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AUTOREFERAT
1. IMIE | NAZWISKO

Jolanta Jaroszuk-Sciset

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE:

1983-1988 Studia magisterskie na kierunku biologia

na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi

(przeksztatconym w Wydziat Biologii i Biotechnologii w 2011 r.),
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

ukonczone z wynikiem bardzo dobrym

1988 r. Magister biologii ze specjalnoscig mikrobiologia

Praca magisterska pt.

"Wytwarzanie interferonu w leukocytach izolowanych ze $ledziony bydtfa po
indukcji wirusami, szczepionkami weterynaryjnymi i komoérkami
allogenicznymi”

wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej

(obecnie Zaktad Wirusologii i Immunologii)

na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi

Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Promotor — prof. dr hab. Zbigniew Kawecki

1997 r. Doktor nauk przyrodniczych w zakresie biologii

nadany uchwatg Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi

Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

z dnia 17 wrzesnia 1997 roku

Rozprawa doktorska pt.

”Mikroflora ryzosferowa aktywna w ochronie zyta przed fuzarioza”.
Promotor — prof. dr hab. Ewa Kurek

3. INFORMACIJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH:

1988-1989 Asystent stazysta
w Pracowni Mikrobiologii Srodowiskowe;j
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

1989-1997 Asystent

w Pracowni Mikrobiologii Srodowiskowe;j
podniesionej w 1992 roku do rangi

Zaktadu Mikrobiologii Srodowiskowej
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

od 01.01.1998 r. Adiunkt

- obecnie w Zaktadzie Mikrobiologii Srodowiskowe;j
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

1.10.2012- p.o. Kierownika

30.03.2013 Zaktadu Mikrobiologii Srodowiskowej

Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
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PODSUMOWANIE AKTYWNOSCI NAUKOWEJ:

taczny dorobek naukowy obejmuije:

26 oryginalnych prac naukowych, w tym 12 w czasopismach znajdujgcych sie w bazie
Journal Citation Reports (JCR)

4 prace przeglagdowe, w tym 1 w czasopismie z listy JCR;
7 referatow wygtoszonych na konferencjach, w tym 2 na konferencjach miedzynarodowych;

43 komunikaty zjazdowe, w tym 13 prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych.

Sumaryczny impact factor publikacji sktadajgcych sie na dorobek naukowy
zgodnie z rokiem ich opublikowania wynosi — 17,224;

Suma punktéw za publikacje sktadajace sie na dorobek naukowy zgodnie z
wykazem MNiSW — 365 pkt.

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS) — 50;
Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS) bez autocytowan —41;
Indeks Hirscha (h) -5

Dorobek naukowy po doktoracie obejmuje:

20 oryginalnych prac naukowych, w tym 9 w czasopismach z listy JCR
2 prace przegladowe, w tym 1 w czasopismach z listy JCR;
7 referatéow wygtoszonych na konferencjach, w tym 2 na konferencjach miedzynarodowych;

35 komunikatéw zjazdowych, w tym 12 prezentowanych na konferencjach
miedzynarodowych.

Sumaryczny impact factor prac opublikowanych po doktoracie zgodnie z rokiem
ich opublikowania wynosi — 17,224;

Suma punktéw za prace opublikowane po doktoracie zgodnie z wykazem
MNiSW — 308 pkt.

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS) — 50;

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS) bez autocytowan —41;
Indeks Hirscha (h) -5
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PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ:

Studia rozpoczetam w 1983 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii

Curie-Sktodowskiej w Lublinie. W roku 1988 ukonczytam studia z wynikiem bardzo dobrym uzyskujac
tytut magistra biologii ze specjalnoscia mikrobiologia. Prace magisterskg pt. ”“Wytwarzanie
interferonu w leukocytach izolowanych ze $ledziony bydta po indukcji wirusami, szczepionkami
weterynaryjnymi i komdrkami allogenicznymi” wykonatam w Zakfadzie Mikrobiologii Stosowanej pod
kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Kaweckiego. Opieke naukowg nad pracg magisterskg sprawowata
prof. dr hab. Martyna Kandefer-Szerszen, ktdra obecnie kieruje Zaktadem Wirusologii i Immunologii
powstatym po przeksztatceniu Zaktadu Mikrobiologii Stosowanej na dwa odrebne Zaktady.
Pracujgc w trakcie przygotowywania pracy magisterskiej nad indukcjg interferonu (biatka
wykazujgcego nieswoiste dziatanie przeciwwirusowe) zdobytam wiedze i umiejetnosci w zakresie
otrzymywania hodowli tkankowych, namnazania wiruséw oraz indukowania produkcji interferonu
zjadliwymi i atenuowanymi wirusami. W pracy magisterskiej poréwnatam efektywnosc
poszczegdlnych induktoréw oznaczajgc miano interferonu oraz jego stabilnosc.

W pazdzierniku 1988 roku zostatam zatrudniona w Pracowni Mikrobiologii Srodowiskowej
(obecnie Zaktad Mikrobiologii Srodowiskowej) na stanowisku asystenta stazysty a od pazdziernika
1989 roku na stanowisku asystenta. Podjecie pracy w Zakfadzie Mikrobiologii Srodowiskowej
kierowanym przez prof. dr hab. Ewe Kurek wigzato sie z catkowitg zmiang problematyki badawczej.

Wiodace tematy badawcze Zaktadu Mikrobiologii Srodowiskowej skupiajg sie bowiem na
zagadnieniach zwigzanych ze zrdzinicowaniem mikroorganizmoéw glebowych i ryzosferowych oraz
badaniem ich udziatu w krazeniu pierwiastkbw oraz proceséw biochemicznych zachodzgcych
w Srodowisku glebowym. Mikroorganizmy glebowe i ryzosferowe badane s3 w aspekcie ich roli
w biologicznej ochronie roslin przed patogenami odglebowymi, w bionawozeniu oraz bioremediacji
skazonego (np. metalami ciezkimi i produktami ropopochodnymi) oraz zdegradowanego srodowiska
glebowego. Naczelnym celem tych badan jest poznanie proceséw biochemicznych i mechanizméw
oddziatywania mikroorganizméw oraz opracowanie komercyjnych preparatow ztozonych
z wyizolowanych mikroorganizmoéw efektywnych w biologicznej ochronie i bionawozeniu roslin oraz
w bioremediacji gleb.

PRACA DOKTORSKA

Dane literaturowe na temat fitosanitarnych wtasciwosciach zyta sktonity mnie do podjecia badan
pt. ,Mikroflora ryzosferowa aktywna w ochronie zyta przed fuzariozg”, ktorych wyniki zostaty
przedstawione w rozprawie doktorskiej. Wiele wskazywato, ze mikroorganizmy zasiedlajgce ryzosfere
zyta charakteryzujg sie wtasciwosciami, pozwalajgcymi na ograniczanie rozwoju wielu patogendw
w strefie korzeniowej, w tym patogendw z rodzaju Fusarium. W badaniach opisanych w rozprawie
doktorskiej przedstawiono dane dotyczace charakterystyki zespotu mikroorganizmow zasiedlajacych
ryzosfere zyta. Badania te oparto na analizie 316 szczepdw bakteryjnych i 159 szczepdw grzybowych
wyizolowanych z gleby luzno zwigzanej z korzeniami tej rosliny oraz z ekto- i endoryzosfery w trzech
stadiach rozwojowych (krzewienia, kwitnienia i petnej dojrzatosci) zyta uprawianego w warunkach
polowych oraz patogenicznych szczepéw F. culmorum i F. graminearum.

Badania te wykazaty, ze szczepy z rodzaju Fusarium wspotdominujg ze szczepami z rodzajéw
Trichoderma i Penicillium w strefie korzeniowej zyta bez objawdéw fuzariozy rosngcego w warunkach
polowych. Stwierdzono, ze sktad gatunkowy szczepdw Fusarium wyizolowanych z ryzosfery byt
zrdéznicowany i obejmowat gatunki: F. culmorum, F. oxysporum, F.avenaceum, F. equiseti,
F. sporotrichioides, F. xylaroides. Wykazano, ze patogeniczne szczepy F. culmorum i F. graminearum
oraz wiekszos$¢ izolatéw Fusarium (83%) to szczepy hamujgce wzrost roslin (ang. Deleterious
Rhizosphere Microorganisms—DRMO) podczas hodowli w sterylizowanej glebie [Kurek i Jaroszuk
1994]. Pozostate szczepy w takich warunkach hodowli nie wptywaty na wzrost roslin lub stymulowaty
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wzrost rosélin (ang. Plant Growth Promoting Fungi—PGPF). Te typy oddziatywan pomiedzy rosling
a grzybem przebadano w interakcji zyta z izolatami F. culmorum.

Podjeto badania nad identyfikacjy mechanizméw wykorzystywanych przez mikroorganizmy
ryzosferowe w ograniczaniu rozwoju patogenicznych i niekorzystnie oddziatujgcych na rosline
szczepOw z rodzaju Fusarium.

Wykazano, ze zdolno$¢ do syntezy zwigzkéw kompleksujacych Fe** oraz specyficznych zwigzkéw
chelatujacych: sideroforow hydroksamowych lub sideroforéw katecholowych jest cechg szczepowsa.
Szczepy aktywne w syntezie tych zwigzkéw identyfikowano zaréwno w grupie promujgcych jak
i hamujacych wzrost roélin. Wykazano, ze zdolno$¢ do syntezy zwigzkéw kompleksujacych Fe® byta
rownie powszechna wsrdd ryzosferowych szczepdw bakteryjnych jak i grzybowych. Strefg ryzosfery
najbogatszg w szczepy syntetyzujgce tego typu zwigzki byta ektoryzosfera. Stwierdzono
zréznicowanie poziomu syntezy zwigzkéw kompleksujacych Fe** w tej strefie ryzosfery w zaleznosci
od stadium rozwoju roélin. Siderofory hydroksamowe i inne zwigzki kompleksujace Fe** byty
najintensywniej syntetyzowane przez szczepy bakteryjne i grzybowe wyizolowane w stadiach
krzewienia i petnej dojrzatosci, za$ siderofory katecholowe przez szczepy bakteryjne w stadiach
krzewienia i kwitnienia. Uzyskane wyniki sugerowaty, ze najistotniejszy wptyw na dostepnos¢ Fe** dla
mikroorganizmoéw i by¢ moze dla roslin, mogty mie¢ bakterie z rodzajéw: Arthrobacter, Klebsiella,
Corynebacterium i Nocardia oraz grzyby z rodzajow: Trichoderma, Penicillium, Alternaria i Aspergillus.
Stwierdzono, ze zdolno$¢ szczepu ryzosferowego do syntezy zwigzkéw kompleksujgcych zelazo nie
jest jednoznaczna z jego zdolnoscia do hamowania wzrostu patogenicznych szczepdéw Fusarium na
drodze konkurencji o Fe*. Okoto 50% szczepéw bakteryjnych syntetyzujacych tego typu zwigzki
hamowato wzrost patogena przez ten mechanizm, ale tylko ok. 5% wyrdzniato sie wysoka
efektywnoscig. Okoto 20% szczepow grzybowych syntetyzujgcych zwigzki chelatujgce Zzelazo
hamowato wzrost patogena na drodze konkurencji o Fe** i byly one 10-krotnie efektywniejszymi
inhibitorami niz szczepy bakteryjne. Wszystkie szczepy o wysokiej zdolnosci ograniczania wzrostu
patogena wyizolowano z ektoryzosfery: szczepy bakteryjne w okresie petnej dojrzatosci, za$s
grzybowe ze stadium krzewienia.

Mechanizmem hamowania wzrostu patogendw przez drobnoustroje ryzosferowe znacznie
efektywniejszym niz konkurencja o Fe® okazata sie synteza zwigzkéw przeciwgrzybowych. Wséréd
szczepow zardwno bakteryjnych jak tez i grzybowych zidentyfikowano syntetyzujgce zwigzki, na ktére
byty wrazliwe testowane szczepy patogeniczne, jakkolwiek wrazliwos$é patogenicznych szczepdéw
Fusarium na te zwigzki byta rézna. Najbogatsza w szczepy syntetyzujgce zwigzki przeciwgrzybowe
byta ektoryzosfera w stadium krzewienia. Bakteryjne szczepy najefektywniejsze w ograniczaniu
wzrostu patogendéw nalezaty do rodzajéw: Pseudomonas, Streptomyces i Arthrobacter zas grzybowe
do gatunkow Penicillium janthinellum i Trichoderma koningii.

