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STRESZCZENIE / ABSTRACT

Artykul analizuje przejScie od Kklasycznej hodowli roslin do zaawansowanej genomiki
funkcjonalnej i biologii syntetycznej w celu zwalczania szkodnikow. Autor podkresla, ze
wspolezesna ochrona upraw wymaga podejscia interdyscyplinarnego, laczacego edycje gendow
CRISPR-Cas9 z analiza pan genomowa, ktéra pozwala zidentyfikowa¢ zmienno$¢ genetyczna
niedostepng w pojedynczych genomach referencyjnych. Kluczowym wyzwaniem jest zrozumienie
zlozonej architektury biologicznej roslin oraz ewolucyjnych strategii adaptacyjnych owadéw.
Zamiast mechanicznego zwiekszania liczby gendéw odpornos$ci, dazy sie do optymalizacji sieci
regulatorowych 1 metabolicznych, aby uzyska¢ trwaly efekt ochronny przy zachowaniu
plonowania i bezpieczenstwa srodowiskowego. Tekst wskazuje na istotna role mapowania QTL
oraz GWAS w identyfikacji komponentow odpowiedzialnych za rbéznice w odpornosci miedzy

genotypami.

The article analyzes the transition from classical plant breeding to advanced functional genomics
and synthetic biology to combat pests. The author emphasizes that modern crop protection
requires an interdisciplinary approach, combining CRISPR-Cas9 gene editing with pan-genomic
analysis, which allows for the identification of genetic variation unavailable in single reference
genomes. A key challenge is understanding the complex biological architecture of plants and the
evolutionary adaptation strategies of insects. Instead of mechanically increasing the number of
resistance genes, the goal is to optimize regulatory and metabolic networks to achieve a lasting
protective effect while maintaining yield and environmental safety. The text indicates the




significant role of QTL mapping and GWAS in identifying components responsible for differences

in resistance between genotypes.

Artykul analizuje ewolucje paradygmatu ochrony roslin, wskazujac na przejScie od
prostych modyfikacji genetycznych ku zaawansowanemu projektowaniu odpornosci w
oparciu o genomike funkcjonalng i narzedzia CRISPR-Cas. Glowna teza zaklada, ze
skuteczna inzynieria biologiczna nie moze ogranicza¢ sie do mechanicznego
wprowadzania pojedynczych cech, lecz musi uwzglednia¢ systemowa zlozono$c¢
organizmu — w tym sieci regulacyjne, koszty fizjologiczne (plejotropie) oraz dynamiczna
zdolno$¢ owadow do adaptacji. Autor dowodzi, ze precyzyjna edycja genomu, choé
potezna, nie gwarantuje przewidywalnych efektow fenotypowych bez glebokiego
zrozumienia interakcji genotyp-$rodowisko oraz réznic miedzy odpornoscia biologiczna
a produktywno$cia gospodarcza. Tekst podkresla konieczno$é interdyscyplinarnego
podejscia, laczacego biotechnologie z ekologia ewolucyjng, aby tworzy¢ rozwigzania
trwatle i bezpieczne dla agroekosystemu, zamiast doraznych narzedzi, ktére moga zostaé

szybko zneutralizowane przez mechanizmy opornosci szkodnikéw.

SLEOWA KLUCZOWE
projektowanie odpornosci roslin edycja genomu CRISPR-Casg pangenomika roslin
geny podatnosci biatka Bt metabolity wyspecjalizowane piramidyzacja cech
pleiotropia genetyczna analiza pangenomowa interferencja RNA mapowanie QTL
transportery ABC strategia refugia biologia syntetyczna

Genom rosliny jako dynamiczna przestrzen
projektowania odpornosci

GENOM ROSLINY JAKO PRZESTRZEN PROJEKTOWANIA ODPORNOSCI. GENOMIKA
POROWNAWCZA, EDYCJA CRISPR-CAS, INTERFERENCJA RNA, BIALKA BT, BIOLOGIA
SYNTETYCZNA ORAZ EWOLUCYJNE I SRODOWISKOWE GRANICE INZYNIERII OCHRONY
ROSLIN




Zrozumienie molekularnej architektury odporno$ci ro$lin oraz ewolucyjnych kontrstrategii
owadow prowadzi do zasadniczej zmiany w koncepcji ochrony upraw. Material genetyczny
przestaje by¢ tu traktowany wylgcznie jako dziedziczny zapis wladciwosci organizmu, a staje sie
przedmiotem celowego, empirycznie kontrolowanego doskonalenia. Przejécie od klasycznej
hodowli selekcyjnej ku genomice funkcjonalnej, edycji genomu i biologii syntetycznej nie oznacza
jednak zerwania z ewolucyjnymi podstawami biologii; kazda interwencja technologiczna pozostaje
bowiem osadzona w strukturze uksztaltowanych wczes$niej szlakdw metabolicznych, sieci
regulatorowych i zalezno$ci ekologicznych. Czlowiek moze modyfikowaé sekwencje konkretnego
genu, zmienia¢ ekspresje jego produktu, wprowadza¢ nowy mechanizm biologiczny lub ograniczaé
aktywno$¢ regulatora odpowiedzialnego za podatnos¢ na konsumenta, lecz ostateczna skutecznosé
tych dzialan zalezy od funkcjonowania calego organizmu oraz zdolnosci populacji

antagonistycznych do dalszej adaptacji.

Wspolezesna biotechnologia ochrony roélin wymaga zatem podejscia interdyscyplinarnego,
laczacego genetyke molekularng z fizjologia, chemia metabolitow wyspecjalizowanych,
entomologia, ekologia ewolucyjna i ekonomia innowacji. Jej celem nie powinno by¢ mechaniczne
zwiekszanie liczby gendw zwiazanych z odpornoécia ani maksymalizowanie stezenia wszystkich
substancji obronnych, lecz takie przeksztalcanie architektury biologicznej, aby uzyska¢ korzystny
bilans miedzy ograniczeniem strat, zdolnoscia plonowania, bezpieczenstwem S$rodowiskowym a
trwaloscia efektu w kolejnych pokoleniach. Z perspektywy teorii systemow genom nie funkcjonuje
jako zbior niezaleznych przelacznikéw odpowiadajacych pojedynczym cechom, lecz jako zlozona
sie¢ elementow kodujacych i regulatorowych, ktorej aktywnos$é zalezy od stanu komorki, historii
rozwojowej oraz warunkow $rodowiska. Kluczowym problemem wspolczesnej genomiki roslin
pozostaje identyfikacja tych komponentoéw zmiennoSci genetycznej, ktore rzeczywiscie odpowiadaja
za rOznice w odpornoSci pomiedzy genotypami. Klasyczna analiza iloSciowych loci cech
(quantitative trait loci, QTL) pozwala wykrywaé fragmenty genomu powigzane statystycznie z
okresSlonym fenotypem, lecz nie rozstrzyga automatycznie, ktory konkretny gen i jaka zmiana

sekwencji odpowiadaja za wykryty efekt.

W przypadku odpornoéci na owady nalezy zauwazyé, ze obserwowana cecha moze zalezet
jednocze$nie od skladu chemicznego tkanek, iloSci wydzielanego lateksu, budowy kutykuli,

aktywno$ci szlakow hormonalnych oraz zdolnosci regeneracyjnych organizmu.




Genetyczna zilozonos¢ odpornosci wymaga analizy
pangenomowej i poliploidalnej

Z perspektywy genetyki iloSciowej oznacza to powstawanie fenotypu wieloczynnikowego, ktorego
warto$¢ zalezy od wielu loci o odmiennych efektach oraz od interakcji miedzy genotypem a
Srodowiskiem. Mapowanie QTL stanowi etap identyfikacji obszaréw genomu istotnych dla
konkretnej wlasciwosci, jednak wymaga ono dalszego zawezania regionow kandydackich, analiz
ekspresji gendéw oraz eksperymentalnej weryfikacji ich funkcji. Uzyteczne sa tutaj badania
asocjacyjne calego genomu (GWAS), w ktorych naturalna zmienno$¢ genetyczna wielu linii jest
analizowana w powigzaniu z réznicami fenotypowymi. Ich wiarygodnos¢ zalezy jednak od
wlasciwego  uwzglednienia  struktury populacyjnej, pokrewienstwa genotypéw  oraz
nierownomiernego rozkladu wariantow allelicznych. Warto zauwazy¢, ze locus wykazujace zwigzek
z odpornos$cia w jednej populacji hodowlanej nie musi posiadac identycznej wartoSci uzytkowej w
innym tle genetycznym, zwlaszcza gdy jego funkcjonowanie zalezy od interakcji z innymi

regulatorami.

Rozwdj pangenomiki rozszerza ten problem, gdyz pojedynczy genom referencyjny nie zawiera
pelnej informacji o zmienno$ci wystepujacej w obrebie gatunku uprawnego. Pangenom obejmuje
zbior sekwencji i gendéw rozpoznanych w wielu reprezentatywnych genomach, co pozwala
identyfikowa¢ warianty strukturalne, zmiany liczby kopii gendéw oraz fragmenty obecne tylko w
czesci populacji. Ma to kluczowe znaczenie dla odpornosci na owady, poniewaz geny zwigzane z
biosynteza metabolitbw wyspecjalizowanych i regulacja odpowiedzi obronnej moga podlegaé
duplikacjom, delecjom oraz zmianom organizacji chromosomalnej. W efekcie dwie linie tego
samego gatunku moga rozni¢ sie nie tylko sekwencja enzymoéw, lecz takze liczba dostepnych genow
i ich powigzaniem z lokalnymi elementami regulatorowymi. Z punktu widzenia hodowli cenne sa
geny obecne w dzikich krewniakach ro$lin uprawnych, ktérych okre$lone warianty mogly zostaé
utracone lub ograniczone podczas udomowienia i selekcji produkcyjnej. Ich ponowne
wprowadzenie moze nastapic¢ poprzez tradycyjng introgresje, selekcje wspomagana markerami albo

precyzyjne modyfikacje sekwencji.

Nie oznacza to jednak, ze allele z dzikich populacji sa zawsze korzystniejsze od wariantow odmian
uzytkowych. Moga one by¢ powiazane z cechami niepozadanymi rolniczo, takimi jak nizsze
plonowanie, p6zniejsze dojrzewanie czy gorsza jako§¢ surowca. Wladciwa ocena wymaga zatem
rozpoznania nie tylko efektu odpornoSciowego, lecz réwniez konsekwencji plejotropowych i

zalezno$ci wynikajacych ze sprzezenia genetycznego.




Szczegblng trudno$¢ stanowig genomy poliploidalne, obejmujace wiecej niz dwa homologiczne
zestawy chromosomow lub §lady wezesniejszych duplikacji. W przypadku rzepaku (Brassica napus)
kluczowa jest allotetraploidalna organizacja genomu, bedaca wynikiem polaczenia genomoéw
spokrewnionych przodkéw, co prowadzi do wystepowania wielu homologicznych kopii genéw o
czeSciowo nakladajacych sie funkcjach. Inaktywacja pojedynczego homoeologu moze nie wywotaé
wyraznej zmiany fenotypu, jesli pozostale kopie zapewniaja wystarczajaca aktywno$c szlaku. Z
drugiej strony jednoczesne ograniczenie funkcji kilku kopii moze przynie$¢ znacznie silniejsze
skutki, wplywajac nie tylko na odpornoéé¢, ale i na wzrost, reprodukcje czy metabolizm. Duplikacja
genomu moze zwieksza¢ mozliwoSci ewolucyjnego réznicowania regulatoréw, lecz jednoczesnie
utrudnia przewidywanie rezultatow precyzyjnej edycji jednego genu. Podobne wyzwania pojawiaja
sie w hodowli pszenicy zwyczajnej, ktorej heksaploidalny genom zawiera wiele kopii genéw o

istotnych funkcjach obronnych.

Nie mozna wiec zakladaé, ze narzedzie skutecznie modyfikujace jedna sekwencje u diploidalnego
organizmu modelowego zapewni identyczna zmiane fizjologiczng u odmiany poliploidalne;j.
Niezbedna jest analiza wszystkich odpowiednich kopii gendéw, ich ekspresji w réznych tkankach
oraz mozliwej kompensacji wynikajacej z aktywnoS$ci pozostalych komponentéow sieci. Z
perspektywy biologii ewolucyjnej kluczowe jest tu rozroznienie miedzy redundancja genetyczng a
rzeczywista rownowaznos$cig funkcjonalng, poniewaz homoeologi moga podlega¢é odmiennej

regulacji i uczestniczy¢ w réznych procesach zaleznie od stadium rozwoju organizmu.

Precyzja edycji genomu a nieprzewidywalnos¢ efektéw

W tym kontekécie nalezy interpretowaé znaczenie technologii CRISPR-Cas, wywodzacych sie z
bakteryjnych i archeonowych systeméw obrony przed obcym materialem genetycznym. W
klasycznym narzedziu wykorzystujacym nukleaze Cas9 z Streptococcus pyogenes kluczowa role
odgrywa RNA przewodnikowe, ktére dzieki komplementarnosci zasad umozliwia rozpoznanie
odpowiedniej sekwencji DNA. Nukleaza wigze wybrany fragment genomu pod warunkiem
wystepowania motywu sasiadujacego z protospacerem (PAM), a nastepnie moze wprowadzié
przeciecie obu nici DNA. Naprawa takiego uszkodzenia przez endogenne mechanizmy komorkowe
prowadzi do powstawania niewielkich insercji lub delecji, ktorych efekt zalezy od sposobu naprawy
i lokalizacji ciecia. Jesli zmiana dotyczy sekwencji kodujacej, moze doj$¢ do przesuniecia ramki
odezytu i utraty funkcji bialka, cho¢ nie kazdy indel wywoluje taki skutek; w niektérych
przypadkach powstaja warianty zachowujace czeSciowa aktywno$é enzymatyczng lub odmiennie

wplywajace na stabilno$¢ biatka.




Zasadnicza wlasciwoscia klasycznej edycji CRISPR-Cas9 nie jest zatem automatyczne ,wlaczanie”
konkretnego genu odpornoéci, lecz mozliwo$¢ wywolania ukierunkowanej zmiany w wybranym
miejscu genomu. Ostateczny rezultat zalezy od funkcji edytowanej sekwencji oraz mechanizmow
naprawczych organizmu. Z tego wzgledu projektowanie odpornosci wymaga wcze$niejszego
rozpoznania relacji miedzy genem a fenotypem, gdyz techniczna zdolno$¢ modyfikacji DNA nie jest
roOwnoznaczna z przewidywalno$cig skutkow fizjologicznych. Rozwoj kolejnych generacji narzedzi
poszerzyl mozliwo$ci ingerencji poza klasyczne wywolywanie peknie¢ obu nici DNA. W edycji zasad
(base editing) wykorzystuje sie zmodyfikowane bialka Cas sprzezone z enzymami, ktore
umozliwiaja chemiczna zmiane okres$lonej zasady nukleotydowej bez konieczno$ci wprowadzania
typowego dwuniciowego przeciecia. Systemy edycji cytozynowej pozwalaja na przeksztalcenie par
C-G w T-A, natomiast systemy adeninozydowe umozliwiaja konwersje prowadzace do powstawania
par G-C. Rozwigzania te moga sluzy¢ precyzyjniejszemu odtwarzaniu znanych alleli
odporno$ciowych lub wprowadzaniu konkretnych substytucji aminokwasowych w biatkach

regulatorowych.

Swoisto$¢ edycji zalezy jednak od wlasciwos$ci zastosowanego edytora i kontekstu sekwencyjnego;
niektore uklady moga prowadzi¢ do zmian kilku zasad znajdujacych sie w oknie aktywnosci.
Jeszcze wieksza elastyczno$¢ zapewnia prime editing, w ktorym kompleks obejmujacy
zmodyfikowana nukleaze i odwrotna transkryptaze wykorzystuje specjalnie zaprojektowane RNA

do wprowadzania precyzyjnych zmian w sekwencji.

