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Streszczenie

Nicienie (Nematoda) stanowig jeden z najliczniej wystepujacych na Ziemi typéw w
obrebie krolestwa zwierzat. Bytujg w prawie kazdym nadajgcym si¢ do zycia srodowisku na
Ziemi, w tym w glebie. Sposrdd ponad 284 tysigcy znanych gatunkdéw nicieni, okoto 1,5%
stanowig pasozyty roslin. Jedng z grup pasozytow o najwickszej szkodliwosci dla roslin
uprawnych s3 gatunki nalezace do rodzaju Meloidogyne. W wyniku zerowania tych
pasozytow na korzeniach roslin powstajg wyrosla przypominajgce guzy, dlatego potocznie
nazywane sg guzakami. Na obszarze Europy, w tym na terenie Polski reprezentuje je guzak
potnocny Meloidogyne hapla, szkodnik wielu upraw roslin dwulisciennych. Nicien ten jest
groznym pasozytem nie tylko ze wzgledu na zerowanie na wielu gatunkach roslin uprawnych,
ale takze na mozliwo$¢ przetrwania w glebie w niskich temperaturach w okresie zimowym.
Szczegolnie istotne dla przetrwania tego gatunku sa stadium jaja, ktore zimuje w glebie, oraz
wylegajace si¢ z tych jaj osobniki stadium inwazyjnego J2, ktore porazaja z poczatkiem
okresu wegetacyjnego nowe rosliny zachowujac tym samym cigglo$¢ populacji. Poza rosling
zywicielskg rozwoj oraz aktywno$¢ guzakow zaleza od czynnikdéw otaczajacego srodowiska,
w tym od dzialania temperatury. Na M. hapla i innych gatunkach z rodzaju Meloidogyne
przeprowadzono wiele badan dotyczacych wplywu temperatury, w tym na rozwoj stadium
jaja 1 osobnikow w stadium J2, wymiary i mas¢ ciata osobnikéw w stadium J2, zawartos¢
lipidéw w organizmie stadium J2 czy aktywnos$¢ ruchowa tego stadium, ale tylko nieliczne z
nich dotyczyty ekspresji gendw szoku termicznego (gendéw hsp).

Celem pracy bylo zbadanie reakcji organizmu nicienia M. hapla na zmiany
temperatury srodowiska zewngtrznego. Badania przeprowadzono na nicieniach tego gatunku
pozyskanych z gleby na obszarze Polski. Cel realizowano poprzez wykonanie
kompleksowych badan na poziomie molekularnym 1 fizjologicznym (odpowiedz calego
organizmu) w stadium jaja i u osobnikéw stadium J2, po inkubacji w wybranych
temperaturach 1 czasie. Oba stadia inkubowano w temperaturach stresowych 5°C (stres
zimna), 35°C 1 40°C (stres goraca) oraz niestresowych 10°C, 20°C 1 30°C, w czasie 1, 2, 8 i
24 godzin, a osobniki J2 inkubowano dodatkowo przez 336, 1008 i 1344 godziny. Po raz
pierwszy u tego gatunku przeprowadzono badania wptywu stresu zimna i gorgca na poziom
transkrypcji (ekspresji) gendw Mh-hsp90, Mh-hspl, Mh-hsp4, Mh-hsp6, Mh-hsp60, Mh-
dnj19, Mh-hsp43 1 Mh-hsp12.2 w stadium jaja 1 stadium J2, jak réwniez badania stanu
fizjologicznego (dlugos¢, szerokos¢, masa ciata, masa i powierzchnia wybarwionych lipidow)

oraz aktywnos$ci ruchowej osobnikéw stadium J2. Po raz pierwszy u M. hapla badano takze



parametry — dlugosci, szeroko$ci i masy ciata mierzone u osobnikéw J2, ktore wylegty sie z
jaj inkubowanych w ww. warunkach temperatury i czasu inkubacji.

Wykonane badania w kompleksowy sposéb pokazuja reakcje obu stadiow
rozwojowych M. hapla na dzialanie wybranych temperatur. Temperatura stresowa 40°C
okazata si¢ letalna dla stadium jaja, natomiast osobniki J2 w zaleznosci od czasu ekspozycji
nie przezyly inkubacji w temperaturach 35°C i1 40°C. Badania gendéw hsp wykazaty ich
zroznicowang reakcj¢ na temperatury stresowe. Sposrod o$miu badanych genow tylko dwa
(Mh-hsp60 1 Mh-dnj19) reagowaty wzrostem ekspresji na stres gorgca i zimna w obu stadiach
rozwojowych. Na stres goraca reagowato wigcej genow Asp, a ich ekspresja byla wyzsza niz
na dziatanie stresu zimna. Wzrost ekspresji wickszosci gendow Asp podczas inkubacji w
temperaturach stresowych byl wyzszy u osobnikéw J2 niz w stadium jaja. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze geny Mh-hsp90 1 Mh-hspl moga by¢ stosowane jako bioindykatory wplywu
srodowiska zewnetrznego na organizm nicieni z rodzaju Meloidogyne. Ponadto wykazano, ze
z jaj inkubowanych w temperaturach stresowych wylegaja si¢ osobniki stadium J2, ktérych
$rednie wartosci parametréw stanu fizjologicznego sa nizsze od parametréw osobnikoéw J2
wylegnigtych w temperaturach niestresowych. W badaniach osobnikow stadium J2 wykazano
zaleznos$ci wartosci mierzonych parametréw stanu fizjologicznego od temperatury i czasu
inkubacji tych nicieni. Temperatury stresowe 35°C 1 40°C, wraz z wydluzaniem czasu
inkubacji, istotnie wpltywaja na obnizanie wartosci badanych parametrow. Badania
aktywnos$ci ruchowej dowiodly takze, ze temperatury stresowe 5°C i1 35°C ograniczaja
aktywnos$¢ ruchowg osobnikéw stadium J2 oraz powodujg jej brak w temperaturze 40°C.

Przeprowadzone badania ekspresji gendw hsp, parametrow stanu fizjologicznego oraz
aktywnos$ci ruchowej potwierdzily, ze optymalnymi temperaturami do rozwoju nicienia M.
hapla pochodzacego z gleb strefy klimatu umiarkowanego sa temperatury w przedziale od

20°C do 30°C.



Abstract
The effect of Asp gene transcription levels on the fitness of Meloidigyne hapla Chitwood,
1949, second-stage juveniles (J2) across a selection of temperature ranges

Nematodes (Nematoda) are among the most abundant metazoan taxa on Earth. They
are found in almost every habitat, including soil. Of more than 284,000 named nematode
species, about 1.5% occur as parasites in plants. One of the groups of parasites most harmful
to crops are nematode species belonging to the genus Meloidogyne. As a result of feeding by
these parasites the plant roots form swellings called “knots”, hence they are commonly known
as root-knot nematodes. In Europe, including Poland, they are represented by the northern
root-knot nematode Meloidogyne hapla, a common pest of many dicot crops. This nematode
is a dangerous parasite because it not only feeds on many species of arable crops, but it can
also survive in the soil at low temperatures during winter. Two of the developmental stages:
the egg state, which overwinters in soil, and the second-stage juvenile (J2) hatching from
these eggs and subsequently infecting young plants at the beginning of the growing season,
thus securing the survival of the nematode population, are particularly important for the
survival of this species. The growth and activity of root-knot nematodes, depend, in addition
to the host plant, on ambient factors, including temperature. Although many studies have been
conducted on M. hapla and other species of the genus Meloidogyne into the effects of
temperature on the development of the egg state as well as the J2 specimens, the body size
and weight of the J2 specimens, the body lipid content in the J2 specimens, and also on the
motility of this developmental stage, only a few of these studies addressed the expression of
heat shock genes (4sp genes).

The aim of the study was to investigate the response of the M. hapla nematode to
changes in ambient temperature. It was carried out on nematodes of this species collected
from soil in Poland. The project was pursued by performing comprehensive studies at the
molecular and physiological levels (whole-organism response) in the egg state and in J2
specimens, after incubation at selected temperatures and for pre-determined exposure duration
times. Both stages were incubated at stress-inducing temperatures of 5°C (cold stress), 35°C,
and 40°C (heat stress), and non-stress temperatures of 10°C, 20°C, and 30°C for 1, 2, 8, and
24 hours, and J2 specimens were additionally incubated for 336, 1008, and 1344 hours. For
the first time in this species, the study of the effects of cold and heat stress on the levels of
transcription (expression) of the Mh-hsp90, Mh-hspl, Mh-hsp4, Mh-hsp6, Mh-hsp60, Mh-
dnj19, Mh-hsp43, and Mh-hsp12.2 genes was carried out in the egg state and the J2

specimens, as well as an examination of the physiological status (length, width, body weight,
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mass and area of stained lipids) and motility in J2 specimens. For the first time in M. hapla,
the study covered parameters — length, width, and body weight measured in J2 specimens
hatched from eggs incubated in the above-mentioned conditions of temperature and
incubation duration periods. The findings of these tests show in great detail the response to
selected temperatures in both developmental stages of M. hapla. The stress temperature of
40°C proved to be lethal to the egg state. In contrast, the J2 specimens, depending on the
exposure time, did not survive incubation at 35°C and 40°C. Studies of Asp genes showed
their diverse responses to stress temperatures. Of the eight genes investigated, only two, i.e.,
Mh-hsp60 and Mh-dnj19, responded with increased expression to hot and cold stress, in both
developmental stages. More hsp genes were found to respond to heat stress and their
expression levels were higher than those triggered by cold stress. The increase in expression
levels of most Asp genes during incubation at stress temperatures was higher in J2 specimens
than in the egg state. The obtained results suggest that the Mh-hsp90 and Mh-hspl genes
might be used as bioindicators of how nematodes of the genus Meloidogyne are affected by
ambient conditions. Furthermore, the study indicated that J2 specimens hatched from eggs
incubated at stress temperatures were characterised by lower average values of measured
parameters of the physiological status than those exhibited by J2 specimens hatched at non-
stress temperatures. The studies of J2 specimens found the values of measured parameters of
the physiological status to be determined by the temperature and incubation time. Stress
temperatures of 35°C and 40°C, along with the increasing incubation time, were found to
significantly decrease the values of the tested parameters. Studies of the motility also proved
stress temperatures of 5°C and 35°C to be limiting the motility of J2 specimens rendering
them immotile at 40°C.

The studies of hsp gene expression, parameters of physiological status, and motility,
have confirmed that the optimal temperatures for the growth of the M. hapla nematode

obtained from soils of the temperate climate zone are between 20°C and 30°C.



1. Wstep
1.1. Charakterystyka nicieni glebowych

Nicienie glebowe to robakoksztaltne zwierzeta, u ktorych dhugos¢ dorostych
osobnikow najczesciej waha si¢ w granicach od 0,3 do 5,0 mm (Yeates, 1979). Nematoda
tworza jeden z najliczniejszych typow organizmoéw w krélestwie zwierzat (Groombridge,
1992; Wilson, 2000). Dotychczas opisano ponad 284 tysigce gatunkéw, przy czym liczbe
wszystkich istniejagcych szacuje si¢ na milion lub wigcej (Hodda, 2022). Powszechnie
wystepuja w glebie w liczbie od 3,5 do nawet 5 milionow osobnikéw przypadajacych na metr
kwadratowy jej powierzchni (Yeates, 2003). Nicienie glebowe naleza do takich grup
troficznych jak bakteriofagi, fitofagi, polifagi, drapiezcy i mykofagi (Yeates i in., 1993).
Poniewaz zywig si¢ réznorodnymi organizmami glebowymi a ich przemieszczanie si¢
wymaga ciagtej dostepnosci wody to ich aktywnos$¢ w duzej mierze zalezna jest od warunkoéw
biologicznych i fizycznych panujacych w glebie (Yeates i Bongers, 1999). Funkcjonowanie
nicieni glebowych zwigzane jest migdzy innymi z dekompozycja detrytusu, wspomaganiem
retencji 1 uwalnianiem wody, a w rezultacie takze z produktywnoscig ro$lin (Klukowski,
2006). Z uwagi na tatwos$¢ pozyskiwania nicieni 1 mozliwos¢ identyfikacji ich gléwnych
taksonow sa one wykorzystywane jako wskazniki r6znorodnos$ci biologicznej. Przydatne sa
rowniez do oceny wptywu réznych czynnikow na warunki glebowe (Yeates 1 Bongers, 1999).
,» Wrazliwo$¢ nicieni” wykorzystywana jest rowniez do badania wptywu zachodzacych zmian
klimatycznych na te organizmy (Zhou i in., 2022; Martinez i in., 2023). Duza cz¢$¢ badan
poswiecono nicieniom pasozytujagcym na roslinach (nicieniom fitofagicznym) ze wzgledu na
ich negatywny wplyw na ro$liny uprawne. Globalne szkody powodowane przez te nicienie w
uprawach szacuje si¢ na okolo 173 miliardy dolaréw rocznie (Gamalero 1 Glick, 2020).
Dotychczas opisano ponad 4300 gatunkéw nicieni pasozytujacych na roslinach (Hodda,

2022).

1.2. Charakterystyka rodzaju Meloidogyne ze szczegolnym uwzglednieniem M. hapla
1.2.1. Historia badan rodzaju Meloidogyne

Wsréd nicieni pasozytujacych na ro$linach znane s3 zaréwno gatunki bedace
pasozytami zewnetrznymi (ektopasozyty), jak 1 takie, ktore cze$¢ swojego cyklu zyciowego
spedzajg wewnatrz tkanek rosliny (endopasozyty), aktywnie si¢ w nich przemieszczajac lub
przyjmujac forme osiadlta (Yeates, 1971). Grupg endopasozytéw osiadlych reprezentuja
guzaki Meloidogyne. Nicienie te w wyniku zerowania tworza na korzeniach roslin

zywicielskich charakterystyczne zgrubienia, przypominajgce guzy, od ktoérych wzigta si¢ ich
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nazwa guzaki (root-knot nematodes). Przez wiele lat objawy wywolywane przez guzaki byly
przypisywane innym patogenom roslinnym. Berkeley (1855) w swojej pracy po raz pierwszy
zauwazyl, ze w guzach na korzeniach ogorka (Cucumis sativus L.) wystepuja nicienie.
Obserwacja ta stata si¢ poczatkiem badan nad nicieniami tworzacymi guzy na korzeniach
réznych gatunkow ro$lin, co doprowadzilo do wyrdznienia i opisania kilku nowych
gatunkow. Pierwszy z nich to Anguillula marioni Cornu, 1879. Kolejnymi poznanymi
gatunkami tworzacymi guzy byty: Heterodera javanica Treub, 1885; Anguillula arenaria
Neal, 1889; Meloidogyne exigua Goldi, 1892; Anguillula vialae Lavergne, 1901 oraz Oxyuris
incognita Kofoid i White, 1919, ktorych przeniesienie do rodzaju Heterodera (Schmidt, 1871)
zaproponowali wiele lat pdzniej Marcinowski (1909) i Sandground (1923). Wynikiem tego
dzialania byto potaczenie gatunkdéw tworzacych cysty wraz z gatunkami tworzacymi guzy. W
roku 1949 Chitwood przenidst guzaki z rodzaju Heterodera do rodzaju Meloidogyne Goldi,
1892. W swojej publikacji Goldi (1892) zaproponowatl dla opisanego przez siebie nowego
gatunku exigua nazwe rodzajowa Meloidogyne. Nazwa ta pochodzi z jezyka greckiego i
oznacza ,.kobiet¢ o ksztalcie jabtka” (Hunt i Handoo, 2009). Obecnie rodzaj Meloidogyne
liczy 111 gatunkéw (Hodda, 2022; Gu i in., 2023).

Gatunki nalezace do rodzaju Meloidogyne moga zerowa¢ na ponad 2000 gatunkow
roslin jednorocznych 1 wieloletnich (Bleve-Zacheo i in., 2007). Sa grupa najbardziej
szkodliwg dla roslin uprawnych i dlatego tez uwazane sg na $wiecie za ekonomicznie bardzo
wazng grupe nicieni fitofagicznych (Chitwood, 2003; Lilley i in., 2007). W uprawach warzyw
powoduja $rednio 10%-owy spadek plonowania (Barker 1 Koenning, 1998; Koenning 1 in.,
1999). Podczas zerowania i rozmnazania w korzeniach zaburzaja fizjologi¢ zainfekowane;j
ro$liny, czego skutkiem jest zmniejszenie plonéw 1 jakosci upraw (Karssen, 1999). Guzaki
wystepuja na catym $wiecie, zarowno w strefie klimatu umiarkowanego, jak i tropikalnego 1
subtropikalnego (Karssen, 1999; Flis i in., 2018). W Europie stwierdzono obecnos$¢ 23
gatunkéw nalezacych do rodzaju Meloidogyne (Wesemael 1 in., 2011), z czego pigciu w
Polsce (Karssen 1 Brzeski, 1998). Badania wykazaly, ze sposrodd opisanych dotad gatunkow
najbardziej pospolite sg Meloidogyne arenaria (Neal, 1889) Chitwood, M. hapla Chitwood,
1949, M. incognita (Kofoid i White, 1919) oraz M. javanica (Treub, 1885), 1949. Stanowia
one az 95% wszystkich znanych populacji Meloidogyne na §wiecie oraz powodujg najwicksze

straty w uprawach (Dautova, 2001; Hunt 1 Handoo, 2009).



1.2.2. Wystepowanie Meloidogyne hapla

Jednym z najbardziej rozpowszechnionych w Europie gatunkéw nalezacych do
rodzaju Meloidogyne jest guzak podlocny M. hapla (northern root-knot nematode) (Sasser,
1980; Karssen, 1999; Hunt i Handoo, 2009; Skwiercz i in., 2019). M. hapla zostal po raz
pierwszy opisany przez Chitwood (1949) z prob zebranych z korzeni roslin ziemniaka
(Solanum tuberosum L.) na obszarze Long Island w stanie Nowy Jork. Jego wystepowanie
stwierdzono tez w pdtnocnych regionach Stanéow Zjednoczonych, ale rowniez w Kanadzie,
Ameryce Potudniowej, Azji, Afryce, w potudniowych stanach Australii, na wyspach lezacych
w rejonie Morza Karaibskiego i w Oceanii (Taylor i Sasser, 1978; Singh i in., 2013; CABI,
2021). Gatunek ten zasiedla zaro6wno tereny uprawne jak i §rodowiska naturalne, takie jak
wydmy nadbrzezne, lasy czy brzegi rzek (Karssen, 1999). Wystepuje najczesciej w glebach
piaszczystych 1 torfach niskich. Jego zywicielami sg ro$liny dwuliscienne (Brinkman i
Goosens, 1994; Mugniéry, 2007), uprawne i dziko rosngce. Gatunek ten jest powaznym
szkodnikiem wielu upraw (Olthof i Potter, 1972; Belair, 1992; Widmer i in., 1999; Mitkowski
iin., 2002).

W Polsce guzak potnocny jest czeScig naszej rodzimej fauny i jest jednym z
najbardziej rozpowszechnionych szkodnikow ro$lin uprawnych. Zaobserwowano, ze
zerowanie M. hapla prowadzi do obnizenia plonu pomidora zwyczajnego (Solanum
lycopersicum L.), pietruszki zwyczajnej (Petroselinum crispum (Mill.) Nyman ex A. W. Hill)
1 truskawki (Fragaria * ananassa Duchesne ex Rozier) prowadzonych w uprawach polowych
(Brzeski, 1993). W uprawach pod ostonami guzak poéinocny szczegodlnie szkodzi uprawom

cyklamenu (Cyclamen persicum Mill.) (Brzeski, 1993).

1.2.3. Cykl rozwojowy Meloidogyne hapla

Guzak poOlnocny rozmnaza si¢ plciowo, ale moze rozmnazal si¢ roOwniez przez
fakultatywng lub obligatoryjng partenogeneze. W rozwoju guzaka pdinocnego, jak 1 u
pozostatych przedstawicieli rodzaju Meloidogyne, na cykl rozwojowy sktada si¢ stadium jaja
(Ryc. 1), cztery stadia mlodociane (J1 — J4) (Ryc. 1, 3), oraz stadium dojrzate ptciowo (Ryc.
4, 5, 6) (Taylor i Sasser, 1978). Wewnatrz jaj przebiega embriogeneza osobnikow
mtodocianych pierwszego stadium (J1). Nastepnie w wyniku pierwszego linienia rozwijajg si¢
osobniki drugiego stadium (J2). Osobniki stadium J2 posiadajg juz zdolno$¢ ruchu i
opuszczaja ostony jajowe (Moens i in., 2009). Proces ten nie jest uwarunkowany obecnoscia
ro$liny zywicielskiej, ale zalezy od wilgotnosci 1 temperatury otoczenia (Jones 1 in., 2013). W

glebie osobniki stadium J2, nazywane tez stadium inwazyjnym, aktywnie przemieszczajg si¢
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miedzy czastkami gleby w poszukiwaniu korzeni ro§liny zywicielskiej (Ryc. 3 A, B, C)
(Rodelsperger 1 in., 2013). W tym czasie osobniki J2 nie odzywiaja si¢ a energi¢ czerpig ze
zgromadzonych w ciele substancji zapasowych (lipidow). Jesli nie wnikng do korzenia lub nie
znajda odpowiednich komoérek w jego wnetrzu (komorki inicjalne) to po wyczerpaniu
substancji zapasowych ging (Karssen i Moens 2006). Osobniki stadium J2 oraz osobniki

dojrzate plciowo posiadaja w przedniej czesci ciata wysuwany sztylet — strukture podobng do

igly iniekcyjnej (Eisenback i Hunt, 2009).

Ryc. 1. Stadium jaja i osobniki
drugiego stadium mlodocianego (J2)
Meloidogyne hapla (fot. L. Flis).

Ryc. 2. Guzy 1 zloza jajowe
Meloidogyne hapla na korzeniach
pomidora (fot. L. Flis).

Przy uzyciu sztyletu stuzacego do mechanicznego przekluwania §ciany komoérkowej korzenia
1 wprowadzania do komorek ros§liny enzyméw degradujacych $ciany komérkowe, osobniki J2
wnikaja do wnetrza korzenia i1 przemieszczaja si¢ migdzykomérkowo wewnatrz jego tkanek.
Nastgpnie osiadaja i zeruja w tkance migkiszu w poblizu walca osiowego. W wyniku
dziatania enzymow wydzielanych przez gruczoty gardzielowe wokét glowy nicienia, w
otaczajacej go tkance korzenia, powstajg tzw. komoérki olbrzymie. Komoérki olbrzymie sg

miejscem odzywiania si¢ nicieni (Rosso 1 in., 1999; Jaubert i in., 2002; Abad 1 in., 2009). Jest



to rowniez miejsce, w ktérym zachodza kolejne etapy rozwoju nicienia (Karssen i Moens,
2006). W wyniku ich zerowania w tkankach korzeni zachodzg zmiany anatomiczno-
fizjologiczne, ktorych efektem jest powstanie charakterystycznych zgrubien (guzow) na

korzeniu, zwanych wyroslami (Dobosz 1 in., 2008).

p
[

Ryc. 3. Drugie stadium mtodociane (stadium J2) Meloidogyne hapla: A — pokroj ciata,
B — przednia czg$¢ ciata ze sztyletem, C — tylna cze$¢ ciata (fot. L. Flis).

Dalsze etapy rozwoju poprzedzone sa linieniami. W wyniku intensywnego wzrostu ciala
osobniki stadium J2 rozwijaja si¢ przez kolejne stadia J3 1 J4 do stadium dojrzatego ptciowo
(Karssen i Moens, 2006). Stadia mtodociane J3 i J4 nie posiadajg sztyletu i nie odzywiajg sie,

dopiero po ostatnim linieniu samica ponownie zaczyna pobiera¢ pokarm (Moens i in., 2009).

Ryc. 4. Samice Meloidogyne hapla
(fot. L. Flis).




U guzakéw wystepuje dymorfizm plciowy oraz réznice w trybie zycia migdzy plciami.
Samice, o ksztalcie ciala od okraglej do gruszkowatej, sa osiadle, pozbawione zdolnos$ci
poruszania si¢ (Ryc. 4). Samce, robakowatego ksztattu, sg ruchliwe i nie odzywiajg si¢ (Ryc.
5). Gatunek charakteryzuje zmienna proporcja pici (Karssen i Moens, 2006). Samce s3
zwykle obecne w niewielkiej liczbie. Uwaza sie, ze rozwijaja si¢ one czescie] wW
niesprzyjajacych warunkach $rodowiskowych np. gdy jest niski poziom tlenu, znikoma
dostepnos¢ roslin zywicielskich, podwyzszona temperatura lub duza liczba osobnikéw w
stadium J2 (Eisenback i Triantaphyllou, 1991). Samce opuszczajg korzenie i przechodza do
gleby. W glebie samiec przemieszczajac si¢ wokot korzeni napotyka samice, ktorej tylna
cz¢$¢ ciala z otworem pilciowym (vulva) jest wysunicta na zewnatrz korzenia. Po

zaplodnieniu samicy ginie (Bleve-Zacheo 1 in., 2007).

B giowa ———

Ryc. 5. Samce Meloidogyne hapla
(fot. L. Flis).

ogon

Zaptodniona samica sktada jaja do przyczepionego do tylnej czesSci jej ciata
galaretowatego worka jajowego (tzw. zloze jajowe), utworzonego z wydzielin sze$ciu
gruczotow odbytowych. Ztoza jajowe zwykle wystaja na zewnatrz korzenia, ale réwniez
moga znajdowac si¢ — tak jak samica — w jego wnetrzu (Moens i in., 2009) (Ryc. 2). W
okresie od 2 do 3 miesiecy samice sktadajg srednio od 100 do 1000 jaj (Karssen, 1999).
Samica umiera wkrétce po ich ztozeniu. Jaja zamknigte w galaretowatym woreczku czesto
pozostaja przyczepione do fragmentéw korzeni w glebie jeszcze dtugo po $mierci samicy
stajac si¢ zrodtem nowych infekcji. W tych zlozach jajowych w glebie maja one zdolnos¢
przetrwania niesprzyjajacych warunkoéw podczas okresu zimowego (Bleve-Zacheo 1 in., 2007;

Wu i in., 2019). Dhlugos¢ cyklu rozwojowego M. hapla w optymalnych warunkach
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temperatury oraz dostgpnosci korzeni rosliny zywicielskiej trwa okoto 35 dni (Daulton i

Nusbaum, 1961; Bird i Wallace, 1965; Griffin i Jensen, 1997; Charchar i Santo, 2009).

stadium jaja o
/ s :ﬁ{drugie stadium
,_,_-../;' miodociane (J2)

dojrzate samice ze samiec
zlozami jajowymi

‘/ stadium J2 whnikajace

do korzenia
rozwijajace sie w

korzeniu stadium J3 i)4

. v

Ryc. 6. Cykl zyciowy Meloidogyne hapla (rys. L. Flis).

