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1.

AUTOREFERAT
(Ttumaczenie z jezyka angielskiego)

Imie¢ i nazwisko

Zhimin Yin

2.

Posiadane dyplomy / stopnie naukowe

1983-1987 Stopien inzyniera agronomii z wyrdznieniem.

Uniwersytet Rolniczy w Hebei, Wydzial Agronomii, Baoding, Chinska Republika
Ludowa.

Praca inzynierska pt ,,Analiza cech agronomicznych pszenicy w pokoleniu F1” (w j.
chinskim). Opiekun Profesor Zongzhi Li.

1997-1998 Magister inzynier ogrodnictwa (eksternistycznie)

Wydziat Ogrodniczy SGGW w Warszawie.

Praca magisterska pt. “Transformation of cucumber (Cucumis stativus L.) with PR-
2d/uidA reporter gene construct” (w j. angielskim). Opiekun prof. dr hab. Stefan
Malepszy.

1998-2002 Doktor nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwa.

Wydziat Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, SGGW w Warszawie.

Rozprawa doktorska pt. “Analysis of transgenic cucumber plants containing PR-2d
uidA and p35S CaMV thaumatin constructs” (w j. angielskim). Promotor prof. dr hab.
Stefan Malepszy.

Przebieg zatrudnienia w jednostkach naukowych

1987-1998 Instytut Bawelny, Akademii Rolniczej i Lesnej w Hebei, Shijiazhuang,
Chinska Republika Ludowa, asystent

2003-2008 Instytut Genetyki Roslin PAN w Poznaniu, adiunkt

2008 — do dzi$ Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - PIB, Oddzial w Mtochowie,
Zaktad Genetyki 1 Materiatow WyjSciowych Ziemniaka, Pracownia Fitopatologii,
adiunkt.

Wskazanie osiggniecia wynikajacego - Zgodnie z art. 179 ustawy z 3 lipca 2018 r. —
Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
30.08.2018 ., poz. 1669) - z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
z 2017 r., poz. 1789)

a) Tytul osiaggnigcia:
Studium interakcji wirusa Y ziemniaka z ziemniakiem i tytoniem

b) Osiagniecie stanowi jednotematyczny cykl nast¢pujacych publikacji:



H1. Yin Z, Chrzanowska M, Michalak K, Zagorska H, Zimnoch-Guzowska E (2012)
Recombinants of PVY strains predominate among isolates from potato crop in Poland. J. Plant
Prot. Res. 52: 214-219.

(punkty MNiSzW2012: 9)

Moj udzial polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaprojektowaniu i przeprowadzeniu
eksperymentow, analizie i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu i wynosit
60%.

H2. Zimnoch-Guzowska E, Yin Z, Chrzanowska M, Flis B (2013) Sources and effectiveness
of potato PVY resistance in IHAR’s breeding research. Am. J. Potato Res. 90: 21-27.
(IF20130,951; punkty MNiSzW2013: 30)

MOoj udziat polegatl na zaplanowaniu badan struktury populacji PVY oraz oceny odpornosci
odmian na PVY oraz przygotowaniu manuskryptu podrozdziatow: Structure of PVY Population
in Poland i Evaluation of Potato Cultivars registered in Poland i wynosit 40 %.

H3.Yin Z, Xie F, Michalak K, Pawetkowicz M, Zhang B, Murawska Z, Lebecka R, Zimnoch-
Guzowska E (2017) Potato cultivar Etola exhibits hypersensitive resistance to PVYN™ and
partial resistance to PVY2-NTN and PVYNWi strains and strain-specific alterations of certain
host miRNAs might correlate with symptom severity. Plant Pathol. 66: 539-550.

(IF2017 2,303; punkty MNiSzW2o17: 35)

MJj udzial polegat na stworzeniu koncepcji badan i zaprojektowaniu eksperymentoéw. Ponadto
miatam wiodgcy udzial w przeprowadzeniu badarn molekularnych i biologicznych, analizie i
interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu. Kierowatam projektem naukowym
obejmujgcym badania opisane w tej pracy. Moj udziat w publikacji oceniam na 50%.

H4. Yin Z, Murawska Z, Xie F, Pawetkowicz M, Michalak K, Zhang B, Lebecka R (2018)
microRNA response in potato virus Y infected tobacco shows strain-specificity depending on
host and symptom severity. Virus Res. https://doi.org/10.1016/j.virusres.2018.11.002. (Virus
Res. 2019. 260: 20-32)

(IF2017 2,484; punkty MNiSzWao17: 25)

podano IF z roku 2017, gdyz dane za rok 2018 nie byly jeszcze dostepne

Moj udzial polegal na opracowaniu koncepcji badan, zaprojektowaniu i przeprowadzeniu
eksperymentow, analizie i interpretacji wynikow, przygotowaniu manuskryptu. Kierowatam
projektem naukowym obejmujgcym badania opisane w tej pracy. Moj udzial w publikacji
oceniam na 50%.

H5. Yin Z (2018) Host miRNAs and virus-derived small RNAs in plants infected with certain
potyviruses. In Plant Viruses: Diversity, Interaction and Management, eds. RK Gaur, SMP
Khurana, and Y Dorokhov. Boca Raton, FL: CRC Press. Chapter 17, pp 279-299. (w jez.
angielskim).

(punkty MNiSzW2018: 5)

MOoj udzial polegal na stworzeniu koncepcji napisania rozdziatu oraz przygotowaniu tego
manuskryptu i wynosit 100%.

c) Omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggni¢tych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania


https://doi.org/10.1016/j.virusres.2018.11.002

Krdtkie wprowadzenie

Ziemniak (Solanum tuberosum L.) jest czwartym pod wzgledem znaczenia gatunkiem
rolniczym uprawianym na $wiecie po pszenicy, ryzu i kukurydzy. Polska jest najwigkszym
producentem ziemniakéw w Europie Srodkowo-Wschodniej, ze zbiorem okoto 8 min ton
rocznie (Dzwonkowski, 2018). W 2018 roku statystyczny Polak zjadat 75,2 kg ziemniakow
nieprzetworzonych, co wskazuje na wysokie spozycie ziemniakow w Polsce (Dzwonkowski i
in., 2018). Ziemniak jest rozmnazany wegetatywnie, co powoduje jego tatwiejsze podleganie
infekcjom wirusowym. W Polsce najwigksze znaczenie ekonomiczne w produkcji ziemniaka
ma wirus Y ziemniaka (Potato virus Y, PVY) (Kostiw, 2011). Straty w plonie bulw
powodowane infekcjg PVY sg znaczne, a jako$¢ bulw bywa obnizona poprzez wystepowanie
pierScieniowych nekroz (potato tuber necrotic ringspot disease, PTNRD) wywotywanych
przez szczep PVYNTN (Kehoe i Jones, 2011). PVY jest przenoszony do rosliny przez mszyce
w sposob nietrwaty, w kilka godzin po jego pozyskaniu (Hussain i in., 2016). Takiemu
sposobowi przenoszenia wirusa nie mozna zapobiec przez uzycie $rodkéw chemicznych
przeciw mszycom, poniewaz nie dzialajg wystarczajaco szybko i w odpowiednim momencie.
Hodowla odpornosciowa na choroby wirusowe jest najlepszym sposobem ochrony. Sa dwa
typy odpornosci na PVY w ziemniaku, skrajna (ekstremalna) odpornos¢ (extreme resistance,
ER) i odpornos¢ w oparciu o nadwrazliwo$¢ (hypersensitive resistance, HR) (patrz artykut
przegladowy Valkonnen, 2015). ER hamuje namnazanie wirusa w pierwszych zainfekowanych
komorkach. HR ogranicza wirusa w znekrotyzowanej tkance w miejscu infekcji i zapobiega
rozprzestrzenianiu si¢ wirusa do innych czgsci rosliny. Geny okreslone jako Ry warunkujg ER
przeciwko wszystkim szczepom PVY, podczas gdy geny HR (N) sg szczepowo-specyficzne.

PVY jest zaliczany do 10 najwazniejszych wirusow w molekularnej patologii roslin i
jest typowym przedstawicielem rodzaju Potyvirus (Scholthof i in., 2011). PVY posiada
genomowe, jednoniciowe RNA (ssRNA) o dtugosci ok. 9700 nukleotydow i zasadniczo jest
klasyfikowany w pieciu szczepach, ktore roznig si¢ zdolnoscig do wywotywania HR w
roéznicujacych (indykatorowych) odmianach ziemniaka posiadajacych specyficzne geny HR
(N), np. odmiana King Edward (Nc:ny:nz), odm. Désirée (nc:Ny:nz) i odm. Pentland Ivory
(Nc:Ny:Nz) (Singh i in., 2008). Szczepy PVY, ktore wywotuja HR u form z genami Ny, Nc
oraz Nz s klasyfikowane, odpowiednio, jako szczepy PVY®, PVY® i PVYZ Szczepy PVY,
ktore przetamuja odporno$¢ warunkowang trzema genami HR sa klasyfikowane jako szczepy
nekrotyczne PVYN, jesli powoduja nekrozy nerwéw (veinal necrosis, VN) w liciach tytoniu,
lub PVYE , jesli nie wywotuja VN w tytoniu. Szczepy PVYC, PVY© i PVYZ nie powoduja VN
na tytoniu. Warianty PVY: PVYNW oraz PVYN™ nalezg do szczepu PVYN. PVYNW j
PVYN™ maja genom zrekombinowany pomiedzy genomami PVYN i PVY©. PVYZ-NTN
nalezy do szczepu PVYZ. Na poziomie sekwencji RNA, szczep PVY?4-NTN jest tozsamy ze
szczepem PVYNTN, Oba szczepy PVYN™ i PVYZ-NTN wywotuja pierscieniowe nekrozy na
bulwach (PTNRD) wrazliwych odmian ziemniaka i powodujg spadek jakosci bulw.

Wiedza o mechanizmach obrony roslin przed czynnikami biotycznymi, m.in.
infekcjami wirusowymi, poszerza si¢ po odkryciu genow kodujacych mikroRNA (microRNA,
miRNA). Odkryto je we wszystkich testowanych do tej pory eukariotach. miRNA w r6znych
organizmach sg wysoce konserwatywne. Roslinne miRNA s3 endogennymi niekodujacymi
RNA o dtugosci 20-24 nt, ktore po transkrypcji regulujg ekspresje genu eukariotycznego przez
celowanie w specyficzne mRNA (messenger RNA, mRNA) w celu jego cigcia lub inhibicji
translacji (Bartel, 2004; Voinnet, 2009). Odgrywajg istotne role w rozwoju ro$lin oraz w ich
reakcjach na stresy abiotyczne i biotyczne, zaliczajac do nich m.in. infekcj¢ przez wirusy
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(Jones-Rhoades i in., 2006; Khraiweshi i in., 2012; Jin i in., 2013; Yin i in., 2014 c patrz
Zalacznik 4). Niektore miRNA sg zaangazowane w mechanizm odpornosci na wirusy poprzez
regulacj¢ w roslinach ekspresji genow odpornosci (genéw R), ktore koduja biatka zawierajace
sekwencje wigzania nukleotydow (NBS) i powtdrzenia bogate w leucyne (LRR) (proteins
containing nucleotide binding site and leucine-rich repeat domains, NBS-LRR) (Li i in., 2012;
Shivaprasad i in., 2012).