Precyzyjny dobér narzedzi genetycznych i analiza

genow podatnosci

W praktyce roslinnej efektywnos¢ takich systemoéw jest zroznicowana, a uzyskanie odpowiedniej
precyzji czesto wymaga dostosowania konstrukeji molekularnej do konkretnego gatunku i miejsca
w genomie. Z perspektywy hodowlanej szczegélnie warto$ciowa jest mozliwosé odtwarzania
naturalnie wystepujacych alleli bez koniecznosci dlugotrwalego przenoszenia duzych fragmentow
chromosoméw z odleglych linii, cho¢ uzyskany rezultat biologiczny nadal wymaga pelnej
weryfikacji.

Odrebnego wyjasnienia wymaga réznica pomiedzy edycja genomu, transgeneza a regulacja
ekspresji genoéw, gdyz technologie te bywaja blednie przedstawiane jako jedna, jednolita metoda.
Edycja genomu pozwala na zmiane sekwencji endogennego genu bez trwalego pozostawienia
obcego DNA w koncowej linii hodowlanej, cho¢ na etapie laboratoryjnym moze wymagaé

wprowadzenia odpowiednich konstrukeji genetycznych. Transgeneza polega natomiast na trwalym




wprowadzeniu materialu genetycznego pochodzacego spoza dotychczasowego repertuaru badanego
organizmu, przy czym szczegOlowa klasyfikacja konkretnych konstrukeji zalezy czesto od Zrodla i

organizacji sekwencji.

Z kolei modyfikowanie ekspresji przy uzyciu katalitycznie nieaktywnych wariantow Cas,
polaczonych z regulatorami transkrypcji, pozwala zwieksza¢ lub ogranicza¢ aktywno$é¢ wybranych
genow bez zmiany ich sekwencji kodujacej. Nalezy pamietaé, ze przejSciowa regulacja ekspresji
rozni sie od stabilnej zmiany dziedzicznej; jej zastosowanie wymaga zatem odrebnego rozpoznania
trwaloéci efektu oraz sposobu dostarczania komponentéow. Projektowanie roslin odpornych nie
powinno wiec rozpoczynaé¢ sie od wyboru modnej technologii, lecz od ustalenia biologicznego
mechanizmu wymagajacego zmiany i okreslenia rodzaju interwencji, ktéra zapewni skuteczno$¢

przy minimalnym ryzyku niepozadanych nastepstw.

Szczegoblnie interesujacy strategia jest edycja tzw. gendéw podatnosci (susceptibility genes), ktorych
aktywno§¢ w okre§lonych warunkach ulatwia organizmowi antagonistycznemu wykorzystanie
gospodarza lub oslabia odpowiedzi ochronne. Pojecie to wymaga jednak precyzyjnego stosowania,
poniewaz gen podatnosci nie musi by¢ struktura biologicznie niekorzystna dla samej rosliny. Moze
on peki¢ istotng funkcje w regulacji wzrostu, reprodukcji, metabolizmu czy odpowiedzi na stres, a
jego aktywnos$¢ zwieksza podatno$é na konkretnego owada jedynie jako uboczne nastepstwo
szerszych zaleznoS$ci fizjologicznych. Z tego wzgledu inaktywacja takiego genu moze zwiekszyc
odpornosé, ale rownocze$nie wywolywaé koszty rozwojowe, ktorych znaczenie ujawnia sie dopiero

podczas dlugotrwatych doswiadczen.

Wazne jest odrbznienie genu, ktorego produkt jest bezpoérednio wykorzystywany przez
konsumenta, od regulatora posrednio wplywajacego na dostepno$¢ substancji ochronnych. W
pierwszym przypadku zmiana ogranicza konkretng interakcje molekularng, w drugim za$ prowadzi
do reorganizacji calej sieci metabolicznej. Z punktu widzenia projektowania odpornosci
najciekawsze sg regulatory o relatywnie niskich kosztach utraty funkcji, jednak ich identyfikacja
wymaga uwzglednienia wlasciwos$ci konkretnego genotypu i warunkéw Srodowiskowych. Nie ma
wiec podstaw do uznawania inaktywowania genu podatnoS$ci za uniwersalnie korzystny zabieg

hodowlany, niezalezny od jego pozostatych funkcji.

Pouczajacy przyklad dostarczyly badania Hai-pinga Lu, Ting Luo, Hao-weia Fu i
wspolpracownikow z 2018 roku (opublikowane w ,Nature Plants”), dotyczace roli biosyntezy
serotoniny w odpornos$ci ryzu na okreslone fitofagi. Autorzy wykazali, ze zerowanie skoczkow
ryzowych i niektérych owadéw uszkadzajacych lodygi moze prowadzi¢ do wzrostu biosyntezy
serotoniny — produktu przemian tryptofanu. Kluczowe znaczenie ma tu enzym CYP71A1

(hydroksylaza tryptaminy), uczestniczacy w przeksztalcaniu tego zwiazku w serotonine. W




mutantach ryzu o nieaktywnej funkcji CYP71A1 stwierdzono ograniczenie biosyntezy serotoniny,
zwiekszona akumulacje kwasu salicylowego i wyzsza odporno$¢ na okre$lonych konsumentow.
Dowodem przyczynowego znaczenia tego szlaku byly do§wiadczenia, w ktorych egzogenne podanie
serotoniny oslabialo odpornosé roélin, a dodanie jej do sztucznego pokarmu sprzyjalo rozwojowi
owadow. Wyniki te dowodza, ze zwiekszenie odporno$ci moze nastepowac przez ograniczenie
syntezy metabolitu sprzyjajacego konsumentowi, zamiast przez zwiekszenie produkcji klasycznej

substancji toksyczne;j.

Warto jednak zaznaczy¢, ze badanie to stanowi dowdd funkcjonalnego znaczenia CYP71A1, a nie
gotowe komercyjne wdrozenie odmian ryzu uzyskanych technologia CRISPR-Cas9. Wynik ten
wskazuje na wartoSciowy cel dla dalszych prac hodowlanych i edycyjnych, a nie automatycznie na

powszechne zastosowanie tej technologii w gospodarstwach rolnych.

Wpltyw edycji genetycznej na metabolizm i odpornos¢

W ujeciu biochemicznym szlak serotoniny i metabolizm kwasu salicylowego sa powigzane z
przemianami wspoélnych prekursorow oraz funkcjonalnym oddzialywaniem odpowiednich
regulatorow. Ograniczenie aktywno$ci enzymu katalizujacego jedna z tych przemian moze zmienic
dostepnos¢ substratow i wzgledng aktywno$¢ innych galezi metabolizmu, co prowadzi do skutkéw
trudnych do przewidzenia na podstawie samej funkcji bialka docelowego. Kluczowe jest tutaj
rozroznienie miedzy bezpo$rednim efektem metabolicznym a p6zniejsza reorganizacja odpowiedzi
hormonalnej, gdyz wzrost stezenia kwasu salicylowego moze wynikaé z kilku wspoéldzialajacych
procesow regulatorowych. Zatem uzyskanie odpornosci poprzez inaktywacje CYP71A1 nie oznacza
automatycznie, ze serotonine nalezy uznawac¢ za uniwersalny czynnik oslabiajacy obrone

wszystkich roélin.

Jej funkcje zaleza od gatunku, rodzaju tkanki, stezenia i biologicznego kontekstu dzialania. Istotna
pozostaje mozliwo§¢ wplywania tego typu interwencji na metabolizm podstawowych
aminokwasow, ktérych dostepnos¢ rzutuje na wzrost i reprodukcje. Z perspektywy hodowlanej
konieczne jest zatem uwzglednienie nie tylko intensywno$ci uszkodzen powodowanych przez
owady, lecz takze architektury rosliny, jej produktywnos$ci, gospodarki azotowej i zachowania w
warunkach stresu abiotycznego. Geny o potencjalnie korzystnym dzialaniu odpornos$ciowym
wymagaja wielowymiarowej oceny, zanim zostang uznane za odpowiednie cele dla trwalej zmiany

programu hodowlanego.

Bardziej bezposrednie potwierdzenie mozliwo$ci wykorzystania CRISPR-Cas9 do zwiekszania

odporno$ci na owady przyniosly badania nad soja Glycine max, obejmujace gen GmUGT kodujacy




UDP-glikozylotransferaze. W publikacji z 2022 roku przedstawiono wyniki do$wiadczen, w ktérych
zastosowano ukierunkowang edycje genu Glyma.07g110300, wcze$niej powigzanego z locus
iloSciowej odporno$ci na owady uszkadzajgce liScie. Wytworzone linie mutantéw obejmowaly
miedzy innymi wariant z delecja 33 par zasad oraz wariant z insercja pojedynczego nukleotydu,

prowadzace do zmiany funkcjonalnej organizacji biatka.

Autorzy wykazali, ze odpowiednie linie roélin charakteryzowaly sie zwiekszong odpornoscia na
gasienice Helicoverpa armigera i Spodoptera litura, podczas gdy nadekspresja badanego genu
prowadzita do wiekszej podatnoSci na te szkodniki. Odporno$¢ te powigzano ze zmianami
zawartoSci flawonoidow i ekspresji gendéw uczestniczacych w ich biosyntezie. Wynik ten stanowi
przekonujacy przyklad interwencji, w ktorej zwiekszenie odpornosSci nastepuje poprzez zmiane
sposobu przeksztalcania metabolitow roslinnych, a nie przez bezposrednie wprowadzenie nowej

toksyny owadobdjczej.

Koszty fizjologiczne i pleiotropia w edycji genéw
odpornosci

Jednocze$nie autorzy nie odnotowali oczywistych zmian w czedci analizowanych cech
morfologicznych, co sugeruje korzystny bilans miedzy odpornoscia a rozwojem w badanych
warunkach. Nie wyklucza to jednak calkowicie wystapienia kosztow fizjologicznych w innych
Srodowiskach; ich wykrycie mogloby wymaga¢ wielosezonowych analiz i szerszego zestawu

parametrow produkcyjnych.

Zasadnicza warto$¢ tego przykladu ukazuje poréwnanie mechanizmu dzialania roslinnej
glikozylotransferazy z funkcja owadzich UGT, opisana we wczesniejszych czeSciach opracowania. W
organizmie konsumenta glikozylacja konkretnego metabolitu moze stuzy¢ jego detoksykacji
poprzez zmiane wilasciwoSci chemicznych substancji pobranej z pokarmem. Z kolei w ro$linie
odpowiedni enzym moze przeksztalca¢ metabolity wyspecjalizowane tak, by ich aktywnos$¢
biologiczna wobec konsumenta ulegla zmniejszeniu lub zmianie. W rezultacie inaktywacja danej
glikozylotransferazy moze zwiekszy¢ zawarto$¢ substancji silniej chronigcych rosline, choé
dokladny mechanizm zalezy od struktury substratu i produktu. Glikozylacji nie nalezy zatem
traktowaé automatycznie jako reakcji jednoznacznie zwiekszajacej lub zmniejszajacej toksycznos¢ —
jej efekt jest wlasciwo$cia konkretnego ukladu metabolicznego. Interesujace jest rowniez to, ze
utrata funkcji regulatora badZz enzymu moze podnie$¢ odporno$é bez koniecznos$ci
intensyfikowania calego szlaku jasmonianowego. Pozwala to na czeSciowe oddzielenie ochronnych

skutkow przemian metabolitéw od szerszych kosztow hormonalnej reorganizacji wzrostu.




Nawet taki korzystny rezultat wymaga jednak oceny w kontek$cie zapylaczy, naturalnych wrogow
fitofagow oraz jakosci produktu rolniczego, gdyz zmienione flawonoidy moga pehié liczne funkcje

ekologiczne niezwigzane bezposrednio z zerowaniem analizowanych gasienic.

Szczegblnie doniostym odkryciem dotyczacym pleiotropowych nastepstw edycji genow
odporno$ciowych sg badania nad kinaza zalezng od wapnia GmCDPK38, opublikowane w 2022
roku w ,,Plant Physiology”. Autorzy wykazali, ze okreslone haplotypy genu GmCDPK38 wystepujace
u soi sa powigzane zaréwno z terminem kwitnienia, jak i podatno$cia na gasienice Spodoptera
litura. Dzieki technologii CRISPR-Cas9 stworzono mutanty o ograniczonej aktywnosci tego genu,
ktore wykazywaly zwiekszong odporno$¢ na konsumenta, lecz jednocze$nie pozniej przechodzily do
fazy kwitnienia. Analizy transkryptomu, metabolomu i fosfoproteomu ujawnily rozlegle zmiany

regulatorowe, obejmujace m.in. bialka uczestniczace w metabolizmie S-adenozylometioniny.

Wyniki te koresponduja z wczedniejszymi danymi dotyczacymi kinaz wapniowych u tytoniu
Nicotiana attenuata, gdzie ograniczenie aktywnos$ci odpowiednich regulatoréw moze nasila¢
odpowiedz jasmonianowa i odporno$¢ na gasienice Manduca sexta, ale prowadzi réwniez do
opOznienia kwitnienia. W rezultacie przyklad GmCDPK38 stanowi silny argument przeciwko
interpretowaniu genéw odpornoéci jako autonomicznych elementéw funkcjonujacych poza

sieciami regulacji rozwoju.

Odpornos¢ biologiczna nie zawsze oznacza wyzszy

plon

Zmiana jednego bialka moze zwiekszy¢ przezywalno$¢ podczas zerowania, lecz jednocze$nie
wplynaé na tempo przechodzenia pomiedzy fazami ontogenetycznymi. W praktyce rolniczej moze
to nie$¢ istotne nastepstwa, zaleznie od dlugosci okresu wegetacyjnego i lokalnych warunkow
klimatycznych. W tym miejscu kluczowe staje sie rozréznienie odpornosci biologicznej od
produktywnoéci gospodarczej. Odmiana o zwiekszonej zawarto$ci metabolitow ochronnych moze
wykazywaé mniejsze uszkodzenia liSci, co jednak nie musi automatycznie przekladac sie na wyzszy
plon. Jesli modyfikacja opdznia kwitnienie lub zmienia termin dojrzewania, efekt produkcyjny
bedzie zalezny od dlugoSci sezonu oraz ryzyka wystapienia péznych przymrozkow, suszy czy innych
stresow. Nalezy pamieta¢, ze plon jest cechg zintegrowana, wynikajaca z dlugotrwatej aktywnoSci
procesow fotosyntetycznych, gospodarki skladnikami mineralnymi, organizacji organéow
reprodukeyjnych i przebiegu dojrzewania. Z tego wzgledu zmniejszenie biomasy zjedzonej przez

fitofaga nie jest rownoznaczne z proporcjonalnym zwiekszeniem produkcji cze$ci uzytkowej rosliny.
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W okres§lonych warunkach wyzsza odporno$¢ moze jedynie ograniczaé straty, ktore w danym
sezonie i tak bylyby niewielkie, podczas gdy jej koszt rozwojowy utrzymuje sie niezaleznie od
obecnosci zagrozenia. W innym $rodowisku ta sama modyfikacja przyniesie wyrazna korzysc, o ile
presja fitofagow jest wysoka i powtarzalna. Wlasciwa ocena wymaga zatem do$wiadczen
wieloczynnikowych, obejmujacych obecnoé¢ i brak konsumenta oraz r6zne warunki zasobowe, by
moc poréwnaé koncowe parametry plonu i sukcesu reprodukcyjnego. Cenng jest takze analiza
stabilnos$ci genotypu w réznych Srodowiskach, gdyz odporno$¢ korzystna w jednym regionie moze
prowadzi¢ do odmiennych nastepstw w innym. Mozliwo$¢ projektowania odpornos$ci za pomoca
edycji genomu nie ogranicza sie do inaktywowania genéw podatnosSci; réwnie istotne jest
modyfikowanie elementéw regulatorowych odpowiedzialnych za czas i miejsce ekspresji genow
obronnych. Z perspektywy ekonomiki alokacji zasobow szczegoblnie atrakcyjna wydaje sie koncepcja
uzyskiwania silnej odpowiedzi dopiero po rzeczywistym wystapieniu zerowania, bez konieczno$ci

utrzymywania maksymalnej aktywnos$ci metabolicznej w calym okresie rozwoju.

