu Preludium.

Staz naukowy:
Termin: 13-19 kwietnia 2013 (tygodniowy pobyt)

Miejsce: Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), Unite de Recherche Pluridisciplinaire

Prairies et Plantes Fourrageres, Lusignan, Francja
Opiekun naukowy: prof. Marc Ghesquiere

Temat: Poprawianie tolerancji traw pastewnych na stresy abiotyczne oraz badanie fizjologicznych i molekularnych
podstaw tej tolerancji. Szkolenie w zakresie analizy fizjologii i metabolizmu korzeni traw kompleksu Lolium-

Festuca.

Efekty: przygotowanie projektu Preludium finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt.: ,,Analiza
wybranych komponentow architektury systemu korzeniowego i metabolizmu korzenia w odniesieniu do tolerancji
deficytu wodnego u traw kompleksu Lolium- Festuca”, nr 2014/13/N/NZ9/00914, realizowanego w latach 2014 -
2016.

Staz naukowy:
Termin: 31 pazdziernika — 11 listopada 2016 (dwutygodniowy pobyt)
Miejsce: Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Poczdam, Niemcy

Opiekunowie naukowi: prof. Lothar Willmitzer, dr Aleksandra Skirycz



Temat: Identyfikacja iloSciowa i jako$ciowa glicerolipidow i metabolitow pierwotnych wyizolowanych z korzeni
traw kompleksu Lolium-Festuca, przy wykorzystaniu spektrometrii mas sprzezonej z chromatografia cieczowa
i gazowa. Wyjazd odbyt si¢ w ramach realizacji projektu NCN PRELUDIUM 7 ,Analiza wybranych
komponentéw architektury systemu korzeniowego i metabolizmu korzenia w odniesieniu do tolerancji deficytu

wodnego u traw kompleksu Lolium- Festuca”, nr 2014/13/N/NZ9/00914, ktérego bytem kierownikiem.
Efekty:

(H1) Perlikowski D.*, Augustyniak A., Masajada K., Skirycz A., Soja A. M., Michaelis A., Wolter G., Kosmala
A. (2019). Plant Science 283: 211-223. DOI: 10.1016/j.plantsci.2019.02.001.

(H2) Perlikowski D.*, Augustyniak A., Skirycz A., Pawlowicz 1., Masajada K., Michaelis A., Kosmala A. (2020).
Plant and Cell Physiology 61: 492-504. DOI:10.1093/pcp/pcz215.

5.1.3. Aktywno$¢ naukowa zwiazana z poznaniem technologii transformacji i regeneracji traw pastewnych.

Celem wprowadzenia do prac naszego zespohu technologii zwigzanej z transformacja traw, umozliwiajace;j
prowadzenie analiz funkcjonalnych genow kluczowych w tolerancji stresow abiotycznych, nawigzano wspotprace
z prof. Tadashim Takamizo z National Institute of Livestock and Grassland Science w Nishinasuno w Japonii,

ktérego zespot naukowy specjalizowat si¢ w tych technikach.

Staz naukowy:

Termin: 1 — 30 pazdziernika 2015 (miesigczny pobyt)

Miejsce: National Institute of Livestock and Grassland Science, Nishinasuno, Japonia

Opiekun naukowy: prof. Tadashi Takamizo

Temat: Zapoznanie si¢ z technologia transformacji traw pastewnych z rodzaju Lolium i Festuca oraz zawigzanie
wspolpracy majacej na celu uzyskanie transgenicznych ro§lin z gatunkéow Lolium multiflorum i Festuca

arundinacea z genami zwigzanymi z tolerancjg stresdOw abiotycznych.

Efekt: udziat we wdrozeniu technologii transformacji i regeneracji traw do prac Zakladu Biologii Streséw

Srodowiskowych, a nastepnie Zaktadu Fizjologii Roslin IGR PAN.
5.2. Aktywno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora (po 2016r.).

5.2.1 Aktywnos$¢ naukowa zwigzana z badaniem metabolizmu traw pastewnych (tkanka lisci i wezlow

krzewienia) w oparciu o analize¢ akumulacji lipidow i metabolitéw pierwotnych.