Kolejny zidentyfikowany mechanizm hamowania in vitro wzrostu patogenicznych i DRMO
szczepbw Fusarium byt zwigzany z syntezg enzymoéw hydrolizujacych sktadniki scian komdérkowych—
chitynaz i proteaz. Szczepy syntetyzujgce tylko proteazy nie byly zdolne do hamowania wzrostu
Fusarium. Najefektywniejsze w tym procesie byly szczepy zdolne do syntezy kompleksu chitynaz
i proteaz. Szczepy z aktywnoscig chitynolityczng stanowity jednak tylko niewiele ponad 10%
wyizolowanych z ryzosfery szczepow bakteryjnych i izolowano je gtdwnie z ektoryzosfery w stadium
petnej dojrzatosci.

Ograniczenie wzrostu patogenicznych szczepdw Fusarium przez szczepy ryzosferowe zachodzito
takze na drodze konkurencji o wegiel i obejmowato dwa procesy: zahamowanie kietkowania spor
oraz zahamowanie wegetatywnego wzrostu strzepek grzybowych.

Te rdéznorodne mechanizmy hamowania wzrostu Fusarium zidentyfikowano u 50% izolatow
bakterii jak i grzybéw zasiedlajgcych ryzosfere, przy czym wiele szczepdw dysponowato kilkoma
mechanizmami. Uzyskane wyniki wykazaty tez, ze mikroorganizmy ryzosferowe wzajemnie
wspotdziatajg w hamowaniu wzrostu Fusarium w réinych strefach ryzosfery i w catym cyklu
rozwojowym zyta.

Szczepy bakteryjne i grzybowe efektywnie hamujace in vitro wzrost patogenicznych szczepéw
Fusarium na drodze konkurencji o Fe*', syntezy zwigzkéw przeciwgrzybowych i enzyméw litycznych

5
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okazaty sie efektywne w ochronie zyta przed fuzariozg, po wprowadzeniu ich do strefy korzeniowej
Zzyta rosngcego w rézinych typach gleb, powodujgc drastyczny spadek liczebnosci jednostek
tworzacych kolonie patogena w strefie korzeniowej. Wskazuje to, ze mikroorganizmy zasiedlajace
strefe korzeniowg mogg miec istotny udziat o ochronie rosliny przed fuzariozg w warunkach
naturalnych.
Uzyskane rezultaty wskazuja, ze ryzosfera zyta moze by¢ zrédtem izolatow wykorzystywanych do
produkcji wielosktadnikowych preparatéw biologicznych stosowanych w ochronie roslin, natomiast
7zyto obiecujgcg rosling stosowang w zmianowaniu nie tylko z roslinami jedno- ale tez
dwulisciennymi.
Prace doktorska, ktérej promotorem byta Prof. dr hab. Ewa Kurek obronitam 3 lipca 1997 roku,
a stopien doktora nauk przyrodniczych w zakresie biologii zostat mi nadany uchwatg Rady Wydziatu
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie z dnia 17 wrzesnia 1997
roku. Obaj recenzenci mojej pracy doktorskiej: Prof. dr hab. Jézef Kobus z Zaktadu Mikrobiologii
Rolniczej, Instytutu Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa w Putawach oraz Prof. dr hab. Leszek
Orlikowski z Zaktadu Ochrony Roslin Ozdobnych Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa w
Skierniewicach, doceniajac warto$¢ zawartych w niej wynikéw, wnioskowali o jej nagrodzenie do
Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UMCS.
Przeprowadzone badania opisano w 5 publikacjach oryginalnych w czasopismach o zasiegu
krajowym i miedzynarodowym, ktérych bytam wspétautorem:
1.Kurek E., Jaroszuk J., Puacz E., Boczula K. 1993. Biologiczna ochrona zyta przez ryzosferowe szczepy
bakteryjne produkujgce substancje antygrzybowe przed szkodliwie oddziatujgcymi grzybami z
rodzaju Fusarium (DRMO). Zeszyty Naukowe Akademii Rolniczej w Szczecinie 161, Rolnictwo LVII:
89-100.

2.Kurek E., Jaroszuk J. 1994. Occurrence of beneficial and deleterious for plant growth Fusarium
strains in rye (Secale cereale L) rhizosphere. Acta Microbiologica Polonica 43: 181-187.

3.Kurek E., Jaroszuk J. 1994. Treatment of rye (Secale cereale L) seedlings with a growth promoting
Pseudomonas strains: Plant growth responses and survival of bacteria in the rhizosphere. Acta
Microbiologica Polonica 43: 189-198.

4.Jaroszuk J., Kurek E. 1995. Influence of soil environment on survival and plant growth effect (Secale
cereale L.) of pathogenic and DRMO Fusarium strains. ,Biological control of soil-borne and post-
harvest pathogens”, (L.B. Orlikowski, Cz. Skrzypczak red.), ISK Skierniewice, April 20-21, The Polish
Phytopathology Society, pp 65-69.

5.Kurek E., Jaroszuk J. 1996. Influence of soil factors on Pseudomonas (PGPR isolates) effect on plant
growth. VII Conference of the Polish Phytopathological Society ,Effectiveness of some
microorganisms and plant extracts in the control of plant diseases” (L.B. Orlikowski, Cz. Skrzypczak
red.), ISK Skierniewice, The Polish Phytopathology Society, pp. 85-93, ISBN 83-902901-2-X.

6.Kurek E., Jaroszuk J. 1997. The in vitro antagonism between rhizobacterial and Fusarium strains.
Acta Microbiologica Polonica 46(1): 65-73.

oraz 8 krajowych i miedzynarodowych doniesieniach konferencyjnych.

W trakcie prowadzania tych badan powstaty takze 2 prace przeglgdowe:

1 Kurek E., Jaroszuk J. 1993. Siderofory i ich rola w srodowisku glebowym. Postepy Mikrobiologii
XXXII: 71-81.

2 Kurek E., Jaroszuk J. 1993. Zelazo w glebie jako czynnik biokontrolujacy rozwdj patogenéw
korzeniowych. Postepy Nauk Rolniczych 40(66): 69-80.

W 1994 roku uzyskatam nagrode zespotowsy Il stopnia Rektora UMCS.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych zostatam zatrudniona od 1 stycznia 1998 roku na
stanowisku adiunkta w Zakfadzie Mikrobiologii Srodowiskowej UMCS, w ktérym pracuje do dnia
dzisiejszego.
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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

(wynikajgce 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
[Dzienniku Ustaw nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami
jak w Dz. U. 2005 nr 164, poz. 1365, art. 251; Dz. U. 2011, nr 84, poz. 455]),
stanowiace przedmiot postepowania habilitacyjnego
4a. TYTUL

Osiggnieciem naukowym jest monotematyczny cykl
publikacji naukowych przedstawiony pod tytutem:

»Czynniki wptywajace na typ oddziatywania roslina-grzybowy endofit
pomiedzy zytem (Secale cereale) i grzybami z gatunku Fusarium culmorum”

4b. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKtAD ZGtASZANEGO OSIAGNIECIA NAUKOWEGO:
(5 oryginalnych prac eksperymentalnych oraz 2 prace przeglgdowe)

Oryginalne prace eksperymentalne:

H1. Jaroszuk-Sciset J.*, Boguta M., Kurek E. 2003. Induction of rye (Secale cereale L.) resistance to
Fusarium culmorum. Bulletin of the Polish Academy of Sciences. Biological Sciences 51(3):
175-182.

IF5003 — 0, Pkt MNiSW — 9%*, Oceniam swéj wkiad w powstanie tej publikacji na 80%.

H2. Jaroszuk-Sciset J.*, Kurek E., Winiarczyk K., Baturo A., tukanowski A. 2008. Colonization of root
tissues and protection against fusarium wilt of rye (Secale cereale) by nonpathogenic rhizosphere
strains of Fusarium culmorum. Biological Control 45: 297-307.

IF500s — 1.805; Pkt MNiSW — 35, Oceniam swdéj wktad w powstanie tej publikacji na 80%.

H3. Jaroszuk-Sciset J.*, Kurek E., Rodzik B., Winiarczyk K. 2009. Interactions between rye (Secale
cereale) root border cells (RBCs) and pathogenic and nonpathogenic rhizosphere strains of
Fusarium culmorum. Mycological Research 113: 1053-1061.

IF5000 — 2.921; Pkt MNiSW — 35, Oceniam swdéj wktad w powstanie tej publikacji na 80%.

H4. Jaroszuk-Sciset J.*, Kurek E., Stomka A., Janczarek M., Rodzik B. 2011. Activities of cell wall
degrading enzymes in autolyzing cultures of three Fusarium culmorum isolates: growth
promoting, deleterious and pathogenic to rye (Secale cereale). Mycologia 103(5): 929-945.

IF5011 — 2.031; Pkt MNiSW — 30, Oceniam swdéj wktad w powstanie tej publikacji na 80%.

H5. Jaroszuk-Sciset J.*, Kurek E. 2012. Hydrolysis of fungal and plant cell walls by enzymatic
complexes from cultures of Fusarium isolates with different aggressiveness to rye (Secale
cereale). Archives of Microbiology 194: 653-665.

IF501,— 1.431; Pkt MNiSW — 20, Oceniam swdj wktad w powstanie tej publikacji na 85%.

Prace przegladowe:
H6. Jaroszuk-Sciset J.*, Kurek E. 2007. Komérki graniczne — strukturalny i funkcjonalny sktadnik
systemu korzeniowego. Postepy Biologii Komorki 34(4): 623-634.
IF5007 — 0, Pkt MINiSW — 15, Oceniam swdj wktad w powstanie tej publikacji na 85%.
H7. Jaroszuk-Sciset J.*, Kurek E. 2008. Komérki graniczne korzenia i ich rola w interakcjach roélina —
mikroorganizmy glebowe. Postepy Nauk Rolniczych 1: 54-67.
IF5008 — 0, Pkt MINiSW 005 — 6***, Oceniam swdj wktad w powstanie tej publikacji na 85%.
*autor korespondencyjny
**_ ostatnia zarejestrowana punktacja czasopisma
*** czasopismo nie odnotowane w ostatnim wykazie czasopism MNiSW-punkty nie wliczone
Sumaryczny impact factor - IF ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 8,188
Suma punktéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW 144 pkt
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4c. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE - przedmiot badan — stan wiedzy

Szczegblnie duze znaczenie poznawcze i ekonomiczne ma opracowanie skutecznych
i niezawodnych (w réznych warunkach glebowych i klimatycznych) preparatéow biologicznej ochrony
roslin przed kosmopolitycznymi patogenomi odglebowymi z rodzaju Fusarium atakujgcymi wazne
rosliny uprawne i leSne, w tym rosliny zbozowe [Nicholson i in. 1997, Champeil i in. 2004]. F. culmorum
wystepuje w ryzosferze i tkankach roslin zbozowych wraz z innymi gatunkami z tego rodzaju:
F. graminearum, F. avenaceum, F. nivale i F. poae, wywotujac fuzaryjne wiedniecie, zgnilizne korzenia
i bielenie ktosow [Bottalico i Perrone 2002, Jansen i in. 2005, Beccari i in. 2011].

Nadzieje na uzyskanie kompleksowej ochrony roslin przed patogenicznymi Fusarium spp. mozna
wigzac z bezposrednim i posrednim (indukcjg odpornosci roslin) oddziatywaniem nie-patogenicznych
szczepbw Fusarium spp. zasiedlajgcych strefe korzeniowa. Skutecznos¢ takiej ochrony wykazano w
badaniach nad nie-patogenicznymi szczepami F. oxysporum chronigcymi przed patogenicznym
F. oxysporum [Larkin i Fravel 1999, Benhamou i in. 2002, Fravel i in. 2003, Olivain i in. 2003]. Dotychczas nie zwracano
uwagi na ochronne dziatanie innych nie-patogenicznych szczepéw z rodzaju Fusarium zasiedlajgcych
ryzosfere wielu roslin, w tym ryzosfere zyta [Kurek i in. 1994, Kurek i Jaroszuk 1994a, 1994b)].

Efekt interakcji grzyb—roslinny gospodarz wynika z ustalenia stanu réwnowagi pomiedzy
wirulencjg grzyba a obronnoscig rosliny [Knogge 1998, Heath 2000, Bonsall 2002, Partida-Martinez i Heil 2011].
Zaktécenie tej rownowagi w wyniku obnizenia zdolnosci obronnych rosliny lub wzrostu wirulenc;ji
grzyba powoduje rozwadj choroby [schulz i in. 1999, Parniske 2000; Schulz i Lefert 2004, Schulz i Boyle 2005].

Grzyb w interakcji z rosling tworzy dynamiczny uktad, w ktérym mozna wyrdzni¢ wiele procesow
bezposredniego ograniczania wzrostu patogena i tych posrednio wptywajgcych na wzrost obu
organizmoéw (indukcja odpornosci) oraz wzajemng regulacje tworzenia metabolitdw [Grant i Jones 2009].

