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I. Imie i Nazwisko

Marzena Winska-Krysiak

I1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

Magister inzynier rolnictwa, specjalno$¢ - biotechnologia roslin, Wydziat Rolniczy, Szkota
Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego (obecnie Wydzial Rolnictwa i Biologii, Szkota Glowna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie), 1996.

Tytut pracy magisterskiej: ,,Zmiany w zawartosci ABA w rozwijajacych si¢ ziarniakach
pszenzyta jarego (X Triticosecale Wittmack) odmiany Gabo”, promotor dr Mieczystaw
Wiodkowski (Katedra Fizjologii Roslin).

Doktor nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwa, Wydzial Ogrodnictwa i Architektury
Krajobrazu, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego (obecnie Wydzial Ogrodnictwa,
Biotechnologii i Architektury Krajobrazu, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie), 2000.

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Ocena na poziomie molekularnym reakcji na stres olowiem
wybranych genotypoéw roslin z rodziny Brassicaceae”, promotor prof. dr hab. Stanistaw
Waldemar Gawronski (Katedra Sadownictwa i Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa,

SGGW).

I11. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych

Od 2013 - do chwili obecnej: kierownik w Samodzielnym Zaktadzie Przyrodniczych
Podstaw Ogrodnictwa, Wydzial Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu,
Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Od 2007: adiunkt w Samodzielnym Zaktadzie Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa,
Wydzial Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie.

2000-2006: adiunkt w Katedrze Sadownictwa i Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa,
Wydzial Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie.

1996-2000: stacjonarne studia doktoranckie, Katedra Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa
(od 1997r. Samodzielny Zaklad Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa), Wydzial
Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, Szkota Gloéwna Gospodarstwa Wiejskiego w

Warszawie.
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IV. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego:

Winska-Krysiak M. 2013. Wybrane aspekty transportu i akumulacji wapnia oraz aktywnosci
lipoksygenazy u jabtoni odmiany ‘Sampion’ i ‘Gala’. Wyd. Wie$ Jutra, Warszawa, 129 ss, ISBN:
978-83-62815-14-2 - dzieto opublikowane w catosci.

Recenzenci:

Prof. dr hab. Matgorzata Korbin, Research Institute of Horticulture in Skierniewice

Prof. dr hab. Kazimierz Tomala, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

b) omdwienie celu naukowego ww. pracy i osiggnictych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

WSTEP I CEL BADAN

Wszechstronny postep, jaki dokonatl si¢ zaréwno w polskim sadownictwie od polowy XX
wieku, obejmujgcy agrotechnike, zagadnienia przechowalnictwa, a takze prace hodowlane nad
nowymi odmianami, wprowadzil Polske do grona trzech najwigkszych producentéw jabtek na
swiecie po Chinach i USA z ilo$cig 2 493 078 ton [FAO 2012, http://faostat.fao.org]. Wymogi
rynkowe sprawiaja, ze owoce sg dostepne w sprzedazy przez caty rok, a ich cechy musza spetniac¢
wymagania konsumentéw preferujacych przede wszystkim smakowitos¢, jedrnos¢ i soczystos$¢
jabtek. W odpowiedzi na oczekiwania konsumentow, obecnie nawet niewielkie gospodarstwa
sadownicze dysponuja chtodniami do przechowywania owocéw, a w duzych gospodarstwach 1
grupach producenckich powszechne sg chtodnie KA i ULO. Przydatnos$¢ jablek do dhugiego
przechowywania zalezy od ich sktadu chemicznego (zwlaszcza zawartosci wapnia), na ktory
wptywa wiele czynnikow. Juz w 1936 roku de Long wysunal hipoteze, ze wystgpowanie gorzkiej
plamistosci podskornej (GPP- bardzo waznej choroby fizjologicznej) zwigzane jest z niedoborem
wapnia w owocach [Sadowski i in. 1967, Ferguson i Watkins 1992, White i Broadley 2003].
Zawarto$¢ wapnia w owocach zalezy m.in. od odmiany. Do odmian podatnych na GPP naleza
m.in.: ‘Jonagold’, ‘Sampion’, ‘Ligol’, ‘“Mutsu’, natomiast do odmian niepodatnych zaliczane sa:
‘Gala’, ‘Idared’, ‘Gloster’. W 2012 roku wsréd wyprodukowanych w polskich szkétkach drzewek
jabtoni udziat odmian, ktorych owoce s3 podatne na GPP wynosit okoto 45%. W 2012 roku
najwiecej wyprodukowano drzew odmian i ich sportéw: ‘Sampion’ (21%), nastepnie ‘Idared’

(18%), “Jonagold’ (14%), ‘Gala’ (9%).
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Waznym czynnikiem wplywajacym na zawarto$¢ wapnia w jablkach jest wysokos¢
plonowania drzew oraz rozmiary owocow [Sadowski i in. 1965, Ferguson i Watkins 1992, Szot
2010].

Przyjmuje si¢, ze na wielko$¢ plonu nowoczesnych odmian ma wpltyw przede wszystkim
intensywno$¢  fotosyntezy, ktorej przebieg jest warunkowany szeregiem czynnikow
wewnetrznych tj.: sprawno$¢ aparatu asymilacyjnego (intensywnos$¢ fotosyntezy, zawarto$¢
chlorofilu, fluorescencja chlorofilu a), eksport asymilatéw oraz zewnetrznych tj.: $wiatlo,
temperatura powietrza, stezenie CO, wokot drzew, zasoby wody oraz zwigzkéw mineralnych w
glebie i atmosferze. Wapn jest kluczowym makroelementem wptywajacym na stabilno$¢ struktur i
funkcje chloroplastéw i mitochondriow, tak wiec jego wlasciwy poziom w roslinie warunkuje,
posrednio 1 bezposrednio, efektywne wykorzystanie $wiatla, CO., wody, skladnikow
pokarmowych [Terry i Huston 1975]. Jony Ca?* petnig wazng role w fotosystemie Il (PSII), ktory
odpowiada za adaptacj¢ do roznych warunkéw stresowych [Chen i1 in. 2007]. Przy
niedostatecznym zaopatrzeniu roslin w wapn moze dochodzi¢ do wigkszych strat energii 1
obnizenia wydajnosci fotochemicznej PSII. Wapn pobudza transport elektronOw oraz bierze
udzial w fotosyntetycznej oksydacji wody [Hosann 2002].

Zawarto$¢ wapnia w ro$linach zalezy od stezenia sktadnikéw mineralnych (w tym Ca) w
glebie oraz wzajemnych ich proporcji, pH, a takze dostgpnosci wody.

W roélinie, zawarto$¢ wapnia jest wyzsza w lisciach w porownaniu z owocami. W przypadku
jabloni zawartos¢ wapnia w liSciach wynosi od 0,61 do 1,6% s.m. natomiast w jabtkach waha si¢
od 0,020 do 0,101% s.m. [Pacholak i in. 2004, Ben i Koszorz 2005, Tomala 1995]. W dostgpne;j
literaturze przedmiotu wystepuja liczne informacje dotyczace zaleznosci migdzy zawarto$cig
pierwiastkow w liSciach a zawarto$cig wapnia w owocach.

Akumulacja wapnia w tkankach ro$lin zalezy od pobierania tego pierwiastka przez korzenie i
transportu do cze$ci nadziemnej. Pobieranie wapnia jest regulowane przez intensywnosé
transpiracji nadziemnych czesci roslin [Barber 1995]. Owoce odznaczajg si¢ niskg transpiracja
oraz niskim objetosciowym przeptywem ksylemowym [Marschner 1995]. W przypadku
intensywnej transpiracji lisci moze nawet dochodzi¢ do wycofywania wapnia z owocow.

Zawarto$¢ wapnia w jablkach zalezy tez od transportu tego pierwiastka w obrgbie rosliny.
Wapn jest transportowany do owocow praktycznie przez caty okres wegetacji [Rogers i Batjer
1954, Tomala 1 in. 1989, Casero i in. 2002]. Zdarza si¢ jednak, ze bywa wycofywany z owocow
do lisci, np. podczas suszy. Dlatego przyjmuje si¢, ze faza wzrostu owocoéw, w ktorej nastepuje
akumulacja Ca w jablkach, ma wigkszy wptyw na wystgpowanie GPP niz zawarto$¢ tego
sktadnika podczas zbioru owocow. W literaturze znajduja si¢ liczne doniesienia dotyczace

transportu wapnia i jego regulacji (z poziomem molekularnym witacznie) u réznych roslin [Tretyn
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1994, White i in. 2002, White i Broadley 2003]. U jabtoni zagadnienie transportu wapnia nie jest
jednak w pelni wyjasnione. W 2004 roku w bazie EST NCBI zamieszczona zostata sekwencja
fragmentu genu z komodrek kwiatéw jabloni odmiany ‘Gold Rush’, ktory koduje kanat
Mdfw2031j19.y1 wykazujacy duza homologi¢ do biatka- kanal wapniowego wystepujacego u
pszenicy. W 2006 roku obecno$¢ tego genu stwierdzono réwniez w jabtkach odmiany ‘Sampion’ i
‘Gala’ [Winska-Krysiak 1 Lata 2006]. W ostatnich latach w bazie EST NCBI zamieszczone
zostaty kolejne sekwencje nukleotydowe gendow kodujacych biatka zaangazowane w transport
sktadnikéw mineralnych u Malus domestica. W badaniach nad mineralnym odzywieniem jabtek
najbardziej interesujgce sg te geny, ktorych ekspresje stwierdzono w takich organach, jak kwiaty
lub owoce. Nie mniej cenne jest potwierdzenie u jabtoni ekspresji genow kodujacych biatka
zaangazowane w transport wapnia, ktore zostaty juz scharakteryzowane w innych organizmach.
Potwierdzenie roli tychze gendow w procesie transportu wapnia u jabloni moze by¢ cenne i
wykorzystane w praktyce. W oparciu o takie geny mozna opracowa¢ markery selekcyjne
zwigzane ze zwigckszonym transportem wapnia do owocow i zwickszong jedrnoscia jablek
[Gianfranceschi i Soglio 2004, Perini i in. 2009, Soglio i in. 2009].

Wystepowanie GPP zwigzane jest nie tylko z zawartoscig wapnia, ale takze z warunkami
podczas przechowywania i aktywnoscig szeregu enzymow w okresie przechowywania. W trakcie
przechowywania zwtaszcza u owocow o wysokim stosunku K:Ca oraz Mg:Ca wzrasta aktywnos¢
lipoksygenazy (LOX) [Marcelle 1989, Winska-Krysiak i Lata 2010, Sharma i in. 2012].
Lipoksygenazy sa zaangazowane we wzrost i rozwdj roslin, biosynteze czasteczek regulacyjnych,
biosynteze zwigzkow lotnych, starzenie, odpowiedz na stres biotyczny i abiotyczny, w tym stres
zwigzany z niedoborem sktadnikéw pokarmowych [Feussner i Wasternack 2002, Troufflard i in.
2010].

Poprzez infiltracj¢ do owocdw roztworu chlorku magnezu mozna wywota¢ objawy podobne
do gorzkiej plamistosci podskornej, za ktore réwniez odpowiadajg lipoksygenazy. Aktywnos¢
tego enzymu jest dodatnio skorelowana z zawarto$cia magnezu w owocach oraz ujemnie z
zawarto$cig wapnia. Metoda infiltracji do owocOw roztworu chlorku magnezu moze stanowié
pewna przestanke do szacowania zawartosci wapnia w migzszu, co wigze si¢ ze zdolnoscig
przechowalniczg owocow, a takze moglaby postuzy¢ do oszacowania poziomu aktywnos$ci
lipoksygenazy w czasie zbioru owocow, stuzacej okresleniu dtugosci sezonu przechowalniczego
bez ryzyka wystapienia GPP [Tomala 1995].

Celem pracy bylo poznanie wybranych, fizjologicznych, biochemicznych i molekularnych
podstaw transportu i akumulacji wapnia oraz aktywnosci lipoksygenazy, na tle uwarunkowan
srodowiskowych 1 agrotechnicznych, u dwoéch waznych gospodarczo odmian jabtoni ‘Gala’ 1

‘Sampion’.
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Cel ten realizowany byt w nast¢pujacych zadaniach badawczych:

(i) Charakterystyka uwarunkowan s$rodowiskowych 1 agrotechnicznych ze szczegdlnym
uwzglednieniem zawartosci sktadnikow pokarmowych w glebie

(if) Analiza zawarto$ci wapnia w lisciach, zawigzkach i owocach w trakcie dwoch sezonéw
wegetacyjnych i przechowalniczych

(iii) Ocena wybranych elementow sprawnos$ci aparatu fotosyntetycznego i gospodarki wodnej

(iv) Dynamika zmian aktywno$ci lipoksygenazy podczas dojrzewania i przechowywania owocow

(v) Analiza zmian ekspresji gendw zaangazowanych w transport wapnia oraz genow kodujacych
lipoksygenazy wraz z okresleniem ich sekwencji nukleotydowych

(vi) Poszukiwanie zaleznosci pomiedzy zawartoscig wapnia a aktywnoscig lipoksygenazy,
zawarto$cig wapnia a jedrnosScig owocoOw oraz aktywnoscig lipoksygenazy a jedrnoscia

owocow jabtoni odmian ‘Gala’ i ‘Sampion’.

Materiat do badan stanowily liscie 1 jabtka z czteroletnich i pigcioletnich drzew jabtoni
rosnacych na podkladce M.9, odmiany Gala’ i ‘Sampion’ oraz gleba pobrana z warstw ornej i
podornej z rzedow drzew i z migdzyrzedzi. Material pobierano w latach 2008 i 2009 z sadu
Doswiadczalnego Katedry Sadownictwa SGGW w Wilanowie. Material pobierano w trzech
terminach: ok. potowy czerwca (termin 1), przelom lipca i sierpnia (termin 3) i ok. polowy
Wwrzesnia (zbior owocow — termin 5). W pobranych prébkach gleby oznaczano podstawowe
wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne. W materiale ro§linnym oznaczano zawarto$¢ P, K, Mg i Ca,
aktywnos$¢ lipoksygenazy (LOX) oraz ekspresje genow kodujacych biatka biorgce udziat w
transporcie wapnia i genow kodujacych lipoksygenazy. Okreslono sekwencje nukleotydowe
badanych gendw.

