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1. Imie¢ i Nazwisko: Krzysztof Treder

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

05.07.1995.

12.07.2002.

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydzial Biologii i Nauk 0
Ziemi, Zaktad Biochemii.

Tytul magistra biologii ze specjalizacja w biologii molekularnej.

Praca magisterska pod opieka dr Antoniego Leznickiego (promotor: prof.
dr hab. Jadwiga Gniot-Szulzycka) pt.: ,,Badania nad heterogennoscig

molekularng arylosulfataz B z narzqdow szczura™.

Instytut Hodowli 1 Aklimatyzacji Roslin, Radzikow

Stopien naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii.

Praca doktorska pod kierunkiem promotora dr hab. Jerzego Lewosza, pt:
»Wplyw proteolitycznej modyfikacji czgstek wirusa lisciozwoju ziemniaka

w roslinie na jego wilasnosci i wykrywalnosé”. Recenzenci: prof. dr hab.

Danuta M. Hulanicka, prof. dr hab. Henryk Pospieszny.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

01.01.2008 — obecnie

01.11.2002 — obecnie
01.10.1998 — 31.10.2002
29.10.1996 — 30.09.1998

01.02.1996 — 28.10.1996

01.09.1995 — 31.01.1996

Kierownik Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii
(PDMIB), Oddziat w Boninie, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji
Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB).

Adiunkt w PDMiB, Oddziat w Boninie, IHAR-PIB.
Asystent w PDMiB, Oddzial w Boninie, IHAR-PIB.
Technolog w PDMiB, Oddziat w Boninie, IHAR-PIB.

Asystent w Zakladzie Mikrobiologii, Wydzial Biologii 1 Nauk

0 Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Stazysta w Zaktadzie Diagnostyki Molekularnej i Biochemii,
Instytut Ziemniaka (obecnie PDMiB, Oddziat w Boninie, [HAR-
PIB)



4. Wskazanie przedstawionego do oceny osiagniecia naukowego, wynikajacego z art. 16 ust.
2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) Tytul osiagni¢cia naukowego:

Osiggnigcie naukowe stanowi jednotematyczny cykl czterech publikacji pod tytutem:

»,Diagnostyka molekularna wirusa Y ziemniaka z jednoczesnym réznicowaniem
na genotypy odpowiadajace serotypom O i N wirusa”

b) Publikacje wchodzace w sklad osiggni¢cia naukowego:

H1. Zacharzewska B., Przewodowska A., Treder K. 2014. The adaptation of silica capture
RT-PCR for the detection of potato virus Y. Am. J. Potato. Res., 91: 525-531.
IF2014=1,204; MNiSW2014 = 25 pkt. Udzial wlasny 75%.

H2. Przewodowska A., Zacharzewska B., Choluj J., Treder K. 2015. A one-step, real-time
reverse transcription loop-mediated isothermal amplification assay to detect Potato virus
Y. Am. J. Potato. Res., 92: 303-311.
IF2015 = 1,159; MNiSW2015 = 25 pkt. Udzial wtasny 70%.

H3. Treder K., Chotyj J., Zacharzewska B., Mielczarek M. 2017. Detection of potato virus
Y (PVY) by reverse-transcription loop-mediated nucleic acid amplification (RT-LAMP).
Plant Breeding and Seed Science, 75: 77-85.

MNiSW2o16 = 11. Udziat wlasny 85%.

H4. Treder K., Chotuj J., Zacharzewska B., Babujee L., Mielczarek M., Burzynski A.,
Rakotondrafara A. 2018. Optimization of a magnetic capture RT-LAMP assay for fast
and real-time detection of potato virus Y and differentiation of N and O serotypes.
Archives of Virology, 163: 447-458.

IF2017 = 2,160; MNiSW2015 = 20 pkt. Udzial wlasny 55%.

Sumaryczny Impact Factor publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego wg listy
Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania dla publikacji H1 i H2 oraz z
roku 2017 dla publikacji H4 (z uwagi na brak danych za rok 2018) wynosi 4,523. Publikacja
H3 nie znajduje si¢ na liscie JCR, w zwiazku z czym nie posiada wartosci IF. Suma punktow
za publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego, wedlug wykazu czasopism
naukowych zgodnie z rokiem opublikowania dla publikacji H1 i H2 oraz z roku 2016 dla
publikacji H3 1 2015 dla publikacji H4 (z uwagi na brak danych z lat p6zniejszych) wynosi 81
pkt.

Wktad wnioskodawcy w wyzej wymienione prace opisano W Zalgczniku 4. Oswiadczenia
wspotautorow, okreslajace wktad kazdego z nich w powstanie publikacji, sg zamieszczone w
Zalgczniku 6. Kopie prac naukowych stanowigcych osiggniecie naukowe dolaczono w

Zalgczniku 5.



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

Wstep

Ziemniak jest jedng z czterech, obok kukurydzy, ryzu i pszenicy, najwazniejszych roslin
rolniczych na $wiecie (Devaux i in. 2014). Jego znaczenie stale ro$nie, szczegdlnie w Azji i w
Afryce, gdzie w ostatniej dekadzie dwukrotnie zwigkszyta si¢ powierzchnia uprawy, a pierwsze
dwa miejsca wsrod najwickszych producentéw zaj¢ty Chiny i Indie (FAO 2017). Wzrost
popularnosci ziemniaka w wielu rejonach Swiata wiaze si¢ z jego najwyzsza wsrod wszystkich
ros$lin warto$cig energetyczng w stosunku do powierzchni uprawy oraz wysoka warto$cia
odzywcza. Z uwagi na te walory Organizacja Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia
1 Rolnictwa uznata ziemniak za rosling strategiczng, pozwalajaca na realizacj¢ dwoch (11 VII)
Milenijnych Celow Rozwoju. Celem I jest wyeliminowanie skrajnego ubostwa i glodu, a celem
VIl — stosowanie zrownowazonych metod gospodarowania zasobami naturalnymi (FAO 2009,

Devaux i in. 2014).

Polska jest jednym z najwigkszych producentéw ziemniakow w Europie i zajmuje
siodme miejsce w $wiecie (FAOSTAT 2017). Jest tez waznym eksporterem przetworow
ziemniaczanych. Ziemniak jest uprawa rozmnazang w sposob wegetatywny. Produkcja
nasienna, majaca kluczowe znaczenie w produkcji ziemniaka, w Polsce pokrywa mniej niz 10%
krajowego zapotrzebowania na sadzeniaki. Duzy wptyw na jako$¢ sadzeniakdéw, a co za tym
idzie — optacalno$¢ ich produkcji, ma porazenie wirusami ziemniaka, ws$rod ktorych
najwazniejsze sa: wirus Y ziemniaka (PVY; Potato virus Y), wirus M ziemniaka (PVM; Potato
virus M) 1 wirus liSciozwoju ziemniaka (PLRV; Potato leafrol virus). Mniejsze znaczenie w
kontekscie ekonomicznym maja wirusy: S ziemniaka (PVS; Potato virus S), X ziemniaka
(PVX; Potato virus X) oraz A ziemniaka (PVA,; Potato virus A). Produkcja nasienna podlega
szczegotowym regulacjom prawnym, a przedsiebiorstwa nasienne sg urzedowo kontrolowane
przez Panstwowa Inspekcje Ochrony Roslin i Nasiennictwa (PIORIN). Od lat elementem
obowigzkowego schematu kontroli sa badania laboratoryjne sadzeniakéw na obecnos$¢ PVY,
PVM i PLRV. Od roku 2015 do listy obowigzkowo badanych wiruséw dotagczono PVS, PVX i
PVA.

Zdrowotno$¢ sadzeniakow jest oceniana przez laboratoria Wojewoddzkich
Inspektoratow Ochrony Roslin i Nasiennictwa (WIORIN). Badania wykonywane sg za pomoca
tzw. proby oczkowej, ktora stanowi potaczenie testu biologicznego z immunologicznym. Proba
oczkowa polega na wycieciu fragmentow bulw z pojedynczymi oczkami, chemicznym

przerwaniu ich spoczynku, podkietkowaniu w 21°C w ciemno$ci, a nastgpnie wysadzeniu w



szklarni i wykonaniu testu DAS-ELISA (ang. double-antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay) wg Clark i Adams (1977) z uzyciem soku z probek lisci pobranych z
4-6 tyg. roslin. Kazdy z wirusow diagnozuje si¢ za pomocg specyficznego zestawu przeciwciat.
Wykrywanie wirusow metoda ELISA prowadzone jest metodg posrednig z ro$lin, a nie
bezposrednig z bulw, ze wzgledu na znaczacy wzrost koncentracji czastek wirusa w roslinach,
co zwicksza szans¢ na wykrycie testem ELISA wiruséw o bardzo niskiej koncentracji w

bulwach.

Opisana procedura identyfikacji wirusa w bulwach ziemniaka jest dobrze opracowana,
czula, wiarygodna i skuteczna. Jest jednak kosztowna i czasochtonna. Wynik uzyskuje sie po
uptywie kilku tygodni, a nawet kilku miesi¢ecy od przestania bulw do analizy. Rocznie
laboratoria WIORIN oceniaja w Polsce ok. 2500 prob sadzeniakow, przy czym nalezy
zaznaczy¢, ze jedna proba to 100 lub 200 bulw, zaleznie od klasy sadzeniaka. Oznacza to, ze
liczba ocenianych bulw miesci si¢ w przedziale od 250 000 do 500 000 sztuk rocznie.
Pochodzace z oczek rosliny do badan uprawia si¢ w sezonie jesienno-zimowym, po zbiorze
ziemniakéw, w szklarniach, ktére musza by¢ ogrzewane do odpowiedniej temperatury oraz

odpowiednio doswietlane, co podnosi koszty oceny.

Dlatego tez od ponad 30 lat trwaja proby opracowania metody pozwalajacej na
wykrywanie wirusow bezposrednio w ekstraktach z bulw. Podeymowano nieskuteczne proby
dostosowania testu DAS-ELISA do tego celu, poniewaz nie byl on wystarczajaco czuly i
generowal wyniki falszywie pozytywne (Hill i Jackson 1984). Gtéwnymi przyczynami
ktopotéw z wykrywaniem wirusow w ekstraktach z bulw za pomoca DAS-ELISA byty: nizsza
niz w innych organach koncentracja wirusa, nierOwnomierne rozmieszczenie czastek wirusa
zar6wno w obrebie bulwy jak 1 w ré6znych bulwach pochodzacych z tej samej rosliny, wysoka
czgsto$¢ wystepowania reakcji niespecyficznych w obrebie prob z ro§lin zdrowych oraz
wystepowanie enzymatycznych i nieenzymatycznych reakcji redox powodujacych ciemnienie
soku (Hill i Jackson 1984; Tamada i Harrison 1980; Treder i in. 2009b). W latach 80. ubieglego
wieku podejmowano proby wykorzystania do diagnostyki wirusoéw metod molekularnych,
pozwalajacych na wykrycie i1 analiz¢ kwaséw nukleinowych, z ktérych zbudowane sa genomy
wirusow. Wigkszo$¢ wirusow roslinnych posiada genomy zbudowane z kwasu
rybonukleinowego (RNA). Poczatkowo stosowano metody oparte na hybrydyzacji kwasow
nukleinowych. Opracowana na poczatku lat 80. XX wieku metoda tancuchowej reakcji
polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) zrewolucjonizowala nauki biologiczne 1
przemyst biotechnologiczny, wiacznie z diagnostyka patogenow roslinnych. Mozna za jej

pomocg namnazac specyficzne fragmenty DNA. W potaczeniu z reakcja odwrotnej transkrypcji



RNA do cDNA (ang. reverse transcription, RT), jako test RT-PCR, pozwala na czulg i
specyficzng detekcje wirusow w tkankach ziemniaka. Juz na poczatku lat 90. XX wieku
wykazano, ze w przeciwienstwie do DAS-ELISA, RT-PCR umozliwia wykrywanie PVY
(Barker 1 in. 1993) 1 PLRV (Spiegel, Martin 1993) w bulwach w stanie spoczynku. W ciggu
ostatnich 20 lat opracowano wiele procedur wykrywania najwazniejszych wirusow ziemniaka
w lisciach i bulwach (np.: Singh 1999ab, Crosslin i Hamlin 2011, Hiihnlein i in. 2013, H1).
Test RT-PCR w czasie rzeczywistym (real-time RT-PCR, RT-qPCR) pozwala na wykrywanie
wirusow z wigksza czulo$cig oraz umozliwia ilosciowa analize wirusa w badanej probce
(Mumford i in. 2006, Boonham i in. 2008). W metodzie tej fluorescencja kompleksu barwnikow
z namnazanym CDNA lub fluorescencja specyficznej sondy molekularnej mierzona jest
podczas trwania reakcji PCR. Z uwagi na latwg adaptacje do automatyzacji, wysoka
specyficznos¢ 1 czulo$¢, bezposrednia detekcje oraz mozliwos¢ multipleksowego wykrywania
RT-PCR w czasie rzeczywistym wydaje si¢ idealnym nastgpca DAS ELISA w diagnostyce
wirusow ziemniaka. Jednak ze wzgledu na wysokie koszty wdrozenia, stosowanie tej metody

w testach na duzg skalg jest ciagle nieoptacalne.

