AUTOREFERAT

1. Imie i nazwisko: Jadwiga Sliwka

2. Posiadane dyplomy/stopnie haukowe:

e 18.06.2001 Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
tytut magistra biologii —z wyr6znieniem
praca magisterska pod kierunkiem prof. dr. hab. S. Wieckowskiego, pt.: ,,Izoformy
oksydoreduktazy ferredoksyna: NADP ™

e 14.12.2005 Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Radzikow
stopien naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii — z wyréznieniem
praca doktorska pod kierunkiem dr. hab. W. Marczewskiego, pt.: ,,Charakterystyka
odporno$ci na Phytophthora infestans (Mont.) de Bary lisci i bulw ziemniaka w
wybranych populacjach diploidalnych mieszancow Solanum tuberosum L.”

. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

e Od 1 lipca 2001 — do chwili obecnej jestem zatrudniona w Instytucie Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin -PIB, Oddzial Mtochow, na stanowiskach kolejno: stazysty,
pracownika inzynieryjno-technicznego, asystenta i adiunkta.

e 15.01.08-15.11.08 staz podoktorski w laboratorium prof. J. Jonesa, The Sainsbury
Laboratory, Norwich, Wielka Brytania

e Od 1 czerwca 2009 - do chwili obecnej w IHAR-PIB Milochow petni¢ funkcje
kierownika Pracowni Badania Odpornosci Ziemniaka na Grzyby i Bakterie

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

a) Tytul osiggnigcia:

Identyfikacja i charakterystyka ekspresji genéw odpornosci na Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary oraz ich wykorzystanie w hodowli ziemniaka
uprawnego Solanum tuberosum L.

b) osiagnigcie stanowi jednotematyczny cykl nastepujacych publikacji:

H1 van Poppel P.M.J.A., Jiang R.H.Y, Sliwka J., Govers F. 2009. Recognition of
Phytophthora infestans Avr4 by potato R4 is triggered by C-terminal domains
comprising W motifs. Mol. Plant Pathol. 10: 611-620. (IF=3,455; MNiSW=40)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegaf na planowaniu i wykonaniu eksperymentow,
klonowaniu domen Avr4, ocenie reakcji roslin na uzyskane konstrukty , analizie
danych i interpretacji wynikéw, udziale w przygotowaniu manuskryptu. Mé; udziat
procentowy szacuje na 30%.

H2 Sliwka J., Jakuczun H., Kaminski P., Zimnoch-Guzowska E. 2010. Marker-assisted
selection of diploid and tetraploid potatoes carrying Rpi-phul, a major gene for



resistance to Phytophthora infestans. J. Appl. Genet. 51(2): 133-140. (IF=1,482;
MNiSW=20)

M0j wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu eksperymentow, wykonaniu
testow PCR, ocenie odpornosci na P. infestans, analizie danych i przygotowaniu
manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 55%.

H3 Sliwka J., Jakuczun H., Chmielarz M., Hara-Skrzypiec A., Tomczynska 1., Kilian A,
Zimnoch-Guzowska E. 2012. A new resistance gene against potato late blight
originating from Solanum x michoacanum maps to potato chromosome VII. Theor.
Appl. Genet. 124:397-406. (IF=3,298": MNiSW=40)

M0j wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu eksperymentow, wykonaniu
testow PCR, ocenie odpornosci na P. infestans, analizie danych, konstrukcji mapy
genetycznej i przygotowaniu manuskryptu. Mdj udzial procentowy szacuje na 35%.

H4 Sliwka J., Jakuczun H., Chmielarz M., Hara-Skrzypiec A., Tomczynska 1., Kilian A.,
Zimnoch-Guzowska E. 2012. Late blight resistance gene from Solanum ruiz-
ceballosii is located on potato chromosome X and linked to violet flower colour. BMC
Genet. 13 (1): 11(1F=2,475"; MNiSW=20)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu eksperymentow, wykonaniu
testow PCR, ocenie odpornosci na P. infestans, analizie danych, konstrukcji mapy
genetycznej i przygotowaniu manuskryptu. Mdj udzial procentowy szacuje na 40%.

H5 Sliwka J., Swigtek M., Tomczynska 1., Stefanczyk E., Chmielarz M., Zimnoch-
Guzowska E. 2012. Influence of genetic background and plant’s age on expression of
potato late blight resistance gene Rpi-phul during incompatible interaction with
pathogen. Plant Pathology, DOI: 10.1111/ppa.12018 (w druku) (IF=2,125";
MNiSW=40)

MGj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu eksperymentéw, analizie
danych i przygotowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 40%.

podano IF z roku 2011, gdyz dane za rok 2012 nie byly jeszcze dostepne.