1.3. Wplyw temperatury na tempo metabolizmu nicieni

Nicienie sg organizmami zmiennocieplnymi, w zwigzku z tym zmiany temperatury
wplywaja na tempo ich procesow metabolicznych (Lee i Atkinson, 1976). W badaniach
metabolizmu zwierzat zmiennocieplnych ma zastosowanie prawo Van’t Hoffa-Arrheniusa,
ktore mowi, ze wraz ze wzrostem temperatury o 10°C szybko$¢ reakcji wzrasta 2-4 krotnie.
Podobnie ma to miejsce w trakcie reakcji chemicznych 1 biochemicznych (Vinberg, 1983).
Wiasciwie wszystkie reakcje biochemiczne zachodzace w organizmie katalizowane sa przez
enzymy, ktore de facto sa biatkami. Reakcje enzymatyczne zachodzace w zywej komorce
odpowiadajg praktycznie za cale jej funkcjonowanie tzn. jej wzrost, podziat i r6znicowanie
si¢ oraz za syntez¢ zwigzkOw enzymatycznych. W wyzszych temperaturach (dla wigkszosci
bialek to 40°C-50°C) zachodzi zaburzenie natywnej struktury bialka, czyli tzw. denaturacja
termiczna. Jedynie bialka o natywnej strukturze wykazuja aktywno$¢ katalityczng. Dla
aktywnosci katalitycznej enzymow istnieje tzw. temperatura optymalna (Top) (Ryc. 7). Jezeli
temperatura wzro$nie 1 zostanie przekroczony prog Top, wtedy liczba aktywnych czasteczek
enzymoOw zmniejsza si¢ na skutek ich denaturacji. Nastgpuje wowczas obnizenie szybkosci

reakcji katalizowanej przez te enzymy. Spadek tempa metabolizmu zachodzi takze, gdy
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temperatura jest zbyt niska, a reagujace czasteczki enzymow nie maja wystarczajacej energii

kinetycznej do katalizowania reakcji biochemicznych (Korzeniewski, 1995).

4 ™)

A
i Topt - temperatura optymaina

aktywnosé

Ryc. 7. Wykres zaleznosci
aktywnosci od temperatury
> dla typowego enzymu (wg
temperatura Korzeniewski, 1995).

Opisane powyzej procesy w uproszczony i schematyczny sposob wyjasniaja, jak temperatura
wplywa na metabolizm komorki a w dalszej konsekwencji na fizjologi¢ calego organizmu

(Angilletta, 2009).

1.4. Wplyw temperatury na ekspresje genow /hsp oraz funkcje biatek Hsp

Jak juz wcze$niej wspomniano w wyniku dzialania ekstremalnej temperatury (szoku
termicznego), ale takze na skutek zmiany pH S$rodowiska, stresu oksydacyjnego czy
zadziatania innego czynnika stresowego (biotycznego lub abiotycznego), w komorkach
organizmu zachodza zmiany metaboliczne. Czynniki te wywoluja w organizmie reakcje
stresowg (szok) (Feder 1 Hofmann, 1999). Stres jest reakcja organizmu na bodzce, ktore
zaburzaja homeostazg. Wszystkie zywe organizmy wyksztalcily reakcje na warunki stresowe
(Selye, 1956). Jednym z mechanizméw odpowiedzi komoérek organizmu na bodzce stresowe
jest wzrost ekspresji gendw szoku termicznego (heat shock proteins genes, hsp genes), wzrost
poziomu RNA 1 wytworzenie w komodrkach specyficznych biatek okreslanych jako tzw.
biatka szoku termicznego (heat shock proteins, Hsp) (Feder i Hofmann, 1999). Wzmozenie
syntezy biatek Hsp powoduje obnizenie zagrozenia uszkodzeniem komorek podczas stresu
1/lub wspomaga ich regeneracje¢ (Parcellier 1 in., 2003; Cymerys 1 Niemialtowski, 2004; Arya i
in., 2007; Kazmierczuk 1 Kilianska, 2010). Czasteczki tych biatek s3 ,,fgcznikiem” miedzy
komorka a srodowiskiem zewngtrznym, czego dowodzi szybka i intensywna synteza Hsp pod

wplywem dziatania zewnatrzkomorkowego stresora (Kazmierczuk i Kilianska, 2010).
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Biatka Hsp zostaly odkryte przez wloskiego genetyka Ferrucio Ritossa w wyniku
przypadkowego eksperymentu, podczas ktérego hodowane w inkubatorze muszki owocowki
(Drosophila melanogaster Meigen, 1830) zostaly poddane dziataniu wyzszej niz zwykle
temperatury (Ritossa, 1962). Mikroskopowe badanie gruczotéw S$linowych tych owadow
wykazalo zgrubienia na tzw. chromosomach olbrzymich, ktore zostaly zidentyfikowane jako
loci genow hsp (Tissicres i in., 1974). Od lat dziewigcdziesigtych XX w. biatka Hsp znalazty
si¢ w centrum zainteresowan nauk biochemicznych. Badania wykazatly, ze biatka te wystepuja
u organizmow prokariotycznych (bakterii i archeonéw) 1 eukariotycznych (zwierzat i roslin),
a charakteryzuja si¢ na ogot bardzo niska zmiennoscia budujacych je sekwencji
aminokwasoéw (Kregel, 2002; Al-Whaibi, 2011; Devaney, 2011). Na podstawie ich masy
czasteczkowej biatka Hsp zostaty podzielone na sze$¢ gtownych rodzin: Hspl110, Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsp40 i1 tzw. mate biatka szoku termicznego (small heat shock proteins,
sHsps) (Gething i Sambrook,1992; Feder i Hofmann, 1999; Kampinga i in., 2009; Carra i in.,
2017).

W warunkach fizjologicznych biatka Hsp stanowia od 5 do 10% wszystkich biatek
wytwarzanych we wnetrzu komorki (Creagh 1 in., 2000; Garrido i in., 2001; Dinh i in., 2002).
Wystepuja gtownie w cytoplazmie, w miejscach gdzie odbywa si¢ proces biosyntezy biatek,
czyli w siateczce srodplazmatycznej, a takze w mitochondriach 1 lizosomach. Przylaczajg si¢
takze do cytoszkieletu podczas podzialu komoérkowego, przyczyniajac si¢ w ten sposob do
stabilizowania tej struktury (Kilianska 1 Ptasifnska, 1999; Jolly i Morimoto, 2000).
Uczestniczg takze w podstawowych procesach fizjologicznych, odpowiadajac za prawidtowe
funkcjonowanie wszystkich organelli, szlakow metabolicznych 1 sygnalizacyjnych wewnatrz
komorki (Creagh 1 in., 2000; Garrido 1 in., 2001; Dinh 1 in., 2002). Bialka Hsp wystepuja
takze na powierzchni komorek. Biatka te s3 zwigzane z btong cytoplazmatyczng i biorg udziat
w odpowiedzi immunologicznej uczestniczac w biosyntezie przeciwcial lub funkcjonujac jako
antygeny (np. Hsp70) (Menoret 1 in., 2000; Cymerys i Niemiattowski, 2004; Schmitt i in.,
2007). Podstawowa funkcja biatek Hsp jest rola ochronna, dlatego tez nazywane sg biatkami
opiekunczymi (chaperon proteins). Uczestnicza w utrzymaniu i nadawniu prawidlowej
struktury  przestrzennej (konformacji) tancuchéw biatkowych oraz zapobieganiu
nieodwracalnej agregacji bialek uszkodzonych (zdenaturowanych) (Hubbard i Sander, 1991;
Zeng 1 in., 2004; Poulain 1 in., 2010). Zapobiegajac agregacji zdenaturowanych biatek, Hsp
biorg udziat w regulacji apoptozy. Kiedy komorka ulegnie powaznym uszkodzeniom, a
naprawa zdenaturowanych bialek nie jest mozliwa, wtedy Hsp wraz z proteasomami

powoduja jej eliminacj¢ (Lanneau i in., 2008). Wazng funkcja biatek Hsp jest transport innych
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biatek do miejsc ich przeznaczenia. Nastgpuje to dzigki mozliwosci tworzenia z nimi

przejsciowych kompleksow (Kazmierczuk i Kilianska, 2010).

4 ™

» Szok termiczny

* Analogi aminokwasow

* Rodniki tlenowe

* Metale ciezkie

¢ Inhibitory metabolizmu energetycznego

« Infekcje bakteryjne i wirusowe

Stany « Starzenie sie organizmu Czynniki wplywajace na ekspresje
patofizjologiczne [icizll » genow hsp w komérce

* Stres neurchormonalny
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Ryc. 8. Czynniki biotyczne i abiotyczne aktywujace wzrost ekspresji genéw szoku termicznego (wg
Pilch i Piotrowska, 2011; zmodyfikowany).

Geny hsp sa aktywowane przez stresogenne czynniki biotyczne i abiotyczne, ktore
mozna podzieli¢ na stresory §rodowiskowe (np. zbyt wysoka temperatura — hipertermia lub
zbyt niska — hipotermia), stany patofizjologiczne oraz naturalne procesy fizjologiczne
zachodzace w komorce (Morimoto, 1998) (Ryc. 8). Aktywacja genow hsp jest reakcja
przejsciowa i odwracalng (Cymerys i Niemiattowski, 2004). Regulacja ich ekspresji zachodzi
na poziomie transkrypcji 1 translacji (Arya i in., 2007). Podczas podstawowych procesow
fizjologicznych biatkowy czynnik transkrypcyjny, nazywany takze czynnikiem szoku
cieplnego (heat shock factor, HSF), wystepuje w postaci nieaktywnego monomeru
zwigzanego z biatkami Hsp. Powstaty kompleks uniemozliwia przemieszczenie czynnika
HSF do jadra komoérkowego 1 wigzanie z nicig kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA)
(Cymerys 1 Niemialtowski, 2004; Gupta i1 in.,, 2013). W wyniku zadziatania stresu
komoérkowego dochodzi do denaturacji bialek, efektem tego jest odtaczenie czynnika HSF od
biatek Hsp. Uwolnione monomery czynnika HSF ulegaja fosforylacji przez kinazy biatkowe 1
przemieszczaja si¢ do jadra komorkowego. W jadrze nastepuje trimeryzacja czynnika

transkrypcyjnego HSF, co aktywuje HSF i umozliwia jego przylaczenie do konserwatywne;j
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sekwencji DNA, w obszarze promotorow gendéw Ahsp (Gupta i in., 2013). Konserwatywna
sekwencja DNA nazywana jest elementem odpowiedzi na szok termiczny (heat shock
element, HSE). Wigzanie HSF z DNA hamuje transkrypcje wigkszosci genow 1 indukuje
wzrost transkrypcji genow hsp (Jolly i Morimoto, 2000; Kazmierczuk i Kilianska, 2010).
Ponadto, powstajacy transkrypt jest bardziej stabilny, a jego wykorzystanie jest promowane w
procesie translacji informacyjnego kwasu rybonukleinowego (messenger ribonucleic acid,
mRNA) do biatek Hsp (Jolly i Morimoto, 2000; Kazmierczuk 1 Kilianska, 2010).
Wytworzone w jadrze mRNA biatek Hsp przemieszcza si¢ do cytoplazmy, gdzie w
rybosomach syntezowane sa nowe biatka Hsp. Powstale biatka Hsp tworza przej$ciowe
kompleksy z biatkami zdenaturowanymi, umozliwiajagc im przyjecie badz odzyskanie
natywnej struktury (renaturacja bialek) (Cymerys 1 Niemiattowski, 2004) (Ryc. 9).
Schematycznie opisany ponizej mechanizm ochrony komorkowej przez biatka Hsp
przedstawia ich funkcje jako molekularnych biatek opiekunczych, ktére pomagaja w
tworzeniu i translokacji nowo syntezowanych bialek w komorce oraz naprawie i ponownym

faldowaniu uszkodzonych, zdenaturowanych biatek (Gupta i in., 2013) (Ryc. 9).

2 “
Czynnik stresowy np. hipertermia, hipotermia, metale ciezkie, stres oksydacyjny
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Renaturacja bialek =T transkrypcyjnego
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Przemieszczanie sie
HSP czynnika HSF
N X R
Trimeryzacja
czynnika HSF
HSE
/Transkrypcja
Translacja < HSP mRNA
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Ryc. 9. Mechanizm ochrony komoérkowej przez biatka Hsp (wg Gupta i in., 2013, zmodyfikowany).
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1.4.1. Geny Asp u nicieni

Wiele badan wskazuje, ze biatka Hsp odgrywaja istotng rolg w procesie adaptacji do
srodowiska 1 przetrwania w nim nicieni (Zhao 1 Wang, 2012; Seybold, 2015; Weinstein i in.,
2019; Fanelli i in., 2021). Dotychczas geny Asp 1 kodowane przez nie bialtka Hsp najlepiej
zbadano i opisano u wolnozyjacego bakteriozernego organizmu modelowego Caenorhabditis
elegans (Maupas, 1900) (Kapulkin i in., 2005; Ramos, 2012; Frumkin i in., 2014; Feleciano i
in., 2019; Ito 1 in., 2021). Badania dowiodly, ze ekspresja genow Asp ma wplyw na dtugos¢
zycia C. elegans (Halaschek-Wiener 1 in., 2005; Heidler, 2009; Maniére 1 in., 2014; Morley i
Morimoto, 2004; Richter, 2015; Jiang i in., 2022). Wykazano réwniez, ze geny szoku
termicznego u C. elegans s3 indukowane w odpowiedzi na rozne stresory takie jak stres
oksydacyjny (Hasegawa i in., 2010; Chen 1 in., 2013; Li i in., 2014; Chen i in., 2018;
Govindan i in., 2018), pole elektromagnetyczne (Junkersdorf i in., 2000; Cranfield i in., 2004;
Huang i in., 2008; Dawe i in., 2008), stres immunologiczny (Nowell i in., 1999; Bolz i in.,
2010; Prithika i in., 2016; Eckl i in., 2017) czy toksyczne zwigzki chemiczne (Roh i in., 2006;
Saini i in., 2011; Kumarasingha i in., 2014; Ray i in., 2015; Avila i in., 2016; Ezemaduka i in.,
2017; Li 1 in., 2018). Jednakze to szok termiczny (heat shock) jest jednym z czynnikow
stresogennych, ktory jest najczgscie] wykorzystywany w eksperymentach majacych na celu
aktywacje genoéw hsp u C. elegans (Stringham 1 in., 1992; Mutwakil 1 in., 1997; Shim 1 in.,
2003; Bacaj i Shaham, 2007; Adhikari 1 Adams, 2011; Maman i in., 2013; Labbadia i
Morimoto, 2015; Crombie i in., 2016; Sandner 1 in., 2020; Fu i in., 2020; Huang i in., 2021;
Pagliuso 1 in., 2021; Zhang i in., 2022). W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze biatka
Hsp zapobiegaja denaturacji biatek na skutek dziatania wysokich temperatur w organizmach
nicieni (Kim i in., 2017).

Do najczesciej badanych biatek Hsp u C. elegans naleza Hsp90 (Him, 2010; Prithika 1
in., 2016; Ryan i in., 2016; Zheng i in., 2020; Pant i in., 2021), Hsp70 (Heschl i Baillie, 1990;
Maman i in., 2013; Labbadia i Morimoto, 2015; Crombie 1 in., 2016; Pagliuso 1 in., 2021),
Hsp60 (Massie i in., 2003; Bar-Lavan i in., 2016; Liu i in., 2019; Wagner 1 in., 2019; Ito 1 in.,
2021), Hsp40 (Kourtis i in., 2012; Hughes 1 in., 2019; Joshi i in., 2021) oraz mate Hsp (Kokke
11n., 1998; Krause, 2013; Labbadia i Morimoto, 2015; Fu i in., 2020; Sandner i in., 2020; Fu i
in., 2021).

Gen &sp90, kodujacy biatko Hsp90 (u C. elegans Daf-21), jest najlepiej poznanym
genem Asp u nicieni (np. Him 1 in., 2009; Gillan i Devaney, 2014). Biatko Hsp90 jest wysoce
konserwatywnym biatkiem (Hoter i in., 2018). Homologia sekwencji aminokwasowej

cztonkow tej podrodziny gendow w organizmach eukariotycznych osigga prawie 50%
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(Polanowska-Grabowska i Gear, 2000). Bialko to wystepuje gldéwnie w cytoplazmie, ale takze
w mitochondriach oraz w siateczce §rodplazmatycznej (Jakob 1 Buchner, 1994; Ishiguro i in.,
2002; Inoue i in., 2003; Cao 1 in., 2003; Prassinos 1 in., 2008). W optymalnych warunkach
biatko Hsp90 stanowi 1-2% wszystkich biatek wystepujacych w komorce (Jakob 1 Buchner,
1994; Falsone i in., 2005). Biatko Hsp90 wraz z Hsp70 sa gléwnymi biatkami opiekunczymi
w cytoplazmie komorek eukariotycznych. Odgrywaja istotng role w kontroli jako$ci biatek
poprzez zapobieganie ich agregacji, katalizowaniu faldowania nowo syntezowanych biatek 1
eliminowaniu biatek zdenaturowanych (Itoh i Tashima, 1991; Kubota, 2009; Hartl i in.,
2011).

Bialko Hsp70 wystepuje, podobnie jak Hsp90, w cytoplazmie, jadrze, retikulum
endoplazmatycznym i mitochondriach. U C. elegans gen hspl, ktory koduje biatka Hsp70,
bierze udzial w regulacji dlugos$ci zycia tego organizmu (Morley i Morimoto, 2004; Craig,
2018). Te dwa bialka opickuncze moga wspotuczestniczy¢ w przebudowie i aktywacji
réznych innych biatek. U organizmoéw eukariotycznych, w tym u C. elegans Hsp90 i Hsp70
tworzg funkcjonalnie aktywny kompleks z biatkiem Hop (HSC70/HSP90 organizing protein)
dziatajacy jako pomost migdzy tymi dwoma biatkami (Gaiser 1 in., 2009; Doyle i in., 2019).
Wyniki badan wskazuja, ze ekspresja Hsp70 jest nieodzowna w nabywaniu termotolerancji.
Brak mechanizmoéw zabezpieczajacych przed szokiem cieplnym moze wywolywaé
nieodwracalne uszkodzenia i prowadzi¢ do zaburzen w funkcjonowaniu komorek i ich
$mierci. Komorki ,,uodpornione’” na stres temperaturowy wykazuja podwyzszony poziom
biatek Hsp70 (Kilianska, 2002).

Funkcjonalnie biatko Hsp60 jest podobne do biatka Hsp70, poniewaz oba biorg udziat
w tworzeniu wlasciwej konformacji bialek w trakcie procesu ich fatldowania (Hartl, 1996).
Okoto 80% biatek Hsp60 wystepuje w mitochondriach, natomiast 20% znajduje si¢ poza tymi
organellami (Habich, 2002). Hsp60 odgrywa wazng role jako biatko opiekuncze w wyniku
dziatania stresu termicznego aby prawdopodobnie chroni¢ mitochondria (Ewalt i in., 1997;
Xu 1 in., 2010). Kammenga (1998) wykazal, ze biatko Hsp60 moze by¢ stosowane jako
potencjalny biomarker stresu toksycznego u nicieni na dziatanie metali ciezkich — kadmu 1
miedzi. Kolejne badania wykazaty takze intensyfikacje aktywnosci biatek Hsp60 u C. elegans
w odpowiedzi na czynnik stresowy jakim byta symulowana mikrograwitacja (Liu 1 in., 2019).

Biatka Hsp40 odgrywaja istotng role w procesie hamowania agregacji biatek i
naprawie biatek uszkodzonych, glownie poprzez stymulowanie aktywnos$ci ATPazy biatek
opiekunczych takich jak Hsp70 (Qiu i in., 2006). W ten sposob chronig komorki przed

dziataniem stresu proteotoksycznego. Hsp40 odgrywajg rowniez wazng role w fatdowaniu
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powstajacych polipeptyddéw oraz translokacji biatek przez blony (Ramos i in., 2008). U C.
elegans grupy biatek Hsp40 wystepuja w cytosolu (biatka Dnjl12, Dnj13 i Dnjl19) a takze w
mitochondriach (Dnj7) i retikulum endoplazmatycznym (Dnj16) (Schmauder 1 in., 2021).

Biatka sHsps to rodzina bialek opiekunczych -charakteryzujacych si¢ masg
czasteczkowa 12-43 kDa. Podstawowa funkcja sHsps jest utrzymanie homeostazy biatek w
odpowiedzi na rézne warunki stresowe, w tym stres termiczny, hiperosmozg, stres
oksydacyjny i glodzenie (Kegel i in., 1996; Wang i in., 2004; Haslbeck i in., 2005; Ungelenk i
in., 2016; Janowska i in., 2019). Ekspresje genu hsp43, kodujacego biatko Hsp43 z grupy
sHsp, obserwowano we wszystkich stadiach rozwojowych C. elegans (Ding i Candido, 2000).
Wykazano, ze u C. elegans aktywnos$¢ biatka Hsp43 jest indukowana w hipodermie i pelni
istotng funkcje w odpornos$ci tego zwierzecia na stres cieplny (Liu i in., 2018; Fu i in., 2020).

Badania genow szoku termicznego przeprowadzone dotychczas na nicieniach
pasozytujacych na roslinach nalezacych do rodzaju Meloidogyne skupione s3 gtownie na
genie Asp90 1 kodowanym przez ten gen biatku Hsp90 (Handoo i in., 2005; De Luca i in.,
2009; Bai i in., 2014; Eisenback i in., 2019; Kundu i in., 2021). Na podstawie wynikéw badan
stwierdzono takze, ze gen hsp90 badany u Meloidogyne artiellia Franklin, 1961 jest
homologiczny wobec genu daf-21 u C. elegans (De Luca 1 in., 2009). Cze$¢ badan nad genem
hsp90 dotyczyta molekularnej identyfikacji 1 filogenezy gatunkow z rodzaju Meloidogyne na
podstawie uzyskanej sekwencji DNA tego genu (Skantar i Carta, 2004; Skantar i in., 2008;
Nischwitz 1 in., 2013; Eisenback i in., 2019). Prowadzono réwniez badania wpltywu
temperatury na ekspresje genu hsp90 u M. artiellia (De Luca i in., 2009) 1 M. incognita (Bai 1
in., 2014). Badania wykazaly r6znice w poziomie ekspresji genu Asp90 miedzy stadiami
rozwojowymi M. artiellia w réznych temperaturach. W wyniku tych badan dowiedziono
réwniez, iz gen hsp90 odgrywa istotng role w przetrwaniu M. artiellia na réznych etapach
jego rozwoju w zmieniajacych si¢ warunkach srodowiska (temperatury srodowiska). Gen ten
moze takze odgrywac decydujaca role w chemorecepcji, zwlaszcza w interakcji miedzy
nicieniem fitofagicznym a korzeniami rosliny zywicielskiej (De Luca 1 in., 2009). W
badaniach genu Asp90 u M. incognita (stadium J2) wykazano istotny wzrost ekspresji tego
genu na temperature 4°C (stres zimna) i 39°C (stres gorgca) (Bai i in., 2014). Uzyskane
wyniki badan nad nicieniami M. artilella 1 M. incognita wskazuja, ze ekspresja genu Asp90
moze wpltywaé na rozwoj 1 rozmnazanie guzakow (De Luca i in., 2009; Bai 1 in., 2014;
Lourengo-Tessutti i in., 2015).

U guzaka potnocnego tak, jak w calym rodzaju Meloidogyne najczeséciej badanym
genem szoku termicznego jest gen Asp90 (Skantar 1 Carta, 2004; Handoo 1 in., 2005; Wu i in.,
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2019). Jedne z pierwszych badan genu Asp90 dotyczyly molekularnej filogenezy M. hapla
wykonanej na postawie otrzymanej sekwencji DNA tego genu (Skantar i Carta, 2004; Handoo
1 in., 2005). Sekwencja genu hsp90 byta wykorzystana do opracowania szybkiego i
specyficznego testu do wykrywania 1 oznaczania ilosciowo DNA M. hapla w glebie (Omer i
in., 2022). Badania dotyczace genu Mh-hsp90 u M. hapla wykazaty wzrost ekspresji tego
genu w wyniku dziatania dyfuzatu z nasion Vicia sativa L. (Dobosz i in., 2023). Réwniez u
tego gatunku badano wplyw stresowych temperatur oraz zwigzkow organicznych na ekspresje
genu Asp90 (Wu 1 in., 2019). Roéwnoczesnie w warunkach dziatania tych czynnikow
stresowych testowano 11 wybranych gendéw referencyjnych niezbednych do badan ekspresji
genoéw. Wykazano, ze jednym z najbardziej stabilnych, odpowiednich genow referencyjnych
do badan ekspresji gendw u M. hapla jest gen dehydrogenazy jablczanowej (malate
dehydrogenase, Mdh) (Wuiin., 2019).

W genomie M. hapla zidentyfikowano réwniez gen hsp70 (Weinstein i in., 2019).
Przeprowadzono takze badania dotyczace genow Mh-hspl, Mh-hsp60, Mh-hsp43 1 Mh-
hsp12.3 majace na celu zbadanie wptywu dziatania dyfuzatu z nasion Vicia sativa L. na
ekspresje tych genéw w stadium J2 M. hapla (Dobosz 1 in., 2023). Brak natomiast informacji
o badaniach pozostatych gendéw Asp lub kodowanych przez nie biatek Hsp, ktore uzupetnityby
dotychczasowy stan wiedzy na temat czynnosci zyciowych nicieni z rodzaju Meloidogyne, a
w szczegdlnosci gatunku M. hapla. Badania genetyczne majace na celu zsekwencjonowanie
genomu M. hapla wykazaty, Zze nicien ten posiada najmniejszy genom spo$rod zbadanych
dotychczas genomow zwierzat wielokomorkowych (Opperman 1 in., 2008). Poznanie

sekwencji genoOw tego nicienia stwarza nowe mozliwosci badania jego procesow zyciowych.

1.5. Wplyw temperatury na wybrane elementy procesow zyciowych Meloidogyne
Obserwacje naukowe wykazaty, ze cecha wspolng organizméw, w tym nicieni, jest
uwarunkowanie ich wzrostu 1 cyklu zyciowego optymalng temperaturg Srodowiska.
Czynnikiem ograniczajagcym funkcje zyciowe sg ekstrema temperaturowe (wysokie 1 nickie
temperatury) wyznaczajace granice ich tolerancji zyciowej (Tsai, 2008). Temperatura
otoczenia ogranicza rdwniez rozmieszczenie zwierzat, a takze wptywa na ich aktywnos$¢ (Lee
1 Atkinson, 1976). Nicienie zasiedlajace glebe sa eksponowane na dziatanie szerokiego
zakresu temperatur. Temperatura powierzchni gleby moze ulega¢ duzym wahaniom w ciggu
dnia. R6znice warto$ci temperatury w dwudziestocentymetrowej wierzchniej warstwie gleby

mig¢dzy sezonami si¢gaja nawet od 20°C do 30°C (Anderson i Coleman, 1982).
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Dotychczas zbadano wplyw temperatury na wiele aspektow proceséw zyciowych
nicieni. Wykazano, ze temperatura wptywa migdzy innymi na tempo rozwoju osobniczego i
tempo rozwoju populacji (Laughlin i in., 1969; Triantaphyllou, 1973; Malek, 1980; Karssen 1
Moens, 2006; Charchar i1 Santo, 2001, 2009; Kaczmarek 1 in., 2019; Ewing 1 in., 2021; Tatli 1
in., 2021; Giné i in., 2021), proporcje¢ ptci w populacji (Griffin, 1969; Laughlin, 1969; Evans i
Fisher, 1970; Hansen i in., 1972; Greet, 1978; Melton i in., 1986), wymiary ciata osobnikow
(Evans 1 Fisher, 1970; Doucet i in., 2001; Kammenga i in., 2007; So i in., 2012), zdolno$¢
poruszania si¢ (Dusenbery, 1978; Prot i Van Gundy, 1981; Morris i in., 2011; Khan 1 in.,
2014; Boros i in., 2018) oraz infekcyjnos¢ (Wallace, 1969; Rebois, 1973; Griffin, 1974;
Umesh i Ferris, 1994; Khan i in., 2014).