Wykrywanie wiruséw ziemniaka w bulwach wymaga szczegotowej optymalizacji
wszystkich etapow testu. Istotne sg takie parametry, jak: miejsce pobrania prob (Treder i in.
2009), sktad buforu ekstrakcyjnego oraz dobor metody izolacji RNA (H1). Dla odmian
ziemniaka o wyzszej zawartosci polifenoli konieczne jest tez optymalizowanie sktadnikow
reakcji RT oraz PCR (Singh 1999b). Metody RT-PCR nie znalazty dotychczas zastosowania w
diagnostyce na duza skale. Proby praktycznej aplikacji RT-PCR w czasie rzeczywistym i RT-
PCR wykazaty, ze czuto$¢ wykrywania PVY w bulwach ziemniaka byta nizsza niz diagnostyka
bazujaca na probie oczkowej (Barker i in. 1993, Fox i in. 2005, Bolotova i in. 2009). Duza
rozbieznos¢ czutosci testow w publikacjach prezentujacych badania laboratoryjne i polowe
wynika m.in. z rdznic w stosowanych metodach izolacji RNA z bulw, jako$ci tego RNA
(Boonham 1 in. 2008) 1 braku standardowych metod przygotowania preparatow RNA z bulw w

testach na duza skale.

Pomimo niewatpliwych zalet, wadg testow opartych na reakcji PCR jest relatywnie wysoki
koszt aparatury, szczegllnie dla wariantow umozliwiajacych $ledzenie reakcji w czasie
rzeczywistym. Sam RT-PCR jest rowniez drozszy od testu PCR, z uwagi na koszt izolacji RNA
oraz odwrotnej transkryptazy — enzymu ,,przepisujgcego” RNA na jednoniciowe CDNA.
Opracowanie, standaryzacja i wdrozenie testu wigza si¢ z ponoszeniem wysokich kosztow.
Dlatego w ciagu ostatniej dekady poszukiwano alternatywnych metod amplifikacji kwasow

nukleinowych, niewymagajacych cyklicznych zmian temperatury. Opracowano szereg metod



amplifikacji DNA 1 RNA zachodzacych w warunkach izotermicznych. Metody izotermiczne
nie wymagajg stosowania kosztownej aparatury do przeprowadzenia reakcji. Charakteryzuja
si¢ wyzszym tempem | wigkszg wydajno$cig amplifikacji kwasow nukleinowych niz technika
PCR, umozliwiajgc wykonanie testu w ciggu 15-60 minut przy zachowaniu lub nawet

przekroczeniu czutosci testu PCR.

Posrod wielu metod izotermicznych najbardziej obiecujaca wydaje si¢ amplifikacja
kwasow nukleinowych za posrednictwem petli (ang.: Loop-mediated isothermal amplification
— LAMP) (Notomi i in. 2015). W metodzie tej stosuje si¢ cztery lub sze$¢ starteréw wigzacych
si¢ specyficznie (hybrydyzujacych) do 6-8 regionow DNA. Startery mozna podzieli¢ na
wewnetrzne, zewnetrzne 1 zapetlajace. Do wewngetrznych zaliczamy FIP (ang. Forward Inner
Primer) oraz BIP (ang. Backward Inner Primer). Startery wewnetrzne zbudowane sg z dwéch
segmentow: 5’-koncowego (Flc w FIP, Blc w BIP) oraz 3’°-koncowego (F2 w FIP, B2 w BIP).
Segment 3’-koncowy hybrydyzuje do komplementarnej sekwencji w matrycowym DNA (F2c,
B2c) podczas gdy segment 5°-koncowy jest komplementarny do regionu lezacego bezposrednio
za sekwencja 3’-koncowego segmentu startera w nowo tworzonej nici (F1, B1). Dzigki temu
powstajacy pierwotny produkt reakcji tworzy jednoniciowe petle na obu koncach. Startery
zewnetrzne F3 (ang.: Forward) i B3 (ang.: Backward) sa komplementarne do regionéw DNA
okalajacych fragment amplifikowany przez startery wewnetrzne. Startery te sg krotsze, a ich
koncentracja w reakcji jest nizsza po to, by wolniej od FIP 1 BIP hybrydyzowaly do matrycy.
Ich rola polega na inicjowaniu zastgpowania jednej z nici w dwuniciowym (dupleksie) DNA
przez ni¢ potomna. Dzigki temu powstajace w trakcie polimeryzacji nici DNA sg uwalniane z
dupleksu 1 mogg stanowi¢ matryce dla kolejnych nici potomnych. Omowione pary starterOw sg
w stanie samodzielnie promowa¢ amplifikacj¢ docelowego regionu DNA w reakcji LAMP
przez odpowiednie polimerazy. W celu zwigkszenia szybko$ci i czulosci reakcji mozna
dodatkowo stosowa¢ komplementarne dla region6w petli startery zapetlajace LoopF 1 LoopR.
LAMP wykonywany jest w 60-65°C, a startery projektowane sg dla regionow DNA, ktore w
tej temperaturze oscyluja pomigdzy stanem dwuniciowym 1 jednoniciowym. Umozliwia to
przytaczenie starterow do nici docelowych bez etapu denaturacji termicznej dwuniciowego
DNA. Powstawanie nici potomnych katalizuje DNA zalezna polimeraza posiadajaca zdolno$¢
do wymiany w dupleksie DNA nici komplementarnej na nowo syntetyzowang (ang. strand
displacement activity). Enzym rozpoczyna proces wydtuzania przez dotaczenie nukleotydu do
3-koncowej grupy hydroksylowej startera, a nastgpnie dodaje kolejne nukleotydy wydtuzajac
w ten sposob (polimeryzujac) ni¢ potomna. Kazdy wprowadzany nukleotyd jest
komplementarny do nukleotydu w matrycowej nici DNA. Metoda LAMP pozwala na szybka i
niezwykle wydajng amplifikacje DNA. Reakcja w optymalnych warunkach zachodzi w ciggu



5-30 minut. W pierwszej fazie reakcji powstaje produkt podstawowy LAMP zakonczony z obu
stron petlami. Nastepnie tworzg si¢ coraz dtuzsze fragmenty dwuniciowego DNA zbudowane
ze wzrastajacej liczby powtorzen produktu podstawowego. Podobnie jak w przypadku PCR,
produkt amplifikacji LAMP mozna wykrywa¢ za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym i
barwienia zelu za pomocg roztworu z barwnikiem, ktory silnie fluoryzuje po zwigzaniu z DNA.
Z uwagi na mechanizm LAMP, w wybarwionym zelu widoczna jest drabinka prazkéw
utworzonych przez roznigce si¢ wielkoscia powtdrzenia produktu podstawowego. Poniewaz
namnozone DNA w trakcie naktadania na zel czesto zanieczyszcza laboratoria, zalecane sg
metody wykrywania, w ktorych nie trzeba otwiera¢ probowek reakcyjnych. Koncentracja DNA
produkowanego podczas reakcji LAMP jest tak duza, ze pochodzacy z wbudowywanych do
potomnej nici nukleotydow pirofosforan wraz z magnezem tworzy nierozpuszczalng sol. Jest
ona widoczna gotym okiem jako zmetnienie w probach pozytywnych (Mori i in. 2001). Wraz
ze wzrostem koncentracji produktu amplifikacji w czasie reakcji obniza si¢ stezenie magnezu
W roztworze, co wykorzystano do opracowania fluorescencyjnego testu LAMP, w ktorym do
reakcji dodaje si¢ fluorescencyjny barwnik — kalceing oraz jony manganu, ktdére wygaszaja
fluorescencje kalceiny. Mangan, podobnie jak magnez, tworzy w trakcie reakcji
nierozpuszczalng sol z pirofosforanem. Dzigki temu w trakcie reakcji nastepuje wzrost poziomu
fluorescencji kalceiny (Tomita i in. 2008), ktéry mozna monitorowaé w czasie rzeczywistym.
Mniej kosztowny wariant testu polega na wizualnej obserwacji zielonej fluorescencji kalceiny
w probach pozytywnych, wzbudzonej $wiattem niebieskim po zakonczeniu reakcji LAMP. W
$wietle widzialnym proby pozytywne wykazuja rowniez zielone zabarwienie, ale r6znica w
kolorze prob negatywnych i pozytywnych nie jest jednoznaczna. Inny popularny sposob
detekcji polega na dodaniu do prob bigkitu hydroksynaftolowego (HNB), ktory wraz ze
spadkiem stgzenia jonow magnezu zmienia kolor z fioletowego lub ciemnoniebieskiego na
jasnoniebieski (Goto i1 in. 2009). Do wizualnego wykrywania produktow LAMP stosowano
rowniez zielen malachitowa (Lucchi 1 in. 2016), fiolet krystaliczny (Miyamoto 1 in. 2015), czy
barwniki bedace wskaznikami pH (Tanner i in. 2015). Ta szeroka paleta metod
umozliwiajacych wizualng detekcje produktow amplifikacji sprawia, ze LAMP nadaje si¢ do
opracowania szybkich testéw polowych do identyfikacji patogendéw bezposrednio w terenie. W
celu zwigkszenia czuloSci metody oraz umozliwienia wykonania analiz ilo$ciowych,
opracowano wiele wariantow LAMP, w ktorych wykorzystuje si¢ urzadzenia pozwalajace na
pomiar zmgtnienia i zmiany barwy/fluorescencji prob, zaréwno po zakonczeniu reakcji jak i w
czasie rzeczywistym. Analiza ilo$ciowa pozwala nie tylko na stwierdzenie obecno$ci docelowej
sekwencji DNA czy RNA, lecz takze na oznaczenie ich koncentracji w badanej probie. Obecnie

dominujg fluorescencyjne warianty LAMP, w ktérych wykorzystuje si¢ zaréwno kalceing jak i



barwniki fluorescencyjne stosowane w reakcji PCR czasu rzeczywistego (SybrGreen,
EvaGreen czy fluorofory z rodziny Syto), a detekcja zachodzi w czasie rzeczywistym z
wykorzystaniem termocyklera z detektorem fluorescencji (Oscorbin i in. 2016). Z uwagi na
catkowicie inng niz w PCR zasade amplifikacji DNA, nie mozna w reakcji LAMP stosowac
sond fluorescencyjnych opracowanych dla PCR czasu rzeczywistego. Dlatego w ostatnich
latach opracowano sondy fluorescencyjne do LAMP dziatajace poprzez wbudowanie
znakowanego fluorescencyjnie oligonuklotydu bezposrednio w produkt LAMP. Zastosowanie
takich sond molekularnych pozwala na wykrywanie produktu LAMP w czasie rzeczywistym i

jego analize iloSciowa (Kubota i in. 2011, Tanner i in. 2012, Gadkar i in. 2018).

Cel badan

Celem badan bylo opracowanie molekularnej metody diagnostycznej do identyfikacji
patogendw wirusowych ziemniaka, ktora znajdzie szerokie zastosowanie w testach na duza
skalg. Organizmem modelowym w podjetych badaniach byt najwazniejszy patogen wirusowy
ziemniaka, jakim jest obecnie wirus Y (PVY). Diagnostyka immunologiczna i molekularna
PVY jest znacznie trudniejsza w porownaniu do innych wirusoéw. PVY jest typowym ,,quasi-
gatunkiem”. Charakteryzuje si¢ szybkim tempem ewolucji, wynikajacym z wysokiej
czestotliwos$ci mutacji punktowych oraz czestych zdarzen rekombinacji pomigdzy genomami
roéznych szczepow (Glais i in. 2002, Nie i Singh 2003ab, Lorenzen i in. 2006ab, Schubert i in.
2007, Ogawa i in. 2008, Hu i in. 2009a, Karasev i in. 2011, Cuevasi in. 2012, Visser i in. 2012).
Obecnie znanych jest co najmniej dziewig¢ szczepéw, w tym ,starych” szczepow
nierekombinacyjnych (PVY®, PVY®, PVYN) oraz nowych szczepéw rekombinacyjnych
(PVYE, PVYZ PVYNIN pyyNoO  pyyNWi— pyyNAN § PVY.NEILI), réznigcych sig
biologicznie, serologicznie i molekularnie (Karasev i Gray 2013). W badaniach zmian w
strukturze populacji wirusa Y w Polsce stwierdzono zmiang frekwencji wystgpowania
szczepow. W latach 80 tych XX w. szczep PVY© stanowil 90% populacji, co przez sze§é
kolejnych lat ulegto zmianie, szczep PVYNW byt wykrywany w 90% przypadkéw. Szczep
PVYN™ wykryto po raz pierwszy w Polsce w 1994 r, a frekwencja jego wystepowania
systematycznie rosta (Zimnoch-Guzowska i in. 2013). Obecnie najwigkszy udziat w populacji
maja dwa szczepy wirusa Y — NTN i N-Wi (Yiniin. 2012). Izolaty PVYNWY' ' moga wywotywaé
fagodne, trudne do wykrycia objawy na popularnych odmianach ziemniakéw lub wystepuja
bezobjawowo. Natomiast izolaty wirusa z grupy PVYN™N czesto powoduja wystepowanie
nekroz na bulwach, przyczyniajac si¢ do dyskwalifikacji plonu. Na podatnych odmianach
ziemniaka nekrozy 1 znieksztalcenia bulw moga wywotywaé¢ w odpowiednich warunkach

rowniez inne szczepy PVY. Wigkszos¢ szczepow PVY indukujacych nekrozy bulw jest



rozpoznawana przez przeciwciata monoklonalne specyficznie reagujace z biatkiem ptaszcza
PVYN. Szczepy, ktore nie wywotuja lub wywotuja rzadko objawy na bulwach sa rozpoznawane
przez przeciwciata monoklonalne specyficzne dla PVY®. Dlatego w diagnostyce wirusa wazne

jest nie tylko jego wykrycie, ale rowniez okreslenie jego serotypu.