Mozliwymi celami sa promotory genow zwigzanych z biosynteza jasmonianéw, regulacja
metabolitow wyspecjalizowanych i emisja odpowiednich substancji lotnych. Precyzyjna zmiana
promotora nie gwarantuje jednak automatycznego wzrostu ekspresji, gdyz jej aktywnos¢ zalezy od
dostepnosci czynnikow transkrypcyjnych, organizacji chromatyny i polozenia motywow
regulatorowych. Istotne jest rozroznienie pomiedzy zwiekszeniem amplitudy odpowiedzi,
skroceniem czasu jej uruchomienia a zmiang progu aktywacji, poniewaz kazda z tych wlasciwosci
wiaze sie z odmiennym kosztem biologicznym. Roslina uruchamiajgca obrone przy bardzo stabym
bodZcu moze ponosi¢ zbedne koszty w srodowisku pelnym nieszkodliwych sygnalow, natomiast
organizm o zbyt wysokim progu aktywacji zareaguje dopiero po wystapieniu znacznych uszkodzen.
Przedmiotem projektowania staje sie zatem dynamika calego ukladu regulacyjnego, a nie tylko
sredni poziom ekspresji pojedynczego genu. Takie podejScie wymaga laczenia inzynierii genomu z

iloSciowymi modelami regulacji i badaniami fizjologii stresu.

Interesujacym kierunkiem pozostaje rowniez modyfikowanie profilu lotnych zwigzkow
organicznych emitowanych przez rosliny, co moze shuzy¢ zmianie zachowan fitofagow, zapylaczy i
naturalnych wrogow. Biotechnologiczne zwiekszenie produkcji okreSlonego terpenoidu moze
potencjalnie wplywaé na lokalizowanie gospodarza przez owada lub na zdolnoé¢ parazytoida do

rozpoznawania miejsca zerowania.
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Koniecznos¢ projektowania indukowanej emisji

sygnaloéw chemicznych

Skutecznosé¢ sygnalu chemicznego zalezy jednak nie tylko od jego tozsamosci, lecz rowniez od
skladu calej mieszaniny, stezenia i dynamiki emisji. Wiele sygnalow biologicznych ma charakter
krotkotrwatego impulsu, ktorego znaczenie dla odbiorcy moze zasadniczo r6zni¢ sie od efektow
cigglej ekspozycji. W warunkach naturalnych substancja alarmowa jest uwalniana zazwyczaj
dopiero po uszkodzeniu tkanki lub podczas ataku drapieznika, dzieki czemu jej obecno$¢ pozostaje

wzglednie wiarygodna wskazowka okreslonego zagrozenia.

Wprowadzenie stalej emisji tej samej substancji moze prowadzi¢ do oslabienia reakcji odbiorcy,
jego habituacji lub zmiany sposobu interpretacji sygnalu. Z tego wzgledu kluczowe jest
projektowanie ekspresji indukowanej, ktérej aktywno$¢ pozostaje zwiazana z rzeczywistym
bodZcem, a nie wylgcznie z obecno$cia odpowiedniego genu biosyntetycznego. Rdznice te wyraznie
ujawnily doswiadczenia nad pszenica emitujaca feromon alarmowy mszyc. W badaniu
opublikowanym w 2015 roku w "Scientific Reports" przedstawiono wyniki modyfikacji pszenicy
heksaploidalnej w celu wytwarzania (E)-B-farnezenu — substancji bedacej skladnikiem systemu
alarmowego wielu gatunkow mszyc. Zastosowano gen syntazy terpenowej wywodzacy sie z miety
pieprzowej, a jego produkt kierowano do plastydow, co pozwolilo uzyskaé¢ stabilne linie roslin

emitujacych ten zwigzek.

W doswiadczeniach laboratoryjnych wykazano, ze emisja (E)-B-farnezenu ograniczala
zainteresowanie niektorych mszyc ro§linami oraz zwiekszala aktywnos$¢é poszukiwawcza
parazytoidow. Jednak poézniejsze testy polowe nie wykazaly istotnego zmniejszenia liczebno$ci
mszyc ani wzrostu parazytyzmu w poréwnaniu z pszenica kontrolna. Wynik ten ma istotne
znaczenie metodologiczne; stanowi przyklad sytuacji, w ktorej technicznie sprawne wprowadzenie
nowej funkcji metabolicznej i jej potwierdzona aktywno$¢ w laboratorium nie przelozyly sie na
oczekiwany efekt ochronny w $§rodowisku naturalnym. Jednym z rozwazanych wyjasnien byla
habituacja mszyc wobec stale obecnego sygnatlu, podczas gdy w naturze jego funkcja alarmowa

wigze sie z krotkotrwalym uwalnianiem.

Znaczenie mogly miec¢ takze warunki klimatyczne, stosunkowo niskie zageszczenie szkodnikéw oraz
struktura lokalnej wspdlnoty owadow. Nie nalezy jednak interpretowac tego wyniku jako dowodu
nieskutecznoéci wszelkich strategii wykorzystujacych feromony, lecz jako potwierdzenie
konieczno$ci dostosowania dynamiki sygnalu do biologii odbiorcy i rzeczywistych warunkéw

polowych.
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Ograniczenia inzynierii metabolicznej i specyfika toksyn
Bt

Ten przyklad prowadzi do szerszej refleksji nad ograniczeniami inzynierii metabolicznej, ktéra cho¢
moze skutecznie zwieksza¢ produkcje okreslonej substancji, nie zawsze zapewnia przewidywalny
rezultat ekologiczny. Zwiekszona aktywno$¢é syntazy terpenowej moze bowiem zmieniaé dostepno$é
wspollnych prekursoréw izoprenoidowych, co wplywa na biosynteze innych metabolitéw

uczestniczacych w procesach wzrostu i obrony.

Rownocze$nie kierowanie enzymu do konkretnego organellum moze ograniczac¢ jego dostep do
substratow, a roznice w aktywnoSci promotoréow miedzy tkankami mogga prowadzi¢ do
nierownomiernego rozkladu produktu w przestrzeni. Biologiczna aktywno$¢ substancji lotnej nie
wynika bowiem wylacznie z jej iloéci, lecz z relacji pomiedzy emitowanym profilem chemicznym a
wlaSciwoS$ciami fizjologicznymi i behawioralnymi odbiorcy. Dla jednego gatunku owada zwiekszona
emisja moze by¢ sygnalem odstraszajacym, podczas gdy dla innego stanie sie wskazowka o
dostepnosci odpowiedniego gospodarza. Istotny jest takze wplyw konkretnego metabolitu na
naturalnych wrogow fitofagow, ktérych reakcja zalezy od wczes$niejszego do$wiadczenia oraz
obecnosci sygnaldbw pochodzacych bezposrednio od konsumenta. Ocena inzynierii metabolicznej
wymaga zatem prowadzenia doSwiadczen wielotroficznych, obejmujacych rzeczywiste interakcje
pomiedzy rosling, szkodnikiem i organizmami pozytecznymi. Z perspektywy ekologii stosowanej
kluczowe jest tu rozréznienie pomiedzy aktywnoscia biologiczng substancji w izolowanym teécie a

jej zdolnoécia do zwiekszania stabilno$ci i produktywnosci calego agroekosystemu.

Podobna zalezno$¢ od biologicznego kontekstu wida¢ w przypadku odmian wykorzystujacych
bialka owadobojcze z bakterii Bacillus thuringiensis, okreslanych zbiorczo jako technologie Bt. Ich
rozwdj byl mozliwy dzieki rozpoznaniu wlasciwosci bialek krystalicznych, w tym przedstawicieli
grupy Cry, ktorych aktywno$¢ wobec owadoéw zalezy od organizacji i funkcjonowania nablonka
jelita. W klasycznym mechanizmie dzialania bialka Bt sa pobierane wraz z pokarmem, a nastepnie

ulegaja przemianom w Srodowisku przewodu pokarmowego.

Produkty ich aktywacji wiaza sie z okreSlonymi bialkami powierzchni komorek nabtonka, co
prowadzi do zaburzenia integralnosci blony i tworzenia struktur porowych. Ostatecznym
rezultatem jest uszkodzenie nablonka jelitowego, zahamowanie Zerowania i $mier¢ owada, choé¢
szczegOtowy mechanizm zalezy od konkretnego bialka, jego wariantu, wlasciwosci odbiorcy oraz
czynnikéw fizjologicznych. Nie nalezy wiec traktowaé wszystkich produktow Bt jako jednej toksyny
o identycznym sposobie dzialania; poszczegdlne rodziny bialek wykazuja odmienne wlasciwoSci

strukturalne i zakresy aktywnoS$ci wobec réznych grup owadow. Biologiczna selektywno$é danego
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biatka wynika z interakcji pomiedzy jego strukturg a wlasciwo$ciami organizmu docelowego, a nie z
samego faktu bakteryjnego pochodzenia. Z tego wzgledu ocena wplywu preparatu lub odmiany Bt
na organizmy nietarczowe wymaga uwzglednienia konkretnej substancji aktywnej, jej stezenia,
sposobu ekspozycji i wrazliwoSci badanych gatunkow. Zasadniczy postep w rozpoznaniu
molekularnych podstaw dzialania bialek Cry nastapil wraz z identyfikacja receptoréw na
powierzchni komoérek nablonka jelita owadéw. W przypadku czeSci motyli szczegélne znaczenie
maja transportery blonowe z rodziny ABC, w tym ABCC2 i ABCC3, cho¢ ich funkcja w ukladzie Bt
nie sprowadza sie do zwyklego transportowania substancji przez blone komoérkowa — bialka te
moga uczestniczy¢ w wigzaniu toksyny, umozliwiajac dalsze zdarzenia prowadzace do uszkodzenia

nablonka.

Wielogenowa architektura odpornosci i koszty

adaptacyjne szkodnikéw

Szczegoblnie przekonujace dane dostarczyty badania nad Plutella xylostella, w ktérych wykorzystano
edycje CRISPR-Cas9 do inaktywowania genow PxABCC2 i PxABCC3. W publikacji Zhigianga Liu i
wspolpracownikéw z 2020 roku wykazano, ze jednoczesna utrata funkcji obu transporteréw w
analizowanej linii tantnisia prowadzila do ponad o$miotysiecznego wzrostu odpornosci wobec
Cry1Ac w poréwnaniu z odpowiednig linig wrazliwg, podczas gdy inaktywacja pojedynczego genu
dawala znacznie slabsze rezultaty. Kluczowe okazalo sie polgczenie analiz genetycznych z
do$wiadczeniami nad krzyzowaniem linii, introgresja wariantéw odpornosciowych i bezposrednia
edycja genow. Wyniki te dostarczyly mocnego dowodu przyczynowego, ze dwa cze$ciowo
redundantne bialka moga wspoldecydowaé o wrazliwoSci owada na okre$lona toksyne, a
wyksztalcenie bardzo wysokiej odporno$ci moze wymaga¢ zmian w kilku loci. Nie oznacza to
jednak, ze identyczna architektura receptorowa wystepuje u wszystkich gatunkéw motyli lub ze

wszystkie biatka Bt wykorzystuja te sama pare receptorow.

Doprecyzowania wymaga funkcja transportera PXxABCH1, ktérego gen zidentyfikowano u tantnisia
krzyzowiaczka i ktory stanowi interesujacy cel badan nad interferencja RNA. W publikacji z 2015
roku wykazano, ze wyciszenie PxABCH1 za pomoca odpowiedniej dawki dwuniciowego RNA moze
prowadzi¢ do silnego ograniczenia ekspresji genu oraz wysokiej Smiertelnosci larw i poczwarek,
zarowno w liniach wrazliwych, jak i odpornych na Cry1Ac. Autorzy wykazali jednak niezalezno$¢
odporno$ci na Cry1Ac od aktywnos$ci tego konkretnego genu w analizowanym ukladzie. Nie ma
wiec podstaw do utozsamiania PXABCH1 z potwierdzonym receptorem Cry1Ac odpowiedzialnym za

klasyczny mechanizm oporno$ci Bt ani do przyjmowania, ze jego wyciszenie samo w sobie
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przywraca wrazliwo$¢ owada na toksyne poprzez odbudowanie okreslonej interakeji receptorowe;.
Bardziej precyzyjna interpretacja wskazuje, ze PXABCH1 moze by¢ potencjalnym celem technologii
RNAi oddzialujacej na wazne funkcje fizjologiczne owada, nawet jesli posiada on niezaleznie
uksztaltowana odporno$¢ na Bt. Potwierdzonymi uczestnikami mechanizméw wrazliwosci P.

xylostella na Cry1Ac pozostaja natomiast przede wszystkim PXxABCC2 i PxABCC3.

Rozréznienie to jest kluczowe dla projektowania zintegrowanych technologii, poniewaz pomylenie
bialka bedacego molekularnym celem interwencji RNAi z bialkiem pelniacym funkcje receptora
toksyny moze prowadzi¢ do blednych zalozen dotyczacych spodziewanej synergii. Z perspektywy
genetyki ewolucyjnej interesujace jest, ze odporno$¢ na biatka Bt moze wynika¢ z utraty okreslonej
funkcji receptorowej, ktorej niekorzystne nastepstwa pozostaja ograniczone dzieki obecnoSci
innych bialek lub kompensacyjnych zmian fizjologicznych. W takim ukladzie zmiana zapewniajaca
ochrone przed toksyng latwiej utrzymuje sie w populacji, o ile nie prowadzi do powaznego
ograniczenia rozwoju i reprodukcji. Jednak nie wszystkie mutacje odpornoSciowe pozostaja
bezkosztowe, gdyz transportery ABC uczestnicza réwniez w innych procesach biologicznych, a ich

inaktywacja moze wplywaé na metabolizm, funkcjonowanie bton i zdolno$é rozwoju.

Warto zauwazy¢, ze odporno$¢ moze wynikac¢ z odmiennych mechanizmoéw w réznych populacjach
tego samego gatunku. W jednych przypadkach dominowaé¢ moga zmiany sekwencji receptorow, w
innych ograniczenie ich ekspresji, a jeszcze w innych modyfikacje aktywnos$ci enzymow i procesow
jelitowych. Zatem rozpoznanie jednego wariantu odporno$ciowego nie wystarczy do wyjasnienia
calej zmienno$ci populacyjnej. Z punktu widzenia zarzadzania technologia istotne stajg sie badania
nad czestoScig odpowiednich alleli w populacjach terenowych oraz kosztami ich utrzymywania przy
braku ekspozycji na dang substancje. Takie dane pozwalaja budowaé¢ modele przewidujgce tempo

narastania odporno$ci i potencjalng skuteczno$é rozwigzan ograniczajacych presje selekcyjnag.

Strategiczne zarzadzanie odpornoscig poprzez refugia i
piramidyzacje cech

Jedna z kluczowych strategii op6zniania ewolucji odpornoéci na uprawy Bt jest laczenie wysokiej
ekspresji skutecznego biatka owadobojczego ze strefami schronienia (refugia), skladajacymi sie z
ro$lin pozbawionych danej cechy. W klasycznym modelu high-dose/refuge kluczowa jest mozliwosé
przezycia i reprodukcji osobnikdéw wrazliwych w tej czeSci agroekosystemu, ktora nie zawiera

toksyny.
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Ich obecno$¢ zwieksza prawdopodobienstwo krzyzowania z nielicznymi osobnikami odpornymi,
ktore przetrwaly na uprawie Bt, co prowadzi do powstawania potomstwa heterozygotycznego.
Jezeli ekspresja toksyny jest wystarczajaco wysoka, a odporno$é jest funkcjonalnie recesywna,
heterozygoty moga pozostac¢ wrazliwe, co spowalnia rozprzestrzenianie sie odpowiednich alleli. Nie
oznacza to jednak, ze kazda odmiana Bt spelnia zalozenie wysokiej dawki ani ze strefy schronienia
zawsze daja identyczny efekt. Ich skuteczno$¢ zalezy od architektury genetycznej odpornosci,
rozmieszczenia roslin, mobilno$ci owadow, wielkosci populacji oraz sposobu dziedziczenia cech.
Refugia moga opo6znia¢ ewolucje odpornoSci takze w warunkach odbiegajacych od klasycznego
modelu pojedynczego recesywnego allelu, cho¢ ostateczny rezultat wymaga analizy calego systemu.
Wieloletnie do$wiadczenia z uprawami Bt wskazuja, ze polaczenie odpowiedniej organizacji stref
schronienia z korzystnymi wlasciwo$ciami bialek owadobojczych jest niezbedne dla utrzymania

dlugoterminowej skutecznosci tej technologii.