Typ oddziatywania pomiedzy rosling a szczepem grzybowym najprawdopodobniej zalezy od
poziomu ekspresji jednego Ilub kilku genéw sposréd 96 zaliczanych do 6 klas ,gendw
patogenicznosci”, ktére definiowane sg jako geny konieczne dla rozwoju choroby, ale nie istotne dla
fitopatogena i jego cyklu zyciowego in vitro, a warunkujgce funkcjonowanie patogena in vivo w
roslinie. Geny odpowiedzialne za bezposrednie ograniczenie rozwoju patogena koduja:
(1). Tworzenie struktur infekcyjnych; (2). Degradacje kutykuli i roslinnej $ciany roslinnej (synteze
CWODE - Cell Wall Degrading Enzymes i kutynaz); (3). Reagowanie fitopatogenéw na srodowisko
gospodarza: (np. enzymy degradujace toksyny gospodarza, trehalaza); (4).Synteze gospodarzo-
specyficznych i gospodarzo-niespecyficznych toksyn; (5). Istotng natomiast role w posrednim
oddziatywaniu pomiedzy partnerami petnig produkty genéw odpowiedzialnych za powstanie kaskad
sygnatowych (biatka G, kinaz MAP- i cAMP-zaleznej); (6). Przetaczanie (switch) patogena w endofita,
biotrofa w nekrotrofa kodowane przez tzw. ,nowe geny patogenicznos$ci” [idnurm i Howlett 2001].
Postulowane jest, ze typ oddziatywania pomiedzy rosling a grzybem zalezy od poziomu ekspresji
jednego z tych gendéw lub ich zespotu. Przypuszcza sie, ze rdinice morfologiczne czy fizjologiczne
decydujgce o pozycji grzybowego partnera rosliny w kontinuum patogen - saprotrof sg w wielu
wypadkach iloSciowe a nie jakoSciowe [schulz i Boyle 2005].

Istotnym procesem bezposredniego oddziatywania pomiedzy rosling i grzybem jest kolonizacja
korzenia. Efektywno$¢ zasiedlania ryzosfery przez szczep grzybowy zalezy od typu wytwarzanych
struktur infekcyjnych, zdolnosci przetamywania bariery sciany komadrkowej roslin (przez enzymy
hydrolityczne), sposobu i stopnia rozprzestrzenienia endofita w roslinie.

Korzen nie jest jednakowo podatny na kolonizacje czy infekcje przez mikroorganizmy glebowe.
Najbardziej narazone na infekcje sg strefy elongacji i rdznicowania, natomiast najmniej podatny jest
wierzchotek i czapeczka. Odtgczone komorki czapeczki korzenia mogg pozostaé przy zyciu w
ryzosferze, w warunkach polowych, przez co najmniej kilka dni. Badania nad tymi komadrkami
uwazanych dtugo za martwe i okreslanych mianem , komérek ztuszczajacych sie” (ang. sloughed) a
obecnie zwanych komérkami granicznymi korzenia (ang. Root Border Cells—RBC), sugeruja, ze ich
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uwalnianie w wyniku aktywnosci mitotycznej merystemu czapeczki korzenia jest doktadnie
kontrolowane przez egzogenne i endogenne sygnaly. Liczba produkowanych RBC jest cechg
gatunkowg roélin, waha sie od setek do tysiecy komérek. Srednio 90% lub wiecej uwolnionych
komodrek jest aktywna metabolicznie. RBC petnig liczne funkcje: wytwarzajg sygnaty kontrolujgce
mitoze, uwalniajg sygnaty kontrolujgce ekspresje gendw w roslinie i mikroorganizmach, wydzielajg
metabolity stymulujgce lub hamujgce wzrost mikroorganizmow, uwalniajg chemoatraktanty lub
repelenty dla mikroorganizméw, chronig wierzchotek korzenia przed infekcjg, utatwiajg penetracje
gleby przez wierzchotek korzenia, uwalniajg $luz i niskoczasteczkowe biatka. Te wtasciwosci RBC
decydujg o ich zaangazowaniu w wielorakie interakcje roslina—mikroorganizm. Struktury mufko-
podobne (ang. mantle-like) tworzone pomiedzy komdrkami RBC i strzepkami patogenicznych
grzybdéw petnig niezwykle wazng, a mato dotgd doceniang, funkcje w ochronie wierzchotka korzenia
[Hawes i in. 2000, 2003, 2012, Zhao i in. 2000]. Prawdopodobnie mogg one odgrywac znaczacg role w ustaleniu
charakteru interakcji grzyb—roslina.

Zdolnos¢ grzybow do wykorzystywania cukrowych sktadnikéw ryzodepozytéw uwarunkowana
miedzy innymi ich zdolnoscig do syntezy enzymdéw hydrolitycznych takich jak: inwertaza czy trehalaza
(THA) ma istotne znaczenie dla przezywania grzybdw w ryzosferze roslin. Gen kodujacy trehalaze —
pth9, uwazany jest obecnie za jeden z podstawowych ,genéw patogenicznosci”, gdyz moze on
warunkowac wirulencje grzyba poprzez regulacje poziomu s$rédkomodrkowej trehalozy (,,cukru
grzybowego”) a jednoczesnie waznego ,cukru antystresowego” w strzepkach grzyba [idnurm i Howlett
2001, Idnurm i in. 2003].

Zdolnos¢ grzybéw do produkcji CWDE (B-1,3-glukanazy; kompleks egzo- i endoglukanaz oraz
[-glukozydaz; ksylanazy i pektynazy) hydrolizujacych sktadniki Scian komérkowych korzeni roslin daje
przewage konkurencyjng, gdyz umozliwia wykorzystanie fragmentow polimerow $cianowych
bedacych waznym sktadnikiem ryzodepozytow i jest jednym z najwazniejszych warunkéow pomysinej
kolonizacji korzenia przez grzyby odglebowe, wnikniecie do tkanek gospodarza oraz penetracje do
i wzdtuz naczyn [Mendgen i in. 1996, Mendgen i Hahn 2002]. Produkty dziatania tych enzymdw (cukry
rozpuszczalne) sg jednoczesnie zrédtem C i energii umozliwiajgcymi patogenicznym grzybom dalszy
wzrost i rozwéj. Penetracja todygi i korzeni roslin przez patogeniczny grzyb zalezy ponadto od jego
zdolnosci do tworzenia okreslonych struktur morfologicznych takich jak: haustoria, strzepki
infekcyjne, apresoria oraz od tempa apikalnego (wierzchotkowego) wzrostu strzepek grzybowych
[Gooday 1995]. Apikalny wzrost strzepek grzyba polegajacy na interkalarnym dobudowywaniu
polimeréw wtasnej $ciany komdrkowej wymaga wytwarzania przez niego chitynaz i [3-1,3-glukanaz
degradujacych gtéwne polisacharydy Scianowe — chityne i glukany. Grzybowe chitynazy mogg dziatac
jako endo- i/lub egzo-enzymy [pi Pietro i in. 1993, Harman i in. 1993, Hodge i in. 1995], @ wykrywane w roslinach
endochitynazy najprawdopodobniej sg syntetyzowane przez rosliny za$ egzochitynazy przez
patogena [wurms i in. 1997]. U grzybdw strzepkowych sklonowano liczne geny kodujgce synteze
poligalaktouronazy, liazy pektynowej i liazy pektynianowej i pojedyncze geny dla
ramnogalaktouronazy i metyloesterazy pektynowej [Annis i Goodwin 1997].

Uwolnienie enzymoéw grzybowych w tkankach rosdlinnych moze by¢ zwigzane z autolizg
rozwijajacej sie w nich grzybni. Alfonso i in. [1992] badajgc in vitro dtugotrwate hodowle szczepu
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici 2 wykazat, ze pierwsze objawy autolizy wystgpity juz po 7
dniach, a po 60 dniach zautolizowana grzybnia stanowita 72%.

Podczas wzrostu roslin w niesterylnej glebie (w warunkach polowych) ochrona roslin przed
infekcjg (inwazjg) patogendw zapewniana przez bezposrednie oddziatywanie mikroorganizméw
ryzosferowych jest wzmacniana przez ich posrednie oddziatywanie polegajgce na indukowaniu
odpornosci roslin przez produkty (elicytory) powstajgce podczas ograniczania wzrostu patogena
przez mikroorganizmy ryzosferowe wykorzystujgce mechanizmy bezposredniego oddziatywania [Hahn
1996, Ebel i Mithofer 1998, Montesano i in. 2003].

Elicytory (ang. elicit — wyzwala¢, wywotywac) to czynniki indukujgce odpornosc¢ roslin uwalniane
ze Scian komoérkowych roslinnego gospodarza (endoelicytory) oraz infekujgcego mikroorganizmu
(egzoelicytory). Poznane dotychczas elicytory mozina zaliczy¢é do grupy rasowo-specyficznych
warunkujgcych zajscie odpornosci typu gen-na-gen oraz szczegdlnie interesujgcej grupy elicytoréw

9



Jolanta Jaroszuk-Sciset Zatacznik nr 2 - Autoreferat

powszechnych wyzwalajgcych tzw. odpornosé rasowo-niespecyficzng, ktore oddziatujg ze wszystkimi
odmianami porazanego gatunku rosliny-gospodarza i pochodzg z wielu patotypdéw czynnika
chorobotwdrczego i/lub ze szczepdw nie-patogenicznych [16zefowski 2000, Heath 2000, Klarzyiski 2000, Shibuya i
Minami 2001, Ascensao i Dubery 2003]. Bezposrednim nastepstwem rozpoznania elicytora przez komorke
roslinng sg gwattowne reakcje zachodzace gtéwnie na peryferiach komérki i niewymagajace ekspresji
gendw tj: depolaryzacja bton, przeptyw jondow w poprzek btony oraz wybuch tlenowy [J6zefowski 2000].
Roslina uruchamia reakcje natychmiastowe zlokalizowane bezposrednio w $cianie komodrkowej
i plazmolemmie oraz opdznione (pojawiajgce sie po kilku godzinach lub dniach) typu reakcji
nadwrazliwosci (ang. Hypersensitivity Reaction—HR) lub lokalnej (ang. local aquired resistance—LAR)
albo systemicznej odpornosci (ang. Systemic Aquired Resistance—SAR). W indukowaniu odpornosci
elicytorem zasadniczg role spetniajg komdrkowe sygnaty chemiczne, tj. kwas salicylowy (SA), kwas
jasmonowy (JA), tlenek azotu (NO), reaktywne formy tlenu (ROS) oraz etylen. Nabyta odpornosé
systemiczna - SAR indukowana jest w roslinie gtéwnie infekcja patogena i charakteryzuje sie
powstawaniem nekroz a indukowana odpornosé systemiczna (ang. Induced Systemic Resistance—ISR)
wywotywana jest gtdwnie przez ryzobakterie [i6zefowski 2000, Kué 2000, Koztowska i Konieczny 2003] i W
odréznieniu od SAR, moze by¢ wzbudzana bez udziatu SA jako substancji sygnatowej a jej gtéwnymi
mediatorami jest etylen i JA [Glazebrook 2005, Gimenez-lbanez i Solano 2013]. Oprdcz tych dwéch (SAR i ISR)
typdw odpornosci wyrdznia sie tez odpornosc, w ktdrej substancjg sygnatowg jest kwas B-mastowy
(BABA) (ang. BABA Induced Resistance—IR) [van Hulten i in. 2006]. Szlaki tych trzech typdw odpornosci sg
ze sobg wzajemnie powigzane. Markerami indukcji odpornosci roslin sg produkty powstajgce w
tancuchu sygnatowym [Jézefowski 2000, Koztowska i Konieczny 2003] takie jak: liaza fenyloalaninowa (PAL -
pierwszy enzym szlaku fenylopropanoidowego), etylen, SA, JA (substancje sygnatowe) oraz biatka
odpornosciowe tzw. biatka zwigzane z patogeneza (ang. Patogenesis Related—PR) [caruso i in. 1999,
Selintrennikoff 2001]. Wyrdznia sie 17 klas biatek PR gtownie o aktywnosci antygrzybowej powodujgcych
hydrolize sktadnikéw $cian komdrkowych tj: chitynazy i B-1,3-glukanazy czy oddziatujgcych na btony
komdrkowe poprzez zmiane ich przepuszczalnosci: peroksydazy, RIPs — biatka inaktywujgce rybosomy
[Mauch i in. 1988, van Loon i in. 2006]. W HR dochodzi do wytworzenia barier strukturalnych w wyniku
nagromadzenia zwigzkéow fenolowych spolimeryzowanych ze Sciang komdrkowa oraz polimerdw
B-glukanowych. Bariery te prowadza do fizycznego unieruchomienia patogena [Nicholson i Hammerschmidt
1992, Kang i Buchenauer 2000, Benhamou i Garand 2001]. W szlakach odpornosci tworzone sg tez fitoaleksyny -
niskoczgsteczkowe antymikrobiologiczne zwigzki o rdéinorodnej budowie (flawonoidéw,
terpenoiddw, stilbendw) i o matej specyficznosci oddziatywania [Koztowska i Konieczny 2003, Balmer i in. 2013].