1.5.1. Wplyw temperatury na cykl zyciowy Meloidogyne

Temperatura jest jednym z czynnikéw determinujacych przebieg cyklu rozwojowego
guzkéw. Wplywa ona miedzy innymi na proces opuszczania oston jajowych przez osobniki
inwazyjne guzakow oraz na rozwoj wszystkich kolejnych stadiow az do form dojrzalych
ptciowo (Boros i in., 2018). Jest réwniez jednym z czynnikéw ograniczajacych zdolno$¢
kolonizowania 1 zadomowienia nicieni w nowych siedliskach, co ma znaczenie dla procesu
rozprzestrzeniania si¢ guzakow oraz dla stopnia ich szkodliwosci (Karssen 1 Moens, 2006).

W obrebie rodzaju Meloidogyne mozna wyrdzni¢ dwie odrgbne grupy gatunkow takie
jak termofile 1 kriofile. Grupy te zostaly wydzielone ze wzgledu na zdolno$¢ tych nicieni do
przetrwania w temperaturze 10°C. M. hapla, M. chitwoodi Golden, O’Bannon, Santo i Finley,
1980 oraz M. naasi Franklin, 1965 sg kriofilami, poniewaz sa w stanie przetrwa¢ w glebie w
temperaturze ponizej 10°C. Natomiast M. incognita, M. javanica i M. exigua s3 termofilami i
nie sg zdolne do rozwoju w temperaturze gleby ponizej 10°C. W obrebie jednego gatunku
moga wystepowac tzw. termotypy — populacje, ktore inaczej reaguja na t¢ sama temperature.
Takie populacje roznig si¢ od siebie niewielkimi wartoSciami minimalnych temperatur
inicjujacych proces wylegu, co prawdopodobnie wynika z dostosowania si¢ populacji do
lokalnych amplitud temperaturowych i dostepnosci rosliny zywicielskiej (Lee i1 Atkinson,
1976; Karssen i Moens, 2006). Prawdopodobnie z tego tez wzgledu, w wielu badaniach
wykazywane sg rozbiezne warto$ci temperatur, majace istotny wplyw na przebieg cyklu
zyciowego M. hapla (Tab. 1) (Daulton i Nusbaum, 1961; Sturhan, 1968; Dao, 1970; Stephan i
Trudgill, 1982). Stwierdzono, Ze zaobserwowane rozbieznosci w optimach temperaturowych
sa wynikiem zastosowania réznych ras nicieni w przeprowadzonych eksperymentach

(Stephan 1 Trudgill, 1982). Rdéznice te moga by¢ zwigzane ze zdolnoscig réznych populacji
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guzaka potocnego do tolerowania szerszego zakresu temperatur. Stephan (1983) w swoich
badaniach wykazal réznice w stopniu infekcji korzeni pomidora migdzy trzema réznymi
populacjami M. hapla, poddanych dziataniu tych samych temperatur. Podobnie Bergeson
(1959) wykazatl roznice w przezywalnosci stadium J2 migedzy dwoma populacjami M. hapla
obserwowanych w identycznych temperaturach. Roznice w obserwacjach wptywu
temperatury na nicienie z rodzaju Meloidogyne wykazywane miedzy publikowanymi
badaniami mogg takze wynika¢ z niewystandaryzowanych warunkéw eksperymentalnych,
jakim poddawane byly nicienie w r6znych laboratoriach (Evans i Perry, 2009).

Stadium jaja i stadium mtodociane J2 guzaka pdinocnego wystepuja w glebie (poza
ro$ling zywicielskg), co powoduje, ze sa one najbardziej narazone na dziatanie czynnikow
zewngetrznych, w tym temperatury srodowiska (Bird 1 Wallace, 1965; Wallace, 1966; Davide i
Triantaphyllou, 1968; Bird, 1972; Prot i Van Gundy, 1981; Evans i Perry, 2009). Wedtug
Vrain i in. (1978) stadium jaja oraz znajdujace si¢ jeszcze wewnatrz jaja stadium J1, sg
bardziej odporne na dziatanie niskich temperatur niz osobniki stadium J2. Prawdopodobnie
chitynowa oslona jaja stanowi izolacyjng barier¢ miedzy wewnetrzng zawartoscia a
srodowiskiem zewng¢trznym. Ponadto ztoza jajowe otoczone sg galaretowata masg sktadajaca
si¢ z tzw. macierzy glikoproteinowej, ktora utrzymuje jaja razem 1 chroni je przed
niekorzystnymi warunkami $rodowiska, w tym tez przed ekstremalnymi temperaturami
(Sharon i Spiegel, 1993). U stadium J2 M. hapla, ktoére nie posiada tej dodatkowej ochrony
przed niekorzystnymi warunkami $rodowiska zewngtrznego, obserwowano szybka $mier¢
$wiezo wylegnietych osobnikow w temperaturze 4°C (Forge i MacGuidwin, 1992;
Castagnone-Sereno, 2006).

Jedne z pierwszych badan dotyczacych wplywu temperatury na przezywalno$é
stadium jaja i stadium J2 Meloidogyne przeprowadzit Bergeson (1959) wykorzystujac w tym
celu M. hapla oraz M. incognita. Doswiadczenie polegalo na oddzielnym umieszczeniu w
glebie jaj lub osobnikéw J2 i inkubacji obu stadiow w tych samych temperaturach 1 czasie.
Nastepnie do gleby z nicieniami wysadzano rosliny pomidora, ktore rosty przez pie¢ tygodni
w optymalnych dla nich warunkach. Po tym czasie liczono guzy na korzeniach roslin
pomidora i przez poréwnanie do liczby uprzednio inkubowanych w doswiadczeniu jaj i
osobnikow J2 oceniono $miertelnos¢ badanych stadiow rozwojowych. Wykazano, ze osobniki
stadium J2 M. hapla przezywaly w temperaturze 0°C ponad 16 dni, natomiast §miertelnos¢
osobnikow J2 M. incognita osiagneta 100% juz po 7 dniach. Stadium J2 M. hapla w liczbie
500 osobnikéw po 4 tygodniach inkubacji w temperaturze 5°C bylo wstanie wnikng¢ i

wytworzy¢ 7,6 guza na korzeniu (Srednia z 5 powtorzen). W tej samej temperaturze
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obserwowano 100% $miertelno$¢ form J2 M. incognita juz po 2 tygodniach trwania
eksperymentu. Nicienie w stadium jaja M. hapla zachowaly zywotno$¢ przez 90 dni w
temperaturze 0°C. W tej samej temperaturze, w populacji M. incognita stadium jaja
przetrwato jedynie 50 dni. Stwierdzono, ze M. hapla jest lepiej przystosowany do zycia w
chtodniejszym klimacie (Bergeson, 1959).

Dalsze badania wykazaly, ze optymalna temperatura rozwoju wszystkich stadiow
guzaka poinocnego oraz optymalna temperatura wnikania w tkanki korzenia roslin stadium J2
miesci si¢ w zakresie od 15°C do 30°C (Daulton i Nusbaum, 1961; Bird i Wallace, 1965;
Griffin 1 Jorgensen, 1969; Taylor i Sasser, 1978; Griffin i Jensen, 1997; Charchar i Santo,
2009). Wykazano, ze w zakresie temperatur od 15 do 20°C infekcyjnos$¢ osobnikéw J2 wobec
korzeni ro$lin pomidora byla najwyzsza (Bird i Wallace, 1965). Oceniono, ze optymalng
temperaturg rozwoju zarodka jest 30°C, gdyz w tych warunkach opuszczenie oston jajowych
przez osobniki J2 nastgpito najszybciej, czyli juz po 10 dniach inkubacji (Charchar i Santo,
2001).

Temperatury ekstremalne (stresowe), ktore znaczaco ograniczaja rozwdj guzaka
poocnego to 6°C (stres zimna) 1 35°C (stres goraca). W temperaturze 6°C embrionalny
rozw0j jaj zatrzymuje si¢ w stadium gastruli (Charchar 1 Santo, 2001) a w temperaturze 35°C
dochodzi do uposledzenia sktadania jaj przez samice (Thomason i Lear, 1961). Vrain i Barker
(1978) stwierdzili, ze minimalng temperaturg, w ktorej moze przebiegaé dalszy rozwdj
stadium J2 u M. hapla jest 8,8°C. Inserra i in., (1983) wykazali, ze w 10°C embriogeneza M.

hapla przebiegata wolniej 1 zakonczyta si¢ dopiero po 97 dniach inkubacji.

Tabela 1. Wplyw réznych warto$ci temperatury na wybrane procesy zyciowe Meloidogyne hapla.

Stadium . , .
Temperatura rozwojowe Wplyw na organizm Meloidogyne hapla Literatura
0°C jaja Mozliwo$¢ przezycia ponad 90 dni. Bergeson, 1959
0°C 12 Mozliwo$¢ przezycia do 16 dni. Bergeson, 1959
e n 'Zdolnosg do infekcji korzenia pomidora po 4 tyg. Bergeson, 1959
inkubacji
6°C jaja Zahamowanie rozwoju jaj w stadium gastruli. gggichar i Santo,
o Stadium zdolne do infekowania korzeni roslin, niezdolne Charchar i Santo,
6°C 12 T . .
do rozwinigcia si¢ w formy dojrzate plciowo. 2009
6,74°C jaja Zahamowanie rozwoju jaj. Vrain i Barker, 1978
goC n Stadlum.ZQOl.ne (.10 1nfek0wan1.a korzenl.roslm, niezdolne Vrain i in., 1978
do rozwinigcia si¢ w formy dojrzate plciowo.
o wszystkie . . . ..
8,25°C stadia Minimalna temperatura pelnego cyklu zyciowego. Lahtinen i in., 1988
8,8°C 12 Minimalna temperatura do dalszego rozwoju. Vrainiin., 1978
15-20°C 2 Optymalne warunki infekcji korzeni roslin. 11391r6d,51 Wallace,

Dalsza czes¢ Tabeli na nastepnej stronie
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16-20°C jaja Optymalne warunki rozwoju jaj do stadium J2. Vrain i Barker, 1978
20°C 12 Optymalne warunki poruszania si¢ stadium J2. 113;6(151 Wallace,
20°C 12 Optymalne warunki infekcji korzeni roslin pomidora. 11(91171120011 i Allen,
20°C » ;;)az?lterech tygodniach od wylegu przezycie drastycznie Boros i in., 2018
24°C i Optymalne warunki dla procesu embriogenezy, Charchar i Santo,
4 maksymalna liczba wylegnietych osobnikowl2. 2001
25°C jaja Maksymalna liczba wylggnietych osobnikow J2. ]139“6? Wallace,
25°C jaja Maksymalna liczba wylggnietych osobnikow J2. Inserra i in., 1983
o wszystkie . . . Kinloch i Allen,
25°C stadia Optymalne warunki odbycia petnego cyklu zyciowego. 1972
25-30°C samica Optlmgm.znoszenla jaj przez samice i odbycia pelnego Thomason i Lear,
cyklu zyciowego. 1961
30°C samica Optlmgm.znoszenla jaj przez samice i odbycia pelnego Charchar i Santo,
cyklu zyciowego. 2009
Stadium J2 niezdolne do infekcji korzeni roslin Kinloch i Allen
35°C J2 pomidora./Urata zdolnos$ci infekowania korzeni ro$lin 1972 ’
pomidora przez nicienie stadium J2.
35°C samica Uposledzenie sktadania jaj. }"gginason 1 Lear,
36°C jaja Temperatura letalna. 11)9a g 1lton i Nusbaun,

1.5.2. Wplyw temperatury na aktywnos¢ ruchowa Meloidogyne

Jedynymi stadiami rozwojowymi w rodzaju Meloidogyne zdolnymi do aktywnego
poruszania si¢ w glebie sg osobniki stadium J2 oraz stadium dojrzate — samce (Moens 1 in.,
2009). Oba stadia poruszajg si¢ w podobny sposéb jak wiekszo$¢ nicieni. Poruszanie sig¢
nicieni przypomina ruch petzajacego weza. Polega on na wykonywaniu powtarzajacych si¢
falistych zgie¢ ciata, ktdre zaczynaja si¢ od przodu (glowy) przesuwajac si¢ do konca ciala,
czyli do ogona (Croll, 1970; Croll i Sukhdeo, 1981; Burr i Robinson, 2004). Ten falisty
(sinusoidalny) ruch mozliwy jest dzigki rytmicznemu kurczeniu si¢ 1 rozluznianiu mig$ni
gladkich na przemian po obu stronach ciala w plaszczyznie grzbietowo-brzusznej (Ryc. 10)
(Brzeski 1 Sandner, 1974; Buchsbaum i in., 1987). Nicienie poruszaja si¢ na boku ciata. Taki
sposob poruszania si¢ determinuje brak migsni poprzecznych u nicieni (Brzeski i Sandner,
1974). Zbadano, ze przejscie pojedynczej fali zajmuje od 2 do 5 sekund, a zwigzane z tym
przemieszczenie osobnikéw J2 trwa dtuzej, niz u innych nicieni. Przeplyw fal przez ciato
nicienia zachodzi nieprzerwanie do momentu napotkania przeszkody. Odpowiedzia na
napotkang przeszkode¢ jest zatrzymanie si¢ nicienia, ocena napotkanego otoczenia przednim
koncem ciata, a nastgpnie wznowienie ruchu w nowym kierunku. W doswiadczeniu

przeprowadzonym w ptytkach z agarem zaobserwowano, ze stosunek amplitudy do dtugosci
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fali zmienia si¢ bezposrednio wraz z oporem podloza otaczajacego nicienia (Robinson i Perry,

2006).

- S

Ryc. 10. Schemat sinusoidalnego poruszania si¢ nicienia migdzy czasteczkami gleby (wg Wallace,
1968).

Temperatura wplywa na aktywno$¢ ruchowa osobnikéw stadium J2 podczas
wylegania si¢, przemieszczania si¢ w glebie jak 1 wnikania do wnetrza korzenia ro$liny
zywicielskiej (Prot i Van Gundy, 1981; Roberts, 1987; Jeffers i Roberts, 1993; Ploeg i Maris,
1999). Prot i Van Gundy (1981) wykazali, ze aktywno$¢ ruchowa osobnikow J2 M. incognita
osiggneta maksimum w temperaturze 20°C, podczas gdy osobniki stadium J2 M. hapla
przemieszczaly si¢ rownie szybko takze w nizszych temperaturach (18°C, 14°C). Aktywnos$¢
ruchowa osobnikdéw J2 M. javanica wzrosta w zakresie temperatur od 25°C do 30°C (Bird 1
Wallace, 1965; Wallace, 1966). Pinkerton 1 in. (1987) wykazali, ze aktywno$¢ ruchowa J2 M.
chitwoodi 1 M. hapla byta wigksza w 18°C niz w 12°C. W temperaturach 12°C, 18°C 1 24°C
osobniki J2 M. chitwoodi przemieszczaly si¢ na wigksze odleglosci 1 w wigkszej liczbie, niz
osobniki analogicznego stadium M. hapla.

Optymalne temperatury do infekowania korzeni salaty przez M. hapla przedstawiono
w artykule Wong 1 Mai (1973). Wykazano, ze najwigcej osobnikdéw J2 aktywnie wnikato do
korzeni sataty w temperaturach 21,1°C (noc) i 26,7°C (dzien) a najmniej w temperaturach
15,5°C (noc) 1 21,1°C (dzien). Istotne obnizenie aktywnos$ci ruchowej M. hapla obserwowano
w temperaturze 4°C oraz w temperaturach wyzszych w zakresie od 30°C do 35°C (Bird 1
Wallace, 1965; Boros 1 in., 2018). Powyzsze wyniki sugeruja, ze istnieje optymalny zakres
temperatur dla aktywnosci ruchowej i moze on by¢ specyficzny dla poszczegdlnych gatunkow

z rodzaju Meloidogyne (Robinson i Perry, 2006).
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1.5.3. Wplyw temperatury na wzrost i mase¢ Meloidogyne

Temperatura, w jakiej organizm si¢ rozwija moze wywiera¢ istotny wplyw na
wielkos¢ jego ciata. W srodowiskach chtodniejszych wigkszo$¢ zwierzat zmiennocieplnych
rosnie wolniej, osiggajac wieksze rozmiary ciata. Takie zjawisko nazywane jest regutg
zaleznos$ci wielkos$ci ciata od temperatury otoczenia (temperature size rule, TSR) (Atkinson,
1994; Atkinson i in., 2003). Wykazano, ze osobniki C. elegans rozwijajace si¢ w
temperaturze 12°C byly duzo wigksze (dlugo$¢ i szeroko$¢ ciala) niz te hodowane w
temperaturze 24°C (Kammenga i in., 2007). Wykazano rowniez zwigzek miedzy temperaturg
a wzrostem ciala dwoch innych wolnozyjacych gatunkéw nicieni. Dowiedziono, ze osobniki
Pelodera (Rhabditis) strongyloides (Scheider, 1860) i Pellioditis (Rhabditis) typica
(Stefanski, 1922) rozwijajace si¢ do stadium dojrzatego w temperaturze 12°C mialy dluzsze 1
szersze ciala niz te, ktoérych rozwdj zachodzil w temperaturze 25°C (So 1 in., 2012).
Temperatury w zakresie od 16 do 28°C mialy réwniez wpltyw na dlugo$¢ ciata samic i
samcOéw nicienia Pratylenchus vulnus Allen 1 Jensen, 1951. Najwickszg wartos¢
wspotczynnika ,,a” (stosunek dlugos$ci do szerokos$ci ciata nicienia) samice osiagnely w
temperaturze 21°C a najnizszg warto§¢ w 16°C. Maksymalng warto$¢ wspotczynnika ,,a” dla
samcOw P. vulnus obserwowano w temperaturze 28°C, a najnizszg w 25°C (Doucet 1 in.,
2001).

Temperatura oddziatujac na wielko$¢ ciala organizmu réwnocze$nie wptywa tez na
jego mase¢ (biomasg¢) (Van der Have 1 De Jong, 1996). Biomase stanowi masa materii zawarta
w kazdym zywym organizmie w danym czasie, w odniesieniu do jednostki powierzchni lub
objetosci (Labno, 2006). Nicienie, mimo ze s3 jednym z najliczniejszych typow w krolestwie
zwierzat, stanowig jedynie 1% catkowitej biomasy zwierzat na ziemi (Bar-On i in., 2018). W
przeprowadzonym globalnym badaniu oszacowano, ze okoto 0,3 gigaton nicieni zamieszkuje
gleby powierzchniowe na calym $wiecie z wigksza liczebno$cig w regionach subarktycznych
(38% ogotu), niz w umiarkowanych (24%) lub regionach tropikalnych (21%) (Van den
Hoogen 1 in., 2019). Wskaznik biomasy wyliczany dla réznych grup troficznych nicieni
glebowych wykorzystywany byl w wielu badaniach ekologicznych np. do oceny stopnia
sukcesji nematofauny zachodzacej w réznych srodowiskach (Smolik i Lewis, 1982; De Goede
11in., 1993; Afzal i in., 2021) oraz jako bioindykator oceny stanu srodowiska (Losi 1 in., 2013;
Grzelak i in., 2016; Thai 1 in., 2022).

Wskaznik biomasy znalazt zastosowanie takze w badaniach opisujacych interakcje
zachodzace migdzy nicieniami fitofagicznymi a ich ro$linami zywicielskimi, prowadzonych

w kierunku poszukiwania odpornosci roslin uzytkowych na porazenie przez nicienie. W
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badaniach wykonanych przez Melakeberhan i Ferris (1988) infekowano nicieniami w stadium
J2 M. incognita sadzonki winorosli (Vitis vinifera L.) odmiany Colombard i Thompson, a po
36 dniach obliczono m.in. biomas¢ samic 1 ich zi6z jajowych pochodzacych z korzeni
badanych roslin. Wykazano, ze biomasa nicieni, jakie rozwingty si¢ na korzeniach winoros$li
odmiany Colombard byta znacznie wyzsza od biomasy nicieni pasozytujacych na odmianie
Thompson.

Badano rowniez biomasg¢ nicieni Meloidogyne graminicola Golden i Birchfield, 1968
rozwijajacych si¢ na korzeniach ryzu (Oryza sativa L.) w powigzaniu z objawami
chorobowymi wywotanymi przez tego nicienia. Wykazano, ze rosliny ze stosunkiem
calkowitej biomasy nicieni do biomasy korzenia powyzej 1:161 nie wykazywaty zadnych
objawow chorobowych, natomiast te z proporcjami od 1:43 do 1:20 wykazywaty silne
zahamowanie wzrostu sadzonek ryzu przez M. graminicola (Singh 1 in., 2006).

Wskaznik biomasy okre$lano rowniez w badaniu poréwnawczym oceniajagcym rozwoj
M. hapla 1 M. javanica na roslinach pomidora w réznych temperaturach. Wykazano, ze
biomasa samic M. hapla po 28 dniach rozwoju na korzeniach pomidora w temperaturze od 20
do 25°C byta dwukrotnie wyzsza niz samic M. javanica (Bird 1 Wallace, 1965; Evans 1 Perry,
2009).

1.5.4. Wplyw temperatury na zawarto$¢ lipidow w organizmie Meloidogyne

Osobniki stadium J2 nie odzywiaja si¢ podczas poszukiwania korzeni rosliny
zywicielskiej az do wniknigcia do korzenia i1 dotarcia do docelowego miejsca dalszego
rozwoju osobniczego (Karssen 1 Moens, 2006). Przezycie w niekorzystnych warunkach oraz
zdolno$¢ infekowania korzeni przez stadium J2 zalezy w duzej mierze od ilosci
zgromadzonych w ciele materialéw zapasowych (rezerw energetycznych), powstajacych
podczas rozwoju embrionalnego (Van Gundy i in., 1967; Lee i Atkinson, 1976; Selvan i in.,
1993; Fitters 1 in., 1997; Wright 1 Perry, 2006; Rocha i in., 2015).

Thuszeze (lipidy) obojetne sg podstawowym materiatem gromadzacym rezerwy energii
w organizmie nicieni, a wrod nich najwigkszy udziat stanowia trojglicerydy (Lee 1 Atkinson,
1976). Jest ich zwykle ponad 70% (nawet do 94%) w poréwnaniu do pozostatych lipidow
(Chitwood, 1998). Organellami komodrkowymi magazynujagcymi te tluszcze sg krople
lipidowe (lipid droplets). Sa sferycznego ksztaltu, a ich powierzchni¢ tworzy pojedyncza
warstwa fosfolipidowa (Jedrzejowska, 2010). W komorkach wystepuje rozna liczba kropli
lipidowych, ktore r6znig si¢ rozmiarem. U C. elegans sa to struktury wielkosci od 1 do 1,5

um 1 wystepuja w tkance Sciany jelita i hipodermie (Suzuki i in., 2011; Shi 1 in., 2013).
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Oproécz magazynowania i uwalniania zgromadzonych tluszczéw krople lipidowe uczestnicza
w wewnatrzkomorkowym transporcie lipidow 1 fosfolipidow oraz posiadaja zdolnosé
wigzania biatek. Podwyzszona zawarto$¢ bialek w komoérce moze wptywac toksycznie na jej
dziatanie, a zdolnos$¢ kropli lipidowych do wigzania bialek moze prowadzi¢ do ich czasowej
inaktywacji chronigc komorke przed uszkodzeniem (Jedrzejowska, 2010).

Z uwagi na wspomniane wczesniej znaczenie tych organelli komorkowych, zar6wno
krople lipidowe, jak i1 tluszcze w nich zawarte, staly si¢ przedmiotem wielu badan u C.
elegans. Badania te dotyczyly m.in.: wplywu czynnikow egzo- i endogennych na metabolizm
kropli lipidowych w organizmie C. elegans (Mullaney i Ashrafi, 2009; Chughtai i in., 2015;
Cao i in., 2019; Xie 1 in., 2019; An i in., 2023), opracowania metod wizualizacji kropli
lipidowych w organizmie tego nicienia (Zhang i in., 2010; Klapper i in., 2011) a takze analizy
sktadu ttuszczoOw obojetnych zawartych w kroplach lipidowych u C. elegans (Zhang i in.,
2012; Vrablik i in., 2015).

Badaniem tluszczow zawartych w kroplach lipidowych objeto réwniez guzaki (Hunt i
Handoo, 2009). Zawarto$¢ ttuszczéw obojetnych oceniono u glodzonych osobnikow J2
Meloidogyne fallax Karssen, 1996 i M. chitwoodi po 6- i 12-tygodniowej inkubacji w
temperaturze 4°C, 10°C 1 20°C. Wyniki poréwnano z zawarto$cig lipidow u s$wiezo
wylegnietych osobnikow J2 (do 24 godzin od wylggu) tych gatunkow. W przypadku obu
gatunkow zawartos$¢ lipidéw byta najnizsza po 6 1 12-tygodniowej inkubacji w 20°C. Po 6
tygodniach inkubacji w temperaturze 4°C osobniki J2 M. chitwoodi mialy istotnie wyzsze
rezerwy lipidow niz osobniki M. fallax. W pozostatych wariantach eksperymentu temperatury
1 czasu inkubacji to osobniki J2 M. fallax mialy znaczaco wyzsza zawartos¢ lipidow niz
osobniki J2 M. chitwoodi. Ponadto wykazano, ze przezycie osobnikow J2 obu gatunkéow byto
pozytywnie skorelowane z zawartoscig lipidow w ich ciatach (Das i in., 2011).

Badania zawartosci lipidow przeprowadzono takze u M. exigua Goeldi, 1892 i M.
incognita. W tym celu gltodzone osobniki stadium J2 inkubowano w temperaturze 28°C przez
3, 6,91 12 dni. Zawartos$ci lipidow poréwnano do ich zawarto$ci u §wiezo wylegnietych
osobnikoéw J2 (do 24 godzin od wylegu). Wykazano, Zze wraz z uptywem czasu inkubacji
nastgpowata redukcja zawartos$ci lipidow w ciatach osobnikow J2 u obu badanych gatunkow.
Juz po 6 dniach inkubacji zawartos$¢ lipidow u osobnikow J2 M. incognita 1 M. exigua byta o
ponad 50% nizsza w poréwnaniu do ich pierwotnego poziomu. Po 12 dniach inkubacji
zawarto$¢ lipidow u J2 M. exigua spadta do 9%, a u J2 M. incognita byta nieznacznie wyzsza
1 wyniosta 11%. Wykazano takze korelacje miedzy zawartoscig lipidow u M. incognita a

infekcyjnoscia 1 reprodukcja tego gatunku. Wraz ze spadkiem ilosci lipidéw spadata zdolnos$¢
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osobnikdw J2 do infekcji korzeni pomidora. Najnizsza zdolno$¢ infekowania korzeni
posiadaty osobniki J2 M. incognita po 12 dniach glodzenia (Rocha i in., 2015).