W napisanym przeze mnie rozdziale ksigzki (H5, punkt 4.b autoreferatu)
podsumowatam, migedzy innymi, znalezione eksperymentalnie miRNA gospodarza i ekspresj¢
ich targetowych mRNA w réznych gatunkach roslin w odpowiedzi na PVY (Tabela 17.2 w
H5).

Cel naukowy

Publikacje naukowe, ktore wchodza w sklad osiggnigcia habilitacyjnego maja
nastgpujace cele badawcze:

(1) monitoring zmian w populacji PVY w uprawach ziemniaka w Polsce i
scharakteryzowanie zidentyfikowanych szczepow tego wirusa (H1 i H2, punkt 4.b
autoreferatu);

(2) ocena odpornosci odmian ziemniaka i ich reakcji na rézne izolaty PVY (H2);

(3) w ramach poznania interakcji PVY — gospodarz, zbadanie profili ekspresyjnych
grupy reagujacych na stres miRNA gospodarza w patosystemach PVY-ziemniak
(H3) oraz PVY-tyton (H4).

Wyniki badan

W publikacji H1, w ktérej jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem, 282
izolaty PVY zostaly scharakteryzowane biologicznie, serologicznie i zakwalifikowane do
szczepéw PVY.

Publikacja H2, w ktorej jestem wspotautorem, opisuje zmiany w populacji PVY w
Polsce oraz przedstawia reakcje odpornosciowg na cztery izolaty PVY 113 odmian ziemniaka.

Wyniki przedstawione w publikacjach H1 i H2 byty uzyskane czg¢$ciowo w ramach
projektu 3-6-00-0-01 (2008-2013) i/lub projektu 3-1-06-0-01 (2008-2013), finansowanych
przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, w ktorych bytam gléwnym wykonawca pracujac
nad kolekcjg wirusowych patogendw ziemniaka oraz monitorujgc wirusy ziemniaka w Polsce
(patrz Zalacznik 4).

Publikacje H3 i H4, w ktorych jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem,
opisuja profile ekspresyjne reagujacych na stres miRNA gospodarza w interakcjach
patosytemow PVY- ziemniak i PVY-tyton; przedstawiaja sekwencje catych genomow trzech
izolatéw PVY oraz ich przynalezno$¢ do szczepow PVY wykonang przy uzyciu réznicujacych
odmian ziemniaka.

Wyniki publikacji H3 i H4 byly uzyskane w trakcie realizacji dwoch projektow,
ktorymi kierowatam, tj. NN310 304439 (2010-2013) finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki oraz Tematu 95 (2015-2017) finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
Wsi (patrz Zalacznik 4).

. Badania patogenu — PVY

1.1 Zmiany w populacji PVY i chrakteryzowanie szczepow PVY wystepujgcych w Polsce



Ostatnie badania wskazuja, ze warianty rekombinantow PVY sg powszechne w
populacjach PVY wystepujacych na ziemniakach na calym $wiecie. W Wielkiej Brytanii
molekularne badanie zroznicowania PVY wykazato, ze 80-90% populacji nalezy do
zrekombinowanej europejskiej grupy PVYN™ (Davie i in., 2017). W Stanach Zjednoczonych
obserwuje si¢ wzrost czestosci wystepowania zrekombinowanych szczepéw PVYNW z mniej
niz 27% w 2011 r. do 53% w 2015 r. (Funke i in., 2017). Historycznie, w Polsce
zidentyfikowano pierwszy izolat PVYNW' (0 nazwie Wi) w zachodniej Polsce w 1984 r. na
ziemniaku odmiany Wilga (Chrzanowska, 1991), a pierwszy izolat PVYN™ (nazwany 12/94)
wykryto na chwytnikowej ro$linie tytoniu wystawionej w upraw¢ ziemniakoéw w Mtochowie
w 1994 r. (Chrzanowska i Doroszewska, 1997). W 2018 r., test na chwytnikowych roslinach
tytoniu w uprawie ziemniakéw w Mlochowie wykazat, ze szczepy PVYNW i pyyNTN
stanowily odpowiednio 59% i 17% populacji PVY (Yin i in., nieopublikowane).

Monitoring populacji PVY w Mlochowie (Srodkowa Polska) prowadzony jest w sposob
ciggly od 1980 roku, a rosliny chwytnikowe tytoniu (odmiany Samsun) w okresie 1980-2010
umieszczane byly na polach ziemniaczanych, przewaznie co drugi rok (H2). Ponadto,
scharakteryzowano serologicznie i biologicznie 282 izolatobw PVY, ktére zebrano z upraw
ziemniakow w potnocnej i centralnej Polsce w latach 1995-2009 (H1). Sposrod tych 282
izolatow PVY, dodatkowo 112 izolatéw zebranych w latach 2006-2009 analizowano za

pomoca tripleksowej, jednoetapowej reakceji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja
(RT-PCR) (H1).

Izolaty PVY zostaly sklasyfikowane w szczepy serologicznie w oparciu o
immunoenzymatyczny test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) z
zastosowaniem  szczepowo-specyficznych  przeciwcial monoklonalnych  (monoclonal
antibodies, mADs) i niespecyficznych przeciwciat (antibody, Ab) oraz w oparciu o symptomy
wywolywane na tytoniu, jako: PVY© (serotyp PVY©, rozjasnienie nerwéw na tytoniu (vein
clearing, VCI), PVYN (serotyp PVYN, nekrozy nerwéw na tytoniu (veinal necrosis, VN), oraz
PVYNW (serotyp PVY®, VN na tytoniu). Izolaty wykazujace pozytywna reakcje na mAb
PVYN byly testowane na wrazliwych odmianach ziemniaka Vital, Igor i Nicola. Izolaty
wywolujace nekrozy na bulwach zostaly sklasyfikowane jako szczep PVYN™, Wszystkie
testowane izolaty PVYN indukowaty objawy PTNRD, co klasyfikowato je do szczepu PVYN™,

Jak pokazano w H2, we wczesnych latach 80-tych XX wieku szczep PVY© stanowit az
85-90% populacji PVY w Polsce, a od 1986 r. jego udziat spadt ponizej 10%. W latach 1984-
2004 szczep PVYNW dominowat w populacji PVY, a nastepnie jego udziat spadt do 32% w
2008. Jednak w roku 2010, PVYNWi powtornie byt forma dominujaca w populacji i stanowit
62 %. Udziat szczepu PVYN™ w populacji PVY stopniowo wzrastal od 1994 roku; w 2004 r.
odnotowano szybki wzrost udziatu PVYN™, Szczep ten osiggnat 66% sktadu populacji PVY
w roku 2008. Wsrdd izolatow testowanych w 2010 roku 14% reagowalo pozytywnie z obu
przeciwciatami monoklonalnymi specyficznymi dla PVYN oraz PVY®, co moze wskazywaé
na wystapienie infekcji mieszanych.

Jak wykazano w publikacji H1, sposrod 282 testowanych izolatow PVY, 144 nalezaty
do szczepu PVYNW 126 do szczepu PVYN™ a 12 izolatéw do szczepu PVY®. Serologiczne i
biologiczne testy 144 izolatow szczepu PVYNWi wykazaty, ze 100 z nich miato oczekiwany
serotyp PVY© z objawami VN na tytoniu, ale 10 izolatow PVYNW wywotywato objawy VCI
na tytoniu. Wszystkie izolaty szczepu PVYN"W! indukowaty silne lokalne zmiany (local lesions,
LL) na Chenopodium amaranticolor. Spoéréd badanych 126 izolatéw szczepu PVYN™N, 76
bylo typowym serotypem PVY" z objawami VN na tytoniu, jednak réznity si¢ reakcjg na C.
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amaranticolor: 13 izolatow nie wywotywalo symptoméw, 23 izolaty indukowaty stabe LL, a
40 izolatow silne LL. Spoéréd 12 badanych izolatow PVY©, 4 izolaty wykazaty oczekiwany
serotyp PVY® w potaczeniu z wywotywaniem objawéw VCI na tytoniu. Pozostate izolaty
PVYNWI PV YNTN czy PVYO byly serotypami PVYN i PVYO lub wykazywaly nieprzewidziane
reakcje serologiczne i biologiczne.

W publikacji H1 ze 112 izolatow testowanych tripleksowym RT-PCR (Rigotti i Gugerli,
2007), 71 izolatéw zostato zidentyfikowanych jako szczep PVYNWi 29 izolatow zaliczono do
szczepu PVYNT™N a 12 izolatéw do szczepu PVY©. Szczep PVY® nie zostat znaleziony.

W naszych badaniach struktury populacji PVY w Mtochowie w latach 2012 1 2014
uzyskano podobne wyniki, tj. dominujacymi szczepami byty PVYNWii pvYNTN (Yin 2017
patrz Zalacznik 4). Ponadto, podobny trend uzyskano w badaniach z lat 2001-2012 z prob
bulw zebranych z ziemniakow produkcyjnych w poéinocne;j i srodkowej Polsce (Yin 2017 patrz
Zalacznik 4)

Podsumowujgc, na podstawie przeprowadzonych badan (H1; H2; Yin 2017 patrz
Zalacznik 4), szczepy zrekombinowane PVYNW'i PVYNN byty dominujace wérod izolatow
infekujacych rosliny ziemniaka w Polsce; réwniez zostaly znalezione w Polsce izolaty
szczepow PVYO, PVYNT™N pvYNWigraz PVYZ-NTN (H1; H3), jak rowniez PVYE (Yiniin.,
nieopublikowane). W Polsce nie znaleziono wsrod izolatow PVY zebranych z ziemniaka
izolatow szczepu PVY®.