W sezonie wegetacyjnym od potowy czerwca do potowy wrzesnia (co ok. 3 tygodnie, termin
1-5), oceniano wybrane wskazniki opisujgce sprawnos¢ aparatu fotosyntetycznego: intensywnos¢
fotosyntezy, zawarto$¢ chlorofilu i fluorescencj¢ chlorofilu a oraz gospodarki wodnej:
intensywnos¢ transpiracji i wzgledng zawarto$¢ wody.

Mase owocow, zawartosci sktadnikéw mineralnych, zmiany jedrno$ci migzszu owocow,
aktywno$¢ LOX oraz ekspresje genow kodujacych lipoksygenazy oznaczano takze po 1,5 i 3
miesigcach przechowywania owocow w chtodni zwyktej lub w chtodni z kontrolowang atmosfera

oraz po symulowanym obrocie.
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REZULTATY | DYSKUSJA

Charakterystyka uwarunkowan S$rodowiskowych i agrotechnicznych ze szczegdlnym

uwzglednieniem zawarto$ci skltadnikéw pokarmowych w glebie

Jablonie badanych odmian rosty w kwaterach gdzie byly $rednie (dla fosforu) lub wysokie
(dla potasu i magnezu) zawartosci sktadnikow pokarmowych w glebie, a stosunek K:Mg byt
poprawny. Stezenie soli w glebie, zawarto$ci przyswajalnego fosforu, potasu oraz magnezu w
glebie byly zblizone niezaleznie od kwatery sadu, w ktorych rosty drzewa badanych odmian.
Zawarto$¢é wapnia i pH gleby w kwaterze gdzie rosty drzewa odmiany ‘Sampion’ byly wyzsze
(610-757 mg Ca-dm= gleby, pH 4,7-5,5) w poréwnaniu z kwatera gdzie rosty drzewa odmiany
‘Gala’ (481-567 mg Ca-dm gleby, pH 4,3-5,0). Odczyn gleby w badanych kwaterach byt bardzo

kwasny i kwasny.

Analiza zawarto$ci wapnia i innych skladnikOw pokarmowych w li§ciach w trakcie dwoch

sezondw wegetacyjnych

Mimo ze odczyn gleby, na ktoérej rosty badane odmiany byl zdecydowanie nizszy od
optymalnego dla jabtoni pH 5,7-6,2, nie wplyn¢to to na zahamowanie pobierania sktadnikow
mineralnych z roztworu glebowego.

W lisciach obu odmian stwierdzono optymalng zawarto$¢ fosforu i magnezu oraz wysoka
zawarto$¢ potasu. W roku 2008 nie odnotowano istotnej roznicy w zawartosci fosforu w lisciach
migdzy badanymi odmianami, natomiast w 2009 zawartos$¢ tego sktadnika byta istotnie wyzsza u
odmiany ‘Sampion’. Tak w roku 2008, jak i 2009, zawarto$¢ magnezu oraz warto$é¢ stosunku
Mg:Ca byly nizsze, a w zawarto$¢ potasu oraz stosunek K:Ca istotnie wyzsze w lisciach odmiany
‘Gala’ niz u odmiany ‘Sampion’.

Zawartosci  sktadnikéw pokarmowych w liSciach zmienialy si¢ w trakcie sezonu
wegetacyjnego. Stezenie fosforu w liSciach malalo, zapewne w wyniku rozcienczenia i
redystrybucji tego pierwiastka do innych organéw, podobnie malaty wartosci stosunku K:Ca oraz
Mg:Ca. W roku 2008 stezenie magnezu w liSciach istotnie wzrosta migdzy pierwszym a trzecim
terminem pobierania prob, po czym utrzymywato si¢ na statym poziomie, natomiast w roku 2009
zmian takich nie obserwowano. Stezenie potasu w lisSciach utrzymywato si¢ na tym samym
poziomie we wszystkich terminach pobierania préb w obu latach badan.

Stezenie wapnia w lisciach badanych odmian bylo na zbliZonym poziomie, natomiast w
trakcie sezonu wegetacyjnego obserwowano istotne roznice. W kolejnych terminach pobierania
prob, w obu latach badan, stwierdzano wzrost zawartos¢ wapnia w liSciach w trakcie sezonu
wegetacyjnego. Najwyzsze wzrosty, zwlaszcza w lisciach odmiany ‘Gala’, odnotowano mig¢dzy

terminami pierwszym a trzecim. Ponadto w sezonie 2008 u obu badanych odmian odnotowano
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kolejny istotny wzrost zawartosci wapnia w lisciach, migdzy terminami trzecim i pigtym.
Analogiczne zjawisko w 2009 obserwowano tylko w lisciach odmiany ‘Sampion’. Uwaza sig, ze
wapn nie jest transportowany z liSci do innych organdéw, lecz kumulowany, a podobne obserwacje
odnotowali Himelrick i Walker [1982], Andziak i in. [2004], Nachtigall i Dechen [2006] oraz
Cheng i Rab [2009].

Ocena wybranych elementéw sprawnosci aparatu fotosyntetycznego i gospodarki wodnej

Odmiany wykorzystane w badaniach cechuje stabilne plonowanie. Tak w obecnej pracy, jak i
w badaniach prowadzonych w latach 2003-2006 (wyniki nieopublikowane) uzyskano zblizone
wyniki, wskazujace na wyzsza mas¢ owocu i plon z hektara odmiany ‘Sampion’ w poréwnaniu z
odmiang ‘Gala’. Nalezy zaznaczy¢, masa owocow cv ‘Sampion’ przedstawiona w niniejszej pracy
jest wyzsza niz uzyskana przez Nachtigalla i Dechena [2006], ale nieznacznie nizsza od tej
uzyskanej przez Winska-Krysiak i Latg [2010].

W owocach odmiany ‘Sampion’ stwierdzono nizsza zawarto$é wapnia niz w owocach cv
‘Gala’. Podjeto probe wyjasnienia przyczyny tej roznicy.

Poza czynnikami odmianowymi i agrotechnicznymi, na wielko$¢ plonu wplywa przede
wszystkim intensywnos$¢ fotosyntezy, ktorej przebieg warunkowany jest czynnikami
wewnetrznymi (sprawno$¢ aparatu fotosyntetycznego) oraz zewngtrznymi ($wiatto, temperatura
powietrza, stezenie dwutlenku wegla wokot drzew, zasoby wody w glebie i atmosferze oraz
zwigzkow mineralnych) [Pilarski i Tokarz 2011]. Dwutlenek wegla przenika do przestrzeni
miedzykomorkowych gtéwnie przez aparaty komorek szparkowych, a stopien ich rozwarcia
decyduje o intensywnos$ci wymiany COz, Oz i H20. Funkcjonowanie aparatow szparkowych
powigzane jest ze zmianami poziomu ABA a takze st¢zenia jondw, miedzy innymi, wapnia,
potasu i chloru [Mansfield i McAinsh 1995, Grabov i in. 1997]. Pod wptywem ABA nast¢puje
wzrost  stezenia wapnia w  cytozolu, pochodzacego czeSciowo z  magazynow
wewnatrzkomorkowych  (wakuoli, $ciany komorkowej 1 retikulum endoplastycznego).
Mechanizm otwierania i zamykania aparatow szparkowych, na ktory wpltyw ma takze ABA,
zwigzany jest ze zmianami turgoru w komorkach szparkowych i epidermalnych, a te z kolei- z
zmieniajacym si¢ potencjalem wodnym. Dostepnos¢ wody jest, wiec jednym z podstawowych
czynnikéw warunkujacych intensywnos¢ fotosyntezy.

Poniewaz drzewa obu odmian rosty w porownywalnych warunkach agrotechnicznych i
srodowiskowych mozna przyjaé, ze wyzsze plonowanie odmiany ‘Sampion’ wynika,
przynajmniej w cze$ci, z Wwyzszej sprawnosci aparatu fotosyntetycznego. Jak wykazaty

przeprowadzone badania, wynika ona z wyzszej intensywnosci fotosyntezy, zawartosci chlorofilu
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(powigzanej z lepszym odzywieniem lisci w magnez) oraz warto$ci wskaznikéw fluorescencji
chlorofilu a.

W badaniach wiasnych, warto$¢ potencjalnej wydajnosci fotochemicznej systemu PS I,
Fu/Fm, ksztaltowala si¢ od 0,81 do 0,84, a wspdtczynnik stopnia adaptacji do warunkow
stresowych, Fm/Fo, od 5,2 do 6,2, co moze sugerowac, ze jabtonie rosty w warunkach
optymalnych. Wedlug Bjorkman i Demmig [1987] Fu/Fm dla wigkszosci roslin rosngcych w
warunkach bezstresowych osigga okoto 0,83, a wedlug Liu i in. [2012b] w lisciach jabloni
odmiany ‘Gale Gala’ od 0,83 do 0,85. Shmidts-Eiberger i in. [2002] wskazuja, ze Fu/Fm moze by¢
wskaznikiem stresu wywotanego niedoborem wapnia u pomidora i jabloni. Wartos¢ tego
parametru w warunkach stresu spada wowczas ponizej 0,8. Warto$¢ Fm/Fo w zdrowych lisciach
wynosi okolo 4-5 1 rowniez obniza si¢ pod wplywem czynnikdw stresowych [Hansatech
Instrument Ltd. 1996].

Kao i Tsai [1998] oraz Dgbrowska i in. [2011] zastosowali pomiar fluorescencji chlorofilu a
do oszacowania dostepnosci wody dla roslin. Innym parametrem obrazujacym poziom stresu
suszy byl wskaznik funkcjonowania, P.I. Wedtlug Viljevac i1 in. [2013] oraz Martinazzo 1 in.
[2012] spadek wartosci tego wskaznika ponizej 2,0 u wisni i brzoskwini byta wynikiem stresu
suszy. Parametr ten w badaniach wtasnych osiagal wartosci w zakresie od okoto 2,0 do 3,2, co
pozwala sadzi¢, ze drzewa przez wigksza czgs¢ obu sezondw wegetacyjnych nie znajdowaty si¢ w
warunkach stresowych. Jedynie w czwartym terminie pomiaru w 2009 roku, w okresie bardzo
matych ilosci opadow atmosferycznych jego wartos¢ wynosita ok. 1,7, co swiadczy o tym, ze w
tym okresie rosliny rosty w warunkach stresu.

Gospodarka wodna rosliny a w szczegdlnoSci intensywno$¢ transpiracji jest w oczywisty
sposob zwigzana z dostepnoscia wody. W warunkach jej niedoboru nastepuje zamykanie
aparatow szparkowych i ograniczenie intensywno$¢ transpiracji, a jednoczesnie takze i absorpcji
dwutlenku wegla [Pilarski 1 Tokarz 2011]. W niniejszych badaniach aktualna wilgotno$¢ wagowa
gleby, AWWG, mierzona w trzecim terminie 2008r. byla wyzsza w kwaterze gdzie rosty drzewa
odmiany ‘Gala’, niz odmiany ‘Sampion’. Jednocze$nie liscie odmiany ‘Gala’ wykazywaty wyzsza
intensywnos$¢ transpiracji oraz zawartos¢ wapnia. Podobnie wyzsza intensywnos¢ transpiracji oraz
zawarto$¢ wapnia zaobserwowano u tej odmiany w analogicznym terminie w roku 2009, mimo
nizszej AWWG. Zjawisko to zwigzane jest zapewne z ogélnie znanym mechanizmem transportu
wapnia do liSci wraz z pradem transpiracyjnym.

Proces transpiracji pozwala zarowno pobiera¢ wode z roztworu glebowego, ale takze usuwa ja
z roslin, chronigc je przed przegrzaniem spowodowanych nagromadzeniem energii cieplnej
zaabsorbowanej wraz z promieniowaniem fotosyntetycznie czynnym. W warunkach dobrego

zaopatrzenia w wod¢ oba te procesy przebiegaja sprawnie. Jednak przy ujemnym bilansie



Zalgcznik 3. Autoreferat dr Marzena Winska-Krysiak

wodnym, gdy intensywnos$¢ transpiracji przewaza nad pobieraniem wody, aparaty szparkowe
zamykaja si¢, co z kolei ogranicza intensywno$¢ fotosyntezy. W niniejszych badaniach $rednie
warto$ci intensywnosci fotosyntezy i transpiracji z catego sezonu wegetacyjnego bylty wyzsze, a
opory dyfuzyjne nizsze w lisciach odmiany ‘Sampion’. Odmiana ‘Gala’, oprocz wyzszych
oporow dyfuzyjnych charakteryzowata si¢ takze wyzsza (2008r.) lub poréwnywalng (2009r.)
wzgledng zawartoscia wody w lisciach. Sugeruje to, ze odmiana ‘Gala’ niz ‘Sampion’ lepiej
gospodaruje woda. Wartosci RWC byty pordwnywalne do tych, jakie uzyskali Liu i in. [2012a]
dla lisci ‘Gale Gala’.

Analiza zawarto$ci wapnia i innych skladnikdéw pokarmowych w zawiazkach i owocach w trakcie

dwaoch sezondéw wegetacyjnych

Badane odmiany nie réznity si¢ zawartoscig fosforu i magnezu oraz stosunkiem K:Ca w
owocach. W jablkach odmiany ‘Sampion’ odnotowano wyzsza warto$é stosunku Mg:Ca,
natomiast w owocach odmiany ‘Gala’ istotnie wyzszg zawarto$¢ potasu i wapnia. W obu latach
badan odnotowano w jabtkach badanych odmian wzrost stosunku K:Ca i Mg:Ca w trakcie sezonu
wegetacyjnego, natomiast zawarto$¢ fosforu, magnezu i wapnia byta najwyzsza w pierwszym
terminie pobierania prob (w zawigzkach), a w kolejnych terminach pobierania prob obserwowano
ich spadki, szczeg6lnie w zawartosci Ca w jabtkach odmiany ‘Sampion’, ktora charakteryzuje sie
wicksza masg owocow. Na zawarto§¢ wapnia wplywaty rowniez prawdopodobnie warunki
atmosferyczne w sezonie wegetacji. W roku 2009, przy wysokich temperaturach latem i obfitych
opadach deszczu od potowy maja do potowy lipca, zawartos¢ wapnia byla wyzsza niz w roku
2008.