Szczegblnie obiecujagce dla efektywnosci stosowania metody indukcji odpornosci przed
patogenami jest zjawisko ,primingu”, polegajgce na gotowosci roslin preinokulowanych elicytorem
do natychmiastowego uruchomienia jednego lub kilku szlakdw obronnych (SAR, ISR czy IR) przy
zetknieciu Z patogenem [Conrath iin. 2002, Vallad i Goodman 2003, Beckers i Conrath 2007, Walters 2009, 2010].

CWODE roslinne i grzybowe uwalniajg elicytory egzogenne ze $cian komdrkowych grzybowego
patogena (np. chitynazy, B-1,3-glukanazy) i/lub elicytory endogenne ze $cian roslinnych (np.
pektynazy, ksylanazy, celulazy) oraz uczestniczag w indukowaniu odpornosci bezposrednio jako biatka
PR [Vorwerkiin. 2004].

Nie wszystkie polimery uwalniane ze $ciany komdrkowej wykazujg aktywnosc¢ elicytorowsg, gdyz
wiasciwo$é ta uzalezniona jest przede wszystkim od stopnia polimeryzacji i typu wigzan pomiedzy
monomerami oraz stopnia i sposobu rozgatezienia jak rowniez rozpuszczalnosci w wodzie, wielkosci
i ciezaru czgsteczkowego. Doniesienia literaturowe wskazujg, ze wiasciwosci egzoelicytorowe
posiadajg przede wszystkim oligomery o niskim stopniu polimeryzacji (ok. 7) [Montesano i in. 2003] a
dotad poznane elicytory o charakterze oligosacharydéw glukozowych charakteryzowata obecnosc
B-konfiguracji [Evel i Mithéfer 1998, Klarzysski i in. 2000].

Brak w literaturze danych na temat budowy s$ciany komérkowej Fusarium culmorum. Wczesniejsze
dane literaturowe wskazywaty, ze sciany komdrkowe grzybdéw z rodzaju Fusarium spp. sg stosunkowo
odporne na degradacje enzymami hydrolitycznymi. Badania nad Fusarium oxysporum wykazaty, ze
jest to spowodowane ich specyficzng budowg: wysoka (7-28%) zawartoscig biatek [Barran i in 1975,
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Lamborda i in. 1974, Schneider i in. 1977] i polisacharydow s$cianowych a takze wysokim stosunkiem w Scianie
zawartosci chityny do glukandw [sivan i chet 1989, Alfonso i in. 1995]. Te witasciwosci Scian komdrkowych
odpowiadajg za trudnosci w uzyskaniu satysfakcjonujgcych metod biologicznej ochrony roslin przed
patogenami z rodzaju Fusarium.

Grzyby z rodzaju Fusarium syntetyzujg toksyny o ogdlnej nazwie trichotecenéw szkodliwych nie
tylko dla rosliny-gospodarza ale takze dla zwierzat i cztowieka [Bottalico i Perlone 2002, Champeil i in. 2004].
Trichoteceny z grupy B sg syntetyzowane gtdwnie przez gatunki Fusarium graminearum i Fusarium
culmorum, dominujg w tkankach roslin zbozowych i sg odpowiedzialne za agresywnos$¢ (czyli
nasilenie choroby) ale nie warunkujg patogenicznosci (czyli zdolnosci do wywotywania choroby)
[Proctor iin. 1995].

CELEM BADAN sktadajacych sie na osiggniecie naukowe byly préby uzyskania odpowiedzi na
pytanie czy rézne oddziatywanie na wzrost zyta patogenicznego i wyizolowanych z ryzosfery tej samej
rosliny bez objawdéw fuzariozy nie-patogenicznych szczepdéw F. culmorum: promujgcego wzrost -
PGPF (ang. Plant Growth Promoting Fungi) i hamujgcego wzrost - DRMO (ang. Deleterious
Rhizosphere Microorganisms) jest spowodowane rdznicami genetycznymi, efektywnoscig kolonizacji
korzenia i zasiegiem ich rozprzestrzenienia w tkankach korzenia, réznicami w sktadzie jakoSciowym
i ilosciowym komplekséw litycznych syntetyzowanych przez te szczepy wptywajacych na rozwdj
patogena bezposrednio oraz posrednio poprzez uwalnianie elicytorow odpornosci rosliny oraz

umozliwiajgcych penetracje roslinnej sciany komarkowej.

OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH BADAN | UZYSKANYCH REZULTATOW

W badaniach wykorzystano trzy szczepy F. culmorum: dwa niepatogeniczne o réznym typie
oddziatywania na wzrost zyta wyizolowane z ryzosfery rosliny bez objawéw fuzariozy [Kurek i in. 1994]:
szczep DEMFc2 (CBS N° 120098, NCBI N° DQ 453700) oraz szczep DEMFc5 (CBS N°120101, NCBI
N° DQ450880), jak roéwniez patogeniczny szczep F.culmorum DEMFc37 (CBS N°120103, NCBI
N° DQ450878) wyizolowany z pszenicy z objawami fuzariozy i wywotujacy takie fuzarioze zyta
[Jaroszuk-Sciset i in. 2008, Biol. Control, H2].

Szczepy te sklasyfikowano na podstawie badan morfologicznych oraz genetycznych
i zdeponowano w banku kultur grzybowych CBS-Centraalbureau voor Schimmelcultures Collections,
The Netherlands).

W warunkach hodowli sterylnej szczep DEMFc2 wprowadzony do strefy korzeniowej powoduje
30% przyrost Swiezej masy todygi zyta - jest wiec reprezentantem PGPF (ang. plant growth promoting
fungi), DEMFc5 powodujacy 65% jej redukcje reprezentuje DRMO (ang. deleterious rhizosphere
microorganisms). Patogeniczny szczep F. culmorum DEMFc37 w tych warunkach hodowli powoduje
80% redukcje swiezej masy tej rosliny oraz wyrazne objawy fuzaryjnego wiedniecia (wartos¢ indeksu

chorobowego 86%, przynalezno$¢ do 4 klasy w pieciostopniowej skali) [Jaroszuk-Sciset i in. 2008,
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Biol. Control, H2]. Efekt promujacego i hamujgcego oddziatywania wprowadzonych do ryzosfery
szczepow F. culmorum zwiekszat sie wraz z wiekiem rosliny.

Analiza filogenetyczna przeprowadzona w oparciu o sekwencje obejmujagcg 2 regiony
miedzygenowe oraz gen 5.8S rRNA (ITS1, 5.8S rRNA i ITS2) wykazata, ze wykorzystane w badaniach
szczepy F. culmorum sg spokrewnione genetycznie i zgrupowane w tym samym klastrze drzewa
filogenetycznego, jednak szczep patogeniczny zajmuje miejsce na odrebnej, bardziej oddalonej gatezi
tego klastra niz szczepy ryzosferowe [Jaroszuk-Sciset i in. 2011, Mycologia, H4].

Genomy trzech badanych szczepdw F. culmorum zawierajg sekwencje gendéw warunkujgcych
zdolnoé¢ do tworzenia mykotoksyn z grupy trichotecendw [Jaroszuk-Sciset i in. 2008, Biol. Control,
H2]. Wykazano, ze posiadajg one gen Tri5 kodujacy syntaze trichodienu (enzym katalizujgcy
izomeryzacje i cyklizacje pirofosforanu farnezylu do trichodienu, czyli pierwszy etap szlaku biosyntezy
trichotecendw), ale nie majg genu Tri7, co wskazuje na to, ze reprezentuja chemotyp DON tzn. s3
zdolne do produkcji deoksyniwalenolu [Jaroszuk-Sciset i in. 2008, Biol. Control, H2]. Obecnoé¢
toksyny DON stwierdzono jednak tylko w tkankach korzeni i todyg oraz ziarnie zyta skolonizowanych
przez szczep patogeniczny a nie w prdobach skolonizowanych przez niepatogeniczne szczepy
ryzosferowe.

Na podstawie chemicznego frakcjonowania $cian komérkowych szczepdw Fusarium culmorum
stwierdzono podobieAstwo budowy écian poszczegdinych szczepéw [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2012,
Arch. Microbiol., H5]. Nie wykazano statystycznie istotnych rdznic w zawartosci frakcji:
B-(1,3)-gluko-chitynowej (GCH), frakcji a,B-(1,3)-glukanowej luzno zwigzanej z chityng (F1l), frakcji
a,B-(1,3)-glukanowej silnie zwigzanej z chityng (F3) oraz frakcji B-(1,5)-galakto-manno-glukanowe;j
(F1S) w écianach komdrkowych pomiedzy poszczegdlnymi szczepami [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2012,
Arch. Microbiol., H5]. Sciany komdrkowe tych szczepdéw charakteryzuje nastepujgca zawartosé
frakcji: ok. 40% B-(1,3)-gluko-chitynowej (GCH), ok. 12% B-(1,5)-galakto-manno-glukanowej (F1S), ok.
43% frakcji glukanowych - ok. 28% a,B-(1,3)-glukanowej luzno zwigzanej z chityng (F1l) i ok. 15%
a,B-(1,3)-glukanowej silnie zwigzanej z chityng (F3).

Szczepy F. culmorum - zaréwno patogeniczny jak i ryzosferowe zasiedlaty tkanki roslinne
[Jaroszuk-Sciset i in. 2008, Biol. Control, H2], jednak obserwowano réinice w intensywnosci
kolonizacji korzenia przez te szczepy i w zasiegu ich rozprzestrzenienia w tkankach. Liczba jednostek
tworzacych kolonie (JTK) patogena w 1 g Swiezej masy korzenia byta o 1 jednostke logarytmiczng
wyzsza niz liczba JTK szczepu PGPR. Patogeniczny szczep F. culmorum DEMFc37, w odrdznieniu od
ryzosferowych niepatogenicznych szczepédw PGPF i DRMO, kolonizowat system naczyniowy korzenia
zyta, epiderme , warstwe korowg i przestrzenie miedzykomdrkowe (ang. intercelular spacer — 1S)
natomiast szczepy niepatogeniczne tylko epiderme, warstwe korowg i IS w strefie elongacji i korzeni

bocznych [Jaroszuk-Sciset i in. 2008, Biol. Control, H2]. Zaobserwowano tworzenie
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charakterystycznych dla reakcji indukcji odpornosci barier scianowych - apozytow Scianowych (ang.
Wall Appositions-WA) w komodrkach korzeni skolonizowanych przez niepatogeniczne szczepy
F. culmorum [Jaroszuk-Sciset i in. 2008, Biol. Control, H2].

Przeprowadzone badania [Jaroszuk-Sciset i in. 2008, Biol. Control, H2] wykazaty po raz pierwszy,
ze ryzosferowe (niepatogeniczne) szczepy F. culmorum mogg chronié zyto przed fuzariozg, podobnie
jak opisane wczeséniej niepatogeniczne szczepy F. oxysporum chronigce przed patogenicznymi
szczepami z tego gatunku [Larkin i Ravel 1999, Benhamou i in. 2002; Fravel i in. 2003; Olivain iin. 2003]. Preinokulacja
siewek zyta makrokonidiami zaréwno szczepu PGPR jak i DRMO 24-godziny przed wprowadzeniem
makrokonidii patogena chronita zyto przed fuzariozg, chociaz w badaniach in vitro wykazano, ze
wzrost szczepu patogenicznego nie byt hamowany przez szczepy ryzosferowe F. culmorum
z wykorzystaniem mechanizméw antybiozy czy konkurencji o Fe*" [Jaroszuk-Sciset i in. 2008,
Biol. Control, H2].