W pracy Shivakumara i in. (2018) przedstawiono wyniki badan dotyczace zawartosci
lipidow u M. incognita. Przez 2, 4, 6, 8 1 10 dni gtodzone osobniki stadium J2 inkubowano w
temperaturze 28°C. Otrzymane wyniki porOwnywano z zawarto$cig lipidow mierzong u
$wiezo wylegnietych osobnikéw J2 (do 24 godzin od wylegu). Tak jak w powyzej opisanych
badaniach rowniez wykazano redukcje zawartosci lipidéw, ktéra wyniosta 60,3% po 2 dniach
inkubacji az do 23,5% po 10 dniach glodzenia osobnikéw J2. Badania wykazaty réwniez, ze
glodzenie osobnikow J2 wpltywato w pdzniejszym etapie rozwoju na obnizenie rozmnazania
tego nicienia na korzeniach baktazana (Solanum melongena L.). Po 0, 2, 4, 6, 8 i 10 dniach
glodzenia 500 osobnikow J2 wykorzystano do porazenia korzeni baktazana. Po 15 dniach od
infekcji na korzeniach obserwowano najwyzsza liczbe guzow w wariancie eksperymentu,
gdzie osobniki stadium J2 nie byly gtodzone (0 dni) a najnizszg gdzie osobniki J2 gtodzono

przez 10 dni (Shivakumara i in., 2018).
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2. Cel pracy
Glownym celem pracy bylo zbadanie reakcji nicienia M. hapla na zmiany temperatury

srodowiska zewnetrznego. Obejmowal on nast¢pujace cele szczegotowe:

I. Analiza wplywu wybranych temperatur i czasu inkubacji na ekspresje gendéw (na poziomie
transkrypcji) Mh-hsp90, Mh-hspl, Mh-hsp4, Mh-hsp6, Mh-hsp60, Mh-dnj19, Mh-hsp43 1 Mh-
hsp12.2 badanych w stadium jaja i stadium J2;

II. Zbadanie oddzialywania wybranych temperatur i czasu inkubacji na stadium jaja wyrazone
przez parametry stanu fizjologicznego (kondycji) (dlugosé, szerokos¢, masa ciata) mierzone u

wylegnietych z tych jaj osobnikéw stadium J2;
III. Zbadanie wptywu wybranych temperatur i czasu ekspozycji na parametry stanu
fizjologicznego (kondycji) osobnikéw stadium J2 poprzez zmierzenie dtugosci, szerokosci i

masy ciala oraz masy i powierzchni wybarwionych lipidow u tych organizméw;

IV. Zbadanie oddzialywania wybranych temperatur 1 czasu inkubacji na aktywno$¢ ruchowa

osobnikow stadium J2.

29



3. Materialy i metody
3.1. Material badawczy

Do badan wykorzystano osobniki M. hapla, pozyskane z korzeni marchwi zwyczajnej
(Daucus carota L.) pochodzacej z przemystowej uprawy z powiatu sieradzkiego (woj.
todzkie). Nicienie hodowano na roslinach pomidora (S. lycopersicum, odmiana Moneymaker),
ktora jest rosling modelowa w badaniach interakcji migedzy rosling zywicielem a nicieniami
pasozytami roslin z rodzaju Meloidogyne (Seid 1 in., 2015).

Nasiona roslin pomidora poddano kietkowaniu na wilgotnej bibule umieszczonej w
szalkach Petriego (@ 10cm) w ciemno$ci, w temperaturze 20°C. Skielkowane nasiona
przeniesiono do doniczek (@ 10cm), wypetnionych podtozem glebowym. Natepnie rosliny te
umieszczono w komorach fitotronowych, gdzie rosty w warunkach temperatury 20°C/18°C
(dzien/noc) 1 fotoperiodzie 16/8 godzin (dzien/noc) do czasu uzyskania od czterech do pieciu
lisci wlasciwych (BBCH 14-15 — skala wykorzystywana w panstwach UE do identyfikacji
fitofenologicznych faz wegetacji roslin uprawnych) (Hack i in., 1992). Po czym ro$liny
przesadzono do wazondéw wypelionych podtozem glebowym (1:1 zwirku 1 gleby do
produkcji warzyw), w ktorym znajdowaly si¢ nicienie w stadium J2, w liczbie 50 osobnikdéw
przypadajacych na 200 cm’ gleby. W czasie wegetacji rosliny podlewano oraz nawozono
komercyjnie dostepnym nawozem przeznaczonym do uprawy roslin warzywnych (N 3%, K
2%, Cu 70mg/L, Fe 400mg/L, Mn 170mg/L, Mo 20mg/L, Zn 150mg/L) zgodnie z zaleceniem
producenta. Hodowl¢ nicienia utrzymywano w komorach fitotronowych, w wazonach, w
temperaturze 20°C/18°C (dzien/noc) 1 fotoperiodzie 16/8 godzin (dzien/noc).

Po uptywie 60 dni korzenie roslin pomidora zostaly delikatnie wyjete z gleby 1
optukane woda. Z oczyszczonych korzeni mechanicznie pozyskiwano ztoza jajowe nicienia
(Ryc. 11), ktore zanurzone zostalty w wodzie, w szalkach Petriego (@ 3,5cm, wys. lcm).
Wykorzystujac mikroskop stereoskopowy (Leica M205 C) dokonano segregacji zt6z
jajowych oceniajac etap ich rozwoju w oparciu o wielko$¢ 1 zabarwienie. Ztoza jajowe na
wczesnym etapie rozwoju s3 mniejsze, biale 1 zawieraja jaja na etapie rozwoju embrionalnego
prowadzacego do powstania stadium J1. Dojrzale ztoza jajowe s3 wigksze, brazowe i
zawieraja jaja na roznych etapach rozwoju zarodka, rowniez stadia J1 oraz gotowe do
opuszczenia oston jajowych stadia J2 (De Luca i in., 2009; Evans i1 Perry, 2009; Diaz-
Manzano 1 in., 2016). Do badan stadium jaja wybierane byty biate ztoza jajowe na wczesnym
etapie rozwoju.

Osobniki stadium J2 pozyskiwano ze wszystkich z16z jajowych, zaréwno tych mniej

lub bardziej dojrzatych. W tym celu ztoza jajowe inkubowano w wodzie w szalkach Petriego
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w optymalnej temperaturze 20°C do czasu wyjscia osobnikow J2 z oston jajowych (Vrain i

Barker, 1978).

| Ryc. 11. Ztoze jajowe Meloidogyne
hapla na korzeniu pomidora (fot. L. Flis).

Do badan wykorzystano dwa stadia rozwojowe: stadium jaja (pojedyncze jaja lub jaja
zgromadzone w ztozu jajowym) i osobniki w drugim stadium rozwojowym (stadium J2). W
tych etapach rozwoju nicienie z rodzaju Meloidogyne wystepuja poza rosling zywicielska 1 sa
najbardziej narazone na bezposrednie dziatanie stresoréw $rodowiskowych (De Luca i in.,
2009). Obydwa stadia inkubowano w temperaturach 5°C, 10°C, 20°C, 30°C, 35°C i 40°C w
czasie: 1, 2, 8 1 24 godziny, natomiast tylko osobniki J2 inkubowano dodatkowo przez 336,
1008 1 1344 godziny. Za temperatury stresowe dla Meloidogyne uznano: 5°C — tzw. stres
zimna (cold stress) (Vrain i Barker, 1978; Charchar i Santo, 2001; Gulyas i Powell, 2022)
oraz 35°C i 40°C — tzw. stres goraca (heat stress) (Thomason i Lear, 1961; Kinloch i Allen,
1972; Treinin i1 in., 2003). Temperatury niestresowe to temperatury od 10°C do 30°C,
poniewaz ontogeneza tego gatunku nicienia przebiega w tych temperaturach normalnie, ale w
roznym tempie (Thomason i Lear, 1961; Inserra i in., 1983). Jako kontrole dla wszystkich
doswiadczen przyjeto temperaturg 20°C, uwazang za optymalng dla rozwoju M. hapla (Bird 1
Wallace, 1965; Kinloch i Allen, 1972) (Ryc. 12). Ekspozycj¢ nicieni na wymienione
temperatury prowadzono w inkubatorze (Shaking incubator, NB-205V). Wszystkie

do$wiadczenia przeprowadzane byly w trzech powtdrzeniach.
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5eC g8C 10°C_ 15°C  0=20°C 25°C 30°C  35°C  40°C

S5TRES

STRES
GORACA

ZIMNA TEMPERATURY NIESTRESOWE

Ryc. 12. Temperatury stresowe, niestresowe oraz optymalna temperatura rozwoju nicienia
Meloidogyne hapla (O — temperatura optymalna / kontrola) (wg Kinloch i Allen, 1972; Vrain i Barker,
1978; Vrain i in., 1978; Charchar i Santo, 2001) (rys. L. Flis).

3.2. Profilowanie ekspresji wybranych genow Asp
3.2.1. Inkubacja

Doswiadczenia wykonano w trzech powtdrzeniach wedlug zmodyfikowanej metodyki
De Luca i in. (2009). Oddzielnie w kazdej szalce Petriego (@ 3,5 cm, wys. 1 cm) w wodzie
destylowanej (4 ml) umieszczono 1 ztoze jajowe (stadium jaja) lub 200 $wiezo wylegnietych
osobnikow stadium J2 (do 24 godzin od wylggu). Szalki z kazdym z wymienionych stadidw
inkubowano w odpowiedniej temperaturze przez 1, 2, 8 1 24 godziny oraz osobniki J2
dodatkowo inkubowano przez 336, 1008 i 1344 godziny w temperaturach stresowych i
niestresowych (Tab. 2). Wartosci temperatur (5°C 1 30°C) i czas ich dziatania (1, 2, 8, 24
godziny) wybrano analogicznie do badan prowadzonych na M. artiellia przez De Luca i in.
(2009). Kontrola w tym doswiadczeniu byto stadium jaja oraz osobniki stadium J2
inkubowane w temperaturze 20°C. Po inkubacji nicienie niezwtocznie przenoszono do 800 pl
fenozolu 1 przechowywano w temperaturze -20°C w celu zabezpieczenia materiatu do izolacji
calkowitego RNA (zgodnie z protokolem zalaczonym do zestawu Total RNA Mini firmy
A&A Biotechnology).

Tabela 2. Temperatura i czas inkubacji stadium jaja i osobnikéw stadium J2.

Temperatura Llc?ba . Geny hsp
Stadium Czas powtorzen
rozwojowe inkubacji Stres zimna Temperatury niestresowe Stres goraca
(godzina) 5°C 10°C 20°C 30°C 35°C | 40°C
Proba badana Kontrola Proba badana Mh-hsp90
Stadium 1 + + + + + Mh-hsp1
jaja, 2 + + + + + + Mh-hsp4
stadium J2 8 T T T T T Mh-hsp6
I Mh-hsp60
24 + + + + + Mh-dnj19
. 336 + + + + + Mh-hsp43
Sta;l;um 1008 ¥ T + n + * Mh-hsp12.2
1344 + ¥ ¥ ¥ ¥

3.2.2. Izolacja calkowitego RNA
Caltkowity RNA izolowano z dwdch stadiow rozwojowych: jaj ze zloza jajowego 1 z

200 osobnikéw stadium J2 utrwalonych w 800 pl fenozolu i1 przechowywanych w
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temperaturze -20°C. RNA izolowano zmodyfikowang metoda fenolo-chloroformowa
(Chomczynski i Sacchi, 1987) z wykorzystaniem zestawu Total RNA Mini firmy A&A
Biotechnology. Izolacj¢ catkowitego RNA prowadzono w pomieszczeniu wolnym od
produktow PCR, z uzyciem jednorazowych, wolnych od DNaz i RNaz, koncowek do pipet z
filtrem 1 probowek. Wszystkie etapy doswiadczenia, poza tymi wymagajacymi ustalonej wg
protokotu temperatury, wykonywano w temperaturze ok. 4°C, umieszczajac probowki w
statywach chtodzacych.

Wszystkie etapy izolacji catkowitego RNA byly identyczne dla obydwu stadiow
rozwojowych. Ztoza jajowe i1 osobniki stadium J2 homogenizowano w homogenizatorze
(TissueLyser LT Qiagen) przez 5 minut (45 obrotow/s). Homogenat inkubowano przez 5
minut w temperaturze 50°C w inkubatorze (HLC Biotech). Do lizatéw dodawano po 200 pl
chloroformu i mieszano delikatnie probki przez kilkakrotne odwracanie probowek. Nastepnie
prébki pozostawiono na 3 minuty w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 10
minut przy 12 000 RPM (revolutions per minute, RPM). Uzyskang w trakcie wirowania faze
wodng (ok. 450 pl supernatantu) przenoszono do nowych 1,5 ml probowek eppendorfa, a
nastepnie dodawano po 250 pl alkoholu izopropylowego. Cato$¢ doktadnie mieszano i
nanoszono na minikolumny do izolacji RNA. Minikolumny wirowano przez 1 minut¢ przy 12
000 RPM, po czym przenoszono je do nowych probéwek. Do minikolumn dodawano po 700
pl roztworu phluczacego Al 1 wirowano przez 1 minut¢ przy 12 000 RPM. Minikolumny
wyjmowano z probowek, przesagcz wylewano i ponownie umieszczano w tych samych
probowkach. Nastgpnie powtdrnie ptukano mini kolumny, nanoszac 700 pl roztworu
pluczacego Al. Trzeci raz minikolumny plukano nanoszac po 200 pl roztworu Al.
Minikolumny przenoszono do nowych jalowych, wolnych od RNAz 1,5 ml probowek 1
eluowano RNA nanoszac 100 pl wody jatlowej. Minikolumny pozostawiano na 3 minuty w
temperaturze pokojowej, a nastgpnie wirowano przez 1 minut¢ przy 12 000 RPM.
Oczyszczone RNA znajdujace si¢ na dnie probowki przechowywano w temperaturze -80°C
do czasu dalszych analiz.

Stezenie i jako$¢ otrzymanego RNA mierzono za pomoca spektrofotometru NanoDrop
1000 (Spectrophotometer vs. 3.7, Thermo Scientific). Miarg stopnia czysto$ci kwasow
nukleinowych jest oznaczony stosunek absorbancji 260/230 oraz 260/280. Za progowe
wartosci czystosci RNA, przyjeto stosunki absorbancji wynoszace ok. 2,0 (Jin 1 in., 2015).
Integralno$¢ wydzielonego RNA (ocen¢ stopnia degradacji RNA) oceniano za pomocag

elektroforezy w 1% zelu agarozowym, wybarwionym odczynnikiem SimplySafe™ w 1%
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buforze TBE (wg protokolu Thermo Scientific RiboRuler High Range RNA Ladder 200 to
6000 bases, ready-to-use).

3.2.3. Synteza jednoniciowego cDNA

Otrzymane RNA oczyszczano ze $ladowych pozostatosci DNA oraz syntezowano
jednoniciowe komplementarne DNA (complementary DNA, cDNA) zgodnie z protokolem
zalaczonym do zestawu iScript™ gDNA Clear cDNA Synthesis Kit firmy Bio-Rad. Do 14 ul
RNA dodawano 0,5 pl roztworu DNazy I (iScript DNase) oraz 1,5 pl roztworu buforowego.
Tak przygotowang probke mieszano i odwirowano (short-spin). Mieszaning inkubowano
przez 5 minut w 25°C, a nastgpnie inkubowano przez 5 minut w 75°C w celu inaktywacji
DNazy I, po czym przenoszono na statyw chlodzacy w przypadku bezposredniej syntezy
cDNA, za§ w przypadku dluzszego przechowywania umieszczano probke w -80°C (Ryc. 13).

Do syntezy cDNA uzyto 16 ul traktowanego DNaza RNA o stezeniu 10 ng/ul oraz 4
ul gotowej mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: odwrotng transkryptaze iScript (Bio-Rad),
inhibitor RNaz, starter oligo(dT), wolne nukleotydy (dNTPs), jony magnezowe (Mg”") oraz
substancje stabilizujace polimeraze. Synteze prowadzono w nastepujacych etapach: reakcja
wstepna (priming) — 5 minut w 25°C, odwrotna transkrypcja (synteza cDNA) — 20 minut w
46°C, inaktywacja aktywnosci odwrotnej transkryptazy — 1 minuta w 95°C. Uzyskany cDNA
stosowany byl bezposrednio w reakcji qPCR lub przechowywany w -20°C (Ryc. 13).

Trawienie gDNA

Frerres

Dodanie enzymu odwrotnej
transkryptazy iScript do probek
RNA traktowanych DNazg

—

Mieszanina reakcyjna
zawierajgca DNaze | iScript i
roztwor buforowy DNazy | iScript

Dodanie mieszaniny reakcyjnej
DNazy | do probek
zawierajacych RNA

Ryc. 13. Schemat trawienia DNazg probek RNA i syntezy jednoniciowego cDNA (z katalogu 172-
5034 firmy Bio-Rad, zmodyfikowany).

3.2.4. Gen referencyjny

Poziom transkrypcji badanych gendéw hsp okreslany byt wzgledem genu
referencyjnego dehydrogenazy jablczanowej (malate dehydrogenase, Mdh) (Tab. 3). Wedtug
Wu i in. (2019) gen ten, sposrod 11 badanych, ulega ekspresji na najbardziej stalym poziomie

w zakresie temperatur od 4°C do 40°C. Doswiadczalnie wykazana stabilno$¢ ekspresji genu
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Mdh na dzialanie roznych temperatur na organizm M. hapla wskazuje, ze ten spetnia

wymagania genu referencyjnego.

Tabela 3. Sekwencje starteréw: S — sensowny, A — antysensowny, do amplifikacji genu referencyjnego
Mdh wykorzystane do badan ekspresji gendw szoku termicznego (wg Wu i in., 2019).

Nr sekwencji . s a3 Dlugosé Temperatura [°C] Temperatura [°C]
Gen GenBank Selowencja startera (5°-3’) produktu (pz) przylaczania starterow topnienia starterow
S:GAAAGCCAGGGATGACAC 58,8 60,8
Mdh | CA9ITO9LL [ GAAAAGCATTGGGACAG 100 55.9 58.1

3.2.5. Projektowanie starterow do genow hsp

Uzyte w reakcji qPCR startery do badanych genow Mh-hsp90, Mh-hspl, Mh-hsp4,
Mh-hsp6, Mh-hsp60, Mh-dnj19, Mh-hsp43 1 Mh-hsp12.2 zostaly zaprojektowane z
wykorzystaniem programu PRIMER3 vs.0.4.0 (Untergasser i in., 2012). Do projektowania
stosowano nastepujace parametry:
- optymalna dlugo$¢ starterow od 18 do 24 par zasad (pz),
- temperatura topnienia starteréw od 59 do 68°C (Thornton i Basu, 2011),
- lokalizacja starterow na r6znych eksonach (Ciesielska i1 Sikorski, 2008),

- dtugo$¢ produktu nie wigksza niz 300 pz (Ginzinger, 2002).

3.2.6. Ilosciowa lancuchowa reakcja polimerazy (qPCR)

Profil transkrypcji gendw hsp zostat okreslony przy zastosowaniu techniki ilosciowej
fancuchowej reakcji polimerazy (quantitative polymerase chain reaction, qPCR). Badania
ekspresji genow Asp prowadzono przy uzyciu zestawu odczynnikéw SsoAdvanced universal
SYBR Green supermix (Bio-Rad) dedykowanego dla termocyklera 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Zestaw zawiera barwnik fluorescencyjny SYBR Green I,
polimeraze fuzyjng Sso7d termostabilng (typu hot start), mieszaning trifosforanow
deoksyrybonukleotydow (dNTP: dATP, dTTP, dCTP, dGTP), MgCl,, wzmacniacze,
stabilizatory 1 pasywny barwnik referencyjny ROX.

Odczynniki przed uzyciem byly doktadnie wymieszane, odwirowane, aby zebrac
roztwory na dnie probowek, a nastepnie przechowywane w pojemniku chtodzacym
chronigcym przed $wiattem. Reakcje prowadzono w 20 pl. Najpierw przygotowywano
premiks sktadajacy si¢ z:

- 10 pl polimerazy SsoAdvanced universal SYBR Green supermix,
- 1,5 ul (250 nM) startera sensownego,

- 1,5 ul (250 nM) startera antysensownego,

- 5,5 pl H,O wolnej od nukleaz — na kazda probke.
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Premiks doktadnie mieszano i 18,5 pl mieszaniny dodawano do studzienek ptytki PCR.
Nastepnie do kazdej studzienki, zawierajacej prefiks, dodawano 1,5 pul cDNA. Uszczelniano
studzienki optycznie przezroczystg folig, a nastepnie wirowano przez 30 sekund (short-spin),
aby usung¢ pecherzyki powietrza z mieszaniny. Tak przygotowang plytke umieszczano w

termocyklerze 7500 Real Time PCR.

Profil termiczny reakcji:

- wstepna denaturacja przez 30 s w 95°C,

- 40 cykli obejmujacych: denaturacje w 95°C przez 15 s, przytaczanie starterow do matrycy
oraz wydtuzanie w 59°C przez 60 s.

Reakcje qPCR wykonano trzykrotnie jako powtorzenia biologiczne dla kazdego wariantu
eksperymentu temperatura/czas/stadium rozwojowe (Tab. 2).

Specyficzno$¢ przebiegu reakcji okreslano na podstawie temperatury topnienia
amplikonu (melting temperature, Tm). Bezposrednio po kazdej amplifikacji matryc cDNA,
analiza Tm wykonywana byla automatycznie przez oprogramowanie termocyklera 7500 Real-
Time PCR (Applied Biosystems, USA). Oprogramowanie generowato takze w czasie
rzeczywistym wykres fluorescencji oraz wykres ujemnej pierwszej pochodnej — oba w
zalezno$ci od aktualnej temperatury. Uzyskany profil topnienia porownywano z profilem Tm
uzyskanym podczas reakcji optymalizacji. Analiza Tm stuzyla, jako kontrola jakos$ciowa
amplifikowanych produktow, dlatego tez nie przeprowadzano elektroforezy w zelu

agarozowym dla produktow powstatych z matryc cDNA.

3.2.7. Obliczanie zmiany ekspresji badanych genow /Asp

Zmiany poziomu ekspresji gendw Mh-hsp90, Mh-hspl, Mh-hsp4, Mh-hsp6, Mh-
hsp60, Mh-dnj19, Mh-hsp43 1 Mh-hsp12.2 obliczano za pomoca metody porownawczej CT
(comparative CT method), nazywanej takze metoda podwoéjnej delty - AACT (Livak i
Schmittgen, 2001). Stosujac metod¢ poréwnawczg liczono zmiany poziomu ekspresji genow
hsp w probach badanych w poréwnaniu do kalibratora (proby kontrolnej). Jako prébe
kontrolng stosowano RNA wydzielony ze stadium jaja i osobnikéw stadium J2 M. hapla,
hodowanych w laboratorium w optymalnych dla tego gatunku warunkach w temperaturze
20°C. Proby badane to RNA pozyskane ze stadium jaja i osobnikow J2 inkubowanych w
okreslonych warunkach temperatury i czasu z wyjatkiem temperatury 20°C (Tab. 2).

Pierwszym etapem byto wyznaczenie cykli progowych (Ct) genéw badanych (gendéw

hsp) oraz genu referencyjnego (gen Mdh). Nastepnie, dla wszystkich prob, obliczone zostaly
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réznice migdzy warto$ciami Ct gendow badanych i genu referencyjnego (ACt) (Livak i
Schmittgen, 2001; Tyburski i in., 2008). Obliczenia prowadzono wedhug wzorow:

ACt (proba badana) = Ct genu badanego - Ct genu referencyjnego

ACt (kalibrator) = Ct genu badanego - Ct genu referencyjnego

AACt = ACt (proba badana) - ACt (kalibrator)

R = 2 - BACt

gdzie Ct — cykl progowy, a R — zmiana ekspresji genu. Jezeli uzyskano warto$¢ parametru R
= 1 oznacza to, ze poziom ekspresji genu w probie kalibracyjnej 1 nieznanej sg jednakowe.
Liczba < 1 wskazuje na wyzszy poziom ekspresji w probie kalibracyjnej, liczba > 1 wskazuje
na wyzsza ekspresje genu w probie badanej w poréwnaniu do proby kalibracyjnej (Ginzinger,
2002; Liu 1 Saint, 2002; Pfaftl, 2003; Bubner i Baldwin, 2004; Tyburski i in., 2008). Wartosci
uzyskane dla trzech niezaleznych préb badanych poréwnano z warto§ciami wyliczonymi dla
préb kontrolnych. Zastosowano w tym celu test #-Studenta przy uzyciu programu ,,Do my

gqPCR calculation” (Tournayre i in., 2019).

3.3. Wplyw temperatury na stadium jaja oraz na parametry stanu fizjologicznego
wylegnietych z tych jaj stadiow J2
Inkubacja

Dos$wiadczenie przeprowadzono wedlug zmodyfikowanej metody Rocha 1 in. (2015).
W kazdej z szalek Petriego (@ 3,5 cm, wys. 1 cm) w wodzie destylowanej (4 ml) zanurzono
10 jaj nicienia. Szalki z jajami inkubowano w temperaturach stresowych 1 niestresowych
przez 1, 2, 8 1 24 godziny. Nastepnie wszystkie szalki z jajami inkubowano w 20°C az do
wylegniecia si¢ osobnikow J2, ale nie dtuzej niz 25 dni, poniewaz wedlug Inserra i in. (1983)
rozwdj jaja do stadium J2 w temperaturze 20°C trwa do 25 dni. Swiezo wylegnicte osobniki
stadium J2 (do 24 godzin od wylegu) liczono, a nastgpnie zamknigto w statych preparatach
mikroskopowych. Kontrola w tym doswiadczeniu byto stadium jaja inkubowane w
temperaturze 20°C az do wyleggniecia si¢ osobnikow J2 (Tab. 4). Doswiadczenie wykonano w

trzech powtorzeniach.

Tabela 4. Temperatura i czas inkubacji stadium jaja.

Stadium Czas inkubacji Temperatura Liczba
(godzina) Stres zimna Temperatury niestresowe Stres goraca powtorzen
L 1
103 2 . . 20°C . . .
5°C 10°C 30°C 35°C 40°C I
8 kontrola
24
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Wykonanie statych preparatow mikroskopowych

Przy uzyciu stempla na mikroskopowych szkietkach podstawowych (wymiary 2,5 x
7,5 cm) wykonano pierscienie parafinowe (@ 1,5) stosujac parafing techniczng. Wewnatrz
pierscienia parafinowego, w kropli wody destylowanej, umieszczono wylegnigte osobniki
stadium J2 M. hapla. Nastepnie na pierscieniu parafinowym utozono mikroskopowe szkietko
nakrywkowe (wymiary 22 mm x 22 mm) i calo$¢ podgrzano na ptycie (HTS-1003) rozgrzanej
do temperatury 65°C w celu rozpuszczenia parafiny. Rozpuszczona parafina scala szkietko
nakrywkowe ze szkielkiem podstawowym 1 zamyka wewnatrz preparatu nicienie,
zabezpieczajac je przed wyschnigciem 1 umozliwiajac wykonanie pomiardw z

wykorzystaniem mikroskopu badawczego.

