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1. Imie i nazwisko.

Miriam Szurman-Zubrzycka

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

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2013 — Dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, Wydziat Biologii i
Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach. Tytul pracy
doktorskiej: ,,Identyfikacja nowych alleli genéw potencjalnie zwigzanych z
rozwojem systemu korzeniowego u Hordeum vulgare oraz ich analiza
funkcjonalna”. Promotor pracy dr.: prof. dr hab. Mirostaw Maluszynski,
Recenzenci pracy dr.: prof. dr hab. Ewa Sawicka-Sienkiewicz — Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu oraz prof. dr hab. Wojciech Swiecicki — Instytut
Genetyki PAN w Poznaniu.

Rada Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska, na wniosek Komisji, uznala
rozprawe doktorskq za wyrozniajgcqg.

2008 — Dyplom magistra (Kierunek: Biotechnologia, Specjalnos$¢: Biotechnologia
roslin 1 mikroorganizmow). Tytul pracy mgr.: ,,Okreslenie poziomu metylacji
DNA podczas indukcji somatycznej embriogenezy w kulturze in vitro
Arabidopsis thaliana”; promotor pracy mgr.: prof. dr hab. Matgorzaty Gaj.
Praca wykonana w Katedrze Genetyki, Wydzialu Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

2006 — Dyplom licencjata (Kierunek: Biotechnologia). Tytut pracy Icj.: ,,Molekularne
podstawy choréb nowotworowych u ludzi”. Promotor pracy Icj.: prof. dr hab.
Malgorzata Gaj. Praca wykonana w Katedrze Genetyki, Wydziatu Biologii 1

Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.



3.

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych.

01.10.2019 - obecnie: adiunkt — pracownik badawczo-dydaktyczny, Instytut
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydziat
Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Slaski w Katowicach

01.10.2018 - 30.09.2019: asystent — pracownik badawczo-dydaktyczny, Katedra
Genetyki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach

15.10.2013 - 30.09.2018: asystent — pracownik naukowo-dydaktyczny, Katedra
Genetyki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach

01.03.2013 - 14.10.2013: asystent — pracownik naukowy, Katedra Genetyki, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w
Katowicach

09.01.2012 - 29.02.2012: asystent (1/2 etatu) — pracownik naukowy, Katedra
Genetyki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,

Uniwersytet Slaski w Katowicach



4. Omowienie osiagnieé, 0 ktéorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z
p6zn. zm.). Omoéwienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych
osiagnied, jak i w sposéb precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiagniecie jest dzielem wspolautorskim, z uwzglednieniem
mozliwo$ci wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowej.

CYKL POWIAZANYCH TEMATYCZNIE ARTYKULOW NAUKOWYCH
Badanie mechanizmow molekularnych zwiazanych z odpowiedzia na fitotoksyczne jony

glinu oraz ze Sciezka DDR u jeczmienia

Artykuty przedstawiono w kolejnosci chronologicznej opublikowania:

1. Szurman-Zubrzycka M, Zbieszczyk J, Marzec M, Jelonek J, Chmielewska B, Kurowska
M, Krok M, Daszkowska-Golec A, Guzy-Wrobelska J, Gruszka D, Gajecka M, Gajewska P,
Stolarek M, Tylec P, Sega P, Lip S, Kudetko M, Lorek M, Gorniak-Walas M, Malolepszy A,
Podsiadlo N, Szyrajew K, Keisa A, Mbambo Z, Todorovska E, Gaj M, Nita Z, Orlowska-
Job W, Maluszynski M and Szarejko I. 2018. HorTILLUS — a rich and renewable source of
induced mutations for forward/reverse genetics and pre-breeding programs in barley
(Hordeum vulgare L.). Frontiers in Plant Science 9: 216. doi: 10.3389/1pls.2018.00216 —
zalacznik A1
IF=4.106; 40 pkt MNiSW (wg obecnej punktacji 100 pkt); Google Scholar - 85, Scopus - 59

Wiktad w powstanie publikacji: wspotudziat w opracowywaniu konceptu manuskryptu, udziat w
tworzeniu populacji TILLING i przeprowadzaniu doswiadczen (m.in. izolacia DNA z populacji
Mo, przygotowanie puli, fenotypowanie roslin M> i linii M3, wykonanie analiz TILLING czesci
genow - HvGNAI, HvHPAI, HvRAAl i HvPRT6), zintegrowanie otrzymanych wynikow,
napisanie manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow

2. Szurman-Zubrzycka M, Nawrot M, Jelonek J, Dziekanowski M, Kwasniewska J, and
Szarejko 1. 2019. ATR, a DNA damage signaling kinase, is involved in aluminum response
in barley. Frontiers in Plant Science 10, 1299. doi: 10.3389/fpls.2019.01299 — zalacznik A2
[F=4.402; 100 pkt MNiSW; Google Scholar - 16; Scopus -15

Wktad w powstanie publikacji: wspotudziat w opracowaniu konceptu manuskryptu, udziat w
przeprowadzaniu doswiadczen (identyfikacja mutantow TILLING, prowadzenie doswiadczen
hydroponicznych — traktowanie aluminium i analiza systemu korzeniowego, analizy
cytologiczne), wspotudziat w analizie i interpretacji wszystkich wynikow, analiza statystyczna i
zintegrowanie danych, napisanie manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentow



3. Szurman-Zubrzycka M, Chwiatkowska K, Niemira M, Kwasniewski M, Nawrot M,
Gajecka M, Larsen P, and Szarejko 1. 2021. Aluminium or low pH — which is the bigger
enemy of barley? Transcriptome analysis of barley root meristem under Al and low pH stress.
Frontiers in Genetics 12, 675260. doi: 10.3389/fgene.2021.675260 — zalacznik A3
IF=4.772; 100 pkt MNiSW, Google Scholar - 30, Scopus - 25

Wktad w powstanie publikacji: wspotudziat w opracowaniu konceptu manuskryptu,
wspotudziat w zaprojektowaniu badan, udziat w przeprowadzaniu doswiadczen (przygotowanie
i prowadzenie uktadu hydroponicznego umozliwiajqcego analize niskiego pH i wplywu Al,
izolacja RNA z merystemow korzeniowych i przygotowanie probek do RNA-Seq), analiza i
interpretacja wynikow, zintegrowanie danych, napisanie publikacji, przygotowanie odpowiedzi
dla recenzentow, jestem autorem korespondencyjnym tego manuskryptu

4. Szurman-Zubrzycka M, Jedrzejek P, and Szarejko 1. 2023. How do plants cope with DNA
damage? A Concise Review on the DDR Pathway in Plants. International Journal of
Molecular Sciences 24(3):2404. doi: 10.3390/ijms24032404 — zalacznik A4
IF=4.9: 140 pkt MNiSW: Google Scholar — 40: Scopus - 30

Wktad w powstanie publikacji: opracowanie konceptu pracy przeglgdowej w oparciu o
najnowszq literature, napisanie publikacji, przygotowanie wszystkich tabel i jednej figury,
przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow; jestem autorem korespondencyjnym tego
manuksryptu

5. Kocjan A, Kwasniewska J, and Szurman-Zubrzycka M. 2024. Understanding plant
tolerance to aluminum: exploring mechanisms and perspectives. Plant and Soil. doi:
10.1007/s11104-024-06745-0 — zalacznik AS
IF za 2023=3.9, 140 pkt MNiSW, Google Scholar - 3, Scopus — 3

Wktad w powstanie publikacji: wspotudzial w opracowaniu konceptu pracy przeglgdowej,
edycja i poprawa tekstu manuskryptu, udziat w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow;
Jjestem autorem korespondencyjnym tego manuskryptu

6. Szurman-Zubrzycka M, Kocjan A, Spatek E, Gajecka M, Jedrzejek P, Nawrot M, Szarejko
I, and Kwasniewska J. 2025. To divide or not to divide? NACS8 (SOG1) as a key regulator
of DNA Damage Response in barley (Hordeum vulgare L.) DNA repair 146: 103810. doi:
10.1016/j.dnarep.2025.103810 — zalacznik A6
IF za 2023=3.0; 140 pkt MNiSW; Google Scholar - 0; Scopus - 0

Wktad w powstanie publikacji: opracowanie konceptu manuskryptu i wspotudzial w
zaplanowaniu wszystkich doswiadczen, udzial w przeprowadzaniu doswiadczen (prowadzenie
doswiadczen hydroponicznych — traktowanie aluminium, analiza roslin po traktowaniu
zeocyng), analiza i interpretacja wynikow, analiza statystyczna i zintegrowanie danych,



napisanie manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow; jestem autorem
korespondencyjnym tego manuskryptu

Laczny Impact Factor prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego: 25,08

Laczna punktacja MINiISW czasopism, w ktorych ukazaty si¢ prace wchodzace w skiad
osiggni¢cia naukowego: 660 (wg obecnej punktacji 720)

Laczna liczba cytowan prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego: Google Scholar -
174, Scopus — 132

Liczba cytowan zostata podana na podstawie danych pochodzgcych z portalu
scholar.google.com oraz Scopus na dzien 04.03.2025. Aktualne dane dostepne sq pod adresami:
https://scholar.google.pl/citations?user=0ijj-e4AAAAJ&hl=pl oraz
https://www.scopus.com/results/authorNamesList.uri’name=name&st1=szurman&st2=miria

m&origin=searchauthorlookup

Oswiadczenia wspotautorow znajdujq sie w zalgcznikach P1 — P6, odpowiednio dla artykutow

Al —A6



Wprowadzenie — problem fitotoksycznosci glinu w kwasnych glebach

Glin (Al) jest trzecim, po tlenie i krzemie, najpowszechniejszej wystepujacym pierwiastkiem
w skorupie ziemskiej, stanowigcym okoto 8% jej masy. W glebach o neutralnym lub
zasadowym pH glin wystepuje w postaci zwigzkéw mineralnych, ktére nie sg toksyczne dla
roslin. Jednak w glebach o niskim pH uwalnia si¢ z mineraléw, przyjmujac forme jonow Al*",
ktore tatwo wnikajg do korzeni roslin i wykazujg silne dziatanie fitotoksyczne [1-3]. Szacuje
si¢, ze obecnie az 50% gleb uprawnych na $wiecie ma kwasny odczyn (pH ponizej 5,5), co
znacznie ogranicza plonowanie wielu roslin uprawnych, gtéwnie ze wzgledu na fitotoksyczne
dziatanie jonow AI** [4-6]. Pierwszym objawem toksycznos$ci glinu jest zahamowanie wzrostu
systemu korzeniowego, wynikajgce z ograniczenia elongacji komodrek oraz spowolnienia
podziatow komoérkowych w merystemie wierzchotkowym korzenia. Efektem tego jest
zmniejszona zdolno$¢ roslin do pobierania wody i sktadnikow odzywczych z gleby, co
prowadzi do opdznienia wzrostu oraz obnizenia plondéw. Postepujace zakwaszanie gleb
uprawnych, spowodowane m.in. industrializacja 1 nadmiernym stosowaniem niektorych
nawozow, stanowi jedno z najwigkszych wyzwan wspoétczesnego rolnictwa. Stres wywotany
toksycznym dzialaniem jonow Al** uwazany jest za gldéwny czynnik ograniczajacy plonowanie
na kwasnych glebach, a takze za drugi, po suszy, najwazniejszy stres abiotyczny wptywajacy
na globalng produkcje roslin uprawnych [7]. Zrozumienie molekularnych mechanizméw
odpowiedzi ro$lin na toksyczne jony glinu jest kluczowe dla opracowania strategii
zwigkszajacych tolerancje¢ roslin uprawnych na ten stres, co w konsekwencji moze przyczyni¢
si¢ do poprawy efektywnosci produkcji rolnicze;.

Rosliny wykazuja zréznicowang wrazliwos¢ na kwasne pH i toksyczne jony Al**. Przedmiotem
moich badan jest jeczmien (Hordeum vulgare L.), czwarte najczeSciej uprawiane zboze na
swiecie. Jest on wykorzystywany gtoéwnie w przemysle browarniczym do produkcji piwa oraz
jako pasza dla zwierzat. Jgczmien jest najbardziej wrazliwy na toksyczne dziatanie jonow Al**
sposrdd wszystkich zboz [8, 9], co czyni go szczegodlnie istotnym obiektem badan nad
reakcjami ro$lin na ten stres abiotyczny.

Swoje badania nad fitotoksyczno$ciga jonow glinu u jeczmienia rozpoczetam w ramach
miedzynarodowego projektu ERA-CAPS zatytutowanego ,,Towards a molecular understanding
of Aluminum genotoxicity for crop improvement”, w ktorym petnitam role jednego z gtdéwnych
wykonawcow. Polska czg$¢ projektu, finansowana przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju,
byla realizowana we wspOlpracy z trzema renomowanymi osrodkami naukowymi:
Uniwersytetem w Gandawie (Belgia), Uniwersytetem w Hamburgu (Niemcy) oraz

Uniwersytetem Kalifornijskim (USA). Nastepnie kontynuowatam podjete badania w ramach



kierowanego przeze mnie projektu Beethoven Lifel pt. ,,A DREAM of NAC — molecular
mechanism of transcriptional adaptation to DNA stress”, ktory byl realizowany w ramach
polsko-niemieckiej wspoipracy z Uniwersytetem w Hamburgu. Polska czg$¢ projektu zostata

sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki (kwota finansowania - 1 076 775,00 PLN).