Ogolnos$wiatowe rozprzestrzenienie si¢ PVYN™N i PVYNWi zostato wyjasnione przez
ich selektywna przewage nad szczepami rodzicielskimi (Kerlan, 2003/4). Szczepy
zrekombinowane PVYN© (PVYN© jest rowniez znany jako PVY™NW wg. Singh i in. 2008) oraz
PVYN™N byly przenoszone bardziej efektywnie przez Myzus persicae niz szczep PVY©
(Mondal i Gray, 2017). W Polsce stwierdzono, ze transmisyjnos¢ izolatow PVYNTN j Py yN-Wi
przez M. persicae byla wyzsza niz ta dla izolatow PVY© oraz PVYN (Kaliciak i Syller, 2009),
za$ PVYN™ byt przenoszony bardziej efektywnie niz PVYN'W (Kostiw i Trojanowska, 2011).
W odmianach ziemniaka, w ktorych wystepowala reakcja HR na PVY©, przenoszenie wirusa
przez mszyce bylo istotnie zredukowane (Carroll i in., 2016). Ponadto, PVYN™ j pyyN-Wi
moga czesto unika¢ wykrycia w trakcie wizualnej oceny w ramach certyfikowanej produkcji
nasiennej z powodu stabych symptoméw porazenia na roslinach ziemniaka (Kerlan, 2003/4).
To jest wazne stwierdzenie dla polskich izolatow PVYNW, ktére wydaja sie by¢ stabo
skuteczne wzgledem wigkszosci odmian 1 wywotuja stabe objawy mozaiki, co powoduje
znaczne utrudnienie w wykonaniu selekcji negatywnej w trakcie wegetacji roslin na pola
nasiennych (Chrzanowska, 1994).

1.2 Charakteryzowanie trzech izolatbw PVY 1z wykorzystaniem odmian
indykatorowych ziemniaka, roslin testowych tytoniu oraz wykonanie sekwencjonowania
calego genomu

Trzy izolaty PVY: PVY-3202, PVY-3303 i PVY-3411 zostaly wybrane do oceny na
odmianach indykatorowych ziemniaka (H3). Izolaty te nie indukowaty nekrotycznej reakcji
(HR) na inokulowanych lisciach odmian ziemniaka King Edward, Désirée i Pentland Ivory.
Wyjatek stanowit izolat PVY-3303, ktory indukowat HR na lisciach inokulowanych oraz
dodatkowo na nieinokulowanych lisciach powyzej lisci inokulowanych odmiany Pentland
Ivory, wywolujac systemiczng odporno$¢ w oparciu o nadwrazliwos¢ (systemic hypersensitive
resistance, SHR). Badane trzy izolaty powodowaty silne mozaiki i deformacje lisci w odm.

7



King Edward, tagodne mozaiki w odm. Désirée oraz silne mozaiki w odm. Pentland Ivory w
nieinokulowanych, wyzszych lisciach. Testem ELISA potwierdzono infekcje systemiczng
trzech odmian izolatami PVY-3202, PVY-3303 i PVY-3411, wskazujaca na przetamanie
genow odpornosci Ny, Nc i Nz.

Tyton (Nicotiana tabacum L.) jest powszechnie stosowang rosling testowg w
diagnostyce wirusow i jest rosling gospodarzem dla PVY. Badane trzy izolaty byty testowane
na tytoniu odm. Samsun. lzolaty PVY-3202, PVY-3411 i PVY-3303 powodowaly na tytoniu
odpowiednio, silne VN (nekrozy nerwéw), tagodne VN, i tagodniejsze VCI (rozjasnienie
nerwow) (tj. brak VN) (H3; H4).

Badania multipleksowym RT-PCR izolatdw PVY-3202, PVY-3303 i PVY-3411
zaklasyfikowato je do PVYN™N (typ B), PVYN™N (typ A) and PVYNW (typ B), odpowiednio.
(Lorenzen i in., 2006; Chikh-Ali i in., 2010) (H3).

Trzy izolaty PVY-3202, PVY-3303 i PVY-3411 zostaly zsekwencjonowane (H3).
Drzewo filogenetyczne calego genomu skladajace si¢ z trzech wymienionych izolatéw i
dodatkowo 68 izolatow wybranych z bazy NCBI GenBank sugeruje, ze PVY-3202, PVY-3303
oraz PVY-3411 wystapily w skupieniach wraz z izolatami, odpowiednio: PVYN™N (typ B),
PVYN™N (typ A) oraz PVYNO/PVYNWi Numery akcesyjne w NCBI GenBank dla izolatow
PVY-3202, PVY-3303 oraz PVY-3411 sa nastepujace KX356068, KX356069 i KX356070,
odpowiednio.

Podsumowujac, klasyfikowanie szczepdw trzech charakteryzowanych izolatow
opierato si¢ o ich cechy biologiczne i sekwencje genomu. Izolaty PVY-3202 oraz PVY-3411,
ktore przetamaty odpornos¢ HR warunkowang genami Ny, Nc i Nz wystepujacymi w
odmianach indykatorowych oraz indukowaly VN w tytoniu, zostaly sklasyfikowane jako
szczep PVYN wedtug Singh i in. (2008). Multipleksowy RT-PCR i sekwencjonowanie catego
genomu tych izolatow pozwolit na sklasyfikowanie PVY-3202 i PVY-3411 jako szczepdw
zrekombinowanych PVYN™ odpowiednio: (PVYN™ typ B) oraz PVYNW (PVYNW typ B).
Zaréwno PVYN™N jak i PVYNWi 53 wariantami szczepu PVYN (Singh i in., 2008). Izolat PV'Y-
3303 wyraznie wywotywal HR w odm. Pentland Ivory posiadajacej gen Nz (aczkolwiek
oporno$¢ ta nie byta na tyle silna aby zlokalizowa¢ wirusa w miejscu infekcji) oraz nie
indukowat VN a wywotywat jedynie VCI na tytoniu. Dlatego PVY-3303 jest zaliczony do
szczepu PVY? wg. Singh i in., (2008). Dodatkowo, izolat PVY-3303 indukowat objawy
PTNRD w bulwach odm. Etola, co spowodowato, ze zostal nastepnie sklasyfikowany jako
szczep PVY4NTN. Ponadto, multipleksowy RT-PCR oraz sekwencja catego genomu
potwierdzity, Ze na poziomie RNA PVY-3303 jest klasyfikowany jako szczep PVYNTN
(PVYN™N typ A).

1.3 Poréwnanie HC-Pro w trzech izolatach PVY

Pomocniczy komponent proteinazy (Helper component proteinase, HC-Pro) z rodziny
Potyviridae, w tym réwniez w szczepach PVY, jest niezb¢dnym i wielofunkcyjnym biatkiem,
zaangazowanym w infekcj¢ wirusowg (przenoszenie si¢ z rosliny na rosling, ruch wiruséw na
duze odleglosci i rozwdj objawdw choroby u gospodarza) oraz, m. in., w reakcje obronne roslin
oraz thumienie wyciszania RNA (Valli i in., 2018).

Dlatego porownalismy sekwencje aminokwasow (aa) i przewidywang trojwymiarowg
(three-dimensional, 3D) struktur¢ HC-Pro z trzech izolatébw PVY: PVY-3202, PVY-3303 i
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PVY-3411 (H4). Numeracja aminokwasow PVY HC-Pro jest oparta na miejscu cigcia P1/HC-
Pro wyznaczonym przez poréwnanie duzej liczby genoméw potywirusow (Adams i in., 2005).
Jest to dziewie¢ reszt w dot od pierwszej pozycji aminokwasu, uzytej do numeracji reszt
aminokwasowych okreslonych przez Tribodet i in. (2005) i Hu i in. (2009) i jest porownywalna
z numeracjg stosowang przez Tian i Valkonena (2013).

Pig¢ reszt aa roznito si¢ pomigdzy HC-Pro w trzech izolatach (H4) nastepujaco:

(1) Hrsjest obecny we wszystkich trzech izolatach, jednak Hzz w PVY-3303 jest kodowany
przez kodon CAY (nt 1228-1230, Y = C + T) i zarowno CAC jak i CAT koduja reszte
H. Hzz w PVY-3303 reprezentuje przyklad synonimicznych polimorfizméw
pojedynczego nukleotydu (single nucleotide polymorphism, SNP). W tym przypadku
na poziomie RNA wystgpita zmiana pojedynczego nukleotydu tylko w niektorych
czasteczkach RNA, co spowodowato powstanie dwoch typow czasteczek RNA. Dwa
nukleotydy, tj. C lub T, w pozycji nt 1230, nie powodowaty zmian kodowanych
aminokwasOw na poziomie bialka. Ostatecznie te dwa typy czasteczek RNA ulegly
translacji dajac to samo biatko.

(2) Innym przyktadem synonimicznych SNP jest Sszs W Szczepie PVY-3411.

(3) Migjsce X252 w PVY-3303 jest reprezentowane przez dwa aminokwasy lzs2 i Vs, ktore
rozni si¢ od Ios2 W szczepach PVY-3202 i PVY-3411. Xosp (252 1 V252) W pozycji 252
jest kodowany przez kodon RTT (nt 1765 -1767, R = A + G), a kody genetyczne ATT
i GTT koduja odpowiednio aminokwasy 1 i V. IV reprezentuje przyktad
polimorfizmu pojedynczego aminokwasu (single amino acid polymorphism, SAP),
znanych takze jako niesynonimiczne polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (non-
synonymous single nucleotide polymorphism, nsSNP) (Huang i in., 2012). W takim
przypadku, na poziomie RNA, zmiana pojedynczego nukleotydu wystepuje tylko w
niektorych czasteczkach RNA, w wyniku czego powstaja dwa typy czasteczek RNA.
Dwa nukleotydy, tj. A 1 G, ktére wystepuja w pozycji nt 1765, rzeczywiscie powoduja
zmiany w kodowanych aa i daja dwa r6zne aminokwasy. Podsumowujac, te dwa typy
RNA ulegly translacji 1 powstaja z nich dwa typy bialek. Z tych dwoch reszt
aminokwasowych aa, wystepowanie I»s2 jest specyficzne dla szczepu PVYN, ktory
przetamuje gen HR ziemniaka Ny rozpoznajacy szczepy PVY©, podczas gdy Vzs, jest
specyficznym zapisem dla PVY©, ktory indukuje gen HR Ny w ziemniaku (Tian i
Valkonen, 2013).

(4) Rar2 w PVY-3303 rozni si¢ od Qa2 W PVY-3202 i PVY-3411. Pojedyncza zmiana
nukleotydu (Az242 na G2246) powoduje pojedynczg zmiang w aa (Qa12 Na Ra12).

(5) N2es W PVY-3411 rozni si¢ od K2sz W PVY-3202 i PVY-3303. Pojedyncza zmiana
nukleotydow (Gi7es6 na Ti796) spowodowala pojedynczg zmiang w sekwencji
aminokwasow (K263 Nna Nas3).

Niektore inne konserwatywne motywy byly obecne w HC-Pro we wszystkich trzech
izolatach (H4), w tym:

* Sze$é podobnych do PVYN reszt aminokwasowych potrzebnych do indukcji VN w

tytoniu (Tribodet i in., 2005; Faurez i in., 2012; Tian i Valkonen 2015)

* Motyw FRNK (aa 179-182), prawdopodobny punkt kontaktu z matymi interferujagcymi

RNA (small interfering RNA, siRNA) i dupleks miRNA (Shiboleth i in., 2007)

* Motywy RNA wigzace RNP-2 (IGN) (aa 246-251), RNP-1 (aa 282-289) i motyw CCCT

(aa 290-293) zwigzane z dtugodystansowym przemieszczaniem wirusa (Cronin i in., 1995;

Maia i in., 1996; Urcuqui-Inchima i in., 2000)



 Osiem specyficznych dla PVYN aminokwaséw, ktére przetamuja odpornos¢ HR
ziemniaka Nyuwr rozpoznajacy szczepy PVY© (Tian i Valkonen, 2013), z wyjatkiem SAP
l252V w PVY-3303.