Zawarto$¢ wapnia w poszczegolnych czesciach jablek w badaniach wlasnych byta bardzo
zroznicowana. Niezaleznie od odmiany, najwyzsza zawartos¢ wapnia stwierdzono w gniazdach
nasiennych, nastepnie nizszg w skorce 1 najnizsza w migzszu jablek. Zawarto$ci wapnia w roku
2009 byty istotnie wyzsze niz w 2008 (z wyjatkiem gniazd nasiennych jablek odmiany ‘Gala’). W
obu latach badan w skorce odmiany ‘Sampion’ i ‘Gala’ stwierdzono, odpowiednio, 2,5- i 2,6-
krotnie wyzsza niz w migzszu zawartos¢ wapnia. Wyniki te byly porownywalne z tymi
przedstawionymi przez Perringa i Wilkinsona [1968].

W fazie dojrzatosci zbiorczej zaopatrzenie jablek badanych odmian w wapn byto stosunkowo
wysokie, owoce odmiany ‘Sampion’ zawieraly powyzej 280 pg Ca- g s.m., owoce ‘Gala’
powyzej 480 pg Ca - gt s.m. Zardéwno podczas zbioru jak i po 3 miesigcach przechowywania nie
zaobserwowano owocow z objawami GPP. Wedtug Haynesa [1990] gorzka plamisto$¢ podskdrna
wystepowata na jabtkach zawierajacych w miazszu ponizej 250 pg Ca - g s.m. Warto§¢

krytyczna w jablkach odmiany ‘Sampion” wedtug Lanauskas i Kvikliené [2005] to ponizej 380
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mg Ca - kg* s.m. W owocach odmiany ‘Gala’ objawy choroby wystepowaly przy stezeniu wapnia
ponizej 36 mg - kg? §w.m. [Amarante i in. 2012]. Zawarto$¢ wapnia w migzszu jablek powyzej
500 pg Ca - g s.m. (Schouten [1982], Nielsen [1990]) i/lub powyzej 700 mg Ca - kgt s.m. w
skdrce (Drake i in. [1974]) ma ogranicza¢ wystepowanie GPP.

W niniejszych badaniach zawartoéé wapnia w owocach odmian ‘Sampion’ i ‘Gala’ byta
ujemnie skorelowana z wartosciami K:Ca i Mg:Ca, co jest zbiezne z wynikami uzyskanymi przez
Szot [2010]. Stosunek K:Ca w owocach badanych odmian byt wysoki, w fazie dojrzatosci
zbiorczej, odpowiednio w roku 2008 i 2009, miat on wartos¢ 29 i 25,4 dla jabtek odmiany
‘Sampion’, oraz 21,6 i 20 dla odmiany ‘Gala’. Wysoka warto$¢ stosunku K:Ca w owocach
wptywa na wystgpowanie GPP [Marcelle 1989, Lysiak 2013]. Piestrzeniewicz [1999] podaje, ze
krytyczna warto$¢ K:Ca dla odmiany ‘Sampion’ wynosi 18, za$ dla ‘Jonagold’- 28. Wzrost
stosunku K:Ca w owocach powoduje, zdaniem Marcelle [1989], wzrost aktywnosci
enzymatycznej lipoksygenazy, co réwniez ma istotny zwigzek z powstawaniem objawdw gorzkiej
plamisto$ci podskorne;.

Zaleznos¢ miedzy zawarto$cig wapnia w owocach, a zawartoscig wapnia w glebie zalezata od
odmiany. Srednia zawarto$¢ wapnia w glebie w kwaterze gdzie rosty drzewa odmiany ‘Sampion’
byla wyzsza, natomiast kwasowo$¢ wymienna nizsza, niz w glebie, na ktérej rosly drzewa
odmiany ‘Gala’. Pomimo to, stezenie wapnia w owocach odmiany ‘Sampion’ bylo nizsze niz w
owocach ‘Gala’, nie byto ono tez istotnie skorelowane z zawarto$ciag wapnia w glebie, natomiast
wykazano taka korelacje dla kwasowo$ci wymiennej w glebie zadarnionych miedzyrzedzi.
Zawarto$¢ wapnia w jablkach odmiany ‘Gala’ byta dodatnio skorelowana z zawartoscig wapnia w
glebie rzedow (utrzymanych w ugorze herbicydowym), natomiast nie wykazano korelacji miedzy
zawarto$cig wapnia w owocach a kwasowoscig wymienng. Pozwala to wnioskowac, ze zawarto$¢
wapnia w jabtkach odmiany ‘Sampion’ w wiekszym stopniu byta uzalezniona od czynnikow
genetycznych niz od zawartosci wapnia w glebie i1 jej odczynu, zgodnie z wczesniejszymi
doniesieniami [Tomala 1995].

Zawarto$¢ wapnia w owocach odmiany ‘Sampion’ i ‘Gala’ byta istotnie ujemnie skorelowana
z zawartoscig potasu w glebie zadarnionych miedzyrzgdzi. Natomiast nie wykazano istotnej
zalezno$ci migdzy zawarto$cig wapnia w jabtkach a zwarto$cig potasu w owocach, aczkolwiek

tendencja spadku zawarto$ci wapnia ze wzrostem zawartosci potasu byta zauwazalna.

Analiza zmian ekspresji genéw kodujacych biatka transportujace wapn wraz z okre$leniem ich

sekwencji nukleotydowych

Prowadzone w ostatnich latach badania wykazaty, ze zawarto§¢ Ca wewnatrz organelli

komoérkowych podlega Scistej regulaciji, w ktorej szczegolng role odgrywajg biatka transportujgce
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wapn przez blony cytoplazmatyczne. Zaburzenia w ich funkcjonowaniu moze narazi¢ tkanki
owocOw na niedobor wapnia [Park i in. 2005, De Freitas i in. 2011]. W transgenicznych
pomidorach zawierajacych zmodyfikowany gen kodujacy zlokalizowany w tonoplascie
transporter Ca®*/H* (sCAX1) jako bialko nieaktywne, objawy niedoboru wapnia w owocach
wystapity przy niskim poziomie wapnia w cytozolu i apoplascie. W owocach tych wykazano
dwukrotnie wyzsze stezenie wapnia w tkankach oraz wyzszg jego akumulacj¢ wewnatrz wakuoli
w poréwnaniu z owocami roslin typu dzikiego. W pomidorach transgenicznych wykazano
rowniez nizsza koncentracj¢ wapnia w cytozolu i apoplascie, wzrost przepuszczalnosci bton,
plazmoliz¢ komorek oraz 100% owocow z objawami niedoboru wapnia. Ten mechanizm regulacji
potwierdzity réwniez badania Conn i in. [2011], ktérzy dowiedli, ze stezenie wolnego Ca®* w
komdrkach mezofilu mutantéw A. thaliana z nieaktywnymi genami CAX1 i CAX3 (kodujacymi
tonoplastowe transportery pomocnicze Ca**/H*) bylo trzykrotnie wyzsze w poréwnaniu z
roslinami typu dzikiego.

W niniejszych badaniach potwierdzono u jabloni ekspresje szeregu genow kodujacych biatka
transportujace wapn: MdCaChanl, MdCaPoml, MdCaPom2. Nie zaobserwowano natomiast
ekspresji genow kodujacych pomocnicze transportery — CAX (zwtaszcza CAX1), aczkolwiek
obecno$¢ tych gendw u jabloni potwierdzono analiza PCR. W dostepnej literaturze brak jest
jednak doniesien dotyczacych CAX u jabloni. Réwniez w bazach TCDB [http://www.tcdb.org] i
NCBI w tym EST [http://www.ncbi.nlm.nih.gov] brak jest sekwencji nukleotydowych i
aminokwasowych CAX wyizolowanych z jabtoni. Sekwencje starterow dla powielenia
fragmentow genow transporteréw pomocniczych zostaly zaprojektowane w oparciu o
opublikowane sekwencje nukleotydowe genéw A. thaliana. Bardzo prawdopodobne jest
wytlumaczenie, ze obszary przy projektowaniu starteréw, roznig si¢ istotnie miedzy
rzodkiewnikiem a jabtonig. Niewykluczone tez, ze geny te wystepuja u jabloni, jednak w
badanych terminach nie ulegajg ekspresji.

Ekspresja gendw MdCaChanl, MdCaPom1, MdCaPom2 w liciach obu odmian byta wyzsza
niz w owocach, co korespondowalo z iloscia wapnia w tych organach. Poziom badanych
transkryptow byl zréznicowany. Ekspresja wystepowata prawie we wszystkich badanych fazach
wzrostu i dojrzewania owocdw, co wskazuje na udziat kodowanych przez nie biatek w transporcie
i regulacji zawarto$ci wapnia przez caly okres rozwoju owocu. Wyniki badan potwierdzaja
wczesniejsze doniesienia Rogersa 1 Batjera [1954], Tomali i Sadowskiego [1989] oraz Casero i in.
[2002]. Wedlug Jansena i1 wsp. [2008] geny kodujace biatka zwigzane z transportem w obrebie
jabtek odmiany ‘Royal Gala’ wykazuja zwigkszong ekspresje miedzy 60 a 87 dniem po
kwitnieniu, tj. gdy do owocoéw transportowane sg najwigksze ilosci sktadnikéw pokarmowych 1

wody. Autorzy ci nie opisuja jednak ekspresji genow zwigzanych z transportem wapnia.
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Ekspresja MdCaChanl byta wyzsza zarowno w lisciach, jak i owocach odmiany ‘Gala’
(MdCaChanl_2) niz w organach ‘Sampion’ (MdCaChanl_1). Wyzsza ekspresja MdCaChan1_2
w liSciach moze tlumaczy¢ wyzsza zawarto$¢ wody w tkankach lisci tej odmiany, gdyz gen ten
koduje domniemany kanat wapniowy, regulujacy zamykanie aparatow szparkowych.

Wyzszy poziom transkryptu MdCaChanl_2 byt szczegdlnie widoczny we wszystkich fazach
rozwoju owocow w czasie badan prowadzonych w 2009 roku. Wyzsza ekspresja genu
MdCaChanl_2 moze przeklada¢ si¢ na wyzsza ilo§¢ biatka, a tym samym intensywno$¢
transportu wapnia do/i w obrebie owocéw odmiany ‘Gala’. Podobne zmiany w ekspresji genu
MdCaChan obserwowane byly przez Winskg-Krysiak i Late [2006]. Na podstawie tych badan
Perini i wsp. [2009] opracowali marker MdCaChannel, ktory moze by¢ zastosowany w selekcji
odmian jabloni odznaczajacych si¢ wydajnym transportem wapnia do owocow.

Ekspresja MdCaChanl zalezata od organu i jego czg$ci. Najnizsza ekspresja tego genu,
wyrazona w ilosci transkryptu RNA, wystgpila w skérce obu odmian, natomiast w migzszu i
gniazdach nasiennych byla wyzsza. Sugeruje to, ze¢ gen MdCaChanl koduje kanal wapniowy,
ktory zaangazowany jest w transport wapnia raczej w migzszu i gniazdach nasiennych niz w
skorce.

Podobienstwo sekwencji nukleotydowej fragmentu genu MdCaChanl_1 (cv ‘Sampion’) i
odpowiadajacej jej sekwencji aminokwasowej z sekwencjami zebranymi w bazie GenBank
pozwala wnioskowa¢, ze gen ten koduje kanat wapniowy. Sekwencja nukleotydowa w
najwickszym stopniu (87%) byla podobna do sekwencji cDNA Mdfw2031j19.y1 u Malus x
domestica odmiany ‘Gold Rush’, klonu Mdfw2031j19, kodujacego domniemany kanat wapniowy
Q977183 [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]. Ekspresja genu Mdfw2031j19.yl wystapita podczas
kwitnienia, natomiast w niniejszych badaniach ekspresj¢ MdCaChanl odnotowano takze w
owocach, jak i w lisciach. Kanat wapniowy Q9ZT83 (AtTPC) wystepujacy w rzodkiewniku jest
biatkiem zaleznym od napiecia (VDCC), zlokalizowanym gléwnie w membranie wakuoli w
komorkach lisci [Pottosin i Schonknecht 2007] lub w plazmalemmie w komorkach korzeni [White
i in. 2002]. AtTPC uaktywnia si¢ podczas stresu wywotanego obecnoscig wolnych rodnikéw
(ROS), bierze udziat w regulacji kietkowania pytku oraz zamykaniu aparatow szparkowych.

Sekwencja MdCaChanl_1 byta takze podobna do sekwencji gendéw kodujacych kanaty
wapniowe u Glycine max (LOC100806160), u Arabidopsis lyrata subsp. lyrata (AtTPC1) oraz
Vitis vinifera (TPC1).

Sekwencja nukleotydowa genu MdCaChanl 2 z cv ‘Gala’ byta w jeszcze wyzszym stopniu
niz MdCaChanl_1 podobna do sekwencji cDNA Mdfw2031j19.y1l z Malus x domestica klonu
Mdfw2031j19 (92% podobienstwa), a takze do gendéw kodujacych kanaty u Glycine max

12



Zalgcznik 3. Autoreferat dr Marzena Winska-Krysiak

(LOC100806160), Vitis vinifera (TPC1) oraz Arabidopsis lyrata subsp. lyrata (AtTPC1)
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov].

Obecna praca jest pierwszym doniesieniem o ekspresji genu MdCaPom1, kodujacego biatko
Ca-ATP 9 w lisciach i owocach Malus x domestica odmiany ‘Sampion’ i ‘Gala’. Ekspresja genu
MdCaPom1l byta zdecydowanie nizsza niz genu MdCaChanl. Poziom transkryptu MdCaPom1 w
owocach generalnie byl bardzo niski, poza trzecim terminem pobierania préb u odmiany
‘Sampion’. W owocach w dojrzatosci zbiorczej najwyzsza ekspresje¢ MdCaPom1 obserwowano w
migzszu, a nastgpnie w gniazdach nasiennych, podczas gdy w skorce obu odmian ekspresji nie
odnotowano. U obu odmian jabloni gen MdCaPoml (570 pz) wykazal identyczna sekwencje
nukleotydowg i byt homologiczny w 99,8% (569 pz/570 pz) do sekwencji mRNA fragmentu genu
Mdfrs3135B13.g1 z Malus x domestica, kodujacego biatko podobne do NP 188755.2,
potencjalnej pompy transportujgcej wapn, ATP-azy 9 z Arabidopsis thaliana. ATP-aza 9 z
rzodkiewnika jest to P-ATP-aza typu IIB, wystepuje w plazmalemmie i bierze udzial w
transporcie wapnia do apoplastu. Jest ona rowniez zaangazowana w procesy kietkowania pytku
[Schiott i in. 2004]. Gen MdCaPom1 wykazat podobienstwo réwniez do transkryptow kodujacych
ATP-az¢ 9 wu innych roslin: soi (XM _003546856.1), (XM _003542093.1), winorosli
(XM_002275038.2), topoli (CT029497.1), rzodkiewnika (NM_113013.4), (XM_002883245.1).
Podobienstwo to bylo duze 1 wynosito od 83% do 87% na dlugosci 567 pz
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov].