Rozwinieciem tego podejScia jest piramidyzacja cech ochronnych, polegajaca na laczeniu w jednej
odmianie kilku mechanizméw oddzialujacych na tego samego szkodnika. W idealnym scenariuszu
kazdy z nich powinien zachowa¢ wysoka skuteczno$¢ wobec organizméw odpornych na pozostale, a
ich cele molekularne powinny by¢ na tyle odmienne, by pojedyncza zmiana genetyczna nie zniosta
wrazliwo$ci na wszystkie komponenty jednocze$nie. Samo wystepowanie dwoch genow kodujacych
bialka owadobodjcze nie dowodzi jednak niezalezno$ci mechanizméw; niektore toksyny moga
wspoldzieli¢ receptory lub wykazywa¢ powiazang podatno$¢ na zmiany w fizjologii jelita. Niezbedne
jest zatem badanie rzeczywistej odpornosci krzyzowej i weryfikacja, czy kazdy komponent pozostaje
skuteczny wobec populacji wykazujacych wysoka odpornos$¢ na pozostale substancje. W takich
systemach istotna jest rbwniez rownomiernos$¢ ekspresji bialek w tkankach i stadiach rozwojowych
ro$liny. Jesli jeden skladnik wystepuje w stezeniu zbyt niskim, by skutecznie oddzialywaé na czes¢
konsumentow, moze dojé¢ do selekeji podobnej do tej prowadzonej przez pojedyncza substancje.
Wlasciwie zaprojektowana piramidyzacja wymaga wiec syntezy wiedzy o biochemii bialek, genetyce

odpornosci populacji oraz dynamice ekspozycji w warunkach polowych.

Z perspektywy ekonomiki technologii zwiekszanie liczby komponentéw ochronnych nie musi
prowadzi¢ do proporcjonalnego wzrostu korzysci — decydujgca jest ich rzeczywista niezalezno$c

funkcjonalna i trwalo$¢ w danym agroekosystemie.

W pogoni za idealnie odporna rosling ryzykujemy stworzenie biologicznego impasu, w
ktorym kazda precyzyjna ingerencja w genom staje sie jedynie impulsem do nowej,
nieprzewidzianej adaptacji antagonisty. Czy zatem inzynieria genetyczna powinna dazy¢

do calkowitej eliminacji podatnosci, czy raczej do projektowania dynamicznej
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roOwnowagi, ktora akceptuje pewien stopien strat w zamian za stabilno$¢ calego
ekosystemu? Prawdziwym wyzwaniem nie jest juz techniczna zdolno$¢ do zmiany
sekwencji DNA, lecz zrozumienie, gdzie konczy sie kontrola czlowieka, a zaczyna