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Ziemniak (Solanum tuberosum L.) jest po ryzu, pszenicy i kukurydzy czwartg
najwazniejsza rosling uprawng na $§wiecie. Jego znaczenie wzrasta zwlaszcza w krajach
takich jak Chiny i Indie, ktore sg obecnie dwoma najwickszymi jego producentami na
$wiecie. Polska natomiast z plonem ziemniaka przekraczajacym 8 min t rocznie zajmuje
drugie miejsce pod wzgledem wielkosci produkcji w Europie (Zgorska 2012). Statystyczny
Polak zjadt w 2011 roku 112 kg ziemniakow (Kaminski 2012) i to wysokie spozycie
sprawia, ze wazne jest, by spozywane ziemniaki byly zdrowe, nie tylko wolne od chorob,

ale 1 od pozostalosci pestycydow stosowanych do ich zwalczania.



Pod wzgledem ekonomicznym, najwazniejszg chorobg ziemniaka jest zaraza
ziemniaka powodowana przez organizm z grupy Chromista, gromady Oomycetes —
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. Patogen ten rozprzestrzenit si¢ z Ameryki
Potudniowej] w §lad za ziemniakiem, wszedzie tam, gdzie ziemniaki sg uprawiane. W
latach 1840. pierwsza epidemia zarazy ziemniaka w Europie przyniosta kleske znang jako
Wielki Gtod. W Irlandii milion os6b zmarto z glodu, a 1,5 miliona byto zmuszone do
emigracji (Ristaino et al. 2001). Obecnie, taczny koszt ochrony chemicznej przed zaraza
ziemniaka oraz strat przez nig powodowanych jest szacowany w Europie na ponad 1 mld
euro rocznie (Haverkort et al. 2008). W chtodnym 1 wilgotnym sezonie wegetacyjnym
skuteczna ochrona chemiczna przeciw zarazie ziemniaka moze wymagac zastosowania
nawet kilkunastu zabiegdéw, co nie pozostaje obojetne dla srodowiska. Alternatywa dla
ochrony chemicznej, jest uprawa odpornych na P. infestans odmian ziemniaka, ktora
przyczynia si¢ do zwalczania zarazy ziemniaka w sposob przyjazny dla $rodowiska.
Korzysci odniesliby takze konsumenci, ktoérzy coraz czesciej poszukuja produktow
spozywczych uzyskanych w ekologicznym systemie uprawy, bez uzycia pestycydow.

Uzyskanie ziemniakow odpornych na P. infestans stato si¢ jednym z glownych celow
hodowli, zwtaszcza przed wynalezieniem chemicznych §rodkéw ochrony. Na poczatku XX
wieku odkryto w dzikim gatunku S. demissum 11 genow gtéwnych odpornosci (R) na P.
infestans, nazwanych R1 do R11, ktore wkrotce zaczety by¢é wprowadzane do odmian
ziemniaka. Powstaty m.in. szkockie odmiany Pentland Dell (z genami R1, R2, R3) i Maris
Peer (R1, R2) oraz polska odmiana Epoka (R3, R4), ktore poczatkowo byly odporne,
jednak wskutek rozprzestrzenienia si¢ izolatow P. infestans posiadajacych odpowiednie
czynniki wirulencji przestalty by¢ odporne (Malcolmson, 1969; Rudkiewicz, 1985). Fakt,
ze odpornos¢ warunkowana genami R okazata si¢ nie by¢ trwata, sktonit hodowcow do
zainteresowania si¢ odpornoscig ilosciowa, warunkowang poligenicznie. Ten rodzaj
odpornos$ci na P. infestans jest jednak trudniejszy we wprowadzaniu do linii hodowlanych,
a takze zwigzany z niepozadanym, dlugim okresem wegetacji ziemniakow. W
konsekwencji, nadal brakuje odmian ziemniaka odpornych na P. infestans, ktore
odnosityby sukces komercyjny.

Ten brak osiggnig¢ hodowli opartej o odporno$¢ polowa w konteksécie produkcji
towarowej spowodowal ponowny wzrost zainteresowania genami R. Produkty genow R,
oddziatujac posrednio lub bezposrednio z bialtkami patogena zwanymi czynnikami
awirulencji lub efektorami, inicjuja specyficzne reakcje odpornosciowe prowadzace do

tzw. reakcji nadwrazliwosci, czyli $mierci zainfekowanych komorek i tym samym



uniemozliwiajgC rozprzestrzenianie si¢ patogenéw bio- lub hemibiotroficznych, w tym P.
infestans (Dangl i Jones 2001). Dominuje poglad, ze geny R warunkuja trwalsza odpornosé¢
roslin, Kiedy sg aktywowane przez konserwatywne, kluczowe dla patogena efektory, ktore
ulegaja tylko niewielkim ewolucyjnym modyfikacjom. Uwaza si¢ takze, ze wykorzystanie
wielu genéw odpornosci jednoczesnie w jednej roslinie (piramidyzacja) lub w mieszaninie
linii wyposazonych w rézne geny, moze poprawi¢ ich skutecznos$¢ i trwatos¢, sprawiajac,
ze trudniej bedzie populacji organizmu patogenicznego "przetamacé" odpornosé
warunkowang przez tgczne dziatanie szeregu gendéw (Pink i Puddephat, 1999). Teorie te
byly inspiracja do poszukiwan nowych genéw R, warunkujacych odporno$¢ na zaraze
ziemniaka i zaowocowaly w ostatnich latach identyfikacja ok. 50 genéw R (Sliwka i
Zimnoch-Guzowska 2013).