Modelowanie struktury 3D HC-Pro w trzech izolatach przeprowadzono za pomocg
serwera WWW I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (H4).

Pie¢ reszt aminokwasowych, ktore r6znig si¢ pomi¢dzy HC-Pro w trzech izolatach, tj.
SNP Hz7s, SAP l25,V, substytucje Rs12Q, N2e3sK i SNP S434, nie powodowaty zmian w strukturze
3D badanych biatek (H4). W przypadku PVY-3303 HC-Pro analizowano dwa warianty, HC-
Pro lzs2 i HC-Pro Vas,. Przewidywana struktura 3D PVY-3303 HC-Pro I2s2 | HC-Pro V25, byta
taka sama.

Zachowane motywy RNP-1, CCCT i IGN w RNP-2 (LAIGNL) znajdowaly si¢ w tej
samej strukturze biatka HC-Pro w badanych szczepach PVY-3202, PVY-3303 i PVY-3411.

Roéznice w strukturze 3D wykryto tylko w HC-Pro w izolacie PVY-3411 (H4). W
przypadku PVY-3411 HC-Pro, aminokwas Mi7, byt w strukturze zwinigtej, L23s W sekwencji
tancucha i T243 W strukturze zwinietej; natomiast te dla PVY-3202 i PVY-3303 znajduja si¢
odpowiednio w strukturach helisy, zwiniecie, i fancuch.

Podsumowujac, izolat PVY?4-NTN o nazwie PVY-3303 zidentyfikowany w naszych
analizach jest pierwszym opisanym tego typu w Europie (H3) i w prezentowanej pracy
wykazano mozliwos¢ istnienia nowych elementow genetycznych zwigzanych z utratg VN w
tytoniu (H4). Wczesniej zostal scharakteryzowany izolat PVY4-NTN o nazwie L26 infekujacy
ziemniaki w USA (Hu i in., 2009; Kerlan i in., 2011). Wielokrotne dopasowanie sekwencji
catego genomu L26 z innymi izolatami PVYN™ ktére powoduja VN w tytoniu, sugerowalo,
ze pojedyncza zmiana (D1gs Na Gi9s) w biatku HC-Pro w izolacie L26 koreluje z utrata VN w
tytoniu (Hu i in., 2009). Jednak w HC-Pro w szczepie PVY-3303, ktory zostal przez nas
zidentyfikowany (H4) obecny jest aminokwas D1gs, co wskazuje, Ze genetyczna determinacja
VN 1PVY w tytoniu jest zlozona 1 moze obejmowac rowniez inne elementy (zidentyfikowane
mozliwe inne elementy sg opisane szczegétowo w punkt 4c 111.8 autoreferatu "Mozliwy udziat
biatka HC-Pro PVY w rozwoju objawow i odpowiedzi obronnej').

Ponadto, zgodnie z moja wiedza, mimo iz SNP byly stosowane jako markery do
genotypowania i rozrézniania szczepow PVY (PVY©C, PVYN, PVYN™N j pvYNW (Jacqcot i
in., 2005; Rolland 1 in., 2008; Rupar 1 in., 2013), zrd6znicowanie typu SAP znalezione W
pojedynczym izolacie nie zostaty wczesniej opublikowane. Quasi gatunkowa natura wirusow
RNA jest dobrze znana i odnosi si¢ do faktu, ze pojedynczy izolat wirusa nie zawiera tej samej
sekwencji nukleotydowej, ale sktada sie ze z r6znych mutantow (Domingo i in., 2012).

|.4 Podsumowanie badan szczepow PVY

1. PVYNW (od 1984 r) i PVYN™N (od 1994 r.) byly glownymi szczepami
zakazajacymi ziemniaki jadalne w Polsce. (H1; H2)

2. Cate genomy trzech izolatéw reprezentujgcych PVYN™N PVYN-Wi j pyyZNTN
zostaly zsekwencjonowane. (H3)

3. Unikalny szczep PVY?4-NTN jest pierwszym tego typu gatunkiem opisanym w
Europie. (H3)
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4. Mutacje np. SNP, SAP, substytucje aminokwaséw 1 roéznice w przewidywanej
strukturze 3D, znaleziono w supresorze wyciszania RNA (RNA silencing
suppressor, RSS) PVY HC-Pro w trzech zsekwencjonowanych izolatach w H3.
(H4)

5. Znaleziono domniemane, nowe elementy genetyczne w HC-Pro, ktére moga by¢
zwigzane z VN w tytoniu. (H4)

I1. Badania gospodarza — ziemniaka i tytoniu
1.1 Ocena odpornosci odmian ziemniaka oraz ich reakcji na izolaty PVY

Oceniono odporno$¢ i reakcje na PVY 113 odmian ziemniaka z grupy 133 odmian
zarejestrownych w Polsce w 2009 roku (H2). Dla grupy 113 odmian poziom odporno$ci na
PVY byt oceniony w testach polowych, w skali 1-9, gdzie 1 znaczy podatny a 9 skrajnie
(ekstremalnie) odporny. Ponadto, oceniano reakcje¢ odpornosciowg tych odmian na cztery
izolaty PVY w warunkach szklarniowych po mechanicznej inokulacji. Zastosowano do
inokulacji nastepujace izolaty: izolat LW (szczep PVY® wprowadzony do kolekcji w 1970r.,
numer akcesyjny w NCBI GenBank AJ890349), izolat Ny (szczep PVYN pochodzacy z 1974r.,
numer akcesyjny FJ666337), izolat Wi (szczep PVYNW' wprowadzony do kolekcji w 1984,
EF558545) oraz izolat 12/94 (szczep PVYN™ pochodzacy z 1994 r., AJ889866). Badane
odmiany zostaty sklasyfikowane na podstawie procentu porazonych roslin, objawdéw porazenia
i wynikow testu ELISA na 5 klas: (1) ER; (2) HR; (3) stosunkowo odporne (R); (4)
umiarkowanie odporne (mR); (5) podatne (S). Wsrdd 113 ocenianych odmian, 45 odmian byto
odporne na wszystkie cztery izolaty (tj., 23 ER, 11 HR i 11 R lub mR) a 24 odmiany byty
podatne na wszystkie izolaty. Ponadto, 44 odmiany byty odporne (R lub mR) na pewne izolaty
a podatne na inne izolaty. Odmiany o zr6znicowanej podatnosci na izolaty PVY, w wiekszos$ci
byty bardziej podatne na izolaty Wi oraz 12/94, niz na starsze izolaty LW i Ny.

11.2  Szczepowo-specyficzna odpornosé na PVY typu HR w odmianie Etola

Polska odmiana ziemniaka Etola zarejestrowana w 2009 roku, miata ocen¢ odpornosci
na PVY wynoszacg 5-6 stopnia w skali 9 stopniowej, gdzie 9 znaczy ER. W trakcie kilku lat
prowadzonej przez nas oceny odpornosci tej odmiany w warunkach szklarniowych, odm. Etola
wykazata HR na izolat PVYN™, natomiast byta tylko czesciowo odporna lub podatna na kilka
innych izolatow. Dlatego zbadaliSmy w tej odmianie typy reakcji na trzy ostatnio
zsekwencjonowane przez nas izolaty tj. PVY-3411 (PVYNW), PVY-3303 (PVY2-NTN) oraz
PVY-3202 (PVYNTN) (H3).

Odmiana Etola wykazata reakcje HR na izolat PVY-3202 (PVYN™) (H3).Ten izolat
powodowat HR, tj. reakcje nekrotyczne w inokulowanych lisciach. Jednak w goérnych,
nieinokulowanych lisciach nie wystapity objawy infekcji 1 nie stwierdzono obecnosci wirusa
w oparciu 0 wyniki testu ELISA. Ponadto, nie stwierdzono akumulacji wirusowego HC-Pro
RNA w nieinokulowanych gérnych li§ciach, co dodatkowo potwierdzito brak systemicznego
namnazania wirusa w ros§linach odm. Etola inokulowanych PVY-3202.

Odmiana Etola wykazuje roézny poziom czgéciowej odpornosci HR na izolaty PVYNW
oraz PVY?-NTN (H3). lzolat PVY-3411 (PVYNW) oraz izolat PVY-3303 (PVY?-NTN)
powodowaty HR i/lub VN w lisciach inokulowanych, ale w mniejszym stopniu niz to
powodowat izolat PVY-3202. Jednak odporno$¢ odm. Etola nie byta na tyle wysoka, aby
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wystapita lokalizacja wirusa w miejscach inokulacji. Wirus przeniost si¢ do nieinokulowanych
gornych lisci powodujac systemiczng odpornos¢ w oparciu o nadwrazliwos¢ (SHR),
nekrotyczne reakcje w tych lisciach oraz wystgpienie objawdw, takich jak silna SHR, silna
mozaika i silna nekrotyzacja nerwéw VN powodowana przez PVY-3411, tagodna SHR i
tagodne VN powodowane przez PVY-3303 (H3). lzolat PVY-3411 rozprzestrzenia si¢ i
akumuluje szybciej wykazujac relatywnie wiecej biatka ptaszcza (coat protein, CP) wirusa
oraz wigcej HC-Pro RNA niz izolat PVY-3303.

Do dzi$ zostato zidentyfikowane szereg gendw odpornosci HR (N): Nywr na szczep
PVY®, Ncir oraz Ncspi na szczep PVYC, Nzwr na szczep PVY# oraz Nd na nowo zdefiniowany
szczep PVYP (Singh i in., 2008; Moury i in., 2011; Tian i Valkonen, 2013; Chikh-Ali i in.,
2014; Kehoe i1 Jones, 2016). Rowley i in. (2015) zaproponowali obecno$¢ trzech nowych
domniemanych genéw HR (N), tj. Nw warunkujacego odporno$¢ na PVYNW Nne
warunkujacego odpornoéé na PVY-NE11 oraz genu Ne odpornoéci na PVYE, ktore moga
warunkowa¢ odpornos¢ na wiele szczepow PVY w odmianie Yukon Gem z USA.