W sekwencji aminokwasowej fragmentu biatka MdCaPoml wystgpuja elementy
charakterystyczne dla nadrodziny COG4087 oraz nadrodziny Kation_ATPazy C. Wykazuje ona
bardzo duza homologi¢ do biatek typu ATPazy IIB Ca, ATPazy IIA1l_Ca, ATPazy I1A2_Ca
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov]. Biatko MdCaPoml jest potencjalnym transporterem wapnia
rowniez w badanych odmianach jabtoni.

Ekspresja genu MdCaPom2 u badanych jabtoni byla wyzsza od ekspresji MdCaPoml, ale
znacznie nizsza od MdCaChanl. Poziom transkryptu MdCaPom2 w li$ciach odmiany ‘Gala’ byt
wyzszy niz u odmiany ‘Sampion’. W owocach poziom transkryptu byt podobny u obu odmian w
prébach pobranych w pierwszym terminie, natomiast w owocach odmiany ‘Sampion’ w trzecim
terminie w roku 2008 byt znaczaco wyzszy, a w fazie dojrzatosci zbiorczej w obu latach badan
ekspresji tego genu nie odnotowano. Ten profil ekspresji moze ttumaczy¢ wigksza zawarto$¢
wapnia w owocach odmiany ‘Gala’ w fazie dojrzatosci zbiorczej. Sekwencja tak nukleotydowa,
jak i aminokwasowa wskazuje, ze gen MdCaPom2 koduje prawdopodobnie biatko biorgce udziat
w transporcie wapnia. Sekwencja nukleotydowa w 99,8% (523 pz/524 pz) byla podobna do
sekwencji mRNA fragmentu genu Mdfrs3135B13.9g1 z Malus x domestica, kodujacego biatko
podobne do NP _188755.2, potencjalnej pompy transportujacej wapn ATP-azy 9 u Arabidopsis
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thaliana. Sekwencja MdCaPom2 byta takze podobna do sekwencji gendw kodujacych ATP-aze 9
rowniez u Glycine max (XM_ 003546856.1), (XM_ 003542093.1), Ricinus communis (XM_
002514329.1), Populus (CT029497.1) oraz Vitis vinifera (XM_002275038.2). W sekwencji
aminokwasowej MdCaPom 2 posiadata fragmenty charakterystyczne dla nadrodzin COG4087 i
Kation ATPazy C. Podobnie jak MdCaPoml, réwniez sekwencja MdCaPom2 wykazywata
bardzo duza homologi¢ do biatek typu ATPazy IIB Ca, ATPazy IIA1 Ca, ATPazy IIA2 Ca
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov].

Udziat MdCaChanl, MdCaPoml1, MdCaPom2 w transporcie wapnia w jabtkach odmiany
‘Sampion’ i ‘Gala’ wydaje si¢ by¢ bezsprzecznym, jednak ich mozliwe inne funkcje nie zostaty
jeszcze zbadane. Nie jest tez wiadomo, w jakim stopniu aktywno$¢ tych genow zaspokaja
zaopatrzenie lisci i owocoOw w wapn 1 jak jest regulowana, czy tez jak geny te i kodowane przez
nie biatka funkcjonuja na tle innych mozliwych genéw i biatek transporterow wapnia.
Wyjasnienie pelnej roli tych genéw moga przynies¢ dalsze badania, prowadzone na wielu
poziomach. Szczegolnie interesujace wydaje sie wykorzystanie technik antysensowego DNA w
transgenicznych kulturach tkankowych. Nalezy rowniez oczekiwac, ze dzieki nowym narz¢dziom
bioinformatycznym, szerokim mozliwosciom badania wtasciwosci biatek in silico, dynamicznie
rozwijajaca si¢ proteomika pozwoli wypehi¢ luki w wiedzy na temat transportu wapnia.

Prowadzone prace mialy, w zatozeniu, charakter tak poznawczy jak i, w dalszej perspektywie,
aplikacyjny. Na podstawie sekwencji MdCaChanl juz obecnie opracowano marker [Perini i in.
2009], ktéry moze znalez¢ zastosowanie w selekcji 1 hodowli nowych odmian jabtoni o wysokiej

zawarto$ci wapnia w owocach, podwyzszonej jedrno$ci oraz mniej podatnych na GPP.

Dynamika zmian aktywnosci lipoksygenazy podczas dojrzewania i przechowywania owocow.

Analiza zmian ekspresji gendw kodujacych lipoksygenazy wraz z okreSleniem ich sekwenciji

nukleotydowych.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja, ze aktywnos$¢ lipoksygenazy byta wyzsza
w liSciach w poréwnaniu z owocami, podobnie jak we wczesniejszej pracy Dominguez i in.
[2010]. Aktywnos¢ LOX w lisciach jabtoni stopniowo wzrastala w sezonie wegetacyjnym.
Ponadto w pigtym terminie pobierania prob w roku 2009, przy bardzo matej ilosci opadow w
okresie od sierpnia do polowy wrzesnia, aktywno$¢ LOX w lisciach odmiany ‘Sampion’ byta
znaczaco wyzsza niz w analogicznym terminie w roku 2008. Wyzsza aktywnos$¢ enzymu
najprawdopodobniej zwigzana byta z reakcja odmiany ‘Sampion’ na stres suszy. Reakcja taka
zostala opisana uprzednio w lisciach drzew oliwnych przez Sofo i in. [2004].

Aktywno$¢ LOX zmieniata si¢ w trakcie sezonu wegetacyjnego takze w zawigzkach owocow

1 owocach, jednak w ostatnim terminie pobierania prob byta na nizszym poziomie. Podobne
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zmiany aktywno$ci LOX w truskawce zostaly opisane przez Leone i in. [2003]: aktywnos¢ LOX
byla nizsza w rozwijajacych si¢ owocach niz w owocach w fazie poczatku dojrzewania, a
nastgpnie zmniejszata si¢ w owocach dojrzatych.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy potwierdzaja wczesniejsze doniesienia o roznej
aktywno$ci LOX w poszczegdlnych czgsciach owocoéw [Leone i in. 2003, Sofo i in. 2004]. W
jabtkach obu odmian najwyzszg aktywno$¢ LOX odnotowano w gniazdach nasiennych,
aktywnos¢ tego enzymu w skorce 1 migzszu jabtek zalezata od odmiany.

Aktywnos¢ LOX w owocach obu odmian w fazie dojrzatosci zbiorczej byla dodatnio
skorelowana ze stosunkiem K:Ca w owocach. Takg zalezno$¢, jak tez 1 wzrost wystgpowania
choréb fizjologicznych wraz z wzrostem aktywnosci LOX, odnotowali uprzednio Marcelle
[1989], Sharma 1 in. [2006] oraz Winska-Krysiak i Lata [2010].

W prezentowanych badaniach wykazano, ze aktywno$¢ LOX w dojrzalych owocach jest
dodatnio skorelowana z zawarto$cig potasu, zas ujemnie skorelowana z zawarto$cig wapnia w
jablkach. W przypadku odmiany °‘Gala’, dodatkowo zaobserwowano pozytywng korelacje
wzgledem $redniej masy owocu, a negatywng w stosunku do jedrno$ci migzszu.

Lipoksygenazy sa zaangazowane zar6wno w proces dojrzewania, jak i starzenia si¢ owocow
[Marcell 1989, Leone i in. 2003, Sharma i in. 2006, Sharma i Singh 2008, Dominguez i in. 2010,
Sharma i in. 2012]. W niniejszej pracy, w czasie dlugiego przechowywania jabtek obu odmian
wzrastata w nich aktywnos$¢ lipoksygenazy, za$ spadata ich jedrno$¢. Wzrost ten byl nizszy u
jabtek przechowywanych w chtodni z kontrolowang atmosferg. Aktywnos¢ LOX w jablkach
zawsze wzrastata po okresie symulowanego obrotu, jednak po trzech miesigcach przechowywania
nie odnotowano jabtek z objawami GPP, prawdopodobnie dzigki dobremu zaopatrzeniu w wapn.
Marcelle [1989] zaobserwowal w przechowywanych jabtkach nadaktywnos$¢ lipoksygenazy,
wysoki stosunek K:Ca (> 36) i nizszg zawartos¢ wapnia, oraz wystepowanie zaburzen fizjologicznych
w postaci gorzkiej plamistosci podskornej. W badaniach Winskiej-Krysiak 1 Laty [2010],
prowadzonych na 8 odmianach jabtoni, wykazano ujemna zalezno$¢ miedzy aktywnoscig LOX a
zawarto$cig wapnia, a dodatnig wzgledem stosunku K:Ca. Masa owocow z objawami GPP byta
istotnie wyzsza w pordwnaniu z jabtkami tych samych odmian, ale bez oznak GPP. W badaniach
Sharma i wspotpracownikéw [2012], obok wzrostu aktywnosci LOX podczas przechowywania
jabtek odmiany ‘Royal Delicious’, zaobserwowano ujemna korelacj¢ pomigdzy zawartoscig
wapnia w owocach, a wystgpowaniem zaburzen fizjologicznych, w tym gorzkiej plamistosci
podskdrnej.

W przeprowadzonych badaniach obserwowano ekspresj¢ tylko dwoch gendéw kodujgcych
lipoksygenazy: MdLOX2, MdLOXS5, podczas gdy Schaffer i in. [2007] uzyskali ekspresj¢ az 11
genow kodujacych lipoksygenazy. MALOX2, MdLOX5 byty eksprymowane tak w lisciach, jak i w
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owocach, w tych ostatnich zardbwno podczas sezonu wegetacyjnego jak i w trakcie
przechowywania, przy czym poziom transkryptu i, w konsekwencji, aktywnos$¢ enzymow, byty
wyzsze w lisciach niz w owocach w wigkszosci prob i terminéw pobierania. Poziom transkryptu
LOX2 w lisciach odmiany ‘Gala’ byt zwykle wyzszy niz w lisciach odmiany ‘Sampion’.
Ekspresje LOX2 w owocach stwierdzono w miazszu i gniazdach nasiennych obu odmian,
natomiast w skorce owocow w fazie dojrzatosci zbiorczej jedynie u odmiany ‘Gala’.

Poziom badanego transkryptu MdLOX5 (fragmenty MdLOX5_1 i MdLOX5_2, odpowiednio
dla cv ‘Sampion’ i ‘Gala’), u obu odmian byt wyréwnany w lisciach (z wyjatkiem odmiany
‘Gala’, w fazie dojrzatosci zbiorczej w sezonie 2009, kiedy byt wyzszy), natomiast w zawigzkach
obserwowano jego zréznicowanie. U odmiany ‘Sampion’, w sezonie 2008, w pierwszym i trzecim
terminie pobierania préb, ekspresja genu MdLOX5_1 byta na zblizonym poziomie, po czym w
piatym terminie ulegla obnizeniu, a w 2009 roku u obu odmian odnotowano spadek poziomu
transkryptu w kolejnych terminach dojrzewania owocéw. U odmiany ‘Gala’ w 2008 roku
odnotowano natomiast wzrost ekspresji MdLOX5_2 w czasie trwania sezonu wegetacyjnego.

W badaniach Schaffer i wsp. [2007] prowadzonych na jabtkach odmiany ‘Royal Gala’,
ekspresja genow LOX2, LOX4 i LOX5, aczkolwiek istotnie wyzsza w skorce niz w migzszu
znajdujacym si¢ bezposrednio pod nig, nie ulegala zmianie pod wplywem etylenu. Autorzy
sugerujg, ze prawdopodobnie geny te koduja enzymy zaangazowane w uwalnianie substancji
lotnych, alkoholi i estrow. Janssen i wsp. [2008] wykorzystali matryce zawierajace cDNA z RNA
wyizolowanego z miazszu znajdujacego si¢ pod skorka, do badania zmian ekspresji genow
kodujacych bialka bioragce udziat w procesach zachodzacych podczas wzrostu i dojrzewania
owocow jabtoni odmiany ‘Royal Gala’. Sposréd 13 000 genoéw, ktorych ekspresje obserwowano
w o$miu terminach, od pelni kwitnienia po dojrzato$¢ zbiorczg, po 132 dniach od pelni kwitnienia
zmiany w poziomie transkrypcji odnotowano dla 106 genow. Wsrod nich znalazt si¢ rowniez gen
EB141282, kodujacy lipoksygenaze, ktorego ekspresja zalezata od poziomu etylenu. Ekspresji
tego genu nie odnotowano we wczesniejszych terminach rozwoju owocow.

Po przechowywaniu, a zwlaszcza po symulowanym obrocie, w wickszosci badanych probek
odnotowano znaczacy wzrost ekspresji MALOX5 i MdLOX2. Sekwencje nukleotydowe MdLOX2
byly praktycznie identyczne (98% podobienstwa) do mRNA Mdfrt3095j17.y2 z Malus x
domestica, kodujacego biatko podobne do lipoksygenazy Q9ZS80, wyizolowanej z Solanum
lycopersicum, natomiast MLOX5 1 i MLOX5 2 identyczne (odpowiednio, 99% i 100%
podobienstwa) z cDNA Mdfrt3091h01.yl z Malus x domestica klonu Mdfrt3091h01, kodujacego
biatko podobne do tej samej lipoksygenazy Q9ZS80. Ekspresje Mdfrt3095j17.y2, jak i

Mdfrt3091h01.y1 obserwowano w réznych stadiach rozwoju owocoéw odmiany ‘Gold Rush’.
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Sekwencja MdLOX2 byta tez podobna, aczkolwiek w mniejszym stopniu, do sekwencji
gendéw kodujacych lipoksygenazy rowniez u Vitis vinifera (XM_002283087.1), Ricinus communis
(XM_002520598.1), Solanum lycopersicum (NM_001247330.1), Solanum tuberosum
(X96405.1), Prunus dulcis (EF640667.1). Sekwencje MLOX5_1 i MLOX5_2 wykazaty rowniez
homologi¢ od 75 do 88% do gendéw kodujacych lipoksygenazy w takich roslinach, jak: Prunus
dulcis (EF640667.1), Vitis vinifera (XM_002283087.1 i AM441788.2), Ricinus communis
(XM_002520598.1), Camellia sinensis (FJ794853.1 i HMA440161.1) i Populus deltoides
(DQ131178.1) [http://www.ncbi.nlm.nih.gov].