Omowienie wynikow

W ramach prezentowanego osiggni¢cia naukowego podjeto badania zmierzajace do
opracowania skutecznej i niekosztownej metody izolacji RNA z bulw ziemniaka na krzemionce
(H1) i jej uproszczeniem poprzez zastosowanie czgstek magnetycznych w miejsce krzemionki
(H4), opracowaniem i walidacja starteréw do identyfikacji PVY za pomocg testu RT-PCR
(H1), adaptacja izotermicznego testu RT-LAMP do wykrywania PVY (H2), opracowaniem
powtarzalnej i tatwej do wykonania procedury identyfikacji PVY za pomocg RT-LAMP (H3)
oraz opracowaniem czulego wariantu testu RT-LAMP do jednoczesnego wykrywania i
roéznicowania genotypow PVY odpowiadajacych serotypom O i N wirusa (H4). Omawiane
badania wykonano w ramach programu Postep Biologiczny w Produkcji Roslinne;j,
finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi w latach 2008-2013 oraz 2014-
2020.

Wiarygodne wykrywanie wirusow w tkankach ziemniaka metodami molekularnymi
wymaga pozyskania preparatow RNA wysokiej jakosci. Tkanki ziemniaka sa bogate w
polisacharydy, polifenole oraz enzymy katalizujace reakcje redox. W kontakcie z tlenem w
homogenatach z tkanek ziemniaka dochodzi do intensywnego uwalniania wolnych rodnikow

oraz enzymatycznego i nieenzymatycznego utleniania makroczasteczek, w tym RNA.

Szczegodlnie trudnym zroédlem RNA sg bulwy. Rozmieszczenie wirusa w tkance bulwy nie
jest rownomierne (Hill 1 Jackson 1984; Tamada 1 Harrison 1980). W zwiazku z tym, czes¢
stozkéw wzrostu bulwy (oczek) moze by¢ wolna od wirusa. W efekcie proby pobrane z takich
oczek zostang uznane za zdrowe, niezaleznie od tego czy badanie wykonane bedzie testem
ELISA czy RT-PCR. Mozna ten problem rozwigzaé¢ stosujac do wykrywania wirusow
przystolonowy fragment bulwy, poniewaz jest to miejsce, w ktorym czastki wirusa kumulujg
podczas spltywania z cze¢sci nadziemnej do bulw. Ponadto, w badaniach wtasnych wykazano,
ze koncentracja PVY i PLRV w tkance przystolonowej byta wyzsza niz w innych czesciach
bulwy niezaleznie od tego, czy bulwy badano bezposrednio po zbiorze, czy po ich

kilkumiesiecznym przechowywaniu (Treder i in. 2009b).

Wysoka zawarto$¢ skrobi w bulwach sprawia, ze uzyskanie preparatow RNA do

przeprowadzenia reakcji RT-PCR nie jest tatwe, przy czym zdecydowana wigkszos¢
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komercyjnych zestawow do izolacji RNA nie zapewnia uzyskania preparatow RNA dobrej
jakos$ci (Treder, wyniki niepublikowane). Jako§ciowo dobre preparaty RNA mozna uzyskac
stosujac metody manualne, obejmujace ztozong procedurg ekstrakcji i trawienie DNAza (Singh
i in. 2002) lub wykorzystujace odczynniki zawierajace sole guanidyny i fenol (Chomezynski i
Sacchi 1987), dostepne komercyjnie np. jako Trizol (Invitrogen). Trudno jednak takie metody
stosowa¢ do testow na duza skale. W zwigzku z powyzszym podjeto prace nad adaptacja
metody wykorzystujacej krzemionke i sole guanidyny do izolacji DNA/RNA z lisci ziemniaka
(Boom i in. 1990, Malinowski 1997) w procedurze wykrywania PVY (H1). Na potrzeby tej
pracy zaprojektowano parg starterow, rozpoznajaca in silico wszystkie genotypy PVY dostepne
w banku genéw NCBI. Wykazano, ze dobér metody izolacji RNA ma istotny wptyw na czuto$¢
wykrywania PVY. Metoda izolacji na krzemionce umozliwita uzyskanie preparatéw RNA 0
lepszym stosunku jakosci do kosztu izolacji od uzyskanych za pomocag zestawow
komercyjnych. Czuto$¢ wykrywania PVY testem RT-PCR z wykorzystaniem preparatow RNA
izolowanych na krzemionce (jako matrycy) byta wyzsza od czutosci wykrywania PVY w
preparatach izolowanych za pomoca wigkszo$ci przetestowanych zestawdéw komercyjnych.
Jednoczesnie naktad pracy i czas izolacji RNA na krzemionce i za pomoca zestawow
komercyjnych byty porownywalne (H1). Za pomoca tej samej metody, dobrej jakosci preparaty
RNA uzyskano rowniez z bulw ziemniaka (H4). Uzyskane preparaty pozwalaly na wykrywanie
PVY w bulwach testem izotermicznym RT-LAMP oraz testem RT-PCR w czasie rzeczywistym
z takg samg czutoscig w warunkach laboratoryjnych (H4). Mechanizm wigzania kwasow
nukleinowych do krzemionki w obecnosci soli guanidyny polega na powstawaniu wigzan
wodorowych pomiedzy grupami wodorotlenowymi znajdujacymi si¢ na powierzchni
krzemionki a zdenaturowanym kwasem nukleinowym. Grupy wodorotlenowe znajduja si¢
réwniez na powierzchni czastek magnetycznych wytwarzanych przez precypitacj¢ soli zelaza.
W celu dalszej optymalizacji procedury wykrywania PVY, tego rodzaju czgstki magnetyczne
wykorzystano do izolacji RNA z tkanek ziemniaka, zastgpujac nimi krzemionke i zachowujac
uktad buforow stosowany w metodzie krzemionkowej. Jednoczesnie etapy wirowania
zastgpiono zbieraniem czastek magnetycznych na statywie magnetycznym. Ponadto, w
skroconym wariancie izolacji RNA na czastkach magnetycznych pominigto kilka etapow
ptukania mikrosfer, zalecanych w oryginalnej procedurze krzemionkowej. Uzyskano takg samag
czulo$¢ wykrywania PVY w preparatach RNA izolowanych za pomoca omawianych metod.
Czas izolacji w skroconej metodzie magnetycznej wynosit ok. 20 minut w poréwnaniu do 60

minut w metodzie krzemionkowej (H4).

Dalsze prace prowadzone w ramach osiggnigcia naukowego skupione byly na

opracowaniu izotermicznego testu RT-LAMP do czulego wykrywania PVY. Z uwagi na
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mniejszg niz PCR wrazliwo$¢ na inhibitory amplifikacji (Kaneko i in. 2007), test LAMP jest
szczegblnie przydatny do wykrywania RNA w tkankach ziemniaka. Polimerazy stosowane w
LAMP posiadajg zdolnos¢ do odwrotnej transkrypcji, wigc wykrywanie RNA nie wymaga
dodania odwrotnej transkryptazy, jednak obecno$¢ tego enzymu w mieszaninie reakcyjnej
skraca czas i ma pozytywny wplyw na czutos¢ detekcji. Tego typu test RT-LAMP opracowano
dla PSTVd (Lenarcic¢ i in. 2012), wirusa lisciozwoju ziemniaka (PLRV) (Almasi i in. 2012)
oraz wirusa Y ziemniaka (PVY) (Nie 2005, Almasi i in. 2013, Hasiéw-Jaroszewska i in. 2015,
H2-H4). Test opracowany dla PSTVd posiadat 10-krotnie wigkszg czutos¢ detekcji w
porownaniu z testem RT-PCR i pozwalat na wykrycie PSTVd zaréwno w lisciach jak 1 w
bulwach. Czas wykonania testu wynosit od 15 do 25 minut, zaleznie od koncentracji wiroida w
prébach (Lenarcic€ i in. 2012). Almasi i in. (2012) opracowali immunosorbcyjny wariant testu
(ang. ImmunoCapture = IC-RT-LAMP), w ktérym czastki PLRV byly wigzane na powierzchni
probowek pokrytych przeciwciatami specyficznymi wobec wirusa i po odptukaniu soku w tych
samych probowkach wykonywano reakcj¢ LAMP. Autorzy wykazali, ze pozytywny wynik
reakcji mozna byto monitorowac zaré6wno za pomocg zmg¢tnienia prob jak i poprzez zmiang
koloru roznych barwnikow (Almasi i in. 2012). Wariant RT-LAMP oparty o zmgtnienie prob
opracowano rowniez dla PVY (Nie 2005). Hasiéw-Jaroszewska i in. (2015) opracowali
wizualny test RT-LAMP, w ktorym produkt reakcji wykrywano poprzez dodanie barwnika
SybrGreen do prob po zakonczeniu amplifikacji. Test, ktory mozna byto wykonaé¢ w tazni
wodnej lub bloku termicznym, umozliwiat detekcj¢ roznych szczepéw PVY z czutoscig wyzsza
od RT-PCR (Hasiow-Jaroszewska i in. 2015).

W ramach osiggni¢cia naukowego opracowano fluorescencyjny test RT-LAMP w czasie
rzeczywistym pozwalajacy na ilosciowg detekcje PVY w ciggu 60-80 minut (uwzgledniajac
czas izolacji RNA) z czutoscig 10-krotnie wyzsza od RT-PCR i 1000-krotnie wyzsza od DAS-
ELISA i testow paskowych (H2). Efektem kontynuacji badan bylo opracowanie starterow Y4,
ktére w poroéwnaniu z testem opracowanym w H3 pozwolity zwigkszy¢ czutos¢ RT-LAMP
czasu rzeczywistego o rzad wielkosci (z 0,1 do 0,01 pg catkowitego RNA w reakcji).
Zaprojektowane startery umozliwity rowniez roznicowanie izolatow PVY pod wzgledem
genotypow bialka ptaszcza o serotypie N lub O (H4). Skutecznos¢ wykrywania i roznicowania
PVY za pomoca tych starteréw weryfikowano na szeregu izolatow PVY z Europy, jak rowniez,
dzigki nawigzaniu wspolpracy z dr Aurelia Rakotondrafarg (Wisconsin University, Plant
Pathology Department, Madison, USA), na izolatach wirusa z Ameryki Pétnocnej. Badane
izolaty reprezentowaty rézne szczepy genetyczne PVY. Kompletna procedura wykrywania
PVY przedstawiona w publikacji H4 obejmowata szybka (20 minut) izolacje RNA z tkanek

ziemniaka za pomocg nanoczgstek magnetycznych oraz test RT-LAMP, pozwalajacy wykry¢
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PVY zaleznie od jego koncentracji w probie w ciggu 8-20 minut (H4). Wykazano, ze test RT-
LAMP w badaniach laboratoryjnych ma taka sama czulos¢ jak test RT-PCR w czasie
rzeczywistym. W badaniach polowych za pomoca RT-PCR w czasie rzeczywistym wykryto
znacznie mniej bulw porazonych PVY niz za pomocg RT-LAMP. Jednoczesnie skutecznos$c
RT-LAMP byta w tym doswiadczeniu porownywalna ze skutecznoscig prob oczkowych (H4).
Procedur¢ wykrywania PVY za pomocg starterow Y4 oraz testu RT-LAMP czasu
rzeczywistego dopracowano i opublikowano w postaci szczegdtowego protokotu. W tej samej
publikacji podano warunki wykrywania PVY za pomocg kolorymetrycznego testu RT-LAMP,
z wykorzystaniem zmiany koloru blekitu hydroksynaftolowego, ktory pozwala na szybka,

wizualng detekcje PVY, np. w warunkach polowych (H3).