Pomiary — dlugosé, szerokos¢ i masa ciata

Pomiary wykonano przy pomocy mikroskopu badawczego Leica DM 5000 B z
zainstalowanym oprogramowaniem Leica Application Suite Version 3.7. U osobnikow
stadium J2 zamknigtych w stalych preparatach (n=10, dla kazdego do$wiadczenia)
przeprowadzono pomiary parametrow stanu fizjologicznego (kondycji) tzn. pomiary dlugosci
1 szerokosci ciata. W celu uzyskania porownywalnych wynikow szeroko$¢ ciata zmierzona
zostala w najszerszym miejscu w potowie dlugosci ciala nicienia. W oparciu o uzyskane dane
wyliczono masg ciata dla kazdego osobnika stadium J2 przy zastosowaniu zmodyfikowanego

wzoru Andréassy’ego (1956):

BM =) ((Li x W7)/(1.6 x 10%) /n

i=l

gdzie: BM — masa ciata (ug), W — szeroko$¢ ciata w najszerszym miejscu (um), L — dtugosé
ciala (um), 1.6 — stala, 10° — wspotczynnik do przeksztatcenia pm’ na pg, n — liczba nicieni, a

i — indeks sumowania (Rocha 1 in., 2015).

3.4. Wplyw temperatury na parametry stanu fizjologicznego osobnikow stadium J2
Inkubacja

Doswiadczenie przeprowadzono wedlug zmodyfikowanej metody Rocha 1 in. (2015).
W kazdej z szalek Petriego (@ 3,5 cm, wys. 1 cm) w wodzie destylowanej (4 ml) zanurzono

10 swiezo wylegnietych osobnikéw stadium J2 (do 24 godzin od wylggu). Szalki inkubowano
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w temperaturach stresowych i niestresowych przez okres od 1 do 1344 godzin (Tab. 5).
Kontrolag w tym do$wiadczeniu byly osobniki stadium J2 inkubowane w temperaturze 20°C.
Po uplywie zaplanowanego czasu inkubacji osobniki J2 poddano barwieniu czerwienig oleista
w celu oznaczenia ilosci substancji zapasowych. Doswiadczenie wykonano w trzech

powtdrzeniach.

Tabela 5. Temperatura i czas inkubacji osobnikéw stadium J2.

Stadium Czas inkubacji Temperatura Liczba
(godzina) Stres zimna Temperatury niestresowe Stres goraca powtorzen
1
2
10 8
1, L 0,
osobnikéw 24 5°C 10°C 20°C 30°C | 35°C | 40°C 1
stadium 336 kontrola
2 1008
1344

Barwienie czerwieniq oleistg

Barwienie lipidow w ciele osobnikow stadium J2, zgromadzonych w kroplach
lipidowych, wykonano stosujac zmodyfikowang metode Croll (1972). Do barwienia lipidow
uzyto nasyconego roztworu czerwieni oleistej (oil red O, wzor chemiczny CycH4N4O), czyli
barwnika rozpuszczalnego w lipidach, odpowiedniego do barwienia histochemicznego
thuszczow obojetnych 1 estrow cholesterolu (Pearse, 1968; Kruth, 1984; Fowler i Greenspan,
1985). Roztwoér barwigcy wykonano przez dodanie 3 g czerwieni oleistej w postaci proszku
do 100 ml 96% alkoholu etylowego i1 mieszano az do uzyskania jednolitej zawiesiny.
Uzyskany roztwor przesaczono przez filtr strzykawkowy (membrana 0,22 um), uzyskujac
gotowy do uzycia roztwor barwigcy (Croll, 1972). W celu wybarwienia nicieni uprzednio
poddanych ekspozycji na rézne warunki temperatury i czasu (patrz Tab. 5) osobniki stadium
J2 umieszczono w bloku barwigcym (barwiaczu) w kropli wody, do ktorej dodano 150 pl
roztworu barwigcego. Blok barwigcy przykryto szklang przykrywka i umieszczano w
cieplarce i inkubowano w 60°C przez 20 min. Po tym czasie nicienie wyjeto z cieplarki i
ptukano woda destylowang na sicie o $rednicy oczek 40 um do czasu wyplukania barwnika z
zewnetrznych  czgsci  ciala nicieni. Nicienie zamknigto w stalych preparatach

mikroskopowych wykonanych zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.3.

Pomiary — powierzchnia wybarwionych lipidow (%)
Obserwacje wybarwionych na czerwono lipidow u osobnikéw stadium J2 M. hapla
przeprowadzono za pomocg mikroskopu badawczego Leica DM 5000 B z kontrastem

fazowym Nomarskiego, przy uzyciu oprogramowania Leica Application Suite Version 3.7. W
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zachowaniu spojnosci uzyskanych pomiarow w mikroskopie stosowano stale ustawienia
natezenia $wiatla, kondensora, filtrow 1 przestony. Analiz¢ obrazu przeprowadzono za
pomoca programu LAS Archive Basic w celu okre$lenia powierzchni (nm?) ciata nicieni oraz
powierzchni wybarwionych kropli lipidowych wyrazonych w pm?®. Obliczono procentowy
stosunek powierzchni wybarwionych kropli lipidowych do catkowitej powierzchni ciata
(100%) dla kazdego badanego osobnika stadium J2 (powierzchnia wybarwionych lipidow
(%)). Dodatkowo, do kazdego wariantu eksperymentu temperatury i czasu, wykonano

fotografie pogladowe przedstawiajace wybarwione lipidy w ciele osobnikow stadium J2.

Pomiary — dlugos¢, szerokosé, masa ciata
Podczas wykonywania pomiaréw wybarwionych lipidow wykonano takze pomiary
dlugos$ci 1 szerokos$ci ciata osobnikow stadium J2 oraz obliczano mas¢ ciata tych nicieni.

Obliczenia wykonano metodyke opisang w rozdziale 3.3.

Pomiary — masa lipidow
Po obliczeniu masy ciala i powierzchni wybarwionych lipidow (%), zajmujacej cialo
osobnikéw J2, obliczono masg¢ lipidow tych samych okazéw. Mase lipidow dla kazdego

osobnika J2 wyliczono stosujac zmodyfikowany wzor Andrassy’ego (1956):

BML = Y "((L; x W?)/(1.6 x 10°) x NL;/n

i=l1

gdzie: BML — masa lipidow (ug), W — szeroko$¢ ciata w najszerszym miejscu (um), L —
dtugo$é ciata (um), 1,6 — stata, 10® — wspotczynnik do przeksztalcenia pm® na pg, NL —
powierzchnia wybarwionych lipidow (%), n — liczba nicieni, a i — indeks sumowania (Rocha 1

in., 2015).

3.5. Wplyw temperatury na aktywnos¢ ruchowg osobnikow stadium J2
Inkubacja

Badanie aktywnos$ci ruchowej osobnikow stadium J2 M. hapla przeprowadzono
wedlug zmodyfikowanej metody opisanej przez Morris 1 in. (2011). Doswiadczenie
przeprowadzono w szalkach Petriego (0 3,5 cm, wys. 1 cm) z woda destylowang (4 ml). W

kazdej z szalek zanurzono 10 $wiezo wylggnietych osobnikéw stadium J2 (do 24 godzin od
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wylegu). Szalki z nicieniami inkubowano w temperaturach stresowych i niestresowych (Tab.
6). Kontrola w tym dos$wiadczeniu bylo stadium J2 inkubowane w temperaturze 20°C.

Doswiadczenia wykonano w trzech powtorzeniach.

Tabela 6. Temperatura i czas inkubacji osobnikéw stadium J2.

Czas inkubacji Temperatura Liczba
Stadium .
(godzina) Stres zimna Temperatury niestresowe Stres goraca powtérzen
10 1 I
osobnikow 2 o 5 20°C 30°C 35°C 40°C
stadium 8 s°C 10°¢ kontrola
J2 24

Pomiary — aktywnos¢ ruchowa

Niezwlocznie po zakonczeniu inkubacji przeprowadzono obserwacje aktywnos$ci
ruchowej osobnikéw stadium J2 przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego (Leica M205 C,
40%) wyposazonego w zrddlo zimnego $wiatla. Zastosowanie zimnego $wiatla nie wptyneto
na zmiang¢ temperatury obserwowanych nicieni. Za miar¢ aktywnos$ci ruchowej osobnikoéw J2
uznano liczbg ruchéw glowy odnotowanych w czasie 5 minut (L./5min.). Za ruch glowy
przyjeto moment, w ktérym glowa osobnika J2 utozona jest pod katem >90° wzgledem osi
ciata w dowolnym kierunku np. odchylenie w lewo od osi ciala uznawane jest za jeden ruch
glowy natomiast przesuni¢cie z pozycji odchylonej w lewa strong¢ do pozycji zbieznej z osia

ciatla uznawane jest za drugi ruch gtowy (Ryc. 14).

0§ ciala

Ryc. 14. Osobnik stadium J2 Meloidogyne hapla —
ruch glowy w lewg strong (wg metodyki Morris i in.
2011, rys. L. Flis).
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3.6. Analiza danych
Dane byly modelowane z uzyciem uogélnionych modeli liniowych (generalized linear
models, GLM) z gaussowskim (normalnym) rozktadem btedu (Biecek, 2013). W ramach
wstepnej, eksploracyjnej analizy danych sprawdzano rowniez zasadnos$¢ stosowania bledow
opisanych rozktadem Poissona i ujemnym rozktadem dwumianowym. Wynika z tego, iz we
wszystkich przypadkach rozktady gaussowskie dawatly lepsze dopasowania niz sprawdzane
rozktady alternatywne. Wszystkie obliczenia wykonano w $srodowisku obliczeniowym R (R
Core Team, 2022). W zalezno$ci od eksperymentu zmiennymi zaleznymi byly odpowiednio:
= zmiana poziomu ekspresji gendw szoku termicznego, badana w stadium jaja oraz u
osobnikow stadium J2. Analizowane byly réznice w poziomie ekspresji, w wyniku
dzialania r6znych temperatur i czasow inkubacji, nastepujacych genoéw Mh-hsp90,
Mh-hspl, Mh-hsp4, Mh-hsp6, Mh-hsp60, Mh-dnj19, Mh-hsp43 1 Mh-hsp12.2;
= parametry stanu fizjologicznego (kondycji), czyli dlugosé, szeroko$¢ i masa ciatla,
mierzone u osobnikéw J2, ktore wylegly si¢ z jaj, uprzednio poddanych inkubacji w
réznych temperaturach i czasie;
= parametry stanu fizjologicznego (kondycji), czyli dtugos¢, szeroko$¢, masa ciata, masa
1 powierzchnia wybarwionych lipidow mierzone u osobnikow J2 po inkubacji w
réznych temperaturach 1 czasie;
= aktywno$¢ ruchowa osobnikow J2, wyrazona liczbg ruchow glowy tego nicienia
obserwowanych w jednostce czasu po inkubacji w roznych temperaturach i czasie.
Wiodacymi predyktorami we wszystkich modelach byla temperatura oraz czas
inkubacji. Obie zmienne byty traktowane, jako zmienne kategoryczne (factors) przybierajace
warto$ci temperatur 5°C, 10°C, 20°C (kontrola), 30°C, 35°C 1 40°C oraz czasu inkubacji 1, 2,
8 1 24 godzin, a w czgéci eksperymentow takze 336, 1008 i1 1344 godzin. Poziomem
referencyjnym byta temperatura 20°C, a dla czasu inkubacji 1 godzina. W cze¢$ci analiz poza
temperaturg 1 czasem inkubacji dodatkowo uwzgledniono réwniez dlugos¢ 1 szerokos¢ ciata
osobnika stadium J2, wzglednie jego mase, jako potencjalne zmienne zaburzajace, ktorych
efekt nalezalo kontrolowaé oceniajac wptyw temperatury i czasu inkubacji. Masa osobnika
byta wyliczana z jego dlugosci i szerokosci, dlatego byta ona traktowana jako predyktor
alternatywny do obu wymiardéw liniowych, nie pojawiajac si¢ w modelach, w ktorych one
wystepowaty. Dhugos¢, szeroko$¢ 1 masa ciata osobnikow J2 byly analizowane, jako zmienne
ciggte. Podobnie przy modelowaniu powierzchni wybarwionych lipidéw, gdzie jako zmienne
objasniajace wykorzystano m.in. dlugos¢, szerokos¢ lub mase ciata osobnika stadium J2.

Natomiast przy modelowaniu masy lipidow wsrod predyktoréw nie uwzgledniono masy
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osobnika stadium J2 wzglednie jego dlugosci i szerokosci ciala, gdyz zmienne te postuzyly
wczesniej do obliczania masy lipidow.

W kazdym przypadku, do opisu roznic warto$ci zmiennej zaleznej generowanych byto
od 4 do 14 alternatywnych modeli, roznigcych si¢ zestawem zmiennych objasniajacych. Obok
modeli, w ktérych predyktory byty dopasowywane jako czynniki oddziatujace addytywnie na
zmienng zalezng, analizowane tez byly modele, w ktérych zmienne objasniajace oddziatywaty
w sposOb interaktywny. Modele z interakcjg predyktoréw obejmowaty gltownie (choé
niewytacznie) interakcje drugiego stopnia, z uwagi na problemy z klarowng interpretacja
interakcji wyzszego stopnia.

Wybdr modelu najlepiej dopasowanego do danych odbywat si¢ z uzyciem procedury
tzw. selekcji modeli (model selection; Burnham i1 Anderson, 2002) w ramach, ktorej
dopasowanie modeli bytlo oceniane w oparciu o kryteria z zakresu teorii informacji.
Wiodacym kryterium oceny modelu byla warto§¢ tzw. kryterium Akaikego w wersji
dostosowanej do niewielkich zbiorow danych (AICc), za$ kryterium uzupetiajace stanowita
waga modelu (czyli prawdopodobienstwo, iz dany model jest najlepiej dopasowanym
modelem w analizowanym zestawie). Za model najlepiej dopasowany do danych sposrod
analizowanego zestawu modeli uwazany byl ten z najnizsza wartoScig AICc (McCarthy,
2015; Murray 1 in., 2020). W ramach poszczegdlnych analiz, wykonanych na potrzeby
niniejszej pracy, z reguly jeden model byt ewidentnie lepiej dopasowany, niz pozostate
analizowane (tj. jego waga byla bliska 1), nie zachodzita wigc potrzeba usredniania modeli o
podobnym stopniu dopasowania. Zapis ,,(A+B)"2” w modelach oznacza wszystkie interakcje
drugiego stopnia pomi¢dzy predyktorami A 1 B.

Oszacowania wielko$ci efektow poszczegdlnych zmiennych (predyktorow) w
najlepiej dopasowanym modelu byly uzyskiwane z uzyciem pakietu ,effects” (Fox i
Weisberg, 2019). Ponadto do obliczen i wizualizacji wynikow wykorzystano réwniez pakiety

z biblioteki ,.tidyverse” (Wickham i in., 2019).
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4. Wyniki
4.1. Profilowanie ekspresji wybranych genow Asp
4.1.1. Identyfikacja genow hsp w genomie Meloidogyne hapla

Dostepnos¢ zsekwencjonowanych genomow C. elegans 1 M. hapla umozliwia
poszukiwanie genéw poprzez poréwnywanie ich sekwencji. W tym celu uzyto bazy
WormBase ParaSite (wersja WBPS16 (WS279)) https://parasite.wormbase.org/index.html,
ktora zawiera sekwencje genomowe, umozliwia przegladanie genomu, potautomatyczng
annotacj¢ 1 poréwnywanie sekwencji. Na podstawie sekwencji gendéw biatek szoku

termicznego C. elegans zidentyfikowano ortologi tych genéw w genomie M. hapla (Tab. 7).

Tabela 7. Geny szoku termicznego zidentyfikowane w genomie Meloidogyne hapla.

bgl(l):lf lllfslp Nazwa genu (n;?ctil;?ﬁe: Numer genu w bazie WormBase Parasite Lokalizacja genu
Hsp90 hsp90 C. elegans WBGene00000915 V:14684918-14688545
Mh-hsp90 M. hapla MhA1 Contig1972.frz3.gene3 Contig 1972: 4732-7425
Hsp70 hspl C. elegans WBGene00002005 IV: 17278959-17281330
Mh-hspl M. hapla MhA1 Contigl13.frz3.gene45 Contig 113: 79493-86067
Hsp70 hsp4 C. elegans WBGene00002008 1I: 7350112-7352645
Mh-hsp4 M. hapla MhA1 Contig30.frz3.fgenel Contig 30: 4430-7369
Hsp70 hsp6 C. elegans WBGene00002010 V:4824124-4826760
Mh-hsp6 M. hapla MhA1 Contig349.frz3.gene2 Contig 349: 1610-3014
Hsp60 hsp60 C. elegans WBGene00002025 III: 1619742-1625803
Mh-hsp60 M. hapla MhA1 Contig737.frz3.gene23 Contig 737: 48523-50607
Hspd0 dnj-19 C. elegans WBGene00001037 V:5503033-5504857
Mh-dnj19 M. hapla MhA1 Contig579.frz3.gene6 Contig 579: 18539-19790
sHsps hsp43 C. elegans WBGene00002024 X:6233145-6236386
Mh-hsp43 M. hapla MhA1 Contig30.frz3.genel8 Contig 30: 50262-54876
sHsps hspl12.2 C. elegans WBGene00002011 111:8138090-8139645
Mh-hsp12.2 M. hapla MhA1 Contig609.frz3.genel8 Contig 609: 43098-43583

4.1.2. Startery do badania ekspresji genow hsp

W oparciu o sekwencje cDNA genow hsp M. hapla zaprojektowano startery
zlokalizowane na roznych sekwencjach kodujacych (eksonach) analizowanych genow.
Sekwencje nukleotydowe zaprojektowanych starterow, temperatury ich przytaczania i

dhugosci produktow amplifikacji podano w Tabeli 8.
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Tabela 8. Sekwencje starterow do amplifikacji genow szoku termicznego. S — starter sensowny, A —
starter antysensowny.

Dlugosé Temperatura

Gen Numevrvsekwencjl genu W bazie Pozycja Sekwencja startera (5°-3°) produktu °Cl .

ormBase ParaSite ®2) przylaczania

p starterow
1391-1412 [S: TCTCTGATGATGAGGCTGAAGA 60.1

Mh-hsp90 MhA1 Contigl972.frz3.gene3 130 —————
1553-1572 |A: TCACCGTCCTTCTTGTCCTT 59,7
1410-1431 [S: ACTCATCTTGGTGGTGAAGATT 57,4

Mh-hspl MhA1_Contigl 13.frz3.gene45 200 ———(———
1671-1694 |A: TCAATGCCATCAAAGAGAGAATCA 58,5
Mh-hsp4 MhA1_Contig30.frz3.fgenel 1866-1885 |S: GAAGGAGAACGCCCAATGAC 158 58,9
2046-2065 |A: CCAGTTCCTTTGTCTTCGGC 59.1
Mh-hsp6 MhA1_Contig349.fz3.gene2 15-34  [S: TCGTCCATCTTTCAACCGTT 226 58,1
310-332  [A: AACAGATTGTCTAATTGCTGGAG 57,5
Mh-hsp60 | MhA1 Contig737.fiz3.gene23 | 909-929  [S: TTCCTGCTCTTGAATTGGCT 218 38,1
1250-1269 |A: AATTGTGACTTCATCCGCCT 58,2
Mh-dnj19 | MhAI_Contigs79.frz3.genc6 | 983-1002 |S: TGTGAACATTGCAGTGGTGG 185 >8,0
1191-1210 |A: TCTCCAGGCTCAATTCCAGG 59,1
Mi-hspd3 | MhAL Contig30.frz3.gencl8 | 4156-4178 [S: CGTAGAGAAGAATTCCGTGAAGA 138 38,7
4407-4425 |A: TTCAGAGCGGTGACTTCCA 59,2
Mh-hsp122 | MhA1 Contig609.fiz3.genel8 | 709-728 [S: GCCCCTTCAACACACAGATG 156 39,1
888-907 |A: TACCCTTTCGTGGCTCATGA 58,7

4.1.3. Profilowanie ekspresji wybranych genéw Asp w stadium jaja
4.1.3.1. Ekspresja genu Mh-hsp90

W doswiadczeniu dotyczacym genu Mh-hsp90 wykazano réznice w poziomie jego
ekspresji badanej w stadium jaja M. hapla w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji
(Ryc. 15). Selekcja modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 9 jako
najlepiej dopasowany do danych objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp90
badanej w stadium jaja. Model ten zaktadat faczne, interaktywne oddziatywanie temperatury 1
czasu inkubacji na ekspresje genu Mh-hsp90. Oszacowania parametrow modelu optymalnego

przedstawiono w Tabeli 1Z.

Tabela 9. Selekcja modeli GLM objasniajagcych rdznice w poziomie ekspresji genu Mh-Asp90 w
stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), wartos¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych préb (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICc A AICc df waga
1 Mh-hsp90 ~ temper?tura + czas inkubacji 153 108.8 0.0 15 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hsp90 ~ temperatura -69,4 154,6 45,7 7 <0,001
3 | Mh-hsp90 ~ temperatura + czas inkubacji -68,0 159,7 50,8 10 <0,001
4 | Mh-hsp90 ~ czas inkubacji -113,8 238,4 129,6 5 <0,001
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Inkubacja w czasie od 1 do 8 godzin w temperaturze 35°C wywolala stres goraca w
stadium jaja M. hapla 1 doprowadzita do statystycznie istotnej zmiany ekspresji genu Mh-
hsp90 w porownaniu do ekspresji tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C. Ekspresja w
35°C wzrosta istotnie po 1(4,32 = 0,21 R) godzinie i osiggneta maksimum po 2 (4,96 + 0,21
R) godzinach inkubacji. Dhuzsza inkubacja prowadzila do zmniejszenia ekspresji po 8 (3,38 +
0,21 R) 1 24 (1,89 £ 0,21 R) godzinach inkubacji w temperaturze 35°C. Wzrost temperatury
inkubacji do 40°C nie zwigkszyl ekspresji tego genu. Przy dluzszej inkubacji (po 24h)
ekspresja rosta proporcjonalnie do wzrostu temperatury i osiggneta maksimum przy 40°C.

Inkubacja w temperaturach 5°C, 10°C i 30°C nie wptywala istotnie na ekspresje genu (Tab.
27, Ryc. 15).

1h 2h gh 24h

i
1

Ekspresja genu Mh-hsp80[R]

[

10 20 30 35 40 5 10 20 30 35 40 5 10 20 30 35 40
Temperatura ["C]

10 20 30 35 40

[

Ryc. 15. Zaleznos¢ ekspresji genu Mh-hsp90 w stadium jaja Meloidogyne hapla od temperatury i
czasu inkubacji (h — godzina, poszczegolne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 9, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%

przedziat ufnosci tego oszacowania.
4.1.3.2. Ekspresja genu Mh-hspl

Badanie genu Mh-hspl w stadium jaja M. hapla wykazato zalezno$¢ pomiedzy jego
ekspresja a temperaturg 1 czasem inkubacji (Ryc. 16). Selekcja modeli z uzyciem kryterium
AlICc wskazala model 1 z Tabeli 10 jako najlepiej dopasowany do danych objasniajacych

réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl badanej w stadium jaja. Model ten zaktadat
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faczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i czasu inkubacji na ekspresje genu Mh-

hspl. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w Tabeli 3Z.

Tabela 10. Selekcja modeli GLM objasniajacych roéznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl w
stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), wartos$¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICce A AlICc df waga
1 Mh-hspl ~ temperatura + czas inkubacji 211 36.0 0.0 25 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hspl ~ temperatura -24.6 65,0 29,1 7 <0,001
3 Mh-hspl ~ temperatura + czas inkubacji -24.4 72,5 36,5 10 <0,001
4 Mh-hspl ~ czas inkubacji -112,1 235,1 199,2 5 <0,001

Najwyzszy statystycznie istotny poziom ekspresji genu Mh-hspl badany w stadium
jaja M. hapla, wykazano w temperaturze 35°C po 1 (4,40 £ 0,13 R) godzinie inkubacji w
poréwnaniu do ekspresji tego genu badanej w temperaturze kontrolnej 20°C. W wyniku
dzialania stresu goraca wywolanego przez temperature 35°C rowniez w pozostatych czasach
inkubacji odnotowano wysoki poziom ekspresji tego genu. Zauwazalna byla zaleznos$¢,
wedtug ktérej wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji w temperaturze 35°C poziom ekspresji
genu Mh-hspl spadat. W temperaturze 30°C po 24 godzinach inkubacji odnotowano
statystycznie istotny wzrost ekspresji genu Mh-hspl. Najnizszy, prawie czterokrotnie nizszy
w porownaniu do najwyzszej wartosci, statystycznie istotny poziom ekspresji genu Mh-hspl
obserwowano w temperaturze 5°C po 1 (0,47 = 0,13 R) godzinie inkubacji. W pozostatych
wariantach do$wiadczenia temperatury i czasu inkubacji ekspresja genu Mh-hspl byla

zblizona do poziomu jego ekspresji w temperaturze kontrolnej 20°C (Tab. 4Z, Ryc. 16).
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Ryc. 16. Zalezno$¢ ekspresji genu Mh-hspl w stadium jaja Meloidogyne hapla od temperatury i czasu
inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 10, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczajg 95%
przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.1.3.3. Ekspresja genu Mh-hsp4

W doswiadczeniu dotyczacym genu Mh-hsp4 badanego w stadium jaja M. hapla
wykazano réznice w poziomie jego ekspresji w zaleznosci od temperatury 1 czasu inkubacji
(Ryc. 17). Selekcja modeli z uzyciem kryterium AICc wskazala model 1 z Tabeli 11 jako
najlepiej dopasowany do danych objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp4
badanej w stadium jaja. Model ten zaktadat taczne, interaktywne oddzialywanie temperatury i
czasu inkubacji na ekspresje genu Mh-hsp4. Oszacowania parametrow modelu optymalnego

przedstawiono w Tabeli 5Z.

Tabela 11. Selekcja modeli GLM objasniajacych roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp4d w
stadium jaja Meloidogyne hapla w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), wartos¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice warto$ci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlICce A AICce df waga

1 Mh-hsp4 ~ tempera‘Fura + czas inkubacji 34,7 8.8 0.0 25 0.9965
+ temperatura:czas inkubacji

2 Mh-hsp4 ~ temperatura + czas inkubacji 1,7 20,1 11,3 10 0,0034

3 Mh-hsp4 ~ temperatura -5,5 26,8 18,0 7 <0,001

4 Mh-hsp4 ~ czas inkubacji -25.9 62,6 53,9 5 <0,001
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Wykonane do$wiadczenie wykazalo, ze temperatura 35°C po 2 (2,02 £ 0,11 R)
godzinach inkubacji wywolata stres gorgca w stadium jaja M. hapla, ktéry spowodowat
najwyzszy istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji genu Mh-hsp4. Istotny statystycznie
wzrost ekspresji wykazano takze w temperaturze 35°C po 24 godzinach inkubacji, a takze w
40°C po 1 i 24 godzinach inkubacji. Ponad dwukrotnie nizszy w porownaniu do najwyzszej
warto$ci, najnizszy poziom ekspresji genu Mh-hsp4 odnotowano w temperaturze 10°C po 24
(0,63 £ 0,11 R) godzinach inkubacji. Wartosci ekspresji genu Mh-hsp4 w pozostatych
wariantach (temperatura/czas inkubacji) byly zblizone do poziomu jego ekspresji w

temperaturze kontrolnej 20°C (Tab. 6Z, Ryc. 17).
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Ryc. 17. Zaleznos¢ ekspresji genu Mh-hsp4 w stadium jaja Meloidogyne hapla od temperatury i czasu
inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 11, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufno$ci tego oszacowania.