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowalem badania dotyczace metabolizmu lisci traw pastewnych
w warunkach deficytu wody oraz rozpoczgtem badania nad metabolizmem weziow krzewienia w warunkach
deficytu wody u traw pastewnych roznigcych si¢ poziomem tolerancji suszy. Osiggnigcia z tego etapu badan
opisano szczegdtowo w punkcie 4.4.2. tego zalgcznika. W prowadzonych pracach wykorzystywalem
najnowoczes$niejsze techniki fizjologiczno-molekularne w ramach kontynuowanej wspotpracy z Instytutem Maxa

Plancka w Poczdamie. Prace badawcze wykonywane byty w ramach dziatalno$ci statutowej Zaktadu Biologii



Stresow Srodowiskowych IGRPAN oraz projektow finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki

i Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi.

Staz naukowy:

Termin; 15 — 24 lipca 2019 (dwutygodniowy pobyt)

Miejsce: Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Potsdam, Niemcy
Opiekuni naukowi: prof. Lothar Willmitzer, dr Aleksandra Skirycz

Temat: Analiza ilosciowa i jakoS$ciowa glicerolipidéw btonowych i metabolitow pierwotnych wyizolowanych
z lisci i weztdw krzewienia u traw kompleksu Lolium-Festuca w warunkach stresu deficytu wody. Wyjazd odbyt
si¢ w ramach realizacji projektu NCN OPUS 12 ,,Wglad w molekularne mechanizmy tolerancji deficytu wody
i regeneracji po jego ustgpieniu u wybranych gatunkéw i mieszancow traw pastewnych kompleksu Lolium-

Festuca”, nr 2016/23/B/NZ9/00820 (kierownik: A, Kosmala), ktorego bylem wykonawcay.
Efekty:

(H3) Perlikowski D., Lechowicz K., Skirycz A., Michaelis A., Pawtowicz I.*, Kosmala A. (2022). Plant and Cell
Physiology 63: 353-368. DOI: 10.1093/pcp/pcac003.

(H4) Perlikowski D.*, Skirycz A., Marczak L., Lechowicz K., Augustyniak A., Michaelis A., Kosmala A. (2023).
Journal of Experimental Botany 74: 396-414. DOI: 10.1093/jxb/erac398.

Lechowicz K., Pawlowicz 1.*, Perlikowski D., Arasimowicz-Jelonek M., Blicharz S., Skirycz A., Augustyniak
A., Malinowski R., Rapacz M., Kosmala A. (2020). International Journal of Molecular Sciences 21 (16): 5639.
DOI: 10.3390/ijms21165639.

5.2.2. Aktywno$¢ naukowa zwigzana z projektowaniem konstruktow do transformacji i modyfikacji

genomu traw.

Nawigzalem takze wspotprace z dr. Vojtéchem Hudzieczek, pracujacym w Institute of Biophysics, Czech
Academy of Sciences (Brno, Czechy), w Zakladzie Plant Developmental Genetics kierowanym przez prof.
Romana Hobzg. Tematyka odbytego stazu obejmowata poznanie technik projektowania i sktadania wektoréw do
modyfikacji genoméw traw w oparciu o nadekspresje, wyciszenie lub wylaczenie (knock-out przy wykorzystaniu
CRISPR/Cas9) wybranych genow.

Staz naukowy:

Termin: 2 — 27 wrze$nia 2019 (miesigczny pobyt)

Miejsce: Institute of Biophysics, Czech Academy of Sciences, Brno, Czechy
Opiekunowie naukowi: prof. Roman Hobza, dr Vojta Hudzieczek

Temat: Poznanie metod transformacji rosli oraz stworzenie konstruktow do nadekspresji, wyciszania i wylaczenia

genu aldolazy chloroplastowej.



Efekty: uzyskanie konstruktéw do transformacji roélin i udzial we wdrozeniu metod modyfikacji genomow traw

do prac Zaktadu Biologii Stresow Srodowiskowych, a nastepnie Zaktadu Fizjologii Roslin.

5.2.3. Aktywno$¢ naukowa zwiazana z poznaniem mechanizméw zimotrwalos$ci i mrozoodpornosci traw

pastewnych.