Publikacje wchodzace w sklad mojego osiagniecia habilitacyjnego dotycza gendow
odpornosci na P. infestans na réznych etapach ich wprowadzania do hodowli ziemniaka i
obejmuja: identyfikacj¢ nowych genow R: Rpi-mchl i Rpi-rzcl (H3 i H4, punkt 4
autoreferatu), selekcje zaawansowanych linii hodowlanych wyposazonych w gen Rpi-phul
przy wykorzystaniu markerow molekularnych (H2), charakterystyke ekspresji genu Rpi-
phul w réznych liniach ziemniaka o zr6znicowanym tle genetycznym i stadium rozwoju
ros$lin (H5) oraz charakterystyke funkcjonalng efektora, ktoéry powoduje aktywacje
produktu genu odpornosci R4 na P. infestans (H1).

Identyfikacja genow Rpi-mchl i Rpi-rzcl odpornosci na P. infestans oraz poznanie ich
polozenia na mapie genetycznej ziemniaka sg przedmiotem dwoch publikacji, w ktorych
jestem pierwszym wykonawca i autorem korespondujacym (H3 i H4; Sliwka et al. 2012a i
b). Zrédtem obydwu genéw byty odporne klony dzikich gatunkéw z rodzaju Solanum,
spokrewnione z ziemniakiem uprawnym. Klony te zostaty wyselekcjonowane w IHAR-
PIB Milochow sposrod roslin pochodzacych z unikatowej kolekcji Wawitowa WIR w
Sankt Petersburgu. Geny Rpi-mchl i Rpi-rzcl zlokalizowano na mapie genetycznej
ziemniaka diploidalnego, przy wykorzystaniu technologii Diversity Array Technology
(DAIT). To pierwsze mapy genetyczne Solanum sp. skonstruowane z uzyciem
markeréw DArT opublikowane w czasopismach naukowych. Uzyskane dane o
lokalizacji genomowej markerow typu DArT sa bardzo przydatne w badaniach
genetycznych prowadzonych w ramach innych projektow badawczych.

Gen Rpi-mchl zostal zidentyfikowany w Solanum x michoacanum (Sliwka et al.

2012a; H3), diploidalnym gatunku spokrewnionym z ziemniakiem, lecz nie krzyzujacym



si¢ z nim z powodu niekompatybilnej ploidalno$ci bielma. S. michoacanum pochodzi ze
stanu  Michoacin w Meksyku 1 jest uwazany =za naturalnego mieszanca
miedzygatunkowego S. bulbocastanum x S. pinnatisectum (Hawkes 1990). Obydwa
gatunki rodzicielskie S. michoacanum byty opisywane jako zrddta odpornosci na P.
infestans (Kuhl et al. 2001; Naess et al. 2001). Populacje mapujgcg stanowity 164 osobniki
pokolenia F; uzyskane ze skrzyzowania odpornego i podatnego na P. infestans klonu S.
michoacanum. Odporno$¢ form rodzicielskich, osobnikéw populacji mapujacej i odmian
wzorcowych byla testowana przy uzyciu dwoch roznych izolatdéw P. infestans w
badaniach laboratoryjnych na odcigtych lisciach, w dwodch kolejnych latach (2009 i 2010).
Mapa genetyczna form rodzicielskich zostala skonstruowana na podstawie analizy
sprzezen 798 markerow DATrT i 48 markerow 0 znanej lokalizacji na chromosomach
ziemniaka. Gen Rpi-mchl zostat zlokalizowany na chromosomie VII genomu ziemniaka.
Marker C2_At1g53670 jest potozony w odlegtosci 6,3 ¢cM od genu Rpi-mchl i mozna mu
przypisa¢ ponad 80% zmiennosci obserwowanej w wynikach testow odpornosci. Gen Rpi-
mchl nie moze zostaé¢ przeniesiony bezposrednio do puli genetycznej ziemniaka przez
krzyzowanie, jednak moze sta¢ si¢ przydatny dla hodowli innymi drogami. Jestem
wspotautorem badan, ktore dotycza introgresji tej odpornosci do puli hodowlanej
ziemniaka przez hybrydyzacj¢ somatyczng (Smyda et al. online), a takze izolacji genu Rpi-
mchl z uzyciem sekwencjonowania nowej generacji. Badania zwigzane z izolacjg genu sg
wykonywane ramach mojej wspotpracy z The Sainsbury Laboratory w Wielkiej Brytanii.
To podejscie moze da¢ szans¢ na wprowadzenie genu Rpi-mchl do ziemniaka uprawnego
metodg cisgenezy. Znajomos$¢ potozenia genu Rpi-mchl i sprzgzonych z nim markerow
molekularnych stanowig wazne narzedzie jego introgresji metodami konwencjonalng i
molekularng. Gen Rpi-mchl moze by¢ cenny dla hodowli, a zwtaszcza w uzyskiwaniu
piramid genow odpornos$ci, gdyz jest potozony w locus, w ktorym zidentyfikowano do tej
pory jedynie gen Rpil odpornosci na P. infestans pochodzacy z S. pinnatisectum (Kuhl et
al. 2001). Gen ten nie byt dotychczas wykorzystywany w hodowli. Gen Rpi-mchl z
powodu swojego potozenia moze by¢ odmienny i odpowiada¢ na inne efektory niz
pozostale znane geny odpornosci na zaraz¢ ziemniaka, a w konsekwencji zapewniaé
trwalsza odporno$¢ ziemniaka na te chorobe.