Odpowied? jeczmienia na glin

Toksyczno$¢ glinu ujawnia si¢ jedynie w glebach o niskim pH, ktére same w sobie moga
stanowi¢ czynnik stresowy dla ro§lin. W warunkach naturalnych oba te stresory — niskie pH i
jony glinu — wystepuja jednoczesnie ze wzgledu na powszechng obecnos¢ glinu w glebie.
Jednak w warunkach laboratoryjnych mozliwe jest odrgbne przeanalizowanie wplywu kazdego
z tych czynnikéw, co pozwala na precyzyjne odroznienie efektéw dziatania niskiego pH od
wptywu Al. W celu przeprowadzenia takiej analizy zaprojektowano doswiadczenia, ktore
umozliwily ocen¢ odpowiedzi jeczmienia na samo zakwaszenie S$rodowiska (poprzez
poréownanie roslin uprawianych w warunkach o pH=4 z tymi uprawianymi w warunkach o
pH=6) oraz na toksyczne dzialanie glinu w warunkach niskiego pH (poprzez poréwnanie roslin
uprawianych w warunkach o pH=4 z dodatkiem glinu z ro$linami rosngcymi w warunkach o
pH=4 bez glinu). Nasze badania obejmowaly zaréwno analiz¢ morfologiczng systemow
korzeniowych, jak i analize transkryptomow (RNA-seq) roslin rosngcych w warunkach o
optymalnym pH, w warunkach o obnizonym pH i traktowanych glinem (Szurman-Zubrzycka

iinni, 2021; zal. A3).

Analiza morfologiczna systemu korzeniowego

Eksperyment majacy na celu analiz¢ morfologiczng korzeni przeprowadzono w warunkach
hydroponicznych, gdzie rosliny uprawiano przez 7 dni w trzech wariantach pozywki
Magnavaca: (1) pozywka o pH=6; (2) pozywka o pH=4 (kwasowe Srodowisko) oraz (3)
pozywka o pH=4 z dodatkiem 10 pM biodostepnych jonéw AI**. Wyniki jednoznacznie
wykazaly, ze jeczmien jest wysoce wrazliwy zarowno na zakwaszenie srodowiska, jak 1 na
toksyczno$¢ glinu. Samo zakwaszenie pozywki do pH=4 skutkowato 50% redukcja dtugosci
najdtuzszego korzenia zarodkowego w pordéwnaniu do warunkéw o pH=6. Dodatek jonow
glinu do pozywki o pH=4 powodowal dalsze zmniejszenie dlugosci najdtuzszego korzenia
zarodkowego, rowniez o ok. 50% w poréwnaniu do warunkow o pH=4 bez Al. Jeszcze bardziej
wyrazny wplyw zaobserwowano w przypadku korzeni bocznych. Srednia liczba korzeni
bocznych przypadajacych na jedna rosling spadta z 385 w warunkach o pH=6 do 152 w
warunkach o pH=4 (60% redukcja) oraz do 52 w pozywce z jonami A" (66% redukcja w



porownaniu do warunkow o pH=4 bez glinu). Ponadto, dtugo$¢ korzeni bocznych zmniejszyta
si¢ 0 50% w wyniku zakwaszenia Srodowiska, a dodatek glinu spowodowat dalsza redukcj¢ o
95% (w porownaniu do warunkéw o pH=4). Uzyskane wyniki postuzyly jako podstawa do
dalszych analiz mechanizméw adaptacyjnych i odpowiedzi jeczmienia na niskie pH i1 jony

glinu, na poziomie transkrypcyjnym.
Analiza transkryptomow (RNA-seq)

W celu analizy RNA-seq przeprowadzono dwa niezaleznie do$wiadczenia hydroponiczne o
takim samym uktadzie doswiadczalnym jak opisano powyzej, ale o réznym czasie trwania
(‘short-term’ - 24/48 h oraz ‘long-term’ — 7 dni).

Nasze wyniki wykazaty, ze niskie pH wywotalo duze zmiany w transkryptomie merysteméw
korzeniowych jeczmienia, gdy siewki byly uprawiane w warunkach hydroponicznych przez 48
godzin (1899 DEGs — Differentially Expressed Genes; pH=4 vs pH=0), natomiast po 7 dniach
wzrostu w warunkach niskiego pH liczba gendw o zréznicowanej ekspresji znaczaco sie
zmniejszyta (do 870 DEGs; pH=4 vs pH=60), co $wiadczy o, przynajmniej czgsciowej, adaptacji
ros$lin do kwasnego srodowiska. Co ciekawe, odwrotny efekt zaobserwowano w przypadku
wptywu jonéw glinu. Po 24 godzinach dzialania jonéw glinu wiele genéw charakteryzowato
si¢ zroznicowang ekspresja w odniesieniu do warunkéw o pH=4 bez Al (986 DEGs; pH=4 + Al
vs pH=4), jednak ich liczba gwattownie wzrosta do 5873 DEGs po 7 dniach ekspozycji na Al,
co wskazuje, ze przebudowa transkryptomu w odpowiedzi na stres zwigzany z
fitotoksycznoscig glinu jest procesem dlugotrwatym i dynamicznym. Wyniki te sg zbiezne z
wynikami otrzymanymi w ramach analizy mikromacierzy dla Arabidopsis thaliana, gdzie
wykazano, ze transkryptom Arabidopsis ulegt wigkszym zmianom po 48 godzinach niz po 6
godzinach ekspozycji na fitotoksyczne jony glinu [10].

Szczegbdtowa analiza DEGs w naszych doswiadczeniach wykazata, Ze oba analizowane stresory
indukujg stres oksydacyjny w korzeniach jeczmienia. Wcze$niejsze badania prowadzone na
ryzu (Oryza sativa) wykazaty, ze w warunkach niskiego pH dochodzi do obnizenia ekspres;ji
genow kodujacych dysmutazy ponadtlenkowe Cu/Zn (Cu/Zn SOD1; Cu/Zn SODZ2) i katalazy
(CATA; CATB), a jednoczesnie obserwuje si¢ podwyzszong ekspresje genu kodujacego
peroksydaze¢ askorbinianowg (4APX1), co potwierdzono mierzac aktywno$¢ enzymatyczng. Na
podstawie tych wynikow stwierdzono m.in., ze zwigkszona aktywnos$¢ APX1 wigze si¢ z
adaptacja ryzu do niskiego pH [11]. Nasze badania na jeczmieniu wykazaty, ze, podobnie jak u
ryzu, po 7 dniach wzrostu w warunkach obnizonego pH ekspresja 4 gendw kodujacych biatka

Cu/Zn SOD zmalata w poréwnaniu do warunkéw o pH=6, natomiast, inaczej niz u ryzu, wsrod



DEGs nie zidentyfikowano genéw APXI ani CATA, a gen CATB charakteryzowat si¢ nawet
zwickszong ekspresja. Sytuacja ta moze by¢ zwigzana z wyzsza wrazliwo$cig jeczmienia na
obnizone pH w poréwnaniu do ryzu.

W roélinach rosnacych w pozywce o pH=4 z 10 uM AI** zaobserwowano silny stres
oksydacyjny - szczegdlnie w eksperymencie o dluzszym czasie trwania, w ktorym setki genow
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym wykazywaty zroznicowang ekspresje w poréwnaniu do
warunkoéw niskiego pH bez Al. Peroksydazy (PODs) to enzymy antyoksydacyjne, ktorych
podwyzszona ekspresja wskazuje na dziatanie stresu oksydacyjnego. W naszym eksperymencie
trwajacym 7 dni, az 76 gendéw kodujacych peroksydazy wykazato zmieniony poziom ekspresji
w odpowiedzi na Al. Wéréod DEGs byly rowniez geny kodujace dysmutazy supertlenkowe
(SODs), monooksygenazy cytochromu P450, transferazy glutationowe (GSTs), tioredoksyny
(TRX) 1 inne. Badania przeprowadzone na innych gatunkach réwniez wskazuja, ze Al
wywoluje stres oksydacyjny i aktywuje mechanizmy antyoksydacyjne. Analiza RNAseq
przeprowadzona na kukurydzy (Zea mays) wykazala, ze catkowita liczba genéw zwigzanych
ze stresem oksydacyjnym byla wyzsza w genotypie wrazliwym na Al w pordwnaniu do
genotypu tolerancyjnego na Al, co sugerowato, ze aktywno$¢ tych gendéw byla gléwnie
wynikiem toksycznosci Al, a nie aktywacji mechanizmow tolerancjina Al [12]. Bardzo wysoka
liczba DEGs w tej kategorii w naszym do$wiadczeniu potwierdza wysoki poziom wrazliwos$ci
jeczmienia na Al w poréwnaniu do innych gatunkow. Jako przyktad interesujacych genow
wsrod DEGs z tej kategorii mozna wskazaé te kodujace tioredoksyny (TRX), ktoére sa tiol-
oksydoreduktazami, petnigcymi kluczowa role w utrzymaniu homeostazy redoks [13]. We
wczesniejszych badaniach wykazano, ze geny kodujagce TRX sg indukowane przez rdzne
czynniki oksydacyjne, a ich zwigkszona ekspresja zapewnia komodrce ochrone przed
cytotoksycznymi efektami dziatania stresu oksydacyjnego [14]. Nasza analiza wykazata, ze
ekspresja gendw kodujacych rézne biatka TRX jest zmieniona gtownie w odpowiedzi na Al (14
DEGs kodujacych TRX w 7-dniowym eksperymencie; pH=4 + Al vs pH=4), podczas gdy samo
obnizenie pH spowodowalo zmiang ekpsresji tylko dwoch gendw TRX (pH=4 vs pH=6).
Dotychczas udzial TRX w tolerancji na toksyczno$¢ glinu (Al) zostat wykazany jedynie u
Arabidopsis, gdzie mutant AtTRX1 wykazywat nadwrazliwo$¢ tylko na glin (nie na niskie pH)
[15]. Powyzsze dane sugeruja, ze, podobnie jak w przypadku Arabidopsis, u jgczmienia
tioredoksyny biorg udzial w ochronie komorek przed stresem oksydacyjnym indukowanym
przez jony glinu.

Wisrdd gendw o zmienionej ekspresji w odpowiedzi na glin (Al), zidentyfikowanych w ramach

naszej pracy, stosunkowo liczng grupe stanowity geny kodujace biatka zwigzane ze $ciang



komorkowsa. Nie jest to wynik zaskakujacy, poniewaz Sciana komdrkowa stanowi gidwne
miejsce wigzania dodatnio natadowanych jondéw glinu. Jony te oddzialuja m.in. z ujemnie
natadowanymi grupami karboksylowymi pektyn, co prowadzi do zmian witasciwosci $ciany
komorkowej, ktére moga skutkowa¢ zahamowaniem wydluzania 1 wzrostu komorek
korzeniowych [16-18]. Nasze dane z analizy RNA-Seq wskazuja, ze ekspresja kilku genow
kodujacych enzymy bezposrednio modyfikujace pektyny ulegata zmianom, gltoéwnie w
odpowiedzi na dlugotrwate dzialanie glinu. Mozna zatem wnioskowa¢é, ze stres indukowany
obecnoscig jondow glinu ma wigkszy wplyw na modyfikacje pektyn w komorkach
merystematycznych korzeni jeczmienia niz oddzialywanie samego niskiego pH. Wyniki te sg
zgodne z wczesniejszymi badaniami, prowadzonymi w naszym zespole, ktore wykazaty, ze

traktowanie korzeni jeczmienia jonami AI**

prowadzito do zmiany sktadu i lokalizacji epitopoéw
pektynowych zaangazowanych w utrzymanie elastycznosci $ciany komoérkowej 1 sztywnosci
komorek [19]. W omawianym tutaj dos§wiadczeniu RNA-seq, wérdd gendw o zréznicowanej
ekspresji zwigzanych z modyfikacjami pektyn zidentyfikowano, gléwnie po 7 dniach
traktowania Al, geny kodujace m.in. pektynoesterazy oraz liazy pektynowe. Pektynoesterazy
stanowig duza rodzing izoenzymoéw katalizujacych deestryfikacje pektyn. Wyniki te stanowig
potwierdzenie na poziomie transkrypcyjnym naszych wczesniejszych badan, w ktorych analiza
przy uzyciu przeciwciat LM 19 i LM20 wykazata, ze nieestryfikowanych homogalakturonanow
(HG) bylo wiecej w korzeniach traktowanych Al niz w nietraktowanych [19]. Wspiera to
posrednio hipoteze, wysunigta dla kukurydzy, ze rdznice w tolerancji na Al pomigdzy
genotypami mogg zaleze¢ od poziomu metylacji pektyn [20].

Kolejng duza grupe gendw o zrdoznicowanej ekspresji w naszych doswiadczeniach stanowily
geny kodujace czynniki transkrypcyjne (TFs), gtownie z rodzin WRKY, MYB 1 NAC.
Podobienstwa 1 rdznice w profilach ekspresji TFs pomigdzy traktowaniem Al a niskim pH
sugeruja, ze odpowiedz na te dwa rodzaje stresu obejmuje zard6wno wspolne, jak i specyficzne
mechanizmy molekularne. Aktywacja tych samych czynnikéw transkrypcyjnych w obu
przypadkach wskazuje na istnienie naktadajacych si¢ Sciezek molekularnych. Jednoczesnie
wykrycie TFs specyficznych dla jednego rodzaju stresu $wiadczy o specyficznosci niektorych
mechanizmow regulacyjnych.