Podczas dojrzewania i przechowywania zmienia si¢ jedrno$¢ owocow [Tomala 1995,
Lanauskas 1 Kvikliené 2005, Skrzynski 2007]. W niniejszych badaniach réwniez odnotowano
spadki jedrnosci jabtek po ich przechowywaniu. Po 3 miesigcach przechowywania jabtek w
chtodni zwyklej, spadki te dochodzity do 50% u odmiany ‘Sampion’ i 47% u ‘Gala’, natomiast w
warunkach kontrolowanej atmosfery obnizenie jedrnosci bylo nizsze i wyniosto odpowiednio
okoto 20 i 38%. Niezaleznie od warunkéw przechowywania, po okresie symulowanego obrotu,
odnotowywano kolejne znaczgce spadki jedrnosci owocoéw. W badaniach Tomali [1995] nie
stwierdzono zaleznosci miedzy jedrnoscig po przechowywaniu a zawartoscig wapnia w lisciach,
zawigzkach czy owocach odmian: ‘Gloster’, ‘Cortland’, ‘Spartan’ i ‘Lobo’, jednak jedrnosé
owocow odmiany “‘Gloster’ i “‘Cortland’ po przechowywaniu zalezata od ich jedrno$ci po zbiorze.
W niniejszej pracy u obu odmian wykazano dodatnig korelacje miedzy jedrnoscia owocoéOw a
zawartoscia wapnia w jablkach w fazie dojrzalosci zbiorczej. We wczesniejszych badaniach
Sadowski i in. [1967], Sams i Conway [1984] oraz Abbott i in. [1989], obserwowali wyzsza
jedrnos¢ owocow zawierajagcych w migzszu wiecej wapnia.

Mozliwe jest prognozowanie przydatnosci jabtek do dilugiego przechowywania przy
wykorzystaniu prostego testu, polegajacego na infiltracji owocoéw roztworem chlorku magnezu
[Tomala 1995, Piestrzeniewicz 1999, Amarante i in. 2005, 2012]. Amarante i wsp. [2005]
wykazali, ze wystepowaniem objawow podobnych do GPP w jabtkach odmiany ‘Gala’
poddanych infiltracji jest dobrym odzwierciedleniem objawdéw wystepujacych po 4 miesigcach
przechowywania w chlodni zwyklej. Ryzyko wystapienia gorzkiej plamistosci podskornej
zmniejszalo sie, gdy zawarto§¢ wapnia w migzszu owocow odmiany ‘Gala’ wynosita powyzej 55
mg - kg! $w.m., a w skorce powyzej 192 mg - kg' $w.m. Rowniez we wczesniejszych
doniesieniach Tomali [1995] oraz Piestrzeniewicza 1 Tomali [2001], stwierdzono ujemna
korelacj¢ migdzy zawarto$cig wapnia w owocach a liczba plam wywotanych infiltracja roztworem
chlorku magnezu.

W dostepnej literaturze nie ma jednak doniesien na temat zmian aktywnosci lipoksygenazy w

jablkach poddanych infiltracji roztworem chlorku magnezu. W niniejszej pracy po raz pierwszy
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przedstawiono zmiany zarowno aktywnosci LOX, jak ekspresji kodujacych ja genéw w jabtkach
infiltrowanych roztworem chlorku magnezu. Aktywnos$¢ LOX byt wyzsza u odmiany ‘Sampion’,
bardziej podatnej na gorzka plamisto$¢ podskérng. W obrebie owocu, na ogot byla wyzsza w
skorce niz w calych owocach. Wystapieniu w owocach traktowanych chlorkiem magnezu
objawow przypominajgcych GPP towarzyszyt znaczacy wzrost aktywnos$ci LOX w skorce, o co
najmniej 139% u odmiany ‘Sampion’ i 82% u odmiany ‘Gala’. Wyniki te wskazujg na potrzebe
prowadzenia dalszych badan, na wigkszej liczbie odmian, dla okreslenia krytycznej wartosci
aktywnosci lipoksygenazy, przy ktorej jablka danej odmiany nie bylyby podatne na rozwo6j GPP.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze ocena aktywnos$ci LOX, zarowno w catych jablkach, jak i w
skorce (bardziej wskazane ze wzgledu na wyzsza aktywno$¢ lipoksygenazy), moze by¢
wykorzystana badz jako samodzielne narzedzie, badz tacznie z innymi dostepnymi testami, w
prognozowaniu mozliwosci dtugiego przechowywania owocow.

W owocach infiltrowanych roztworem chlorku magnezu zaobserwowano ekspresj¢ zardéwno
genu MdLOX2, jak i MdLOX5. Ekspresja MdLOX5 byta u obu odmian stabilna, w owocach
traktowanych chlorkiem magnezu nieznacznie odbiegata od préb kontrolnych. Znaczacy wzrost
MdLOX2 odnotowano w jabtkach odmiany ‘Sampion’ infiltrowanych roztworem chlorku
magnezu. Uwzgledniajac wystapienie objawoéw GPP jabtkach odmiany ‘Sampion’ po ich
przechowywaniu przez 6 miesi¢cy (na jabtkach odmiany ‘Gala’ objawy GPP nie wystgpity, dane
nie prezentowane), mozna przypuszcza¢, ze wzrost aktywnosci enzymu kodowanego przez
MdLOX2 jest zwigzany z wystagpieniem gorzkiej plamistosci podskorne;.

Z punktu widzenia konsumentow istotne znaczenie zawarto$ci wapnia w owocach sprowadza
si¢ do powierzchownej wiedzy, uwzgledniajacej czgsto jedynie aspekty zdrowotne, natomiast
wplyw wapnia na jako$¢ owocoéw nie bywa przez konsumentow uwzgledniany. Jest on natomiast
uwzgledniany przez producentéw. Zwigkszenie zawartosci jondéw wapnia w roztworze glebowym
moze zwigkszy¢ plon, nie zawsze jednak przektada si¢ to na jego zawarto§¢ wapnia w owocach.

Tymczasem oprocz czynnikow agrotechnicznych, na zawarto$¢ wapnia w owocach bardzo
istotny wptyw wywiera czynnik genetyczny. Odmiany réznig si¢ pod wzgledem tak zawartosci
wapnia, jak i wydajnosci jego transportu do owocoéw. W pracach hodowlanych nad uzyskaniem
linii i odmian charakteryzujacych si¢ duza ilo$cia wapnia w owocach korzysta si¢ obecnie z
narzedzi biologii molekularnej i szeroko pojmowanej biotechnologii. Techniki te, jakkolwiek
niezwykle wydajne i1 precyzyjne, wymagaja jednak réwnie precyzyjnych danych i szczegotowej
wiedzy. Z tego tez wzgledu istotne jest poznanie genow kodujacych biatka biorgce udzial w
pobieraniu i transporcie wapnia, a ktére moglyby by¢ uzyte w selekcji nowych odmian jabtoni, o
owocach o wysokiej jedrnosci i mniej podatnych na wystapienie gorzkiej plamistosci podskorne;.

Szczegblowe poznanie biologii molekularnej dojrzewania owocOéw oraz przemian
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fizjologicznych, biochemicznych, i molekularnym, zachodzacych w jabtkach w trakcie ich

przechowywania oraz po wprowadzeniu do obrotu pozwolitoby na sterowanie nimi i ograniczenie

strat w trakcie przechowywania i dostarczenie konsumentom owocow najwyzszej jakosci.

WNIOSKI

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan pozwolily na sformutowanie nastepujacych

whnioskow:

1.

10.

11.

Zawarto$¢ wapnia w owocach jabtoni obu odmian jest w wigkszym stopniu zalezna od
czynnikéw genetycznych niz agrotechnicznych. Zawartos¢ sktadnikéw mineralnych w glebie
w niewielkim stopniu wplywa na zawarto$¢ wapnia w jabtkach.

Owoce odmiany ‘Gala’ cechuja sie wyzsza zawarto$cig wapnia anizeli odmiany ‘Sampion’
nawet gdy drzewa rosng w glebie o nizszej zawarto$ci tego pierwiastka i wyzszej
kwasowos$ci wymiennej.

Akumulacja wapnia jest wyraznie wyzsza w lisciach jabtoni niz w owocach.

Wyzsza aktualna zawarto§¢ wody w glebie oraz intensywniejsza transpiracja w fazie
szybkiego wzrostu owocow sprzyjaja lepszemu odzywieniu lisci w wapn, ktoéry do pewnego
stopnia warunkuje sprawnos¢ przebiegu procesu fotosyntezy.

Wyzsza sprawnos$¢ aparatu fotosyntetycznego (wyzsze: intensywno$¢ fotosyntezy, zawartos$¢
chlorofilu, warto$ci parametrow fluorescencji chlorofilu a) stwierdzona u odmiany
‘Sampion’ m.in. lezy u podstaw wyzszego plonowania tej odmiany.

Sekwencje nukleotydowe fragmentéw genow MdCaChanl, MdCaPoml, MdCaPom2 sg
podobne do wczesniej opisanych sekwencji genéw kodujacych biatka transportujagce wapn,
co pozwala wnosi¢, iz geny te rowniez koduja biatka transportujace wapn do owocoéw jabtoni
badanych odmian.

Ekspresja gendéw kodujacych biatka transportujace wapn MdCaChanl, MdCaPoml,
MdCaPom2 jest u obu badanych odmian wyzsza w liSciach niz owocach.

Geny kodujace pomocnicze transportery wapniowe (CAX) nie wykazuja ekspresji w liciach
i owocach odmian ‘Sampion’ i ‘Gala’.

Aktywno$¢ lipoksygenazy w owocach po zbiorze u obu odmian zalezy od stosunku
zawartos$ci potasu do wapnia.

O jedrnos¢ jablek w peinej dojrzatosci zbiorczej decyduje m.in. wielko$¢ owocow,
zawarto$ci magnezu, stosunek K:Ca i Mg:Ca w owocach, przy czym badane odmiany r6éznia
sie¢ w tym wzgledzie.

W miar¢ wydluzania czasu przechowywania jabtek ma miejsce wzrost aktywnosci

lipoksygenazy w owocach z jednoczesnym spadkiem ich jedrnosci.
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12. Po przechowywaniu i symulowanym obrocie wzrasta ekspresja genow MdLOX2 i MdLOX5.
Jest ona wyzsza w jabtkach odmiany ‘Sampion’ niz u odmiany ‘Gala’.

13. Podobienstwo sekwencji nukleotydowych MdLOX2 i MdLOX5 do opisanych wcze$niej
sekwencji gendw kodujacych lipoksygenazy oraz wzrost ich ekspresji po przechowywaniu i
symulowanym obrocie wskazuje na zaangazowanie ich produktow w proces starzenia si¢
OWOCOW.

14. U jablek, na ktéorych wystepuja plamy przypominajace gorzka plamistos¢ podskorna
powstajace po infiltracji do owocow roztworu chlorku magnezowego ma miejsce wzrost
aktywnosci lipoksygenazy, za ktory odpowiada lipoksygenaza kodowana przez MdLOX2.

15. Po infiltracji do jablek roztworu chlorku magnezowego u odmiany ‘Sampion’ nastepuje
wzrost aktywnosci lipoksygenazy gtownie w skérce owocu natomiast u odmiany ‘Gala’ w
migzszu owocu. Plamy przypominajace gorzka plamisto$¢ podskorng powstaja gdy
aktywnos$¢ LOX wzrasta ponad dwukrotnie w skorce odmiany ‘Sampion’ i migzszu odmiany

‘Gala’.
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Najwazniejsze osiagniecia naukowe:
nowe dla wiedzy:
e stwierdzenie, ze wzrost aktywno$ci enzymu kodowanego przez MdLOX2 wptywa na
mozliwo$¢ wystapienia gorzkiej plamistosci podskornej
e odnotowanie ekspresji genu MdCaPoml, ktory koduje biatko Ca-ATP 9 w lisciach i

owocach Malus x domestica odmiany ‘Sampion’ i ‘Gala’.

Wykorzystanie w praktyce:

e Geny MdCaPom1, MdCaPom2 u jabtoni odmiany ‘Sampion’ i ‘Gala’ nie moga (w obszarze
sekwencji, ktora byta badana) — natomiast MdCaChanl moze by¢ przydatny, jako marker
selekcyjny zwigzany ze zwigkszonym transportem wapnia do owocOw 1 zwigkszong

jedrnoscia jabtek.

V. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo —badawczych (artystycznych)

Kierunki mojej pracy badawczej wynikaja z wtasnych zainteresowan naukowych i wpisuja si¢
w tematyke badan jak i przedmiotéw akademickich prowadzonych w Samodzielnym Zaktadzie
Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa Wydziatu Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury
Krajobrazu, SGGW w Warszawie. Mozna w niej wyrdzni¢ trzy gtdéwne nurty badawcze:
- mechanizmy unikania i odpornosci na oléw, uruchamiane u ro$lin w odpowiedzi na

obecnos$¢ tego metalu ciezkiego w Srodowisku

- molekularna identyfikacja grzybow powodujacych choroby roslin sadowniczych oraz zb6z
- wplyw nawozenia, wlasciwosci odmianowych oraz zmiennos$ci warunkéw w sezonie

wegetacyjnym na jako$¢ plonu i kondycje roslin ogrodniczych

Studia rolnicze na Wydziale Rolniczym Szkoly Gldéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie rozpoczetam w 1991 roku, 11 czerwca 1996 roku uzyskatam dyplom magistra
inzyniera rolnictwa, specjalnos¢ - biotechnologia roslin. Prace magisterska na temat ,,Zmiany w

zawartosci ABA w rozwijajacych si¢ ziarniakach pszenzyta jarego (X Triticosecale Wittmack)
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odmiany Gabo” wykonatam pod kierunkiem dr Mieczystawa Wilodkowskiego w Katedrze
Fizjologii Roslin. Praca wyrdzniona zostata w roku akademickim 1995/96 w kategorii prac o
wybitnych wartosciach wdrozeniowych w konkursie JM Rektora Szkoty Gtownej Gospodarstwa
Wiejskiego.