Gen Rpi-rzcl pochodzacy z S. ruiz-ceballosii to drugi gen odpornosci na P. infestans
zmapowany przy uzyciu markeréow DArT (Sliwka et al. 2012b, H4). Gen ten zostat
zidentyfikowany w gatunku pochodzacym z terendw Peru i Boliwii, znanym takze pod

nazwg S. sparsipilum i krzyzujacym si¢ z ziemniakiem uprawnym. W zwigzku z tym, do



mapowania genu uzyto w charakterze populacji mapujacej 114 diploidalnych osobnikéw
F1 z migdzygatunkowego krzyzowania odpornego klonu S. ruiz-ceballosii z dihaploidem
odmiany ziemniaka Balbina. Osobniki populacji mapujacej byty oceniane pod wzglgdem
odpornos$ci na P. infestans w laboratoryjnych testach listkowych i plastrow bulw w trzech
sezonach wegetacyjnych. Mapa genetyczna form rodzicielskich o tgcznej dtugosci 1204
cM zostala skonstruowana z 1603 markeréw DArT i 48 markerow specyficznych dla
sekwencji z poszczegdlnych chromosomow ziemniaka. Gen Rpi-rzcl zostal zmapowany na
chromosomie X genomu ziemniaka, za$ najblizej potozony marker molekularny T1521 byt
oddalony od genu o 6,1 cM. W locus tym zostaly wczesniej zmapowane dwa geny
odpornosci na P. infestans pochodzace z S. berthaultii (Ewing et al. 2000; Rauscher et al.
2006, Park et al. 2009) oraz odporno$¢ ilosciowa z S. sparsipilum (Danan et al. 2009).
Populacje mapujaca dH Balbina x S. ruiz-ceballosii wykorzystalismy do identyfikacji
czynnikow genetycznych warunkujagcych barwe kwiatow. Rodzic odporny populacji, S.
ruiz-ceballosii, posiadal kwiaty jasnofioletowe, podczas gdy dH Balbina — kwiaty biale.
Wsrod  potomstwa odnotowano osobniki o kwiatach bialych, jasnofioletowych,
fioletowych i ciemnofioletowych, przy czym osobniki o kwiatach biatych byly podatne na
P. infestans. Sprzgzenie barwy kwiatow z odpornoscia wynika z potozenia genu Rpi-rzcl
w odlegtosci 3,4 ¢cM od locus F odpowiadajacego za t¢ ceche (van Eck et al. 1993; van Eck
et al. 1994). Dzigki temu barwa kwiatow moze stuzy¢ jako uzyteczny marker fenotypowy
odpornosci, ktéremu w populacji mapujacej mozna byto przypisa¢ 87 lub 85% zmiennos$ci
obserwowanej w wynikach testow odpornosci na zaraze¢ ziemniaka, odpowiednio
listkowych i plastrowych. Gen Rpi-rzcl zapewnia wysoka odporno$¢ zaréwno lisci, jak i
bulw, zostal juz wprowadzony do puli genetycznej ziemniaka uprawnego na poziomie
diploidalnym i moze by¢ stosowany w hodowli z wykorzystaniem do selekcji markerow
molekularnych, a w pewnych kombinacjach rodzicielskich —fenotypowego markera, czyli
barwy kwiatow.