Dotychczas najlepiej opisanym czynnikiem transkrypcyjnym odgrywajacym szczeg6lng role
zar6wno w tolerancji na niskie pH, jak i toksycznos$¢ Al u Arabidopsis jest STOP1 (Sensitive
TO Proton rhizotoxicity 1). AtSTOP1 reguluje wiele genéw chronigcych Arabidopsis przed
toksyczno$cig H" (niskiego pH) i Al. Mutanty stop! wykazuja nadwrazliwo$¢ na oba te stresy,

co wynika z obnizonej ekspresji genéw kontrolowanych przez AtSTOP1, takich jak AtALMTI



(Aluminum-Activated Malate Transporter 1), ktoéry koduje transporter odpowiadajacy za
wyrzut jablczanu chelatujacego jony Al do ryzosfery, oraz AtALS3 (Aluminum-Sensitive 3),
ktory koduje transporter ABC prawdopodobnie zaangazowany w redystrybucje Al. Ponadto
AtSTOPI reguluje réwniez inne geny zwigzane z homeostaza jonowa 1 szlakami
metabolicznymi regulujgcymi pH [21]. OsART1 (Aluminum Resistance Transcription factor
1), ryzowy ortolog AtSTOP1, bierze udziat wylacznie w odpowiedzi na Al, a nie na stres
wywotany niskim pH [22]. Z kolei, VuSTOP1, ortolog STOP1 u fasoli ryzowej, pelni gtownie
role w odpowiedzi na toksyczno$¢ H™ [23]. Ekspresja AtSTOPI i OsARTI ma charakter
konstytutywny, co sugeruje, ze te czynniki transkrypcyjne sg regulowane na poziomie
posttranslacyjnym. Niedawno potwierdzono, ze funkcja AtSTOP1 u Arabidopsis jest
regulowana przez SUMOylacje [24]. W odréznieniu od tego, ekspresja VuSTOPI jest
indukowana zaréwno przez H', jak i AI** [25]. Jeszcze inaczej sytuacja wyglada u pszenicy,
gdzie wystepuja trzy homoeologiczne geny 7aSTOPI wykazujace rdzne wzorce ekspresji:
TaSTOPI-A jest indukowany przez AlI**, TaSTOPI-B wykazuje ekspresje konstytutywna, a
TaSTOPI-C jest indukowany przez H' [26]. W naszym do$wiadczeniu wykazano natomiast, ze
ekspresja HvSTOPI u jeczmienia nie zmienia si¢ pod wplywem Al ani niskiego pH, co sugeruje,
ze réwniez w tym przypadku regulacja zachodzi na poziomie posttranslacyjnym, podobnie jak
u Arabidopsis. Szczegdtowsa analiz¢ funkcjonalng geny HvSTOPI u jgczmienia zaplanowano
w ramach niedawno przyznanego projektu OPUS, ktorego jestem kierownikiem.

Wsrod DEGs w naszym eksperymencie zidentyfikowaliSmy tez geny kodujace rozne typy
transporterow. Wsrod gendow indukowanych specyficznie tylko przez Al, znalazly si¢ geny
kodujace transportery metali z rodziny NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage
Protein). Jeden z nich jest homologiczny do ZmNratl (Nramp aluminum transporter 1), ktory
koduje transporter blonowy glinu u kukurydzy [27, 28]. Sugeruje si¢, ze biatka membranowe
NRAT1 sg zaangazowane w mechanizm odpowiedzi na Al, odpowiadajac za transport glinu z
zewnatrz do wnetrza komorki, co zmniejsza stezenie glinu w apoplascie. Wsrdéd genow
reagujacych na oba zastosowane stresy zidentyfikowaliSmy geny kodujace transportery potasu,
cynku i miedzi. Natomiast transportery magnezu byty aktywowane tylko przez Al. Wsrod nich
znajdowat si¢ ortolog ryzowego OsMGTI (Magnesium Transporter 1), ktory w naszym
doswiadczeniu miat podwyzszong ekspresje zardowno po krétkotrwalym, jak i dlugotrwatym
traktowaniu Al. Podobnie u ryzu, ekspresja OsMGT1 jest szybko indukowana tylko przez Al 1
dodatkowo wykazano, ze jest regulowana przez OsART1 [29]. Transporter MGT1 odpowiada
za pobor jondéw magnezu w korzeniach. Sugeruje si¢, ze zwigkszenie wewnetrznego stezenia

Mg?" jest kluczowe dla nadawania tolerancji na Al [30]. Inng grupa ciekawych biatek



btonowych sg transportery ABC (ATP-Binding Cassette), ktore nalezg do duzej rodziny bialek
odpowiedzialnych za aktywny transport r6znych ligandow przez btony [31]. W naszym badaniu
wykazano, ze wiele genow kodujacych transportery ABC byto indukowanych przez Al. Dwa z
nich, aktywowane specyficznie tylko przez Al, sg homologiczne do ryzowego OsALSI
(Aluminum Sensitivel). OsALSI koduje transporter ABC zlokalizowany w tonoplascie 1 jest
regulowany przez OsART1. Bialko to jest odpowiedzialne za transport glinu do wakuoli, gdzie
ulega sekwestracji, a ekspresja OsALS1 u ryzu jest rowniez specyficznie indukowana przez Al,
a nie przez niskie pH [32]. Z uwagi na zwigkszenie ekspresji dwoch ortologow OsALSI w
odpowiedzi na Al w naszym do§wiadczeniu, mozna przypuszczac, ze oba z nich sg potencjalnie
zaangazowane w wewnetrzng detoksykacje glinu u jeczmienia.

Najlepiej poznane mechanizmy pomagajace roslinom wyzszym radzi¢ sobie z toksycznos$cia
jonow glinu w kwasnych glebach opieraja si¢ na procesie wydzielania kwasow organicznych
(OAs — organic acids) z korzeni do ryzosfery. Uwolnione kwasy organiczne skutecznie
chelatuja jony Al**, neutralizujac ich toksyczne dzialanie i zapobiegajac ich wnikaniu do
komorek korzeniowych. Mechanizm ten, okre$lany jako mechanizm wykluczania Al, stanowi
pierwszg lini¢ obrony roslin. Dodatkowo, kwasy organiczne moga petni¢ funkcje rowniez
wewnatrz komorki, gdzie uczestnicza w detoksykacji jondw AI** poprzez tworzenie z nimi
nietoksycznych komplekséw w cytoplazmie lub w wakuolach. Ten wewngtrzny mechanizm
znany jest jako mechanizm tolerancji Al. [7].

Rozne gatunki roslin w odpowiedzi na Al wydzielaja z korzeni r6zne kwasy organiczne,
glownie cytrynian, jabtczan i/lub szczawian, przy czym ilo$¢ wydzielanych anionow tych
zwiazkow koreluje z poziomem tolerancji danego gatunku lub odmiany na toksycznos¢ glinu
[33]. Jeczmien jest najbardziej wrazliwy na Al sposrod zbdz, a w odpowiedzi na stres Al
wydziela do ryzosfery cytrynian. Wykazano, Ze r6Znice w tolerancji na Al pomigdzy odmianami
jeczmienia s3 w duzej mierze zwigzane z wydajnoscig wydzielania cytrynianu do ryzosfery
[34]. Zgodnie z tym, w naszym badaniu dlugotrwata ekspozycja na Al spowodowata istotne
zwigkszenie ekspresji genu kodujacego syntazg cytrynianowa, ale rdwniez, co zaskakujace,
wzrost ekspresji genu kodujacego syntazg jablczanowa. Kwasy organiczne wytwarzane przez
ro$liny sg wydzielane do ryzosfery za posrednictwem transporterow btonowych. W naszych
badaniach gen HVALMTI (Aluminum-activated Malate Transporter 1), kodujacy btonowy
transporter jabtczanu, nie wykazywal zwigkszonej ekspresji w odpowiedzi na Al. Moze to
sugerowac, ze jeczmien nie uwalnia jabtczanu do ryzosfery, a zwigkszona ekspresja syntazy
jablczanowej po ekspozycji na Al moze wskazywac, ze jablczan uczestniczy w wewngetrznej

detoksykacji Al. Z kolei blonowym transporterem cytrynianu u jeczmienia jest HYAACT1



(Aluminum Activated Citrate Transporter 1). W przeciwienstwie do wigkszosci gatunkow
ro$lin, u ktorych geny kodujace te transportery sg indukowane przez Al, wykazano, ze ekspresja
HvAACTI u jeczmienia nie jest regulowana stresem Al, a odmiany jeczmienia cechujace si¢
wyzszg tolerancja na Al charakteryzowaty si¢ konstytutywnie podwyzszong ekspresja tego
genu [35]. W naszych badaniach ekspresja genu HvAACT 1 rdwniez nie wzrastata pod wptywem
niskiego pH ani Al, potwierdzajac wcze$niejsze obserwacje.

W artykule Szurman-Zubrzycka i in. (2021) po raz pierwszy przeprowadzono globalng
analizg transkryptomu komoérek merystematycznych korzeni jgczmienia (Hordeum vulgare L.)
rosngcych w warunkach niskiego pH oraz traktowanych glinem. Udostepniono peing listg
gendw o zroznicowanej ekspresji, ktora moze stanowi¢ cenne narzgdzie w przyszilych
badaniach nad mechanizmami toksycznoéci H' (niskiego pH) oraz AI’** w tej istotnej ro$linie
uprawnej. Uzyskane wyniki dostarczaja nowych informacji na temat ztozonych mechanizméow
odpowiedzialnych za tolerancj¢ na niskie pH i toksycznos$¢ Al u jeczmienia, wskazujac, ze w
odpowiedzi na te stresy uruchamiane sg zardwno wspolne, jak i specyficzne S$ciezki
molekularne. Fakt aktywacji réznorodnych mechanizméw sugeruje mozliwo$¢ tworzenia
odmian jeczmienia o wyzszej tolerancji na H" i Al poprzez tzw. piramidowanie odpowiednich
genow. Na podstawie naszych wynikow mozemy jednoznacznie stwierdzi¢, ze oba czynniki —
niskie pH i Al — stanowig stresory dla jeczmienia. Niemniej jednak, glin wywoluje szerszy
wachlarz zmian w transkryptomie, szczegolnie gdy rosliny sa wystawione na ten stres przez

dtuzszy czas.

Fitotoksycznos¢ jonow glinu a sciezka DDR u roslin

Jak wspomniano powyzej, najlepiej poznane mechanizmy obronne roslin przed toksyczno$cia
jonow glinu opieraja si¢ na wykorzystaniu kwasow organicznych (OAs). W odpowiedzi na Al
kwasy te sa wydzielane na zewnatrz korzenia, gdzie chelatujg jony glinu, uniemozliwiajac ich
wnikanie do komorek. OAs moga neutralizowac jony glinu rowniez wewnatrz komorki
tworzac z nimi nieszkodliwe kompleksy, ktore sa sekwestrowane w wakuoli. Mechanizmy te
zostaty szczegotowo opisane w literaturze naukowej [36]. W zwiazku z tym, postanowili§my
skupi¢ si¢ na innych aspektach odpowiedzi roslin na toksycznos$¢ jondw glinu w srodowisku o
niskim pH. Wigkszo§¢ jonow glinu, ktore wniknelty do korzenia wiaze si¢ z ujemnie
natadowanymi elementami w $cianie komorkowej, co prowadzi do jej usztywnienia 1 ogranicza
mozliwos¢ elongacji komorek. W rezultacie, wplywa to na zahamowanie wzrostu korzenia.
Natomiast pozostate jony glinu, ktore przedostaty si¢ do wng¢trza komorki, moga prowadzi¢ do

uszkodzen DNA zardwno w sposob bezposredni — poprzez interakcje z ujemnie natadowanymi



resztami fosforanowymi w DNA — jak i posredni, poprzez indukcj¢ stresu oksydacyjnego
wynikajacego z nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu (ROS) [37]. Wcze$niejsze prace
prowadzone w naszym zespole potwierdzity, ze Al powoduje zaburzenia integralno§ci DNA
oraz hamuje podzialy komorkowe u jeczmienia [38]. W opisanej powyzej pracy dotyczacej
RNA-seq (A3) rowniez zaobserwowalismy, ze rosliny poddane dziataniu glinu do§wiadczaja
stresu oksydacyjnego, ktory moze skutkowa¢ uszkodzeniami DNA. Ogoélnie rzecz ujmujac,
uszkodzenia DNA aktywuja tzw. $ciezke DDR (DNA Damage Response), ktéra inicjuje
mechanizmy naprawy DNA, a jednoczes$nie prowadzi do zatrzymania cyklu komérkowego w
celu zapobiezenia proliferacji komorek z uszkodzonym genomem.