Moje aktualne badania koncentruja si¢ przede wszystkim wokot poznania mechanizméw zimotrwalosci
i mrozoodpornoéci traw pastewnych w ramach uzyskanego przeze mnie w roku 2021 projektu ,,OPUS 21” pod
tytutem ,,Kompleksowa analiza mechanizméw mrozoodpornosci w sekwencji procesoOw hartowania w chtodzie,
rozhartowywania i ponownego hartowania, u traw pastewnych”, nr 2021/41/B/NZ9/00782, finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki. Celem projektu jest poznanie kluczowych fizjologicznych i molekularnych
komponentéw metabolizmu roslinnego, zwigzanych z nabywaniem/utratg mrozoodpornosci oraz zwigzang z tym
procesem pamigcig stresowa, w odniesieniu do sekwencji procesow hartowania, rozhartowywania i ponownego
hartowania. Badania prowadzone sa przy wykorzystaniu warto$ciowych modeli ro$linnych z grupy traw
pastewnych Lolium-Festuca — F. arundinacea (kostrzewa trzcinowa) i mieszancow L. multiflorum/F.
arundinacea, réznigcych si¢ poziomem zimotrwato$ci. W ramach tego projektu nawigzatem wspoétprace z grupg
badawczg prof. Alisdair Fernie i dr Salehem Alseekh (Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology,
Potsdam, Niemcy), ktorych praca badawcza koncentruje si¢ na poznaniu centralnego metabolizmu roslin.
W ramach wspotpracy prowadzona jest analiza lipidomu i metabolomu pierwotnego wybranych gatunkow

1 mieszancow traw.
Staze naukowe:

Termin pierwszego stazu: 4 maja — 5 czerwca 2023 (miesigczny pobyt)

Termin drugiego stazu: 2 — 11 kwietnia 2024 (dwutygodniowy pobyt)

Miejsce: Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Potsdam, Niemcy
Opiekunowie naukowi: prof. Alisdair Fernie, dr Saleh Alseekh

Temat: Analiza iloSciowa i jako$ciowa lipiddw oraz metabolitow pierwotnych u traw kompleksu Lolium-Festuca
w warunkach oscylujacych temperatur. Wyjazd odbyt si¢ w ramach realizacji projektu NCN OPUS 21:
,Kompleksowa analiza mechanizméw mrozoodpornosci w sekwencji procesOw hartowania w chlodzie,
rozhartowywania i ponownego hartowania, u traw pastewnych” nr 2021/41/B/NZ9/00782, ktorego jestem

kierownikiem.
Efekty:

Gorna J., Perlikowski D., Alseekh S., Rapacz M., Fernie A., Wojcik-Jagta M., Kosmala A. (2026). Remodeling
of the leaf lipidome during cold acclimation, de-acclimation and re-acclimation influences the frost tolerance of

Festuca arundinacea.” Plant and Cell Physiology, (manuskrypt na etapie korekty po recenzji).



5.3.

Wspolpraca miedzynarodowa.

Agricultural Research Organization, The Volcani Center, Institute of Plant Science Bet Dagan,

Izrael:

prof. Rina Kamenetsky

Temat: Molekularne podstawy meskiej sterylnosci u czosnku (Allium sativum).
Efekt wspotpracy:

Shemesh-Mayer E., Ben-Michael T., Rotem N., Rabinowitch H.D., Doron-Faigenboim A., Kosmala
A., Perlikowski D., Sherman A., Kamenetsky R. (2015). Frontiers in Plant Science 6:271.
DOI: 10.3389/fpls.2015.00271.

National Institute of Livestock and Grassland Science, Japonia:
prof. Tadashi Takamizo

Temat: Zapoznanie si¢ z technologig transformacji traw pastewnych z rodzaju Lolium i Festuca oraz
zawigzanie wspoOlpracy majacej na celu uzyskanie transgenicznych ro$lin z gatunkéow Lolium
multiflorum i Festuca arundinacea z przetransferowanymi genami zwigzanymi z tolerancjg stresow

biotycznych oraz fotosynteza.