W badaniu odm. Etola reprezentuje nowe, szczepowo-specyficzne zrodlo opornosci
przeciwko trzem szczepom PVY (H3). W konkluzji stwierdzamy, ze odm. Etola posiada gen
Nz, ktdry jest uruchamiany przez nowozidentyfikowany szczep PVY4-NTN (izolat PVY-3303)
i zapewnia catkowitg odporno$¢ na zrekombinowany szczep PVYNTN oraz rézny poziom
odpornosci cze$ciowej na zrekombinowane szczepy PVYZ-NTN i PVYNWi,

1.3 Podsumowanie badan odmian ziemniaka i tytoniu jako gospodarzy PVY

1. Odmiany ziemniaka roznig si¢ w reakcji odpornosciowej na PVY. (H2)
2. Odmiana ziemniaka Etola, opisana w omdwionych badaniach, reprezentuje nowe
zrédto odpornosci na PVY dostepne w ziemniaku (H3)
3. Odm. Etola posiada migdzy innymi gen Nz , ktory warunkuje HR przeciwko wielu
szczepom (H3):
HR na PVYN™N brak objawow
Czesciowa HR na PVYNW silne objawy
Czeéciowa HR na PVY?-NTN, stabe objawy
4. Tyton odm. Samsun wykazuje szczepowo-specyficzne objawy po infekcji roznymi
szczepami PVY (H4) (patrz 4.c 1.2 autoreferatu):
Silne VN na PVYNTN
Fagodne VN na PVYNW!
Fagodniejsze VCl na PVY4-NTN.

I11. Badanie interakcji gospodarz — wirus Y ziemniaka, PVY

I11.1 Interakcja gospodarz — wirus Y ziemniaka 7 uwzglednieniem roli czgsteczek miRNA
- hipoteza

Nasze odkrycia sugeruja, ze ten sam gospodarz moze wykazywac rozne reakcje
na poszczegolne szczepy PVY. Dlatego dalsze badania koncentruja si¢ na swoistej interakcji
szczepOw PVY-gospodarza, oraz roli czasteczek miRNA. Hipoteza jest taka, ze u gospodarza
o takim samym podtozu genetycznym, rézne szczepy PVY moga powodowaé zmiany w
badanych aspektach molekularnych, np. ekspresji miRNA; ktéra moglaby ulega¢ zmianom w
zalezno$ci od porazenia specyficznym szczepem.
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Do badan uzyto dwoch gospodarzy, tj. ziemniaka odm. Etola wykazujacej
odpornos¢ w oparciu 0 nadwrazliwosé¢ specyficzng wzglgdem szczepu i tytoniu odm. Samsun
wykazujacej objawy swoiste dla szczepu PVY. Wykorzystano trzy szczepy PVY, tj. szczep
PVYNTN reprezentowany przez izolat PVY-3202, szczep PVYNWi reprezentowany przez izolat
PVY-3411 i szczep PVY?4-NTN reprezentowany przez izolat PVY-3303. Przeanalizowali$my
grupe czasteczek miRNA, ktdre sg powigzane z odpowiedzig na stres: 10 miRNA i 14 mRNA
w interakcjach PVY-ziemniak, 26 miRNA i 23 mRNA w interakcji PVY -tyton.

I11.2 Specyficzna dla szczepu zmiana miRNA i ich czgsteczek docelowych w
inokulowanym PVY ziemniaku odmiany Etola

W interakcji PVY-ziemniak, zbadane czasteczki miRNA 1 czgsteczki docelowe
wykazaly specyficzng dla szczepu zmiang poziomu ekspresji w odpowiedzi typu HR i
czesciowy reakcje HR i1 byly powigzane z nasileniem objawow (patrz punkt 4.c 111.7) i
poziomem RNA HC-Pro (patrz punkt 4.c 111.6 autoreferatu) (H3; Tabela 1).

W nieinokulowanych gérnych lisciach, ekspresja zbadanych czgsteczek miRNA i ich
czasteczek docelowych mRNA ulegta zmianie w roslinach odm. Etola zakazonych izolatem
PVY-3411 (PVYNW), ktory spowodowat silne objawy wystepujace na lisciach (H3). Jednak
w roélinach zakazonych izolatem PVY-3303 (PVY?2-NTN), ktére wykazywaty tagodne objawy
oraz w tych inokulowanych izolatem PVY-3202 (PVYN™), ktére nie podlegaty infekcji (brak
objawoOw), poziom ekspresji tego samego zestawu miRNA i czagsteczek docelowych mRNA
pozostal niezmieniony. W roslinach zakazonych wirusem PVY-3411 wzrost ekspresji stu-
miR162, stu-miR168a i miR172e, wraz ze wzrostem ekspresji ich czasteczek docelowych, tj.,
odpowiednio, AGO1-2, DCL1 i TOES3, korelowal z wysoka zawartoscia HC-Pro RNA
kodujacego RSS, a to z kolei moze by¢ skorelowane z silnymi objawami porazenia
wystepujacymi na lisciach ro$lin porazonych. Ponadto, porazenie izolatem PVY-3411
powodowato rowniez wzrost ekspresji czasteczek: stu-miR482 i ich docelowych mRNA Gpa2
i CC-NBS-LRR, ktore biorg udzial w odpowiedzi obronnej (H3).

Pelny opis nazw genéw AGO1-2, DCL1, TOE3, Gpa2 i CC-NBS-LRR znajduje si¢ w
sekcji "Skroty"

Niedawno Kriznik i in. (2017) badali role matych RNA, w tym miRNA w reakcji
tolerancji ziemniaka odm. Désirée na zakazenie szczepem PVYN™ w inokulowanych lisciach,
3 dpi, zanim wirus zostanie wykryty. Wykazano zahamowanie przekazu sygnalnego giberelin
przez miR167, regulacje transkryptow receptoréw immunologicznych przez miR6022, jak
réwniez wzrost ekspresji czasteczek miR164, miR167, miR169, miR171, miR319, miR390 i
miR393 w reakcji tolerancji odm. Désirée (Kriznik 1 in., 2017). Jednak nasze badania
dostarczyly pierwszy przyklad specyficznej dla szczepu modyfikacji zestawu miRNA
gospodarza i ich czasteczek docelowych w interakcji odpornosciowej ziemniak-PVY (H3).
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Tabela 1
Czasteczki miRNA oraz ich sekwencje mRNA docelowe , ktore wykazaly zmiany ekspresji w roslinach gospodarza podczas
interakcji PVY-ziemniak i PVY-tyton (H3; H4)

Gospodarz  PVY Silny lub Odpowiedz Objawy na HC-Pro  miRNAs/zmiana targetu
szczep? lagodny obronna gospodarzu RNA
szczep dla  gospodarza poziom " jczba  Zmiana
danego (REL)  genéw  ekspresji
gospodarza
Ziemiak PVYNTN Brak HR brak 0 0 nc
odm. Etola infekcji
PVYN-Wi Silny czesciowa HR  silne SHR 5.18 13 11.4-5.7
szczep silna mozaika
silna VN
PVYZNTN  Lagodny czgsciowa HR  tagodna SHR 0.13 1 13.0
szczep fagodna VN
Tytofi odm.  PVYNTN Silny nieefektywna  silna VN 85 31 1 1.4-38 (76%)
Samsun szczep HR 1 0.09-0.6
PVYN-Wi Silny nieefektywna  Lagodna VN 94 29 1 1.5-24 (71%)
szczep HR 1 0.18-0.7
PVYZNTN Lagodny nieznany utrata VN 40 9 11.7-3.4 (39%)
szczep (tagodna VCI) 1 0.3-0.7

PV YNTN pyYN-Wi i P\/YZ.NTN szczepy pochodzity z izolatéw PVY-3202, PVY-3411 i PVY-3303.
bNajwyzsza indukcja ekspresji miRNA, miR482.

Zmiana ekspresji: krotno$¢ zmiany relatywnej ekspresji w infekowanych rodlinach wirusem PVY w korelacji z ro$linami nie
inokulowanymi wirusem, lecz kontrolg z woda (Mock-inoculated)

HR: (hypersensitive resistance) odporno$¢ w oparciu o reakcj¢ HR, np. nekroza na inokulowanych li§ciach
REL (Relative expression level): relatywny poziom ekspresji genu, po normalizacji z genem referencyjnym
SHR: systemowa HR, nekroza w nieinokulowanych gornych lisciach

VCI: rozjasnienie nerwow

VN: nekrozy nerwow.

1: wzrost ekspresji

1: spadek ekspresji

1.3 Zaleine od szczepu zmiany ekspresji czgsteczek miRNA i ich czgsteczek
docelowych w roslinach tytoniu cv. Samsun zakazonych PVY

W artykule H4 dostarczono pierwszych informacji na temat wplywu roznych
szczepéw PVY na réwnowage czasteczek miRNA w tytoniu odmiany odm. Samsun (H4).
Obserwowana specyfika zmian miRNA i czasteczek docelowych, w zaleznosci od szczepow
wirusa, korespondowata z nasileniem objawow na roslinie (patrz punkt 4.c 111.7) i poziomami
ekspresji wirusowego HC-Pro RNA (patrz punkt 4.c 111.6 autoreferatu) (H4; Tabela 1).

W interakcji PVY-tyton szczepy PVYN™ (PVY-3202) i PVYNW (PVY-3411)
powodowaty odpowiednio: silng i tagodng VN w gornych nieinokulowanych lisciach tytoniu,
podczas gdy szczep PVY4-NTN (PVY-3303) indukowal tagodniejsza odpowiedz VCI1 (H4).
Obecnosé 18 z 26 badanych miRNA wzrosta po infekcji przez silne szczepy PVYN™ i PVYN-
Wi Ekspresja grupy transkryptow zwiazanych z reakcja obronna wzrosta, natomiast spadta tych
czasteczek mRNA, ktore wykazaly powigzania z regulacjg transkrypcji, fosforylacjg biatek 1
roznicowaniem komorek (H4). Inokulacja tagodnym szczepem PVYZ-NTN spowodowata
wzrost ekspresji tylko trzech przetestowanych miRNA. Testowany zestaw czasteczek miRNA
i ich czasteczek docelowych, ulegal zmianom ekspresji po inokulacji szczepami PVYNTN j
PVYNW lub przez wszystkie trzy szczepy, ale najsilniejszy szczep PVYN™ powodowat
rowniez najwieksze zmiany w poziomach ekspresji w poréwnaniu do silnego szczepu PVYN-
Wi tagodnego PVYZ-NTN.
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Roslinne miRNA poprzez komplementarno$¢, dokladnie lub prawie dokladnie
wychwytuja swoje czasteczki docelowe mRNA doprowadzajac do ich trawienia 1 degradacji
(Bartel, 2004). Tak wigec, miRNA 1 ich targety zasadniczo wykazuja wzajemnie
antagonistyczne poziomy ekspresji w roslinach zakazonych wirusami (Naqvi 1 in., 2010).
Jednak réwnolegly wzrost ekspresji docelowych mRNA i odpowiadajacych im czasteczek
miRNA, byt czgsto obserwowany w roslinach zakazonych wirusem, ale w pdzniejszym etapie
infekcji. Rowniez w pdzniejszym etapie infekcji, biatka wirusowe, np. RSS, moga wpltywac
hamujaco na aktywno$¢ miRNA. Na przyklad, potywirus P1/HC-Pro, RSS, ktory ulegat
ekspresji w transgenicznych roslinach Arabidopsis, wyraznie hamowal zmiany w
przeksztatceniu miRNA*, co sugeruje hamowanie odwijanie miRNA / miRNA * i thumienie
zespotu kompleksu wyciszajacego RNA (RISC) (Chapman i in., 2004). Wirus mozaiki rzepy
(Turnip mosaic virus, TuMV) i kodowane przez niego RSS P1/HC-Pro u Arabidopsis zaktocaty
aktywno§¢ miR171, ktory kieruje cieciem i degradacja kilku mRNA kodujacych czynniki
transkrypcyjne typu Scarecrow, hamujac ich funkcje nukleolityczng (Kasschau i in., 2003).