Podsumowanie
Cztery publikacje stanowigce moja rozprawe habilitacyjna obejmujg wyniki badan nad
diagnostyka molekularng wirusa Y ziemniaka z jednoczesnym roznicowaniem na genotypy

odpowiadajace serotypom O i N wirusa. Efektem badan s3:

e opracowanie skutecznej i niekosztownej metody izolacji RNA z bulw ziemniaka na
krzemionce oraz jej uproszczenie i zwigkszenie czulo$ci w pordwnaniu do testow
komercyjnych poprzez zastosowanie czastek magnetycznych w miejsce krzemionki
(H1, H4),

e opracowanie i walidacja starterow do wykrywania PVY za pomoca testu RT-PCR (H1),

e adaptacja izotermicznego testu RT-LAMP do wykrywania PVY (H2),

e opracowaniem powtarzalnej i fatwej do wykonania procedury wykrywania PVY za
pomocg RT-LAMP (H3),

e opracowaniem testu RT-LAMP o podwyzszonej czutosci do jednoczesnego
wykrywania i r6znicowania genotypéw PVY odpowiadajacych serotypom O i N wirusa

(H4).

Rezultaty badan przedstawione w tej pracy maja znaczenie poznawcze i praktyczne.
Opracowane metody mogg by¢ przydatne do diagnostyki wirusow Y ziemniaka w materialach

nasiennych.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

W latach 1994-1995 uczestniczytem, jako magistrant, w badaniach nad arylosulfatazami
prowadzonych przez dr Antoniego LezZnickiego w Zakladzie Biochemii, Wydziat Biologii i
Nauk o Ziemi, UMK w Toruniu. Promotorem mojej pracy magisterskiej byta Pani prof. dr hab.
Jadwiga Gniot-Szulzycka, jednak bezposrednim opiekunem byt dr Antoni Leznicki. W ramach
pracy magisterskiej opracowatem metode izolacji sulfatazy arylowej typu B z narzagdow szczura
za pomocg chromatografii jonowymiennej, chromatografii powinowactwa oraz filtracji
zelowej. Uzyskane preparaty charakteryzowatlem pod wzglegdem ich wiasciwosci
biochemicznych za pomoca elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach redukujacych i
denaturujacych, elektroforezy natywnej, ogniskowania chromatograficznego oraz
ogniskowania izoelektrycznego. W literaturze dominowal wowczas poglad, ze za
heterogennos¢ form molekularnych arylosulfatazy B odpowiada rézna zawarto$¢ kwasu
sjalowego i/lub ufosforylowanych form mannozowych, obecnych w czgéci cukrowej tej
glikoproteiny Wykazatem, ze hipoteza ta jest falszywa, poniewaz traktowanie enzymu

glikozydazami usuwajgcymi wyzej wymienione reszty cukrowe nie miato wptywu na liczbe
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1izozymOw obserwowanych po ogniskowaniu izoelektrycznym. Wyniki opisalem w pracy

magisterskiej, ktora obronitem w lipcu 1995 r.

W okresie od 1 wrzesnia 1995 roku do 31 stycznia 1996 roku pracowatem jako stazysta w
kierowanym przez dr hab. Jerzego Lewosza Zaktadzie Diagnostyki Molekularnej i Biochemii
(ZDMiB) w Boninie, wchodzacym w sktad Instytutu Ziemniaka (a od pazdziernika 1997 do
chwili obecnej Oddziatu w Boninie Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - PIB). W tym
okresie zapoznalem si¢ ze sposobami infekowania roslin wirusami, procedurami izolacji
wirusow ziemniaka z zainfekowanych ro$lin, metodami oceny czystosci preparatow
wirusowych i wykorzystaniem uzyskanych preparatow do immunizacji krolikow w celu
wytworzenia przeciwciat specyficznych dla wirusa. Poznatem réwniez metody pobierania krwi,
pozyskiwania surowicy, izolacji z niej preparatu przeciwciat (immunoglobulin typu G - 19gG),
koniugacji przeciwcial z enzymem - alkaliczng fosfataza, okreslania miana oraz specyficznosci
surowicy i przeciwcial. Uzyskane przeze mnie przeciwciala specyficzne wobec wirusa
liSciozwoju ziemniaka (ang. Potato leafroll virus, skrét: PLRV) przesytane byty do wchodzacej
w sktad ZDMIiB Pracowni Serologii w Gdansku (Instytut Ziemniaka) kierowanej przez prof. dr
hab. Zbigniewa Mierzwe, gdzie wytwarzano z nich komercyjne zestawy do wykrywania PLRV
za pomoca testu DAS-ELISA. Charakteryzujac uzyskane preparaty PLRV za pomoca
elektroforezy w warunkach denaturujgcych oraz technikg western blot stwierdzitem, ze w
czystych preparatach wirusa, poza spodziewanymi biatkami o masach 23 kDa (biatko ptaszcza)
oraz 56 kDa (tzw. biatko readtrough), obecne byto biatko o masie 17 kDa, ktore silnie
reagowalo z przeciwcialami specyficznymi wobec PLRV [1]. Wyniki tych badan byty
referowane na Sympozjum Sekcji Wirusologicznej Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego

przez dr hab. Jerzego Lewosza.
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Od 1 lutego 1996 roku do listopada 1996 roku pracowatem na stanowisku asystenta w
kierowanym przez prof. dr hab. Edmunda Strzelczyka Zaktadzie Mikrobiologii na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi, UMK w Toruniu. W tym okresie zapoznalem si¢ z metodami izolacji
bakterii ze $rodowiska do czystych kultur, oznaczania koncentracji bakterii w zawiesinach,
biologicznymi i analitycznymi metodami oznaczania koncentracji witamin oraz wytwarzanych
przez mikroorganizmy symbiotyczne substancji korzystnych dla rozwoju roslin. W zwiazku z
zaistnialymi problemami z identyfikacja niektorych badanych gatunkéw bakterii
zaproponowatem, by identyfikacje mikrobiologiczng uzupeic¢ o profile biatkowe wykonane

za pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. Wstepne badania wykonatem we
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wspotpracy z dr Henrykiem Rézyckim. Ich wynik potwierdzit przydatnos$¢ profili biatkowych
jako dodatkowego kryterium w identyfikacji bakterii. W zwiazku ze zmiang pracy nie bratem

udziatu w kontynuacji tych badan.

W listopadzie 1996 roku ponownie podjatem prac¢ w ZDMIiB (Instytut Ziemniaka w
Boninie) na stanowisku technologa. W tym okresie kontynuowatem wytwarzanie przeciwciat
kroliczych do wykrywania PLRV testem DAS-ELISA. Jednoczes$nie prowadzitem badania,

ktore staty si¢ podstawg mojej pracy doktorskiej i zostang pokrotce omowione ponize;j.

Waznym zagadnieniem w mojej pracy doktorskiej byty badania nad przyczyng pojawiania
si¢ w preparatach PLRV dodatkowego biatka o masie 17 kDa [1, 2]. Stosujac szereg inhibitorow
proteaz wykazatem, ze biatko to moze powstawa¢ w wyniku proteolitycznej modyfikacji biatek
obecnych w ptaszczu wirusa przez proteaze roslinng hamowang przez pepstatyne — inhibitor
proteaz asparaginowych. Cze¢$¢ tych prac wykonatem w Scottish Crop Research Institute, w
laboratorium wirusologicznym kierowanym przez prof. Michaela Mayo. Za pomoca
wytworzonych przez niego przeciwcial monoklonalnych specyficznych wobec ro6znych
region6w biatka p90 wirusa wykazatem, ze dodatkowe biatka obecne w preparatach PLRV
powstawaty w wyniku proteolitycznej modyfikacji biatka p90, ktore jest prekursorem biatka
p56 (tzw. biatko ,readtrough”). Bialko to stanowi obok gléwnego biatka ptaszcza (p23)
komponent ptaszcza wirusa odpowiedzialny za przenoszenie wirusa przez mszyce. Stosujac
jako uktad modelowy ekstrakt z czastkami wirusa, proteaz¢ asparaginowg - katepsyne D oraz
jej inhibitor - pepstatyne wykazatem, ze hamowanie dziatania proteazy zmieniato wtasnosci
immunologiczne czastek wirusa, przez co byl on stabiej rozpoznawany przez przeciwciala
poliklonalne. Stwierdzitem tez, ze w obecnos$ci pepstatyny wydajnosé izolacji PLRV wzrastata
ponad 3-krotnie. Jednak tak uzyskane preparaty nie byly przenoszone przez mszyce, co
$wiadczylo 0 istotnym wptywie proteazy asparaginowej na wlasciwosci biologiczne PLRV [4,
57,9]

W ramach prac nad usprawnieniem diagnostyki PLRV podjatem probe optymalizacji testu
koktajl-ELISA do wykrywania PLRV w lisciach i adaptacji do wykrywania tego wirusa w
bulwach ziemniaka. Stwierdzitem wyzsza czulos¢ tej metody, w poréwnaniu z DAS-ELISA, w
wykrywaniu PLRV w ekstraktach z bulw i lisci. Czulos¢ testu dodatkowo zwigkszato
zastosowanie uktadu odczynnikéw amplifikujacych sygnal generowany przez alkaliczng
fosfataze. Skuteczno$¢ testu koktajl-ELISA w ocenie porazenia bulw byla porownywalna ze

skuteczno$cig prob oczkowych [6, 11].

W celu usprawnienia produkcji swoistych przeciwcial, optymalizowatem poszczegolne

etapy tego procesu wiaczajagc w to zardGwno sposob pozyskiwania czystego preparatu wirusa
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jak i sposéb immunizacji krolikow oraz oczyszczania przeciwcial. Aby usprawni¢ produkcje
antygenu do immunizacji krolikow za pomocg RT-PCR uzyskalem cDNA genu biatka ptaszcza
wirusa i wprowadzitem je do plazmidu ekspresyjnego, ktérym nastgpnie transformowatem
bakterie E. coli [3, 10]. Po selekcji kolonii utrzymujacych stabilnie wprowadzony konstrukt,
indukowatem ekspresj¢ biatka ptaszcza PLRV w zawiesinowej hodowli bakterii za pomoca
izopropylo-p-D-1-tiogalaktopiranozydu. Opracowatem procedure izolacji rekombinowanego
biatka plaszcza za pomoca immunochromatografii. W tym celu aktywowatem mikrosfery
poliakrylamidowe (zel P-100, BioRad) za pomocg aldehydu glutarowego i wigzalem na nim
przeciwciata specyficzne wobec PLRV. Po wypehieniu kolumny chromatograficzne;,
uzyskany zel wykorzystatem do jednoetapowego oczyszczania rekombinowanego biatka
plaszcza z lizatu bakterii. Rekombinowanym biatkiem immunizowatem kroliki uzyskujac

przeciwciala o wysokim mianie i bardzo dobrej specyficznosci [8, 10].

Wyniki badan nad modyfikacja proteolityczng PLRV 1 jej wplywem na wiasciwosci
wirusa, nad optymalizacja wykrywania PLRV w lisciach i bulwach oraz nad klonowaniem
biatka ptaszcza PLRV i jego wykorzystaniem do wytwarzania przeciwciat zostaty szczegétowo
przedstawione w mojej pracy doktorskiej, ktéra obronitem w 2002 r. Praca ta zostata
wyrézniona przez Rade Naukowag IHAR, a rok pdzniej otrzymatem nagrode Prezesa Rady
Ministrow za rozprawy doktorskie. Wyniki byty rowniez prezentowane na konferencjach
naukowych. Omoéwione wyzej badania i staz w laboratorium prof. M. Mayo finansowane byty
z dwuletniego grantu promotorskiego, przyznanego przez KBN mojemu promotorowi — dr hab.

Jerzemu Lewoszowi w roku 2000.
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PROJEKT

® 2000-2001. PO6A 031 18. Projekt badawczy promotorski finansowany przez KBN pt.: "Wptyw
proteolitycznej modyfikacji czastek wirusa lisciozwoju ziemniaka w roslinie na jego wtasnosci i
wykrywalnos¢". Gtéwny wykonawca.

Poza omowionymi wyzej pracami, ktére weszty w sktad mojej pracy doktorskiej, bratem
aktywny udziat w innych badaniach realizowanych przez dr hab. Jerzego Lewosza. Czg$¢
zapoczatkowane] przez niego tematyki badawczej jest realizowana w PDMiB po dzien

dzisiejszy i zostanie omOwiona ponize;j.