Efekt wspolpracy:

Staz w Instyucie w Nishinasuno (1-30 pazdziernika 2015).

Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Niemcy:

prof. Lothar Willmitzer, prof. Alisdair Fernie, dr Sylwia Kierszniowska, dr Aleksandra Skirycz,
dr Saleh Alseekh

Temat: Analiza zmian w lipidomie i metabolomie pierwotnym traw kompleksu Lolium-Festuca

w warunkach deficytu wody i w warunkach oscylujgcych temperatur ,,zimowych”.
Efekty wspotpracy:

Staz w MPI, Poczdam (5 - 9 maja 2014).

Staz w MPI, Poczdam (31 pazdziernika - 11 listopada 2016).

Staz w MPI, Poczdam (15 - 24 lipca 2019).

Staz w MPI, Poczdam (4 maja — 5 czerwca 2023).

Staz w MPI, Poczdam (2 — 11 kwietnia 2024).

Perlikowski D., Kierszniowska S., Sawikowska A., Krajewski P., Rapacz M., Eckhardt A., Kosmala
A. (2016). Frontiers in Plant Science 7:1027. DOI: 10.3389/fpls.2016.01027.

(H1) Perlikowski D., Augustyniak A., Masajada K., Skirycz A., Soja A. M., Michaelis A., Wolter
G., Kosmala A. (2019). Plant Science 283: 211-223. DOI: 10.1016/j.plantsci.2019.02.001.



(H2) Perlikowski D., Augustyniak A., Skirycz A., Pawtowicz I., Masajada K., Michaelis A., Kosmala
A. (2020). Plant and Cell Physiology 61: 492-504, DOI: 10.1093/pcp/pcz215

Lechowicz K., Pawlowicz 1.*, Perlikowski D., Arasimowicz-Jelonek M., Blicharz S., Skirycz A.,
Augustyniak A., Malinowski R., Rapacz M., Kosmala A. (2020). International Journal of Molecular
Sciences 21 (16): 5639. DOI: 10.3390/ijms21165639

(H3) Perlikowski D., Lechowicz K., Skirycz A., Michaelis A., Pawtowicz 1., Kosmala A. (2022).
Plant and Cell Physiology 63: 353-368. DOI: 10.1093/pcp/pcac003.

(H4) Perlikowski D., Skirycz A., Marczak L., Lechowicz K., Augustyniak A., Michaelis A., Kosmala
A. (2023). Journal of Experimental Botany, erac398. DOI: 10.1093/jxb/erac398.

W ramach:

Projekt NCN PRELUDIUM 7 (nr 2014/13/N/NZ9/00914): ,,Analiza wybranych komponentow
architektury systemu korzeniowego i metabolizmu korzenia w odniesieniu do tolerancji deficytu

wodnego u traw kompleksu Lolium-Festuca”, 2015-2017, D. Perlikowski (kierownik projektu).

Projekt NCN OPUS 12 (nr 2016/23/B/NZ9/00820): ,,Wglad w molekularne mechanizmy tolerancji
deficytu wody i regeneracji po jego ustgpieniu u wybranych gatunkow i mieszancow traw pastewnych
kompleksu Lolium-Festuca”, 2017-2021, A. Kosmala (kierownik projektu), D. Perlikowski
(wykonawca).

Projekt NCN OPUS 21 (nr 2021/41/B/NZ9/00782): ,Kompleksowa analiza mechanizmow
mrozoodpornosci w sekwencji procesow hartowania w chlodzie, rozhartowywania i ponownego

hartowania, u traw pastewnych”, 2022-2026, D. Perlikowski (kierownik projektu).
Institute of Biophysics, Czech Academy of Sciences, Czechy:
prof. Roman Hobza, dr Vojta Hudzieczek

Temat: Trening metod transformacji rosli oraz stworzenie konstruktow do nadekspresji oraz

wyciszania genu aldolazy chloroplastowej przy uzyciu metody CRISPR/Cas9 i amiRNA.
Efekty wspotpracy:
Staz w Instytucie w Brnie (2 — 27 wrze$nia 2019).

Uzyskanie konstruktow do transformacji roslin.



5.4.

Wspélpraca krajowa.