Stwierdzono, ze tylko patogeniczny szczep F.culmorum tworzy z komérkami granicznymi
korzenia (ang. Root Border Cells—RBC) w strefie wierzchotkowej korzenia zyta unikatowg strukture
mufko-podobng (ang. mantle-like) [Jaroszuk-Sciset i 2009, Mycol. Res., H3]. W badaniach in vitro
zaobserwowano, ze w obecnosci RBC zyta tempo kietkowania makrokonidii patogena byto wieksze
niz tempo kietkowania w tych warunkach szczepéw niepatogenicznych [Jaroszuk-Sciset i in. 2009,
Mycol. Res., H3). In vitro strzepki patogena wykazywaty silniejszg chemotaksje do komdrek
granicznych niz strzepki szczepédw niepatogenicznych [Jaroszuk-Sciset i in. 2009, Mycol. Res., H3].
Obszerny przeglad badan wskazujgcy na role RBC jako waznego sktadnika strukturalnego
i funkcjonalnego przdstawiono w publikacji przeglagdowej z 2007 roku [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2007,
Post. Biol. Kom., H6]. W przegladowe] publikacji z 2008 roku [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2008,
Post. Nauk Roln., H7] o roli RBC w interakcjach z mikroorganizmami zamiescitam tez wyniki swoich
badan nad interakcjg RBC zyta z patogenicznym szczepem F. graminearum DEMFc36 wskazujgce, ze
patogen z tego gatunku tworzy struktury mantle-like podobnie jak patogen z gatunku F. culmorum
DEMFc37. Wyniki badan wskazujgce na specyficznos¢ tworzenia struktury mantle-like z patogenem
zyskaty, wyrazone osobiscie, uznanie Profesor Marty Hawes z Arizona University — pioniera
i najwybitniejszego badacza tych unikatowych struktur. Znalazto to odzwierciedlenie potwierdzone w
cytowaniu moich badan w przetomowej pracy Hawes i in. 2012 Plant Soil, w ktérej rola RBC w
obronnosci roslin zostata poréwnana do roli biatych krwinek w systemie obronnym zwierzat. Badania
nad interakcjami RBC ze szczepami Fusarium spotkaty sie z wielkim zainteresowaniem w gronie
naukowcow reprezentujgcych Sekcje Ochrony Roslin Towarzystwa Fitopatologicznego. Wyniki tych
badan prezentowatam podczas wyktadéw wygtoszonych w Zarzadzie Gtéwnym tego Towarzystwa w

Warszawie jak i w Oddziale Lubelskim PTFit.
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Frakcja gluko-chitynowa ze S$ciany komdrkowej patogenicznego szczepu F. culmorum
zastosowana w postaci zawiesiny, w ktorej kietkowato ziarno zyta, chronita te rosline przed fuzarioza
w aseptycznej hodowli wazonowej, gdy makrokonidia szczepu patogenicznego wprowadzono na
korzenie 3-dniowych siewek [Jaroszuk-Sciset i in. 2003, Bull. Pol. Acad. Sci., H1]. Pomiary aktywnosci
markeréw odpornosci takich jak: liaza fenyloalaninowa (PAL) oraz biatka patogenezozalezne (PR):
peroksydaza; chitynaza i glukanaza (izoformy kwasne i zasadowe) w tkankach korzeni i fodyg zyta
wskazywaty, ze frakcja sciany komdrkowej byta efektywna w indukowaniu odpornosci zyta. Frakcja ta
okazata sie tak samo efektywna w hamowaniu wzrostu patogena i indukowaniu markeréw
odpornosci jak komercyjnie wykorzystywany preparat — chitozan.

W  dtugotrwatych  42-dniowych  hodowlach (autolizujgcych) szczepéw  F. culmorum
wykorzystujgcych rdézne zrddta wegla: roslinng sciane komodrkowa (ang. Plant Cell Wall-PCW)
otrzymang z korzeni zyta, grzybowa sciane komérkowg (ang. Fungal Cell Wall-FCW) otrzymang
z 5-dniowych hodowli F. culmorum, glukoze, chityne stwierdzono rdznice pomiedzy szczepami w
wartosciach pH, liczbie jednostek tworzacych kolonie (JTK ml™) i suchej masie grzybni [Jaroszuk-Sciset
i in. 2011, Mycologia, H4). Najwieksze rdznice zanotowano pomiedzy szczepem patogenicznym
i szczepami ryzosferowymi w hodowlach z tym samym Zrédtem C. W hodowlach szczepu
patogenicznego z PCW jako Zrédtem wegla wartosci pH byty wyisze o ponad 2 jednostki niz
w hodowlach szczepdw ryzosferowych z tym zrédtem C. Natomiast w hodowlach z FCW jako zrédtem
C wartosci liczby JTK mI™ patogena byty wyzsze o 1 jednostke logarytmiczng od wartosci liczby JTK
ml™* szczepdw niepatogenicznych.

Zmiany wartosci parametréw wzrostu w trakcie inkubacji wskazywaty, ze autoliza grzybni we
wszystkich hodowlach rozpoczynata sie juz w trzecim dniu, lecz jej stopien byt rézny. Najwyzszy
stopien autolizy po 42 dniach inkubacji stwierdzono w hodowli patogena (20%) zas w hodowlach obu
szczepow ryzosferowych wynosit 15%.

Testowane szczepy F. culmorum byly zdolne do syntezy komplekséw enzyméw degradujgcych
Sciany komodrkowe (ang. Cell Wall Degrading Enzymes—CWDE), ztozonych z glukanaz, chitynaz,
ksylanaz, endocellulaz, egzocellulaz, pektynaz i poligalaktouronaz, ale aktywnos$¢ poszczegdlnych
enzyméw w tych kompleksach byfa rézna [Jaroszuk-Sciset i in. 2011, Mycologia, H4; Jaroszuk-Sciset
i Kurek 2012, Arch. Microbiol., H5]. Polimery Scianowe oraz chityna i glukoza obecne w hodowlach
jako zrédto wegla wptywaty odmiennie na synteze poszczegdlnych enzymow. Aktywnos¢ ksylanaz
i endocelulaz syntetyzowanych w hodowli szczepu PGPR z roslinng CW byta znacznie nizsza niz
aktywnosé tych enzymow syntetyzowanych w takich hodowlach przez DRMO i patogena. Tylko
aktywnos¢ pektynazy byta hamowana przez glukoze. Aktywnos¢ izoform kwasnych byta wyzsza niz
aktywnos¢ hydrolaz alkalicznych. Analiza statystyczna gtéwnych sktadowych (ang. Principal

Component Analysis—PCA) wykazata, ze enzymy CWDE obecne w supernatantach autolizujgcych
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hodowli szczepdw F. culmorum tworzg dwie odrebne grupy. Jedna grupa zawiera pektynaze,
egzocelulaze i poligalaktouronaze zas druga pozostate enzymy hydrolityczne. Sugeruje to, ze te dwie
grupy enzymow dziatajg synergistycznie w degradacji $cian komérkowych.

Poréwnano efektywnos¢ hydrolizy (uwalniania cukrow redukujacych) CW korzeni zyta oraz FCW
(uwalniania cukrow redukujgcych i N-acetyloglukozaminy - GIcNAc) przez surowe preparaty
enzymatyczne otrzymane z 42-dniowych autolizujgcych hodowli szczepdw F. culmorum jak réwniez
z hodowli patogenicznych grzybéw z innych gatunkdéw Fusarium: F. graminearum DEMFc36 (CBS
120102, DQ453701) F. oxysporum DEMFc38 (CBS 120104, DQ450879) [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2012,
Arch. Microbiol., H5]. Hydrolize Scian grzybowych stwierdzono zaréwno w uktadzie homologicznym
tzn., gdy FCW i preparat enzymatyczny pochodzity z tego samego gatunku jak i w ukfadzie
heterologicznym, w ktérym FCW i preparat enzymatyczny pochodzity z réznych gatunkéw. Wykazano
réznice w stopniu hydrolizy PCW i FCW przez surowe preparaty enzymatyczne pochodzace z hodowli
poszczegdlnych szczepéw [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2012, Arch. Microbiol., HS5]. Preparat
enzymatyczny otrzymany z hodowli szczepu PGPF byt najmniej efektywny w hydrolizie roslinnej CW,
natomiast preparaty otrzymane z hodowli szczepédw hamujgcych wzrost roslin nie rdznity sie istotnie
efektywnoscig degradacji CW korzenia zyta.

Najbardziej wydajny w uwalnianiu cukréw redukujgcych i N-acetyloglukozaminy (GIcNAc)
z grzybowej Sciany komarkowej byt preparat otrzymany z hodowli szczepu PGPR, co byto zwigzane
zwysoka aktywnoscia w tym preparacie glukanazy i chitynazy [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2012,
Arch. Microbiol., H5]

Poréwnanie stopnia degradacji PCW i FCW przez preparaty enzymatyczne otrzymane zaréwno
ze szczepow F. culmorum jak i szczepdw nalezgcych do innych gatunkéw tego rodzaju - F. oxysporum
i F. graminearum pozwolito stwierdzi¢ wysoka pozytywng korelacje (R>0.9) pomiedzy aktywnoscig
ksylanazy w preparacie enzymatycznym a stopniem hydrolizy CW korzenia zyta oraz aktywnoscig
chitynazy i efektywnoscig degradacji FCW zardwno w uktadzie homologicznym jak i heterologicznym

[Jaroszuk-Sciset i Kurek 2012, Arch. Microbiol., H5].

Uzyskane wyniki badan wskazujg, ze o typie oddziatywania szczepdw F. culmorum na rosline moze
decydowac aktywnos$¢ enzymédw degradujgcych Sciany komorkowe (CWDE) syntetyzowanych przez
te szczepy. Aktywnos¢ CWDE moze wptywaé na rosline bezposrednio poprzez utatwienie kolonizacji
ryzosfery i korzenia oraz posrednio poprzez uwalnianie endoelicytoréw odpornosci ze $ciany roslinnej
oraz egzoelicytoréw ze Scian grzybowych.

Najprawdopodobniej nie ma istotnych réznic w genomie szczepdw rdznie oddziatujgcych na wzrost
roslin, a réznice w typie oddziatywania wynikaja z poziomu ekspresji gendw zaangazowanych

w synteze metabolitéw majgcych istotng role dla kolonizacji oraz indukcji odpornosci. Badania te

15



Jolanta Jaroszuk-Sciset Zatacznik nr 2 - Autoreferat

w duzym stopniu potwierdzajg hipoteze, ze réinice w cechach fizjologicznych pomiedzy szczepami
decydujgce o miejscu grzybowego partnera rosliny w endofitycznym kontinuum saprotof—patogen

sg iloSciowe a nie jakoSciowe [schulziin. 1999, Schulz i Lefert 2004, Schulz i Boyle 2005].

Podsumowanie najwazniejszych wynikow, ktore stanowia osiggniecie naukowe zawarte w
monotematycznym cyklu publikacji pt. ,,Czynniki istotnie wptywajace na typ oddziatywania

roslina-grzybowy endofit pomiedzy Secale cereale i grzybami z gatunku Fusarium culmorum”

Wykazano, ze rdznie oddziatujgce na wzrost zyta szczepy F. culmorum:

(1) sa spokrewnione genetyczne, co zostato ustalone na podstawie sekwencji 2 regiondéw
miedzygenowych ITS oraz genu 5.8S rRNA (ITS1, 5.8S rRNA i ITS2) ITS;

(2) maja zblizong zawartosc¢ frakcji w scianie komadrkowej,

(3) posiadajg determinanty genetyczne warunkujgce synteze toksyny z grupy trichotecenéw B —
deoksyniwalenol (DON);

(4) rdinig sie intensywnoscig kolonizacji korzenia i ,modelem” (zasiegiem rozprzestrzenienia w
korzeniu) tej kolonizacji;

(5) charakteryzujg sie rézng intensywnoscig oddziatywania z komérkami granicznymi korzenia (RBC)
in vitro;

(6) w ich oddziatywaniu in vivo z komdrkami granicznymi korzenia zaznacza sie specyficznosé
tworzenia struktur mufko-podobnych z RBC jedynie przez grzyb patogeniczny;

(6) réznig sie efektywnoscig wykorzystywania in vitro réznych zrédet wegla, co objawia sie rozng
intensywnoscig wzrostu oraz réznym stopniem autolizy grzybni w dtugotrwatych hodowlach;

(7) w autolizujgcych hodowlach in vitro syntetyzujg kompleksy lityczne rdznigce sie aktywnoscig
poszczegdlnych enzymdw degradujacych sciany komérkowe (CWDE);

(8) w kompleksach CWDE syntetyzowanych przez szczepy F. culmorum wyodrebniajg sie dwie grupy
enzymow najprawdopodobniej wspotdziatajgcych synergistycznie w degradacji roslinnych (PCW)
i grzybowych (FCW) $cian komérkowych;

(9) syntetyzowane przez te szczepy kompleksy lityczne odznaczajg sie rozng efektywnoscig degradacji
$cian komérkowych roslinnych i grzybowych (homologicznych i heterologicznych);

(10) istnieje dodatnia korelacja pomiedzy efektywnoscig rozktadu $cian komdrkowych a aktywnoscig
jednego ze sktadnikéw kompleksu litycznego - degradacja PCW jest skorelowana z aktywnoscig
ksylanazy a degradacja FCW z aktywnoscig chitynazy;

(11) inokulacja roslin niepatogenicznymi szczepami F. culmorum chroni przed fuzariozg wywotang

szczepem patogenicznym;
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(12) w tkankach zyta skolonizowanych przez szczepy F. culmorum czy zaindukowanych frakcjg
Scianowg F. culmorum stwierdzono pojawianie sie markeréw odpornosci: apozytéw $cianowych,

aktywnosci liazy fenyloalaninowej i biatek patogenezozaleznych.