1 lipca 1996 roku rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale Ogrodnictwa i Architektury
Krajobrazu, w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Katedrze Przyrodniczych Podstaw
Ogrodnictwa (przeksztalconej w 1997r. w Samodzielny Zaktad Przyrodniczych Podstaw
Ogrodnictwa, a w 1999 w Katedr¢ Sadownictwa i Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa). Pod
kierunkiem naukowym prof. dr hab. Stanistawa Waldemara Gawronskiego w latach 1996-2000
wykonatam prace doktorska pt. ,,Ocena na poziomie molekularnym reakcji na stres olowiem
wybranych genotypoéw roslin z rodziny Brassicaceae”. Wyniki przedstawione w pracy wskazuja,
ze tolerancja komorek roslinnych na otéw nie jest wynikiem dziatania jednego mechanizmu, ale
wielu proceséw fizjologicznych decydujacych tacznie o zwigkszonej odpornosci roslin na ten
pierwiastek. Do gléwnych mechanizmoéw tolerancji u badanych gorczyc zaliczy¢ mozna zmiany
w poziomie glutationu (prekursora fitochelatyn), fitochelatyn i metalotionein. Wykazano spadek
zawartos$ci glutationu w korzeniach po potraktowaniu roslin jonami Pb, jednocze$nie odnotowano
w tym organie znaczacy wzrost ekspresji genu kodujgcego syntetazg y — glutamylocysteinowa
(gshl), co wskazuje, ze glutation byl wykorzystywany do syntezy fitochelatyn. Wykazano
rowniez, ze w todygach i lisciach badanych roslin poziom transkryptu gshl byt nizszy od
transkryptow genow metalotionein SaMT2bwew i BjMT2bwew. Sugeruje to, ze w organach
nadziemnych roslin istotng role w detoksykacji otowiu moga odgrywac¢ metalotioneiny.

Rosliny wykorzystywane w fitoremediacji zanieczyszczonych stanowisk musza
charakteryzowac si¢ okreSlonymi cechami: efektywnym pobieraniem i transportem metali
cigzkich do czgéci nadziemnych, wytwarzaniem duzej masy oraz tatwa i niskonaktadowa uprawa.
Efektywnos¢ akumulacji metali cigzkich wynika z cech genetycznych, a jak wykazaly zawarte w
pracy wyniki, duze zrdznicowanie wystgpuje nawet pomigdzy zblizonymi genotypami. Z
badanych gorczyc do procesu fitoremediacji jako najlepsza wytypowano Brassica juncea lini¢
firmy Phytotech.

W trakcie studiow doktoranckich realizowalam w 1996 roku grant uczelniany pt. ,,Ekspresja
genow metalotionein (MT) u gorczycy jasnej (Sinapis alba) pod wptywem metali cigzkich”, a w
1998 roku grant uczelniany (ktérego bytam kierownikiem) pt. ,,Molekularne podstawy odpornosci
ro$lin na metale cigzkie”. Praca nad ,,Molekularnymi podstawami odpornosci roslin na metale
cigzkie” zostata wyrdznione przez JM Rektora Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w 1998
roku. Cze$¢ uzyskanych wynikéw opublikowatam w artykule w 1998 roku w recenzowanych

materialach z konferencji (Zalgcznik 5; Il E, nr 2), a cz¢$¢ zaprezentowalam na I Kongresie
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Biotechnologicznym we Wroctawiu (Zalgcznik 6, I B, nr 4) oraz na warsztatach grupy roboczej
COST Action 837 w Lozannie i na Krecie (Zalgcznik 6, 1 B, nr 2 i 4).

W roku 2001 uzyskatam fundusze w ramach grantu uczelnianego (finansowanego przez
SGGW w Warszawie) na badania dotyczace zmian ekspresji genow biatek transportowych metali
cigzkich u gorczycy biatej (Sinapis alba L.) pod wptywem otowiu. Obiektem badan oprocz
Sinapis alba L. byly rowniez rosliny Brassica juncea (L.) odmiany ‘Matopolska’ i linia firmy
Phytotech. Genotypy rdznily si¢ pod wzgledem akumulacji otlowiu jak rowniez w ekspresji genow
kodujacych biatka transportujagce metale ciezkie. Ekspresja genu kodujacego transporter Pb
wystgpila tylko w lodygach roslin linii firmy Phytotech. Poziom transkryptu byl wyzszy w
roslinach traktowanych wyzszymi dawkami olowiu w poréwnaniu z roslinami traktowanymi
nizszymi dawkami. Wyniki byly prezentowane podczas sesji sprawozdawczej z realizacji grantow
(Zatgcznik 6, 1 B, nr 9).

Badania dotyczace fitoremediacji obszarow zanieczyszczonych metalami cigzkimi
kontynuowatam takze po uzyskaniu stopnia doktora. Moje prace koncentrowaly si¢ gléwnie na
poznaniu mechanizméw unikania i odpornosci na olow, jakie wyksztalcity si¢ u roslin w
odpowiedzi na obecno$¢ tego metalu w $srodowisku. Obiektem badan byly rosliny z rodziny
Brassicacea (Zalgcznik 5; II D, nr 9 i 10), Robinia pseudoacacia (L.) (Zalgcznik 5; I D, nr 2)
oraz Helianthus annuus (L.) (Zafgcznik 5; I A, nr 5). Badane roSliny najwiecej otowiu
akumulowaty w korzeniach, nast¢pnie fodygach a najmniej w liciach. Traktowanie Pb wptyneto
na wzrost pH pozywki w obrgbie korzeni w warunkach uprawy hydroponicznej ro$lin z rodziny
Brassicacea (Zalgcznik 5, II D, nr 10). Stwierdzone zmiany pH wskazuja, ze w warunkach stresu
rosliny wyraznie sprawniej zmieniajg pH w obrebie strefy korzeniowej niz w przypadku roslin nie
traktowanych. Wzrost z pH 4,5 (5,0 lub 5,5) do pH okoto 6,0 lub powyzej moze powodowac
spowolnienie pobierania olowiu przez korzenie. Jest to niezmiernie wazne z punktu strategii
unikania stresu metali cigzkich. Zgodnie z zaleceniami Komisji Toksykologicznej Rady Sanitarno
— Epidemiologicznej przy Gléwnym Inspektorze Sanitarnym, w celu zmniejszenia skazenia
zywnosci nalezy utrzymywac¢ kwasowos¢ gleby w przedziale, w ktorym nastepuje maksymalne
blokowanie otowiu w glebie (pH 6,5 — 7,2).

W pracy odnotowano rowniez wplyw olowiu na indukcj¢ ekspresji genu kodujacego enzym
liazg O-acetylserynowa. Enzym ten bierze udzial w syntezie cysteiny. Ekspresja genu OAS-TL6
byta organospecyficzna i miata miejsce tylko w lisciach badanych roslin Brassica juncea.

Przydatno$¢ robinii akacjowej do procesow fitoekstrakeji oraz okreslenie u niej strategii
tolerancji w stosunku do jondéw olowiu oceniono w pracy Zalgcznik 5; II D, nr 2. Robinia
pseudoacacia (L.) okazata si¢ dobrym kandydatem do fitoremediacji. Do cze$ci nadziemnej

transportowata od 0,88 do 1,35% pobranego Pb w przeliczeniu na suchg mase roslin, a akumulacji
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olowiu nie towarzyszyly widoczne objawy fitotoksycznosci. Efektem tej pracy bylo wykazanie
udziatlu glutationu w detoksyfikacji jonow otowiu w korzeniach oraz wptywu $wiatla na zmiany
koncentracji glutationu w todygach 1 lisciach ros§lin. W korzeniach ro$lin odnotowano réwniez
ekspresje genu kodujacego syntazg fitochelatynowa, co wskazuje na powstawanie fitochelatyn.

Widocznych objawow fitotoksycznosci po traktowaniu olowiem nie odnotowano réwniez u
stonecznika Helianthus annuus L. odmiany ‘Ogrodowy’ (Zalgcznik 5; Il A, nr 5), co wigcej
zaobserwowano nawet stymulujacy efekt niskich dawek otowiu na wzrost i masg¢ roslin
(hormeza). Rosliny transportowaty oldw z korzeni do czgsci nadziemnych. Niezaleznie od
zastosowanej dawki otowiu, jego akumulacja w catej roslinie byla na zblizonym poziomie (w
przeliczeniu na mg Pb kg? suchej masy rosliny), aczkolwiek przy wyzszych dawkach otowiu
stezenie w todygach i lisciach byto wyzsze. Zastosowane dawki otowiu nie wptynely istotnie na
intensywnos$¢ fotosyntezy, jednak spowodowaty spadek intensywnos$ci transpiracji i wzglednej
zawarto$ci wody. Odnotowano takze spadki zawartosci cysteiny oraz glutationu catkowitego
(GSH+GSSG) w korzeniach, a ich wzrost w lisciach roslin. Jednoczesnie stwierdzono wzrost
koncentracji formy utlenionej glutationu (GSSG) zaréwno w korzeniach jak i w liSciach.
Podobnie jak u roslin z rodziny Brassicace i robinii, takze i w przypadku stonecznika zawartos$¢
cysteiny 1 glutationu zalezata wigc od badanego organu i dawki otowiu. Obserwacje te pozwalajg
przypuszczaé, ze zmiany zawartosci glutationu moga by¢ spowodowane zarowno syntezg
fitochelatyn, jak i niedostgpnoscia cysteiny, prekursora glutationu, ale takze koniecznoS$cia
inaktywacji wolnych rodnikow powstajacych podczas stresu oksydacyjnego wywotanego
obecnoscig olowiu.

U stonecznika stwierdzono obecno$¢ jeszcze jednego mechanizmu tolerancji na olow, a
mianowicie syntez¢ metalotionein, kodowanych przez gen HaMT1. Ekspresje genu HaMT1
zaobserwowano jedynie w todygach, przy krotkotrwatym traktowaniu niskimi dawkami otowiu.

Badania z zakresu fitoremediacji zaowocowaly powstaniem pracy doktorskiej, 5 publikacji
(Zatgcznik 5; 11 Anr 5; 11 D nr 2, 9-10; 1l E nr 2) oraz 10 doniesien konferencyjnych (Zatgcznik 6
I B nr 2-10, 17). W kazdym przypadku jestem ich pierwsza i gldowng autorka. Jedna z publikacji
byta artykutem przegladowym (Zalgcznik 5; Il D, nr 9).

Tematyka fitoremediacji byta zagadnieniem szczegdlnie mi bliskim przez caty okres pracy. W
obecnym roku otrzymalam propozycje uczestniczenia w planowanym projekcie naukowo-
badawczym, w ktorym zamierzam bada¢ efektywnos$¢ mikroorganizmdow w procesie oczyszczania
gleb z substancji szkodliwych, w tym takze neutralizacji szkodliwosci metali cigzkich. Jak

oceniam, zagadnienia te bedg moim priorytetem badawczym na najblizsze lata.
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Drugi nurt moich badan dotyczy molekularnej identyfikacji grzybow powodujacych
choroby zbdz oraz roslin sadowniczych

W 2003 roku rozpoczetam wspotprace z dr Ewa Mirzwa-Mroz (Katedra Fitopatologii,
SGGW). Wspotuczestniczylam w badaniach pt. ,,Wybrane zagadnienia z biologii grzyba
Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schroeter”, ktore byly prowadzone w ramach grantu
wewnetrznego na Wydziale Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu. Celem badan byto, migdzy
innymi, poznanie etiologii septoriozy gwiazdnicy pospolitej (Stellaria media L.) chwastu
typowego dla zasiewoéw zbdz w Polsce Na podstawie morfologii, patogeniczno$ci izolatow grzyba
oraz wynikow badan molekularnych wykazano, ze w warunkach Polski sprawcg septoriozy
gwiazdnicy pospolitej nie jest grzyb M. graminicola, a Septoria stellariae Westend., ktdry nie
poraza pszenicy, a chore ro$liny nie sa zrodlem infekcji dla tego zboza. Badania te w Polsce miaty
charakter nowatorski, a moj udziat w nich dotyczyt badan molekularnych, analizy i interpretacji
wynikow (Zatgcznik 5; 11 D nr 1).

W 2008 roku kontynuowatam wspotprace w zakresie identyfikacji grzybow prowadzong
technikami biologii molekularnej, badajac mato znang chorobe roslin sadowniczych - brudna
plamistos$¢ jabtek. Badania byly finansowane z grantu MNiSW (nr N N310 303834, 2008-2012,
»,Brudna plamistos¢ jabtek zagrozeniem dla ekologicznej uprawy jabtoni”), ktérego bylam
gléwnym wykonawcg.

Efektem tej wspotpracy byla publikacja, w ktorej przedstawiono wyniki dotyczace
identyfikacji po raz pierwszy w Polsce sprawcy brudnej plamisto$ci na $liwkach- gatunku
Microcyclosporella mali (Zalgcznik 5; 114 nr 1).

Kolejnym obiektem badan byt grzyb Aureobasidium pullulans (de Bary et Léwenthal) G.
Arnaud, zaliczany do tzw. grzybow sadzakowych. W Polsce grzyb ten byl czesto izolowany z
jabtek i gruszek z objawami brudnej plamistosci (Zalgcznik 5; IIA nr 2). Catosciowe badania
obejmujace analizy morfologiczne i posiewy izolatow na réznych podtozach oraz analize
sekwencji nukleotydow pozwolity na precyzyjng identyfikacje gatunku grzyba. Stwierdzono, ze
objawy przez niego wywolywane w warunkach laboratoryjnych nie byly typowe dla
pozostatych grzybow sadzakowych, w zwigzku z czym Aureobasidium pullulans nie powinien
by¢ zaliczany do kompleksu typowych sprawcow brudnej plamistosci jabtek (Zatgcznik 5; 1IA nr
4). Do bazy GenBank zgloszono 6 sekwencji nukleotydowych tego grzyba (FJ533153,
HQ267769-HQ267773) (Zalgcznik 5; 11D nr 26, 29-33). Byly to pierwsze w $wiecie sekwencje
nukleotydowe izolatow Aureobasidium pullulans uzyskane z jablek.

Zidentyfikowano ponadto sprawcow brudnej plamistosci na owocach jabloni, grusz i $liw:
Peltaster fructicola, Phialophora sessilis, Microcyclosporella mali, Microcyclospora malicola, M.

pomicola, Peltaster fructicola i jeden nieoznaczony dotychczas, nowy gatunek z rodzaju
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Peltaster. Przy uzyciu zarowno metod tradycyjnych jak i technik biologii molekularnej
scharakteryzowano tacznie 228 izolatow (189 z jabtek, 29 z gruszek i 10 ze sliwek). W bazie
GenBank zamieszczono acznie 21 sekwencji (2 - Peltaster sp., 1 P. fructicola, 2 - P. sessilis, 12 -
M. mali [wczesniej Pseudocercosporella sp.], 2 - M. malicola, 2 - M. pomicola (Zalgcznik 5; 1ID
nr 27-28, 34-53). Powyzej przedstawione badania, w Polsce mialy nowatorski charakter.