Zestaw czasteczek MIRNA ulegajacych zmianie po infekcji tytoniu wirusem PVY,
zidentyfikowanych w tej pracy, zalicza si¢ do tych miRNA, ktore uwazane sg za biorace udziat
w odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne, np. u tytoniu zakazonego wirusem mozaiki
tytoniu (Tobacco mosaic virus, TMV) (Bazzini i in., 2011; Khraiwesh i in., 2012). Uzyskane
przeze mnie dane (H4) potwierdzaja wzrost ekspresji czasteczek nta-miR159, nta-miR319 i
nta-miR 166 w roslinach tytoniu infekowanych PVYN (Guo i in., 2017).

W prezentowanej pracy (H4) zaobserwowano wzmozong ekspresje czasteczek nta-
miR172, nta-miR390, nta-miR6025 i nta-miR6164 w roélinach tytoniu infekowanych PVYNTN
i PVYNWia ekspresja tych samych czasteczek miRNA ulegata zmniejszonej ekspresji w
tytoniu po infekcji wirusem PVYN, jak wykazat to Guo i in. (2017), Moze to wskazywaé na
specyficzny wplyw szczepu na ekspresje konkretnych miRNA gospodarza. Podobnie,
ekspresja czasteczki nta-miR396b byta zwigkszona, a nta-miR164 byta obnizona w tytoniu
zakazonym PVYN (Guo i in., 2017), natomiast poziomy ekspresji pozostaty niezmienne w
naszych badaniach u tytoniu zakazonego PVYN™, PVYNWijyb PVYZ-NTN (H4).

111.4 Zalezna od gospodarza, specyficzna dla szczepu PVY zmiana ekspresji miRNA

Kolejne prace dostarczyly dodatkowych dowodéw na to, ze specyficzna dla szczepu
wirusa zmiana ekspresji miRNA zalezy rowniez od gospodarza (H3; H4).

Ten sam szczep PVY, ktory u jednego gospodarza spowodowat powazne objawy 1
zmiany w poziomach ekspresji miRNA, w innym gospodarzu nie wywolywat objawow ani
zmienionej ekspresji miRNA, np. u tytoniu zakazonego PVYN™ wystgpita nieefektywna HR,
silne VN i zmiana w poziomie ekspresji miRNA. Natomiast w ziemniaku inokulowanym
szczepem PVYN™ odmiany Etola wykazano pelne HR, brak objawéw i brak zmienionej
ekspresji miRNA (H3; H4; Tabela 1).

Z drugiej strony, rdzne lub tez te same szczepy, powodujace silne objawy u ré6znych
gospodarzy, mogg prowadzi¢ do zmian miRNA co zaobserwowano, np. w ziemniaku odmiany
Etola zakazonym PVYNW wykryto czesciowa HR z silng mozaika, silng reakcje VN i silng
SHR oraz np. w tytoniu zakazonym PVYN™ Jub PVYNW wykazujacym nieefektywna HR z
silng reakcja VN (H3; H4; Tabela 1).
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I11.5 Specyficzna dla szczepu PVY zmiana poziomu ekspresji miRNA gospdarza
jest zwigzana 7 odpowiedzig obronng

W interakcji PVY-Etola, w ro$linach ziemniaka zarazonych wirusem PVYNW
wystepuja zmienione, swoiste dla szczepu czasteczki miRNA 1 jest to skorelowane z
cze$ciowym HR i silnymi objawami (H3).

W interakcji PVY-tyton w tytoniu porazonym PVYN™ i PVYNW \wystepuja zmiany
czasteczek miRNA, zalezne od szczepu wywolujacego nekrozy nerwow VN (H4).

Ostatnie odkrycia Michel i in. (2018) sugeruja, ze w tytoniu indukowana przez wirus
PVYN odpowiedz VN prawdopodobnie jest skorelowana z nieefektywna odpowiedzia obronna
i cechami podobnymi do HR.

W oparciu 0 dane uzyskane w pracach H3 i H4, mozna wnioskowa¢, ze specyficzna
wzgledem szczepu, zmiana poziomu ekspresji badanych miRNA gospodarza zaréwno w
oddzialywaniu PVY-ziemniaka, jak i PVY-tytoniu pociaga za sobg odpowiedz HR.

I11.6  Specyficzna dla szczepu PVY zmiana poziomu ekspresji miRNA i czgsteczek
docelowych jest zwigzana z poziomem PVY RSS HC-Pro

Specyficzna dla szczepu zmienno$¢ w poziomach ekspresji miRNA gospodarza byta
poprzednio obserwowana w roslinach pomidora i Arabidopsis zainfekowanych wirusem
mozaiki ogorka (Cucumber mosaic virus, CMV) (Cillo i in., 2009; Du i in., 2014). Wykazano,
ze biatko 2b, RSS pochodzace z silnego szczepu CMV-Fny, (z wykluczeniem tagodnych
szczepdw CMV-LS lub CMV-Q), blokowato aktywno$¢ Argonaute 1 (AGO1) i ostabiato
prawidtowe cigcie czasteczek MRNA kierowanego miRNA u Arabidopsis (Chapman i in.,
2004; Zhang i in., 2006; Lewsey i in., 2007). Wielofunkcyjne biatko HC-Pro potyvirusa jest
RSS 1 moze wplywac na rozwoj roslin i funkcje miRNA (Kasschau i in., 2003).

W tym badaniu, w interakcji PVY-ziemniak, poziom HC-Pro RNA w silnym izolacie
PVY-3411 (PVYN'W)) infekujacym ziemniak odm. Etola byt znacznie wyzszy (40-krotnie) niz
w tagodnym izolacie PVY-3303 (PVY4-NTN). Nie wykryto RNA HC-Pro w szczepie PVY-
3202 (PVYNT™) po inokulacji odm. Etola, ktéra wykazuje odpornosé na PVY-3202 (H3). W
interakcji PVY-tyton wyzsze poziomy RNA HC-Pro PVY wykryto w silnych izolatach PVY -
3202 i PVY-3411 infekowanych ro$lin tytoniu, a nizsze poziomy RNA w tagodnym szczepie
PVY-3303 (H4).

Zaobserwowano wigksza zmian¢ czasteczek miRNA 1 czasteczek targetowych u obu
gospodarzy: w ziemniaku zakazonym PVYNW oraz w tytoniu zakazonym PVYN™ Jub PVYN-
Wi co bylo skorelowane z wyzszym poziomem akumulacji HC-Pro RNA, w poréwnaniu do
tych w ro$linach ziemniaka i tytoniu infekowanych PVYZ%-NTN, ktére wykazywaty nizsze
poziomy HC-Pro RNA (H3; H4; Tabela 1).

1.7 Specyficzna dla szczepu PVY zmiana poziomu ekspresji miRNA jest zwigzana
z nasileniem objawow

Poprzednie badania wskazywaty, ze nasilenie objawoéw powodowanych przez wirusy

DNA lub RNA jest skorelowane z akumulacjg miRNA (Bazzini 1 in., 2007, Naqvi i in., 2010).
miR159/319 i miR172 moga by¢ powigzane z choroba kedzierzawos$ci lisci pomidora
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spowodowang zakazeniem wirusem kedzierzawosci lisci pomidora z New Delhi (Tomato leaf
curl New Delhi virus, TOLCNDV) (Naqvi i in., 2010). Du i in. (2014) zasugerowali, ze silny
szczep CMV-Fny bezposrednio przyczynia si¢ do patogennosci poprzez zaktdcanie
aktywnosci miR159, a powazne objawy choroby wynikaja z deregulacji czasteczek miR159
oraz czasteczek docelowych: MYB33 i MYBG65.

W przedstawianej pracy, sugerujemy, ze Wybrane czasteczki miRNA o zmienionych
poziomach ekspresji w ziemniaku zakazonym PVYNW' odm. Etola, np. stu-miR168a, stu-
miR162 i stu-miR172e, moga by¢ zwigzane z powaznymi objawami na lisciach (H3).

Co wigcej, nasze wyniki potwierdzity najnowsze odkrycia Michel i in. (2018), ze
indukowana przez PVYN VN w tytoniu jest prawdopodobnie niewydajna odpowiedzia typu
HR i wymagany jest gen NBS-LRR NtTPN1(R) tytoniu i transdukcja sygnatu. W tym badaniu,
grupa czasteczek miRNA zwigzanych z odpowiedzig obronng oraz targetowych transkryptow
byla wyzsza w ro$linach tytoniu zakazonych silnymi szczepami PVYN™ j pyyNW
wykazujacymi VN, a pozostata niezmieniona w roslinach inokulowanych tagodnym szczepem
wirusa PVY24-NTN wykazywata VC1 (H4). Wsrod nich, trzy targetowe transkrypty TMV N dla
nta-miR6020a-5p i nta-miR6164a/b, nalezace do rodziny gendéw odpornosci TIR-NBS-LRR
biorg udzial w transdukcji sygnatu, co stwierdzono na podstawie klasyfikacji ontologiczne;j
(Gene ontology, GO) (H4). W zwiazku z tym mozna wnioskowa¢, ze zwigkszona ekspresja
nta-miR6020a-5p i nta-miR6164a/b moze korelowaé z indukowana reakcja VN na
PVYNTN j pvYN-Wiw tytoniu (H4).

Pelny opis genéw MYB33, MYB65, NtTPN1, TMV N i TIR-NBS-LRR znajduje si¢ w
sekcji "Skroty" autoreferatu.

111.8  Mozliwy udzial biatka HC-Pro PVY w rozwoju objawdw i odpowiedzi obronnej

Wczesniejsze badania wykazaly siedem pochodnych-PVYN reszt aminokwasowych
potrzebnych do indukcji VN w tytoniu, tj. Nsso, Kso1 i E410 (Tribodet i in., 2005; Faurez i in.,
2012), Na3o, Raas, Fza1 i I346 (Tian i Valkonen, 2015). Wszystkie te aminokwasy sg obecne w
biatku HC-Pro w analizowanych przeze mnie (H4) trzech izolatach, tj. PVY-3202 (PVYNTN)
(silna VN w tytoniu), PVY-3303 (PVYZNTN) (fagodniejszy VCl w tytoniu) i PVY-3411
(PVYNWI (VN w tytoniu), wskazuja na udziat rowniez innych elementéw w wywotywaniu
objawdéw PVY w tytoniu.