Pod koniec lat dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku dr hab. Jerzy Lewosz, prowadzac
badania nad Phytophthora infestans — sprawcg zarazy ziemniaka zaobserwowat, ze niektore
zarodnie tego patogenu rozpadaja si¢ uwalniajac komorki bakteryjne, ktore zidentyfikowat jako
Pseudomonas fluorescens. Kolonie tej bakterii i ptyn z hodowli zawiesinowych silnie
hamowaty wzrost szeregu grzybowych i bakteryjnych patogendow ziemniaka [13]. M6j udziat
w kontynuacji tych badan polegal na oczyszczeniu antybiotykow produkowanych przez
P. fluorescens z wykorzystaniem r6znych wariantow wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). Dzigki uprzejmosci prof. Gorana Sandberga (Plant Science Center, Umea,
Szwecja), identyfikacja antybiotykéw byta wykonana przez jego doktoranta — Mariusza
Kowalczyka, ktoremu pomagatem w analizie sktadu przygotowanych przeze mnie preparatow
za pomocg chromatografii gazowej i spektrometrii mas. W badanych preparatach za aktywnos¢
antybiotyczng odpowiadaty 1-karboksyfenazyna i hemipiocyjanina[12, 14]. Wyniki tych badan
byly prezentowane na dwoch konferencjach migdzynarodowych 1 jednej krajowe;.
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Bralem réwniez aktywny udziat w pracach, ktore dr hab. Jerzy Lewosz prowadzit nad
réznicowaniem i identyfikacja odmian ziemniaka przy pomocy metod biochemicznych
i technik biologii molekularnej. Juz w latach siedemdziesigtych ubieglego wieku
zaobserwowal, Ze pozostajagce w stanie spoczynku bulwy rdéznych odmian ziemniaka
charakteryzujg si¢ unikalnym sktadem biatek, dzigki czemu za pomocg elektroforezy natywnej
mozna identyfikowa¢ poszczegdlne odmiany. Stwierdzil rowniez, ze do ich réznicowania
mozna wykorzysta¢ jedng z gtéwnych frakcji biatek bulw — inhibitory proteaz. M¢j udzial w
kontynuacji tej czesci badan polegal na wykonaniu réznicowania okoto stu odmian ziemniaka
w oparciu o rozdziat elektroforetyczny inhibitorow trypsyny izolowanych za pomoca
chromatografii powinowactwa z bulw badanych odmian [15, 16, 18]. Te same odmiany
réznicowali$my réwniez za pomocg techniki SSR-PCR (ang. Simple Sequence Repeat PCR)
wykorzystujacej startery z powtorzeniami AC i AG. Moja rola w tej czg$ci badan polegata na
optymalizacji izolacji DNA z tkanek ziemniaka oraz warunkow reakcji PCR [15]. Ten kierunek
badawczy byl kontynuowany przeze mnie w latach pozniejszych. Efektem tych prac byla
optymalizacja r6znicowania odmian ziemniaka za pomocg elektroforezy natywnej biatek bulw
ziemniaka oraz adaptacja techniki ISAP-PCR (ang. Inter SINE Amplified Polymorfism)
wykorzystujacej do roznicowania polimorfizm krotkich, rozproszonych elementéw jadrowych

(ang. Short Interspersed Nuclear Elemnts — SINE) [17, 19].
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W latach dziewigédziesiagtych ubiegtego wieku dr hab. Jerzy Lewosz prowadzit takze prace
nad pozyskiwaniem peroksydaz z wycierki ziemniaczanej, ktora stanowi odpad przemystu
skrobiowego. Moj udziat w kontynuacji tych badan polegal na wykonaniu doswiadczen

wykazujacych, ze peroksydaza z wycierki skutecznie usuwa z mieszaniny reakcyjnej szereg
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zwiazkow fenolowych. W wyniku dzialania enzymu badane fenole polimeryzowaty, a powstaty
polimer wytracat si¢ z reakcji w postaci osadu. Niestety, peroksydaza szybko tracita aktywnos¢
[20, 21]. Oczyszczanie wody powinno by¢ procesem cigglym, CO mozna osiggnac¢ dodajac co
jaki§ czas $wieze porcje enzymu. Innym rozwigzaniem jest immobilizacja enzymu na
powierzchni ztoza lub mikrosfer. Unieruchomienie czastek enzymu zazwyczaj prowadzi do
jego stabilizacji 1 zwigkszenia trwatosci. W omawianych wyzej badaniach peroksydaza byla
izolowana z wycierki za pomoca wysokich stgzen soli, cO §wiadczy o tym, ze jest silnie
zwigzana jonowo z wycierkg. Zalozytem, ze do oczyszczania wody mozna wykorzystaé
wycierke, traktujac jg jako material z naturalnie zwigzanym enzymem. Te¢ hipoteze
weryfikowatem we wspotpracy z dr hab. Jarostawem Tyburskim (UMK w Toruniu). Jest to
jeden z waznych aspektow pracy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Kurnik (obecnie Krzyzynskiej),
ktorej promotorem jest dr hab. Jarostaw Tyburski, a ja petni¢ funkcje promotora pomocniczego.
W ramach realizacji tej pracy udato si¢ wykaza¢ przydatnos¢ wycierki do usuwania fenoli [22-
24]. Wykonana zostata rowniez charakterystyka biochemiczna peroksydaz z wycierki [22, 23]
I Z mtota [24], ktore jest odpadem w produkcji piwa. Moja rola w tych badaniach polegata na
wspotudziale w tworzeniu koncepcji badan i metodyki badawczej [22-24] oraz na identyfikacji

izoform peroksydazy za pomoca elektroforezy natywnej [22].
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Innym zagadnieniem realizowanym przez dr hab. Jerzego Lewosza byly badania nad
peptydami i biatkami $cian komorkowych bulw ziemniaka, ktore posiadaty zdolnos¢ do
hamowania wzrostu mikroorganizméw patogennych. Glownym sktadnikiem wycierki
ziemniaczanej sg $ciany komorkowe bulw. Dlatego mozna pozyskiwac z niej biatka i peptydy
o aktywnosci antybiotycznej. Bratlem udziat w badaniach, ktorych celem bylo potwierdzenie

obecnosci peptydow antybiotycznych w ekstraktach ze $cian komérkowych [28] i1 z wycierki
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[25, 29] oraz opracowanie sposobu ich oczyszczania za pomocg szeregu metod
chromatograficznych [25, 26]. Wykazatem, ze polipeptydy aktywne wobec mikroorganizméw

sg zdolne do wigzania kwasow nukleinowych [28] i posiadaja rowniez aktywnos¢ inhibitora

trypsyny [27].
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Istotnym kierunkiem badawczym realizowanym przez dr hab. Jerzego Lewosza byty prace
nad diagnostyka i Sposobami zwalczania bakterii Clavibacter sepedonicus, sprawcy bakteriozy
pier$cieniowej ziemniaka. C. sepedonicus klasyfikowany byt w przesztosci jako podgatunek
C. michiganensis ssp. sepedonicus. Jest to wazny patogen kwarantannowy ziemniaka, w
ktorego zwalczaniu stosuje si¢ zasade zerowej tolerancji. W czgsci prac prowadzonych nad
molekularng diagnostyka C. sepedonicus moja rola polegata na optymalizacji metody izolacji
DNA do wykrywania bakterii za pomoca testu PCR i optymalizacji warunkéw reakcji PCR.
Dr hab. Jerzy Lewosz prowadzit rowniez badaniach nad opracowaniem nowych materiatow do
zaggszczania 1 immunoputapkowania komoérek bakterii poprzez wigzanie na rdéznych
podiozach, migdzy innymi na wytwarzanym przez niego koloidzie ztota oraz na réznych
rodzajach materiatlow, ktore pokrywat polianiling. Mj udzial polegal na porownaniu czutosci
testu ELISA wykonanego na ptytkach niemodyfikowanych z czuto$cia tego testu wykonanego
na plytkach pokrytych polianiling. Dodatkowa metoda stosowang przeze mnie w tych
badaniach byt test PCR. Modyfikacja mikroptytek polimerem aniliny powodowata, ze czutos¢
testu ELISA byta porownywalna z czuto$cia testu PCR [30, 31]. Jednym z wielu oryginalnych
pomystéow dr hab. Jerzego Lewosza bylo wytwarzanie przeciwcial specyficznych wobec
C. sepedonicus, poprzez stosowanie komorek bakteryjnych pozbawionych
egzopolisacharydow tworzacych §luzowa otoczke bakterii. Ich obecno$¢ w antygenach
stosowanych do immunizacji zwierzat byta glowng przyczyng niskiej specyficznosci

przeciwcial komercyjnych, ktore w duzym stopniu rozpoznawaty §luzy bakteryjne, a nawet
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polisacharydy roslinne, dajac w efekcie wysokie tto w testach immunologicznych. Moja rola w
tej czegsci badan polegata na immunizacji krolikow preparatem przygotowanym przez dr hab.
Jerzego Lewosza, w ktorego sktad wchodzity komorki C. sepedonicus pozbawione $luzu.
Uzyskane przeze mnie przeciwciata rozpoznawaly specyficznie pozbawione §luzu komorki C.
sepedonicus i nie rozpoznawaly Sluzu bakteryjnego. Wyniki oméwionych wyzej prac z moim

udziatem dr hab. Jerzy Lewosz referowat na dwoch konferencjach.
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Po doktoracie prowadzitem rowniez wlasne badania nad opracowaniem metody
wykrywania wirusow ziemniaka (PLRV, PVM, PVS, PV X i PVY) bezposrednio w ekstraktach
z bulw. Adaptowatem do tego celu test koktajl-ELISA, opracowany wcze$niej przeze mnie w
ramach pracy doktorskiej do wykrywania PLRV. By dostosowaé test do ww. wirusow
optymalizowatem sktad buforéw stosowanych w tescie koktajl-ELISA, uzupetniajac go migdzy
innymi o hydrofilowe polimery [32, 33]. W doswiadczeniach stosowatem gtéwnie rosliny
modelowe, infekowane ww. wirusami w szklarni. Badanie potomnych bulw testem koktajl-
ELISA i proba oczkowa wykazaly, ze obie metody byly rownie skuteczne w ocenie poziomu

infekcji wirusowych w uzyskanych bulwach [32-35, 36, 37].

W tym okresie kontynuowatem produkcje przeciwcial do wykrywania PLRV, a po
likwidacji Oddziatu IHAR w Gdansku i wchodzacej w jego sklad Pracowni Serologii,
wytwarzatem wraz z mgr. Tomaszem Pileckim zestawy ELISA do wykrywania ww. wirusow
ziemniaka. Prace obejmowaly poprawe jakosci wytwarzanych przeciwcial poprzez
opracowanie metod pozwalajacych na izolacje preparatéw wirusowych o wysokiej czystosci,
optymalizacj¢ skladu adiuwantow dodawanych do antygenéw wirusowych, metod
oczyszczania przeciwciat [36] oraz koniugacji przeciwcial z alkaliczng fosfatazg. Ze sprzedazy
wytwarzanych zestawoéw ELISA THAR osiggat niebagatelny zysk finansowy, w wysokosci
okoto 300 tys. zt rocznie.

Omoéwione badania finansowane byly z kierowanego przeze mnie grantu KBN

nr 2P06 008 26, a otrzymane wyniki prezentowano na siedmiu konferencjach naukowych.
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e 2004-2006. 2P06 008 26. Projekt badawczy finansowany przez KBN pt.: "Opracowanie procedur
wykrywania wiruséw PLRV, PVY, PVY, PVM, PVS, PVX, bezposrednio w bulwach ziemniaka. Kierownik
projektu.

Od konca pazdziernika 2004 roku do konca grudnia 2007 roku oraz od listopada 2010 roku
do lipca 2012 roku odbytem staze podoktorskie w laboratorium kierowanym przez prof. Wyatta
Allena Millera (Plant Pathology Department, lowa State University, Ames, lowa, USA). Moj
udzial w badaniach tego zespotu skupiat si¢ gtéwnie na badaniu roli eukariotycznego czynnika
inicjujacego translacje 4F (elF4F) i jego izoformy elFiso4F w translacji biatek wirusowych. U
roslin czynnik elF4F zbudowany jest z mniejszej podjednostki eIF4E i z duzego bialka elF4G,
a elFiso4F z izoform obu tych biatek.

Znakomita wigkszo$¢ eukariotycznych informacyjnych RNA posiada zaréwno kap, czyli
7-metyloguanozyng przytaczong wigzaniem 5',5'-trifosforanowym do konca 5' mRNA jak i
tancuch poli(A)n na jego 3’-koncu. Kap jest specyficznie rozpoznawany przez eukariotyczny
czynnik inicjujacy translacj¢ elF4E, natomiast do ogona poli(A)n przylacza si¢ biatko PABP
(ang. poly(A)n binding protein). Oba biatka oddzialuja z eukariotycznym czynnikiem
inicjujagcym translacj¢ — elF4G, co prowadzi do powstania struktury kolistej ztozonej z
kompleksu mRNA i biatek. Zdolno§¢ do utworzenia takiej formy przez mRNA informuje
komorkowy aparat translacyjny o tym, ze jest ono nieuszkodzone. Ponadto, koliste mMRNA jest
chronione przed degradacja 1 zwigksza powinowactwo czynnika elF4G do czynnika inicjacji
translacji elF3, ktory bezposrednio wigze malg podjednostke rybosomu. Oddziatywania biatek
ze sobg oraz z mRNA wzmacniajg wzajemne powinowactwo wszystkich elementow i prowadza
do powstania stabilnego kompleksu inicjacyjnego. Mata podjednostka, dzigki wigzaniu elF4E

z kapem, rozpoznaje 5’-koniec mRNA i liniowo przesuwa si¢ wzdtuz liderowej sekwencji az
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do pojawienia si¢ kodonu AUG, potozonego we wilasciwym kontekécie sekwencyjnym
(sekwencja Kozak). Wtedy przytacza si¢ do niej duza podjednostka, co skutkuje odtagczeniem
niemal wszystkich czynnikéw inicjacji translacji od kompleksu inicjacyjnego. Rozpoczyna si¢
faza elongacji tancucha peptydowego. Inicjacja jest scisle regulowanym etapem translacji i ma

decydujacy wplyw na szybko$¢, a co za tym idzie wydajnos¢ biosyntezy biatka.