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Wydzial Rolniczy i Ekonomiczny, Katedra Fizjologii Ro§lin:
prof. Marcin Rapacz, prof. Agnieszka Ptazek

Temat: Tolerancja streséw abiotycznych i biotycznych u traw kompleksu Lolium-Festuca.

Efekty wspotpracy:

Staz na Uniwersytecie Rolniczym w Krakowie (23 kwietnia — 4 maja 2012).

Kosmala A., Perlikowski D., Pawlowicz 1., Rapacz M. (2012). Journal of Experimental Botany 63:
6161-6172.

Perlikowski D., Kosmala A., Rapacz M., Koscielniak J., Pawlowicz 1., Zwierzykowski Z. (2014).
Plant Biology 16: 385-394.

Perlikowski D., Kierszniowska S., Sawikowska A., Krajewski P., Rapacz M., Eckhardt A., Kosmala
A. (2016). Frontiers in Plant Science. 7:1027: DOI: 10.3389/fpls.2016.01027.

Pawlowicz 1., Rapacz M., Perlikowski D., Gondek K., Kosmala A. (2017). Journal of Applied
Genetics 58: 421-435, DOI: 10.1007/s13353-017-0403-8.

Plazek A., Pociecha E., Augustyniak A., Masajada K., Dziurka M., Majka J., Perlikowski D.,
Pawtowicz 1., Kosmala A.* (2018). Plant Physiology and Biochemistry 123:43-53. DOI:
10.1016/j.plaphy.2017.11.022

W ramach:

Projekt MRiIRW, 2014-2020: ,,Identyfikacja genéw zwigzanych z ekspresja zimotrwatosci i tolerancji
suszy u form introgresywnych Lolium multiflorum/Festuca arundinacea” (kierownik — A. Kosmala),

D. Perlikowski (wykonawca).

Projekt NCN OPUS 21 (nr 2021/41/B/NZ9/00782): ,Kompleksowa analiza mechanizméw
mrozoodporno$ci w sekwencji procesOw hartowania w chlodzie, rozhartowywania i ponownego

hartowania, u traw pastewnych”, 2022-2026, D. Perlikowski (kierownik projektu).

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydzial Biologii, Instytut Biologii

Eksperymentalnej, Zaklad Ekofizjologii RoSlin:

prof. Magdalena Arasimowicz-Jelonek

Temat: Rola tlenku azotu (NO) w metabolizmie roslinnym.
Efekty wspotpracy:

(H5) Perlikowski D.*, Lechowicz K., Pawlowicz 1. Arasimowicz-Jelonek M., Kosmala A. (2022).
Scientific Reports 12, 6500. DOI: 10.1038/s41598-022-10299-5.

(H6) Perlikowski D.*, Lechowicz K., Blicharz S., Arasimowicz-Jelonek M., Czapiewska A.,
Pawtowicz 1., Kosmala A. (2025). Frontiers In Plant Science 16: 1652482.
DOI: 3389/fpls.2025.1652482



Gajewska J., Floryszak-Wieczorek J., Kosmala A., Perlikowski D., Zywicki M., Sobieszczuk-
Nowicka E., Judelson H.S., Arasimowicz-Jelonek M. (2023). Frontiers in Plant Science 14: 1148222.
DOI: 10.3389/fpls.2023.1148222

W ramach:

Projekt NCN OPUS 12 (nr 2016/23/B/NZ9/00820): ,,Wglad w molekularne mechanizmy tolerancji
deficytu wody i regeneracji po jego ustgpieniu u wybranych gatunkéw i mieszancow traw pastewnych
kompleksu Lolium-Festuca”, 2017-2021, A. Kosmala (kierownik projektu), D. Perlikowski

(wykonawca).

Projekt NCN OPUS 16 (nr 2018/31/B/NZ9/00355) "Wptyw tlenku azotu na stan acetylacji biatek
histonowych u Phytophthora infestans (Mont.) de Bary",2019-2022, M. Arasimowicz-Jelonek
(kierownik projektu), D. Perlikowski (wykonawca).