Pierwsze dowody na to, ze aktywacja $ciezki DDR jest przynajmniej cze$ciowo
odpowiedzialna za inhibicj¢ wzrostu korzeni wywotang przez glin, pochodzily z badan na
Arabidopsis [podsumowano w 39]. W tych interesujacych badaniach wykorzystano mutanta
nadwrazliwego na glin, ktéry akumuluje jony Al** w korzeniach, i poddano go mutagenezie
supresorowej. Zidentyfikowano kilka genoéw, w ktérych mutacje prowadzily do zniesienia
nadwrazliwo$ci mutanta — geny te kodowaty kluczowe elementy $ciezki DDR. Wskazato to na
potencjalne mozliwosci modulowania tolerancji na Al poprzez modyfikacje genéw zwigzanych
ze $ciezkg DDR. Dlatego postanowiliSmy zglebi¢ ten nowy obszar zwigzany z odpowiedzig i
tolerancjg roslin na jony glinu.

W pracy przegladowej (Szurman-Zubrzycka i in., 2023; A4) podsumowaliSmy szczegoétowo
dotychczasowa wiedze dotyczaca DDR u roélin. Sciezka DDR jest wysoce konserwowana
pomiedzy wszystkimi gatunkami ro$lin i zwierzat. Uszkodzenia DNA sg rozpoznawane przez
specyficzne kinazy: ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), ktéra rozpoznaje podwojne
peknigcia DNA (DSBs — Double Strand Breaks) 1 ATR (ATM and Rad3-related), ktora
rozpoznaje pojedyncze pekniecia DNA i jest rekrutowana do jednoniciowych fragmentow DNA
oraz zatrzymanych widetek replikacyjnych. Kinazy te uruchamiaja przekazywanie sygnatu o
uszkodzeniu DNA, powoduja m.in. fosforylacje¢ histonu H2AX. Fosforylowany histon H2AX
(YH2AX) jest powszechnie uzywanym markerem uszkodzeh DNA. U roslin, obie kinazy
fosforyluja i aktywuja czynnik transkrypcyjny z rodziny NAC — SOGI (Suppressor of Gamma
Radiation 1), ktory jest gtownym regulatorem $ciezki DDR. U zwierzat funkcje te peini
supresor transformacji nowotworowej p53. Co ciekawe, SOGI 1 p53 naleza do zupehie innych
rodzin bialek i1 ich sekwencje nie s3g homologiczne, natomiast petnig taka samg funkcje, dlatego
SOGI1 nazywany jest rowniez homologiem funkcjonalnym P53. SOGI (inaczej NACS) to
glowny czynnik transkrypcyjny DDR u roslin. Aktywowany SOGI reguluje ekspresje setek



genow zwigzanych z naprawg DNA (np. RAD51, BRCAI), regulacja cyklu komérkowego (np.
SMRS5, SMR?7) oraz programowang $miercig komorkowa - PCD (np. PLA2A) (Fig. 1).
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Figura 1. Schemat sygnalizacji DDR u roslin. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA aktywowane sa kinazy ATM
i/lub ATR. Kinaza ATM jest aktywowana w przypadku podwdjnych peknigé nici DNA (DSBs), natomiast kinaza
ATR w odpowiedzi na pojedyncze pgknigcia nici DNA (SSBs) oraz stres replikacyjny. Kinazy te fosforyluja i
aktywuja czynnik transkrypcyjny SOG1, ktory reguluje geny odpowiedzialne za zatrzymanie cyklu komérkowego
i napraw¢ DNA. Regulacja ta odbywa si¢ zarowno bezposrednio, jak i posrednio, np. poprzez inne czynniki
transkrypcyjne z rodziny NAC, takie jak NAC44 i NACS85. Kinazy ATM i ATR prowadza réwniez do fosforylacji
histonu H2AX oraz indukujg formowanie kompleksu RBR1/E2FA, ktory reguluje ekspresj¢ gendw zwigzanych z
zatrzymaniem cyklu komoérkowego i uczestniczy w naprawie DNA na drodze HR poprzez rekrutacje RADS! i
BRCAL do uszkodzen DNA.

W naszej pracy przegladowej omowiliSmy bardzo szczegdtowo proces przekazywania sygnatu
o uszkodzeniu DNA, r6zne mechanizmy naprawy uruchamiane przez rozne typy uszkodzen
DNA (tj. BER — Base Excision Repair, NER — Nucleotide Excision Repair, MMR — Mismatch
Repair, HR — Homologous Recombination i NHEJ — Non-Homologous End Joining), proces
hamowania cyklu komérkowego, endoreduplikacji 1, jesli uszkodzenia nie zostang naprawione,
proces programowanej S$mierci komorkowej. W pracy znajduje si¢ zestawienie genow
bioracych udzial we wszystkich tych procesach u roslin wraz z ich numerami akcesyjnymi dla
Arabidopsis umozliwiajacymi identyfikacj¢ ich sekwencji.

W oparciu o wiedz¢ dotyczaca DDR oraz wyniki uzyskane w badaniach nad mutantami
supresorowymi Arabidopsis o zniesionej nadwrazliwos$ci na Al, postanowiliSmy przeprowadzi¢
analizg funkcjonalng genow ATR oraz SOGI (NACS8) u jeczmienia, pod katem ich udziatu w
odpowiedzi na fitotoksyczne jony glinu. Nasza analiza funkcjonalna opierala si¢ na badaniach

mutantow TILLING w wybranych genach. Zanim jednak otrzymali$my takie mutanty



musielismy stworzy¢ platforme¢ TILLINGowa dla jeczmienia, ktora umozliwita nam ich

identyfikacje.

Stworzenie narzedzia do analizy funkcjonalnej genow

TILLING (Targeted Induced Local Lesions IN Genomes) to strategia tzw. odwrotnej genetyki
opracowana w 2000 roku [40], wykorzystywana do analizy funkcjonalnej genow. Metoda ta
opiera si¢ na klasycznej mutagenezie, najczes$ciej chemicznej, prowadzacej do losowego
wprowadzania mutacji w rdznych miejscach w genomie. Nastgpnie, za pomocg
wysokoprzepustowych technik detekcji, identyfikuje si¢ osobniki posiadajagce mutacje w
konkretnych genach zainteresowania. Tak wyselekcjonowane mutanty TILLING stanowig
podstawe dalszych badan nad funkcjg analizowanych gendow.

W naszym zespole stworzyli§my platforme TILLINGowg jeczmienia, nazwang HorTILLUS —
(Hordeum vulgare — TILLING — University of Silesia). W 2018 roku opublikowalismy
obszerng prace prezentujaca t¢ platforme (Szurman-Zubrzycka i in., 2018; zal. A1). Populacja
HorTILLUS jest caty czas odnawiana i stuzy nam do dzi$§ w celu identyfikacji mutacji w wielu
genach. Jest wykorzystywana nie tylko przez nasz zespot, ale rbwniez, na zasadzie wspotpracy
naukowej, jest udostgpniana innym jednostkom, zaréwno z kraju (np. Uniwersytet Adama
Mickiewicza w Poznaniu), jak i z zagranicy (np. Uniwersytet w Nottingham, czy Czeska
Akademia Nauk).

Platforma ta zostala stworzona dla jeczmienia odm. ‘Sebastian’, po traktowaniu ziarniakow
dwoma mutagenami — N-metylo-N-nitrozomocznikiem (MNU) oraz azydkiem sodu (NaN3)
(Fig. 2). Wykorzystane mutageny indukuja mutacje punktowe (gtownie zmiany G/C do A/T).
Populacje prezentowang w pracy z 2018 roku stanowito 9 600 roslin pokolenia M (drugiego
pokolenia po mutagenezie). Z kazdej rosliny Mz zebrano indywidualnie ziarniaki (ktore zostaty
odpowiednio opisane i zdeponowane w bazie nasion), wyizolowano DNA i odpowiednio
zpulowano (w 8-osobnikowe pule). Takie pule sluzyly do identyfikacji mutacji z
wykorzystaniem sekwenatora typu LI-COR. Procedura identyfikacji opierata si¢ na reakcji
PCR na pulach, umozliwiajagcej amplifikacj¢ analizowanego genu badz jego fragmentu.
Nastepnie produkty reakcji PCR byly poddawane denaturacji i powolnej renaturacji, w wyniku
ktérych w pulach, w ktérych znajdowato si¢ DNA roslin z mutacjag w obrebie analizowanego
fragmentu, dochodzito do powstawania tzw. heteroduplekséw (czyli dwuniciowych
fragmentéw - produktow reakcji PCR z pojedynczym niedopasowaniem w miejscu mutacji).
Nastepnie wykorzystywano enzym Cel-1, ktory jest endonukleazg specyficznie rozpoznajaca i

tngca DNA w miejscu niedopasowania. Po reakcji cigcia enzymatycznego produkty byly



oczyszczane 1 rozdzielane w zelu poliakrylamidowym w sekwenatorze LI-COR. W pulach, w
ktoérych znajdowato si¢ DNA rosliny z mutacjag w obrebie analizowanego fragmentu, poza
produktem reakcji PCR, widoczne bytly rowniez dodatkowe dwa produkty bedace produktami
cigcia enzymatycznego. W ten sposob identyfikowano 8-osobnikowe pule zawierajace mutacje
w okreslonych genach. Kolejnym etapem byta identyfikacja poszczegdlnych osobnikow
niosgcych te potencjalne mutacje. Dokonywano tego poprzez tworzenie puli dwuosobnikowych
zawierajacych DNA kazdego z 8 mutantdw z kazdej pozytywnej puli oraz odmiany wyjsSciowe;j
‘Sebastian’. Na pulach dwuosobnikowych przeprowadzano takg samg procedurg jak na pulach
8-osobnikowych. Zidentyfikowane mutacje zawsze potwierdzano poprzez sekwencjonowanie.
W omawianej pracy przedstawiliSmy nasze pierwsze wyniki wygenerowane dla 32 genow.
Wykazano, ze wickszo$¢ zidentyfikowanych mutacji to mutacje typu G/C do A/T, a $rednia
czestotliwo$¢ mutacji wynosi 1 / 477 kbp. Wyniki te jasno pokazaly, ze nasza platforma
HorTILLUS jest bogatym zrodtem indukowanych mutacji, ktora moze by¢ wykorzystywana
do analizy funkcjonalnej wybranych gendéw. Ponadto kazda roslina M, zostata poddana
wstepnej analizie fenotypowej, a dla 3 841 roslin M, wyprowadzono linie M3, ktére zostaty
scharakteryzowane pod wzgledem wielu cech w warunkach polowych. Zidentyfikowano wiele
linii o ciekawych cechach — na przyklad mutanty kartlowe, o ktosach szesciorzedowych (odm.
‘Sebastian’ jest dwurzedowa), czy wezesne (szybciej produkujgce nasiona, co moze by¢ istotng
cechg agronomiczng umozliwiajacg zbiory przed atakiem letniej suszy). Populacja ta moze
zatem stuzy¢ nie tylko jako populacja TILLING wykorzystywana w genetyce odwrotnej (do
identyfikacji mutacji w konkretnych genach w celu poznania ich funkcji), ale rowniez jako
zrédto mutantéw do wykorzystania w genetyce klasycznej (w celu znalezienia mutantow o

interesujacych cechach, a potem poszukiwaniu mutacji lezacych u podstaw tych cech).



‘ Mutagenesis with NaN; and MNU

‘ Planting one seed from each M, plant

‘ Planting 15-20 sceds from selected M, plants

/

W moich dalszych pracach zwigzanych z Al i $ciezka DDR wykorzystalam populacje

Figura 2. Schemat tworzenia populacji HorTILLUS.

HorTILLUS w celu identyfikacji roslin niosacych mutacje w genach HvATR oraz HvSOGI
(HvNACS). Mutacje identyfikowatam w DNA wyizolowanym z ro$lin pokolenia M, a
nastepnie wykorzystatam zdeponowane w banku nasion ziarniaki (pochodzace z odpowiednich

roslin M») do rozmnozenia materiatu i analiz fenotypowych.



Analiza funkcjonalna genu HvATR u jeczmienia

Gen ATR (Ataxia Telangiectasia and Tad-3-related) koduj¢ kinaze serynowo-treoninowa, ktéra
rozpoznaje uszkodzenia DNA i uruchamia przekazywanie sygnatu aktywujace $ciezke DDR.
W ramach naszej pracy opisanej w artykule Szurman-Zubrzycka i inni, 2019 (zal. A2)
przeprowadziliSmy analiz¢ funkcjonalng tego genu u jeczmienia. Z wykorzystaniem strategii
TILLING 1 naszej populacji HorTILLUS zidentyfikowali§my, posrod 6 144 roslin Mz, 17
mutantow w genie HvATR. Wsrod nich byly rosliny, ktére niosty mutacje niezmieniajace
sekwencji aminokwasowej biatka (mutacje intronowe i ciche), jak réwniez mutacje wplywajace
na zmian¢ kodowanego aminokwasu (mutacje missensowne). Po wstepnych analizach
odpowiedzi mutantéw na toksyczno$¢ glinu, do szczegdtowych analiz wytypowano mutanta
hvatr.g niosgcego mutacje G6054A w sekwencji genomowej, ktéra prowadzita do substytucji
aminokwasowej G1015S (glicyna w pozycji 1015 biatka zostala zamieniona na seryng).
Miejsce wystepowania tej mutacji znajduje si¢ w obrebie domeny funkcjonalnej i jest wysoce
konserwowane mig¢dzy gatunkami roslin i zwierzat.