Wyniki opisanych powyzej badan zostaty opublikowane w 5 oryginalnych pracach naukowych.

We wszystkich tych pracach bytam autorem koncepcji badan i gtéwnym wykonawca doswiadczen.
Bytam odpowiedzialna za opracowanie wynikéw, przygotowanie manuskryptéw oraz petnitam role

autora korespondencyjnego.

Czes¢ wynikéw uzyskanych w badaniach dotyczgcych komérek granicznych korzeni dyskutowano
z wynikami opublikowanymi przez badaczy z wiodacych osrodkéw w 2 artykutach przeglgdowych,

w ktérych bytam gtéwnym i korespondencyjnym autorem.
Mdj udziat w powstaniu oryginalnych i przeglagdowych publikacji oceniam na 80-85%.

Wyniki opisane w powyzszych publikacjach sktadajgcych sie na monotematyczny cykl badan
”"Czynniki wptywajgce na typ oddziatywania roslina-grzybowy endofit pomiedzy zytem
(Secale cereale) i grzybami z gatunku Fusarium culmorum” zostaty uzyskane w ramach kierowanych

przeze mnie projektéw badawczych:

1. Projekt badawczy wtasny ~ Komitet Badarn Naukowych (KBN)

Nr 3PO6R 01025 (20.11.2003 — 19.11.2006)

pt. ,Rola ryzosferowych szczepdw Fusarium culmorum w indukowaniu odpornosci zyta
(Secale cereale L.) na fuzariozy”

2. Projekt badawczy wiasny ~ Narodowe Centrum Nauki (NCN)

Nr N N310 441338 (25.06.2010-24.06.2013)

pt. ,Réznice w metabolizmie pierwotnym i wtdrnym szczepdw Fusarium culmorum rdznie
oddziatujgcych (promujgcy, hamujacy, patogeniczny) na wzrost roslin zbozowych"

3. Grant Zespotowy Prorektora Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
(UMCS) ds. Nauki (2007)

pt. ,Zréznicowanie fizjologiczne szczepdw Fusarium culmorum rdznie oddziatujgcych na
wzrost zyta (Secale cereale L.) (promujgcych /PGPF/, hamujgcych /DRMO/ i wywotujgcych
fuzaryjne wiedniecie)”

Publikacja tych wynikéw wymagata takze zdeponowania szczepdw Fusarium spp. — F. culmorum,
F. graminearum, F. oxysporum w miedzynarodowej kolekcji mikroorganizmoéw Centraalbureau voor
Schimmelcultures Collections (CBS) P.O.Box 85167; NL-3508 AD Utrecht; The Netherlands
oraz zgtoszenia voucherow dla sekwencji ITS1 i ITS2 tych szczepdw Fusarium spp.

do bazy danych (NCBI National Center for Biotechnology).
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5. INNE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

OMOWIENIE INNYCH PRAC NAUKOWO-BADAWCZYCH NIEWLICZANYCH
DO OSIAGNIECIA NAUKOWEGO STANOWIACEGO MONOTEMATYCZNY CYKL PUBLIKACII

Méj dorobek naukowy nie wliczany do osiggniecia obejmuje 23 publikacje, w tym 15 prac
opublikowanych po doktoracie, w wiekszosci ktérych jestem pierwszym lub drugim autorem.

Jeden z nurtéw moich badan realizowanych w pierwszych latach po doktoracie byt zwigzany
z problematyka bioremediacji gleb zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi. Realizacja tego
tematu wynikata z zaangazowania, jako gtéwny wykonawca, w projekty realizowane przez Zaktad
Mikrobiologii Srodowiskowej UMCS na zaméwione jednostek pozabudzetowych zajmujgcych sie
dystrybucjg paliw ptynnych - Zaktadéw Centrali Produktéw Naftowych S.A. w Lublinie koordynowane
przez Lubelskg Fundacje Ochrony Srodowiska Naturalnego. Przeprowadzono badania pozwalajace na
charakterystyke gleb skazonych zwigzkami ropopochodnymi pod wzgledem mozliwosci ich
oczyszczania metodami biologicznymi, opracowanie protokotu takiego procesu i kontroli jego
przebiegu. Ze skazonych gleb wyizolowane zostaty szczepy bakteryjne intensywnie degradujgce
pojedyncze weglowodory alifatyczne i aromatyczne w podtozu ptynnym oraz olej napedowy w glebie.
Badania realizowane w ramach tej wspdtpracy zaowocowaty opracowaniem efektywnej metody
oczyszczenia gleb ze skazen ropopochodnych. Metoda bioaugmentacji okazata sie dwukrotnie
efektywniejsza niz metoda fitoremediacji a metoda agrotechniczna dawata kilkakrotnie stabsze
parametry [Kurek i Jaroszuk 1998a]. Efektywne okazaty sie zastosowane metody wspomagania
bioremediacji ex situ gleby skazonej olejem napedowym nawozeniem mineralnym (azofoska) i
poprzez poprawe warunkéw powietrzno-wodnych (dodatek 3 %v/v wiérow drzewnych) [Kurek i
Jaroszuk 1998b].

19



Jolanta Jaroszuk-Sciset Zatacznik nr 2 - Autoreferat

Kurek E., Jaroszuk J. 1998a. Poréwnanie efektywnosci réznych technik bioremediacyjnych w czyszczeniu ex situ gleby
skazonej olejem napedowym [w:] Ekologia w dystrybucji paliw ptynnych-2000, Express Press, Lublin, ISBN 83-87484-12-
1, pp. 91-106.

Kurek E., Jaroszuk J. 1998b. Stymulacja biodegradacji ropopochodnych poprzez modyfikacje warunkéw glebowych. (A.
Sawicka red.) [w:] Ekologiczne aspekty mikrobiologii gleby, Prodruk Poznan, ISBN: 83-86707-74-7, pp. 179-184.

Uczestniczytam takze w badaniach realizowanych we wspoétpracy z Miejskim Przedsiebiorstwem
Wodociggdw i Kanalizacji w Lublinie dotyczgcych biodostepnosci metali ciezkich (Cd i Zn) w osadach
Sciekowych [Kurek i in. 1998]. Wyniki 64-tygodniowych doswiadczen z uzyciem sataty wykazaty, ze
masa roslin byta ujemnie a stezenie metali dodatnio skorelowane z wiekiem osadu Sciekowego.
Zawartos$¢ frakcji rozpuszczalnej w wodzie i jonowymiennej kadmu ulegata obnizeniu a zawartosc
frakcji cynku nie ulegata istotnej zmianie.

Kurek E., Suchanek W., Stomka A., Jaroszuk J. 1998. Bioavailability of Cd and Zn contained in sewage sludge, [in:] Trace

Elements-Efects on Organisms and Environment (P. Migula, B. Dolezych red.), Eco Edycja, Katowice. Wydawnictwo
Naukowo — Techniczne, ISBN 83904174-6-4, pp. 47-51.

Gtéwny nurtem moich badan byta tematyka zwigzana z drobnoustrojomi ryzosferowymi, ich
aktywnoscig w srodowisku glebowym a w szczegdlnosci ich wtasciwosciami istotnymi dla biologicznej
ochrony roslin przed fuzariozg. W badaniach tych skupiatam sie przede wszystkim na mechanizmach
bezposredniego oddziatywania drobnoustrojow ryzosferowych na patogeny oraz na wptywie
warunkéw glebowych na wtasciwosci biokontrolne szczepéw ryzosferowych oraz na patogenicznosc
szczepOw Fusarium. Na badania te ztozyly sie doswiadczenia in vitro, doswiadczenia wazonowe oraz
polowe. Nawigzujgc wspodtprace z innymi osrodkami naukowymi rozszerzytam tez zakres swoich
badan o inny gatunek roslin zbozowych (pszenice), jak tez gatunki roslin reprezentujace inne rodzaje
(koniczyne i czosnek). [

Wykazano, w trakcie 24-tygodniowej inkubacji, ze typ gleby (less, redzina, piasek gliniasty)
i temperatura (-2, +4, +20°C) oraz interakcja pomiedzy tymi czynnikami ma istotny statystycznie
wplyw na namnazanie szczepdw Fusarium spp. (F. culmorum, F. graminearum i F. avenaceum) [Kurek
i Jaroszuk 1997, Polish J. Soil Sci.]. Liczba CFU szczepdw Fusarium spp. wzrastata nawet kilkakrotnie
po 4 tygodniach inkubacji w testowanych temperaturach i tylko w przypadku F. avenaceum
zaobserwowano spadek liczby CFU po 24 tygodniowej inkubacji.

Kurek E., Jaroszuk J. 1997. Changes in the number of Fusarium propagules introduced to soil. Polish Journal of Soil
Science 30: 63-69.

Z kolei wprowadzenie szczepdéw Fusarium spp. (F. culmorum, F. graminearum, F.oxysporum i
F. avenaceum) do 3 rdoznych typdw gleb w nieobecnosci rosliny (brunatna, redzina, bielica) wptywato
na liczebnos¢ drobnoustrojéw glebowych (grzyboéw i bakterii, w tym fluoryzujgcych Pseudomonas), co
wykazano po 12-sto tygodniowej inkubacji tych szczepdw w dwéch temperaturach (+4, +20°C) [Kurek
i Jaroszuk 1997, Intern. Conference, Wilno].

Kurek E., Jaroszuk J. 1997. Effect of patogenic Fusarium strains on multiplication of microorganism in soils. [in:]

International Conference Ecological Effects of Microorganisms Action, Wilno, October 1-4, Lithuanian Society of
Microbiologist, ISBN 9986-662-07-9, pp 251-254.

Szczegdlnie duzo uwagi poswiecitam badaniom nad mechanizmem konkurencji o zelazo pomiedzy
bakteryjnymi szczepami z gatunku Pseudomonas fluorescens oraz patogenami z rodzaju Fusarium
spp. Wykazano, ze wiele sposrdd izolatéw bakteryjnych i grzybowych pochodzacych z ryzosfery zyta
syntetyzujacych zwigzki kompleksujace Fe*" jest zdolnych do hamowania wzrostu patogenicznego
szczepu F. culmorum in vitro [Jaroszuk i Kurek 1999, Bull. Pol. Acad. Sci.]. Biologiczna ochrona
wykorzystujgca mikroorganizmy do zwalczania choréb roslin, oferuje silng alternatywe w stosunku do
stosowania srodkéw chemicznych. Szczepy z rodzaju Pseudomonas testowane sg z powodu ich
szerokiego zasiegu wystepowania w glebach, zdolnosci do kolonizacji ryzosfery roslin gospodarza
oraz zdolnosci do produkcji szerokiego zakresu zwigzkéw hamujacych liczne patogeny roslin.

Jaroszuk J., Kurek E. 1999. Synthesis of Fe* - chelating compounds and in vitro inhibition of Fusarium culmorum growth

by rye rhizosphere microbes by siderophore mediated competition for iron mechanism. Bulletin of the Polish Academy
of Sciences, Biological Sciences 2-4: 69-75.
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Wyodrebnione zostaty cztery izolaty Pseudomonas fluorescens (szczepy 23, 26, 44 i 45) efektywnie
hamujace in vitro wzrost F. culmorum na drodze konkurencji o Fe*" Izolaty te syntetyzowaty zwigzki
kompleksujace Fe** oraz specyficzne zwiazki chelatujace (siderofory hydroksamowe i/lub siderofory
katecholowe [Jaroszuk i Kurek 1997, 1998, Jaroszuk-Sciset i Kurek 2001, 2004, Kurek i Jaroszuk-Sciset
2003].

W doswiadczeniach wazonowych okreslono optymalne warunki temperatury, wzglednej
wilgotnosci, typu gleby i jej sktadu granulometrycznego oraz formy nawozenia azotowego dla
ochrony zyta przez szczepy Pseudomonas przed oddziatywaniem szczepdw Fusarium.