4.1.3.4. Ekspresja genu Mh-hsp6

W tym doswiadczeniu wykazano zalezno$¢ pomiedzy temperaturg 1 czasem inkubacji
a ekspresja genu Mh-hsp6 badang w stadium jaja M. hapla (Ryc. 18). Selekcja modeli z
uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 12 jako najlepiej dopasowany do danych

objasniajacych roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp6 badanej w stadium jaja. Model
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ten zaktadatl taczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i czasu inkubacji na ekspresje

genu Mh-hsp6. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w Tabeli 7Z.

Tabela 12. Selekcja modeli GLM objasniajacych roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp6 w
stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), wartos¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wagg Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICc A AICc df waga
1 Mh-hsp6 ~ temperatura + czas inkubacji 69 1 60.0 0.0 25 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hsp6 ~ temperatura + czas inkubacji -26.3 76.2 136.2 10 <0.001
3 Mh-hsp6 ~ temperatura -40.0 95.7 155.7 7 <0.001
4 Mh-hsp6 ~ czas inkubacji -64.4 139.7 199.7 5 <0.001

W wyniku zaistniatego stresu goraca w przeprowadzonym doswiadczeniu najwyzszy
istotny statystycznie poziom ekspresji genu Mh-hsp6 badany w stadium jaja M. hapla
wykazano w temperaturze 35°C po 1 (3,29 + 0,07 R) godzinie inkubacji. Statystycznie istotny
wzrost ekspresji w poréwnaniu do ekspresji tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C
wykazano takze w temperaturze 35°C po 2 i 8 godzinach inkubacji, a takze w 40°C po 1, 2 i
24 godzinach inkubacji. Najnizszy istotny statystycznie poziom ekspresji genu Mh-hsp6
wykazano w temperaturze 10°C po 24 (0,11 + 0,07 R) godzinach inkubacji. ROwniez nizszy
poziom ekspresji genu Mh-hsp6 w pordwnaniu do ekspresji tego genu w temperaturze
kontrolnej wystepowal w 10°C w pozostatych czasach inkubacji oraz w 30°C 1 35°C po 24
godzinach inkubacji. Dla ekspresji genu Mh-hsp6 w temperaturze 10°C widoczna byla
zalezno$¢. Zgodnie z tg zalezno$cig ekspresja tego genu w temperaturze 10°C spadata wraz z
wydtuzaniem czasu inkubacji. W pozostatych wariantach eksperymentu (temperatura/czas
inkubacji) ekspresja tego genu byla zblizona do poziomu jego ekspresji w temperaturze

kontrolnej 20°C (Tab. 8Z, Ryc. 18).
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Ryc. 18. Zaleznos¢ ekspresji genu Mh-hsp6 w stadium jaja Meloidogyne hapla od temperatury i czasu

inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono

usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach

selekcji modeli (Tab. 12, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufno$ci tego oszacowania.

4.1.3.5. Ekspresja genu Mh-hsp60

Badanie genu Mh-hsp60 w stadium jaja M. hapla wykazato rdéznice w poziomie jego
ekspresji w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji (Ryc. 19). Selekcja modeli z uzyciem
kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 13 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp60 badanej w stadium jaja. Model
ten zakladat taczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i czasu inkubacji na ekspresje

genu Mh-hsp60. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w Tabeli 9Z.

Tabela 13. Selekcja modeli GLM objasniajacych roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp60 w
stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), wartosé
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych préb (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICc A AICc df waga

1 Mh-hsp60 ~ temper.atura + czas inkubacji 337 10,9 0.0 15 0.9935
+ temperatura:czas inkubacji

2 Mh-hsp60 ~ temperatura + czas inkubacji 0,8 21,9 11,0 10 0,0040

3 Mh-hsp60 ~ temperatura -3,6 22,9 12,0 7 0,0025

4 Mh-hsp60 ~ czas inkubacji -11,0 32,9 22,0 5 <0,001
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Najwyzszy istotny statystycznie poziom ekspresji genu Mh-hsp60 badany w stadium
jaja M. hapla wykazano na dziatanie stresu zimna wywotanego temperaturg 5°C po 8 (1,86 +
0,11 R) godzinach inkubacji. Zauwazalny istotny statystycznie wzrost ekspresji w
poréwnaniu do ekspresji tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C wykazano réwniez w
temperaturze 40°C po 24 godzinach inkubacji stadium jaja. Najnizszy poziom ekspresji genu
Mh-hsp60 odnotowano w temperaturze 10°C po 2 (0,80 £ 0,11 R) godzinach inkubacji. W
pozostatych wariantach (temperatura/czas inkubacji) doswiadczenia ekspresja genu Mh-hsp60

byla zblizona do poziomu jego ekspresji w temperaturze kontrolnej 20°C (Tab. 10Z, Ryc. 19).
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Ryc. 19. Zalezno$¢ ekspresji genu Mh-hsp60 w stadium jaja Meloidogyne hapla od temperatury i
czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 13, model 1). Kropka oznacza warto$§¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.1.3.6. Ekspresja genu Mh-dnj19

Doswiadczenie dotyczace genu Mh-dnj19 wykazalo réznice w poziomie jego ekspresji
badanej w stadium jaja M. hapla w zaleznos$ci od temperatury i czasu inkubacji (Ryc. 20).
Selekcja modeli z uzyciem kryteritum AICc wskazata model 1 z Tabeli 14 jako najlepiej
dopasowany do danych objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-dnj19 badanej
w stadium jaja. Model ten zaktadat taczne, interaktywne oddziatlywanie temperatury i czasu
inkubacji na ekspresje genu Mh-dnj19. Oszacowania parametréw modelu optymalnego

przedstawiono w Tabeli 11Z.
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Tabela 14. Selekcja modeli GLM objasniajacych roznice w poziomie ekspresji genu Mh-dnjl9 w
stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), warto$¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICce A AlICc df waga

1 Mh-dnj19 ~ te.mpergtura +czas inkubacji 65.9 53,5 0.0 25 0.944
+ temperatura:czas inkubacji

2 Mh-dnj19 ~ temperatura + czas inkubacji 35,7 -479 5,6 10 0,056

3 Mh-dnj19 ~ temperatura 12,4 9,1 44 .4 7 <0,001

4 Mh-dnj19 ~ czas inkubacji -4,7 20,3 73,8 5 <0,001

Stres zimna wywotany temperaturg 5°C po 8 (1,84 + 0,07 R) godzinach inkubacji w
stadium jaja M. hapla spowodowal najwyzszy istotny statystycznie wzrost ekspresji genu Mh-
dnj19 w tym do$wiadczeniu. Niewielki juz wzrost, badz zblizony poziom ekspresji w
poréwnaniu do ekspresji tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C obserwowano w
temperaturze 5°C po 1, 2 1 24 godzinach. Istotny statystycznie wzrost ekspresji wykazano
takze w 30°C po 8 godzinach; w 35°C po 2, 8 1 24 godzinach; oraz w 40°C po 2 i 8 godzinach
inkubacji. Najnizszy istotny statystycznie poziom ekspresji genu Mh-dnjl19 wykazano w
temperaturze 10°C po 1 (0,44 £ 0,07 R) godzinie inkubacji. Zauwazalna byla zalezno$¢
poziomu ekspresji genu Mh-dnj19 od temperatury i1 czasu inkubacji. Ekspresja tego genu
badana w temperaturach 10°C, 30°C, 35°C 1 40°C rosta wraz z wydluzaniem czasu inkubacji
od 1 do 8 godzin, nastgpnie po 24 godzinach inkubacji ekspresja tego genu w kazdej z

wymienionych temperatur spadata (Tab. 12Z, Ryc. 20).
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Ryc. 20. Zaleznos¢ ekspresji genu Mh-dnj19 w stadium jaja Meloidogyne hapla od temperatury i
czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 14, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.1.3.7. Ekspresja genu Mh-hsp43

Przeprowadzony eksperyment wykazat zalezno$¢ pomiedzy ekspresja genu Mh-hsp43
a temperaturg 1 czasem inkubacji badanej w stadium jaja M. hapla (Ryc. 21). Selekcja modeli
z uzyciem kryterium AICc wskazala model 1 z Tabeli 15 jako najlepiej dopasowany do
danych objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp43 badanej w stadium jaja.
Model ten zaktadat laczne, interaktywne oddzialywanie temperatury i czasu inkubacji na

ekspresje genu Mh-hsp43. Oszacowania parametréw modelu optymalnego przedstawiono w
Tabeli 13Z.

Tabela 15. Selekcja modeli GLM objasniajgcych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp43 w
stadium jaja Meloidogyne hapla w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), wartosé
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice warto$ci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wagg Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICe A AlICc df waga
1 Mh-hsp43 ~ tempergtura + czas inkubacji 11,7 54.9 0.0 25 1

+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hsp43 ~ temperatura + czas inkubacji -49,3 122,1 67,2 10 <0,001
3 Mh-hsp43 ~ temperatura -53,3 122,3 67,4 7 <0,001
4 Mh-hsp43 ~ czas inkubacji -75,5 162,0 107,1 5 <0,001
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W wykonanym do$wiadczeniu najwyzszy istotny statystycznie poziom ekspresji genu
Mh-hsp43 badany w stadium jaja M. hapla wykazano w temperaturze 35°C, ktéra wywotlata
w badanym organizmie stres goraca po 1 (3,20 = 0,15 R) godzinie inkubacji. Wykazano
zaleznos¢, zgodnie z ktorg ekspresja tego genu spadata w temperaturze 35°C wraz z
wydhuzaniem czasu inkubacji. Kolejng zalezno$§¢ wykazano w temperaturze 40°C. Wzrost
ekspresji genu Mh-hsp43 obserwowano w temperaturze 40°C wraz z wydtuzaniem czasu
inkubacji az do osiggni¢cia najwyzszej wartosci ekspresji po 24 (2,59 + 0,15 R) godzinach
inkubacji. Rowniez w temperaturze 30°C wykazano zalezno$¢ — ekspresja genu Mh-hsp43
spadata wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji od 1 do 8 godzin. Prawie trzykrotnie nizszy w
porownaniu do najwyzszego odczytu, istotny statystycznie, poziom ekspresji genu Mh-hsp43
odnotowano w temperaturze 10°C po 8 (0,30 £ 0,15 R) godzinach inkubacji. Niski poziom
ekspresji genu Mh-hsp43 wystgpowat takze w temperaturze 5°C po 2 (0,36 += 0,15 R)
godzinach inkubacji. W pozostatych wariantach (temperatura/czas inkubacji) eksperymentu
ekspresja genu Mh-hsp43 byla zblizona do jego ekspresji w temperaturze kontrolnej (Tab.
14Z, Ryc. 21).
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Ryc. 21. Zaleznos¢ ekspresji genu Mh-hsp43 w stadium jaja Meloidogyne hapla od temperatury i
czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach

selekcji modeli (Tab. 15, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufno$ci tego oszacowania.
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4.1.3.8. Ekspresja genu Mh-hsp12.2

W tym do$wiadczeniu wykazano réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp12.2
badanej w stadium jaja M. hapla w zalezno$ci od temperatur i czasu inkubacji (Ryc. 22).
Selekcja modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 16 jako najlepiej
dopasowany do danych objasniajacych rdéznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl12.2
badanej w stadium jaja. Model ten zaktadat taczne, interaktywne oddzialywanie temperatury i
czasu inkubacji na ekspresje genu Mh-hspl2.2. Oszacowania parametrow modelu

optymalnego przedstawiono w Tabeli 15Z.

Tabela 16. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl12.2 w
stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), warto$¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), réznice wartosci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc¢ w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlCc A AICce df waga
1 Mh-hsp12.2 ~ temp.eratura + czas inkubacji 522 26,0 0.0 25 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hsp12.2 ~ temperatura + czas inkubacji 0,9 21,9 479 10 <0,001
3 Mh-hsp12.2 ~ temperatura -11,1 37,9 63,9 7 <0,001
4 Mh-hsp12.2 ~ czas inkubacji -38,6 88,1 114,1 5 <0,001

Przeprowadzone doswiadczenie wykazato, ze najwyzszy istotny statystycznie poziom
ekspresji genu Mh-hsp12.2, badany w stadium jaja M. hapla, zaobserwowano w temperaturze
35°C, po 1 (1,67 £ 0,08 R) godzinie inkubacji. Ekspresja tego genu w temperaturze 35°C
spadata wraz z wydluzaniem czasu inkubacji. Rowniez dla temperatury 30°C zachodzi
analogiczna zalezno$¢ jak w przypadku temperatury 35°C. Statystycznie istotny wzrost
poziomu ekspresji genu Mh-hspl12.2 odnotowano w temperaturze 5°C po 1 1 8 godzinach
inkubacji w wyniku dziatania stresu zimna. Najnizszy statystycznie istotny poziom ekspresji
genu Mh-hsp12.2 odnotowano w temperaturze 40°C po 24 (0,02 + 0,08 R), nastgpnie po 8
(0,26 £ 0,08 R) i po 2 (0,27 £ 0,08 R) godzinach inkubacji. Wykazano zalezno$¢, zgodnie z
ktora w temperaturze 40°C, wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji, spadata ekspresja genu Mh-
hsp12.2. Niski poziom ekspresji genu Mh-hsp12.2 wystgpowal takze w temperaturze 5°C po 2
godzinach inkubacji oraz w 10°C po 1, 8 i 24 godzinach inkubacji. W pozostatych wariantach
(temperatura/czas inkubacji) tego badania ekspresja genu Mh-hsp12.2 byla zblizona do
poziomu ekspresji tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C (Tab. 16Z, Ryc. 22).
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Ryc. 22. Zalezno$¢ ekspresji genu Mh-hsp12.2 w stadium jaja Meloidogyne hapla od temperatury i
czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 16, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufno$ci tego oszacowania.

4.1.4. Profilowanie ekspresji wybranych genéw Asp u osobnikéw w stadium J2
4.1.4.1. Ekspresja genu Mh-hsp90

Badanie genu Mh-hsp90 w stadium J2 M. hapla wykazato réznice w poziomie jego
ekspresji w zaleznos$ci od temperatury i1 czasu inkubacji (Ryc. 23). Selekcja modeli z uzyciem
kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 17 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp90 badanej u osobnikow stadium
J2. Model ten zaktadal taczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i czasu inkubacji na
ekspresje genu Mh-hsp90. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w

Tabeli 17Z7.

Tabela 17. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp90 u
osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), rdéznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbg stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlICce A AICce df waga
1 Mh-hsp90 ~ tempergtura + czas inkubacji 2095 533.1 0.0 37 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hsp90 ~ temperatura + czas inkubacji -300,8 631,4 98,3 13 <0,001
3 Mh-hsp90 ~ temperatura -317,7 650,6 117,5 7 <0,001
4 | Mh-hsp90 ~ czas inkubacji -373,7 764,8 231,7 8 <0,001
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W przeprowadzonym doswiadczeniu ekspresja genu Mh-hsp90 osiagnela najwyzsze
wartosci podczas inkubacji osobnikéw stadium J2 M. hapla w czasie od 1 do 24 godzin.
Najwyzszy istotny statystycznie poziom ekspresji genu Mh-hsp90 badany u osobnikow w
stadium J2 M. hapla wystgpowal w wyniku wywolanego stresu gorgca przez temperature
35°C po 2 (35,33 + 1,19 R) godzinach inkubacji. Roéwniez bardzo wysoki poziom ekspresji
tego genu wystepowal w tej samej temperaturze po 1 (26,05 + 1,19 R), 8 (28,13 £ 1,19 R) 124
(18,43 + 1,19 R) godzinach inkubacji. Widoczna byta zalezno$¢, zgodnie z ktorg ekspresja
genu Mh-hsp90 w temperaturze 35°C osiggnela swoja maksymalng warto$¢ po 2 godzinach
inkubacji a po kolejnych 8, 24 i 336 godzinach inkubacji spadata. Nizszy od powyzej
wymienionych warto$ci poziom ekspresji odnotowano w temperaturach 40°C po 1 (6,10 +
1,19 R), 2 (15,58 = 1,19 R) 1 24 (8,02 + 1,19 R) godzinach inkubacji; takze w temperaturze
30°Cpo 1 (6,72 + 1,19 R), 2 (10,28 = 1,19 R) 1 24 (7,30 = 1,19 R) godzinach inkubacji; oraz
w temperaturze 10°C po 8 (6,09 + 1,19 R) godzinach inkubacji. Najnizszy poziom ekspres;ji
genu Mh-hsp90 wykazano w temperaturze kontrolnej 20°C. Wzrost lub bliskg warto$¢
ekspresji w poréwnaniu do ekspresji tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C obserwowano
w pozostalych wariantach czasu inkubacji 1 temperatury dla tego eksperymentu (Tab. 18Z,

Ryc. 23).

1h 2h 8h 24h 336h 1008h 1344h

101

1 " | N

O WnoOoowno nNoOoownno noOoowno oo noOoowunno o oo o
— O (0 = ~— N (= — ({0 M=k — 0 (0 = — 0 (M) = — O = — [0 =

Temperatura [*C]

Ekspresja genu Mh-hsp20 [R]

Ryc. 23. Zaleznos$¢ ekspresji genu Mh-hsp90 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla od
temperatury 1 czasu inkubacji (h — godzina, poszczegélne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 17, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy 0znaczajg
95% przedziat ufno$ci tego oszacowania.
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4.1.4.2. Ekspresja genu Mh-hspl

Wykonane dos$wiadczenie wykazato réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl,
badanej w stadium J2 M. hapla, w zaleznos$ci od temperatury i czasu inkubacji (Ryc. 24).
Selekcja modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 18 jako najlepiej
dopasowany do danych objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl badanej u
osobnikoéw w stadium J2. Model ten zaktadal taczne, interaktywne oddzialywanie temperatury
1 czasu inkubacji na ekspresj¢ genu Mh-hspl. Oszacowania parametrow modelu optymalnego

przedstawiono w Tabeli 19Z.

Tabela 18. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl u
osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnos$ci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), réznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlCc A AICc df waga
Mh-hspl ~ temperatura + czas
! inkubacji + temperatura:czas inkubacji -183,1 480,4 0,0 37 !
2 Mh-hspl ~ temperatura -381,4 778,0 297,6 7 <0,001
3 | Mh-hspl ~ temperatura + czas 374,7 7793 299,0 13 <0,001
inkubacji
4 | Mh-hspl ~ czas inkubacji -421,8 861,1 380,7 8 <0,001

W doswiadczeniu dotyczacym genu Mh-hspl najwyzszy poziom ekspresji tego genu
badany u osobnikow w stadium J2 M. hapla wykazano w temperaturze 40°C po 1 (61,78 +
0,93 R) godzinie inkubacji na dziatanie stresu gorgca. W pozostalych czasach inkubacji w
temperaturze 40°C poziom ekspresji genu Mh-hspl byt znacznie nizszy, poniewaz juz po 2
godzinach inkubacji wynosit 17,82 £ 0,93 R; po 8 godzinach 7,99 + 0,93 R; a po 24
godzinach 6,46 + 0,93 R. Dla ekspresji genu Mh-hspl w temperaturze 40°C zachodzi
zalezno$¢. Otoz ekspresja badanego genu w temperaturze 40°C po osiagnigciu maksymalnej
wartosci po 1 godzinie inkubacji systematycznie spadata w kolejnych czasach inkubacji.
Ponad trzydziestokrotnie nizszy, ale rownie wysoki poziom ekspresji tego genu wystepowat
w temperaturze 35°C po 1 (26,15 + 0,93 R), 2 (27,84 + 0,93 R), 8 (26,52 + 0,93 R), 24 (17,68
+ 0,93 R) i 336 (18,12 + 0,93 R) godzinach inkubacji. Takze w temperaturze 5°C, ktora
wywotata w badanym organizmie stres zimna, we wszystkich czasach inkubacji obserwowano
znaczny wzrost ekspresji genu Mh-hspl z jego najwyzsza wartoscig po 336 (23,88 £ 0,93 R)
godzinach inkubacji. W temperaturze 30°C rowniez wykazano wzrost poziomu ekspresji genu
Mh-hspl, najwyzsza jego warto$¢ odnotowujac po 2 (9,24 + 0,93 R) a najnizsza po 336 (3,31
+ 0,93 R) godzinach inkubacji. Najnizszy poziom ekspresji genu Mh-hspl wykazano w
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temperaturze 10°C po 1344 (0,75 + 0,93 R) godzinach inkubacji. Ekspresja genu Mh-hspl w
temperaturze 10°C w pozostalych czasach inkubacji byta zblizona do warto$ci ekspresji tego

genu w temperaturze kontrolnej 20°C (Tab. 20Z, Ryc. 24).
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Ryc. 24. Zaleznos¢ ekspresji genu Mh-hspl u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla od
temperatury i czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 18, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja
95% przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.1.4.3. Ekspresja genu Mh-hsp4

Przeprowadzone do$wiadczenie wykazalo zalezno$¢ pomiedzy temperaturg i czasem
inkubacji a ekspresja genu Mh-hsp4 badana w stadium J2 M. hapla (Ryc. 25). Selekcja
modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 19 jako najlepiej dopasowany
do danych objasniajacych roéznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp4 badanej u osobnikow
w stadium J2. Model ten zaktadat taczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i czasu
inkubacji na ekspresj¢ genu Mh-hsp4. Oszacowania parametréw modelu optymalnego

przedstawiono w Tabeli 21Z.
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Tabela 19. Selekcja modeli GLM objasniajacych roéznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp4 u
osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), réznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICce A AICc df waga
1 Mh-hsp4 ~ temperatura + czas inkubacji 18.6 770 0.0 37 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 | Mh-hsp4 ~ temperatura + czas inkubacji -72.1 174.0 97.0 13 <0.001
3 | Mh-hsp4 ~ temperatura -104.4 223.9 146.9 7 <0.001
4 | Mh-hsp4 ~ czas inkubacji -125.1 267.6 190.6 8 <0.001

W  wykonanym doswiadczeniu dotyczacym genu Mh-hsp4 najwyzszy istotny
statystycznie poziom jego ekspresji, badany u osobnikéw w stadium J2 M. hapla, wykazano
w temperaturze 35°C po 2 (4,59 £ 0,14 R) godzinach inkubacji w wyniku dzialania stresu
gorgca. W pozostalych czasach inkubacji ekspresja tego genu w temperaturze 35°C byla
znacznie nizsza i utrzymywata si¢ na podobnym poziomie (od 2,57 + 0,14 R do 2,18 £ 0,14
R). Takze istotnie wysoki poziom ekspresji tego genu wystgpowat w temperaturze 40°C po 2
(3,55 + 0,14 R) godzinach inkubacji, po czym w pozostatych czasach inkubacji ulegt
spadkowi. Istotny wzrost ekspresji genu Mh-hsp4 wykazano réwniez w 30°C po 2 (3,23 +
0,14 R) 124 (2,42 + 0,14 R) godzinach inkubacji. Najnizszy poziom ekspresji genu Mh-hsp4
wykazano w temperaturze 5°C po 2 (0,44 £+ 0,14 R) godzinach inkubacji. Ekspresja genu Mh-
hsp4 w pozostatych wariantach doswiadczenia (temperatura/czas inkubacji) byla zblizona do

wartos$ci ekspresji tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C (Tab. 22Z, Ryc. 25).
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Ryc. 25. Zalezno$¢ ekspresji genu Mh-hsp4 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla od
temperatury i czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 19, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja
95% przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.1.4.4. Ekspresja genu Mh-hsp6

Badanie genu Mh-hsp6 w stadium J2 M. hapla wykazato r6znice w poziomie jego
ekspresji w zaleznos$ci od temperatury i czasu inkubacji (Ryc. 26). Selekcja modeli z uzyciem
kryteritum AICc wskazala model 1 z Tabeli 20 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp6 badanej u osobnikéw w stadium
J2. Model ten zaktadatl taczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i1 czasu inkubacji na
ekspresje genu Mh-hsp6. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w

Tabeli 237.

Tabela 20. Selekcja modeli GLM objasniajacych roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp6 u
osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), réznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlICce A AlICc df waga
1 Mh-hsp6 ~ tempera‘Fura + czas inkubacji 335 472 0.0 37 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hsp6 ~ temperatura + czas inkubacji -86,2 202,2 155,0 13 <0,001
3 Mh-hsp6 ~ temperatura -109,7 2345 187,3 7 <0,001
4 | Mh-hsp6 ~ czas inkubacji -148,7 3149 267,6 8 <0,001
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Ekspresja genu Mh-hsp6 osiagnela najwyzsza warto$¢ u osobnikéw w stadium J2 M.
hapla w wyniku dzialania stresu gorgca w temperaturze 40°C po 2 (4,92 + 0,13 R) godzinach
inkubacji. W pozostalych czasach inkubacji ekspresja tego genu spadata. Niewiele nizszy
poziom ekspresji wystepowat po 8 godzinach (4,24 + 0,13 R), nastepnie po 1 godzinie (3,25 +
0,13 R), az do najnizszej wartosci po 24 godzinach inkubacji, ktéra byta zblizona do ekspresji
tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C. Rownie wysoki poziom ekspresji tego genu
wystepowat w temperaturze 35°C po 2 (3,17 £ 0,13 R), 8 (3,42 £ 0,13 R) 1 336 (2,00 £ 0,13
R) godzinach inkubacji. Niewielki wzrost ekspresji badanego genu wykazano w 30°C po 2, 8
i 1008 godzinach inkubacji. Po 2 godzinach inkubacji wykazano zalezno$¢ ekspresji
badanego genu od wartosci temperatury. Wedlug tej zalezno$ci wraz ze wzrostem
temperatury rosta ekspresja genu Mh-hsp6. Najnizszy poziom ekspresji genu Mh-hsp6
wykazano w temperaturze 5°C po 8 (0,34 £ 0,13 R) godzinach inkubacji. W pozostatych
wariantach do§wiadczenia (temperatura/czas inkubacji) ekspresja genu Mh-hsp6 byta zblizona

do jego ekspresji w temperaturze kontrolnej (Tab. 24Z, Ryc. 26).
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Ryc. 26. Zalezno$¢ ekspresji genu Mh-hsp6 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla od
temperatury i czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 20, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja
95% przedziat ufnosci tego oszacowania.
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4.1.4.5. Ekspresja genu Mh-hsp60

W eksperymencie dotyczacym genu Mh-hsp60 wykazano zalezno$¢ migdzy jego
ekspresja badang w stadium J2 M. hapla a temperaturg i czasem inkubacji (Ryc. 27). Selekcja
modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 21 jako najlepiej dopasowany
do danych objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp60 badanej u osobnikow
w stadium J2. Model ten zakladal taczne, interaktywne oddzialywanie czasu inkubacji i
temperatury na ekspresj¢ genu Mh-hsp60. Oszacowania parametrow modelu optymalnego

przedstawiono w Tabeli 257Z.