Rodzi si¢ pytanie, w jaki sposob liczne wirusy ro$lin, ktére nie posiadaja kapa, poli(A)n
lub obu tych struktur radza sobie z synteza swoich biatlek w eukariotycznych komoérkach
ro$linnych. Zespot prof. Wyatta Allena Millera prowadzi badania nad translacja tego typu
wirusow, stosujac jako model wirus zo6ttej kartowatos$ci jeczmienia (ang. Barley Yellow Dwarf
Virus — BYDV), ktory nie posiada kapa ani poli(A)n. Genomowe RNA (gRNA) tego wirusa
jest jednoczesnie matryca do biosyntezy biatek. W jego 3’-koncowym regionie niekodujagcym
znajduje si¢ element translacyjny BTE (ang. BYDV Translation Element), ktory jest
modelowym przedstawicielem klasy elementow translacyjnych, okreslanych jako 3’CITE
(ang.: 3’ Cap-Independent Translation Element). Jest to struktura RNA zbudowana z czterech
ramion 1 trzech petli, petnigca jednoczesnie funkcje kapa i poli(A)n. W okresie, w ktoérym
dotaczytem do zespotu wiadomo bylo, ze petla III BTE odpowiada za tworzenie struktury
kolistej gRNA i subgenomowego RNA 1 (SsgRNAL) wirusa poprzez bezposrednie,
dlugodystansowe parowanie z sekwencja znajdujgca si¢ w obrebie 5°-UTR obu tych RNA.
Formowanie struktury kolistej nie wymagato udziatu biatek.

Odrebny region BTE obejmujacy rami¢ z petla I po umieszczeniu na 5’-koncu
reporterowego mRNA posiadat zdolnos¢ do petienia funkcji kapa, w sposob niezalezny od
regionu odpowiedzialnego za tworzenie struktury kulistej. Podejrzewano wigc, ze jest on
odpowiedzialny za rekrutacje matej podjednostki rybosomu poprzez bezposrednie
oddziatywanie BTE z czynnikiem eIF4E. Moja rola byta weryfikacja tej hipotezy i ustalenie
statej dysocjacji dla potencjalnej interakcji BTE z elFAE oraz z elFiso4E. W celu realizacji tego
zadania przygotowatem znakowane radioaktywnym fosforem RNA BTE oraz czyste preparaty
eksprymowanych w E. coli biatek z pszenicy: elF4E, elFiso4E, elFAG i elFiso4G (w celu
przygotowania kompleksow kontrolnych — elF4F oraz elFiso4F). W prowadzonych przeze
mnie badaniach nie udato si¢ potwierdzi¢ interakcji BTE z biatkami wigzacymi kap (eIF4E oraz
elFiso4E). Jednoczesnie oddziatywanie BTE z eIF4F bylo silne, a stala dysocjacji dla
kompleksu wynosita 37 nM. Uzyskane wyniki sktonity mnie do zbadania interakcji BTE z
biatkiem elF4G. Okazato si¢, ze wbrew oczekiwaniom BTE bezposrednio oddziatuje z tym
wlasnie biatkiem (Kd = 177 nM). Dodatkowe wigzanie przez elFAG czynnika elF4E,

wzmacnialo jego powinowactwo do BTE. Stwierdzitem tez, ze elF4G dodane do ekstraktu
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translacyjnego z kielkobw pszenicy, pozbawionego natywnych czynnikow eiF4F/iso4F za
pomocg dwoch roznych metod (pasazowaniu ekstraktu przez sefaroz¢ z 7-metyloguanozyng
lub zablokowaniu czynnikow przez dodanie nadmiaru RNA BTE in trans) bylo w stanie
promowa¢ translacj¢ reporterowych mRNA zawierajacych BTE, podczas gdy elF4E nie
posiadato takiej zdolnosci. Mutant delecyjny elF4G, pozbawiony duzego fragmentu N-
koncowego zawierajacego miejsce wigzania elF4E, posiadal takg samg aktywnos¢ translacyjng
jak elF4G. Zgodnie z wynikami z doswiadczen nad sita oddziatywan, w do$wiadczeniach
funkcjonalnych najwyzsza aktywnos$¢ w promowaniu translacji miat petny czynnik elF4F, co
dodatkowo potwierdzato, ze wigzanie elF4G z elF4E wzmacnia nie tylko powinowactwo

elF4G do BTE ale rowniez jego aktywno$¢ w promowaniu translacji niezaleznej od kapa [40].

Opracowany przeze mnie w wyzej omowionych badaniach model dos§wiadczalny (ekstrakt
translacyjny pozbawiony aktywnych czynnikow inicjujacych translacje plus czyste preparaty
tych czynnikdw) oraz zoptymalizowana metodyka badania sity wigzania elementow RNA z
biatkami pozwolity innemu cztonkowi zespotu (dr Zhouhui Wang) na identyfikacje elementu
3’CITE u wirusa ostrej mozaiki grochu (PEMV) i wykazanie, ze element PTE (PEMV
Translation Element) w przeciwienstwie do BTE, wigze bezposrednio czynnik elF4E nie
oddziatujac z elF4G. Bratem udziat w tworzeniu koncepcji tej pracy, proponowaniu metodyki
I dyskusji otrzymanych wynikéw badan. Przygotowatem rowniez za pomocg ukierunkowanej
mutagenezy stosowane w tej pracy mutanty elF4E pozbawione reszt tryptofanu, co

eliminowato zdolno$¢ tego biatka do wigzania kapa [41].

Wyniki wyzej wymienionych badan oraz identyfikacja elementow 3’CITE i mechanizmu
ich dziatania przez inne zespoty naukowe u wielu wzajemnie niespokrewnionych wirusow staty
si¢ podstawg hipotezy, ktorej jestem wspotautorem. Zgodnie z tg hipoteza, u szeregu wirusow
roslinnych powstaty niezaleznie odmienne elementy translacyjne RNA, roznigce si¢ sekwencja
nukleotydéw 1 struktura, lecz pelnigce podobng funkcje — rekrutacje rybosomu poprzez
oddziatywanie z r6znymi czynnikami inicjacyjnymi lub bezposrednio z rybosomem. 3’CITE
moga by¢ przekazywane pomiedzy niespokrewnionymi wirusami, o czym $wiadczy obecnos¢
w genomach niektorych wirusow ewolucyjnie odleglych od BYDV 3’CITE o sekwencji
homologicznej do BTE i podobnej strukturze przestrzennej, eksponujacej obie petle
odpowiedzialne za dwie rdzne funkcje tego elementu. Réwniez wirusy blisko spokrewnione
mogg posiada¢ elementy 3’CITE o odmiennym pochodzeniu, réznigce sie sekwencjg i
mechanizmem dziatania [39]. WykazaliSmy rowniez, ze rézne elementy 3’CITE roznig si¢
znacznie aktywnoscig do promowania niezaleznej od kapa translacji, co moze odpowiadac

ré6znym mechanizmom adaptacji wirusow do odmiennych roslin-gospodarzy [42].

27



Efektem moich dalszych prac w zespole prof. Wyatta Allena Millera byto okreslenie, ze
region biatka eIF4G o dlugosci 97 aminokwasow, rezydujacy pomiedzy miejscem wigzania
elF4E a centralng domeng MIF4G, odpowiada za zdolno$¢ elF4G do promowania niezaleznej
od kapa translacji 1 do fizycznego wigzania BTE oraz homologicznych elementow 3’CITE z
niespokrewnionych z BYDV wiruséw. W obrgbie tego regionu zidentyfikowatem domeng
wiazaca RNA o wysokiej homologii z regionem ludzkiego elF4G I, ktory warunkuje wigzanie
tego biatka do 5’-konca mRNA i jest niezbedny do skanowania sekwencji liderowych mRNA
przez mata podjednostk¢ rybosomu. Zidentyfikowana przeze mnie domena zawiera
konserwatywne reszty glicyny, proliny i argininy u elF4G roslin 1 ssakow. Uzyskane przeze
mnie mutanty elF4G pozwolity rowniez udowodnié, ze ze strony RNA za wigzanie elF4G
odpowiedzialne sg nukleotydy BTE obejmujace glownie rami¢ z petlg I. Lezaca w obrgbie
miejsca wigzania sekwencja nukleotydow jest bardzo konserwatywna w grupie 3’CITE

homologicznych z BTE [43].
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Po powrocie z pierwszego stazu w USA, w styczniu 2008 r. objatem stanowisko
kierownika PDMiB w Zaktadzie Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka w Boninie, [HAR-PIB,
ktore zajmuje po dzien dzisiejszy. Kontynuowatem wraz z zespotem najwazniejsze kierunki
badawcze Pracowni, ze szczegdlnym uwzglednieniem badan nad optymalizacja diagnostyki
wirusow ziemniaka oraz bakterii kwarantannowej C. sepedonicus. Na wykonanie tych prac
uzyskatem finansowanie w ramach dwoch projektéw badawczych w latach 2008-2013 (zad.
nr.. 70 i 71) i jednego w latach 2014-2020 (zad nr.: 58) z programu Postep Biologiczny w
Produkcji Roslinnej (PBWPR), realizowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju WSsi.

Wyniki uzyskane w efekcie realizacji ww. projektow PBwPR s3a dostgpne na stronie www
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IHAR-PIB. Oba projekty zostaly przeze mnie zaplanowane tak, by pokry¢ istniejace oraz
stworzy¢ nowe etaty w Pracowni. Dzigki temu w jej ramach funkcjonuja obecnie dwa zespoty,
kierowany bezposrednio przeze mnie trzy0SObowy zespodt realizujacy tematyke wirusowa
| czteroosobowy zespOt skupiony na badaniach nad C. sepedonicus. Wigkszo$¢ o0sob
tworzacych te zespoty, to ludzie mtodzi, bedacy na dobrej drodze do wykonania prac
doktorskich. Poniewaz prowadzone przez nas badania obejmowaty immunizacje krolikow i
pozyskiwanie z nich surowic, wystapitem réowniez do Lokalnej Komisji Etycznej (LKE) 0
zezwolenie na prowadzenie doswiadczen na zwierzetach, ktore uzyskatem w 2008 i w 2013 dla
kierowanych przeze mnie projektow LKE. Kontynuacja badan nad metodami oczyszczania
wirusow finansowana byla przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) w postaci grantu
uzyskanego przez cztonka zespotu - dr. inz. Agnieszke Barnyk (obecnie Przewodowska). Moje
zainteresowania biologia interakcji wirusow z ro$linami realizuj¢ dzigki uzyskaniu
finansowania projektu badawczego przez NCN w ramach konkursu OPUS 11. Nawigzatem
réwniez wspolprace naukowa z dr hab. Jarostawem Tyburskim, ktéra zaowocowala
oméwionymi wczesniej badaniami nad peroksydazami z wycierki ziemniaczanej [22-24].
Prowadze tez wspotprace z dr inz. Dominikg Boguszewska (IHAR-PIB, Oddziat w Jadwisinie),
w ramach ktorej wykonuj¢ badania nad biochemicznymi markerami tolerancji odmian
ziemniaka na suszg¢. Badania te finansowane sa z kierowanego przez dr inz. Dominike
Boguszewska projektu PBwPR (zad. 59). Poza prowadzeniem badan oraz kierowaniem
zespoltem badawczym, dbatem rowniez 0 unowoczesnienie bazy sprzetowej Pracowni, dzigki
czemu dysponujemy obecnie dobrze wyposazonym laboratorium biochemicznym i
molekularnym. Projekty, ktérymi kierowatem lub w ktérych pelitem funkcje wykonawcy,
wymienione sg ponizej. Wyniki ich realizacji omoéwie w dalszej czeSci referatu, zgodnie z ich

tematyka.