Wyniki krétkoterminowych (10-dniowe) doswiadczern wazonowych wskazujg, ze na efekt
biologicznej ochrony zyta przed Fusarium avenaceum [Jaroszuk and Kurek 1997, Polish Phytopathol.
Society] oraz przed F. graminearum i F. culmorum [Jaroszuk and Kurek 1998, Polish Phytopathol.
Society] przez syntetyzujgcy siderofory szczep P. fluorescens 26 istotnie wptywaty czynniki
$rodowiskowe: typ gleby (bielica, gleba brunatna wytworzona z lessu), temperatura (10, 15, 20°C),
wilgotnos¢ wzgledna (30, 60%). Te eksperymenty przeprowadzane w warunkach statej temperatury
i wilgotnosci wzglednej wskazujg, ze wysoka temperatura i wysoka wilgotnos¢ wzgledna byty
najlepsze dla namnazania Fusarium spp. Wysoka wilgotnosé byta najwazniejszym sposréd
testowanych czynnikéw srodowiskowym dla namnazania patogena w ryzosferze zyta. Natomiast
najwiekszg efektywnos¢ szczepu P. fluorescens 26 w stymulacji wzrostu roslin i ochronie przed
Fusarium spp. stwierdzono w najnizszej testowanej temperaturze (10°C). Te obserwacje wskazuja, ze
temperatura wzrostu roslin moze wptywac¢ na intensywnos$¢ syntezy sideroforéw przez szczepy
P. fluorescens i sktad ligandéw Fe*" w ryzosferze.

Jaroszuk J., Kurek E. 1997. Effect of soil type, incubation temperature and relative humidity on Fusarium strains
biocontrol by Pseudomonas 26 strain. [in:] Trichoderma spp., other microorganisms and plant extracts in plant diseases
control (L.B. Orlikowski, Cz. Skrzypczak red.), ISK Skierniewice, The Polish Phytopathology Society, ISBN 83-772-94-8, pp
132-137.

Jaroszuk J., Kurek E. 1998. Siderophore mediated fusariosis biocontrol by Pseudomonas strain 26 under different
environmental conditions. [in:] Biological agents and their affectiveness in the control of plant pathogens
(L.B. Orlikowski, Cz. Skrzypczak red.), I1SK Skierniewice, The Polish Phytopathology Society, ISBN 83-902901-6-2, pp.
25-33.

Wykazano, ze promocja wzrostu roslin i hamowanie wzrostu patogena nie zalezg bezposrednio od
stosunku liczebnosci P. fluorescens do liczebnosci patogena, ale od warunkéw s$rodowiskowych,
chociaz rola czynnikéw abiotycznych w supresywnosci gleb dla fuzariozy jest bardzo skomplikowana.
W doswiadczeniu wazonowym stwierdzono istotny wptyw zawartosci mineratéw ilastych (0,5; 2,0
i 5,0% wprowadzonego bentonitu) oraz formy nawozenia azotowego (NO*, mocznik, mieszanina NO*
i NH," [1:1]) na skuteczno$é biologicznej ochrony zyta przed fuzarioza (F. culmorum) przez szczepy
Pseudomonas fluorescens 23 i 45 [Kurek i Jaroszuk-Sciset 2003, Biol. Control] oraz przez szczepy
Pseudomonas fluorescens 26 i 44 [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2004, Acta Agr. Silv.]. Mieszanina NO*
i NH," [1:1] okazata sie najlepszg forma nawozenia dla wzmocnienia zdolnosci szczepdw
P. fluorescens do promowania wzrostu zyta i hamowania wzrostu F. culmorum. Wykazano, ze
wprowadzenie do gleby bentonitu w ilosci 2% (w/w) byto optymalne dla wzmocnienia tych
wiasciwosci szczepdw Pseudomonas. Wzrost zawartosSci bentonitu powodowat obnizenie liczebnosci
Fusarium. Najwyzszg mase roslin nieinokulowanych uzyskiwano po wzbogaceniu gleby 0,5%
bentonitu, natomiast 5,0% dodatek tego mineratu powodowat obnizenie biomasy roslin.
Prawdopodobnie wyzsze pH gleby wzbogaconej w materiat ilasty moze tworzy¢ warunki sprzyjajace
zwiekszonej konkurencji o Fe** pomiedzy P. fluorescens i patogenem.

Badania te znalazty uznanie w literaturze Swiatowej, czego potwierdzeniem jest oprécz
cytowania ich nie tylko w pracach oryginalnych czy przegladowych, ale takze w podreczniku
dotyczacym stosowania PGPR jako BCA - Plant Growth and Health Promoting Bacteria, 2010 (D.K.
Maheshwari ed.), Springer-Verlag.

Kurek E., Jaroszuk-Sciset J. 2003. Rye (Secale cereale) growth promotion by Pseudomonas fluorescens strains and their
interactions with Fusarium culmorum under various soil conditions. Biological Control 26: 48-56.
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Jaroszuk-Sciset J., Kurek E. 2004. Wptyw czynnikdw glebowych na skuteczno$¢ Pseudomonas fluorescens w ochronie
zyta przed fuzarioza (Fusarium culmorum). Acta Agraria et Silvestria ser. Agraria. 42: 195-210, ISSN 0065-0919.

Wykazano potencjat syntetyzujgcych siderofory szczepdéw P. fluorescens jako czynnikow
biologicznej ochrony - BCA (ang. Biological Control Agents) w biologicznej ochronie zyta przed
fuzarioza  (Fusarium culmorum) w warunkach polowych [Jaroszuk-Sciset i Kurek 2001,
Bull. Pol. Acad. Sci.], ale rezultaty eksperymentéw polowych wskazujg, ze rezultaty doswiadczen
wazonowych nie zawsze sg miarodajne dla przewidywania dziatania patogena i efektywnosci
mikrobiologicznych czynnikéw w badaniach polowych. Wyniki doswiadczen polowych z dwéch
sezondw wegetacyjnych wykazaty istotne znaczenie temperatury i wilgotnosci zaréwno na
oddziatywanie patogena (F. culmorum), jak réwniez promujgce wzrost i ochronne oddziatywanie
szczepow P. fluorescens. Efekt inokulacji nasion szczepami P. fluorescens (26, 44, 45) indywidualnie
lub w mieszaninie na plon zyta i infekcje ziarna przez F. culmorum rdznit sie istotnie w dwdch
sezonach wzrostu. Stymulujgcy efekt inokulacji ziarna szczepami P. fluorescens na wzrost roslin byt
obserwowany takze, gdy nasiona byly ko-inokulowane tymi szczepami i F. culmorum. Takie
traktowanie skutkowato istotnym wzrostem liczby ktoséw (do 23%); plonu stomy (do 60%) i plonu
ziarna (do 27%) w poréwnaniu do kontroli. Rezultaty badan polowych wskazywaty réwniez, ze brak
bezposredniej zaleznosci pomiedzy liczbg jednostek patogena i szczepdw biokontrolnych w
ryzosferze a ochronnym efektem. Liczebno$¢ mikroorganizméw wprowadzonych na nasionach do
ryzosfery zyta - okreslana metoda ptytkowag podczas dwdch sezondw wegetacyjnych liczba CFU
szczepow P. fluorescens oraz F. culmorum sugeruje, ze mikroorganizmy nie tylko namnazaty sie w
czasie sezonu, ale ich liczba zmieniata sie wraz z rozwojem rosliny. Najwiekszg liczbe CFU szczepdw
P. fluorescens i F. culmorum w obu sezonach wegetacyjnych byta izolowana w stadium krzewienia.
Badania polowe wykazaty, ze warunki klimatyczne oraz interakcja pomiedzy temperaturg i iloscig
opaddéw, moze znaczaco wptywaé na efekt dziatania patogena i/lub szczepdw P. fluorescens na
wzrost roslin i ich aktywno$¢ jako czynnika biologicznej ochrony.

Jaroszuk-Sciset J., Kurek E. 2001. Biocontrol of rye fusariosis by Pseudomonas fluorescens under field conditions.
Bulletin of the Polish Academy of Sciences, Biological Sciences 49(4): 275-285.

W badaniach polowych realizowanych we wspdtpracy z Uniwersytetem Technologiczno-
Przyrodniczym w Bydgoszczy analizowano witasciwosci ziarniakdw pszenicy o rdinym stopniu
porazenia przez Fusarium culmorum [Grabowski i in. 2012, Intern. J. Food Sci. Technol.]. Poréwnano
wyniki trzyletnich doswiadczen z uzyciem sze$ciu odmian pszenicy inokulowanych F. culmorum.
Analiza tak obszernego materiatu pozwolita zauwazyé zaskakujgce zjawisko, ze ziarno o niskim
stopniu porazenia odznacza sie wyzszym o kilka %, ale statystycznie istotnym, wzrostem takich
parametréw jak masa, czy objetos¢ pojedynczych ziarniakéw w stosunku do ziarniakéw
inokulowanych, ale nie wykazujgcych symptomdw porazenia roslin. Stwierdzono, ze ziarno silnie
porazone przez Fusarium miato wyraznie obnizone w stosunku do kontroli parametry fizyczne.
Prawdopodobnie przyczyng wzrostu masy ziarniakdw o lekkim porazeniu moze by¢ zajscie reakcji
obronnych zaindukowanych obecnoscig patogena, ktorych skutkiem jest zwykle wytworzenie w
ziarniakach zwigzkdw antygrzybowych oraz fenoli powigzanych ze sciang komadrkowa, lignifikacja
$cian i gromadzenie apozytéw Scianowych zbudowanych z polimeréw B-glukanowych (kalozy).
Wytworzone metabolity mogg ogranicza¢ wzrost patogena i tworzy¢ bariere fizyczng powstrzymujgca
jego rozprzestrzenianie a jednoczesnie mogg przyczyniac sie do wzrostu masy i objetosci ziarniakdw.

Grabowski A., Siuda R., Lenc L., Jaroszuk-Sciset J. 2012. Effect of the degree of fusariosis on the physical characteristics
of individual wheat kernels. International Journal of Food Science and Technology 47: 1122-1129.

We wspdtpracy z Zaktadem Biologii Molekularnej UMCS badatam zdolno$¢ patogenicznego
szczepu Fusarium oxysporum DEMFc38 (wywotujgcego fuzarioze zyta) do syntezy enzymdw trehalazy
(THA) i inwertazy (INV) uczestniczacych w metabolizmie weglowodandw i istotnych dla
patogenicznosci [Wolska-Mitaszko i in. 2007, Mycol. Res.]. Wykazano, ze szczep ten syntetyzuje
liczne wewnatrz- i zewngtrzkomdrkowe izoformy tych enzymoéw. Aktywnos¢ enzymoéw zalezata od
wieku hodowli i Zrédta wegla (cukru) obecnego w podtozu. W logarytmicznej fazie wzrostu aktywnosc
INV przewyzszata aktywnos¢ THA, natomiast w stacjonarnej fazie wzrostu wyzsza byta aktywnosé
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THA. Aktywnos$¢ wewnatrzkomorkowej THA w stacjonarnej fazie wzrostu byta hamowana przez
monosacharydy. Dwucukry zas, gtéwnie laktoza i skrobia, zwiekszaty aktywnos$¢ wewnatrz- i
zewnatrzkomorkowej THA. Wewnatrzkomdérkowa THA byta syntetyzowana w pojedynczej formie o
wysokiej masie czgsteczkowej 120 kDa a zewngtrzkomdrkowa THA jako pojedyncza forma o masie 60
kDa. Stwierdzono pojawianie sie trzech izoform wewnatrzkomdrkowej INV i dwdch izoform
zewnatrzkomorkowej INV. Tak duze zrdznicowanie izoform moze wskazywac na duze znaczenie tych
enzymow w regulacji metabolizmu weglowodandw oraz podczas kolonizacji rosliny.

Wolska-Mitaszko B., Jaroszuk-Sciset J., Pszeniczna K. 2007. Isoforms of trehalase and invertase of Fusarium oxysporum.
Moycological Research 111: 456-465.

Uczestniczytam takze w badaniach nad rolg genu rosR i pssA oraz egzopolisacharydu (EPS) w
symbiozie R.leguminosarum z koniczyng analizujagc wptyw dodatkowych kopii tych genéw na
wiasnosci symbiotyczne bakterii [Janczarek i in. 2009, Antonie van Leeuwenhoek]. Obecnosc
dodatkowych kopii genéw rosR i pssA u wszystkich testowanych szczepdédw R. leguminosarum
wplywata na zwiekszenie ilosci syntetyzowanego przez te szczepy EPS oraz liczby indukowanych przez
nie brodawek na korzeniach koniczyny. Skutkiem efektywnej symbiozy byt wzrost masy czesci
nadziemnej roslin infekowanych przez szczepy zawierajgce dodatkowe kopie tych genéw w stosunku
do mas roslin infekowanych przez bakterie niezmodyfikowane. Stwierdzono, ze szczepy zawierajgce
dodatkowe kopie rosR i pssA zasiedlaty do ok. 50% wiecej brodawek w poréwnaniu ze szczepami typu
dzikiego. Brodawki te byly zasiedlone przez 10-krotnie wiekszg liczbe bakterii niz brodawki
indukowane przez szczepy niezmodyfikowane.