Tabela 21. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-Asp60 u
osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnos$ci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlCc A AICc df waga
| Mh-hsp60 ~ tempergtura + czas inkubacji 9.0 132.2 0.0 37 1

+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hsp60 ~ temperatura -107,2 229,6 97,4 7 <0,001
3 Mh-hsp60 ~ temperatura + czas inkubacji -101,5 2329 100,7 13 <0,001
4 Mh-hsp60 ~ czas inkubacji -149,0 315,5 183,4 8 <0,001

Wykonane doswiadczenie wykazalo, ze najwyzszy poziom ekspresji genu Mh-hsp60
badany u osobnikow w stadium J2 M. hapla wystgpowal w temperaturze 35°C po 1 (4,72 +
0,19 R) godzinie inkubacji na dziatanie stresu gorgca. Nastgpnie po 8 (4,07 = 0,19 R) 1 24
(2,78 £ 0,19 R) godzinach inkubacji w tej samej temperaturze réwniez wykazano istotny
wzrost ekspresji badanego genu. Najnizszy poziom ekspresji genu Mh-hsp60 odnotowano w
temperaturze 10°C po 2 (0,17 + 0,19 R), nastepnie po 8 (0,20 £ 0,19 R), 1 (0,22 = 0,19 R) 1
336 (0,41 + 0,19 R) godzinach inkubacji. W pozostatych wariantach eksperymentu
(temperatura/czas inkubacji) ekspresja genu Mh-hsp60 byta zblizona do jego ekspresji w
temperaturze kontrolnej (Tab. 26Z, Ryc. 27).
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Ryc. 27. Zalezno$¢ ekspresji genu Mh-hsp60 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla od
temperatury i czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 21, model 1). Kropka oznacza warto§¢ oszacowania, wasy oznaczaja
95% przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.1.4.6. Ekspresja genu Mh-dnj19

Badanie genu Mh-dnj19 w stadium J2 M. hapla wykazalo réznice w poziomie jego
ekspresji w zaleznos$ci od temperatury i1 czasu inkubacji (Ryc. 28). Selekcja modeli z uzyciem
kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 22 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-dnj19 badanej u osobnikow w stadium
J2. Model ten zaktadal taczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i czasu inkubacji na
ekspresje genu Mh-dnj19. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w

Tabeli 277.

Tabela 22. Selekcja modeli GLM objasniajgcych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-dnj19 u
osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbg stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICe A AICce df waga
1 Mh-dnj19 ~ tempergtura + czas inkubacji 18,1 1503 0.0 37 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 Mh-dnj19 ~ temperatura -115,1 2453 95,0 7 <0,001
3 Mh-dnj19 ~ temperatura + czas inkubacji -111,2 252,2 101,9 13 <0,001
4 | Mh-dnj19 ~ czas inkubacji -168,2 353,9 203,6 8 <0,001
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W badaniu dotyczacym genu Mh-dnjl19 wszystkie wartosci ekspresji dla warunkéw
eksperymentu temperatura/czas byty wyzsze od poziomu ekspresji tego genu w temperaturze
kontrolnej 20°C. Najwyzszy statystycznie istotny poziom ekspresji genu Mh-dnj19 badany u
osobnikéw w stadium J2 M. hapla wykazano w temperaturze 35°C po 2 (5,47 £ 0,20 R)
godzinach inkubacji w wyniku dziatania stresu gorgca. Ekspresja tego genu w pozostatych
czasach inkubacji w temperaturze 35°C byta nizsza. Kolejna wysoka warto$¢ ekspresji genu
Mh-dnj19 wystepowata w temperaturze 40°C po 8 (4,41 + 0,20 R), 24 (4,15 + 0,20 R) i 1
(3,38 = 0,20 R) godzinie inkubacji. Réwniez wysoki istotny statystycznie wzrost ekspres;ji
genu Mh-dnj19 odnotowano w temperaturze 30°C po 2 (3,99 + 0,20 R), nastepnie po 1008
(3,51 0,20 R), 24 (2,83 £ 0,20 R), 336 (2,52 + 0,20 R), 1 (2,21 £0,20 R) i 8 (1,94 £ 0,20 R)
godzinach inkubacji. Istotny statystycznie wzrost ekspresji genu Mh-dnj19 wykazano takze w
temperaturze 10°C po 2 i1 24 godzinach inkubacji oraz w temperaturze 5°C po 1 1 2 godzinach
inkubacji. Najnizszy poziom ekspresji genu Mh-dnj19 wykazano w temperaturze kontrolnej
20°C. Ekspresja genu Mh-dnj19 w pozostalych wariantach eksperymentu (temperatury/czas
inkubacji) byta zblizona do ekspresji tego genu w temperaturze kontrolnej (Tab. 28Z, Ryc.
28).
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Ryc. 28. Zaleznos¢ ekspresji genu Mh-dnj19 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla od
temperatury i czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 22, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy 0znaczajg
95% przedziat ufno$ci tego oszacowania.
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4.1.4.7. Ekspresja genu Mh-hsp43

Badajac gen Mh-hsp43 w stadium J2 M. hapla wykazano réznice w poziomie jego
ekspresji w zaleznos$ci od temperatury i czasu inkubacji (Ryc. 29). Selekcja modeli z uzyciem
kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 23 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp43 badanej u osobnikow w stadium
J2. Model ten zaktadat taczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i czasu inkubacji na

ekspresje genu Mh-hsp43. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w

Tabeli 297.

Tabela 23. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp43 u
osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnos$ci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), réznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICe A AICc df waga
1 Mh-hsp43 ~ temperatura + czas inkubacji + 62.2 10,1 0.0 37 1
temperatura:czas inkubacji
2 Mh-hsp43 ~ temperatura -80,0 175,1 185,2 7 <0,001
3 | Mh-hsp43 ~ temperatura + czas inkubacji -73,4 176,6 186,8 13 <0,001
4 | Mh-hsp43 ~ czas inkubacji -89,5 196,4 206,5 8 <0,001

W wykonanym doswiadczeniu najwyzszy istotny statystycznie poziom ekspresji genu
Mh-hsp43 u osobnikow w stadium J2 M. hapla wykazano w temperaturze 35°C po 1 (2,65 +
1,10 R) godzinie inkubacji po zadziataniu stresu goraca. Ekspresja tego genu w pozostatych
czasach inkubacji w temperaturze 35°C osiggala nizszg wartos¢. Wysoki poziom ekspresji
tego genu wystepowat rowniez w temperaturze 5°C po 2 (2,41 = 1,10 R), 24 (2,61 £ 1,10 R),
336 (1,68 = 1,10 R) i 1344 (1,60 £ 1,10 R) godzinach inkubacji w wyniku dziatania stresu
zimna. Istotny statystycznie wzrost ekspresji badanego genu obserwowano takze w
temperaturze 10°C po 1 (1,57 = 1,10 R) oraz w 30°C po 1 (1,65 + 1,10 R) godzinie inkubacji.
Najnizszy poziom ekspresji genu Mh-hsp43 wykazano w temperaturze 10°C po 2 (0,30 £ 0,10
R) 1 po 1344 (0,39 + 0,10 R) godzinach inkubacji w tej samej temperaturze. Nizszy poziom
ekspresji w pordwnaniu do ekspresji badanego genu w temperaturze 20°C wykazano takze w
temperaturze 5°C po 1008 1 w 40°C po 2 godzinach inkubacji. W pozostatych wariantach tego
doswiadczenia (temperatura/czas inkubacji) ekspresja genu Mh-hsp43 byta zblizona do

wartosci jego ekspresji w temperaturze kontrolnej (Tab. 30Z, Ryc. 29).
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Ryc. 29. Zaleznos$¢ ekspresji genu Mh-hsp43 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla od
temperatury i czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 23, model 1). Kropka oznacza warto§¢ oszacowania, wasy oznaczaja
95% przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.1.4.8. Ekspresja genu Mh-hsp12.2

Dos$wiadczenie wykazalo zalezno$¢ pomiedzy temperaturg i czasem inkubacji a
ekspresja genu Mh-hsp12.2 badang w stadium J2 M. hapla (Ryc. 30). Selekcja modeli z
uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 24 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl2.2 badanej u osobnikéw w
stadium J2. Model ten zakladal taczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i czasu
inkubacji na ekspresje genu Mh-hspl12.2. Oszacowania parametréw modelu optymalnego

przedstawiono w Tabeli 31Z.

Tabela 24. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl12.2 u
osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte, jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

df

nr Model (predyktory) LL AICce A AICc waga
1 Mh-hsp12.2 ~ temp.eratura + czas inkubacji 832 523 0.0 37 1
+ temperatura:czas inkubacji
2 | Mh-hsp12.2 ~ temperatura + czas inkubacji -17,0 63,9 116,2 13 <0,001
3 | Mh-hsp12.2 ~ temperatura -27,3 69,7 122,0 7 <0,001
4 | Mh-hsp12.2 ~ czas inkubacji -42,5 1024 154,7 8 <0,001
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Ekspresja genu Mh-hsp12.2 badana u osobnikéw w stadium J2 M. hapla osiagnela
najwyzsza warto$¢ w temperaturze 5°C po 1 (1,65 £ 0,08 R) godzinie inkubacji w wyniku
stresu zimna wywolanego ta temperaturg. Wartosci ekspresji w pozostatych warunkach
eksperymentu temperatura/czas byty zblizone lub nizsze w poréwnaniu do poziomu ekspresji
tego genu w temperaturze kontrolnej 20°C. Najnizszy jednakowy poziom ekspresji genu Mh-
hsp12.2 wykazano w temperaturach 40°C po 8 godzinach inkubacji i w 5°C po 1344 (0,06 +
0,08 R) godzinach inkubacji (Tab. 32Z, Ryc. 30).
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Ryc. 30. Zalezno$¢ ekspresji genu Mh-hsp12.2 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla od
temperatury i czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 24, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy 0znaczaja
95% przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.1.5. Podsumowanie wynikow badan ekspresji genow Asp

Badano wptyw temperatur stresowych (5°C — stres zimna, 35°C 1 40°C — stres goraca)
1 niestresowych (10°C, 20°C — temperatura kontrolna, 30°C) na ekspresje 8 gendw hsp w
stadium jaja 1 w stadium J2 M. hapla. W obu badanych stadiach rozwojowych wykazano
wzrost poziomu transkrypcji wszystkich gendow Asp na dziatanie stresu goraca, za wyjatkiem
genu Mh-hsp12.2 w stadium J2. Jedynie dwa geny Mh-hsp60 1 Mh-dnj19 w obu badanych
stadiach rozwojowych reagowaly wzrostem ekspresji na temperatury wywolujace stres gorgca

1 zimna. Najwyzszy wzrost ekspresji wywotany stresem goragca obserwowany byt dla genow
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Mh-hsp90 (Tab. 18Z, Ryc. 23) i Mh-hspl (Tab. 20Z, Ryc. 24) w stadium J2. W wyniku
dzialania stresu zimna odnotowano wzrost ekspresji genéw Mh-hsp60, Mh-dnj19 1 Mh-
hsp12.2 w obu badanych stadiach. Wykazano takze brak reakcji genow Mh-hsp90, Mh-hsp4 i
Mh-hsp6 na stres zimna u obu stadiow M. hapla. Dla pozostatych genoéw tj. Mh-hspl 1 Mh-

hsp43 odnotowano wzrost ekspresji wywotany stresem zimna tylko u osobnikéw w stadium

J2 M. hapla (Tab. 25).

Tabela 25. Wzrost poziomu ekspresji (+), lub brak reakcji (-) genow hsp na stres gorgca i zimna,
badanych w stadium jaja i u osobnikow stadium J2 M. hapla, okreslony wzgledem temperatury
kontrolnej (20°C).

Badany gen hsp : .St.res goraca : .S?res zimna .
Stadium jaja Stadium J2 Stadium jaja Stadium J2

Mh-hsp90 + + - -
Mh-hspl + - +
Mh-hsp4 + + ]

Mh-hsp6 + + - -
Mh-hsp60 + + n
Mh-dnj19 + + +
Mh-hsp43 + + - +
Mh-hsp12.2 + - + +

W przeprowadzonych badaniach obserwowano takze réznice w ekspresji genow Asp miedzy
badanymi stadiami. U wigkszos$ci badanych genow Asp (za wyjatkiem genow Mh-hsp43 1 Mh-
hsp12.2) zawsze wyzszy poziom ekspresji, bez wzgledu na to czy wywolany byl stresem

goraca czy zimna, wystepowal w stadium J2 M. hapla.

4.2. Wplyw temperatury na stadium jaja oraz na parametry stanu fizjologicznego
wylegnietych z tych jaj stadiow J2

Z jaj inkubowanych w temperaturze 40°C nie wylegly si¢ osobniki stadium J2 M.
hapla, dlatego tez w przedstawionych wynikach badan nie uwzgledniono wartosci tej

temperatury.

4.2.1. Zalezno$¢ dlugosci ciala osobnikow stadium J2 od temperatury i czasu inkubacji
stadium jaja

Doswiadczenie wykazato zalezno$¢ pomiedzy temperaturg inkubacji stadium jaja M.
hapla a dhugoscia ciata wylegnietego z tych jaj osobnikéw stadium J2 (Ryc. 31). Selekcja

modeli z uzyciem kryterium AICc wskazala model 1 z Tabeli 26 jako najlepiej dopasowany
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do danych objasniajacych roznice w dlugosci ciata osobnikoéw stadium J2 M. hapla. Model
ten zaktadat, ze dlugos¢ ciata byta ksztaltowana wylacznie przez temperature. Oszacowania

parametrow modelu optymalnego przedstawiono w Tabeli 33Z.

Tabela 26. Selekcja modeli GLM objasniajgcych réznice w diugosci ciata osobnikow stadium J2
Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji stadium jaja. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnos$ci (LL), warto$¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICce A AICc | df waga
1 dlugos¢ ciata ~ temperatura -2283,2 4578.,6 0,0 6 0,88
2 dlugos¢ ciata ~ temperatura + czas inkubacji -2282,2 4582,6 4,0 9 0,12
3 | dlugosc ciata ~ (temperatura + czas inkubacji) 2 -2278,6 4600,8 22,2 21 <0,001
4 | dlugos$é¢ ciata ~ czas inkubacji -2386,6 4783,2 204,6 5 <0,001

Najwigksza dlugo$¢ ciata obserwowano u osobnikow stadium J2 M. hapla
wylegnietych z jaj inkubowanych w temperaturze 30°C po 24 (390,2 + 2,0 pm) godzinach
inkubacji oraz w pozostatych wariantach czasu inkubacji tej samej temperatury. Nastepnie
najwickszg dlugo$¢ ciata osiagnety osobniki J2 wylegnigte z jaj inkubowanych w
temperaturze kontrolnej 20°C (386,9 + 2,0 um). W wariancie eksperymentu dotyczacego
temperatury 35°C po 24 godzinach inkubacji stadium jaja zaobserwowano wylggnigte
osobniki stadium J2 o najmniejszej dtugosci ciata (365,5 + 2,0 um). Dla temperatury 35°C w
pozostatych wariantach czasowych inkubacji réwniez obserwowano najmniejszg diugosé

ciata osobnikoéw stadium J2 (Tab. 34Z, Ryc. 31).
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Ryc. 31. Zalezno$¢ dlugosci ciata osobnikow stadium J2
g | Meloidogyne hap'la od temperatury. Kontrola = temperatura
20°C. Przedstawiono usrednione efekty (marginal means)
oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach

selekcji modeli (Tab. 26, model 1). Kropka oznacza warto$¢
oszacowania, wasy oznaczaja 95% przedzial ufnosci tego
oszacowania.
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4.2.2. Zaleznos¢ szerokosci ciala osobnikow stadium J2 od temperatury i czasu inkubacji
stadium jaja

Oznaczono zalezno$¢ pomig¢dzy temperaturg i czasem inkubacji stadium jaja M. hapla
a szerokoscig ciata wylegnigtego z tych jaj osobnikow w stadium J2 (Ryc. 32). Selekcja
modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 27 jako najlepiej dopasowany
do danych objasniajacych réznice w szerokosci ciala osobnikéw stadium J2 M. hapla. Model
ten zaktadal tgczne, interaktywne oddzialywanie temperatury i czasu inkubacji na szerokos¢
ciata osobnikow stadium J2. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w

Tabeli 35Z.

Tabela 27. Selekcja modeli GLM objasniajacych roznice w szerokosci ciata osobnikow stadium J2
Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji stadium jaja. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), wartos¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), réznice warto$ci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc¢ w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wagg Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlCc A AICc df waga
szerokos¢ ciata ~ (temperatura + czas
1 inkubacji)"2 -417,1 877.,8 0,0 21 1
2 szerokos¢ ciata ~ temperatura + czas inkubacji -482,2 982,8 104,9 9 <0,001
3 szerokos¢ ciata ~ temperatura -488,7 989.4 111,6 6 <0,001
4 szerokos¢ ciata ~ czas inkubacji -612,1 12343 356,5 5 <0,001

Najwigksza szeroko$¢ ciata (15,6 £ 0,09 um) osiggnety osobniki stadium J2, ktére
wylegly si¢ z jaj inkubowanych w temperaturze optymalnej (kontrolnej) 20°C. Sposrod
wszystkich wariantow eksperymentu najmniejsza Srednig szeroko$¢ ciata (13,81 + 0,09 um)
uzyskaly osobniki J2, ktore wylegly si¢ z jaj inkubowanych w temperaturze 35°C po 24
godzinach ekspozycji. Takze w pozostalych grupach czasowych eksperymentu, czyli po 1, 2 i
8 godzinach inkubacji w 35°C, szeroko$¢ ciata osobnikow J2 byta najnizsza. U osobnikéw J2
wylegnigtych z jaj inkubowanych w temperaturze 5°C wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji
od 1 do 24 godzin obserwowano zmniejszenie szeroko$ci ciata od 15,48 + 0,09 pm po 1
godzinie inkubacji do 14,73 £+ 0,09 um po 24 godzinach inkubacji. W temperaturze 10°C i
30°C wraz z wydhluzeniem si¢ czasu inkubacji wykazano wzrost szerokosci ciata osobnikow
J2, przy czym w wariancie 30°C po 24 (15,31 £ 0,09 um) godzinach inkubacji obserwowany
byt niewielkie zmniejszenie szerokosci ciata osobnikow stadium J2 w pordwnaniu do

wariantu 30°C po 8 (15,35 + 0,09 um) godzinach inkubacji (Tab. 36Z, Ryc. 32).
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Ryc 32. Zalezno$¢ szerokosci ciata osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla od temperatury i czasu
inkubacji (h — godzina, poszczegélne panele) stadium jaja. Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli GLM (Tab. 27, model 1). Kropka oznacza warto$§¢ oszacowania, wasy
oznaczajg 95% przedzial ufnosci tego oszacowania.

4.2.3. Zaleznos¢ masy ciala osobnikow stadium J2 od temperatury i czasu inkubacji
stadium jaja

Badanie wykazato zalezno$¢ pomiedzy temperaturg i czasem inkubacji stadium jaja
M. hapla a masg ciata wylegnigtego z tych jaj osobnikéw J2 (Ryc. 33). Selekcja modeli z
uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 28 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych roéznice w wartosciach masy ciala stadium J2 M. hapla. Model ten zaktadat
laczne, interaktywne oddziatywanie temperatury 1 czasu inkubacji na mas¢ ciala.

Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w Tabeli 37Z.

Tabela 28. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w wartosciach masy ciala osobnikow
stadium J2 Meloidogyne hapla w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji stadium jaja. Dla
kazdego modelu podano zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodno$ci (LL),
warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego
modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AlCc), liczbe stopni
swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICce A AICc df waga
| | masa ciata ~ temperatura + czas inkubacji + 2430,0 48163 0.0 1 1
temperatura:czas inkubacji
2 | masa ciala ~ temperatura + czas inkubacji 2383,7 -4749,1 67,2 9 <0,001
3 | masa ciala ~ temperatura 2379,1 -4746,0 70,3 6 <0,001
4 | masa ciala ~ czas inkubacji 22328 -4455,5 360,8 5 <0,001
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Najwyzsza mase ciata (0,059 + 0,0008 ng) osiagnety osobniki J2, ktore wylegly sie z
jaj inkubowanych w temperaturze optymalnej (kontrolnej) 20°C. Sposréd wszystkich
wariantow eksperymentu najnizszg mas¢ ciata (0,044 + 0,0008 pg) uzyskaly osobniki J2,
ktore wylegly si¢ z jaj inkubowanych w temperaturze stresowej 35°C po 24 godzinach
ekspozycji. Takze w pozostalych grupach czasowych eksperymentu, czyli po 1, 2 i 8
godzinach inkubacji w 35°C, $rednia masa ciata osobnikow J2 byta najnizsza. U osobnikéw
J2 wylegnietych z jaj inkubowanych w temperaturze 5°C wraz z wydluzeniem czasu
inkubacji od 1 do 24 godzin obserwowany byt redukcja masy ciata od 0,057 + 0,0008 ug po 1
godzinie inkubacji do 0,051 = 0,0008 ug po 24 godzinach inkubacji. W eksperymencie
dotyczacym temperatury 10°C i 30°C zaobserwowano wzrost warto$ci $redniej masy ciata
osobnikow J2 wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji, przy czym w wariancie 30°C/8 godzin 1

30°C/24 godziny nie byto réznic w ich masie ciata (Tab. 38Z, Ryc. 33).
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Ryc. 33. Zalezno$¢ masy ciata osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla od temperatury i czasu
inkubacji (h — godzina, poszczegélne panele) stadium jaja. Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli GLM (Tab. 28, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy
oznaczaja 95% przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.3. Wplyw temperatury na parametry stanu fizjologicznego osobnikow stadium J2
Najkrocej zyty osobniki stadium J2 M. hapla w temperaturze 40°C, wszystkie byty
martwe po 336 godzinach inkubacji, nastepne po 1008 godzinach w 35°C 1 kolejne po 1344

godzinach w 30°C. Przedstawione warianty eksperymentéw, w ktorych osobniki stadium J2
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byly martwe, nie byty wykorzystywane do dalszych badan i oznaczone zostalty w Tabelach
jako ,,NA” (not available).

4.3.1. Zaleznos¢ dhugosci ciala od temperatury i czasu inkubacji stadium J2

W przeprowadzonym badaniu wykazano roéznice w dlugosci ciala w zalezno$ci do
temperatury (Ryc. 34A) i czasu inkubacji (Ryc. 34B) osobnikow stadium J2 M. hapla.
Selekcja modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 29 jako najlepiej
dopasowany do danych objasniajacych roznice w dhlugosci ciata mierzonej u osobnikow
stadium J2 M. hapla. Model ten zakladat addytywne oddziatywanie temperatury i czasu
inkubacji na dlugo$¢ ciata osobnikow w stadium J2. Oszacowania parametréw modelu

optymalnego przedstawiono w Tabeli 39Z.

Tabela 29. Selekcja modeli GLM objasniajgcych réznice w diugosci ciata osobnikow stadium J2
Meloidogyne hapla w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu podano
zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodno$ci (LL), wartos¢ kryterium
informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu oraz
modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AlCc), liczbe stopni swobody (df)
oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlCc A AICc | df | waga
1 | dlugosc¢ ciata ~ temperatura + czas inkubacji -3414,7 | 6855,6 0,0 13 | 0941
2 | dlugosc ciata ~ czas inkubacji -3422,5 | 68612 5,5 8 0,059
3 | dlugos¢ ciala ~ temperatura -3437,3 | 6888,7 33,0 7 | <0,001
4 | dlugosc ciata ~ (temperatura + czas inkubacji)2 -3413,5 | 6903,7 48,1 37 | <0,001

Oznaczono zalezno$¢ pomigdzy dlugo$cia ciala a temperatura 1 czasem inkubacji
osobnikdéw stadium J2 M. hapla. Badajac zalezno$¢ dlugosci ciata osobnikow J2 od
temperatury wykazano, ze najwigksza istotng statystycznie dlugos¢ ciata (390,2 + 0,43 pum)
nicienie osiggnety w temperaturze 30°C, a najmniejszg rdéwniez istotng statystycznie (388,0 +
0,40 um) w temperaturze stresowej 5°C (Tab. 40Z A; Ryc. 34A). Natomiast w zaleznos$ci od
czasu inkubacji najwicksza dlugos¢ ciata (391,6 £ 0,63 um) osiagnety po 1344 godzinach
inkubacji, a najmniejszg (387,8 £ 0,43 um) po 1 godzinie inkubacji. Widoczna byla
zalezno$¢, zgodnie z ktorg wraz z wydluZzeniem si¢ czasu inkubacji rosnie dlugos¢ ciata
osobnikow J2. Po 1-, 2-, 8- 1 24-godzinnej inkubacji wzrost dlugosci ciata byl niewielki
wynoszacy od 387,8 + 0,43 pm po 1 godzinie do 388,9 + 0,43 um po 24 godzinach inkubacji.
Istotny statystycznie wzrost diugosci ciata osobnikéw J2 obserwowano w pozostalych

czasach inkubacji (Tab. 40Z B; Ryc. 34B).
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Ryc. 34. Zalezno$¢ dtugosci ciata osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla od temperatury (A) i
czasu inkubacji (h — godzina) (B). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono usrednione efekty
(marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli (Tab.
29, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95% przedziatl ufnosci tego
oszacowania.

4.3.2. Zaleznos¢ szerokosci ciala od temperatury i czasu inkubacji stadium J2
Przeprowadzone badanie wykazato roznice w szerokos$ci ciala osobnikow stadium J2
M. hapla w zalezno$ci od temperatury 1 czasu inkubacji (Ryc. 35). Selekcja modeli z uzyciem
kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 30 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych roznice w szerokosci ciata mierzonej u osobnikow J2 M. hapla. Model ten
zakladat faczne, interaktywne oddziatywanie temperatury i1 czasu inkubacji na szerokos¢ ciata

osobnikéw J2. Oszacowania parametréw modelu optymalnego przedstawiono w Tabeli 41Z.