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB w Radzikowie:
dr Tomasz Goéral, dr Piotr Ochodzki

Temat: Identyfikacja bialek zwigzanych z odpornos$ciag na fuzarioz¢ kloséw u pszenicy, zyta

i pszenzyta.
Efekty wspotpracy:

Perlikowski D., Wisniewska H., Goral T., Kwiatek M., Majka M., Kosmala A. (2014). Plos One
9(10): €110822. DOI: 10.1371/journal.pone.0110822.

Perlikowski D., Wisniewska H., Kaczmarek J., Goral T., Ochodzki P., Kwiatek M., Majka M.,
Augustyniak A., Kosmala A. (2016). Frontiers in Plant Science 7: 1217. DOI:
10.3389/fpls.2016.01217.

Perlikowski D., Wisniewska H., Goral T., Ochodzki P., Majka M., Pawlowicz 1., Belter J., Kosmala
A.* (2019). The Plant Pathology Journal 35: 313-320. DOI: 10.5423/PPJ.0A.11.2018.0278.

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, Zaklad Biochemii Produktow Naturalnych:
dr Lukasz Marczak

Temat: Analiza akumulacji metabolitéw pierwotnych w warunkach deficytu wody u roslin

w warunkach deficytu wody.
Efekty wspotpracy:

Perlikowski D., Czyzniejewski M., Marczak L., Augustyniak A., Kosmala A (2016). Frontiers in
Plant Science 7:1063: DOI: 10.3389/fpls.2016.01063.

Blicharz S., Beemster G.T.S., Ragni L., De Diego N., Spichal L., Hernandiz A.E., Marczak L.., Olszak
M., Perlikowski D., Kosmala A., Malinowski R.* (2021). Plant Journal 106: 1338-1355.
DOI: 10.1111/tpj.15240.



5.5.

6.

6.1.

(H4) Perlikowski D., Skirycz A., Marczak E., Lechowicz K., Augustyniak A., Michaelis A., Kosmala
A. (2023). Journal of Experimental Botany 74: 396-414. DOI: 10.1093/jxb/erac398.

W ramach:

Projekt NCN OPUS 12 (nr 2016/23/B/NZ9/00820): ,,Wglad w molekularne mechanizmy tolerancji
deficytu wody i regeneracji po jego ustgpieniu u wybranych gatunkéw i mieszancow traw pastewnych
kompleksu Lolium-Festuca”, 2017-2021, A. Kosmala (kierownik projektu), D. Perlikowski

(wykonawca).

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Wydzial Ksztaltowania

Srodowiska i Rolnictwa, Katedra Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin.
prof. Piotr Masoj¢

Temat: Molekularne podstawy porastania u zyta (Secale cereale).

Efekty wspotpracy:

Masoj¢ P., Kosmala A., Perlikowski D. (2013). Journal of Applied Genetics 54:11-19.
DOI: 10.1007/s13353-012-0127-8.

Staze zagraniczne.

Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), Unite de Recherche Pluridisciplinaire

Prairies et Plantes Fourrageres, Lusignan, Francja, (dr M. Ghesquiere), tygodniowy staz (2013).

Max Planck Institute in Potsdam, Niemcy, (prof. Lothar Willmitzer, prof. Alisdair Fernie), pie¢
odbytych wyjazdow stazowych (2014; 2016; 2019, 2023, 2024).

National Institute of Livestock and Grassland Science, Nishinasuno, Japonia, (prof. Tadashi

Takamizo), miesigczny staz (2015).

Institute of Biophysics, Czech Academy of Sciences, Brno, Czechy, (prof. Roman Hobza, dr Vojta
Hudzieczek), miesieczny staz (2019).

Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub

sztuke.

Dzialalno$¢ dydaktyczna.

6.1.1. Prowadzenie zaje¢ dla studentow i doktorantow.

2015 - Warsztaty dla studentow kierunku Biologia roslin uzytkowych, Wydziat Biologii, Uniwersytet im Adama

Mickiewicza, 19 i 26 maja 2015 r. Zajgcia praktyczne (2x 30 min.) pt. ,,Trawy pastewne kompleksu Lolium-

Festuca (zycice-kostrzewy); krzyzowanie oddalone; tolerancja stresow abiotycznych (susza, niska

temperatura) u traw”, (A. Kosmala, 1. Pawlowicz, D. Perlikowski).