Poréwnujac HC-Pro pomiedzy trzema izolatami, po raz pierwszy wykazano, ze
dodatkowe elementy, tj. SAP I252V i substytucja Qs12 na Ra12 w biatku HC-Pro w izolacie
PVY%-NTN (PVY-3303) moga byé¢ zwiazane z utrata VN u tytoniu w poréwnaniu z PVY-
3202 powodujacym silne VN u tytoniu (H4). Rozna struktura wtorna przewidziana dla Maz
(zwinigcie), L2ss (fancuch) i T243 (zwinigcie) 1 podstawienia Kzss na N2ss, w biatku HC-Pro w
izolacie PVYNW' (PVY-3411) moze by¢ zwiazana z lagodna VN (tj. o zmniejszonym
nasileniu VN) w tytoniu w poroéwnaniu do PVY-3202 powodujacym silng VN (H4).

Osiem specyficznych dla PVYN "sygnatur”, tj. Nass, L2ss, Aza7, I252, Ros2, Kagg, Raro i
V301, ktore przetamuja gen Nywr odpronoéci HR rozpoznajacymi szczepy PVY© (Tian i
Valkonen, 2013) sg obecne w sekwencji HC-Pro w trzech izolatach uzytych w tym badaniu tj.
PVY-3202, PVY-3303 i PVY-3411, za wyjatkiem SAP I252V w PVY-3303.
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W tej pracy, aminokwas V25, specyficzny dla PVY©, ktdry indukuje gen Ny warunkujacy
odpornoé¢ HR w ziemniaku, w pozycji Is2V (SAPS) w szczepie PVY4-NTN (PVY-3303)
moze by¢ zwiazany z czeSciowa HR i z lagodnymi objawami u ziemniaka odm. Etola (H3;
H4). Dowiedziono, ze pozycja L23s jest specyficzna dla szczepu PVYN i jest istotna w celu

przetamania genu Nywr odpornosci HR w ziemniaku, poprzez inng strukturg nici w PV

YN-Wi

szczepu (PVY-3411) co moze by¢ zwigzane z czeSciowa HR i silnymi objawami w odm.
Etola (H3; H4).

111.9 Podsumowanie badan interakcji PVY-gospodarz

1.

Przedstawione prace dostarczajg pierwszych przyktadow, specyficznych dla szczepu,
zmienno$ci w zestawie czasteczek miRNA ulegajacych ekspresji w roslinie gospodarza
iich czasteczek docelowych w oddziatywaniu PVY-ziemniak i PVY-tyton. (H3; H4)
W wigkszos¢ badanych miRNA ma zwiekszong ekspresje tylko u roslin zakazonych
szczepami powodujacymi silne objawy - (H3; H4)

- w zakazonym PVYNWi ziemniaku odm. Etola

-w tytoniu zakazonym przez PVYNTN j pyyN-Wi

ale nie po infekcji gospodarza tagodnym szczepem PVY4-NTN
Zestaw gendw targetowych skorelowanych z odpowiedzig obronna NBS-LRR (R)
wykazuje zwigkszenie ekspresji w obu badanych gospodarzach. (H3; H4)
Dwie czasteczki miRNA, miR6020a-5p i miR6164a/b celujace w geny TIR-NBS-LRR
TMV N (R), ktore to biorg udziat w transdukcji sygnatu, mogg korelowaé z indukowang
nekroza nerwéw VN w tytoniu powodowana przez szczepy PVYN™ i PVYNWI (H4)
SAP (I252V, Vas2) i substytucje Qai2 do Rai2 w HC-Pro szczepu PVY?-NTN moga by¢
zwigzane z utratg wywotywania VN w tytoniu. (H4)
Rozna struktura 3D przewidziana dla M7 (zwinigcie), Lasg (tanicuch) i T243 (zwinigcie)
i substytucja Kzss na Nass, w biatku HC-Pro w szczepie PVYNWimoze byé zwiazana z
tagodng nekroza nerwow VN (tj. zmniejszeniem nasilenia VN) w tytoniu. (H4)
Pozycja aminokwasu Vzsy, jest specyficzna dla szczepu PVY© indukujacego gen Ny
odpornoéci HR w ziemniaku, natomiast SAP T2V w HC-Pro szczepu PVYZ-NTN
moze by¢ zwigzana z czgsciowg odpornoscig HR 1 fagodnymi objawami u ziemniaka
odm. Etola. (H4; H3)
Znaleziono dowody na to iz, specyficzna struktura dla PVY™N - Lass, w celu przetamania
genu HR Ny w ziemniaku, znajduje sie w strukturze nici w HC-Pro w szczepie PVYN-

Wi'i moze to odnosié sie do cze$ciowej HR z silnymi objawami w odm. Etola. (H4; H3)

111.10 Whnioski 7 badan miRNA

Czasteczki miRNA 1 ich czgsteczki docelowe s3:

-Specyficzne dla danego szczepu wirusa
-Zalezne od gospodarza

-Zwigzane z typem obrony

-Zalezne od nasilenia objawow
-Powiazane z PVY RSS HC-Pro

Mozliwosci zastosowania badan nad wirusem PVY, gospodarzem i interakcja patogen-
gospodarz
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Przedstawione wyniki badan wirusologicznych 1 molekularnych maja zaréwno
charakter podstawowy, jak i aplikacyjny.

1. Zidentyfikowane nowe zrédto odpornosci na PVY w ziemniaku, tj. gen Nz w odm.
Etola, ktory jest wazny dla hodowli i produkcji ziemniakow, zapewniajac odpornos¢ na
wiele szczepdw tego wirusa.

2. Zidentyfikowane wrazliwe na PVY lub zwigzane z odpornoscig HR czasteczki miRNA
w ziemniaku 1 w tytoniu oraz mutacje znalezione w wielofunkcyjnym biatku HC-Pro
w szczepach PVY dostarczajg nowych wynikow 1 sg fundamentalne do badan nad
mechanizmem zaangazowanym w interakcj¢ PVY-gospodarz.

Skroty

3D: Three-dimensional structure - Tréjwymiarowa (3D) struktura.

aa: Amino acid — Aminokwasy.

Ab: Antibody — Przeciwciata.

AGOL1: Argonaute 1 - Argonaute 1.

AGO1-2: Isoform 2 of Argonaute 1 - Isoforma 2 Argonaute 1.

CC-NBS-LRR: R genes encoding the proteins with the coiled-coil/nucleotide-binding
site/leucine-rich repeat domains - Gen R kodujacy bialka posiadajace zwinigcie/miejsce
wigzania nukleotydéw/bogate w leucyny domeny powtdrzen.

CMV*: Cucumber mosaic virus - Wirus mozaiki ogorka.

CP: Coat protein - Biatko ptaszcza.

cv.: Cultivar — Odmiana.

DCL1: Endoribonuclease Dicer homologue 1 - Homolog endorybonukleazy Dicer 1.

ER: Extreme resistance - Skrajna (ekstremalna) odpornosc.

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - Immunoenzymatyczny test ELISA.

GO: Gene ontology — Ontologia genow.

Gpa2: Disease resistance protein Gpa2 — Biatko Gpa2 odporno$ci na choroby.

HC-Pro: Helper component proteinase - Pomocniczy component proteinazy.

HR: Hypersensitive resistance - Odpornos¢ w oparciu o nadwrazliwos¢.

ITEs: Independent transformation events - Niezaleznych transformantow.

LL: Local lesions - Lokalne zmiany.

mADbs: Monoclonal antibodies - Przeciwciata monoklonalne.

MIiRNA: microRNA — mikroRNA.

MRNAs: messenger RNAs - matrycowe RNA.

MYB33: MYB domain protein 33 — Domena biatka MYB 33.

MYBG65: MYB domain protein 65 — Domena biatka MYB 65.

NBS-LRR: R genes encoding proteins with nucleotide binding site and leucine-rich repeat
domains - Geny R ktore kodujg biatka zawierajace sekwencje wigzania nukleotydow (NBS) i
powtdrzenia bogate w leucyng (LRR).

nc: no change — brak zmian.

nsSNP: Non-synonymous single nucleotide polymorphism - Niesynonimiczne polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu.

nt: Nucleotides — Nukleotydy.

NtTPN1: R gene encoding Nicotiana tabacum Tolerance to PVY-induced Necrosis 1 protein —
Gen R kodujacy biatko wykazujace tolerancj¢ na szczep PVY indukujacy nekrozy Nicotiana
tabacum.

PMTYV: Potato mop-top virus - Wirus miotlasto$ci wierzchotkéw ziemniaka.

PTNRD: Potato tuber necrotic ringspot disease - Pierscieniowa nekroza bulw ziemniaka.
PVY: Potato virus Y - Wirus Y ziemniaka.
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R genes: Plant disease resistance genes - Roslinne geny odpornosci.

REL.: Relative expression level — Relatywny poziom ekspresji.

RISC: RNA-induced silencing complex - Kompleks wyciszajacy indukowany RNA.

RSS: RNA silencing suppressor - Supresor wyciszania RNA.

RT-PCR: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction - Reakcja odwrotnej transkrypcji
wraz z tancuchowg reakcja polimeray.

SAP: Single amino acid polymorphism — Polimorfizm pojedynczego aminokwasu.

SHR: Systemic hypersensitive resistance - Systemiczna odpornos¢ w oparciu o nadwrazliwosé
SiIRNA: small interfering RNA — Male interferujagce RNA.

SNP: Single nucleotide polymorphism - Polimorfizm jednego nukleotydu.

sSRNA: single-stranded RNA - Jednoniciowe RNA.

TIR-NBS-LRR: R genes encoding the proteins with the Toll-interleukin-1 receptor/nucleotide-
binding site/leucine-rich repeat domains. - Geny R kodujace biatka z domenami powtorzen
bogatymi w leuking i receptorem Toll-interleukinyl/ miejsce wigzania nukleotydow/
powtdrzenia bogate w leucyng.

TMV: Tobacco mosaic virus - Wirus mozaiki tytoniu.

TMV N: The tobacco N gene conferring resistance to Tobacco mosaic virus - Gen tytoniu N
powodujacy odporno$¢ na wirus mozaiki tytoniowe;.

TOE3: Apetala 2-like ethylene-responsive transcription factor TOE3-like — Czynnik
transkrypcyjny TOE3- typu Apetala 2 bioracy udziat w odpowiedzi na etylen.

ToLCNDV: Tomato leaf curl New Delhi virus - Wirus ke¢dzierzawosci lisci pomidora New
Delhi.

TRV: Tobacco rattle virus - Wirus nekrotycznej kedzierzawki tytoniu.

TuMV: Turnip mosaic virus - Wirus mozaiki rzepy.

VN: Veinal necrosis - Nekrozy nerwow.

V/CI: Vein clearing - Rozjasnienie nerwow.