Efektem prac nad wykorzystaniem w hodowli ziemniaka genu Rpi-phulodpornos$ci na
P. infestans sa kolejne dwie publikacje, w ktorych jestem pierwszym wykonawca i
autorem korespondujacym (H2, Sliwka et al. 2010 i H5, Sliwka et al. 2013). Gen ten,
warunkujacy wysoka odporno$¢ na zaraze ziemniaka naci i bulw zostal wprowadzony do
ziemniaka uprawnego z gatunku S. phureja przez krzyzowanie na poziomie diploidalnym.
Nastepnie zostal zmapowany na chromosomie IX ziemniaka, wykazano tez, ze nie jest on
zwigzany z niepozadanym, dhugim okresem wegetacji (Sliwka et al. 2006). W wyniku

mojej wspotpracy z The Sainsbury Laboratory poznano sekwencj¢ nukleotydowa Rpi-



phul, ktéra okazata si¢ by¢ identyczna z sekwencjg genu Rpi-vntl pochodzacego z S.
venturii i typowa dla genéw R (Foster et al. 2009). Gen Rpi-phul zostat przeniesiony na
poziom tetraploidalny i w wyselekcjonowanych liniach przekazany do spotki hodowlanej
Zamarte Hodowla Ziemniaka Sp. z 0.0. do wykorzystania w programach hodowlanych,
przy uzyciu markera GP94 jako narze¢dzia selekcyjnego. Przydatno$¢ markera GP94 do
selekcji osobnikow z genem Rpi-phul wykazano w dwoch segregujacych populacjach
diploidalnych oraz populacji tetraploidalnej (tacznie 379 osobnikow), w ktorych oceniono
odporno$¢ na P. infestans w testach listkowych i genotyp pod wzglegdem obecnoS$ci
markera (H2). Sprzezenie markera z genem Rpi-phul potwierdzono takze w 126
diploidalnych i 20 tetraploidalnych liniach ziemniaka 0 zréznicowanym tle genetycznym.
Wykazano, ze charakterystyczny dla obecnosci genu odpornosci allel markera GP94 jest
stosunkowo rzadki w puli genetycznej ziemniaka uprawnego, gdyz zostal wykryty w
jedynie w trzech sposrod 43 testowanych réznorodnych odmian ziemniaka. Wsrod
mieszancow mi¢dzygatunkowych z udziatem S. kurtzianum i S. ruiz-ceballosii allel ten byt
wykrywany pod nieobecno$¢ genu Rpi-phul, co moze §wiadczy¢ o obecno$ci homologow
genu w tych formach. Marker GP94 byt takze uzyty w selekcji w dwoch potomstwach
uzyskanych w celach komercyjnych w Zamarte Hodowla Ziemniaka Sp. z 0.0. (H2).
Odpornos¢ na P. infestans réznorodnych, wyselekcjonowanych linii hodowlanych
ziemniaka posiadajacych gen Rpi-phul byta testowana takze w testach polowych, przy
silnej naturalnej presji infekcyjnej. Rosliny takie pozostawaly bardzo odporne i nie
wykazywaty zadnych objawoéw choroby. W roku 2009 pod koniec sezonu wegetacyjnego
odnotowano po raz pierwszy objawy zarazy ziemniaka na roslinach z genem Rpi-phul
(H5). Z porazonych lisci uzyskano izolaty P. infestans, m. in. izolat MP1162. Izolat ten
uzyto w laboratoryjnych testach na listkach odcietych z roslin z genem Rpi-phul, gdzie nie
uzyskano porazenia. Wynik ten dal poczatek hipotezie, ze objawy obserwowane w polu,
nie byly spowodowane przez zmutowany, wirulentny izolat P. infestans, ale ze by¢ moze
w starzejacych si¢ roslinach, kiedy bulwy juz dojrzewaja, nastepuje zanik badz obnizenie
ekspresji genu odporno$ci. Rosliny przestaja inwestowaé energi¢ w obrong czesci
nadziemnych, ktore staja si¢ podatne. By przetestowaé te hipotez¢ wykorzystano dostepna
od niedawna sekwencj¢ genu Rpi-phul/Rpi-vntl.1 (Foster et al. 2009) i przeprowadzono
analizy qRT-PCR ekspresji wzglednej genu Rpi-phul przed i 1, 3, 5 dni po kontakcie
ro$liny z patogenem, w roslinach wybranej linii hodowlanej o réznym wieku oraz w
ro$linach o réznym tle genetycznym, di- i tetraploidalnych (H5). Zastosowano izolat P.