Janczarek M., Jaroszuk-Sciset J., Skorupska A. 2009. Multiple copies of rosR and pssA genes enhance exopolysaccharide

production, symbiotic competitiveness and clover nodulation in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Antonie van
Leeuwenhoek International Journal of General and Molecular Microbiology 96: 471-486.

Ponadto, we wspdtpracy z Zaktadem Anatomii i Cytologii Roslin UMCS prowadzitam badania
dotyczgce roli kalazy (B-1,3 glukanazy) w mikrosporogenezie roslin kwiatowych [Winiarczyk i in.
2012, Sex. Plant Reprod.]. Enzym ten rozktada polimer glukanowy - kaloze, obecng w Scianie
otaczajgcej tetrade mikrospor pytku. Degradacja kalozy przez kalaze decyduje o procesie wytwarzania
mikrospor (stadium niezbednego do rozwoju zywotnego pytku). W badaniach poréwnywano
izoformy kalazy syntetyzowane przez sterylny (nie wytwarzajgcym pytku) czosnek z gatunku Allium
sativum oraz tych syntetyzowanych przez gatunek czosnku zdolny do rozmnazania generatywnego
(Allium atropurpureum). Wykazano, ze sterylny czosnek wytwarza izoforme o optimum pH 4,8,
podczas gdy Allium atropurpureum izoformy aktywne w zakresie pH 4,8-5,2; 6,1 oraz 7,3. Wyniki te
wskazaty, ze czynniki wptywajgce na zmiane pH w mikrosporangium mogg posrednio wptywaé na
rozwdéj meskiego gametofitu modulujgc aktywnosé kalazy. Optymalna aktywnosc¢ kalazy dla stadium
tetrad miata miejsce przy pH=4,8 i malata wraz ze wzrostem pH. Tak wiec, kiedy tworzyta sie Sciana
kalozowa wokot mikrosporocytéw, aktywnosc¢ kalazy byta ograniczona, gdyz pH w lokulus wynosito >
5,0. W procesie mikrosporogenezy u A. sativum stadium dominujgcym, utrzymujgcym sie przez dtugi
okres byta tetrada mikrospor otoczona wspdlng otoczkg kalozowg. Ta specyficzna Sciana wystepuje u
wielu gatunkéw roslin kwiatowych, ale okres jej trwania jest bardzo krotki (nawet kilka minut),
natomiast u A. sativum S$ciana ta utrzymywata sie ponad 2 tygodnie. Dopiero w czasie pekania
podsadki, w mikrosporangiach dochodzito do rozpadu kalozowej sciany i uwolnienia haploidalnych
mikrospor. Dtugotrwate utrzymywanie sie kalozowej Sciany wokadt tetrady mikrospor i ich izolacja jest
prawdopodobnie przyczyng degeneracji ich protoplastéw.

Winiarczyk K, Jaroszuk-Sciset J., Kupisz K. 2012. Characterization of callase (B-1,3-D glucanase) activity during

microsporogenesis in the sterile anthers of Allium sativum L. and the fertile anthers of A. atropurpureum. Sexual Plant
Reproduction 25: 123-131.

Sumaryczny impact factor - IF ww. publikacji nie wliczanych do osiggniecia naukowego, zgodnie
z rokiem opublikowania: 9,036
Suma punktéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW 164 pkt
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PLANY NA PRZYSZtOSC

W ramach kierowanego przeze mnie grantu NCN pt. "Réznice w metabolizmie pierwotnym i
wtdérnym szczepdw Fusarium culmorum rdzinie oddziatujgcych (promujacy, hamujacy, patogeniczny)
na wzrost roslin zbozowych" (nr N N310 441338), realizowanego we wspotpracy z Zaktadem
Fitopatologii Molekularnej Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy, prowadzone
sg 3-letnie badania polowe nad efektywnoscig ochrony przed fuzariozg roslin zbozowych (zyta i
pszenicy) przez makrokonidia szczepdédw niepatogenicznych F. culmorum oraz preparatéow
otrzymywanych po chemicznym i enzymatycznym frakcjonowaniu $cian roslinnych i grzybowych.
Badania te zostang zakoriczone jesienig 2013 roku. Uzyskane juz wyniki wskazujg, ze zastosowane
preparaty jak rowniez metody ich aplikacji majg szanse na komercyjne zastosowanie. Wkrétce po
zakonczeniu doswiadczen bedzie ztozony wniosek patentowy a nastepnie zostang opublikowanie
wyniki tych badan.

Badania nad interakcjami roslin zbozowych (zyto, pszenica i jeczmien) ze szczepami grzybowymi
sg i bedg kontynuowane z wykorzystaniem szczepdw z réznych gatunkéw Fusarium - patogenicznych
(F. graminearum DEMFc36, F.culmorum DEMFc37, F. oxysporum DEMFc38) i niepatogenicznych
(F. culmorum DEMFc1, DEMFc2, DEMFc3, DEMFc5, F.avenaceum DEMFc4), ktére zostaty
sklasyfikowane i zdeponowane w CBS.

Kontynuowane bedg badania nad interakcjami pomiedzy komaérkami granicznymi korzeni (RBC)
tych trzech roslin zbozowych i réznymi szczepami Fusarium oraz szczepami z innych rodzajow
(Trichoderma i Penicillium) zmierzajgce do sprawdzenia specyficznosci interakcji z RBC oraz
czynnikéw jg warunkujgcych.

Realizowane bedg badania nad bezposrednimi i posrednimi mechanizmami ochrony przed
fuzarioza wywotywang przez patogeniczne szczepy z gatunkéw F. culmorum, F. oxysporum,
F. graminearum z wykorzystaniem niepatogenicznych szczepdéw Fusarium oraz szczepdw z rodzajow
Trichoderma i Penicillium, ktére pozwolg na wyodrebnienie aktywnych szczepdw hamujgcych wzrost
patogendw in vitro z wykorzystaniem bezposrednich mechanizmow.

Prowadzone sg i nadal bedg kontynuowane badania metabolizmu pierwotnego i wtdrnego

szczepdw patogenicznych i niepatogenicznych z réinych gatunkéw Fusarium. Zaawansowane s3
badania nad synteza metabolitéw wtdrnych. Badana jest synteza toksyn: DON i jej acetylowanych
form, ZEA, NIV przez szczepy F. culmorum oraz patogeniczne szczepy F. oxysporum i F. graminearum
ze zwrdéceniem uwagi na wptyw czynnikdw abiotycznych i biotycznych. Szczegdlnie interesujgce
wydajg sie wyniki uzyskane w dotychczas prowadzonych badaniach in vitro dotyczace syntezy przez
roznie oddziatujgce szczepy F. culmorum fitohormondw: etylenu, kwasu indolilooctowego (auksyny)
i kwasu giberelinowego (gibereliny). Synteza tych metabolitéw badana bedzie zaréwno w hodowlach
in vitro jak i in vivo w glebach ryzosferowych oraz w tkankach skolonizowanych roslin. W dotychczas
prowadzonych badaniach in vitro zaznaczyta sie wyrazna zaleznos¢ ich syntezy od obecnosci
i stezenia aminokwasowych prekursoréw oraz okresu hodowli. Stwierdzono, 7e szczepy o réznym
typie oddziatywania na rosliny charakteryzujg sie odmiennym profilem syntetyzowanych
fitohormondéw—patogen syntetyzuje etylen w najwyzszych stezeniach. Przygotowano do publikacji
opracowanie wynikéw tych badan w pracy pt. “Efficiency of indoleacetic acid (IAA), gibberellic acid
(GA), and ethylene synthesized in vitro by Fusarium culmorum strains with different effects on cereal
growth” przestanej do redakcji Biologia. Wykazano tez, ze szczep PGPF odznacza sie zdolnoscig do
syntezy w najwyzszych stezeniach deaminazy ACC — enzymu odpowiedzialnego za rozktad
bezposredniego prekursora etylenu.

Kontynuowane bedg badania nad syntezg przez szczepy Fusarium kwasdéw organicznych ze
szczegbdlnym uwzglednieniem syntezy kwasu szczawiowego, ktéry jest uwazany za jeden z czynnikéw
patogenicznosci - zdolnos¢ do jego syntezy wykazano juz w hodowlach szczepu patogenicznego.
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Realizowane bedg badania nad wykorzystywaniem przez szczepy Fusarium o rdéinym typie
oddziatywania rdéznorodnych substratow zawartych w testach Biolog (FF MicroPlateTM oraz
EcoPlateTM), ktére bedg podstawg do wyznaczenia takich parametrow ekologicznych jak:
intensywnos$¢ zasiedlania niszy (NOI — niche overlape index) oraz ekologicznego podobienstwa
(ecological similarity) czy zrbznicowania (ecological variability/niche differentiation).

Dokonczone zostang badania realizowane we wspodtpracy z Zaktadem Biochemii UMCS majace na
celu scharakteryzowanie enzymdéw odgrywajgcych zasadniczg role w degradacji Sciany roslinnej
(ksylanaz) oraz scian grzybowych (glukanaz i chitynaz) syntetyzowanych przez szczepy F. culmorum.
Ich oczyszczenie technikg niskocisnieniowej chromatografii jonowymiennej pozwolito na okreslenie
ich mas czgsteczkowych. Dla badanych enzymdéw wyznaczona zostanie rowniez zawartosé sktadnika
weglowodanowego oraz parametry kinetyczne: stata Michaelisa-Menten (K,) i predkos¢ maksymalna
(Vmax). Zidentyfikowane zostang kopie genowe kodujgce te enzymy w genomach patogenicznych
i ryzosferowych szczepdéw F. culmorum.

Prowadzone bedg takze badania, we wspdtpracy z Zaktadem Mikrobiologii Przemystowej UMCS
i Zaktadem Anatomii i Cytologii Roslin UMCS, nad analizg scian komdrkowych Fusarium. Wstepne
analizy wykazaty obecnos¢ w strukturze tych $cian obok frakcji B-(1,3)-glukandw mniejsze ilosci frakcji
a-(1,3)-glukandéw. Przygotowany zostat pod moim kierownictwem projekt pt. ,,Réznice w sktadzie
glukandw s$cianowych pomiedzy patogenicznym a niepatogenicznymi (ryzosferowymi) rdznie
oddziatujgcymi na wzrost roslin szczepami Fusarium culmorum?”, ktéry zostanie przestany na
najblizszy konkurs w celu mozliwosci jego finansowania przez NCN. Sktad glukanéw s$cianowych ma
by¢ okreslony w réznych stadiach rozwoju grzyba (okresu hodowli) i tworzenia struktur infekcyjnych
z wykorzystaniem analiz immunologiczno-cytologicznych, technik frakcjonowania i analizy
spektroskopii w podczerwieni FT-IR oraz analizy magnetycznego rezonansu jadrowego H'-NMR.
Oczekujemy, ze uzyskane wyniki pozwolg wyjasni¢ czy grzybowe a-(1,3)-glukany wptywajg na efekt
oddziatywania grzyb-roslina oraz czy oddziatywanie to polega na: (1) bezposredniej indukcji reakcji
odpornosci roslin czy odwrotnie (2) utrudnianiu indukcji odpornosci roslin poprzez maskowanie
dostepu enzymow degradujacych Sciany komérkowe do B-(1,3)-glukandéw i chityny—polimerdw
Scianowych, z ktérych uwalniane sg egzolicytory indukujgce odpornosé roslin?

Planujemy jednoczesnie sprawdzi¢ czy oddziatywanie to jest specyficzne i ograniczone tylko do
a-(1,3)-glukanéw wyizolowanych ze scian komdrkowych szczepdw Fusarium kolonizujgcych tkanki
roslin zbozowych czy moze by¢ wywotane a-(1,3)-glukanami wyizolowanymi ze scian komdrkowych
nie kolonizujgcych tych roslin grzybéw z innych rodzajow nalezagcych do Ascomycetes (np.
Aspergillus wenti) i Basidiomycetes (np. Laetiporus sulphureus) zawierajacych duze ilosci a-(1,3)-
glukandw w $cianach komérkowych. W dalszych zamierzeniach jest sprawdzenie czy glukany
efektywne w indukcji odpornosci roslin wykazujg tez zdolno$é do immunizacji zwierzat.

W dalszej przysztosci zamierzam takze podjg¢ badania dotyczgce charakterystyki molekularnej

testowanych szczepdw, co pozwolitoby na potwierdzenie znaczenia produktow ekspresji okreslonych
determinantéw genetycznych w ksztattowaniu interakcji roslina —grzyb.
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