*Polskie thumaczenie nazwy wirusa jest zgodne z Kryczynskim i Szyndel 2017, 2018 aib [63;
64; 65].
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5. Pozostale osiagniecia badawcze i rozwojowe

Tematem mojej pracy licencjackiej wykonanej na Uniwersytecie Rolniczym w
Hebei w Chinach byta hodowla odmian pszenicy odpornych na patogeniczne grzyby Blumeria
graminis f. sp. tritici i Puccinia recondita f. sp. tritici, ktére powoduja, odpowiednio,
maczniaka prawdziwego i rdz¢ brunatng pszenicy. Pokolenie F1 zostalo scharakteryzowane
pod wzgledem cech agronomicznych, odpornosci i jakos$ci ziarna.

Po uzyskaniu tytutu licencjata agronomii w roku 1987, zostatam zatrudniona w
Instytucie Bawelny, Akademii Nauk Rolniczych i Lesnych Hebei, w Chinach. Pracowatam na
stanowisku asystenta nad hodowla nowych odmian bawelny odpornych na grzyby Fusarium
vasinfectun i Verticillium alboatrum, sprawcow dwoch typéw wigdnigcia bawelny.
Uczestniczytam w réznych etapach hodowli mieszancowej, m. in. w wyborze linii
rodzicielskich, krzyzowaniu, selekcji linii hodowlanych na podstawie odpornosci oraz cech
agronomicznych i  jakosciowych, uzyskiwaniu linii  homozygotycznych  przez
samozaplodnienie, a takze w regionalnych testach odmian bawetny. Jedna z linii hodowlanych,
nad ktorych charakterystyka i testami regionalnymi pracowatam, byla linia 492, uzyskana z
odlegtych krzyzowan migdzy gatunkami bawelny Gossypium hirsutum L., G. barbadense L. i
dzikimi gatunkami bawelny. Linia ta zostala oficjalnie zarejestrowana, jako odmiana Jimian
20.

W roku 1997 otrzymatam roczne stypendium Ministerstwa Edukacji Chin, by
przyjechac¢ do Polski na wizyte¢ studyjng 1 ksztatci¢ si¢ na SGGW pod kierunkiem prof. Stefana
Malepszego. Podczas tej wizyty wykonatam prace magisterskg (eksternistycznie).
Opanowatam technike transformacji roslin z uzyciem Agrobacterium. Wprowadzitam do
genomu ogoérka Cucumis sativus L. gen reporterowy (uidA) pod kontrolg promotora PR-2d,
ktéry pochodzit z tytoniu, z genu zwigzanego z patogeneza. Uzyskatam siedem niezaleznych
transformantéw (independent transformation events, ITEs). Przeniesienie transgenu zostato
potwierdzone dla roslin To przy uzyciu PCR diagnostycznego dla genow of uidA and nptll,
podczas gdy detekcja aktywnos$ci GUS w kwiatach wskazywata na ekspresje genu uidA na
poziomie biatka. W roku 1998 uzyskatam tytut magistra ogrodnictwa.

W latach 1998-2002 wykonatam prac¢ doktorska pod opieka prof. Stefana
Malepszego, sfinansowang przez SGGW. Kontynuowatam prace nad transformacja
mikroeksplantatow z lisci ogoérka z uzyciem Agrobacterium, jako modelowym systemem
trasformacji. Podczas moich studiow doktoranckich udoskonalitam metode transformacji pod
wzgledem: (1) starannego wyboru eksplantatow; (2) zastosowania zwigzku fenolowego,
acetosyringonu, podczas inokulacji i ko-kultywacji w celu indukcji genu vir; (3) wyboru tkanek
z wysokim potencjatem regeneracyjnym. Ulepszona metoda transformacji okazala si¢
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niezawodna i wysoko powtarzalna. Do wysoko wsobnej linii odmiany ogorka Borszczagowski
wprowadzono cztery rozne konstrukty i otrzymano w sumie 43 ITEs. Dwa sposrod
wprowadzonych konstruktow zostaty przygotowane w ramach wspotpracy z Max-Planck-
Institute for Plant Molecular Physiology w Golm, w Niemczech. Uzyskano takze 48 linii
transgenicznych (w tym 14 linii homozygotycznych) pokolen T1-T3 z konstruktem pPR-
2d::uidA oraz 165 linii transgenicznych (w tym 13 homozygotycznych) pokolen T1-T5 z
konstruktem zawierajagcym gen taumatyny (pCaMV35S::thaumatin).

W pracy doktorskiej wykorzystatam linie transgeniczne ogorka z konstruktami
pPR-2d::uidA i pCaMV35S::thaumatin i rosline te zostaty scharakteryzowane pod wzgledem
integracji, dziedziczenia i ekspresji transgenow. Uzyskatam stopien naukowy doktora na
SGGW w 2002 a takze z Ministerstwa Edukacji Chinskiej Republiki Ludowej w roku 2004 z
wyroznieniem. Wyniki mojej pracy doktorskiej zostaty opublikowane p6zniej, jako oryginalne
prace badawcze w recenzowanych czasopismach naukowych (Yin i in., 2004 a, 2004 c, 2006
a; Filipecki et al. 2005, 2006; Burza et al. 2006; Tagashira et al. 2005 w Zalaczniku 4), a
badania zwigzane z transformacja zostaty nagrodzone przez Rektora SGGW w roku 2007.

Po doktoracie, w latach 2003 — 2008 bytam zatrudniona w Instytucie Genetyki
Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, na stanowisku adiunkta w laboratorium prof.
Tadeusza Rorata. W tym czasie pracowatam nad analizg roli dehydryn w odpornos$ci na stres
chtodu dwoch gatunkéow z rodzaju Solanum: S. sogarandinum and S. tuberosum, stosujac
transgeneze, jako narzedzie. Bylam zaangazowana w realizacj¢ dwoch projektow naukowych
finansowanych przez Komitet Badan Naukowych, jako gtowny wykonawca (2 PO6A 030 27,
2004-2006), oraz jako kierownik projektu (2 PO6 023 29, 2005-2008 w Zalaczniku 4).
Otrzymatam transgeniczne linie ogoérka i ziemniaka z konstruktami S. sogarandinum
pGT::Dhnl0 i pGT::Dhn24 (tacznie 38 ITEs) i zanalizowatam je na poziomie DNA, RNA,
biatka 1 fenotypu.

Wyniki wymienionych dwoch projektéw naukowych zostaly opublikowane,
jako oryginalne prace badawcze w recenzowanych czasopismach naukowych (Yin i in., 2004
b, 2006 b; Rorat i in., 2006; Glodek i in., 2008 w Zalaczniku 4) a osiggni¢cie naukowe
zatytutowane ,,Wyizolowanie 1 zidentyfikowanie gendow, ktorych ekspresja jest zwigzana z
tolerancja odmian uprawnych ziemniaka oraz dzikiego gatunku Solanum sogarandinum na
stresy wywotane chlodem, suszg 1 zasoleniem” zostatlo nagrodzone przez Wydziat Nauk
Rolniczych, Lesnych 1 Weterynaryjnych PAN w roku 2007.

Od maja 2008 jestem zatrudniona na stanowisku adiunkta w IHAR-
PIB/Mtochow, a moje zainteresowania badawcze skupiajg si¢ wokot molekularnej wirusologii
ro$lin i badanh nad wirusowymi patogenami ziemniaka i ich interakcji z gospodarzami.

Od momentu zatrudnienia w IHAR-PIB/Mtochow, bylam zaangazowania w
realizacj¢ dwodch projektow naukowych finansowanych przez UE, ktorymi w Polsce kierowata
prof. Ewa Zimnoch-Guzowska.

Pierwszym 2z nich byl projekt ResistVir poswigcony badaniom nad
zastosowaniem genetycznej odpornosci gospodarza w kontroli wirusow roslin 1 ich wektorow
w europejskich roslinach uprawnych (projekt UE, VI Program Ramowy 2004-2008 w
Zalaczniku 4). W ramach projektu ResistVir uczestniczylam w pierwszym spotkaniu
PVYwide w Paryzu oraz ztozytam krotka wizyte studyjng w Science and Advice for Scottish
Agriculture (SASA), w Wielkiej Brytanii, by nauczy¢ si¢ standardowych technik pracy z
wirusami pod kierunkiem dr Colina Jeffriesa.
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W ramach drugiego projektu pt.: ,,Wzmozona kontrola wystepowania wirusa
miotlastosci  wierzchotkéw ziemniaka (Potato mop-top virus, PMTV) w krajach
skandynawskich i basenu Morza Battyckiego™ (2004-2008), pracowatlam nad monitoringiem i
diagnostykg PMTV w probach bulw ziemniaka zebranych w Polsce, a wyniki prac zostaty
opublikowane wspélnie z innymi europejskimi naukowcami (Santala i in., 2010 w
Zalaczniku 4).

W tym samym czasie, od roku 2008, bior¢ udzial w realizacji programu
wieloletniego finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi (MRiRW projekt
nr: 3-6-00-0-01 2008-2013, 3-1-06-0-01 2008-2013 i PW zad. 3.1 2015-2020). Realizuje
zadania polegajace na monitoringu, charakteryzowaniu i prowadzeniu kolekcji patogenéw
wirusowych infekujgcych uprawy ziemniaka w Polsce, m.in. PVY i wirusa nekrotycznej
kedzierzawki tytoniu (Zobacco rattle virus, TRV). Uzyskalam finansowanie i kierowalam
dwoma projektami badawczymi: (1) projekt nr NN310 304439, 2010-2013, finansowany przez
Narodowe Centrum Nauki (NCN); (2) projekt nr 95, 2015-2017, finansowany przez
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Projekty te pozwolity mi rozpoczaé badania nad
miRNA. W ramach obydwu projektow nawiazatam i kontynuowatam wspotprace z prof.
Baohong Zhang z Uniwerytetu Wschodniej Karoliny, w USA, dotyczaca badan mikroRNA
oraz z dr Magdaleng Pawelkowicz z SGGW w Warszawie w zakresie analiz
bioinformatycznych. Wyniki opisanych projektow dotyczace badan PVY (H1; H2), oceny
reakcji odpornosciowych odmian ziemniaka na PVY (H2), a takze badafi miRNA w interakcji
PVY z ziemniakiem (H3) i tytoniem (H4) tworza moje osiagnigcie habilitacyjne opisane
szczeg6lowo w punkt 4.c autoreferatu.

Poza PVY, moje badania wirusologiczne obejmowaly takze inne zagadnienia
zwiazane z wirusami ziemniaka, np. badania TRV (Yin i in., 2014 a i b; Yin i Michalak 2014;
Chrzanowska i in., 2014), kolekcje patogenéw wirusowych (Gawinska-Urbanowicz i in.,
2014; Yin i in., 2017 b), diagnostyke obecnosci wiruséw w roslinach ziemniaka i w glebie
(Yin i Michalak 2017) (patrz Zalgcznik 4).

Podpis Wnioskodawcy

26