infestans MP324, ktory nie poraza roslin z genem Rpi-phul. Wszystkie badane rosliny



byty odporne, bez wzgledu na genotyp i wiek. Nie wykryto istotnych zmian w poziomie
transkryptu Rpi-phul w ro$linach tetraploidalnych po inokulacji P. infestans. Jednak w
roslinach diploidalnych poziom transkryptu genu Rpi-phul wzrastat istotnie po kontakcie z
patogenem. Wigkszy udziat genomu dzikiego donora genu odpornosci w roslinach
diploidalnych by¢ moze lezy u podtoza tych roznic, poniewaz wraz ze wzrostem udziatu
dzikiego genomu wzrasta prawdopodobienstwo wystgpienia alleli genéw regulatorowych,
ktore wyewoluowaty wraz z genem Rpi-phul i wplywaja na zmiany poziomu jego
ekspresji. Wérod roslin badanych w réznych fazach rozwojowych, wyrozniaty sie rosliny
3-tygodniowe, ktore miaty statystycznie istotnie nizszy poziom ekspresji genu Rpi-phul
przed inokulacja niz rosliny 6-, 9- i 12-tygodniowe. Pierwszego dnia po inokulacji rdznica
ta byta jednak rekompensowana przez istotny wzrost ekspresji genu odpornosci u roslin 3-
tygodniowych. Opisane badania nie wyjasnity zjawiska skutecznej infekcji roslin z genem
Rpi-phul przez awirulentny izolat w warunkach polowych u schytku sezonu. By¢ moze
wazne sg tu czynniki takie jak stata obecno$¢ zarodnikow P. infestans w warunkach
naturalnych, obecno$¢ innych patogendéw lub stresy abiotyczne, na ktére narazone sg
rosliny w polu. Obecnie, zespol, ktorym kieruje¢ kontynuje badania, w celu oszacowania
wptywu dhugosci dnia na profil ekspresji genu Rpi-phul.

Dla wyniku interakcji rosliny z patogenem, rownie wazne jak obecno$¢ 1 ekspresja
genow R, sg efektory produkowane przez organizm chorobotworczy, ich zmienno$¢ 1
zdolno$¢ do bezposredniej lub posredniej aktywacji biatek R. W ramach projektu
badawczego UE BioExploit miatam okazj¢ wzia¢ udziat w pracach nad efektorem P.
infestans prowadzonych w laboratorium prof. Francine Govers na Uniwersytecie w
Wageningen w Holandii. Efektor Avr4 P. infestans powoduje reakcje nadwrazliwosci u
roslin ziemniaka z genem R4 z S. demissum i nalezy do klasycznej rodziny efektorow
RXLR-dEER (van Poppel et al. 2008). Poza domeng zawierajaca motywy RXLR i dEER,
ktore sa odpowiedzialne za dostarczenie efektora do komorki gospodarza, w biatku PiAvr4
zidentyfikowano trzy motywy tryptofanowe (W1-W3) i jeden tyrozynowy (Y) na koncu C
(van Poppel et al. 2009, H1). By zbada¢ funkcje poszczegolnych motywow biatka PiAvr4,
utworzono seri¢ binarnych konstruktéw DNA opartych o sekwencj¢ nukleotydowa wirusa
X ziemniaka (PVX) i1 zawierajacych poszczegdlne motywy pojedynczo i w kilku
kombinacjach. Konstrukty te wprowadzono do wektora pGR106, a nastepnie za
posrednictwem Agrobacterium tumefaciens, do ro$lin posiadajacych gen R4 oraz
podatnych roslin kontrolnych odmiany ziemniaka Bintje. W ten sposéb wykazano, ze do

wywotania nekrotycznej reakcji u roslin z genem R4 niezbedny jest motyw W2 PiAvrd w



pofaczeniu z motywem W1 lub W3. Ponadto, analiza sekwencji PiAvr4 wykazata
obecno$¢ szesciu homologdw tego genu w P. infestans, jednego w Phytophthora ramorum
I siedmiu w Phytophthora sojae. Bardzo zblizony homolog wykryto takze w Phytophthora
mirabilis. Ten ostatni, w testach takich jak opisane powyzej, wywotywatl specyficzng
reakcje nekrotyczng u roslin z genem R4, podobnie jak PiAvr4. Praca ta przyczynita si¢ do
lepszego poznania mechanizmu aktywacji biatka R przez efektor, zidentyfikowano
kluczowe elementy efektora, ktérych mutacje moga prowadzi¢ do nabywania przez P.
infestans zdolnosci do infekcji ro$lin z danym genem odpornosci (H1).
Podsumowanie
Pig¢ publikacji stanowigcych mojg rozprawe habilitacyjng obejmuje wyniki badan nad
odpornoscig ziemniaka na P. infestans warunkowang przez cztery geny R. Efektem badan
sq.
e identyfikacja i zmapowanie dwoch nowych genéow odpornosci (Rpi-mchl i Rpi-
rzcl)
e konstrukcja pierwszych map genetycznych gatunkéw Solanum z uzyciem
markeréw DATT
e wprowadzanie do hodowli ziemniaka uprawnego genu Rpi-phul
e opracowanie markera GP94 1 okreslenie jego przydatnosci do selekcji form
odpornych na P. infestans z genem Rpi-phul
e charakterystyka ekspresji genu Rpi-phul

e poznanie molekularnego podtoza dziatania genu R4, odpornosci na P. infestans.