2016 - Warsztaty dla studentéw kierunku Biologia roslin uzytkowych, Wydziat Biologii, Uniwersytet im Adama
Mickiewicza, 9 i 10 maja 2016 r. Zajecia praktyczne (2x 30 min.) pt. ,,Trawy pastewne kompleksu Lolium-
Festuca (zycice-kostrzewy); krzyzowanie oddalone; tolerancja stresoéw abiotycznych (susza, niska

temperatura) u traw”, (A. Kosmala, 1. Pawtowicz, D. Perlikowski).

2025 - Wyktady (7 godz.) dla doktorantow Poznanskiej Szkoty Doktorskiej Instytutow PAN pt. ,,Abiotic stress
response in plants”, 29.04-3.06.2025, D. Perlikowski

6.1.2. Opieka nad studentami i promotorstwo.

2013 - mgr Joanna Gebura, Uniwersytet im. Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydzial Biologii
i Biotechnologii, Instytut Biologii i Biochemii, Zaktad Anatomii i Cytologii Ro$lin, 20-24 maja 2013.

Cel: Szkolenie z metod proteomicznych, w tym 2-D elektroforezy (opiekun: A. Kosmala,
D. Perlikowski).

2014 - mgr Mateusz Ochocki, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydzial Biologii (absolwent Instytutu
Biologii Molekularnej i Biotechnologii); 2 miesiace.

Cel: Szkolenie w zakresie technik biologii molekularnej (opiekun: D. Perlikowski, A. Kosmala).

2014 - Jagoda Wojczynska, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydziat Biologii (studentka I'V roku Ochrony

Srodowiska); 1 miesiac.
Cel: Szkolenie w zakresie technik biologii molekularnej (opiekun: D. Perlikowski, A. Kosmala).
2015 - Andzelika Drozda, staz naukowy, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, cztery tygodnie.

Cel: praktyki na drugim roku studiow pierwszego stopnia biologii (opiekun: D. Perlikowski,

A. Augustyniak).
2020 - Zuzanna Snioszek, staz naukowy, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydzial Rolnictwa,
Ogrodnictwa i Bioinzynierii /II1 r. studiow 1. stopnia, 20.07.-21.08.2020 r.

Cel: Szkolenie w zakresie technik biologii molekularne;j i fizjologii roslin, (opiekun: D. Perlikowski).

2021 - mgr Adam Augustyniak, uzyskanie stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo
i ogrodnictwo nadany przez Rade Naukowa IGR PAN w dniu 17 marca 2021 r. na podstawie pracy
,.Fizjologiczne i molekularne podstawy hartowania na mréz form introgresywnych zycicy wielokwiatowej
(Lolium multiflorum Lam.) i kostrzewy trzcinowej (Festuca arundinacea Schreb.)”, promotor: prof. dr hab.
A. Kosmala; promotor pomocniczy: dr D. Perlikowski.

2023 - Barbara Krzetowska, staz naukowy w ramach projektu ,,Uniwersytet Jutra: Staz na dobry start!”, UAM
w Poznaniu, Wydzial Biologii, III r. studiéw 2. stopnia, 2.10.2023-2.12.2023.

Cel: Szkolenie w zakresie technik biologii molekularne;j i fizjologii roslin (opiekun: D. Perlikowski).


http://www.umcs.lublin.pl/jednostki.php?id=95
http://www.umcs.lublin.pl/jednostki.php?id=95
http://www.umcs.lublin.pl/jednostki.php?id=98
http://www.umcs.lublin.pl/jednostki.php?id=103

2025 - mgr Gabriela Skowron, praktykantka, IHAR-PIB w Radzikowie, 20-31.10 oraz 17-28.11.2025.

Cel: Szkolenie w zakresie analizy parametrow fizjologicznych roslin (opiekun: D. Perlikowski,

1. Pawlowicz, J. Gérna, A. Kosmala).

2026 - mgr Adrianna Czapiewska, doktorantka w Poznanskiej Szkole Doktorskiej IPAN od 2021 roku:

promotor: dr hab. I. Pawtowicz; promotor pomocniczy: dr D. Perlikowski.