PROJEKTY

e 2008-2013. Zadanie nr 70 (nr 65 od 2011 r.) finansowane z Programu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju
Wsi - Postep Biologiczny w Produkcji Roslinnej pt.: ,,Opracowanie procedur i wytworzenie materiatow
diagnostycznych do wykrywania Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus”. Kierownik w latach 2008-
2010.

e 2008-2013. Zadanie nr 71 (nr 66 od 2011 r.) finansowane z Programu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju
Wsi - Postep Biologiczny w Produkcji Roslinnej pt.: ,Opracowanie procedury wykrywania infekcji
wirusowych w bulwach ziemniaka bezposrednio po zbiorze lub w stanie spoczynku”. Kierownik w latach
2008-2010 i w roku 2013.

e 2014-2020. Zadanie nr 58 finansowane z Programu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi - Postep
Biologiczny w Produkcji Roslinnej pt.: ,,Opracowanie czutych metod wykrywania najwazniejszych
wiruséw ziemniaka”. Kierownik.

e 2014-2020. Zadanie nr 59 finansowane z Programu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi - Postep
Biologiczny w Produkcji Roslinnej pt.: ,Badania tolerancji odmian ziemniaka na stresy abiotyczne w
Swietle postepujgcych zmian klimatycznych”. Kierownik projektu — dr inz. D. Boguszewska (IHAR-PIB,
Oddziat Jadwisin). Temat badawczy 7: Opracowanie metod szybkiego wykrywania enzymow
odpowiedzialnych za tolerancyjnosc ziemniaka na susze glebowa. Kierownik tematu badawczego 7.
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e 2008-2013. Projekt LKE nr 10/2008 realizowany na podstawie zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds.
doswiadczen na zwierzetach w Szczecinie pt.: ,,Wytwarzanie przeciwciat poliklonalnych na patogeny
ziemniaka”. Kierownik.

e 2013-2017. Projekt badawczy LKE nr 10/2013 realizowany na podstawie zgody Lokalnej Komisji Etycznej
ds. doswiadczen na zwierzetach w Szczecinie pt.: ,, Wytwarzanie przeciwciat poliklonalnych na patogeny
ziemniaka i biatka roslinne". Kierownik.

e 2011-2014. N N310 728540. Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki pt.: ,Opracowanie
procedury izolacji wiruséw roslinnych przy uzyciu membranowej chromatografii jonowymiennej”.
Wykonawca.

e 2017-2020. UMO0-2016/21/B/NZ9/03573. Projekt OPUS 11 finansowany przez NCN pt.: "Dynamika
transportu i replikacji najwazniejszych szczepdéw wirusa Y ziemniaka w pierwotnie oraz wtdrnie
porazonych roslinach ziemniaka". Kierownik.

Kierowatem projektem PBwPR dotyczacym diagnostyki bakterii C. sepedonicus w latach
2008-2010. Ze wzgledu na wyjazd na staz do USA w listopadzie 2010 r., w latach 2011-2013
projektem kierowat dr inz. Wtodzimierz Przewodowski. M6j udzial w realizacji tych badan
polegal na projektowaniu starterow do wykrywania C. sepedonicus za pomocg PCR.
Projektowalem réwniez startery do wykrywania tej bakterii za pomocg izotermicznego testu
LAMP, kierowalem pracami majacymi na celu dobranie warunkow testu LAMP oraz
okreslenie specyficzno$ci i czulo$ci opracowanego testu. Wymiernym efektem prac
badawczych byt wysoce specyficzny dla C. sepedonicus test LAMP, wykrywajacy wszystkie

zgromadzone w Pracowni izolaty tej bakterii [46-47].

KONFERENCJE

44. Przewodowski W., Przewodowska A., Treder K. 2013. Modern diagnosis of quarantine pathogen —
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus based on colloidal gold as sensitive marker. [W:] Symposium
,Classical and molecular approaches in plant pathogen taxonomy”. Warsaw, Poland, September 10-11,
2013. WULS-SGGW. Book of Abstracts: 28. Wspétautor referatu.

45. Przewodowski W., Przewodowska A., Treder K. 2013. Application of colloidal metal nanoparticles in
diagnosis of quarantine bacteria — Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. [In:] Abstracts of the
10th International Congress of Plant Pathology, 25-30 August, Beiging, China, Acta Phytopathologica
Sinica, 43 (suppl.): 370. Poster

46. Przewodowski W., Chotuj J., Przewodowska A., Treder K. 2014. Izotermiczna metoda amplifikacji
kwasow nukleinowych LAMP w nowoczesnej diagnostyce sprawcy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka.
[W]: Nasiennictwo i ochrona ziemniaka. Konferencja naukowo-szkoleniowa. DZwirzyno, 15-16 maja.
IHAR ZNiOZ Bonin: 24 25. Wspétautor referatu.

47. Przewodowski W., Chotuj J., Przewodowska A., Treder K. 2014. Detection of Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus using loop-mediated isothermal amplification (LAMP). [In:] XVI International Congress
on Molecular Plant-Microbe Interactions. Book of abstracts. 6-10 July, Rhodos, Greece, IS-MPMI: P209.
Poster.

Kontynuujac badania nad usprawnieniem metod oczyszczania wirusOw ziemniaka
zastosowalem do tego celu jonowymienng chromatografi¢ membranowg stosujagc PVY jako
wirus modelowy. Do oceny integralnosci czastek wirusa stosowalem ultrawirowanie w
100 000g na poduszce 30% sacharozy, poniewaz w takich warunkach wiriony PVY
sedymentujg tworzac osad, a biatka pochodzace z rozpadu plaszcza wirusa pozostajg w

supernatancie. Stosujac to podejscie stwierdzitem, ze cate czastki wirusa wigzg si¢ z membrang
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posiadajaca na powierzchni czwartorzegdowe grupy aminowe (membrana Q) 1 do ich elucji
potrzebna jest wysoka sita jonowa (powyzej 0,5 M NaCl). Ponadto potaczenie chromatografii
na membranie Q z ultrawirowaniem pozwalatlo na szybkie, dwuetapowe oOtrzymywanie
czystych preparatow PVY [48, 49]. Wyniki te staty si¢ podstawg projektu NCN kierowanego
przez dr inz. Agnieszk¢ Barnyk (obecnie Przewodowska) w latach 2011-2014. Po powrocie z
drugiego stazu w USA w sierpniu 2012 r. bratem udzial w realizacji tego projektu jako
wykonawca. Wyniki badan prezentowano na pigciu konferencjach [48-52] i zawarto w jednej
publikacji [53].

KONFERENCIE

48. Wieczorek J., Barnyk A., Treder K. 2010. Oczyszczanie wirusa Y ziemniaka za pomocg chromatografii
membranowej. [W:] XV Sympozjum Sekcji Wirusologicznej Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego
oraz XXXVII Konferencja Grupy Roboczej Wiruséw Roslin Komitetu Ochrony Roslin PAN, Poznan, 9-10
wrzeshia, streszczenia: 16-17.

49. Barnyk A., Treder K., Wieczorek J. 2010. Szybkie oczyszczanie wirusa Y z materiatu roslinnego za pomoca
chromatografii membranowej. [W:] 50 Sesja Naukowa IOR-PIB. Poznan, 4-5 lutego, streszczenia: 246.
Poster.

50. Przewodowska A., Przewodowski W., Treder K. 2013. lon-exchange membrane chromatography —a new
tool for plant virus purification. [In:] Abstracts of 10th International Congress of Plant Pathology, 25-30
August, Beiging, China, Acta Phytopathologica Sinica, 43 (suppl.): 448-449. Poster.

51. Przewodowska A., Treder K. 2012. Purification of plant viruses by membrane ion-exchange
chromatography. [In:] Abstracts of the 15th European Congress on Biotechnology, 23th-26th
September, Istanbul, Turkey, New Biotechnology, 29: S133. Poster.

52. Przewodowska A., Zacharzewska B., Przewodowski W., Treder K. 2013. lon-exchange membrane
chromatography — a new tool for plant virus purification. [W:] Symposium ,Classical and molecular
approaches in plant pathogen taxonomy”. Warsaw, Poland, September 10-11, 2013. WULS-SGGW. Book
of Abstracts: 28. Wspétautor referatu.

PUBLIKACIA

53. Treder K., Zacharzewska B., Przewodowska A., Przewodowski W., Otulak K. 2015. lon-exchange
membrane chromatography as an alternative method of separation of potato Y virus. Plant Breeding
and Seed Science 72: 56-67.

W latach 2008-2010 i w roku 2013 kierowatem projektem badawczym PBWPR (zad. 71),
dotyczacym diagnostyki wirusow. Na czas mojego drugiego stazu w USA, kierowanie
projektem przekazalem dr inz. A. Przewodowskiej (w latach 2011-2012). Badania te
kontynuuje¢ obecnie realizujac projekt PBWPR (zad. 58). W ramach tych projektow uzyskatem
czyste preparaty wirusow PLRV, PVY 1 PVM, ktore wykorzystaliSmy do wytworzenia surowic
kréliczych o wysokim mianie przeciwciat specyficznych wobec badanych wiruséw. Dzigki
zastosowaniu chromatografii tiofilnej [86], zoptymalizowaliSmy izolacj¢ przeciwcial z
surowic. UzyskaliSmy przeciwciata anty PLRV, PVY i PVM o wysokim mianie (4-8 min) oraz
niskim poziomie reakcji niespecyficznych. Przeciwciata stosowalismy w DAS i koktajl ELISA
[54, 55], oraz do opracowania immuno-fluorescencyjnego testu do wykrywania PVY [60], jak

réwniez do immunoputapkowania czastek wirusow w tescie immuno-capture RT-PCR [55, 58,
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59, 87]. Opracowalismy metode stabilnego wytwarzania koniugatu przeciwcial ze ztotem
koloidalnym, co umozliwito wytwarzanie testow immunochromatograficznych (paskowych)
we wlasnym zakresie. Testy umozliwiaty wykrycie wiruséw ziemniaka w ciggu 5 min z taka
samg czutoscig jak test ELISA. Jednak koszt ich wytwarzania byt wyzszy niz koszt paskow
dostepnych komercyjnie. Koszt komercyjnych testow paskowych to okoto 15-20 zt za jeden
pasek i jest porownywalny z kosztem reakcji PCR oraz ponad 10-krotnie drozszy od testu
ELISA. Dlatego podjelismy badania, ktorych efektem byly testy - immunokoncentracyjny
oparty o wytwarzane przez nas oraz komercyjne mikrosfery magnetyczne, ktére powlekaliSmy
przeciwciatami, oraz izotermiczny test RT-LAMP do szybkiego wykrywania wirusa PVY [64].
Oba testy mozna wykona¢ w warunkach polowych w ciggu 5-20 minut, a ich koszt stanowi

potowe kosztu testow paskowych.

Kontynuowalismy réwniez prace nad wykrywaniem wirusow w bulwach [54, 55, 88-91].
Dzigki wspotpracy w ramach projektow PBwPR z polskimi hodowlami ziemniaka, nasze
metody pordwnywano w trzech niezaleznych laboratoriach badajacych infekcje wirusowe
ziemniakow uprawianych w roznych regionach Polski. Bulwy do badan przygotowywano
zaktadajac co roku do$wiadczenia polowe we wspotpracujacych hodowlach oraz w Boninie.
Poczatkowo wyniki potwierdzity przydatnos¢ naszej procedury koktajl-ELISA w wykrywaniu
wirusow bezposrednio w ekstraktach z bulw [88, 89]. Jednak w kolejnych latach
obserwowali$my zmienng skuteczno$¢ testu koktajl-ELISA dla wirusa Y ziemniaka. Dalsze
badania wykazaty, ze test koktajl-ELISA dobrze wykrywa PVY w odmianach o niskiej i
sredniej odpornos$ci, natomiast odmiany o podwyzszonej odporno$ci wymagaja stosowania
prob oczkowych do wiarygodnej oceny poziomu infekcji tym wirusem. W omawianych
badaniach skuteczno$¢ testu dla PLRV i PVM byta poréwnywalna ze skutecznoscig prob
oczkowych. Jednak brak wiarygodnosci testu w ocenie PVY eliminowat jego przydatnos¢ do
rutynowego badania bulw, w ktorym potrzebna jest taka sama metodyka dla wszystkich
wirusow. Szukajgc rozwigzania tego problemu, podjelismy badania nad wykrywaniem wirusow
w kietkach uzyskanych z bulw, réwniez we wspotpracy z polskimi hodowlami. Wyniki z
szeséciu lat badan polowych swiadczg o tym, ze testowanie kietkow za pomoca ELISA stanowi
atrakcyjng pod wzgledem kosztu i czasu wykonania alternatywe dla stosowanych obecnie prob
oczkowych [63, 75]. W ramach projektu prowadzimy od kilku lat badania nad wykorzystaniem
metod molekularnych do wykrywania PVY, PVM i PLRV bezposrednio w bulwach. Do
realizacji tych prac projektowatem zestawy starteréw do wykrywania wirusow PVY, PVM i
PLRV testem RT-PCR. W poréwnaniu z testowanymi starterami opisywanymi w literaturze
limit detekcji opracowanych starterdw byt o co najmniej rzad wielkosci wyzszy [66-68, 76, 77,

79, 81, 94]. Na podstawiec wynikow trzyletnich badan wykazaliémy, ze pomimo bardzo
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niskiego limitu detekcji w warunkach laboratoryjnych, dla bulw z pola test RT-PCR w czasie
rzeczywistym wykrywa kilkakrotnie mniej porazen bulw wirusami niz proby oczkowe [75].
Przyczyna tego stanu rzeczy jest prawdopodobnie fakt, ze bulwy stanowig szczegodlnie trudna
tkanke w izolacji RNA. Dlatego obecnie prowadzimy prace nad optymalizacja izolacji RNA z
bulw. Z uwagi na mniejszag wrazliwos¢ amplifikacji izotermicznych na roslinne inhibitory
hamujace PCR, od kilku lat mgj zesp6t naukowy prowadzi réwniez badania nad stosowaniem
izotermicznego testu RT-LAMP do wykrywania wirusow w li§ciach i w bulwach [89-74, 78],
ktorych wyniki zostaty przedstawione w opisie osiggniecia habilitacyjnego. Podje¢te badania
kontynuuje w ramach projektu PBWPR. W ubieglym roku opracowaliSmy startery do
wykrywania innych niz PVY wirusow ziemniaka oraz test RT-LAMP, ktory mozna wykonac z
pomini¢ciem izolacji RNA, dodajac bezposrednio do reakcji ekstrakt z tkanek ziemniaka jako
matryce [80, 82, 83]. Obecnie rozpoczynamy takze innowacyjne badania nad multipleksowa
wersja testu RT-LAMP, dzigki ktorej mozliwe begdzie wykrywanie kilku wirusow z jednej
préby.