Rezultaty badan genetycznych i molekularnych przedstawione w tej pracy majg znaczenie
poznawcze i praktyczne. Opracowane mapy DArT ziemniaka moga by¢ przydatne nie
tylko do badan genetycznych ziemniaka, ale takze gatunkoéw pokrewnych, np. pomidora.
Badane geny sa (Rpi-phul) lub moga by¢ (Rpi-mchl i Rpi-rzcl) wykorzystane w hodowli
ziemniaka odpornego na P. infestans. Wiedza o czynnikach molekularnych wptywajacych
na ekspresje gendw R oraz o funkcji poszczegdlnych motywow biatka efektora przyczynia

si¢ do lepszego zrozumienia interakcji roslina - patogen.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Pierwsza prac¢ badawcza wykonatam w IV Liceum Ogolnoksztalcacym w
Katowicach, biorac udzial w Olimpiadzie Biologicznej. Praca dotyczyla allellopatycznego
dzialania czosnku na wzrost innych roslin, zas méj udzial w konkursie zakonczytam jako
laureatka XXIV (1995) i finalistka XXV Centralnej Olimpiady Biologicznej (1996).

Ukonczytam z wyrdznieniem Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie na
kierunku biologia, bronigc 18 czerwca 2001 prace magisterska przygotowang pod kierunkiem
prof. dr. hab. S. Wieckowskiego, pt.: ,,Jzoformy oksydoreduktazy ferredoksyna: NADP™ z
wynikiem bardzo dobrym. W czasie studiow wzigtam udzial w programie wymiany
studentow Socrates i1 spedzitam sze$¢ miesigcy na Uniwersytecie Walijskim w Bangor, w
Wielkiej Brytanii. Oprocz uczestniczenia w zajeciach, wziglam tam roéwniez udziat w
projekcie badawczym kierowanym przez dr. Davida S. Shawa i poswigconym Phytophthora
infestans. Badatlam m.in. zréznicowanie genetyczne walijskich izolatow P. infestans oraz
interakcje tego organizmu z korzeniami roslin ziemniaka i pomidora. Byto to moje pierwsze
zetknigcie ze sprawcag zarazy ziemniaka, organizmem o fascynujacej historii i biologii. Po
powrocie do Polski, odszukalam osrodek naukowy zajmujacy si¢ P. infestans, czyli IHAR-
PIB Mtochow i tam aplikowatam o prace, ktorg podjetam 1 lipca 2001.

Pierwszym zagadnieniem, ktérym zajmowalam si¢ w IHAR-PIB Mtochow,
byla analiza wewnatrzgatunkowego zréznicowania izolatéw P. infestans pochodzacych z
Polski (Sliwka 2002, Sliwka et al. 2006a, Lebecka et al. 2007, Chmielarz et al. 2010,
Sobkowiak et al. 2011 w wykazie literatury). Zréznicowanie to bylo oceniane przy uzyciu
markeréw fenotypowych, takich jak typ kojarzeniowy, odpornos¢ na metalaksyl (substancje
czynng niektorych srodkéw ochrony chemicznej przeciw zarazie ziemniaka), agresywnos¢ i
wirulencja, czyli zdolnos¢ do porazania okreslonych genotypow ziemniaka wyposazonych w

geny odpornosci. Wykorzystywalismy takze markery molekularne: Simple Sequence Repeat



(SSR) i markery haplotypu mitochondrialnego. Badania te sa kontynuowane do dzis$, obecnie
w ramach dwoch zadan Programu Wieloletniego IHAR-PIB finansowanego przez MRIRW.
Pelni¢ funkcje kierownika zadania poswigconego gromadzeniu, przechowywaniu i
charakteryzowaniu réznorodnych kolekcji patogenow ziemniaka w oddziatach ITHAR-PIB:
Mtochow, Radzikéw i Bonin, ktore zawieraja zbiory wirusow, bakterii, grzybéw oraz nicieni
atakujacych ziemniaka, a przede wszystkim kolekcje 1112 izolatow P. infestans, ktore sa pod
opicka mojej pracowni.

W roku 2005 obronitam z wyrdznieniem prac¢ doktorska przygotowang pod
kierunkiem prof. dr hab. W. Marczewskiego pt. ,,Charakterystyka odpornosci na
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary lisci i bulw ziemniaka w wybranych populacjach
diploidalnych mieszancow Solanum tuberosum L.” Praca ta byla po$§wigcona mapowaniu
genu Rpi-phul z Solanum phureja warunkujacego odporno$é na P. infestans (Sliwka et al.
2006b) oraz loci ilosciowych wplywajacych na te samg cechg pochodzacych z S. verrucosum
i S. microdontum (Sliwka et al. 2007). W obu populacjach mapujacych oceniano odporno$é
na P. infestans lisci i bulw ziemniaka, a takze dlugos$¢ okresu wegetacji, badajac zwigzek
odpornosci ze wczesno$cig ziemniaka. Czg$¢ doswiadczen wykonalam w Max Planck
Institute for Plant Breeding Research w Kolonii, w Niemczech, pod kierunkiem prof.
Christiane Gebhardt, w ktorej laboratorium spedzitam tacznie rok. W roku 2006 prace tg
wyrdznit nagrodg Prezes Rady Ministrow RP.