Wykazano, ze w warunkach kontrolnych, bez zadnego stresu genotoksycznego, system
korzeniowy mutanta hvatr.g rdzni si¢ znaczaco od jego odmiany wyjsciowej ‘Sebastian’ (WT).
Po 14 dniach wzrostu w systemie semi-hydroponicznym, w ktorym ro$liny byly nawadniane
pozywka Hoaglanda, przeprowadzono skanowanie oraz analiz¢ systemu korzeniowego za
pomocg oprogramowania WinRHIZO. Stwierdzono, ze dlugo$¢ najdluzszego korzenia
zarodkowego u mutanta byta ponad dwukrotnie mniejsza w poréwnaniu do ro$lin typu dzikiego
(hvatrg — 11 cm, WT — 23 cm). Co ciekawe, mutant wytwarzat wigksza liczbe korzeni
zarodkowych o wigkszej Srednicy w porownaniu do odmiany ‘Sebastian’. Ponadto u mutanta
hvatr.g zaobserwowano dluzsze korzenie boczne. Podobne tendencje zaobserwowano w
warunkach hydroponicznych podczas 7-dniowego eksperymentu z zastosowaniem glinu, gdzie
réwniez odnotowano znaczng redukcje dtugosci korzeni zarodkowych u mutanta w por6wnaniu
do ro$lin typu dzikiego w warunkach kontrolnych. Jednak wplyw glinu na redukcj¢ systemu
korzeniowego mutanta byt mniej wyrazny niz w przypadku odmiany ‘Sebastian’. U odmiany
‘Sebastian’ wszystkie trzy analizowane dawki jonow AI** (5, 10 1 15 uM) powodowaty istotna
redukcje¢ dlugos$ci najdiuzszego korzenia zarodkowego, wynoszaca odpowiednio 25%, 55% 1
60%. Natomiast u mutanta nie odnotowano statystycznie istotnej redukcji dlugosci
najdtuzszego korzenia zarodkowego pod wplywem AI**. Analiza sumarycznej dlugosci
wszystkich korzeni zarodkowych 1 bocznych wykazata, ze najwyzsza dawka glinu u roslin typu
dzikiego spowodowata jej redukcje o 80%, podczas gdy u mutanta spadek ten wynidst jedynie

30%. Dodatkowo, typowym objawem toksycznosci glinu u ro$lin jest zwigkszenie $Srednicy



korzeni zarodkowych pod wplywem jonow Al**, co zaobserwowano réwniez u odmiany
‘Sebastian’. Natomiast w przypadku mutanta hvatrg Srednica korzeni byta wicksza juz w
warunkach kontrolnych i nie ulegata dalszemu zwickszeniu pod wptywem glinu. Na podstawie
tych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze mutant hvatr.g wykazuje tolerancj¢ na obecno$¢ glinu w
srodowisku.

Aby bardziej szczegdblowo zbadaé to zjawisko, przeanalizowano czgstotliwos¢ podzialow
komorkowych w systemie korzeniowym ro$lin traktowanych i nietraktowanych glinem, po 7
dniach wzrostu w warunkach hydroponicznych. W warunkach kontrolnych czestotliwos¢
podzialéw komoérkowych byta na podobnym poziomie u obu analizowanych genotypow i
wynosita 4,5%. Natomiast u odmiany ‘Sebastian’ traktowanie roslin 10 pM AI** prowadzito do
ponad dwukrotnego zmniejszenia czestotliwosci podziatéw komoérkowych, podczas gdy u
mutanta hvatr.g glin nie mial istotnego wpltywu na ten parametr (Fig. 3A). Wnioskowac¢ z tego
mozna, ze utrzymanie tej samej czestotliwosci podziatéw komoérkowych sprawia, iz u mutanta
dlugo$¢ korzenia po dziataniu glinu nie ulega skroceniu w poréwnaniu do warunkow
kontrolnych. Analiza cyklu komoérkowego z wykorzystaniem cytometrii przeplywowe;j
wykazata, ze w warunkach kontrolnych mutant Avatrg charakteryzowal si¢ wyzszym
odsetkiem komoérek w fazie G2/M (61%) oraz mniejszym w fazie S (20%) w poréwnaniu do
ro$lin typu dzikiego (WT), u ktorych w fazie G2/M znajdowato si¢ 43% komorek, a w fazie S
32%. Traktowanie jonami Al** nie wplywato na profil cyklu komérkowego u mutanta,
natomiast u odmiany ‘Sebastian’ prowadzito do zmniejszenia liczby komoérek w fazie S (do
22%) oraz zwigkszenia liczby komoérek w fazie G2/M (do 62%) (Fig. 3B). Dodatkowo, analiza
TUNEL, umozliwiajaca detekcje jader z uszkodzonym DNA, wykazata, ze u odmiany
‘Sebastian’ traktowanie roslin glinem powodowato wzrost liczby jader z uszkodzonym DNA z
2% w warunkach kontrolnych do 14% 1 20% po zastosowaniu odpowiednio 51 10 pM jonow
Al**. Zaskakujaco, u mutanta juz w warunkach kontrolnych ponad 60% jader wykazywato
uszkodzenia DNA. Po ekspozycji na glin u Avatr.g liczba jader z uszkodzonym DNA wzrosta o
dodatkowe 10% (Fig. 3C). Podobne wyniki uzyskano dla innego mutanta w tym genie — Avatr.i.
W badaniach na mutancie a#r Arabidopsis réwniez wykazano, na podstawie testu kometowego,
ze mutant ten charakteryzuje si¢ wyzszym poziomem uszkodzen DNA niz WT (Col-0) w
warunkach kontrolnych, jednak réznica ta nie byta tak istotna jak w przypadku mutantow atr

jeczmienia [41].
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Figura 3. Wybrane wyniki obrazujace odpowiedz mutanta Avatr.g oraz jego odmiany wyjéciowej ‘Sebastian’ na
fitotoksyczne jony glinu. (A) czgstotliwos¢ podzialéw komoérkowych w merystemach korzeniowych w warunkach
hydroponicznych bez glinu oraz z 10 uM AI’*; (B) profil cyklu komérkowego w merystemach korzeniowych w
warunkach hydroponicznych bez glinu oraz z 10 pM AI**; (C) czestotliwo$¢ jader TUNEL-pozytywnych,
$wiadczacych o uszkodzeniach DNA, w merystemach korzeniowych w warunkach hydroponicznych bez glinu
oraz z 51 10 pM AI** wraz z przyktadowymi zdjeciami spod mikroskopu (po lewej: jadra $wiecgce na niebiesko
— filtr DAPI — wszystkie jadra widoczne w polu widzenia; po prawej: jadra §wigcace na zielono — filtr FITC —
jadra z uszkodzonym DNA).

Nasze wyniki jasno wskazuja, ze $ciezka DDR jest zaburzona u mutantdw atr jgczmienia.
Mutanty te charakteryzuja si¢ zaburzona naprawg uszkodzen DNA, a jednocze$nie wykazuja
fenotyp tolerancyjny na glin. Wysoka czestotliwos¢ uszkodzeh DNA zaobserwowana u
mutantow juz w warunkach kontrolnych nie doprowadzita do zahamowania progresji cyklu
komodrkowego. Traktowanie glinem zwigkszyto poziom uszkodzen DNA, ale nie miato wptywu
na aktywnos$¢ mitotyczng ani na profil cyklu komoérkowego u mutanta hvatrg. W opisanym
artykule wskazaliSmy kluczowa role kinazy HvVATR w $ciezce DDR u jeczmienia — kinaza ta
jest wymagana do detekcji uszkodzen DNA zachodzacych w wyniku normalnego
funkcjonowania komorki, jak réwniez do detekcji uszkodzen DNA wywotanych przez

toksyczne jony Al** u jeczmienia. Z naszych badan wynika, ze redukcja wzrostu korzeni w



odpowiedzi na glin jest przynajmniej czeSciowo wywotana aktywacja odpowiedzi DDR
zalezng od ATR, prowadzacg do zatrzymania cyklu komorkowego.

Badania te sa szczegélnie istotne z uwagi na fakt, ze jeczmien, ktory jest wazng rosling
uzytkows, jest bardzo wrazliwy na Al, a nasze mutanty hvatr.g 1 hvatr.i charakteryzuja si¢

zwiekszong tolerancjg na ten stres.

Analiza funkcjonalna genu HvSOGI1 (HvNACS) u jeczmienia

Kolejnym genem zaangazowanym w szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR), ktorego
funkcj¢ analizowali$my u jeczmienia, jest SOGI (Suppressor Of Gamma Radiation I). Wyniki
naszych badan zostaty przedstawione w artykule Szurman-Zubrzycka i in., 2025 (zal. A6).
SOGI nalezy do duzej, specyficznej tylko dla ros$lin, rodziny czynnikow transkrypcyjnych
NAC (NAM, ATAF, and CUC), a jego alternatywna nazwa to NACS. Jest on gtéwnym
regulatorem §ciezki DDR uruchamiajacym setki genéw w odpowiedzi na uszkodzenia DNA.
W badaniach na Arabidopsis wykazano, ze mutacja w genie AtSOG! znosita nadwrazliwos$¢ na
glin u mutanta als3, jak réwniez prowadzita do zwigkszonej tolerancji na glin u roslin typu
dzikiego [42].

Na podstawie analizy in silico przeprowadzonej w oparciu o sekwencje AtSOGI(NACS)
zidentyfikowali§my jeczmiennego homologa - HvNACS. W celu identyfikacji mutantow
jeczmienia niosacych zmiany w obrgbie genu HvNACS ponownie wykorzystaliSmy populacje
HorTILLUS i strategi¢ TILLING. ZidentyfikowaliSmy facznie 27 ro$lin z r6znymi mutacjami
w tym genie, a wérdd zidentyfikowanych mutacji az 14 stanowily mutacje zmiany sensu.
Wstepna analiza bioinformatyczna z wykorzystaniem narzgdzia PROVEAN (Protein Variation
Effect Analyzer, https://provean.jcvi.org/seq submit.php) wykazala, ze cztery z tych mutacji —
hvnac8.c, hvnac8.i, hvnac8.k 1 hvnac8.ac — moga potencjalnie wptyna¢ na aktywnos$¢ biatka
HVNACS. Najwiekszy zaburzajacy wptyw na kodowane biatko, okre§lony przez najnizszy
wynik PROVEAN Score, miata mutacja hvnac8.k. W zwiagzku z tym mutant hvnac8.k zostat
wybrany do dalszych szczegdtowych analiz. Zbadano odpowiedz tego mutanta na dwa czynniki
genotoksyczne: jony glinu w sSrodowisku o niskim pH oraz zeocyn¢ (czynnik radiomimetyczny,
powodujacy powstawanie podwdjnych peknie¢ DNA, DSBs).

Nasze wyniki jednoznacznie wskazuja, Ze mutant hvnacS8.k wykazuje zaburzenia w
funkcjonowaniu szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR). Wykazano, ze podobnie jak
wczesniej analizowany mutant Avatr.g, rtdwniez hvnac8.k akumuluje uszkodzenia DNA nawet
w warunkach kontrolnych, tj. bez ekspozycji na czynniki genotoksyczne. Potwierdzono to

réwniez dla innych mutantow w genie HvNACS — hvnac8.i 1 hvnacS8.ac, co dodatkowo



podkresla role szlaku DDR w utrzymaniu integralnosci genomu podczas normalnego wzrostu
ro$lin. Jednak, pomimo tej akumulacji uszkodzen w warunkach kontrolnych oraz ich nasilonej
akumulacji po traktowaniu czynnikami genotoksycznymi, takimi jak jony glinu i zeocyna,
komorki merystemu korzeniowego mutanta hvnac8.k nie wykazuja az tak duzych zakiocen w
przebiegu cyklu komorkowego jak u jego odmiany wyjsciowej 'Sebastian' w odpowiedzi na
badane czynniki genotoksyczne. W odpowiedzi na najwyzsza badang dawk¢ zeocyny u
odmiany 'Sebastian' zaobserwowano 25% spadek czestotliwosci podziatow komodrkowych,
podczas gdy u mutanta hvnac8.k nie stwierdzono zadnych zmian w tym parametrze. Z kolei
najwyzsza analizowana dawka glinu spowodowata 55% redukcje indeksu mitotycznego u WT,
natomiast u mutanta redukcja ta wyniosta jedynie 25%. Wyniki te przektadajg si¢ na parametry
systemu korzeniowego - po 7 dniach traktowania Al, redukcja systemu korzeniowego mutanta
hvnac8.k byta mniej znaczaca niz w przypadku WT (Fig. 4A-D).