2026 - mgr Julia Goérna, doktorantka w Poznanskiej Szkole Doktorskiej IPAN od 2022 roku — promotor: prof. dr

6.2.

6.3.

hab. A. Kosmala; promotor pomocniczy: dr D. Perlikowski.

Dzialalno$¢ organizacyjna.

e 2018-2019
Cztonek Rady Mtodych Pracownikéw Naukowych Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu.
e 7-8.05.2019
Wspdtorganizator workshopu BIO-TALENT, ,,Abiotic and biotic stresses in changing climate

conditions”.

Dzialalno$¢ popularyzujaca nauke.
e 14.01.2014

Noc Biologow, IGR PAN, Poznan ,,Tajemnicze substancje wystepujace w roslinach”, udziat

w przygotowaniu warsztatow dla dzieci i prowadzenie zajec.
o 24.04.2017

XX Festiwal Nauki i Sztuki, IChB Poznan ,IGRaszki z ro§linami”, udziat w przygotowaniu

warsztatow dla dzieci i prowadzenie zajgc.

o 0.04.2025
Targi Pracy na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu, UPPoluj prace - Wydzial Inzynierii
Srodowiska i Inzynierii Mechanicznej UPP. IGR PAN reprezentowali: J. Cerazy-Waliszewska,
D. Perlikowski. Zaprezentowano uczestnikom mozliwo$ci kontynuacji nauki w IGR PAN, jak

1 mozliwosci rozpoczgcia pracy w Instytucie.



7.1.

7.2.

Oproécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje, wazne z jego

punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.
Wyroéznienia i nagrody.

e Nagroda indywidualna Dyrektora IGR PAN za osiggni¢cia publikacyjne w roku 2012, 2013, 2014
12016.

e  Stypendium z ,,funduszu dla mtodych naukowcow IGR PAN” na odbycie stazy naukowych w roku
2013, 2014 12015.

e  Nagroda Komitetu Naukowego konferencji: 30" Meeting of the EUCARPIA Fodder Crops and
Amenity Grasses Section “Quantitative traits breeding for multifunctional grasslands and turf” dla
Mtodych Naukowcow za dotychczasowe osiggnigcia naukowe. Vrnjacka Banja, Serbia, 12-16 maja

2013.

e Wyroéznienie w konkursie na najlepsza prace eksperymentalna opublikowana w latach 2011-
2012 przyznane w 2013 roku przez Polskie Towarzystwo Biologii Eksperymentalnej RoSlin dla
Zespotu w skladzie: Arkadiusz Kosmala, Dawid Perlikowski, [zabela Pawlowicz oraz Marcin Rapacz
(UR w Krakowie). Za prace: Kosmala A., Perlikowski D., Pawtowicz 1., Rapacz M. (2012). Changes
in the chloroplast proteome following water deficit and subsequent watering in a high and a low

drought tolerant genotype of Festuca arundinacea. Journal of Experimental Botany 63: 6161-6172.

e Nagroda ufundowana przez Swiss National Science Foundation (SNF) w ramach grantu SCOPES na
podstawie oceny dotychczasowego dorobku naukowego badacza, celem pokrycia czgsciowych
kosztow uczestnictwa w 20" Eucarpia General Congress of Eucarpia, 29 sierpnia — 1 wrzes$nia 2016,

Zurich, Szwajcaria.

e  Laureat stypendium naukowego, programu START 2017, ufundowanego przez Fundacj¢ na rzecz
Nauki Polskiej (FNP) za wybitne osiggniecia naukowe w dziedzinie agronomii, (przyznano 10 maja

2017).

e  Nagroda dla Mlodych Naukowcoéw ,,Stapledon Memorial Trust Award for European Early Stage
Researchers” for the EGF-EUCARPIA 2019 Joint Symposium in Zurich, 24-27 wrzesnia 2019,

Zurich, Szwajcaria.

Czlonkostwo w miedzynarodowych towarzystwach naukowych.

e 2025 - obecnie
Cztonek organizacji EUCARPIA - European Association for Research on Plant Breeding.
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