nieuchronna logika ewolucji.
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      "char_start": 0,
      "section_id": "sec-1",
      "hidden_question": "Jak wsp贸艂czesna nauka definiuje podej艣cie do projektowania odporno艣ci ro艣lin na owady w kontek艣cie in偶ynierii genetycznej?",
      "estimated_length": 2932
    },
    {
      "h2": "Genetyczna z艂o偶ono艣膰 odporno艣ci wymaga analizy pangenomowej i poliploidalnej",
      "index": 1,
      "char_end": 7560,
      "position": 2,
      "full_text": "Z perspektywy genetyki ilo艣ciowej oznacza to powstawanie fenotypu wieloczynnikowego, kt贸rego warto艣膰 mo偶e zale偶e膰 od wielu loci o odmiennych efektach oraz od interakcji pomi臋dzy genotypem i 艣rodowiskiem. Mapowanie QTL stanowi wi臋c etap identyfikowania obszar贸w genomu istotnych dla okre艣lonej w艂a艣ciwo艣ci, ale wymaga dalszego zaw臋偶ania region贸w kandydackich, analiz ekspresji gen贸w oraz eksperymentalnego sprawdzania ich funkcji. Szczeg贸lnie u偶yteczne pozostaj膮 tutaj badania asocjacyjne ca艂ego genomu, genome-wide association studies, GWAS, w kt贸rych naturalna zmienno艣膰 genetyczna wielu linii jest analizowana w powi膮zaniu z r贸偶nicami fenotypowymi. Ich wiarygodno艣膰 zale偶y jednak od odpowiedniego uwzgl臋dnienia struktury populacyjnej, pokrewie艅stwa genotyp贸w oraz nier贸wnomiernego rozk艂adu wariant贸w allelicznych. Szczeg贸lnie istotne pozostaje r贸wnie偶 to, 偶e locus wykazuj膮ce zwi膮zek z odporno艣ci膮 w jednej populacji hodowlanej nie musi posiada膰 identycznej warto艣ci u偶ytkowej w odmiennym tle genetycznym, zw艂aszcza gdy jego funkcjonowanie zale偶y od interakcji z innymi regulatorami.\nRozw贸j pangenomiki prowadzi do dalszego rozszerzenia tego problemu, poniewa偶 pojedynczy genom referencyjny nie zawiera pe艂nej informacji o zmienno艣ci wyst臋puj膮cej w obr臋bie gatunku uprawnego. Pangenom obejmuje zbi贸r sekwencji i gen贸w rozpoznanych w wielu reprezentatywnych genomach, umo偶liwiaj膮c identyfikowanie wariant贸w strukturalnych, zmian liczby kopii gen贸w i fragment贸w wyst臋puj膮cych tylko w cz臋艣ci populacji. Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje to w odniesieniu do odporno艣ci na owady, poniewa偶 geny zwi膮zane z biosyntez膮 metabolit贸w wyspecjalizowanych oraz regulacj膮 odpowiedzi obronnej mog膮 podlega膰 duplikacjom, delecjom i zmianom organizacji chromosomalnej. W konsekwencji dwie linie tego samego gatunku mog膮 r贸偶ni膰 si臋 nie tylko sekwencj膮 odpowiednich enzym贸w, lecz r贸wnie偶 liczb膮 dost臋pnych gen贸w i ich powi膮zaniem z lokalnymi elementami regulatorowymi. Z punktu widzenia hodowli szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaj膮 geny obecne w dzikich krewniakach ro艣lin uprawnych, kt贸rych okre艣lone warianty mog艂y zosta膰 utracone albo silnie ograniczone podczas udomowienia i p贸藕niejszej selekcji produkcyjnej. Ich ponowne wykorzystanie mo偶e nast臋powa膰 przez tradycyjn膮 introgresj臋, selekcj臋 wspomagan膮 markerami albo odpowiednio zaprojektowane modyfikacje sekwencji.\nNie oznacza to jednak, 偶e allele pochodz膮ce z dzikich populacji s膮 zawsze korzystniejsze ni偶 warianty wyst臋puj膮ce w odmianach u偶ytkowych. Mog膮 one bowiem pozostawa膰 powi膮zane z cechami niekorzystnymi rolniczo, obejmuj膮cymi ograniczenie plonowania, p贸藕niejsze dojrzewanie albo zmiany jako艣ci surowca. W艂a艣ciwa ocena wymaga zatem rozpoznania nie tylko efektu odporno艣ciowego, lecz r贸wnie偶 konsekwencji plejotropowych i zale偶no艣ci wynikaj膮cych ze sprz臋偶enia genetycznego.\nSzczeg贸ln膮 trudno艣膰 stanowi膮 genomy poliploidalne, kt贸rych organizacja obejmuje wi臋cej ni偶 dwa homologiczne zestawy chromosom贸w albo 艣lady wcze艣niejszych zdarze艅 duplikacyjnych. W przypadku rzepaku Brassica napus znaczenie posiada allotetraploidalna organizacja genomu, b臋d膮ca nast臋pstwem po艂膮czenia genom贸w spokrewnionych przodk贸w, co prowadzi do wyst臋powania wielu homologicznych kopii gen贸w o cz臋艣ciowo nak艂adaj膮cych si臋 funkcjach. Inaktywacja pojedynczego homoeologu mo偶e nie prowadzi膰 do wyra藕nej zmiany fenotypu, je偶eli pozosta艂e kopie zapewniaj膮 wystarczaj膮c膮 aktywno艣膰 odpowiedniego szlaku. Z drugiej strony jednoczesne ograniczenie funkcji kilku kopii mo偶e wywo艂ywa膰 znacznie silniejsze nast臋pstwa, obejmuj膮ce nie tylko odporno艣膰, lecz tak偶e wzrost, reprodukcj臋 i organizacj臋 metabolizmu. Szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaje to, 偶e duplikacja genomu mo偶e zwi臋ksza膰 mo偶liwo艣ci ewolucyjnego r贸偶nicowania regulator贸w, ale r贸wnocze艣nie utrudnia膰 przewidywanie rezultat贸w precyzyjnej edycji jednego genu. Podobne wyzwania pojawiaj膮 si臋 w hodowli pszenicy zwyczajnej, kt贸rej heksaploidalny genom zawiera wiele kopii gen贸w o potencjalnie istotnych funkcjach obronnych.\nNie mo偶na wi臋c zak艂ada膰, 偶e narz臋dzie skutecznie modyfikuj膮ce jedn膮 sekwencj臋 u diploidalnego organizmu modelowego zapewni identyczn膮 zmian臋 fizjologiczn膮 u odmiany poliploidalnej. Wymagana pozostaje analiza wszystkich odpowiednich kopii gen贸w, ich ekspresji w r贸偶nych tkankach oraz mo偶liwej kompensacji wynikaj膮cej z aktywno艣ci pozosta艂ych komponent贸w sieci. Z perspektywy biologii ewolucyjnej szczeg贸lnie wa偶ne jest tu rozr贸偶nienie pomi臋dzy redundancj膮 genetyczn膮 a rzeczywist膮 r贸wnowa偶no艣ci膮 funkcjonaln膮, poniewa偶 homoeologi mog膮 podlega膰 odmiennej regulacji i uczestniczy膰 w zr贸偶nicowanych procesach zale偶nie od stadium rozwoju organizmu.",
      "char_start": 2933,
      "section_id": "sec-2",
      "hidden_question": "Dlaczego prosta modyfikacja pojedynczego genu mo偶e by膰 nieskuteczna w projektowaniu odporno艣ci ro艣lin na owady?",
      "estimated_length": 4627
    },
    {
      "h2": "Precyzja edycji genomu a nieprzewidywalno艣膰 efekt贸w",
      "index": 2,
      "char_end": 10389,
      "position": 3,
      "full_text": "W艂a艣nie na tym tle nale偶y interpretowa膰 znaczenie technologii CRISPR-Cas, wywodz膮cych si臋 z bakteryjnych i archeonowych system贸w obrony przed obcym materia艂em genetycznym. W klasycznym narz臋dziu wykorzystuj膮cym nukleaz臋 Cas9 z Streptococcus pyogenes szczeg贸ln膮 rol臋 odgrywa RNA przewodnikowe, kt贸re umo偶liwia rozpoznanie odpowiedniej sekwencji DNA dzi臋ki komplementarno艣ci zasad. Nukleaza wi膮偶e wybrany fragment genomu pod warunkiem wyst臋powania odpowiedniego motywu s膮siaduj膮cego z protospacerem, okre艣lanego jako PAM, a nast臋pnie mo偶e wprowadza膰 przeci臋cie obu nici DNA. Naprawa takiego uszkodzenia przez endogenne mechanizmy kom贸rkowe mo偶e prowadzi膰 do powstawania niewielkich insercji albo delecji, kt贸rych rezultat zale偶y od sposobu naprawy i lokalizacji przeci臋cia. Je偶eli zmiana wyst臋puje w sekwencji koduj膮cej, mo偶e prowadzi膰 do przesuni臋cia ramki odczytu i utraty funkcji bia艂ka, ale nie ka偶dy indel ma taki skutek. W niekt贸rych przypadkach powstaj膮 warianty zachowuj膮ce cz臋艣ciow膮 aktywno艣膰 enzymatyczn膮 albo odmiennie wp艂ywaj膮ce na jego stabilno艣膰.\nZasadnicz膮 w艂a艣ciwo艣ci膮 klasycznej edycji CRISPR-Cas9 nie jest wi臋c automatyczne \"w艂膮czanie\" okre艣lonego genu odporno艣ci, lecz mo偶liwo艣膰 wywo艂ywania ukierunkowanej zmiany w wybranym miejscu genomu. Ostateczny rezultat pozostaje zale偶ny od funkcji edytowanej sekwencji oraz od mechanizm贸w naprawczych organizmu. Z tego wzgl臋du projektowanie odporno艣ci wymaga znacznie wcze艣niejszego rozpoznania relacji pomi臋dzy genem a fenotypem, poniewa偶 techniczna zdolno艣膰 zmiany DNA nie jest r贸wnoznaczna z przewidywalno艣ci膮 skutk贸w fizjologicznych. Rozw贸j kolejnych generacji narz臋dzi edycyjnych poszerzy艂 mo偶liwo艣ci ingerencji poza klasyczne wywo艂ywanie p臋kni臋cia obu nici DNA. W edycji zasad, base editing, wykorzystuje si臋 odpowiednio zmodyfikowane bia艂ka Cas sprz臋偶one z enzymami umo偶liwiaj膮cymi chemiczn膮 zmian臋 okre艣lonej zasady nukleotydowej bez konieczno艣ci wprowadzania typowego dwuniciowego przeci臋cia. W klasycznych systemach edycji cytozynowej mo偶liwe jest uzyskiwanie odpowiednich zmian prowadz膮cych do przekszta艂cenia par C-G w T-A, natomiast systemy adeninozydowe umo偶liwiaj膮 wybrane konwersje prowadz膮ce do powstawania par G-C. Szczeg贸lne znaczenie posiada to, 偶e rozwi膮zania te mog膮 umo偶liwia膰 precyzyjniejsze odtwarzanie znanych alleli odporno艣ciowych albo wprowadzanie okre艣lonych substytucji aminokwasowych w bia艂kach regulatorowych.\nJednak swoisto艣膰 edycji zale偶y od w艂a艣ciwo艣ci zastosowanego edytora i kontekstu sekwencyjnego, a niekt贸re uk艂ady mog膮 prowadzi膰 do zmian kilku zasad znajduj膮cych si臋 w odpowiednim oknie aktywno艣ci. Jeszcze wi臋ksz膮 elastyczno艣膰 zapewnia edycja typu prime editing, w kt贸rej kompleks obejmuj膮cy zmodyfikowan膮 nukleaz臋 i odwrotn膮 transkryptaz臋 wykorzystuje specjalnie zaprojektowane RNA do wprowadzania okre艣lonych zmian sekwencji.",
      "char_start": 7561,
      "section_id": "sec-3",
      "hidden_question": "W jaki spos贸b dzia艂aj膮 narz臋dzia CRISPR-Cas i czy pozwalaj膮 one na pe艂n膮 kontrol臋 nad cechami odporno艣ci ro艣lin?",
      "estimated_length": 2828
    },
    {
      "h2": "Precyzyjny dob贸r narz臋dzi genetycznych i analiza gen贸w podatno艣ci",
      "index": 3,
      "char_end": 15637,
      "position": 4,
      "full_text": "W praktyce ro艣linnej efektywno艣膰 takich system贸w pozostaje jednak zr贸偶nicowana, a uzyskanie odpowiedniej precyzji mo偶e wymaga膰 dostosowania konstrukcji molekularnej do konkretnego gatunku i miejsca genomowego. Z perspektywy hodowlanej szczeg贸lnie warto艣ciowa pozostaje mo偶liwo艣膰 odtwarzania naturalnie wyst臋puj膮cych alleli bez konieczno艣ci d艂ugotrwa艂ego przenoszenia du偶ych fragment贸w chromosom贸w z odleg艂ych linii, cho膰 biologiczny rezultat nadal wymaga pe艂nej weryfikacji.\nOdr臋bnego wyja艣nienia wymaga r贸偶nica pomi臋dzy edycj膮 genomu, transgenez膮 i regulacj膮 ekspresji gen贸w, poniewa偶 technologie te bywaj膮 nieprawid艂owo przedstawiane jako jedna, jednolita metoda biologiczna. Edycja genomu mo偶e prowadzi膰 do zmiany sekwencji endogennego genu bez trwa艂ego pozostawienia obcego DNA w ko艅cowej linii hodowlanej, ale jej wykonanie mo偶e na etapie laboratoryjnym wymaga膰 wprowadzenia odpowiednich konstrukcji genetycznych. Transgeneza polega natomiast na trwa艂ym wprowadzeniu materia艂u genetycznego pochodz膮cego spoza dotychczasowego repertuaru badanego organizmu, cho膰 w praktyce szczeg贸艂owa klasyfikacja okre艣lonych konstrukcji mo偶e zale偶e膰 od 藕r贸d艂a i organizacji sekwencji.\nZ kolei modyfikowanie ekspresji przy u偶yciu katalitycznie nieaktywnych wariant贸w Cas, po艂膮czonych z regulatorami transkrypcji, mo偶e zwi臋ksza膰 albo ogranicza膰 aktywno艣膰 wybranych gen贸w bez zmiany ich sekwencji koduj膮cej. Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje to, 偶e przej艣ciowa regulacja ekspresji nie jest tym samym co stabilna zmiana dziedziczna, a jej zastosowanie wymaga odr臋bnego rozpoznania trwa艂o艣ci efektu i sposobu dostarczania odpowiednich komponent贸w. W konsekwencji projektowanie ro艣lin odpornych nie powinno rozpoczyna膰 si臋 od wyboru jednej modnej technologii, lecz od ustalenia biologicznego mechanizmu, kt贸ry nale偶y zmieni膰, oraz okre艣lenia rodzaju interwencji zapewniaj膮cej odpowiedni膮 skuteczno艣膰 przy mo偶liwie ma艂ym ryzyku niepo偶膮danych nast臋pstw. Szczeg贸lnie interesuj膮c膮 strategi臋 stanowi edycja gen贸w okre艣lanych jako geny podatno艣ci, susceptibility genes, kt贸rych prawid艂owa aktywno艣膰 w okre艣lonych warunkach u艂atwia organizmowi antagonistycznemu wykorzystanie gospodarza albo os艂abia skuteczno艣膰 niekt贸rych odpowiedzi ochronnych. Poj臋cie to wymaga jednak precyzyjnego zastosowania, poniewa偶 gen podatno艣ci nie musi stanowi膰 struktury biologicznie niekorzystnej dla samej ro艣liny.\nMo偶e pe艂ni膰 istotn膮 funkcj臋 w regulacji wzrostu, reprodukcji, metabolizmu i odpowiedzi na inne rodzaje stresu, a jego aktywno艣膰 mo偶e zwi臋ksza膰 podatno艣膰 na okre艣lonego owada jedynie jako uboczne nast臋pstwo szerszych zale偶no艣ci fizjologicznych. Z tego wzgl臋du inaktywacja takiego genu mo偶e prowadzi膰 do zwi臋kszenia odporno艣ci, ale r贸wnocze艣nie wywo艂ywa膰 koszty rozwojowe, kt贸rych znaczenie ujawnia si臋 dopiero podczas d艂ugotrwa艂ych do艣wiadcze艅. Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje odr贸偶nienie genu, kt贸rego produkt jest bezpo艣rednio wykorzystywany przez konsumenta, od regulatora po艣rednio wp艂ywaj膮cego na dost臋pno艣膰 substancji ochronnych. W pierwszym przypadku zmiana mo偶e ogranicza膰 konkretn膮 interakcj臋 molekularn膮, podczas gdy w drugim prowadzi do reorganizacji ca艂ej sieci metabolicznej.\nZ punktu widzenia projektowania odporno艣ci szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaj膮 regulatory o relatywnie ma艂ych kosztach utraty funkcji, ale ich identyfikacja wymaga uwzgl臋dnienia w艂a艣ciwo艣ci konkretnego genotypu i warunk贸w 艣rodowiskowych. Nie ma wi臋c podstaw do uto偶samiania inaktywowania genu podatno艣ci z uniwersalnie korzystnym zabiegiem hodowlanym, niezale偶nym od jego pozosta艂ych funkcji.\nSzczeg贸lnie pouczaj膮cy przyk艂ad dostarczy艂y badania Hai-pinga Lu, Ting Luo, Hao-weia Fu i wsp贸艂pracownik贸w, opublikowane w 2018 roku w \"Nature Plants\", dotycz膮ce roli biosyntezy serotoniny w odporno艣ci ry偶u na okre艣lone fitofagi. Autorzy wykazali, 偶e 偶erowanie skoczk贸w ry偶owych i okre艣lonych gatunk贸w owad贸w uszkadzaj膮cych 艂odygi mo偶e prowadzi膰 do wzrostu biosyntezy serotoniny, kt贸ra w fizjologii ro艣lin pozostaje produktem przemian wywodz膮cych si臋 z tryptofanu. Szczeg贸lne znaczenie posiada enzym CYP71A1, b臋d膮cy hydroksylaz膮 tryptaminy i uczestnicz膮cy w przekszta艂caniu tego zwi膮zku w serotonin臋. W mutantach ry偶u o nieaktywnej funkcji CYP71A1 stwierdzono ograniczenie biosyntezy serotoniny, zwi臋kszon膮 akumulacj臋 kwasu salicylowego i wy偶sz膮 odporno艣膰 na okre艣lonych konsument贸w. Dodatkowym argumentem na rzecz przyczynowego znaczenia tego szlaku by艂y do艣wiadczenia, w kt贸rych egzogenne podanie serotoniny os艂abia艂o odporno艣膰 odpowiednich ro艣lin, a dodanie jej do sztucznego pokarmu mog艂o korzystnie wp艂ywa膰 na rozw贸j badanych owad贸w. Wyniki te dostarczy艂y szczeg贸lnie interesuj膮cego dowodu, 偶e zwi臋kszenie odporno艣ci mo偶e nast臋powa膰 przez ograniczenie syntezy metabolitu sprzyjaj膮cego konsumentowi, zamiast przez zwi臋kszenie produkcji klasycznej substancji toksycznej.\nNale偶y jednak zachowa膰 wa偶ne rozr贸偶nienie metodologiczne: badanie to stanowi dow贸d funkcjonalnego znaczenia CYP71A1, lecz nie nale偶y automatycznie przedstawia膰 ca艂ego eksperymentu jako komercyjnego wdro偶enia odmian ry偶u uzyskanych technologi膮 CRISPR-Cas9. Wynik wskazuje na warto艣ciowy cel dla dalszych prac hodowlanych i edycyjnych, a nie sam przez si臋 na powszechne zastosowanie odpowiedniej technologii w gospodarstwach rolnych.",
      "char_start": 10390,
      "section_id": "sec-4",