Stwierdzono, ze w odpowiedzi na stres spowodowany ekspozycja na jony glinu u odmiany
'Sebastian' dochodzi do zwigkszenia ekspresji genu HVRADS5 1, zaangazowanego w naprawe
uszkodzen DNA. W przypadku mutanta hvnac8.k nie zaobserwowano indukcji ekspresji tego
genu, co moze przyczyniac si¢ do zwiekszonej liczby uszkodzen DNA. Po 7 dniach wzrostu w
warunkach niskiego pH z dodatkiem 10 uM Al, u mutanta odnotowano okoto 70% jader
TUNEL-pozytywnych, w porownaniu do okoto 20% u roslin typu dzikiego (WT) (Fig. 4E).
Podobne zalezno$ci zaobserwowano w eksperymencie z uzyciem zeocyny, indukujacej
podwojne peknigcia nici DNA (DSBs). U mutanta czgstos¢ wystepowania jader TUNEL-
pozytywnych oraz jader z mikrojadrami byla istotnie wyzsza zar6wno w warunkach
kontrolnych, jak 1 po ekspozycji na zeocyne, w porownaniu do WT. Jednoczesnie u odmiany
'Sebastian' po traktowaniu zeocyng odnotowano istotny wzrost ekspresji genow HvBRCAI i
HvRADS51, zwigzanych z aktywacja szlaku rekombinacji homologicznej (HR) w procesie
naprawy DNA, podczas gdy u mutanta taki wzrost nie wystgpowal. Wyniki te sugeruja, ze gen
HvNACS reguluje ekspresje genow HvRADS51 1 HvBRCAI u jeczmienia. Dodatkowo
przeanalizowano ekspresj¢ innego genu z rodziny NAC, HvNAC44, ktdrego poziom istotnie
wzrastal po dziataniu zeocyny u odmiany 'Sebastian', natomiast u mutanta indukcja ta byla
op6zniona w czasie. Uzyskane dane wskazuja, Ze oba czynniki transkrypcyjne z rodziny NAC

biorg udziat w odpowiedzi na uszkodzenia DNA wywolane zeocyna.
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Figura 4. Odpowiedz mutanta hvnac8.k oraz jego odmiany wyjsciowej ‘Sebastian’ na fitotoksyczne jony glinu.
(A) przyktadowe zdjgcia systemu korzeniowego rosngcego w warunkach hydroponicznych bez glinu (pH=4) oraz
z 10 uM AI**; (B) sumaryczna dtugosé korzeni zarodkowych siewek rosngcych w warunkach kontrolnych o pH=6,
pH=4 i z dodatkiem 5 i 10 uM Al; (C) objetos¢ calego systemu korzeniowego siewek rosnagcych w warunkach
kontrolnych o pH=6, pH=4 i z dodatkiem 5 i 10 uM Al; (D) czestotliwo$¢ podziatéw komoérkowych w
merystemach korzeniowych w warunkach hydroponicznych bez glinu oraz z 10 pM Al**; (E) czestotliwo$é jader
TUNEL-pozytywnych, $wiadczacych o uszkodzeniach DNA, w merystemach korzeniowych w warunkach
hydroponicznych bez glinu o pH=6, 0 pH=4 oraz z 5 i 10 uM A1** przy pH=4 wraz z przykladowymi zdjeciami
spod mikroskopu (po lewej: jadra §wiecace na niebiesko — filtr DAPI — wszystkie jadra widoczne w polu widzenia;
po prawej: jadra $wigcace na zielono — filtr FITC — jadra z uszkodzonym DNA).



Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna wnioskowa¢, ze gen HvNACS u jeczmienia
odgrywa kluczowa rolg¢ w odpowiedzi na uszkodzenia DNA spowodowane zar6wno przez
czynniki endogenne, jak i egzogenne. Zestawienie wynikdéw uzyskanych dla mutantow hvatr.g
1 hvnacd.k sugeruje, ze modulacja szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR) u jeczmienia
moze zwigkszac tolerancj¢ na stres wywolany obecnoscig jonow glinu w glebie o niskim pH,

co stwarza potencjat dla zastosowan agronomicznych.

W oparciu o uzyskane wyniki oraz dostepne dane literaturowe opracowaliSmy podsumowanie
dotychczasowej wiedzy na temat odpowiedzi roslin na fitotoksyczne jony glinu. W naszej
obszernej pracy przegladowej autorstwa Kocjan i in., 2024 (zal. AS), ktérej jestem autorem
korespondencyjnym, szczegdtowo omdéwiono wptyw jondéw glinu na rosliny. Przedstawilismy
wszystkie znane miejsca wigzania Al w komorkach roslinnych, a takze szczegdétowo opisaliSmy
mechanizmy odpowiedzi zwigzane z wydzielaniem kwasoOw organicznych na zewnatrz
komorki oraz wewnatrzkomorkowe mechanizmy tolerancji na glin. Dodatkowo
przeanalizowalismy kluczowe czynniki transkrypcyjne zaangazowane Ww te procesy,
koncentrujac si¢ na roli czynnika transkrypcyjnego STOP1. Szczeg6lng uwage poswieciliSmy
mechanizmom regulacji jego aktywnoS$ci na poziomie potranskrypcyjnym i potranslacyjnym.
W ramach dalszych badan planujemy skupi¢ si¢ wtasnie na tym czynniku transkrypcyjnym, a
jego szczegotowa analiza bedzie przedmiotem naszych najblizszych prac. Otrzymalis$my na ten
cel finansowanie z Narodowego Centrum Nauki (projekt OPUS, ktérego jestem kierownikiem),
dedykowane m.in. analizie funkcjonalnej genu HvSTOPI u jgczmienia. W omawianej pracy
przegladowe] podsumowali§my réwniez najnowsze odkrycia dotyczace tolerancji roslin na
glin, takie jak rola poliamin w zwigkszaniu odpornosci na Al, czy znaczenie nowo
zidentyfikowanych miRNA, ktoére moga odgrywac kluczowg role w mechanizmach tolerancji.
Na koncu pracy zestawiliSmy wyniki potwierdzajace, ze szlak odpowiedzi na uszkodzenia
DNA (DDR) odgrywa istotng role¢ w reakcji roslin na jony Al**, a jego modyfikacje moga
przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia tolerancji na toksyczne dzialanie glinu. Wnioski te majg
uzasadnienie w badaniach, ktére stanowily przedmiot opisywanego tutaj osiagnigcia

naukowego.



Za najwazniejsze sposrod dotychczasowych osiagnie¢ uwazam:

1.

Stworzenie populacji HorTILLUS, ktéra stanowila material biologiczny wigkszoS$ci
opisywanych tutaj badan dotyczacych $ciezki DDR i tolerancji na Al u jgczmienia.
Populacja ta jest najwigksza na §wiecie populacjg TILLING jeczmienia, ktora jest stale
odnawiana, co czyni jg cigglym zrodlem mutacji wykorzystywanym szeroko w licznych
badaniach do dnia dzisiejszego.

Opracowanie i powszechne udostgpnienie list DEGs (Differentially Expressed Genes)
— (1) gendéw o zréznicowanej ekspresji w warunkach niskiego pH w poréwnaniu do
warunkow optymalnego pH oraz (2) genow o zrdznicowanej ekspresji w odpowiedzi na
fitotoksyczne jony glinu w poréwnaniu do warunkéw niskiego pH bez glinu u
jeczmienia. Listy te umozliwity identyfikacje kluczowych genéw zaangazowanych w
odpowiedzi na dwa wspotistniejace w naturze stresy abiotyczne — niskie pH oraz jony

glinu AI**

. Zidentyfikowane DEGs stanowia cenne narze¢dzie nie tylko w konteks$cie
moich terazniejszych i przysztych badan, ale takze dla szerszego kregu badaczy,
umozliwiajac dalsze analizy tych dwoch stresow.

Uzyskanie mutantéw jeczmienia wykazujacych tolerancje na fitotoksyczne jony glinu
oraz wykazanie, na przyktadzie mutantéw hvatr.g 1 hvnac8.k, ze modyfikacje szlaku
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR) moga przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia
tolerancji na stres zwigzany z toksyczno$cig glinu, co stanowi istotny krok w
zrozumieniu mechanizméw adaptacyjnych roslin. Otrzymane wyniki podkreslaja
potencjat wykorzystania strategii modyfikacji DDR nie tylko w konteks$cie zwigkszenia
odpornosci na glin, lecz rowniez w poprawie tolerancji roslin na inne czynniki
srodowiskowe, ktore indukujg uszkodzenia materiatu genetycznego.

Zebranie, podsumowanie i udostgpnienie wiedzy na temat szlaku DDR oraz wptywu
glinu na rosliny w postaci prac przegladowych. Prace te moga stanowi¢ cenne zrodto

wiedzy dla badaczy zajmujacych si¢ tymi zagadnieniami.
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POZOSTALA AKTYWNOSC NAUKOWA - POZOSTALE OSIAGNIECIA

Strategia TILLING i rézne metody identyfikacji mutacji

W ramach swojej dotychczasowej aktywnosci naukowej przygotowalam wraz ze
wspotpracownikami cykl artykutow przegladowych i rozdziatow w ksigzkach przyblizajacych
strategi¢ TILLING oraz przedstawiajacych protokoty réznych metod indukcji i detekcji
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Ponadto, wykorzystaliSmy roéwniez nasza populacje HorTILLUS w celu opracowania
wysokoprzepustowej metody umozliwiajacej sekwencjonowanie wybranych regionow
genomowych z wykorzystaniem NGS (Next Generation Sequencing). Metoda opiera si¢ na
multipleksowaniu amplikonow PCR i wielowymiarowym pulowaniu. Z uwagi na to, ze
bezposrednie sekwencjonowanie produktoéw PCR jest ograniczone ze wzgledu na dtugo$é
odczytow dostepnych w wielu sekwenatorach nowej generacji, amplikony poddawali$smy
fragmentacji z wykorzystaniem ultrasonikacji. Szczegoétowy opis metodyki, jak rowniez
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Analiza funkcjonalna genow zaangaiowanych w roine procesy z wykorzystaniem
mutantow TILLING pochodzgcych z populacji HorTILLUS - wspdlpraca

miedzynarodowa

Swoje umiejetnosci oraz wiedze z zakresu strategii TILLING i identyfikacji mutantow
jeczmienia wykorzystuje podczas wspotpracy z zagranicznymi zespotami badajacymi
mechanizmy zwigzane z odpowiedzg roslin na zalewanie (Uniwersytet w Nottingham; [9]),
czy z produkcja biomasy (Uniwersytet Poczdamski; [10]), co zaowocowato wspolnymi
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zostat wystany do czasopisma New Phytologist.

Badania wplywu fitotoksycznych jonow glinu na rosliny — aspekty niezwigzane bezposrednio

z glownym osiggnieciem naukowym

Opracowanie protokotdéw traktowania jeczmienia jonami glinu oraz zdobyte do§wiadczenie w
analizie jego reakcji na ten pierwiastek pozwolity mi zaangazowaé si¢ w inne badania: (1)
realizowane w naszym Instytucie, koncentrujace si¢ na szczegélowym badaniu zmian w
strukturze $ciany komorkowej pod wptywem dziatania jonow glinu [11] oraz (2) prowadzone
w zespole P. Larsena z Uniwersytetu Kalifornijskiego, ktory wykazal udzial czynnika
transkrypcyjnego ERF115 w odpowiedzi na glin u Arabidopsis, co potwierdziliSmy rowniez w
badaniach nad jgczmieniem [12]. Wyniki tych wspolprac zostaly opublikowane we wspolnych
pracach:
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Environment 47 (11): 4432-4448. doi: 10.1111/pce.15032 — zalacznik B12
IF za 2023=6.1; 140 pkt MNiSW: Google Scholar — 0; Scopus - 0

Badania regulacji sciezki DDR indukowanej hydrazydem kwasu maleinowego i zeocyng

Opisany wczesniej mutant hvatr.g postuzyl nie tylko do analizy $ciezki odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (DDR) indukowanej fitotoksycznymi jonami glinu (co byto przedmiotem
gltownego osiaggnigcia). Zostat on réwniez przebadany pod katem reakcji na inne czynniki
genotoksyczne. Jednym z nich byl hydrazyd kwasu maleinowego (MH). Jest to czynnik
klastogenny, czyli prowadzacy do powstawania widocznych aberracji chromosomowych.
Zaobserwowali$my, ze efekt genotoksyczny wywolany przez MH, oceniany na podstawie testu
TUNEL, czy czgstotliwosci wystepowania jader z mikrojadrami, byt znacznie mocniejszy u
mutanta niz u jego odmiany wyjsciowej ‘Sebastian’. MH powodowal wyrazny spadek
aktywno$ci mitotycznej w obu analizowanych genotypach, przy czym efekt ten byt bardziej
nasilony u odmiany ‘Sebastian’ (WT). Natomiast analiza wptywu MH na cykl komorkowy
korzeni, przeprowadzona za pomocg cytometrii przeptywowej, nie wykazata istotnych roéznic
pomiedzy mutantem a WT. Na podstawie tych analiz wykazali$my, ze u jgczmienia szlak DDR
uruchamiany w odpowiedzi na MH jest rowniez, przynajmniej czg§ciowo, regulowany poprzez
kinaze¢ ATR [13].