Wyniki omowionych powyzej badan byly prezentowane w postaci trzydziestu jeden
doniesien konferencyjnych, w tym dwunastu referatow oraz dwunastu publikacji, w tym trzech

z listy A.
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6. Podsumowanie dorobku naukowo-badawczego

Moj dorobek publikacyjny po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje trzydziesci dwie publikacje,
tacznie z czterema pracami stanowigcymi osiggniecie naukowe. Wsrod nich dwadziescia pigé stanowia
oryginalne opracowania naukowe, w tym dwanascie opublikowanych w czasopismach posiadajacych
wspotczynnik wptywu IF, wyrdznionych w Journal Citation Reports (JCR). Jestem takze autorem i
wspotautorem siedmiu prac przegladowych, wiacznie z jedna opublikowana w czasopismie
posiadajacym wspotczynnik wptywu IF. Wyniki realizowanych po doktoracie prac upowszechniatem
rowniez W postaci siedemdziesieciu dziewieciu doniesien prezentowanych na dwudziestu dwoch
konferencjach migdzynarodowych i osiemnastu konferencjach krajowych, z czego pigtnascie stanowity
wygloszone przeze mnie referaty, a w kolejnych pigtnastu referatach bytem ich wspotautorem. Pozostate
czterdziesci dziewig¢¢ doniesien miato formg posterow. W dwoch konferencjach migdzynarodowych
uczestniczylem dzigki stypendiom przyznanym przez organizatorow na podstawie konkursu

zgtoszonych posterow (ang. travel grants).

Po doktoracie miatem okazj¢ poszerza¢ moje do$wiadczenie naukowe przebywajac w trzech
zagranicznych uczelniach (Szwecja, USA i Irlandia). Szczegélnie istotne byly dla mnie dwa staze w
lowa State University (Ames, IA, USA), tacznie obejmujace pigé lat pracy w zespole kierowanym przez
prof. Wyatta Allena Millera. Udzial w pasjonujgcych badaniach nad biologig molekularng inicjacji
translacji biatek wirusowych stanowil doswiadczenie, ktore udoskonalito moj warsztat naukowy i
poszerzyto wiedz¢ z zakresu biologii molekularnej. Miatem tez doskonata okazj¢ na rozwijanie
zdolnoéci do miedzynarodowej wspotpracy badawczej oraz zdobywatem doswiadczenie w opiece
naukowej nad poczatkujacymi cztonkami zespotu. Nabyte umiejetnosci byty zapewne powodem moich
dwoch wizyt w Re-coding Laboratory (Bioscience Institute, University College Cork, Irlandia) na
zaproszenie prof. Johna F. Atkinsa, w trakcie ktorych uczytem jego 6wczesng doktorantke Betty Chung
metod badania interakcji biatek wirusowych z biatkami roslinnymi. Pani Betty Chung odbyta rowniez
dwie wizyty w kierowanej przeze mnie Pracowni, w Oddziale IHAR-PIB w Boninie w 2008 i 2009
roku. Prof. John F. Atkins i 6wczeséni cztonkowie jego zespotu - dr Betty Chung oraz dr Andrew Firth
docenili moj wktad w ich badania nad wirusami ro$linnymi umieszczajac podzigkowania dla mnie w

kilku swoich publikacjach.

Z racji mojego zatrudnienia w instytucie badawczym, nie mam zbyt wielu osiggnie¢ w pracy
dydaktycznej. Niemniej, pod moja opieka zdobywato doswiadczenie w pracy laboratoryjnej pigcioro
studentow studiow II stopnia z kilku polskich uczelni wyzszych. Ponadto, przygotowatem i wygtositem
siedemnascie wykladow, w tym dwa wyklady szkoleniowe na temat diagnostyki wiruséw dla
pracownikoéw Panstwowej Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa (PIORIN), pracownikow hodowli
ziemniaka i uczelni, cztery wyktady dla pracownikow PIORIN w ramach urzedowego szkolenia z oceny
bulw i oceny polowej, wyktad dla pracownikow Oddziatu THAR-PIB w Mtochowie w ramach
organizowanych w tym oddziale seminariow naukowych, dwa wyktady przyblizajace zagranicznym

gosciom zakres prac badawczych prowadzonych w Oddziale IHAR-PIB w Boninie, wyktad
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szkoleniowy na Krajowych Dniach Ziemniaka 2018, trzy wyklady dla studentéw i pracownikow
naukowych Plant Pathology Department, lowa State University (Ames, 1A, USA) oraz cztery dla
studentow i pracownikow naukowych Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu.
Zwiazki z moja macierzystg uczelnia — UMK w Toruniu - utrzymuje réwniez poprzez wspotprace
naukowg z dr hab. Jarostawem Tyburskim. Efektem tej wspotpracy jest miedzy innymi moje
zaangazowanie w przewodzie doktorskim Pani mgr Katarzyny Kurnik (obecnie Krzyzynskiej), ktora
realizuje prac¢ pt.: ,,Biomasa odpadowa pochodzenia roslinnego jako zrodto peroksydaz na potrzeby
bioremediacji $ciekow odpadowych skazonych zwigzkami fenolowymi”. Zgodnie z uchwatg nr 32/2014
Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu petni¢ W tym przewodzie funkcje

promotora pomocniczego.

Prowadzone po doktoracie badania wykonywatem w ramach o$miu projektow badawczych.
Obejmowaly one grant kierowany przez prof. Wyatta Allena Millera, finansowany przez National
Institute of Health (NIH). Bylem wykonawca tego projektu podczas obu pobytow w USA. Bylem
rowniez wykonawca w grancie finansowanym przez NCN i kierowanym przez dr inz. Agnieszke
Przewodowska. Obecnie jestem wykonawca i kierownikiem tematu badawczego wchodzacego w sktad
projektu kierowanego przez dr inz. Dominik¢ Boguszewska-Mankowska, ktory jest finansowany przez
MRiIRW z programu Postgp Biologiczny w Produkcji Roslinnej (PBWPR). Kierowatem jednym
projektem finansowanym przez Komitet Badan Naukowych (KBN) i dwoma projektami PBwPR.
Obecnie jestem kierownikiem grantu finansowanego przez NCN oraz projektu badawczego

finansowanego przez MRiRW z PBWPR.

Wykonatem dwanascie odplatnych ekspertyz dla przedsigbiorstw, policji i rolnikéw
indywidualnych. Dziewig¢ dotyczyto identyfikacji odmian ziemniaka za pomocg markeréw biatkowych
i molekularnych, dwie identyfikacji patogennych dla ziemniaka bakterii i wirusow metodami
molekularnymi i jedna okreslenia skutecznosci komercyjnych zestawow ELISA do wykrywania W Krwi

ludzkiej przeciwciat specyficznych wobec alergendw obecnych w zywnosci.

Moja znajomos$¢ zagadnien zwigzanych z biologia molekularng i biochemia interakcji wirusow
z ro$linami oraz z diagnostyka immunologiczng i molekularna patogenéw roslin zostata doceniona
przez redakcje czasopism naukowych, dla ktéorych wykonatem dwadzieScia jeden recenzji
manuskryptow. Obejmowaty one dwanascie recenzji, ktore wykonatem dla czasopism posiadajacych
wspotczynnik wptywu IF. Za jako$¢ trzech recenzji wykonanych dla czasopisma Journal of Virological
Methods zostatem w biezgcym roku uhonorowany dyplomem ,,Certificate of outstanding contribution
in reviewing” przez redakcje tego czasopisma. W tym roku zostatem roéwniez cztonkiem komitetu
redakcyjnego kwartalnika Progress in Plant Protection, w ktorym pelnie¢ funkcje redaktora dziatu

Virology and Bacteriology.

Dane liczbowe omdéwionych wyzej dokonan zestawilem ponizej w tabelach 11 2.
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Tabela 1. Liczbowe zestawienie dorobku przed i po uzyskaniu stopnia doktora.

Liczba

WYSZCZEGOLNIENIE Przed

doktoratem doktoracie

Po

Razem

Oryginalne publikacje naukowe w czasopismach (facznie z publikacjami tworzacymi osiggniecie)

posiadajacych wspdtczynnik wphywu IF, wyrdznionych w JCR

(lista A MNiISW) 0 12 12
nie posiadajgcych wspdétczynnik wplywu IF (lista B MNiSW) 2 13 15
Prace przegladowe w czasopismach:

posiadajacych wspadtczynnik wphywu IF, wyrdznionych w JCR ; . :
(lista A MNiSW)

nie posiadajgcych wspdétczynnik wplywu IF (lista B MNISW) 0 6 6
Zbiorowe opracowania pokonferencyjne 3 0 3
Materialy szkoleniowe 3 0 3
RAZEM 8 32 40
Punkty za publikacje wg MNiSW 4 402 406
Sumaryczny wspotczynnik wplywu IF publikacji wg JCR 35,422

Liczba cytowar wg WoS (bez autocytowan) 213

Indeks Hirsha wg bazy Wo5 7

Prace badawcze prezentowane na konferencjach krajowych i zagranicznych

Wygloszone referaty 5 15 20
Wspdotautor referatu 8 15 23
Autor/wspdétautor posteru 8 49 57
RAZEM 21 79 100
Wyktady dydaktyczne 1 17 18

Udziat w projektach badawczych (jako kierownik iflub wykonawca) finansowanych ze srodkéw

zagranicznych 0 1 1
MNiSW (KBN, NCN) 1 3 4
MRIiRW (PBwPR) 0 4 4
RAZEM 1 8 9
Wykonane ekspertyzy 0 12 12
Wykonane recenzje dla czasopism

posiadajacych wspdtczynnik wplywu IF, wyréznionych w ICR - - -
(lista A MNiISW)

nie posiadajacych wspdtczynnik wplywu IF (lista B MNiSW) 0 9 9
RAZEM (1] 21 21
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Tabela 2. Punktacja opublikowanych prac.

Lp Nazwa czasopisma IF Punkty
MNiSW
OSIAGNIECIE
1 |American Journal of Potato Research 1,204 25
2 |American Journal of Potato Research 1,159 25
3 |Plant Breeding and Seed Science - 11
4 | Archives of Virology 2,160 20
SUMA 4,523 81
Posiadajace wspotczynnik wptywu IF (Lista A MINiSW)
5 | Journal of Food Biochemistry 1,552 20
6 | Waste and Biomass Valorization 1,874 20
7 |American Journal of Potato Research 1,156 25
8 |Water Air And Soil Pollution 1,551 25
9 |Nucleic Acid Research 8,808 40
10 |BMC Biotechnology 2,165 30
11 |Journal of Biological Chemistry 5,328 24
12 |[RNA 5,018 24
13 |Biochemical Society Transactions 3,447 30
Nie posiadajace wspdtczynnika wplywu IF (Lista B MINiSW)
14 |Plant Breeding and Seed Science - 11
15 |Plant Breeding and Seed Science - 11
16 |Plant Breeding and Seed Science - 4
17 |Ziemniak Polski - 5
18 |Ziemniak Polski - 5
19 |Ziemniak Polski - 5
20 |Ziemniak Polski - 5
21 |Ziemniak Polski - 5
22 |Ziemniak Polski - 0
23 |Ziemniak Polski - 0
24 |Ziemniak Polski - 2
25 |Ziemniak Polski - 2
26 |Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Roélin - 6
27 |Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Roélin = 4
28 |Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Roslin - 4
29 |Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Roslin - 4
30 |Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Roélin - 4
31 |Biuletyn Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - 4
32 |Biuletyn Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - 2

'SUMA IF i PUNKTOW DLA WSZYSTKICH PUBLIKAC)I | 35,422 402

Podpis Wnioskodawcy
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