Skonstruowanie map genetycznych z uzyciem populacji mapujacych
wykorzystanych w doktoracie zaowocowato rozwinigciem kolejnego watku badawczego.
Osobniki tych populacji byly oceniane dodatkowo pod wzgledem dlugosci okresu spoczynku
bulw, ksztattu bulw, regularnosci zarysu, glebokosci oczek 1 barwy migzszu. Wykonano
analize loci lezacych u podloza tych cech ilociowych (Sliwka et al. 2008), co pozwolito
lepiej oceni¢ efekty wprowadzenia alleli z dzikich gatunkow Solanum do ziemniaka
uprawnego S. tuberosum, nie tylko tych pozadanych, jak odpornos¢ na zaraze ziemniaka, ale
takze tych niekorzystnych.

Nastepnie odbytam czteromiesigczny staz w laboratorium prof. Francine
Govers, w Wageningen, w Holandii, w ramach stypendium projektu badawczego UE
BioExploit Training Fellowship. Zajmowatam si¢ tam efektorem P. infestans Avr4, co jest
opisane powyzej jako osiggniecie habilitacyjne (H1).

Zlokalizowanie w ramach doktoratu genu Rpi-phul na chromosomie 1X
ziemniaka stalo si¢ przyczyna nawigzania wspolpracy z prof. Jonathanem Jonesem z The

Sainsbury Laboratory (TSL) w Norwich, w Wielkiej Brytanii. W jego laboratorium



zidentyfikowano i zmapowano w tym samym regionie, co gen Rpi-phul, inny gen odpornosci
na P. infestans, pochodzacy z S. venturii Rpi-vntl.l1. W roku 2008 w TSL trwaly
zaawansowane prace nad poznaniem sekwencji genu Rpi-vntl.l. Postawiliémy hipoteze, ze
gen Rpi-phul moze by¢ homologiczny do genu Rpi-vntl. 1, uprawniong ze wzgledu na fakt, ze
wiele genow odpornosci z roznych gatunkow Solanum, potozonych w tych samych miejscach
genomow, jest do siebie bardzo podobnych. Dotaczylam do zespotu prof. Jonesa na dziesie¢
miesigcy, by wykaza¢, ze sekwencja nukleotydowa genu Rpi-phul jest tozsama z sekwencja
genu Rpi-vatl.] (Foster et al. 2009). W TSL rozpoczetam takze prace nad mapowaniem
odpornosci na zaraz¢ ziemniaka odmiany Sarpo Mira, ktére kontynuuje do chwili obecnej w
IHAR-PIB Mtochow.

W roku 2009 po powrocie do IHAR-PIB Mtochéw, podjetam prace bedace
przedmiotem osiggnigcia habilitacyjnego opisanego powyzej: nad selekcjg w oparciu o
markery osobnikéw z genem Rpi-phul (H2), badaniami regulacji ekspresji tego genu (H5)
oraz identyfikacja i mapowaniem gendéw Rpi-mchl i Rpi-rzcl (H3, H4). Od czerwca 2009
podjetam takze obowiazki kierownika Pracowni Badania Odpornosci na Grzyby i Baterie.

Waznym etapem przebiegu mojej pracy naukowej bylo uzyskanie
finansowania projektu LIDER (LIDER/06/82/L-1/09/NCBiR/2010), w ramach ktorego do
niedawna zajmowalam si¢ wraz z zespolem Pracowni mapowaniem odpornosci na zarazg
ziemniaka odmiany Sarpo Mira, faczeniem tej odpornosci z odpornoscig warunkowang genem
Rpi-phul, w celu osiggnigcia zwigkszonej trwalosci tej cechy, badaniami ekspresji genu Rpi-
phul i poszukiwaniem homologdéw genu Rpi-phul w dzikich gatunkach ziemniaka.

Spektrum tworcze moich naukowych zainteresowan obejmuje nie tylko
badania zwigzane z odpornoscia ziemniaka na P. infestans. Jestem gldownym wykonawcg w
projekcie NCN (UMO-2011/01/B/NZ2/00181) dotyczacym identyfikacji czynnikéw
genetycznych warunkujacych poziom skrobi w ziemniaku. 22 marca 2013 roku decyzja Rady
Naukowej IHAR-PIB zostatam promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim mgr A.
Hary-Skrzypiec przygotowujacej prace na temat genetycznego podloza ciemnej plamistosci

bulw w ziemniaku diploidalnym.
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