Tego samego mutanta hvatr.g wykorzystano do szczegétowych analiz transkryptomu (RNA-
Seq) w odpowiedzi na inny czynnik uszkadzajacy DNA — zeocyng, ktora indukuje podwojne
pekniecia DNA (DSBs). Analiza ujawnita odpowiedzi transkrypcyjne wywotane zeocyng
zalezne od kinazy ATR, jak réwniez niezalezne od kinazy ATR. Do szczegotowych analiz
wykorzystano nowo opracowany katalog 421 genéw DDR jeczmienia, ktory uwzgledniat
filogenetyczne powigzania genéw SUPPRESSOR OF GAMMA 1 (SOG1) oraz SOGI1-LIKE
(SGL). Zeocyna powodowata wzrost ekspresji specyficznych elementéw $ciezki DDR oraz
spadek ekspresji gendéw zwigzanych z cyklem komorkowym 1 gendéw histonowych, glownie w
sposob niezalezny od ATR. Zalezno$¢ od ATR byta natomiast wyrazna w przypadku niektorych
czynnikow zwigzanych z DDR podczas replikacji DNA, a takze w odniesieniu do licznych
genow, ktore nie wydaja si¢ mie¢ bezposredniego zwigzku z DDR. Uzyskane wyniki
dostarczyly cennych informacji na poziomie molekularnym i pozwolily lepiej zrozumiec
mechanizmy odpowiedzi na indukcje podwojnych peknigé nici DNA w zlozonym genomie

jeczmienia [14]. Publikacje bedace efektem prowadzonych badan:



13. Jaskowiak J, Kwasniewska J, Szurman-Zubrzycka M, Rojek-Jelonek M, Larsen P,
and Szarejko I. 2020. Al-tolerant barley mutant hvatr.g shows the ATR-regulated DNA
damage response to maleic acid hydrazide. International Journal of Molecular Sciences
21 (22): 1-22. doi: 10.3390/ijms21228500 - zalacznik B13
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14. Vladeji¢ J, Kovacik M, Zwyrtkova J, Szurman-Zubrzycka M, Dolezel J, and Pecinka
A. 2024. Zeocin-induced DNA damage response in barley and its dependence on ATR.
Scientific Reports 14(1): 3119. doi: 10.1038/s41598-024-53264-0 - zalacznik B14
IF za 2023=3.8; 140 pkt MNiSW: Google Scholar — 2; Scopus - 1

Badania regulacji podziatow mejotycznych przez biatko DMCI1

W ramach swojej pracy naukowej zajmowatam si¢ réwniez badaniem mechanizmow
zwigzanych z mejoza u jeczmienia. Mejoza jest procesem prowadzacym do powstania gamet,
podczas ktorego dochodzi do zjawiska crossing-over generujacego réznorodnos$¢ genetyczng
poprzez tworzenie nowych kombinacji alleli. Pierwszym etapem crossing-over jest celowa
indukcja podwojnego pekniecia nici DNA (DSB), ktora umozliwia wymiang¢ materiatu
genetycznego pomig¢dzy chromatydami niesiostrzanymi chromosomoéw homologicznych.
Biatko DMCI1 (Disrupted Meiotic cDNA1) to rekombinaza wystgpujaca specyficznie tylko w
komorkach przechodzacych mejoze, ktéra uczestniczy w naprawie takich pgknigé poprzez
wyszukiwanie i promowanie inwazji homologicznych sekwencji, ktore sg nastgpnie
wykorzystywane jako matryca w procesie naprawy. Funkcja genu DMCL1 zostata potwierdzona
u modelowego gatunku roslin dwulisciennych — Arabidopsis thaliana, natomiast dotychczas
nie przeprowadzono analizy funkcjonalnej homologa tego genu u jgczmienia — gatunku o
Kluczowym znaczeniu dla rolnictwa. W ramach naszej pracy zidentyfikowalismy, z
wykorzystaniem strategii TILLING i populacji HorTILLUS, mutanty jeczmienia niosace
substytucje w genie HYDMCL1. Jedna mutacja (G2571A), oznaczona jako dmcl.c, zostata
niezaleznie wykryta w dwoch roznych roslinach pokolenia M>. Mutacja ta prowadzi do
substytucji wysoce konserwowanego aminokwasu — argininy na lizyng w pozycji 183 biatka
HvDMCL. Dwie niezalezne linie mutantow niosace ten sam allel dmcl.c wykazywaty podobne
zaburzenia podczas mejozy. Obserwowane aberracje chromosomowe obejmowaly mosty
anafazowe i fragmenty chromosoméw widoczne w anafazie/telofazie | podziatu mejotycznego
oraz anafazie/telofazie Il podzialu mejotycznego, a takze mikrojagdra w tetradach. Ponadto
zaobserwowano rowniez atypowe tetrady zawierajace trzy lub pie¢ komorek. W mutantach

dmcl.c stwierdzono znacznie wyzsza czestotliwos¢ wystepowania wszystkich aberracji



chromosomowych podczas mejozy w porownaniu do ich odmiany wyj$ciowej ‘Sebastian’ (Fig.

5).
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Figura 5. (A) Panel podsumowujacy z przyktadowymi zdjeciami komorek w roznych fazach podziatu
mejotycznego u odm. ‘Sebastian’ (WT) oraz mutantow hvdmcl.c. Strzatki wskazuja na obecnos$¢ aberracji
chromosomowych; (B) Atypowe (5- i 3-komoérkowe) stadium tetrad obserwowane u mutanta hvdmcl.c.

Nasze obserwacje wskazaty, ze prawidlowo funkcjonujace biatko DMCI jest niezbgdne do
naprawy DSBs, crossing-over oraz prawidtowego rozdzialu chromosomoéow podczas mejozy u
jeczmienia. Otrzymane wyniki opublikowalismy w czasopismie Frontiers in Plant Science:

15. Szurman-Zubrzycka M, Baran B, Stolarek-Januszkiewicz M, Kwasniewska J,
Szarejko | and Gruszka D. 2019. The dmcl mutant allows an insight into the DNA
double-strand break repair during meiosis in barley (Hordeum vulgare L.). Frontiers in
Plant Science 10: 761. doi:10.3389/fpls.2019.00761 - zalacznik B15

IF=4.402: 100 pkt MNiSW: Google Scholar — 21; Scopus - 17

Plany badawcze:
Moje najblizsze plany badawcze skupiajg si¢ na dwdch kluczowych zagadnieniach.
a. Badanie nowych mechanizméw tolerancji jeczmienia na fitotoksyczne jony glinu

Pierwszy kierunek badan dotyczy dalszego poglebiania wiedzy na temat mechanizmow
tolerancji jeczmienia na toksyczne jony glinu (AlI**). Niedawno uzyskali$my finansowanie z
Narodowego Centrum Nauki, w ramach konkursu OPUS-26, na realizacj¢ projektu pt.:
»Molekularne mechanizmy odpowiedzi ro$lin na stres zwigzany z toksyczno$cig glinu”

(2023/51/B/NZ9/01175), ktorego jestem kierownikiem. Realizacja tego projektu rozpoczeta sie



w pazdzierniku 2024, a finansowanie w kwocie 1 654 127,00 zt otrzymaliémy na okres 48
miesigcy.

W oparciu o wczesniejsze analizy transkryptomiczne (RNA-seq) wytypowali§my geny
potencjalnie zaangazowane w odpowiedz jeczmienia na stres zwigzany z obecnoscig jonoOw
glinu. W naszych pracach skoncentrujemy si¢ na analizie:

- genu kodujacego czynnik transkrypcyjny STOPI,

- genow kodujacych biatka btonowe z rodziny ABC transporteréw — ALS1 oraz ALS2.

W ramach projektu planujemy wspotprace naukowsg z dr AleSem Pecinkg z Czeskiej Akademii
Nauk (z ktorym wspolnie wyprowadzimy mutanty w tych genach przy uzyciu technologii
CRISPR/Cas9). Szczegélowa analiza molekularnych mechanizméw odpowiedzi ro$lin na
fitotoksyczno$¢ jonéw glinu ma istotne znaczenie zarowno z badawczego i poznawczego
punktu widzenia, jak rowniez agronomicznego. Jeczmien, jako jedno z kluczowych zboz

uzytkowych, jest bowiem szczegodlnie wrazliwy na ten czynnik stresowy.

b. Odpowiedz roslin na stres cieplny i uszkodzenia DNA

Drugim obszarem, ktory planuj¢ rozwijaé, jest badanie odpowiedzi ro$lin na stres cieplny. W
kontekscie postgpujacych zmian klimatycznych rosliny beda coraz czgéciej narazone na
ekstremalne warunki §rodowiskowe, w tym podwyzszong temperature i susz¢. Wiadomo, ze
czynniki te moga prowadzi¢ m.in. do uszkodzen DNA, jednak zalezno$ci mig¢dzy
mechanizmami odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR) a tolerancja na te stresy
srodowiskowe pozostajg stabo poznane.

W celu ich doktadniejszego zbadania utworzyli$my migdzynarodowe konsorcjum sktadajace
si¢ z 8 europejskich uniwersytetow (Uniwersytet Paris-Saclay jako wiodacy w projekcie) i kilku
firm hodowlanych, ktore wspolnie bedzie analizowa¢ zalezno$¢ pomigdzy DDR a tolerancja na
stres cieplny u réznych gatunkéw roslin. Opracowany wspdlnie projekt, HEATDDR —
Harnessing the DNA Damage Response to improve plant tolerance to heat stress, uzyskat
finansowanie z Komisji Europejskiej w ramach programu HORIZON-MSCA-Doctoral
Network (nr 101169110). Catkowita warto$¢ projektu to 2 254 766,40 EUR, natomiast
dofinansowanie dla Uniwersytetu Slaskiego wynosi 226 512 EUR. Jestem kierownikiem
polskiej czgsci projektu, a jego realizacja zaplanowana jest na okres 01.03.2025-28.02.2029.
Kluczowym elementem projektu HEATDDR bedzie szkolenie mtodych naukowcow — w
ramach projektu zostanie zatrudnionych 14 doktorantow, ktorzy beda specjalizowaé sie¢ w

omawianej tematyce.



Oba kierunki badan majg istotne znaczenie dla zrozumienia mechanizmow adaptacyjnych
ros$lin w zmieniajacym si¢ srodowisku, co moze przelozy¢ si¢ na przyszte strategie hodowlane

1 zwickszenie odpornosci upraw na stresy abiotyczne.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna

realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegolnosci zagranicznej.

W ramach mojej dotychczasowej pracy naukowej miatam okazje pracowac i uczy¢ si¢ w
roznych zagranicznych osrodkach naukowych. Wszystkie wyjazdy, zwigzane gléwnie z
technikami mutacyjnymi, przyczynity si¢ znaczaco do mojego rozwoju naukowego i

umozliwity mi nawigzanie trwalej wspolpracy naukowej z ich gospodarzami.

1) Uniwersytet Bolonski we Wloszech (12.2009 — 02.2010)
Jeszcze w trakcie realizacji doktoratu odbylam dwumiesigczny staz w Uniwersytecie
Bolonskim we Wioszech, na Wydziale Nauk Rolniczych, podczas ktérego uczestniczytam w

analizach TILLING prowadzonych przez dr Valenting Talamé pod okiem prof. Roberto
Tuberosy. Wyjazd ten zapoczatkowat moja przygode ze strategig TILLING.

Dzieki temu wyjazdowi:

- nawigzalam wspolprace z prof. Robertem Tuberosa, ktora umozliwita mi m.in. pozyskanie
wykladowcy na Miedzynarodowy Kurs ,,Regional Training Course on use of induced mutations
(TILLING) and DNA markers in cereal genetics and breeding”, ktory odbyl si¢ w Katowicach
w dniach 13-24.09.2010 i byt wspotorganizowany przez Migdzynarodowa Agencje Energii
Atamowej (IAEA) oraz Uniwersytet Slaski. Prof. Tuberosa byt gtéwnym wykladowca, ja z
kolei, wraz z cztonkami naszego Zespotu, prowadzitam zajecia laboratoryjne. Kurs ten byt
kierowany do naukowcow z krajow rozwijajacych si¢ w Europie. W kursie wzigto udziat 13
uczestnikow (2 osoby z Polski, 2 osoby z Kazachstanu, 2 osoby z Turcji i po jednej osobie z
Uzbekistanu, Serbii, Macedonii, Gruzji, Chorwacji, Bulgarii i Albanii).

- pozyskatam wiedz¢ 1 doswiadczenie umozliwiajace stworzenie najwiekszej na $wiecie
populacji TILLING jgczmienia — HorTILLUS (Szurman-Zubrzycka i inni, 2018; zal. A1l).
Jak wczesniej wspomniano populacja ta stanowi cenne zrédto mutantéw stuzacych analizie
funkcjonalnej wielu ré6znych genow. Jest ona szeroko wykorzystywana w naszym Zespole, jak

rowniez jest powszechnie dostepna do wspotpracy naukowej, z czego skorzystato wiele



zewngtrznych osrodkow, np.: Uniwersytet Adama Mickiewicza w Poznaniu, firma hodowlana
PlantCarb z Danii, czy Uniwersytet w Nottingham.

- w oparciu o pozyskang na tym wyjezdzie wiedzg oraz pdzniejsze doswiadczenia i wspoOtprace
z innymi badaczami stworzylismy szereg artykutow i rozdzialow w ksigzkach przedstawionych
w moich ,,pozostatych osiggni¢ciach” (zalaczniki B1-B7), majacych na celu poszerzanie

wiedzy dotyczacej strategii TILLING oraz udostepnianie protokotow metodycznych.

2) Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK) w Getersleben,
Niemcy (01-03.2015)

W 2015 roku odbytam kolejny dwumiesigczny staz w Leibniz Institute of Plant Genetics and
Crop Plant Research (IPK) w Niemczech, gdzie poznawatam techniki zwigzane z mutageneza
insercyjng (m.in. NGT - TALEN, CRISPR/Cas9) i uczestniczytam w pracach prowadzonych

przez dr Goetza Hensela w grupie dr Jochena Kumlehna.