      "hidden_question": "Czym r贸偶ni膮 si臋 metody modyfikacji genetycznych i jak wykorzystanie gen贸w podatno艣ci wp艂ywa na odporno艣膰 ro艣lin w praktyce?",
      "estimated_length": 5247
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      "h2": "Wp艂yw edycji genetycznej na metabolizm i odporno艣膰",
      "index": 4,
      "char_end": 18458,
      "position": 5,
      "full_text": "W uj臋ciu biochemicznym szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaje to, 偶e szlak serotoniny i metabolizm kwasu salicylowego s膮 powi膮zane z przemianami wsp贸lnych prekursor贸w oraz z funkcjonalnym oddzia艂ywaniem odpowiednich regulator贸w. Ograniczenie aktywno艣ci enzymu katalizuj膮cego jedn膮 z przemian mo偶e zmienia膰 dost臋pno艣膰 substrat贸w i wzgl臋dn膮 aktywno艣膰 innych ga艂臋zi metabolizmu, prowadz膮c do skutk贸w trudnych do przewidzenia na podstawie samej funkcji bia艂ka docelowego. Szczeg贸lnie wa偶ne jest przy tym rozr贸偶nienie pomi臋dzy bezpo艣rednim skutkiem metabolicznym a p贸藕niejsz膮 reorganizacj膮 odpowiedzi hormonalnej, poniewa偶 zwi臋kszenie st臋偶enia kwasu salicylowego mo偶e wynika膰 z kilku wsp贸艂dzia艂aj膮cych proces贸w regulatorowych. W konsekwencji uzyskanie odporno艣ci przez inaktywacj臋 CYP71A1 nie oznacza koniecznie, 偶e serotonin臋 nale偶y uznawa膰 za uniwersalny czynnik os艂abiaj膮cy obron臋 wszystkich ro艣lin.\nJej funkcje zale偶膮 od gatunku, rodzaju tkanki, st臋偶enia i biologicznego kontekstu dzia艂ania. Szczeg贸lnie interesuj膮ca pozostaje mo偶liwo艣膰 wp艂ywania przez tego rodzaju interwencje na metabolizm podstawowych aminokwas贸w, kt贸rych dost臋pno艣膰 mo偶e oddzia艂ywa膰 na wzrost i reprodukcj臋. Z perspektywy hodowlanej konieczne pozostaje wi臋c uwzgl臋dnianie nie tylko intensywno艣ci uszkodze艅 powodowanych przez owady, lecz tak偶e architektury ro艣liny, jej produktywno艣ci, gospodarki azotowej i zachowania w warunkach stresu abiotycznego. W艂a艣nie dlatego geny o potencjalnie korzystnym dzia艂aniu odporno艣ciowym wymagaj膮 wielowymiarowej oceny, zanim zostan膮 uznane za odpowiednie cele dla trwa艂ej zmiany programu hodowlanego. Jeszcze bardziej bezpo艣rednie potwierdzenie mo偶liwo艣ci wykorzystania CRISPR-Cas9 do zwi臋kszania odporno艣ci na owady przynios艂y badania nad soj膮 Glycine max, obejmuj膮ce gen GmUGT koduj膮cy UDP-glikozylotransferaz臋. W publikacji z 2022 roku przedstawiono wyniki do艣wiadcze艅, w kt贸rych zastosowano ukierunkowan膮 edycj臋 genu Glyma.07g110300, wcze艣niej powi膮zanego z locus ilo艣ciowej odporno艣ci na owady uszkadzaj膮ce li艣cie. Wytworzone linie mutant贸w obejmowa艂y mi臋dzy innymi wariant z delecj膮 33 par zasad oraz wariant z insercj膮 pojedynczego nukleotydu, prowadz膮ce do zmiany funkcjonalnej organizacji bia艂ka.\nAutorzy wykazali, 偶e odpowiednie linie ro艣lin charakteryzowa艂y si臋 zwi臋kszon膮 odporno艣ci膮 na g膮sienice Helicoverpa armigera i Spodoptera litura, podczas gdy nadekspresja badanego genu prowadzi艂a do zwi臋kszonej podatno艣ci na tych konsument贸w. Szczeg贸lnie istotne by艂o powi膮zanie fenotypu odporno艣ciowego ze zmianami zawarto艣ci flawonoid贸w i ekspresji gen贸w uczestnicz膮cych w ich biosyntezie. Wynik ten stanowi przekonuj膮cy przyk艂ad interwencji, w kt贸rej zwi臋kszenie odporno艣ci nast臋puje przez zmian臋 sposobu przekszta艂cania metabolit贸w ro艣linnych, a nie przez bezpo艣rednie wprowadzenie nowej toksyny owadob贸jczej.",
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      "section_id": "sec-5",
      "hidden_question": "Jakie s膮 konsekwencje metaboliczne edycji gen贸w odpowiedzialnych za odporno艣膰 ro艣lin i czy mo偶na zwi臋kszy膰 t臋 odporno艣膰 bez wprowadzania toksyn?",
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    {
      "h2": "Koszty fizjologiczne i pleiotropia w edycji gen贸w odporno艣ci",
      "index": 5,
      "char_end": 21793,
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      "full_text": "R贸wnocze艣nie autorzy nie stwierdzili oczywistych zmian cz臋艣ci analizowanych cech morfologicznych, co sugeruje mo偶liwo艣膰 stosunkowo korzystnego bilansu pomi臋dzy odporno艣ci膮 i rozwojem w badanych warunkach. Nie oznacza to jednak ca艂kowitego wykluczenia koszt贸w fizjologicznych w innych 艣rodowiskach, poniewa偶 ich wykrycie mo偶e wymaga膰 analizy wielu sezon贸w i szerszego zestawu parametr贸w produkcyjnych.\nZasadnicz膮 warto艣膰 tego przyk艂adu mo偶na rozpozna膰 r贸wnie偶 przez por贸wnanie mechanizmu dzia艂ania ro艣linnej glikozylotransferazy z funkcj膮 owadzich UGT, przedstawion膮 we wcze艣niejszych cz臋艣ciach opracowania. Po stronie konsumenta glikozylacja okre艣lonego metabolitu mo偶e uczestniczy膰 w jego detoksykacji, zmieniaj膮c w艂a艣ciwo艣ci chemiczne substancji pobranej z pokarmem. Po stronie ro艣liny odpowiedni enzym mo偶e natomiast przekszta艂ca膰 metabolity wyspecjalizowane w taki spos贸b, 偶e ich biologiczna aktywno艣膰 wobec konsumenta ulega zmniejszeniu albo zmianie. W rezultacie inaktywacja okre艣lonej glikozylotransferazy mo偶e prowadzi膰 do zwi臋kszenia zawarto艣ci substancji pozostaj膮cych silniej aktywnymi elementami ochrony, cho膰 dok艂adny mechanizm zale偶y od struktury substratu i powstaj膮cego produktu. Nie nale偶y zatem automatycznie traktowa膰 glikozylacji jako reakcji jednoznacznie zwi臋kszaj膮cej albo zmniejszaj膮cej toksyczno艣膰. Jej rezultat pozostaje w艂a艣ciwo艣ci膮 konkretnego uk艂adu metabolicznego. Szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaje tak偶e to, 偶e utrata funkcji regulatora albo enzymu mo偶e prowadzi膰 do zwi臋kszenia odporno艣ci bez konieczno艣ci intensyfikowania ca艂ego szlaku jasmonianowego. Oznacza to mo偶liwo艣膰 cz臋艣ciowego rozdzielania ochronnych skutk贸w przemian metabolit贸w od szerszych koszt贸w hormonalnej reorganizacji wzrostu.\nJednak nawet taki korzystny rezultat wymaga oceny w odniesieniu do zapylaczy, naturalnych wrog贸w fitofag贸w i jako艣ci produktu rolniczego, poniewa偶 zmienione flawonoidy mog膮 posiada膰 liczne funkcje ekologiczne niezwi膮zane bezpo艣rednio z 偶erowaniem analizowanych g膮sienic.\nSzczeg贸lnie donios艂ym odkryciem dotycz膮cym pleiotropowych nast臋pstw edycji gen贸w odporno艣ciowych pozostaj膮 badania nad kinaz膮 zale偶n膮 od wapnia GmCDPK38, kt贸rych wyniki opublikowano w 2022 roku w \"Plant Physiology\". Autorzy wykazali, 偶e okre艣lone haplotypy genu GmCDPK38 wyst臋puj膮ce u soi pozostaj膮 powi膮zane zar贸wno z terminem kwitnienia, jak i z podatno艣ci膮 na g膮sienice Spodoptera litura. Zastosowanie technologii CRISPR-Cas9 pozwoli艂o wytworzy膰 mutanty o ograniczonej aktywno艣ci genu, kt贸re wykazywa艂y zwi臋kszon膮 odporno艣膰 na konsumenta, ale r贸wnocze艣nie p贸藕niej przechodzi艂y do fazy kwitnienia. W badaniach obejmuj膮cych analiz臋 transkryptomu, metabolomu i fosfoproteomu wykazano rozleg艂e zmiany w艂a艣ciwo艣ci regulatorowych, obejmuj膮ce mi臋dzy innymi bia艂ka uczestnicz膮ce w metabolizmie S-adenozylometioniny.\nSzczeg贸lnie interesuj膮ce by艂o powi膮zanie tych wynik贸w z wcze艣niejszymi danymi dotycz膮cymi znaczenia kinaz wapniowych w tytoniu Nicotiana attenuata, gdzie ograniczenie aktywno艣ci odpowiednich regulator贸w mo偶e prowadzi膰 do zwi臋kszenia odpowiedzi jasmonianowej i odporno艣ci na g膮sienice Manduca sexta, ale r贸wnie偶 do op贸藕nienia kwitnienia. W rezultacie przyk艂ad GmCDPK38 dostarcza bardzo mocnego argumentu przeciwko interpretowaniu gen贸w odporno艣ci jako autonomicznych element贸w funkcjonuj膮cych poza sieciami regulacji rozwoju.",
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      "hidden_question": "Jakie s膮 potencjalne koszty fizjologiczne i skutki uboczne modyfikacji genetycznych zwi臋kszaj膮cych odporno艣膰 ro艣lin na owady?",
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    {
      "h2": "Odporno艣膰 biologiczna nie zawsze oznacza wy偶szy plon",
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      "full_text": "Zmiana jednego bia艂ka mo偶e zwi臋ksza膰 prze偶ywalno艣膰 podczas 偶erowania, ale jednocze艣nie wp艂ywa膰 na tempo przechodzenia pomi臋dzy fazami ontogenetycznymi, co w praktyce rolniczej mo偶e posiada膰 istotne nast臋pstwa zale偶nie od d艂ugo艣ci okresu wegetacyjnego i lokalnych warunk贸w klimatycznych. W艂a艣nie tutaj szczeg贸lnego znaczenia nabiera problem odr贸偶niania odporno艣ci biologicznej od produktywno艣ci gospodarczej. Odmiana posiadaj膮ca zwi臋kszon膮 zawarto艣膰 odpowiednich metabolit贸w ochronnych mo偶e wykazywa膰 mniejsze uszkodzenia li艣ci, ale nie musi automatycznie osi膮ga膰 wy偶szego plonu. Je艣li modyfikacja prowadzi do op贸藕nienia kwitnienia albo zmiany terminu dojrzewania, jej efekt produkcyjny b臋dzie zale偶a艂 od d艂ugo艣ci sezonu i mo偶liwo艣ci wyst膮pienia p贸藕nych przymrozk贸w, suszy lub innych stres贸w. Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje to, 偶e plon stanowi cech臋 zintegrowan膮, wynikaj膮c膮 z d艂ugotrwa艂ej aktywno艣ci proces贸w fotosyntetycznych, gospodarki sk艂adnikami mineralnymi, organizacji organ贸w reprodukcyjnych i przebiegu dojrzewania. Z tego wzgl臋du zmniejszenie biomasy zjedzonej przez fitofaga nie jest r贸wnoznaczne z proporcjonalnym zwi臋kszeniem produkcji cz臋艣ci u偶ytkowej ro艣liny.\nW okre艣lonych warunkach wy偶sza odporno艣膰 mo偶e jedynie ogranicza膰 straty, kt贸re w danym sezonie i tak pozostawa艂y niewielkie, podczas gdy jej koszt rozwojowy utrzymuje si臋 niezale偶nie od obecno艣ci zagro偶enia. W innym 艣rodowisku ta sama modyfikacja mo偶e przynosi膰 wyra藕n膮 korzy艣膰, je艣li presja fitofag贸w jest wysoka i powtarzalna. W艂a艣ciwa ocena powinna wi臋c wykorzystywa膰 do艣wiadczenia wieloczynnikowe, obejmuj膮ce obecno艣膰 i brak konsumenta oraz r贸偶ne warunki zasobowe, a nast臋pnie por贸wnywa膰 ko艅cowe parametry plonu i sukcesu reprodukcyjnego. Szczeg贸ln膮 warto艣膰 posiada tak偶e analiza stabilno艣ci genotypu w r贸偶nych 艣rodowiskach, poniewa偶 odporno艣膰 korzystna w jednym regionie mo偶e prowadzi膰 do odmiennych nast臋pstw w innym. Mo偶liwo艣膰 projektowania odporno艣ci za pomoc膮 edycji genomu nie ogranicza si臋 do inaktywowania gen贸w podatno艣ci, poniewa偶 r贸wnie istotne pozostaje modyfikowanie element贸w regulatorowych odpowiedzialnych za czas i miejsce ekspresji gen贸w obronnych. Z perspektywy ekonomiki alokacji zasob贸w szczeg贸lnie atrakcyjna wydaje si臋 koncepcja uzyskiwania silnej odpowiedzi po rzeczywistym wyst膮pieniu 偶erowania, bez konieczno艣ci utrzymywania maksymalnej aktywno艣ci metabolicznej w ca艂ym okresie rozwoju.\nMo偶liwe cele obejmuj膮 promotory gen贸w zwi膮zanych z biosyntez膮 jasmonian贸w, regulacj膮 metabolit贸w wyspecjalizowanych i emisj膮 odpowiednich substancji lotnych. Jednak precyzyjna zmiana promotora nie gwarantuje automatycznie okre艣lonego wzrostu ekspresji, poniewa偶 jego aktywno艣膰 zale偶y od dost臋pno艣ci czynnik贸w transkrypcyjnych, organizacji chromatyny i po艂o偶enia odpowiednich motyw贸w regulatorowych. Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje rozr贸偶nienie pomi臋dzy zwi臋kszeniem amplitudy odpowiedzi, skr贸ceniem czasu jej uruchomienia i zmian膮 progu aktywacji, poniewa偶 ka偶da z tych w艂a艣ciwo艣ci mo偶e posiada膰 odmienny koszt biologiczny. Ro艣lina uruchamiaj膮ca obron臋 ju偶 przy bardzo s艂abym bod藕cu mo偶e ponosi膰 niepotrzebne koszty w 艣rodowisku zawieraj膮cym liczne nieszkodliwe sygna艂y, podczas gdy organizm posiadaj膮cy zbyt wysoki pr贸g aktywacji mo偶e reagowa膰 dopiero po wyst膮pieniu znacznych uszkodze艅. W艂a艣ciwym przedmiotem projektowania staje si臋 zatem dynamika ca艂ego uk艂adu regulacyjnego, a nie tylko 艣redni poziom ekspresji pojedynczego genu. Takie podej艣cie wymaga 艂膮czenia in偶ynierii genomu z ilo艣ciowymi modelami regulacji i badaniami fizjologii stresu.\nSzczeg贸lnie interesuj膮cym kierunkiem pozostaje tak偶e modyfikowanie profilu lotnych zwi膮zk贸w organicznych emitowanych przez ro艣liny, kt贸rej celem mo偶e by膰 zmiana zachowa艅 fitofag贸w, zapylaczy i naturalnych wrog贸w. Biotechnologiczne zwi臋kszenie produkcji okre艣lonego terpenoidu mo偶e potencjalnie wp艂ywa膰 na lokalizowanie gospodarza przez owada albo na zdolno艣膰 parazytoida do rozpoznawania miejsca 偶erowania.",
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      "hidden_question": "Czy zwi臋kszenie odporno艣ci ro艣liny na owady automatycznie przek艂ada si臋 na wi臋ksze zbiory w rolnictwie?",
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      "h2": "Konieczno艣膰 projektowania indukowanej emisji sygna艂贸w chemicznych",
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      "char_end": 28451,
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      "full_text": "Jednak skuteczno艣膰 sygna艂u chemicznego zale偶y nie tylko od jego to偶samo艣ci, lecz r贸wnie偶 od sk艂adu ca艂ej mieszaniny, st臋偶enia i dynamiki emisji. Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje to, 偶e niekt贸re sygna艂y biologiczne posiadaj膮 charakter kr贸tkotrwa艂ego impulsu, kt贸rego znaczenie dla odbiorcy mo偶e zasadniczo r贸偶ni膰 si臋 od nast臋pstw ci膮g艂ej ekspozycji. W warunkach naturalnych substancja alarmowa mo偶e by膰 uwalniana tylko po uszkodzeniu tkanki albo podczas ataku drapie偶nika, dzi臋ki czemu jej obecno艣膰 pozostaje wzgl臋dnie wiarygodn膮 wskaz贸wk膮 okre艣lonego zagro偶enia.\nWprowadzenie sta艂ej emisji tej samej substancji mo偶e prowadzi膰 do os艂abienia reakcji odbiorcy, jego habituacji albo zmiany sposobu wykorzystywania sygna艂u. Z tego wzgl臋du szczeg贸lnie istotne pozostaje projektowanie ekspresji indukowanej, kt贸rej aktywno艣膰 pozostaje zwi膮zana z rzeczywistym bod藕cem, a nie wy艂膮cznie z obecno艣ci膮 odpowiedniego genu biosyntetycznego. W艂a艣nie t臋 r贸偶nic臋 szczeg贸lnie wyra藕nie ujawni艂y do艣wiadczenia nad pszenic膮 emituj膮c膮 feromon alarmowy mszyc. W badaniu opublikowanym w 2015 roku w \"Scientific Reports\" przedstawiono wyniki modyfikowania pszenicy heksaploidalnej w celu wytwarzania (E)-尾-farnezenu, substancji stanowi膮cej sk艂adnik systemu alarmowego wielu gatunk贸w mszyc. Zastosowano odpowiednio zaprojektowany gen syntazy terpenowej wywodz膮cy si臋 z mi臋ty pieprzowej, a jego produkt kierowano do plastyd贸w, co umo偶liwi艂o uzyskanie stabilnych linii ro艣lin emituj膮cych odpowiedni zwi膮zek.\nW do艣wiadczeniach laboratoryjnych wykazano, 偶e emisja (E)-尾-farnezenu mog艂a ogranicza膰 zainteresowanie okre艣lonych mszyc ro艣linami oraz zwi臋ksza膰 aktywno艣膰 poszukiwawcz膮 parazytoid贸w. Jednak p贸藕niejsze do艣wiadczenia polowe prowadzone na odpowiednich liniach nie wykaza艂y istotnego zmniejszenia liczebno艣ci mszyc ani zwi臋kszenia parazytyzmu w por贸wnaniu z pszenic膮 kontroln膮. Rezultat ten posiada fundamentalne znaczenie metodologiczne, poniewa偶 stanowi przyk艂ad sytuacji, w kt贸rej technicznie skuteczne wprowadzenie nowej funkcji metabolicznej i jej potwierdzona aktywno艣膰 w laboratorium nie doprowadzi艂y do oczekiwanego efektu ochronnego w 艣rodowisku naturalnym. Jednym z rozwa偶anych wyja艣nie艅 by艂a mo偶liwo艣膰 habituacji mszyc wobec stale obecnego sygna艂u, podczas gdy w naturze jego alarmowa funkcja pozostaje zwi膮zana z kr贸tkotrwa艂ym uwalnianiem.\nZnaczenie mog艂y posiada膰 tak偶e warunki klimatyczne, stosunkowo niskie zag臋szczenie szkodnik贸w oraz struktura lokalnej wsp贸lnoty owad贸w. Nie nale偶y jednak interpretowa膰 takiego wyniku jako ostatecznego dowodu nieskuteczno艣ci wszelkich strategii wykorzystuj膮cych feromony, lecz jako potwierdzenie konieczno艣ci dostosowania dynamiki sygna艂u do biologii odbiorcy i rzeczywistych warunk贸w polowych.",