Od 2011 roku z dr Ewa Mirzwa-Mréz, dr Ryszardem Dzigciolem 1 prof. dr hab. Wojciechem
Wakulinskim (Katedra Fitopatologii, SGGW) wspohluczestnicze w badaniach nad nowym
patogenem Valdensinia heterodoxa Peyr., sprawcag plamistosci lici borowki wysokiej. Silnie
porazone krzewy tracg liscie, nie zawigzujg pakow kwiatowych, co skutkuje spadkiem plonu w
nastepnym sezonie. W Polsce, grzyb zostal po raz pierwszy odnotowany w 2011 rok na krzewach
boréwki wysokiej odm. ‘Bluecrop’ na plantacji zlokalizowanej na terenie wojewodztwa
mazowieckiego. Identyfikacje patogena przeprowadzono przy uzyciu tradycyjnych metod oraz
techniki PCR (Zalgcznik 5; IIA nr 3). Sekwencje nukleotydow tego grzyba (KF212190)
zdeponowano w bazie GenBank (Zafgcznik 5; II D nr 54).

Badania z zakresu molekularnej identyfikacji mikroorganizmoéw zaowocowaty powstaniem 5
publikacji, 31 sekwencji nukleotydowych zgtoszonych do bazy GenBank NCBI (http://www.ncbi.
nlm.nih. gov/) oraz 8 doniesieniami konferencyjnymi. W wickszosci publikacji bytam ich druga
autorka (Zatqcznik 5; I A nr 1-4 oraz Il D, nr 1, 26-56, Zalqcznik 6 B1 11, 24, 27, 29, 30, 35, 37,
40, 43). M¢j wktad w powstanie poszczegdlnych publikacji dotyczyt wspotuczestnictwa w
wykonaniu badah molekularnych, analizie wynikow, a takze opracowania koncowego doniesienia

i/lub artykuhu.

Trzeci nurt moich badan dotyczyl wplywu nawozenia, odmiany oraz warunkéw w
sezonie wegetacyjnym na jakos¢ roslin ogrodniczych.

W ramach prowadzonych przeze mnie badan z tego obszaru, najwigcej uwagi poswigcitam
nawozeniu jabtoni i pomidora r6znymi nawozami wapniowymi, oraz wplywowi tego nawozenia
na parametry fizjologiczne i biochemiczne, transport wapnia w roslinach i wystepowanie chordb
fizjologicznych: gorzkiej plamistosci podskornej jabtek (GPP) oraz suchej zgnilizny
wierzchotkowej pomidora (BER). Badania te zaowocowaly opublikowaniem 6 prac, gdzie jestem
pierwszym lub jedynym autorem. Badalam takze wplyw zréznicowania odmianowego oraz
zmienno$ci sezonowej na zawarto$¢ antyoksydantow u jablek oraz borowki wysokiej.
Zajmowatam si¢ rowniez zmianami catkowitej pojemnos$ci przeciwutleniajacej w jabtkach po ich
przechowywaniu w warunkach kontrolowanej atmosfery (5 prac).

W roku 2004 kierowatam projektem pt. ,,Molekularne i fizjologiczne podstawy odpornosci

pomidora na sucha zgnilizng wierzchotkowa”. Celem pracy byla ocena plonowania i
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wystepowania suchej zgnilizny wierzchotkowej, w zaleznosci od formy i poziomu nawozenia
wapniem, na owocach dwdch odmian pomidora szklarniowego (‘Cunero F1’ i ‘Geronimo F1’) w
uprawie w welnie mineralnej. Efektem byta publikacja, w ktorej wykazano, ze plon ogdlny 1
handlowy, masa owocoéw (wyzszy/a u odmiany ‘Geronimo Fi’) oraz tolerancja pomidora wobec
chlorkéw zalezg od badanej odmiany (Zafgcznik 5; I D nr 14). Z punktu widzenia praktycznego
zastosowania w ogrodnictwie stwierdzono, ze zastosowanie nawozu wapniowego w formie
Ca(NOz)2 z 30% dodatkiem CaCl, powodowato zwigkszenie plonu oraz zmniejszenie
wystepowania BER u badanych odmian pomidoréw. Wykazano réwniez wysoce istotng, ujemng
korelacj¢ miedzy masg owocow a BER.

Uzyskane wyniki sklonity mnie do sprawdzenia wplywu zroéznicowanego nawozenia
wapniem, w podtozu organicznym, widknie kokosowym, ktére w przeciwienstwie do wety
mineralnej moze zawiera¢ chlorki, jednoczesnie jest podtozem, w ktorym wystepuje kompleks
sorpcyjny a takze w petni biodegradowalnym. Efektem pracy byta publikacja, w ktorej wykazano,
7e stosowanie wapnia w dawce 100 mg-dm™ pozywki w postaci Ca(NOs), wplywa na nasilenie
wystepowania suchej zgnilizny wierzchotkowej (Zalgcznik 5; II D nr 5). W warunkach
przeprowadzanych doswiadczen okazalo si¢ ze, odmiana ‘Salinero F1’ dala wyzsze plony i byta
mniej podatna na suchg zgnilizng wierzchotkowa niz odmiana ‘Alvaro Fi’. Réwniez sprawno$¢
aparatu fotosyntetycznego (Fv/Fm, Fu/Fo, Fm/Fo) byta wyzsza w przypadku ‘Salinero F1’. Istotne z
praktycznego punktu widzenia jest stosowanie formy CaCl, w pozywce, powoduje to okoto
dwutygodniowe przyspieszenie kwitnienia, bez- wbrew czgstemu przekonaniu- negatywnych
konsekwencji dla kondycji roslin w uprawie pod ostonami.

W doswiadczeniu badano réwniez wplyw zrdéznicowanego nawozenia nawozami wapniowymi
na aktywno$¢ lipoksygenazy. Wzrost aktywnosci LOX odnotowano u ro$lin zywionych Ca w
postaci CaCl, oraz przy jego nizszym poziomie (100 mg Ca-dm™) w pozywce w poréwnaniu z
200 mg Ca-dm™ w pozywce. Aktywno$é tego enzymu moze by¢ wskaznikiem stanu odzywienia
liSci wapniem. Byly to pierwsze w $wiecie badania wptywu stresu wywolanego niedoborem
wapnia na aktywnoscia lipoksygenazy.

W tym samym okresie (lata 2003-2006) bytam wykonawca projektu pt. ”High — quality
resistant apples for sustainable agriculture”, w ramach Program Unijnego nr kontraktu QLKS-CT-
2002-01492. Realizowalam temat “Changes of lipoxygenase activity in differed cultivars apple”.
Efektem wykonania projektu byta publikacja (Zafgcznik 5; II D nr 4). Materiatem do badan byty
owoce 8 odmian jabtoni, 4 podatne na wystgpowanie gorzkiej plamistosci podskomej jabtek:
‘Sampion’, ‘Ligol’, ‘Musu’, ‘Cortland’ i 4, u ktérych objawy tej choroby nie wystepuja: ‘Gala’,
‘Idared’, ‘Alwa’, ‘Gloster’. Owoce byly zbierane i analizowane po zbiorach i ponownie po

czterech miesigcach przechowywania w chlodni zwyklej. Glownym celem badan bylo
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wyjasnienie zwigzku migdzy aktywnoscig LOX i stosunkiem K:Ca oraz wystgpowaniem gorzkiej
plamistosci podskornej jabtek podczas przechowywania. Najwigksze roznice pomigdzy badanymi
odmianami odnotowano w aktywnosci LOX 1 zawartosci Ca, a nastgpnie stosunku K:Ca 1
zawarto$¢ potasu. Odmiany, ktore byly odporne i wrazliwe, ale bez objawow gorzkiej plamistosci
podskoérnej jabtek wykazywaty wyzsza zawarto$¢ wapnia w owocach w poréwnaniu z odmianami
z objawami tej choroby. Odmiany te wykazaly roéwniez nizsza aktywnosci LOX po
przechowywaniu. W owocach wykazano ujemna korelacj¢ miedzy aktywnoscig LOX i zawarto$ci
Ca oraz dodatnig korelacje migdzy aktywnoscia LOX a stosunkiem K:Ca. W jablkach
odnotowano zrdznicowang ekspresje genu kodujacego lipoksygenaze. Stwierdzono wzrost
ekspresji LOX w owocach u odmiany ‘Sampion’, ‘Ligol’, “Musu’, ‘Cortland’, u ktorych wystapity
objawy GPP w poréwnaniu z tymi samymi odmianami, ale bez symptomow choroby.

Uzyskane powyzej wyniki skfonity mnie do wybrania do dalszych badan odmiany ‘Sampion’ i
‘Gala’. Badania te prowadzitam w ramach grantu towarzyszacego (2004-2006) SPUB ,,Wysokiej
jakosci odporne jabtonie dla rolnictwa zréwnowazonego” zadania: ,,.Dynamika zmian (na
poziomie molekularnym) w akumulacji wapnia u dwoch odmian jabtoni”. Projekt byt
finansowanym przez Komitet Badan Naukowych i stanowit uzupetienie badan zaplanowanych w
projekcie HIDRAS. Efektem tego projektu byly 2 publikacje (Zalgcznik 5; II D nr 6 i E nr ).
Przedstawiono w nich zréznicowanie zawarto$ci wapnia w poszczeg6élnych organach. Najwyzsza
zawarto$¢ Ca notowano w lisciach, nizsza w owocach, przy czym zalezalo to od terminu
pobierania prob materiatu roslinnego. Po raz pierwszy odnotowano ekspresj¢ genu MdCaChan w
jabtkach badanych odmian.

Moje kolejne prace badawcze wpisujg si¢ w nurt wczesniejszych badan. W roku 2008
rozpoczetam badania w ramach autorskiego projektu ,,Molekularne podstawy wybranych
mechanizmow rdznicujacych transport wapnia u jabtoni”. W tym samym roku uzyskalam réwniez
finansowanie z Komitetu Badan Naukowych w formie grantu habilitacyjnego NN 310 148935 pt.
»Zalezno§¢ pomiedzy transportem wapnia, aktywnoscia lipoksygenazy a przechowaniem jablek
odmiany ‘Sampion’ i ‘Gala’”. Badania realizowane byty w latach 2008-2011.

Podsumowaniem badan dotyczacych zawartosci wapnia w roslinach i jego wptywu na jako$¢
owocOw byta publikacja przegladowa (Zafgcznik 5; II D nr 13) oraz praca habilitacyjna
(Zatgcznik 5; 1 A). W pracy przegladowej przedstawiono aspekty roli wapnia w rolinie.
Omowiono pobieranie i transport wapnia w obrebie rosliny. Szczegdlng uwage poswiecono roli 1
budowie bialek (biatka ATP- zalezne, kanalowe, transportery pomocnicze) zaangazowanych w
ten proces oraz kodujacych je genom. Celem pracy habilitacyjnej bylo natomiast poznanie
wybranych, fizjologicznych, biochemicznych i molekularnych podstaw transportu i akumulacji

wapnia oraz aktywnosci lipoksygenazy, na tle uwarunkowan srodowiskowych 1 agrotechnicznych,
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u dwoéch waznych gospodarczo odmian jabtoni ‘Gala’ i ‘Sampion’. Uzyskane w tej pracy efekty

zostaty szczegdtowo opisane w czesci IV niniejszego opracowania.

Réwnolegle z tematyka dotyczaca wybranych aspektow zrdznicowanego transportu i
akumulacji wapnia w jabtoniach wspoluczestniczytam w badaniach zwigzanych z:

1) Zroéznicowaniem odmianowym oraz zmiennos$cig sezonowg w zawartosci antyoksydantow
enzymatycznych i nieenzymatycznych u jabtek (Zalgcznik 5; II D nr 7) oraz borowki wysokiej
(Zalgcznik 5; I D nr 3 i 15)

2) Monitoringiem zmian catkowitej pojemnosci przeciwutleniajacej oraz jej elementow
sktadowych po przechowywaniu jablek w kontrolowanej atmosferze, ktore przeprowadzono na
wybranych odmianach jablek o zréznicowanej przydatnosci do dhugotrwatego przechowywania
(Zatgcznik 5, 11 D nr 8).

W badaniach jabtek wykazano istotny wplyw odmiany na 9 z 12 badanych parametrow (z
wyjatkiem zawarto$ci cysteiny, y—glutamylocysteiny i fenoli). Po dlugim 7- miesigcznym
przechowywaniu  odnotowano  istotne  spadki  aktywnos$ci  wiekszosci  enzymow
antyoksydacyjnych, zawarto$ci glutationu, witaminy C, warto$ci calkowitej aktywnos$ci
antyoksydacyjnej (oznaczonej testem FRAP) oraz wzrost zawartosci polifenoli i prekursoréw
glutationu. Odmiana ‘Sampion’, charakteryzowata sic wysoka zwartoscia zwiazkow tiolowych
oraz antyoksydantow enzymatycznych, natomiast odmiana ‘Topaz’, cechowala si¢ znaczng
zawarto$cig witaminy C, polifenoli i wysokim catkowitym potencjatem antyoksydacyjnym.

W badaniach 6 odmian boréwki wysokiej, uprawianych w centralnej Polsce wykazano, ze
potencjat przeciwutleniajacy tej rosliny jest warunkowany genetycznie, ale wplyw ten moze by¢
modyfikowany czynnikami $rodowiskowymi (Zalgcznik 5; I D nr 15). Jagody borowki wysokiej
sg dobrym zrodlem zwigzkoéw polifenolowych oraz tiolowych, sa natomiast malo zasobne w
askorbinian. Udowodniono, Zze najwigkszym potencjalem antyoksydacyjnym charakteryzowatla si¢
odmiana ‘Earliblue’, a najmniejszym najbardziej popularna w uprawie odmiana ‘Bluecrop’.
Najmniejsze wahania sezonowe w stezeniu zwigzkow fenolowych, aktywnosci enzymow
oksydacyjnych oraz calkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej, przy jednoczesnej wysokiej
wartosci tych wskaznikow stwierdzono u odmiany ‘Duke’. Wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjna
wigzata si¢ na ogdot z wysokim stgzeniem flawonoidow lub tez sumy naturalnych fenoli.
Kontynuujac badania nad borowka wysoka (Zalgcznik 5; II D nr 3) wykazano ponadto, ze
warunki wegetacji w najwiekszym stopniu wptynety na aktywnos$¢ reduktazy glutationowej oraz
zawarto$¢ L-cysteiny i glutationu, a w najmniejszym na stezenia kwasu chlorogenowego oraz (-)-

epikatechin nalezacych do naturalnych zwigzkéw fenolowych, askorbinianu oraz aktywnosci
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katalazy. Wydaje sie, ze zwiazki te odgrywaja istotng rolg w reakcji boréwki wysokiej na stres
srodowiskowy.