Dzieki temu wyjazdowi:

- nabytam do$wiadczenia zwigzanego z transformacjg ro$lin (w tym techniki NGT — TALEN,
CRIPSR/Cas9)

- nawigzatam stata wspotprace z dr Goetzem Henselem, ktora umozliwita mi m.in:

a) organizacj¢ kolejnego kursu IAEA, ktorego bytam dyrektorem, dla doktorantow i hodowcow
z krajow Europy Wschodniej 1 Azji, na ktérym dr Goetz Hensel byl wyktadowca i1
wspotuczestniczyt w prowadzeniu przez nas zajec¢ laboratoryjnych. Kurs ,,Regional Training
Course on Molecular Markers and TILLING Application for Crops Improvement” odbyt si¢ w
Katowicach w dniach 25.09-06.10.2023. W kursie tym wzi¢to udziat 15 osob (po 2 osoby z
Turcji, Gruzji, Uzbekistanu i Serbii, i po jednej osobie z Pdotnocnej Macedonii, Stowenii,
Albanii, Kirgistanu, Chorwacji, Grecji i Bulgarii)

b) wspotorganizacje szkoty technik NGT — School of Genomics and New Genomic Techniques
w dniach 18-21.11.2024. W ramach szkoly odbyt si¢ podstawowy kurs dla mtodziezy oraz
zaawansowany kurs dla studentéw. Kursy te przyblizaty tematyk¢ NGT (m.in. technologie
CRISPR/Cas9) - jako zaproszony ekspert swoja wiedza ze studentami dzielit si¢ dr G. Hensel
(IPK), ja z kolei prowadzitam zajecia laboratoryjne

- nawigzalam wspolprace z dr Nielsem Steinem z IPK, ktorej efektem bylta publikacja:

Jost M, Szurman-Zubrzycka M, Gajek K, Szarejko | and Stein N. 2019. TILLING in barley.
Methods in Molecular Biology, Barley — zalacznik B6



3) Miedzynarodowa Agencja Energii Atomowej (IAEA) w Wiedniu, Austria

Dwukrotnie wyjezdzatam na wyjazdy studyjne (2009, 2015) do siedziby Mi¢dzynarodowej
Agencji Energii Atomowej (IAEA) w Wiedniu, gdzie wspolnie z dr Bradem Tillem m.in.
izolowatam enzym CJE niezbedny do analiz TILLING prowadzonych w naszym Zespole.

Dzieki tym wyjazdom:

- wyizolowalam enzym, ktory obnizyt koszty analiz TILLING wykonywanych w naszym
Zespole i jest wykorzystywany w nim do dzi$

- nawigzatam stala wspélprace z IAEA

W ramach nawiazanej wspOipracy z IAEA:

- zostalam zaproszona do wygloszenia, jako keynote speaker, referatu na temat strategii
TILLING u zb6z na migdzynarodowym sympozjum IAEA w Wiedniu (FAO/IAEA
International Symposium on Plant Mutation Breeding and Biotechnology; 27-31.08.2018).
Jako efekt tego sympozjum 1 zainteresowania nasza pracag wsrdd uczestnikow, w tym
organizatorow PAG, otrzymatam zaproszenie do wygloszenia referatu na prestizowej
konferencji PAG (Plant and Animal Genome Conference) w San Diego (PAGXXVII; 12-
16.01.2019).
Tytul wystepienia na sympozjum IAEA: ,,TILLING as a renewable source of mutations for
functional genomics and practical breeding”
Tytut wystapienia na PAG: “Barley root mutants to uncover the secrets of hidden parts of
plants”
- z ramienia FAO/IAEA zostatam zatrudniona jako ekspert do prowadzenia wyktadow i
wspotprowadzenia zaje¢ dotyczacych mutagenezy roslin uprawnych na tygodniowych
szkoleniach kierowanych do hodowcow i naukowcow z Ameryki Potudniowej oraz z Afryki.
Szkolenia IAEA odbyly si¢ stacjonarnie w jednostkach naukowych za granica:

- Pretoria, RPA - (07.2014) — Council for Scientific and Industrial Research (CSIR)

Kurs ,,Mutation Induction and In vitro Techniques”

- Lima, Peru — (11.2014) - Uniwersytet La Molina

Kurs ,,Use of Mutation Induction in Crop Breeding for Abiotic Stresses”
Szkolenia te miaty na celu podniesienie poziomu niezbednej wiedzy dotyczacej technik
mutacyjnych oraz ich wykorzystania w hodowli roslin w trudnych warunkach klimatycznych
w krajach rozwijajacych si¢ Afryki 1 Ameryki Potudniowe;.
- wraz z dr B.Tillem, dr 1. Ingelbrechtem i dr J. Jankowicz-Cieslak z IAEA wspottworzylismy

rozdziat w ksigzce wydanej przez Joined FAO/IAEA Programme:



Ingelbrecht I, Jankowicz-Cieslak J, Szurman-Zubrzycka M, Till B, and Szarejko 1. 2018.
Chemical mutagenesis. In: Manual on Mutation Breeding (third edition). Vienna, FAQO,
pp.51-81, ISBN 978-92-5-130526-3 — zal. B5
oraz przeprowadziliSmy badania opisane w czeSci dot. pozostatych osiggnie¢, ktore
opublikowalismy:
Tramantano A, Luka J, Jankowicz-Cieslak J, Hofinger B, Gajek K, Szurman-Zubrzycka
M, Szarejko I, Ingelbrecht I, and Till B. 2019. Fragmentation of pooled PCR products for
highly multiplexed TILLING. G3: Genes, Genomes, Genetics 19(8): 2657-2666 (doi:
10.1534/93.119.400301) — zal. B8
Nadal aktywnie wspotpracuje z dr B. Tillem, o czym §wiadczy¢ moze niedawno wydana
publikacja przegladowa, ktorej jestesmy wspotautorami:
Szurman-Zubrzycka M, Kurowska M, Till B, and Szarejko I. 2023. Is it the end of
TILLING era in plant science? Frontiers in Plant Science 14: 1160695 (doi:
10.3389/fpls.2023.1160695) — zal. B7
- ponadto, poza organizacja opisanych wczes$niej kursow ITAEA, wspolorganizowatam w
naszym Uniwersytecie staze naukowe, finansowane przez IAEA, dla dr Arioli Bacu z Albani
(tygodniowa wizyta — 12-18.10.2014) i prof. Eleny Todorovskiej z Butgarii, Agro Bio Institute
(dwumiesi¢czny staz: 21.05.2017-22.07.2017). Obie badaczki zdobywaty u nas doswiadczenie
w technikach identyfikacji mutacji stosowanych w strategii TILLING.

6. Informacja 0 osiagnieciach dvdaktycznych, organizacvjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

Osiagniecia dydaktyczne:

- pelnitam funkcj¢ promotora 8 prac licencjackich, a obecnie jestem promotorem jednej pracy
licencjackiej rozpoczete) w 2024 roku

- bytam recenzentem 5 prac licencjackich

- pelnitam funkcj¢ promotora jednej pracy magisterskiej obronionej w 2024 roku

- bytam opiekunem naukowym 5 prac magisterskich (obronionych kolejno w 2016, 2021, 2022
i dwie w 2023 r.) — nadzor naukowy obejmowal nauczanie niezbednych technik
laboratoryjnych, kontrole pracy magistranta w laboratorium oraz wstgpng korekte tekstu prac

magisterskich przed ich przekazaniem promotorowi



- bylam recenzentem pracy doktorskiej p. Klary Prochazkovej pt.: ,,Identification of genes
involved in the repair of toxic DNA-protein crosslinks in Arabidopsis thaliana”, ktora byta
zrealizowana w Uniwersytecie w Otomuncu (Czechy) (obrona w 2023 r.)
- prowadzitam i nadal prowadze zajecia kursowe dla studentow I i II stopnia kierunkow
Biotechnologia, Biologia oraz Ochrona Srodowiska. Prowadzone zajecia czesto byty oceniane
przez studentéw, a w ramach tych ocen uzyskatam nast¢pujace noty (dane z ostatnich pieciu
lat):

- Analiza Genetyczna — kierunek Biotechnologia — oceny: 2023/2024 - 5/5;

- Genetyka Molekularna — kierunek Biotechnologia — oceny: 2023/2024 — 5/5;

- Inzynieria Genetyczna — kierunek Biotochnologia — oceny: 2023/2024 — 5/5;

- Podstawy Genetyki — kierunek Biotechnologia — oceny: 2023/2024 — 4.68/5; 2022/2023 —

4.76/5; 2021/2022 — 4.69/5; 2019/2020 — 4.76/5

- Bionformatyka — kierunek Biotechnologia — oceny: 2022/2023 — 4.61/5; 2021/2022 —

4.84/5 (zaj. komputerowe) i 4.7/5 (wyktady); 2020/2021 — 4.85/5;
- prowadze zajecia kursowe Bioinformatics dla studentow Il stopnia anglojezycznego kierunku
Biotechnology
- prowadz¢ zajecia z przedmiotu Plant Functional Genomics w jezyku angielskim dla studentow
studiow doktoranckich ,,Advanced Methods in Biotechnology and Biodiversity” w Szkole
Doktorskiej US
- opracowatam autorskie konspekty zaje¢ dla przedmiotow: Bioinformatyka, Mutageneza
Roslin oraz dla anglojezycznych przedmiotow: Bioinformatics i Plant Functional Genomics
- prowadzitam zajecia w ramach przedmiotu Inzynieria Genetyczna na studiach
podyplomowych dla nauczycieli kwalifikujacych do nauczania przedmiotu Biologia oraz
Przyroda, realizowanych przez Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska (2012-2014)
- w celu podniesienia kwalifikacji dydaktycznych ukonczytam m.in. tygodniowe szkolenie:
"Flipped Classroom for Activating Students in Online Classes" (Bulgaria - 25.06.2022 -
02.07.2022)

Osiagniecia organizacyjne:

- pelnitam funkcj¢ cztonka Komisji Organizacyjnej V Ogolnopolskiej Nocy Biologow (2016)
- bytam koordynatorem wydziatowym 4. Slaskiego Festiwalu Nauki (2020)

- wspolorganizowatam na Uniwersytecie Slaskim kursy, finansowane przez IAEA, dla
naukowcow z krajow rozwijajacych sie (2010, 2023). W 2023 roku petnitam funkcje dyrektora

kursu, odpowiadajac za calo$¢ spraw organizacyjnych i logistycznych



- wspoélorganizowatam warsztaty dla hodowcoéw jeczmienia w Polsce (2011) oraz spotkanie
hodowcow i genetykow roslin uzytkowych (2014) odbywajace si¢ w Katowicach

- wspolorganizowalam szkote technik NGT — School of Genomics and New Genomic
Techniques (2024).

Osiagniecia popularyzujace nauke:

- jestem ambasadorem kierunku Biotechnology na Wydziale Nauk Przyrodniczych, US

- prowadzitam zajecia w Uniwersytecie Slaskim Mtodziezy (2022)

- prowadzitam zajecia w ramach Uniwersytetu Slaskiego Dzieci: (1) ,.Zabawa w
rozszyfrowywanie DNA”, (2) ,,Tour de WNP — wycieczka po laboratoriach Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska US” oraz (3) ,,Czy te oczy moga klamac? W
laboratorium Thomasa Morgana” (2023)

- prowadzitam zaj¢cia dla dzieci i mtodziezy w ramach UTN — Uniwersyteckie Towarzystwo
Naukowe pt.: ,,Nurtujgca genetyka”

- uczestniczytam w projektach: ,,Aktywny w szkole — aktywny w zyciu” i ,,Partnerzy w nauce”
skierowanych do uczniow szkol gimnazjalnych i ponadgimnazjalnych, w ramach tych
projektow prowadzitam zajecia z izolacji DNA oraz wyklady na temat inzynierii genetycznej i
Genetycznie Modyfikowanych Organizmow dla nauczycieli, jak rowniez prowadzitam
wyklady w szkotach $rednich, np.: wyklad na Festiwalu Nauki w zespole szkot
ponadgimnazjalnych w Wodzistawiu Slaskim ,,GMO — Genetycznie Modyfikowane
Organizmy” (2012)

- prowadzitam wyklady oraz zajecia praktyczne na Ogolnopolskich Nocach Biologdéw oraz
Nocy Biologow na bis skierowanych do wuczniow szkét podstawowych oraz

ponadpodstawowych

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

- nominacja do nagrody Naukowiec Przysztosci 2023 w kategorii: Kobieta nauki, ktéra zmienia
$wiat, za realizacj¢ projektu pt.: , Kompleks DREAM i NAC — molekularny mechanizm
odpowiedzi ro$lin na stres wywolany czynnikami genotoksycznymi” oraz dzialalno§¢ B+R z
zakresu nauk biologicznych i biotechnologii

- wspolpraca z zagranicznym sektorem gospodarczym — w latach 2020-2023 zrealizowatam, z
ramienia Uniwersytetu Slaskiego, 8 prac zleconych przez spotke PlantCarb ApS (Dania)
obejmujacych identyfikacje, z wykorzystaniem naszej populacji HorTILLUS oraz dunskiej



populacji TILLING jeczmienia, mutacji w wybranych przez spotke genach zwigzanych z

produkcja skrobi (zawarto$cig amylozy) w ziarniakach jeczmienia.
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