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      "hidden_question": "Dlaczego wprowadzenie genu odpowiedzialnego za emisj臋 feromonu odstraszaj膮cego szkodniki nie zawsze dzia艂a w warunkach polowych?",
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      "h2": "Ograniczenia in偶ynierii metabolicznej i specyfika toksyn Bt",
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      "full_text": "Ten przyk艂ad prowadzi do szerszej refleksji nad ograniczeniami in偶ynierii metabolicznej, kt贸ra mo偶e skutecznie zwi臋ksza膰 produkcj臋 okre艣lonej substancji, ale nie zawsze zapewnia przewidywalny rezultat ekologiczny. Zwi臋kszona aktywno艣膰 syntazy terpenowej mo偶e zmienia膰 dost臋pno艣膰 wsp贸lnych prekursor贸w izoprenoidowych, wp艂ywaj膮c na biosyntez臋 innych metabolit贸w uczestnicz膮cych w procesach wzrostowych i obronnych.\nR贸wnocze艣nie kierowanie enzymu do okre艣lonego organellum mo偶e wp艂ywa膰 na jego dost臋p do substrat贸w, a r贸偶nice w aktywno艣ci promotor贸w pomi臋dzy tkankami mog膮 prowadzi膰 do nier贸wnomiernego przestrzennego rozk艂adu produktu. Szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaje to, 偶e biologiczna aktywno艣膰 substancji lotnej nie wynika wy艂膮cznie z jej ilo艣ci, lecz z relacji pomi臋dzy emitowanym profilem chemicznym a fizjologicznymi i behawioralnymi w艂a艣ciwo艣ciami odbiorcy. Dla jednego gatunku owada zwi臋kszona emisja mo偶e stanowi膰 sygna艂 odstraszaj膮cy, podczas gdy dla innego - wskaz贸wk臋 informuj膮c膮 o dost臋pno艣ci odpowiedniego gospodarza. R贸wnie wa偶ne pozostaje oddzia艂ywanie okre艣lonego metabolitu na naturalnych wrog贸w fitofag贸w, kt贸rych reakcja mo偶e zale偶e膰 od wcze艣niejszego do艣wiadczenia i obecno艣ci sygna艂贸w pochodz膮cych bezpo艣rednio od konsumenta. W konsekwencji ocena in偶ynierii metabolicznej wymaga prowadzenia do艣wiadcze艅 wielotroficznych, obejmuj膮cych rzeczywiste interakcje pomi臋dzy ro艣lin膮, szkodnikiem i organizmami po偶ytecznymi. Z perspektywy ekologii stosowanej szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje tu rozr贸偶nienie pomi臋dzy aktywno艣ci膮 biologiczn膮 substancji w izolowanym te艣cie a jej zdolno艣ci膮 do zwi臋kszania stabilno艣ci i produktywno艣ci ca艂ego agroekosystemu.\nOdr臋bn膮 i historycznie szczeg贸lnie znacz膮c膮 kategori臋 biotechnologicznej ochrony ro艣lin stanowi膮 odmiany wykorzystuj膮ce bia艂ka owadob贸jcze pochodz膮ce z bakterii Bacillus thuringiensis, okre艣lane zbiorczo jako technologie Bt. Ich rozw贸j by艂 mo偶liwy dzi臋ki rozpoznaniu w艂a艣ciwo艣ci okre艣lonych bia艂ek krystalicznych, w tym przedstawicieli grupy Cry, kt贸rych aktywno艣膰 wobec owad贸w zale偶y od organizacji i funkcjonowania nab艂onka jelita. W klasycznym mechanizmie dzia艂ania okre艣lone bia艂ka Bt zostaj膮 pobrane wraz z pokarmem, a nast臋pnie ulegaj膮 odpowiednim przemianom w 艣rodowisku przewodu pokarmowego.\nProdukty ich aktywacji mog膮 wi膮za膰 si臋 z okre艣lonymi bia艂kami powierzchni kom贸rek nab艂onka i prowadzi膰 do zaburzenia integralno艣ci b艂ony, w tym tworzenia struktur porowych. Ostatecznym rezultatem mo偶e by膰 uszkodzenie nab艂onka jelitowego, zahamowanie 偶erowania i 艣mier膰 owada, ale szczeg贸艂owy mechanizm zale偶y od konkretnego bia艂ka, jego wariantu, w艂a艣ciwo艣ci odbiorcy i udzia艂u odpowiednich czynnik贸w fizjologicznych. Nie nale偶y wi臋c przedstawia膰 wszystkich produkt贸w Bt jako jednej toksyny o identycznym sposobie dzia艂ania. Poszczeg贸lne rodziny bia艂ek wykazuj膮 odmienne w艂a艣ciwo艣ci strukturalne i zakresy aktywno艣ci wobec okre艣lonych grup owad贸w. Szczeg贸lnie istotne pozostaje to, 偶e biologiczna selektywno艣膰 danego bia艂ka wynika z interakcji pomi臋dzy jego struktur膮 a w艂a艣ciwo艣ciami organizmu docelowego, nie za艣 z samego faktu bakteryjnego pochodzenia. Z tego wzgl臋du ocena wp艂ywu preparatu albo odmiany Bt na organizmy nietarczowe wymaga uwzgl臋dnienia konkretnej substancji aktywnej, jej st臋偶enia, sposobu ekspozycji i wra偶liwo艣ci badanych gatunk贸w. Zasadniczy post臋p w rozpoznaniu molekularnych podstaw dzia艂ania bia艂ek Cry nast膮pi艂 wraz z identyfikacj膮 odpowiednich receptor贸w wyst臋puj膮cych na powierzchni kom贸rek nab艂onka jelita owad贸w. W przypadku cz臋艣ci motyli szczeg贸lne znaczenie posiadaj膮 transportery b艂onowe z rodziny ABC, w tym ABCC2 i ABCC3, ale ich funkcja w uk艂adzie Bt nie jest to偶sama ze zwyk艂ym transportowaniem substancji przez b艂on臋 kom贸rkow膮.\nOdpowiednie bia艂ka mog膮 uczestniczy膰 w wi膮zaniu toksyny i umo偶liwia膰 dalsze zdarzenia prowadz膮ce do uszkodzenia nab艂onka.",
      "char_start": 28452,
      "section_id": "sec-9",
      "hidden_question": "Dlaczego samo zwi臋kszenie produkcji substancji obronnej lub wprowadzenie bia艂ek Bt nie gwarantuje skutecznej ochrony ro艣liny?",
      "estimated_length": 3853
    },
    {
      "h2": "Wielogenowa architektura odporno艣ci i koszty adaptacyjne szkodnik贸w",
      "index": 9,
      "char_end": 36460,
      "position": 10,
      "full_text": "Szczeg贸lnie przekonuj膮cych danych dostarczy艂y badania nad Plutella xylostella, w kt贸rych wykorzystano edycj臋 CRISPR-Cas9 do inaktywowania gen贸w PxABCC2 i PxABCC3. W publikacji Zhiqianga Liu i wsp贸艂pracownik贸w z 2020 roku wykazano, 偶e jednoczesna utrata funkcji obu transporter贸w w analizowanej linii tantnisia prowadzi艂a do ponad o艣miotysi臋cznego wzrostu odporno艣ci wobec Cry1Ac w por贸wnaniu z odpowiedni膮 lini膮 wra偶liw膮, podczas gdy inaktywacja pojedynczego genu dawa艂a znacznie s艂absze rezultaty. Szczeg贸lne znaczenie posiada艂o po艂膮czenie analiz genetycznych z do艣wiadczeniami nad krzy偶owaniem odpowiednich linii, introgresj膮 wariant贸w odporno艣ciowych i bezpo艣redni膮 edycj膮 gen贸w. Wyniki te dostarczy艂y mocnego dowodu przyczynowego, 偶e dwa cz臋艣ciowo redundantne bia艂ka mog膮 wsp贸艂decydowa膰 o wra偶liwo艣ci owada na okre艣lon膮 toksyn臋, a powstawanie bardzo wysokiej odporno艣ci mo偶e wymaga膰 wsp贸艂dzia艂ania zmian w kilku loci. Nie oznacza to jednak, 偶e identyczna architektura receptorowa wyst臋puje u wszystkich gatunk贸w motyli albo 偶e wszystkie bia艂ka Bt wykorzystuj膮 t臋 sam膮 par臋 receptor贸w.\nSzczeg贸lnego doprecyzowania wymaga w tym miejscu funkcja transportera PxABCH1, kt贸rego gen zosta艂 r贸wnie偶 zidentyfikowany u tantnisia krzy偶owiaczka i stanowi interesuj膮cy cel bada艅 nad interferencj膮 RNA. W publikacji z 2015 roku wykazano, 偶e wyciszenie PxABCH1 przy u偶yciu odpowiedniej dawki dwuniciowego RNA mo偶e prowadzi膰 do silnego ograniczenia ekspresji genu i wysokiej 艣miertelno艣ci larw oraz poczwarek, zar贸wno w liniach wra偶liwych, jak i odpornych na Cry1Ac. Istotne jest jednak to, 偶e autorzy wykazali niezale偶no艣膰 odporno艣ci na Cry1Ac od aktywno艣ci badanego genu w analizowanym uk艂adzie. Nie ma wi臋c podstaw do uto偶samiania PxABCH1 z potwierdzonym receptorem Cry1Ac odpowiedzialnym za klasyczny mechanizm oporno艣ci Bt ani do przyjmowania, 偶e jego wyciszenie samo w sobie przywraca wra偶liwo艣膰 owada na toksyn臋 przez odbudowanie okre艣lonej interakcji receptorowej. Bardziej precyzyjna interpretacja wskazuje, 偶e PxABCH1 mo偶e stanowi膰 potencjalny cel technologii RNAi oddzia艂uj膮cej na wa偶ne funkcje fizjologiczne owada, r贸wnie偶 wtedy, gdy posiada on niezale偶nie ukszta艂towan膮 odporno艣膰 na Bt. Z kolei potwierdzonymi uczestnikami okre艣lonych mechanizm贸w wra偶liwo艣ci P. xylostella na Cry1Ac pozostaj膮 przede wszystkim PxABCC2 i PxABCC3.\nRozr贸偶nienie to posiada fundamentalne znaczenie dla projektowania zintegrowanych technologii, poniewa偶 pomylenie bia艂ka stanowi膮cego molekularny cel interwencji RNAi z bia艂kiem pe艂ni膮cym funkcj臋 receptora toksyny mo偶e prowadzi膰 do ca艂kowicie b艂臋dnych za艂o偶e艅 dotycz膮cych spodziewanej synergii. Z perspektywy genetyki ewolucyjnej szczeg贸lnie interesuj膮ce jest to, 偶e odporno艣膰 na bia艂ka Bt mo偶e wynika膰 z utraty okre艣lonej funkcji receptorowej, kt贸rej niekorzystne nast臋pstwa dla owada pozostaj膮 ograniczone dzi臋ki obecno艣ci innych bia艂ek albo kompensacyjnych zmian fizjologicznych. W takim uk艂adzie zmiana zapewniaj膮ca ochron臋 przed toksyn膮 mo偶e by膰 艂atwiej utrzymywana w populacji, je偶eli nie prowadzi do powa偶nego ograniczenia rozwoju i reprodukcji. Jednak nie wszystkie mutacje odporno艣ciowe pozostaj膮 bezkosztowe, poniewa偶 transportery ABC uczestnicz膮 r贸wnie偶 w innych procesach biologicznych, a ich inaktywacja mo偶e wp艂ywa膰 na metabolizm, funkcjonowanie b艂on i zdolno艣膰 rozwoju.\nSzczeg贸lnie wa偶ne pozostaje tak偶e to, 偶e odporno艣膰 mo偶e wynika膰 z odmiennych mechanizm贸w w r贸偶nych populacjach tego samego gatunku. W jednych przypadkach dominowa膰 mog膮 zmiany sekwencji receptor贸w, w innych ograniczenie ich ekspresji, a jeszcze w innych modyfikacje aktywno艣ci enzym贸w i proces贸w jelitowych. W konsekwencji rozpoznanie jednego wariantu odporno艣ciowego nie stanowi wystarczaj膮cej podstawy do wyja艣nienia ca艂ej zmienno艣ci populacyjnej. Z punktu widzenia zarz膮dzania technologi膮 szczeg贸lnie istotne staj膮 si臋 wi臋c badania nad cz臋sto艣ci膮 odpowiednich alleli w populacjach terenowych oraz nad kosztami ich utrzymywania w warunkach braku ekspozycji na dan膮 substancj臋. W艂a艣nie takie dane umo偶liwiaj膮 budowanie modeli przewiduj膮cych tempo narastania odporno艣ci i potencjaln膮 skuteczno艣膰 rozwi膮za艅 ograniczaj膮cych presj臋 selekcyjn膮.",
      "char_start": 32306,
      "section_id": "sec-10",
      "hidden_question": "Dlaczego prosta modyfikacja jednego genu cz臋sto nie wystarcza do uzyskania odporno艣ci u owad贸w i jakie s膮 konsekwencje ewolucyjne takich zmian?",
      "estimated_length": 4154
    },
    {
      "h2": "Strategiczne zarz膮dzanie odporno艣ci膮 poprzez refugia i piramidyzacj臋 cech",
      "index": 10,
      "char_end": 39862,
      "position": 11,
      "full_text": "Jedn膮 z najwa偶niejszych strategii op贸藕niania ewolucji odporno艣ci na uprawy Bt pozostaje 艂膮czenie odpowiednio wysokiej ekspresji skutecznego bia艂ka owadob贸jczego ze strefami schronienia, refugia, zawieraj膮cymi ro艣liny nieposiadaj膮ce danej cechy. W klasycznym modelu high-dose/refuge szczeg贸lnego znaczenia nabiera mo偶liwo艣膰 prze偶ywania i reprodukcji osobnik贸w wra偶liwych w cz臋艣ci agroekosystemu niezawieraj膮cej odpowiedniej toksyny.\nIch obecno艣膰 mo偶e zwi臋ksza膰 prawdopodobie艅stwo krzy偶owania z nielicznymi osobnikami odpornymi prze偶ywaj膮cymi na uprawie Bt, prowadz膮c do powstawania potomstwa heterozygotycznego. Je偶eli ekspresja toksyny pozostaje wystarczaj膮co wysoka, a odporno艣膰 jest funkcjonalnie recesywna, heterozygoty mog膮 nadal pozostawa膰 wra偶liwe, co ogranicza tempo rozpowszechniania odpowiednich alleli. Nie oznacza to jednak, 偶e ka偶da odmiana Bt realizuje klasyczne za艂o偶enie wysokiej dawki ani 偶e strefy schronienia zawsze zapewniaj膮 identyczny efekt ochronny. Ich skuteczno艣膰 zale偶y od genetycznej architektury odporno艣ci, rozmieszczenia ro艣lin, zdolno艣ci przemieszczania si臋 owad贸w, wielko艣ci populacji i sposobu dziedziczenia odpowiednich w艂a艣ciwo艣ci. Szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaje r贸wnie偶 to, 偶e refugia mog膮 op贸藕nia膰 ewolucj臋 odporno艣ci tak偶e w pewnych warunkach odbiegaj膮cych od klasycznego modelu pojedynczego recesywnego allelu, cho膰 rzeczywisty rezultat wymaga analizy ca艂ego systemu. Przegl膮dy wieloletnich do艣wiadcze艅 nad uprawami Bt wskazuj膮, 偶e po艂膮czenie odpowiedniej organizacji stref schronienia z korzystnymi w艂a艣ciwo艣ciami bia艂ek owadob贸jczych stanowi wa偶ny element utrzymywania d艂ugoterminowej skuteczno艣ci tej technologii.\nRozwini臋ciem tego podej艣cia pozostaje piramidyzacja cech ochronnych, polegaj膮ca na 艂膮czeniu w jednej odmianie kilku mechanizm贸w oddzia艂uj膮cych na tego samego szkodnika. W idealnym przypadku ka偶dy z nich powinien zachowywa膰 znaczn膮 skuteczno艣膰 wobec organizm贸w odpornych na pozosta艂e, a ich molekularne cele powinny by膰 dostatecznie odmienne, aby pojedyncza zmiana genetyczna nie prowadzi艂a do r贸wnoczesnej utraty wra偶liwo艣ci na wszystkie komponenty. Jednak samo wyst臋powanie dw贸ch gen贸w koduj膮cych bia艂ka owadob贸jcze nie stanowi wystarczaj膮cego dowodu niezale偶no艣ci mechanizm贸w, poniewa偶 okre艣lone toksyny mog膮 cz臋艣ciowo wsp贸艂dzieli膰 receptory albo wykazywa膰 powi膮zan膮 podatno艣膰 na zmiany fizjologii jelita. Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje wi臋c badanie rzeczywistej odporno艣ci krzy偶owej oraz okre艣lanie, czy ka偶dy komponent pozostaje skuteczny wobec populacji charakteryzuj膮cych si臋 wysok膮 odporno艣ci膮 na pozosta艂e substancje. W systemach tych znaczenie posiada r贸wnie偶 r贸wnomierno艣膰 ekspresji odpowiednich bia艂ek w poszczeg贸lnych tkankach i stadiach rozwojowych ro艣liny. Je偶eli jeden sk艂adnik jest obecny w st臋偶eniu niewystarczaj膮cym do skutecznego oddzia艂ywania na cz臋艣膰 konsument贸w, mo偶e dochodzi膰 do sytuacji funkcjonalnie podobnej do selekcji prowadzonej przez pojedyncz膮 substancj臋. W艂a艣ciwie zaprojektowana piramidyzacja wymaga zatem 艂膮czenia informacji o biochemii bia艂ek, genetyce odporno艣ci populacji oraz dynamice ekspozycji w warunkach polowych.\nZ perspektywy ekonomiki technologii szczeg贸lnie istotne pozostaje natomiast to, 偶e zwi臋kszanie liczby komponent贸w ochronnych nie musi zawsze prowadzi膰 do proporcjonalnego wzrostu korzy艣ci, poniewa偶 znaczenie ma ich rzeczywista niezale偶no艣膰 funkcjonalna i trwa艂o艣膰 w danym agroekosystemie.",
      "char_start": 36461,
      "section_id": "sec-11",
      "hidden_question": "Jak w praktyce mo偶na op贸藕ni膰 ewolucj臋 odporno艣ci owad贸w na modyfikowane genetycznie uprawy?",
      "estimated_length": 3401
    }
  ],
  "dna_profile": {
    "ton": "powa偶ny",
    "rytm": "kontemplacyjny",
    "dystans": "analityczny",
    "zlozonosc": "wielowarstwowy",
    "statystyki": {
      "pct_dlugich": 44,
      "pct_krotkich": 2,
      "srednia_dlugosc_zdania": 24
    },
    "mapa_metafor": [
      {
        "typ": "centralny",
        "nazwa": "architektura/projektowanie",
        "wystapien": 7
      },
      {
        "typ": "jednorazowy",
        "nazwa": "przestrze艅",
        "wystapien": 1
      },
      {
        "typ": "jednorazowy",
        "nazwa": "zapis/program",
        "wystapien": 2
      },
      {
        "typ": "jednorazowy",
        "nazwa": "prze艂膮czniki",
        "wystapien": 1
      },
      {
        "typ": "centralny",
        "nazwa": "sie膰",
        "wystapien": 4
      },
      {
        "typ": "jednorazowy",
        "nazwa": "okno (aktywno艣ci)",
        "wystapien": 1