Podobne oznaczenia przeprowadzono roéwniez dla jarmuzu, ro$linie warzywnej powszechnie
uwazanej za szczegoOlnie cenne zrodlo antyoksydantéw, i opublikowano w pracy, ktorej bytam
wspotautorka (Zatgcznik 5; II D nr 12). Stwierdzono istotne roznice w skladzie chemicznym
ocenianych odmian jarmuzu o zréznicowanym wybarwieniu lisci. Rodzaj gleby réznicowal w
sposob istotny sktad chemiczny roslin, ale wplyw ten zalezal od roku badan i najsilniej zaznaczyt
si¢ w przypadku askorbinianu oraz glutationu.

Badania dotyczace potencjatu antyoksydacyjnego zaowocowaly powstaniem 5 publikacji
oraz 2 doniesieniami konferencyjnymi. We wszystkich publikacjach bylam ich druga autorka
(Zalgcznik 5; 11 D, nr 3, 7-8, 12 i 15 oraz Zatgcznik 6; B I, nr 19 i 36).

7 tematykg nawozenia zwigzane sa jeszcze prace: Zatqcznik 5; 11 D nr 11, Zatgcznik 5; 11 A
nr 6 oraz Zatqcznik 5; 11 D nr 16-25.

Pierwsza z nich, powstata we wspolpracy z dr Ewg Mirzwa-Mroz (Katedra Fitopatologii,
SGGW), miala charakter aplikacyjny i dotyczyla wplywu nawozenia dolistnego preparatami
handlowymi Wuxal® Zn, Wuxal® Cu, Wuxal® Mn oraz solami technicznymi ZnSQ.-7 H.0,
CuS0s4-5 H20, MnS04-H20) na porazenie przez Phytophthora infestans (Mont) de Bary oraz na
wybrane parametry gospodarki wodnej pomidora (Zalgcznik 5; II D nr 11). Wuxal® Zn i
MnSO4H20 w znacznym stopniu (odpowiednio o 71,2% i 59%) ograniczaly rozwdj tego
patogena na liSciach, przy czym zaobserwowano tez réznice w podatnosci odmian na porazenie:
w przypadku ‘Geronimo Fi’ porazenie (10,7% powierzchni lisci) byto istotnie mniejsze
W poréwnaniu z odmiang ‘Cunero F1’ (12,6% powierzchni li§ci). Nawozenie dolistne pomidora
badanymi nawozami nie wptyneto natomiast na zmniejszenie uszkodzen bton komoérkowych,
jakkolwiek siarczan miedzi istotnie (o 9,3%) zwigkszyl wzgledna zawarto§¢ wody w lisciach
pomidora.

W badaniach tych bylam inicjatorem tematu, jestem pierwszym autorem powstalej
publikacji.

Od 2011 roku prowadze, we wspotpracy z prof. dr hab. Iwong Kowalskg, badania nad
wptywem mikoryzy i zawartosci fosforu w pozywce na stan odzywienia roslin pomidora z
uwzglednieniem genetycznej regulacji transportu fosforu. Badania byly finansowane przez
Narodowe Centrum Nauki, projekt NN 310 725040, w ktorym bylam gléwnym wykonawca.
Efektem wspolpracy jest publikacja (Zalgcznik 5; II A nr 6) oraz 4 doniesienia konferencyjne
(Zatgcznik 6, B I, nr 32-33, 381 42).

Badania wykazaty, ze poziom fosforu w pozywce, rodzaj podtoza i faza wzrostu mialty wptyw

na zawartos¢ fosforu, zelaza, boru, miedzi w korzeniach oraz fosforu w liSciach pomidora.
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Zawartos¢ fosforu w korzeniach roslin uprawianych w pozywce z zawartoscig tego sktadnika
trzykrotnie nizsza niz zalecana dla pomidora byla istotnie nizsza. Jednak w tych samych roslinach
geny biatek transportujgcych fosfor, LePT1, LePT2, LePT3 ulegaly ekspresji na poziomie
wyzszym wplywajac na zaopatrzenia w fosfor. Faza wzrostu roslin miata istotny wptyw na sktad
mineralny korzeni oraz zawartos¢ P w liSciach pomidorow. Zawarto$¢ makro- i mikroelementow
w korzeniach roslin oraz ekspresja genow LePT2, LePT3 byly wyzsze w roslinach uprawianych w
welnie mineralnej niz we widknie kokosowym. Moze to §wiadczy¢é o zaangazowaniu biatek
kodowanych przez te geny w proces pobierania fosforu z pozywki.

Moj wkilad w powstanie powyzszej publikacji dotyczyt wykonania badan molekularnych,
analizy wynikow a takze przygotowaniu maszynopisu.

Grant NN 310 725040 zostal zakonczony w listopadzie 2014 roku. Obecnie powstaja kolejne
prace naukowe w oparciu o uzyskane wyniki.

Podsumowaniem zaréwno zainteresowan badawczych, oraz dziatalnosci dydaktycznej,
dotyczacych w znacznej mierze wptywu nawozenia, odmiany oraz warunkéw agroekologicznych
W sezonie wegetacyjnym na jako$¢ roslin ogrodniczych, byly opracowania rozdzialow w 2

ksigzkach (Zalgczniki 5, I D nr 16-25).

Najwazniejsze osiagniecia naukowe:

a) nowe dla wiedzy:

e aktywnosc¢ lipoksygenazy moze by¢ wskaznikiem stanu odzywienia liSci w wapn

e ocenienie szeregu czynnikdw egzo- i endogennych determinujacych jako$¢ prozdrowotng
badanych warzyw i owocéw oraz ich potencjalne znaczenie jako metabolitdw stresu u
roslin

e identyfikacja czynnikobw sprawczych choroby brudnej plamistosci jablek na gruszkach
(Phialophora  sessilis, Microcyclosporella mali, Microcyclospora malicola i
Microcyclospora pomicola)

b) nowatorskie w Polsce

e udokumentowanie, ze grzyb Mycosphaerella graminicola nie poraza gwiazdnicy pospolitej,
1 ze roslina ta nie jest zrodtem infekcji dla zasiewow pszenicy w Polsce

e identyfikacja trzech sprawcoéw brudnej plamistosci jabtek: Microcyclosporella mali,
Microcyclospora malicola i Microcyclospora pomicola, $liw: M. mali

e molekularna charakterystyka grzybow powodujacych brudng plamistos$¢ jabtek, ustalenie i
zdeponowanie w Baku Gendw sekwencji nukleotydowych sprawcéw choroby

e identyfikacja grzyba Aureobasidium pullulans uzyskanych z jabtek i gruszek
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o identyfikacja grzyba Valdensinia heterodoxa - nowego patogena boréwki wysokiej
powodujacego plamistos¢ lisci tej rosliny.

Wykorzystanie w praktyce:

e zastosowanie nawozu wapniowego w formie Ca(NOs). z 30% dodatkiem CaCl. zwigksza

plon oraz zmniejsza wystepowania BER u pomidora

e stosowanie formy CaCl. w pozywce, powoduje okoto dwutygodniowe przyspieszenie

kwitnienia, bez negatywnych konsekwencji dla kondycji roslin w uprawie pod ostonami

e Uzyskane wyniki dotyczace etiologii i epidemiologii chordb zb6z i roslin sadowniczych
oraz biologii ich sprawcdéw mogg by¢ pomocne w opracowywaniu programow ochrony tych

roslin.

Sumaryczne zestawienie dorobku

Moj dorobek naukowy obejmuje 112 pozycji, w tym monografi¢ - rozprawe habilitacyjng. Po
otrzymaniu stopnia doktora opublikowatam 106 prac. Spo$rod wymienionych, 32 to oryginalne
artykuty naukowe, w tym 11 w jezyku angielskim (sze$¢ z nich znajduje si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR). Jestem autorkg 10 rozdziatow w monografii i wspotautorka 1 skryptu. Na
konferencjach 1 seminariach przedstawilam 45 doniesien (7 komunikatow, 25 posterow, 13
referatdw, w tym 4 zamawiane), z czego 5 przed uzyskaniem stopnia doktora. Na méj dorobek
naukowy sktadajg si¢ rowniez artykut popularnonaukowy, dwa artykuly w materiatach
pokonferencyjnych oraz 31 sekwencji nukleotydowych zgloszonych i opublikowanych w Bazie
NCBI (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/). W przypadku 54 pozycji sktadajacych si¢ na moj dorobek
publikacyjny, wystepuje¢ jako pierwszy lub jedyny autor (Tab. 1). Wigkszo$¢ oryginalnych prac
badawczych oraz materialy z konferencji publikowane byly w jezyku angielskim w takich
czasopismach jak: Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus, Journal of Elementology, Acta
Physiologiae Plantarum, Folia Horticulturae, Plant Disease, Phytopathologia Polonica (obecnie
Phytopathologia), Annals of Warsaw University of Life Science-SGGW Horticulture and
Landscape Architecture. Artykuly w jezyku polskim opublikowano w takich czasopismach jak:
Acta Agrophysica, Biotechnologia, Zeszyty Problemowe Postepéw Nauk Rolniczych, Roczniki
Akademii Rolniczej w Poznaniu seria Ogrodnictwo.

Przyjmujac rok opublikowania oraz system punktowy wg MNiSW jako kryterium oceny, moj
dorobek naukowy mozna wyceni¢ na 277 punktow. Laczna dostgpna liczba cytowan to 37. Liczbe
cytowan wg Publish or Perish 4.0 oszacowatam na 22, a Indeks Hirscha wynosi 3, w bazie Web of

Science znajduja si¢ odpowiednio 4 cytowania, Indeks Hirscha wynosi 2. Sumaryczny Impact
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Factor dla wszystkich publikacji wynosi 7,392, na osiggniecie naukowe przypada 20 punktéw
(dzieto opublikowane w catosci).

Pelny wykaz prac zamiescitam w zalgczniku nr 5 oraz nr 6.

Tabela 1. Zestawienie dorobku publikacyjnego wg kolejno$ci autorow

Dorobek naukowy Jako Jako Jako trzeci Razem

pierwszy drugi lub dalszy

autor autor autor

Czasopisma z listy JCR 2 3 1 6
Inne czasopisma anglojezyczne 3 2 5
Czasopisma polskojezyczne 5 2 7
Rozdzialy w monografiach w 1 2 3
jezyku angielski
Monografia w jezyku polskim (dzieto) 1 1
Rozdzialy W monografiach w 10 10
jezyku polskim
Lacznie publikacje oryginalne 22 9 1 32
Skrypty 1 1
Inne artykuty 2 2
Artykuty popularno-naukowe i 1 1
popularyzatorskie
Referaty i postery na 9 10 19
konferencjach migdzynarodowych
Referaty i postery na konferencjach 20 5 1 26

krajowych i seminariach wygloszonych
poza jednostka macierzysta

Sekwencje nukleotydowe opublikowane 29 2 31
w internecie
Zestawienie lacznie 54 53 5 112

Podczas pracy naukowej kierowalam jednym projektem (habilitacyjnym) finansowanych
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz bylam glownym wykonawca w trzech
innych projektach badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, bytam wykonawea w dwoch projektach wspotfinansowanych przez Uni¢ Europejska.
Pemitam funkcje¢ kierownika czterech projektow oraz bytam wykonawca jednego projektu
wewngtrznego Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego (Zalgcznik nr 5; I).

Wykonatam recenzje: 8 artykutdéw w czasopismach migdzynarodowych i krajowych, 2
projektow naukowych - uczelnianych kierowanych do milodych pracownikéw naukowo-
dydaktycznych i doktorantéw (SGGW, Wydzial Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury
Krajobrazu w Warszawie) oraz 45 prac magisterskich i 10 inzynierskich.

Odbytam tez 4 staze zawodowe oraz liczne szkolenia.
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Zostatlam trzykrotnie wyrézniona przez JM Rektora Szkoly Gltéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie za dziatalnos¢ naukowo-badawcza.

Przez caty okres mojej pracy akademickiej prowadzg zajecia dydaktyczne, glownie éwiczenia
laboratoryjne z: uprawy i nawozenia roslin ogrodniczych, bilansu skladnikéw mineralnych i
diagnostyki stanu odzywienia roslin oraz konwersatorium ze statystyki i doswiadczalnictwa dla
studentéw réznych wydziatow oraz kierunkéw, a od 2003 roku réwniez wyklady z uprawy roli i
nawozenia roélin ogrodniczych, uprawy roélin rolniczych, bilansu skladnikéw mineralnych i
diagnostyki stanu odzywienia rodlin (do ktérych opracowatam programy dydaktyczne) oraz
fitoremediacji. Bylam promotorem 12 prac dyplomowych ukoficzonych na Wydziale
Ogrodnictwa i  Architektury  Krajobrazu, ~Wydziale Rolnictwa i Biologii oraz
Migdzywydzialowym Studium Biotechnologii Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie.

Jako popularyzator nauki opublikowatam roéwniez artykut popularno-naukowy.
Upowszechnialam wiedze z gleboznawstwa i nawozenia roélin w Warszawskiej Szkole Bonsai,
dla zorganizowanych grup mlodziezy licealnej (w ramach Dni SGGW) oraz wérod ucznidow
(edukacja wczesnoszkolna) Szkoty Podstawowej z Oddziatami Integracyjnymi. Przeprowadzitam
szkolenie z zakresu pracy metodami biologii molekularne;j.

Petnitam i /lub petnig liczne funkcje organizacyjne.
Szczegdlowe zestawienie moich osiqgnieé, w tym dydaktycznych i organizacyjnych,

znajduje si¢ w zatqcznikach nr 5 i 6.

.............................................

data podpis habilitanta
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