      }
    ],
    "ai_skazenia_wykryte": [
      {
        "fraza": "W艂a艣nie dlatego",
        "lokalizacja": "sekcja 1"
      },
      {
        "fraza": "szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje to, 偶e",
        "lokalizacja": "sekcja 1"
      },
      {
        "fraza": "Szczeg贸lnie istotne pozostaje r贸wnie偶 to, 偶e",
        "lokalizacja": "sekcja 2"
      },
      {
        "fraza": "Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje to w odniesieniu do",
        "lokalizacja": "sekcja 2"
      },
      {
        "fraza": "W konsekwencji",
        "lokalizacja": "sekcja 2"
      },
      {
        "fraza": "Nale偶y jednak zachowa膰 wa偶ne rozr贸偶nienie metodologiczne",
        "lokalizacja": "sekcja 4"
      },
      {
        "fraza": "szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaje to, 偶e",
        "lokalizacja": "sekcja 5"
      },
      {
        "fraza": "Szczeg贸lnie istotne by艂o",
        "lokalizacja": "sekcja 5"
      },
      {
        "fraza": "fundamentalne znaczenie metodologiczne",
        "lokalizacja": "sekcja 8"
      },
      {
        "fraza": "R贸wnie wa偶ne pozostaje",
        "lokalizacja": "sekcja 9"
      },
      {
        "fraza": "Szczeg贸lnie istotne pozostaje to, 偶e",
        "lokalizacja": "sekcja 9"
      },
      {
        "fraza": "fundamentalne znaczenie",
        "lokalizacja": "sekcja 10"
      },
      {
        "fraza": "Szczeg贸lnie interesuj膮ce pozostaje r贸wnie偶 to, 偶e",
        "lokalizacja": "sekcja 11"
      },
      {
        "fraza": "Szczeg贸lnie wa偶ne pozostaje wi臋c",
        "lokalizacja": "sekcja 11"
      },
      {
        "fraza": "szczeg贸lnie istotne pozostaje natomiast to, 偶e",
        "lokalizacja": "sekcja 11"
      }
    ],
    "charakterystyczne_zwroty": [
      "przedmiotem celowego, empirycznie kontrolowanego doskonalenia",
      "mechaniczne zwi臋kszanie liczby gen贸w",
      "region贸w kandydackich",
      "dzikich krewniakach ro艣lin uprawnych",
      "konsekwencji plejotropowych",
      "spoza dotychczasowego repertuaru badanego organizmu",
      "koszty rozwojowe, kt贸rych znaczenie ujawnia si臋 dopiero podczas d艂ugotrwa艂ych do艣wiadcze艅",
      "zamiast przez zwi臋kszenie produkcji klasycznej substancji toksycznej",
      "trwa艂ej zmiany programu hodowlanego",
      "zmiany funkcjonalnej organizacji bia艂ka",
      "koszt贸w hormonalnej reorganizacji wzrostu",
      "autonomicznych element贸w funkcjonuj膮cych poza sieciami regulacji rozwoju",
      "ekonomiki alokacji zasob贸w",
      "fazami ontogenetycznymi",
      "zmniejszenie biomasy zjedzonej przez fitofaga",
      "wzgl臋dnie wiarygodn膮 wskaz贸wk膮 okre艣lonego zagro偶enia",
      "projektowanie ekspresji indukowanej",
      "ponad o艣miotysi臋cznego wzrostu odporno艣ci",
      "mocnego dowodu przyczynowego",
      "bezkosztowe",
      "piramidyzacja cech ochronnych",
      "funkcjonalnie recesywna",
      "dynamice ekspozycji w warunkach polowych"
    ],
    "charakterystyka_argumentu": "Autor stosuje metod臋 analityczno-syntetyczn膮, przechodz膮c od szczeg贸艂owych mechanizm贸w molekularnych i technologii edycji genomu do szerokiego kontekstu ekologicznego i ewolucyjnego, opieraj膮c swoj膮 argumentacj臋 na krytycznej analizie konkretnych bada艅 naukowych oraz publikacji Jamin Ali. Argumentacja opiera si臋 na wykazywaniu systemowych zale偶no艣ci mi臋dzy modyfikacjami genetycznymi a kosztami fizjologicznymi ro艣lin i adaptacj膮 owad贸w, co s艂u偶y sformu艂owaniu tezy o konieczno艣ci interdyscyplinarnego podej艣cia do projektowania odporno艣ci."
  },
  "global_structure": {
    "sekcje": [
      {
        "h2": "Genom ro艣liny jako dynamiczna przestrze艅 projektowania odporno艣ci",
        "cel": "Wprowadzenie teoretycznych ram tekstu poprzez zdefiniowanie genomu nie jako statycznego zapisu, lecz jako z艂o偶onego systemu, kt贸rego modyfikacja wymaga podej艣cia interdyscyplinarnego.",
        "position": 1,
        "cleanup_focus": "Ujednolicenie terminologii dotycz膮cej narz臋dzi biotechnologicznych, aby p艂ynnie przej艣膰 od og贸lnego opisu genomiki do konkretnych metod edycji w kolejnych sekcjach.",
        "hidden_question": "Jak wsp贸艂czesna nauka definiuje podej艣cie do projektowania odporno艣ci ro艣lin na owady w kontek艣cie in偶ynierii genetycznej?",
        "kluczowe_motywy": [
          "genomika funkcjonalna",
          "interdyscyplinarno艣膰",
          "architektura biologiczna",
          "adaptacja antagonist贸w",
          "quantitative trait loci (QTL)"
        ]
      },
      {
        "h2": "Genetyczna z艂o偶ono艣膰 odporno艣ci wymaga analizy pangenomowej i poliploidalnej",
        "cel": "Przej艣cie od teoretycznych za艂o偶e艅 do technicznych wyzwa艅 zwi膮zanych z architektur膮 genomu, co uzasadnia konieczno艣膰 stosowania bardziej zaawansowanych narz臋dzi ni偶 prosta edycja pojedynczego genu.",
        "position": 2,
        "cleanup_focus": "Ujednolicenie terminologii dotycz膮cej wariant贸w strukturalnych i homoeolog贸w, aby unikn膮膰 nadmiernego rozproszenia uwagi czytelnika mi臋dzy r贸偶nymi gatunkami (rzepak, pszenica).",
        "hidden_question": "Dlaczego prosta modyfikacja pojedynczego genu mo偶e by膰 nieskuteczna w projektowaniu odporno艣ci ro艣lin na owady?",
        "kluczowe_motywy": [
          "mapowanie QTL i GWAS",
          "pangenomika",
          "plejotropia",
          "poliploidalno艣膰",
          "redundancja genetyczna"
        ]
      },
      {
        "h2": "Precyzja edycji genomu a nieprzewidywalno艣膰 efekt贸w",
        "cel": "Przej艣cie od teoretycznych za艂o偶e艅 do technicznego instrumentarium, wskazuj膮c jednocze艣nie na luk臋 mi臋dzy mo偶liwo艣ci膮 modyfikacji DNA a przewidywalno艣ci膮 fizjologiczn膮 ro艣liny.",
        "position": 3,
        "cleanup_focus": "Ujednolicenie terminologii technicznej dotycz膮cej edycji zasad i prime editingu, aby unikn膮膰 nadmiernego rozbudowania opisu mechanizm贸w na rzecz ich funkcjonalno艣ci w projektowaniu odporno艣ci.",
        "hidden_question": "W jaki spos贸b dzia艂aj膮 narz臋dzia CRISPR-Cas i czy pozwalaj膮 one na pe艂n膮 kontrol臋 nad cechami odporno艣ci ro艣lin?",
        "kluczowe_motywy": [
          "CRISPR-Cas9",
          "mechanizmy naprawcze DNA",
          "base editing",
          "prime editing",
          "relacja gen-fenotyp"
        ]
      },
      {
        "h2": "Precyzyjny dob贸r narz臋dzi genetycznych i analiza gen贸w podatno艣ci",
        "cel": "Przej艣cie od teoretycznego opisu narz臋dzi edycji genomu do praktycznej analizy mechanizm贸w biologicznych (geny podatno艣ci) oraz koszt贸w fizjologicznych modyfikacji.",
        "position": 4,
        "cleanup_focus": "Ujednolicenie rozr贸偶nie艅 mi臋dzy edycj膮, transgenez膮 a regulacj膮 ekspresji, aby unikn膮膰 nadmiernych powt贸rze艅 definicyjnych.",
        "hidden_question": "Czym r贸偶ni膮 si臋 metody modyfikacji genetycznych i jak wykorzystanie gen贸w podatno艣ci wp艂ywa na odporno艣膰 ro艣lin w praktyce?",
        "kluczowe_motywy": [
          "edycja genomu vs transgeneza",
          "geny podatno艣ci (susceptibility genes)",
          "koszty rozwojowe",
          "biosynteza serotoniny",
          "CYP71A1"
        ]
      },
      {
        "h2": "Wp艂yw edycji genetycznej na metabolizm i odporno艣膰",
        "cel": "Przej艣cie od teoretycznych ryzyk metabolicznych do praktycznego dowodu skuteczno艣ci CRISPR-Cas9 w modyfikacji szlak贸w biosyntezy (na przyk艂adzie soi), co ilustruje z艂o偶ono艣膰 projektowania odporno艣ci.",
        "position": 5,
        "cleanup_focus": "Nale偶y ujednolici膰 przej艣cie mi臋dzy teoretyczn膮 analiz膮 szlaku serotoniny a konkretnym studium przypadku soi, aby unikn膮膰 wra偶enia dw贸ch osobnych fragment贸w.",
        "hidden_question": "Jakie s膮 konsekwencje metaboliczne edycji gen贸w odpowiedzialnych za odporno艣膰 ro艣lin i czy mo偶na zwi臋kszy膰 t臋 odporno艣膰 bez wprowadzania toksyn?",
        "kluczowe_motywy": [
          "szlaki metaboliczne",
          "koszty fizjologiczne",
          "CRISPR-Cas9",
          "UDP-glikozylotransferaza (GmUGT)",
          "biosynteza flawonoid贸w"
        ]
      },
      {
        "h2": "Koszty fizjologiczne i pleiotropia w edycji gen贸w odporno艣ci",
        "cel": "Przej艣cie od teoretycznych narz臋dzi do analizy konkretnych koszt贸w biologicznych (trade-offs) i sieciowych zale偶no艣ci mi臋dzy odporno艣ci膮 a rozwojem ro艣liny.",
        "position": 6,
        "cleanup_focus": "Ujednolicenie terminologii dotycz膮cej glikozylacji i detoksykacji, aby jasno odr贸偶ni膰 procesy zachodz膮ce w ro艣linie od tych w owadzie.",
        "hidden_question": "Jakie s膮 potencjalne koszty fizjologiczne i skutki uboczne modyfikacji genetycznych zwi臋kszaj膮cych odporno艣膰 ro艣lin na owady?",
        "kluczowe_motywy": [
          "koszty fizjologiczne",
          "glikozylotransferaza",
          "pleiotropia",
          "GmCDPK38",
          "sieci regulacyjne rozwoju"
        ]
      },
      {
        "h2": "Odporno艣膰 biologiczna nie zawsze oznacza wy偶szy plon",
        "cel": "Przej艣cie od technicznych mo偶liwo艣ci edycji genomu do analizy koszt贸w fizjologicznych i ekonomiki alokacji zasob贸w, co wprowadza systemowe uj臋cie interakcji ro艣lina-owad.",
        "position": 7,
        "cleanup_focus": "Nale偶y ujednolici膰 terminologi臋 dotycz膮c膮 koszt贸w (biologiczne vs rozwojowe) i doprecyzowa膰 przej艣cie mi臋dzy analiz膮 plonu a technicznymi aspektami modyfikacji promotor贸w.",
        "hidden_question": "Czy zwi臋kszenie odporno艣ci ro艣liny na owady automatycznie przek艂ada si臋 na wi臋ksze zbiory w rolnictwie?",
        "kluczowe_motywy": [
          "produktywno艣膰 gospodarcza",
          "koszt rozwojowy",
          "ekonomika alokacji zasob贸w",
          "elementy regulatorowe",
          "dynamika uk艂adu regulacyjnego"
        ]
      },
      {
        "h2": "Konieczno艣膰 projektowania indukowanej emisji sygna艂贸w chemicznych",
        "cel": "Przej艣cie od technicznej mo偶liwo艣ci modyfikacji genetycznej do analizy biologicznej skuteczno艣ci sygna艂u w warunkach naturalnych, ilustruj膮c ryzyko habituacji owad贸w.",
        "position": 8,
        "cleanup_focus": "Ujednolicenie terminologii dotycz膮cej sygna艂贸w alarmowych i precyzyjne rozdzielenie efekt贸w laboratoryjnych od polowych w opisie przypadku pszenicy.",
        "hidden_question": "Dlaczego wprowadzenie genu odpowiedzialnego za emisj臋 feromonu odstraszaj膮cego szkodniki nie zawsze dzia艂a w warunkach polowych?",
        "kluczowe_motywy": [
          "dynamika emisji",
          "habituacja odbiorcy",
          "ekspresja indukowana",
          "(E)-尾-farnezen",
          "rozbie偶no艣膰 laboratorium i pola"
        ]
      },
      {
        "h2": "Ograniczenia in偶ynierii metabolicznej i specyfika toksyn Bt",
        "cel": "Przej艣cie od analizy konkretnych narz臋dzi do systemowego uj臋cia problemu, wykazuj膮c, 偶e zar贸wno modyfikacje metaboliczne, jak i technologie Bt, zale偶膮 od z艂o偶onych interakcji biologicznych i fizjologicznych, a nie tylko od obecno艣ci danej cechy.",
        "position": 9,
        "cleanup_focus": "Nale偶y wyg艂adzi膰 przej艣cie mi臋dzy refleksj膮 nad in偶ynieri膮 metaboliczn膮 a opisem technologii Bt, aby te dwa w膮tki nie sprawia艂y wra偶enia dw贸ch osobnych tekst贸w.",
        "hidden_question": "Dlaczego samo zwi臋kszenie produkcji substancji obronnej lub wprowadzenie bia艂ek Bt nie gwarantuje skutecznej ochrony ro艣liny?",
        "kluczowe_motywy": [
          "in偶ynieria metaboliczna",
          "do艣wiadczenia wielotroficzne",
          "technologie Bt",
          "bia艂ka Cry",
          "selektywno艣膰 biologiczna"
        ]
      },
      {
        "h2": "Wielogenowa architektura odporno艣ci i koszty adaptacyjne szkodnik贸w",
        "cel": "Przej艣cie od konkretnych dowod贸w molekularnych (CRISPR/RNAi) do systemowego uj臋cia ewolucyjnego, przygotowuj膮c grunt pod ko艅cow膮 konkluzj臋 o konieczno艣ci interdyscyplinarnego podej艣cia.",
        "position": 10,
        "cleanup_focus": "Ujednolicenie terminologii dotycz膮cej transporter贸w (PxABCC vs PxABCH) i precyzyjne rozdzielenie mechanizmu receptorowego od celu RNAi.",
        "hidden_question": "Dlaczego prosta modyfikacja jednego genu cz臋sto nie wystarcza do uzyskania odporno艣ci u owad贸w i jakie s膮 konsekwencje ewolucyjne takich zmian?",
        "kluczowe_motywy": [
          "redundancja genetyczna",
          "transportery ABC",
          "koszty fizjologiczne",
          "zmienno艣膰 populacyjna",
          "presja selekcyjna"
        ]
      },
      {
        "h2": "Strategiczne zarz膮dzanie odporno艣ci膮 poprzez refugia i piramidyzacj臋 cech",
        "cel": "Sekcja stanowi finalne domkni臋cie 艂uku narracyjnego, przechodz膮c od teoretycznego projektowania do praktycznych strategii systemowych (agroekosystemowych), kt贸re maj膮 zapobiega膰 ewolucyjnej adaptacji szkodnik贸w.",
        "position": 11,
        "cleanup_focus": "Nale偶y upewni膰 si臋, 偶e przej艣cia mi臋dzy opisem refugia a piramidyzacj膮 s膮 p艂ynne i jasno wskazuj膮 na oba te rozwi膮zania jako elementy szerszej strategii zarz膮dzania odporno艣ci膮.",
        "hidden_question": "Jak w praktyce mo偶na op贸藕ni膰 ewolucj臋 odporno艣ci owad贸w na modyfikowane genetycznie uprawy?",
        "kluczowe_motywy": [
          "strefy schronienia (refugia)",
          "model high-dose/refuge",
          "piramidyzacja cech ochronnych",
          "odporno艣膰 krzy偶owa",
          "niezale偶no艣膰 funkcjonalna"
        ]
      }
    ],
    "glowna_teza": "Wsp贸艂czesne projektowanie odporno艣ci ro艣lin na owady, wykorzystuj膮ce zaawansowane narz臋dzia genomiki i edycji CRISPR-Cas, musi wykracza膰 poza mechaniczne wprowadzanie pojedynczych cech i opiera膰 si臋 na interdyscyplinarnym podej艣ciu uwzgl臋dniaj膮cym z艂o偶one sieci regulacyjne organizmu, koszty fizjologiczne modyfikacji oraz ewolucyjn膮 zdolno艣膰 antagonist贸w do adaptacji, co znajduje odzwierciedlenie w analizach interakcji ro艣lin-owad贸w opisanych m.in. w publikacji Jamin Ali Insect-Plant Interactions Volume 2.",
    "luk_narracji": "My艣l ewoluuje od teoretycznych za艂o偶e艅 projektowania odporno艣ci ro艣lin poprzez analiz臋 narz臋dzi edycji genomu i konkretne studia przypadk贸w, a偶 po systemowe uj臋cie interakcji mi臋dzy ro艣lin膮 a owadem. Tekst zmierza ku konkluzji, 偶e skuteczna ochrona upraw wymaga wyj艣cia poza prost膮 modyfikacj臋 genetyczn膮 w stron臋 interdyscyplinarnego uwzgl臋dnienia koszt贸w fizjologicznych, dynamiki ekosystemowej oraz ewolucyjnych mechanizm贸w adaptacji szkodnik贸w, co znajduje odzwierciedlenie w kompleksowym uj臋ciu tematu w ksi膮偶ce Jamin Ali Insect-Plant Interactions Volume 2."
  }
}