Tabela 30. Selekcja modeli GLM objasniajacych roznice w szerokosci ciata osobnikow stadium J2
Meloidogyne hapla w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu podano
zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), warto$¢ kryterium
informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu oraz
modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AlCc), liczbe stopni swobody (df)
oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICe A AlICc df waga
1 |szeroko$¢ ciata ~ (temperatura + czas inkubacji)*2 | -167,3 411,4 0,0 37 1

2 | szeroko$¢ ciata ~ temperatura + czas inkubacji -756,8 1539,9 1128,6 13 <0,001
3 | szerokos¢ ciata ~ czas inkubacji -1217,3 2450,8 2039,5 8 <0,001
4 | szeroko$¢ ciata ~ temperatura -1687,9 3389,8 2978,4 7 <0,001

Wykazano zalezno$¢ pomigdzy szerokos$cig ciata osobnikéw stadium J2 M. hapla a

temperaturg i czasem inkubacji. Najwigkszg $rednig szerokos$¢ ciata (15,9 + 0,05 pum)
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zmierzono u nicieni inkubowanych przez 1 godzing w temperaturze 5°C. W kazdym z
przedzialow czasowych najwicksza szerokos¢ ciata posiadaty osobniki J2 inkubowane w 5°C.
Najmniejszg szeroko$¢ ciata (11,7 = 0,05 pm) obserwowano w temperaturze 30°C po 1008
godzinach inkubacji. W kazdym z przedzialéw czasowych najmniejsza szerokos$¢ ciata
posiadaly nicienie inkubowane w najwyzszej temperaturze dla danego panelu. Zauwazalna
byta zaleznos¢, zgodnie z ktdrg wraz ze wzrostem temperatury (w obrgbie kazdego panelu) 1
wydtuzaniem czasu inkubacji (mi¢dzy poszczegolnymi panelami) szerokos$¢ ciata osobnikow
J2 malata. Ta zalezno$¢ dotyczyta takze szerokosci ciata nicieni inkubowanych w

temperaturze kontrolnej (20°C) (Tab. 42Z; Ryc. 35).
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Ryc. 35. Zaleznos$¢ szerokosci ciata osobnikéw stadium J2 Meloidogyne hapla od temperatury i czasu
inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 30, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufno$ci tego oszacowania.

4.3.3. Zalezno$¢ masy ciala od temperatury i czasu inkubacji stadium J2

Wykonane doswiadczenie wykazalo réznice w wartosciach masy ciata osobnikow
stadium J2 M. hapla w zaleznoS$ci do temperatury i czasu inkubacji (Ryc. 36). Selekcja modeli
z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 31 jako najlepiej dopasowany do
danych objasniajacych rdznice w wartosciach masy ciata mierzonej u osobnikoéw J2 M. hapla.

Model ten zakltadat aczne, interaktywne oddzialywanie temperatury i czasu inkubacji na
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mas¢ ciala osobnikéw J2. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w

Tabeli 437.

Tabela 31. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w wartosciach masy ciata osobnikow
stadium J2 Meloidogyne hapla w zaleznosci do temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu
podano zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), wartos¢
kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roznice wartosci AICc danego modelu
oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody
(df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICce A AlICc df waga
1 | masa ciala ~ (temperatura + czas inkubacji)*2 | 5085,2 -10093,6 0,0 37 1

2 | masa ciata ~ temperatura + czas inkubacji 4634,7 -9243,0 850,6 13 <0,001
3 | masa ciata ~ czas inkubacji 4178,7 -8341.4 1752,3 8 <0,001
4 | masa ciala ~ temperatura 3713,2 -7412,2 2681,4 7 <0,001

Wykazano zalezno$¢ pomiedzy masg ciala osobnikéow stadium J2 M. hapla a
temperaturg 1 czasem inkubacji. Najwyzsza mase ciata (0,0610 £ 0,0004 pg) zmierzono u
osobnikow J2 inkubowanych przez 1 godzing w temperaturze stresowej 5°C. Dla kazdego
czasu inkubacji (panelu) najwyzsza mase ciata posiadaty nicienie inkubowane w 5°C.
Najnizsza o tej samej warto$ci mas¢ ciata (0,0335 + 0,0004 pg) obserwowano w dwoch
wariantach do$wiadczenia: w temperaturze 20°C (kontrola) po 1344 godzinach inkubacji oraz
w temperaturze 30°C po 1008 godzinach inkubacji. W kazdym zastosowanym czasie
inkubacji najnizsza mas¢ ciata posiadaty nicienie inkubowane w najwyzszej temperaturze dla
danego panelu. Zauwazalna byta zaleznos$¢, wedtug ktorej wraz ze wzrostem temperatury (w
kazdym panelu) 1 wydluzaniem czasu inkubacji (miedzy poszczegdlnymi panelami) masa
ciata osobnikow J2 spadata. Ta zalezno$¢ dotyczyta takze masy ciata nicieni inkubowanych w

temperaturze kontrolnej (20°C) (Tab. 44Z; Ryc. 36).
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Ryc. 36. Zalezno$¢ masy ciata osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla od temperatury i czasu
inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 31, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%

przedziat ufnosci tego oszacowania.

4.3.4. Powierzchnia wybarwionych lipidow

Wykazano, ze powierzchnia wybarwionych lipidow badana u osobnikow J2 M. hapla
zmieniala si¢ w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji (Ryc. od 37 do 44). Selekcja
modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 32 jako najlepiej dopasowany
do danych objasniajgcych réznice w wartosciach powierzchni wybarwionych lipidow
mierzonej u osobnikow J2 M. hapla. Model ten zaktadal faczne, interaktywne oddziatywanie
temperatury, czasu inkubacji 1 masy ciala na powierzchni¢ wybarwionych lipidow w stadium

J2. Oszacowania parametréw modelu optymalnego przedstawiono w Tabeli 45Z.

Tabela 32. Selekcja modeli GLM objasniajgcych réznice w warto$ciach powierzchni wybarwionych
lipidow u osobnikow J2 Meloidogyne hapla w zaleznosci od temperatury, czasu inkubacji 1 masy
cialta. Dla kazdego modelu podano zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej
wiarygodnosci (LL), warto$¢ kryterium informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), rdéznice
warto$ci AICc danego modelu oraz modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A
AlCc), liczbe stopni swobody (df) oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICc | AAICc | df | waga
powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas
1 | inkubacji + masa ciata) + temperatura:czas inkubacji + -2695,2 | 5480,1 0,0 43 0,899

temperatura:masa ciata

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas

inkubacji + masa ciala)"2 ~2691,6 | 5486,0 28 49 0,049

Dalsza czes¢ Tabeli na nastepnej stronie
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powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas
inkubacji + dlugos¢ ciata + szerokos¢ ciata) +
temperatura:czas inkubacji + dtugos¢ ciata:temperatura +
szerokos¢ ciata:temperatura

-2692,1 | 5487,0 6,8 49 | 0,029

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas
inkubacji + dlugos¢ ciata + szeroko$¢ ciata) +
temperatura:czas inkubacji + szeroko$¢ ciata:temperatura +
czas inkubacji:szerokos¢ ciata + dlugosc¢ ciata:szeroko$é ciata

-2690,3 | 5487,8 1,7 51 0,019

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas
inkubacji + dlugos¢ ciata + szeroko$¢ ciata) +

5 | temperatura:czas inkubacji + dtugos¢ ciata:temperatura + -2686,6 | 5491,3 11,2 56 | 0,003
szeroko$¢ ciata:temperatura + czas inkubacji:szeroko$¢ ciata
+ dlugos¢ ciata:szerokosc¢ ciata

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas

inkubacji + dlugos¢ ciata + szerokos¢ ciata)2 ~2684,5 153007\ 20.6 ) 62 ) <0,001

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas

inkubacji + masa ciata)"3 -2679.4 155156 | 35.4 73| <0001

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas

inkubacji + dlugoé¢ ciata + szerokos¢ ciala)'3 26558 | 53844 1043 ) 121 ) <0,001

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas
inkubacji + dlugos¢ ciata + szeroko$¢ ciata) + dlugos¢
ciata:czas inkubacji + szeroko$¢ ciala:czas inkubacji +
dlugos¢ ciala:temperatura + szerokos¢ ciata:temperatura

-2756,0 | 5588,7 | 108,6 37 | <0,001

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas
10 | inkubacji + masa ciala) + masa ciala:czas inkubacji + masa -2775,6 | 56024 | 1223 25 | <0,001
ciata:temperatura

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas
11 | inkubacji + dlugos¢ ciata + szeroko$¢ ciata) + dlugos¢ 28444 | 57442 | 264,1 27 | <0,001
ciata:czas inkubacji + szeroko$¢ ciata:czas inkubacji

powierzchnia wybarwionych lipidow ~ (temperatura + czas

12 inkubacji + masa ciata) + masa ciala:czas inkubacji -2865,2 | 577121 2911 20| <0,001

13 pow1erzghn1a wyb’a}r\ylonych 11p1d0\3x/’ ~'temperatura + czas 29374 | 59052 | 425.1 15 | <0,001
inkubacji + dtugos¢ ciata + szerokos¢ ciata

14 powierzchnia wybarwionych lipidow ~ temperatura + czas 29684 | 59652 | 485.0 14 | 0,001

inkubacji + masa ciala

4.3.4.1. Zaleznos¢ powierzchni wybarwionych lipidow od temperatury i czasu inkubacji
stadium J2

Przeprowadzone badanie wykazalo réznice w warto$ciach powierzchni wybarwionych
lipidow w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji osobnikow J2 M. hapla (Tab. 46Z;
Ryc. 37). Wykonane fotografie (Ryc. od 38 do 43) pokazuja zmiany wielko$ci obserwowane;j
powierzchni wybarwionych lipidow w ciele osobnikéw J2 M. hapla na dziatanie réznych
temperatur i czasOw inkubacji. W poczatkowym okresie inkubacji (do 24 godzin) niezaleznie
od zastosowanej temperatury obserwuje si¢ mniej lub bardziej zwarty obraz wybarwionych
lipidéw widocznych w ciele nicieni. Wybarwione na czerwono lipidy widoczne sg na calej
dhugoscti jelita. Najwigksza powierzchnie wybarwionych lipidow (62,9 + 1,02 %) zmierzono u
osobnikow J2 inkubowanych przez 1 godzing w temperaturze 10°C (Ryc. 37, 39).
Najmniejsza mierzalng powierzchni¢ wybarwionych lipidow (1,14 + 1,68 %) obserwowano w

temperaturze kontrolnej (20°C) po 1344 godzinach inkubacji (Ryc. 37, 40). Najszybciej
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powierzchnia wybarwionych lipidéw malata u nicieni inkubowanych w temperaturze
stresowej 40°C (Ryc. 37, 43). Redukcja powierzchni wybarwionych lipidéw do wartosci
niemierzalnej nastgpit juz po 336 godzinach inkubacji w 40°C, nastgpnie w temperaturze
35°C po 1008 godzinach i w 30°C po 1344 godzinach inkubacji. Najwolniej powierzchnia
lipidow malata w temperaturze stresowej 5°C (Ryc. 37, 38). Zauwazalna byta zalezno$¢,
zgodnie z ktéra im wyzsza temperatura i dluzszy byl czas inkubacji osobnikow J2, tym
bardziej malata powierzchnia wybarwionych lipidow (dotyczy szczegdlnie czasu inkubacji
336, 1008 1 1344 godziny) (Tab. 46Z; Ryc. 37). Obserwowano takze prawidtowos¢, ze
powierzchnia lipidow malata najszybciej w odcinku poczatkowym jelita. Powierzchnia kropli
lipidowych w przedniej czesci ciata malata az do ich catkowitego zaniku. Nastgpnie zmiany te
zachodzity w kierunku ogona. Ostatnie wybarwione lipidy obserwowano w tylnej cze¢$ci ciata

osobnikow J2 M. hapla — w czg$ci ogonowej (Ryc. od 38 do 43).

1h 2h Bh | 24h 336h 1008h 1344h
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Ryc. 37. Zalezno$¢ powierzchni wybarwionych lipidéw u osobnikéw stadium J2 Meloidogyne hapla
od temperatury i czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C.
Przedstawiono usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego
w ramach selekcji modeli (Tab. 32, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja
95% przedzial ufno$ci tego oszacowania.
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5°C/1h | | 5°Ci2n

5°C/8h 5°C/24h

5°C/336h 5°C/1008h

5°C/1344h

Ryc. 38. Osobniki stadium J2
Meloidogyne hapla z wybarwionymi
na czerwono lipidami po uprzednigj
inkubacji w temperaturze 5°C przez
1, 2, 8, 24, 336, 1008 i 1344h
(godziny) (fot. L. Flis). Skala: 50,0
pm.
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10°C/1h 4 1 10°C/2h

10°C/8h 10°C/24h

10°C/336h 10°C/1008h

10°C/1344h

Ryc. 39. Osobniki stadium J2
Meloidogyne hapla z wybarwionymi
na czerwono lipidami po uprzedniej
inkubacji w temperaturze 10°C przez
1, 2, 8, 24, 336, 1008 i 1344h
(godziny) (fot. L. Flis). Skala: 50,0
pm.
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20°C/1h 20°C/2h

20°C/8h 20°C/24h

20°C/336h _ | 20°C/1008h

20°C/1344h

Ryc. 40. Osobniki stadium J2
Meloidogyne hapla z wybarwionymi
na czerwono lipidami po uprzednigj
inkubacji w temperaturze 20°C przez
1, 2, 8 24, 336, 1008 i 1344h
(godziny) (fot. L. Flis). Skala: 50,0

um.
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30°C/1h 30°C/2h

30°C/8h : 30°C/24h

30°C/336h 30°C/1008h

Ryc. 41. Osobniki stadium J2 Meloidogyne hapla z wybarwionymi na czerwono lipidami po
uprzedniej inkubacji w temperaturze 30°C przez 1, 2, 8, 24, 336 1 1008h (godziny) (fot. L. Flis). Skala:
50,0 um.
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35°C/1h 35°C/2h

35°C/8h , 35°C/24h

35°C/336h

Ryc. 42. Osobniki stadium J2 Meloidogyne hapla z wybarwionymi na czerwono lipidami po
uprzedniej inkubacji w temperaturze 35°C przez 1, 2, 8, 24 i 336h (godziny) (fot. L. Flis). Skala: 50,0
pum.
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40°C/1h 40°C/2h

40°C/8h 40°C/24h

Ryc. 43. Osobniki stadium J2 Meloidogyne hapla z wybarwionymi na czerwono lipidami po
uprzedniej inkubacji w temperaturze 35°C przez 1, 2, 8 i 24h (godziny) (fot. L. Flis). Skala: 50,0 um.

4.3.4.2. Zaleznos¢ powierzchni wybarwionych lipidow od temperatury i masy ciala
stadium J2

Badanie powierzchni wybarwionych lipidow wykazato jej zroznicowanie w zaleznos$ci
od temperatury i masy ciala osobnikow J2 M. hapla (Ryc. 44). Najwieksza powierzchni¢
wybarwionych lipidow (49,69 + 2,43 %) zmierzono u osobnikdw J2 o masie ciata 0,3 pg
inkubowanych w temperaturze 10°C. Najmniejsza S$rednig warto§¢ powierzchni
wybarwionych lipidow (44,23 + 1,58 %) obserwowano u osobnikow J2 o masie ciata 0,07 pg
w temperaturze 20°C. Natomiast najmniejszg powierzchni¢ wybarwionych lipidow, w
kazdym panelu dotyczacym masy ciala (oprocz panelu z masa ciata 0,03 pg), obserwowano w

temperaturze 20°C (Tab. 47Z; Ryc. 44).
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Ryc. 44. Zalezno$¢ powierzchni wybarwionych lipidow u osobnikéw stadium J2 Meloidogyne hapla
od temperatury i masy ciata (poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 32, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufnosci tego oszacowania. Dla wartosci temperatury 30°C, 35°C i 40°C oszacowania
efektow dla tego modelu nie sg mozliwe.

4.3.5. Zalezno$¢ masy lipidow od temperatury i czasu inkubacji stadium J2

Wykonane do$wiadczenie wykazato réznice w warto$ci masy lipidow badanej u
osobnikéw J2 M. hapla w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji (Ryc. 45). Selekcja
modeli z uzyciem kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 33 jako najlepiej dopasowany
do danych objasniajacych rdznice w warto$ci masy lipidéw u osobnikéw J2 M. hapla. Model
ten zakladal faczne, interaktywne oddzialywanie temperatury i czasu inkubacji na mas¢
lipidéw osobnikéw J2. Oszacowania parametrow modelu optymalnego przedstawiono w
Tabeli 48Z.

Tabela 33. Selekcja modeli GLM objasniajgcych rdéznice w wartosci masy lipidow osobnikdéw stadium
J2 Meloidogyne hapla w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu podano
zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnos$ci (LL), warto$¢ kryterium
informacyjnego Akaikego dla matych prob (AICc), roéznice wartosci AICc danego modelu oraz
modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody (df)
oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AICe A AlICc df waga
1 | masa lipidow ~ (temperatura + czas inkubacji)"2 5226,6 |-10379,2 0,0 37 1

2 | masa lipidow ~ temperatura + czas inkubacji 5111,1 |-10196,3 182,9 13 <0,001
3 | masa lipidow ~ czas inkubacji 4121,8 | -8227,6 2151,6 8 <0,001
4 | masa lipidow ~ temperatura 3182,6 | -6351,3 4027,9 7 <0,001
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Wykazano zalezno$¢ pomiedzy masg lipidow a temperaturg i czasem inkubacji
osobnikow J2 M. hapla. Najwyzsza $rednig mase lipidow (0,037 = 0,0004 ng) wykazano u
osobnikow J2, ktére inkubowano w temperaturze 5°C przez 1 godzing. Sposrod wszystkich
wariantow eksperymentu najszybciej masa lipidow spadata u osobnikéw J2 inkubowanych w
temperaturach stresowych 40°C, a nastepnie w 35°C. Najwolniej masa lipidow spadata w
temperaturze 5°C. Najmniejsza zmierzong mas¢ lipidow (0,0004 + 0,0004 ng) wykazano u
osobnikoéw J2 inkubowanych w temperaturze 30°C przez 1008 godzin. Dla kazdego badanego
czasu inkubacji (poszczego6lne panele z Ryc. 45) najnizsza mas¢ lipidow stwierdzono u
nicieni inkubowanych w najwyzszej temperaturze dla danego panelu. Masa lipidow mierzona
u osobnikdéw J2 w przedziale temperaturowym od 5°C do 30°C i czasie inkubacji dla paneli
od 1 do 24 godzin nie ulegta znacznym zmianom. Zaobserwowano znaczne obnizenie masy
lipidéw w temperaturach 35°C 1 40°C i czasie inkubacji od 1 do 24 godzin. Wykazano
réwniez wyrazne obnizenie masy lipidow wraz ze wzrostem temperatury w czasie inkubacji
336, 1008 i 1344 godziny. Zauwazalna byta zalezno$¢, zgodnie z ktérg wraz ze wzrostem
temperatury (w obrebie kazdego panelu) 1 wydluzaniem czasu inkubacji (miedzy
poszczegdlnymi panelami) masa lipidow u osobnikdéw J2 spadata. Ta zalezno$¢ dotyczyta

takze masy lipidow nicieni inkubowanych w temperaturze kontrolnej (Tab. 49Z; Ryc. 45).
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Ryc. 45. Zaleznos¢ masy lipidow osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla od temperatury i czasu
inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 33, model 1). Kropka oznacza warto$§¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufnosci tego oszacowania.
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4.4. Wplyw temperatury na aktywnos¢ ruchowg osobnikow stadium J2
4.4.1. Zalezno$¢ aktywnosci ruchowej stadium J2 od temperatury i czasu inkubacji
Doswiadczenie wykazato roznice w aktywnosci ruchowej badanej u osobnikow J2 M.
hapla w zalezno$ci do temperatury 1 czasu inkubacji (Ryc. 46). Selekcja modeli z uzyciem
kryterium AICc wskazata model 1 z Tabeli 34 jako najlepiej dopasowany do danych
objasniajacych réznice w aktywnosci ruchowej mierzonej u osobnikéw J2 M. hapla. Model
ten zaktadat interaktywne oddzialywanie temperatury i czasu inkubacji na aktywnos$¢
ruchowa osobnikéw J2. Oszacowania parametréw modelu optymalnego przedstawiono w

Tabeli 50Z.

Tabela 34. Selekcja modeli GLM objasniajacych réznice w aktywno$ci ruchowej osobnikow stadium
J2 Meloidogyne hapla w zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji. Dla kazdego modelu podano
zmienne uzyte jako predyktory, logarytm maksymalnej wiarygodnosci (LL), warto$¢ kryterium
informacyjnego Akaikego dla matych préb (AICc), réznice wartosci AICc danego modelu oraz
modelu z minimalnym AICc w analizowanym zbiorze modeli (A AICc), liczbe stopni swobody (df)
oraz wage Akaikego danego modelu (waga).

nr Model (predyktory) LL AlCc A AICce df | waga
1 | aktywno$¢ ruchowa ~ (temperatura + czas inkubacji)*2 | -1455,8 | 29552 0,0 21 1

2 | aktywnos¢ ruchowa ~ temperatura + czas inkubacji -1664,5 33473 392,1 9 <0,001
3 | aktywnos¢ ruchowa ~ temperatura -1819,2 3650,6 695,4 6 <0,001
4 | aktywnos¢ ruchowa ~ czas inkubacji -2665.,9 5341,9 2386,7 5 <0,001

Badane osobniki J2 M. hapla, inkubowane w temperaturze stresowej 40°C, w kazdym
wariancie czasowym nie wykazywaty aktywnosci ruchowej (byly sparalizowane) i nie byly
brane pod uwage w opracowaniu statystycznym. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig
ruchowa osobnikow J2 M. hapla a temperaturg i1 czasem inkubacji. Najnizszg aktywnos$¢
ruchowa (3,2 + 0,51 L/5min) osobnikéw J2 obserwowano w temperaturze stresowej 5°C po
24 godzinach inkubacji, natomiast najwyzszg (61,1 = 0,51 L/5min) w temperaturze 30°C po 1
godzinie ekspozycji. W temperaturach od 5°C do 20°C, w kazdym wariancie czasu inkubacji
widoczny byt wzrost aktywnosci ruchowej osobnikow J2. W kazdym wariancie eksperymentu
(poszczegdlne panele) najwigksze obnizenie aktywno$ci ruchowej osobnikow J2
obserwowano w temperaturze stresowej 35°C w pordéwnaniu do temperatury 30°C. W
temperaturze kontrolnej 20°C aktywnos¢ ruchowa osobnikow J2 osiagnela wartos¢ najwyzsza
w dwoch wariantach eksperymentu: po 8 (53,9 = 0,51 L/5min) i 24 (54,3 = 0,51 L/5min)
godzinach inkubacji. Zauwazalna byta zalezno$¢, wedlug ktoérej aktywno$¢ ruchowa
osobnikéw J2 w temperaturach stresowych 5°C 1 35°C byla mniejsza w poréwnaniu do
aktywnosci ruchowej tych osobnikdéw obserwowanej po zadziataniu pozostatych badanych

temperatur niestresowych (Tab. 51Z; Ryc. 46).
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Ryc. 46. Zaleznos¢ aktywnos$ci ruchowej osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla od temperatury i
czasu inkubacji (h — godzina, poszczegdlne panele). Kontrola = temperatura 20°C. Przedstawiono
usrednione efekty (marginal means) oszacowane dla najlepszego modelu wskazanego w ramach
selekcji modeli (Tab. 34, model 1). Kropka oznacza warto$¢ oszacowania, wasy oznaczaja 95%
przedziat ufnosci tego oszacowania.

91



5. Dyskusja

Dostepnos¢ pokarmu i temperatura to dwa czynniki §rodowiskowe, ktore istotnie
wplywaja na cechy historii zyciowej organizmoéw (Klass, 1977; So 1 in., 2012; Ayub 1 in.,
2013). W przeprowadzonych doswiadczeniach dotyczacych oddziatywania temperatury na
stadium J2 M. hapla wykluczono czynnik dostepnosci pokarmu, poniewaz wszystkie badane
nicienie byly glodzone. Pierwsza cz¢§¢ przeprowadzonych doswiadczen dotyczyta
oddziatywania temperatury i czasu inkubacji na poziom ekspresji gendw hsp badany w
stadium jaja 1 w stadium J2. W drugiej czesSci badano wybrane parametry kondycji (stanu
fizjologicznego) u stadium J2 oraz u stadium J2 wylggnigtego z jaj uprzednio inkubowanych
w roznych temperaturach. Oba stadia byty poddane inkubacji w tych samych temperaturach i
czasie jakich uzyto w badaniach gendw Asp.

Temperatura otoczenia wptywa na organizmy na wiele sposobow m.in. powodujac
wzrost lub redukcje tempa przebiegu proceséw fizjologicznych (Brown i in., 2012),
warunkujac czas trwania cyklu rozwojowego (Olive, 1995), a nawet bezposrednio wptywajac
na $miertelno$¢ (Pauly, 1980). Nie wszystkie poddane badaniom stadia M. hapla przezyly
eksperymenty. Temperatury okreslone w przeprowadzonych na potrzeby niniejszego
doktoratu badaniach, jako stresowe, czyli 35°C 1 40°C okazaty si¢ by¢ dla inkubowanych
stadiow letalne (Daulton 1 Nusbaum,1961; Thomason i Lear, 1961; Kinloch 1 Allen, 1972).
Stadium jaja nie przezylo inkubacji w temperaturze 40°C — z jaj inkubowanych w tej
temperaturze nie wylegly si¢ osobniki stadium J2. Rowniez temperatury 35°C 1 40°C byty
letalne dla stadiow J2. Pierwsze niezywe osobniki J2 zaobserwowano w temperaturze 40°C
juz po 336 godzinach inkubacji. Nastgpne osobniki po 1008 godzinach w 35°C, a kolejne po
1344 godzinach w 30°C. Temperatura 30°C okre$lona zostala w niniejszej pracy jako
niestresowa, a mimo to po 8 tygodniach inkubacji nicienie byly martwe. Przyczyng tak
wysokiej $miertelnosci stadium J2 mogly by¢ grzyby, ktorych rozwojowi w szalce z
nicieniami mogta sprzyja¢ odpowiednia temperatura i czas inkubacji (Hussain i in., 2017) lub
wyczerpanie si¢ zapasOw energii zmagazynowanych w organizmie osobnikdéw J2 w postaci

obojetnych lipidow (Welte i Gould, 2017).

5.1. Profilowanie ekspresji wybranych genow /Asp

W wyniku dzialania czynnika stresowego (biotycznego lub abiotycznego) w
komorkach organizmu zachodza zmiany metaboliczne. Odpowiedzig organizmu na bodzce
stresowe jest m.in. wzrost ekspresji genow szoku termicznego w komorkach, a nastgpnie

synteza biatek szoku termicznego nazywanych takze biatkami opiekunczymi (Feder i
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Hofmann, 1999). Czynnikiem stresowym w przeprowadzonych w tej pracy badaniach
ekspresji genéw hsp byta temperatura. Dwa stadia rozwojowe — stadium jaja i stadium J2 M.
hapla poddano inkubacji w temperaturach stresowych, ktore wedtug literatury wplywaty w
istotny sposob na zahamowanie rozwoju tego nicienia. Byly to temperatury 5°C (tzw. stres
zimna) (Vrain i Barker, 1978; Charchar i Santo, 2001; Gulyas i Powell, 2022) oraz 35°C i
40°C (tzw. stres gorgca) (Thomason i Lear, 1961; Kinloch i Allen, 1972; Treinin i in., 2003).
W celu wykazania réznic w ekspresji gendw hsp, oprocz temperatur stresowych obydwa
stadia inkubowano rowniez w temperaturach niestresowych, takich jak 10°C, 20°C (kontrola)

130°C (Thomason i Lear, 1961; Inserra i in., 1983).

Ekspresja genu Mh-hsp90

Najczescie] badanym genem szoku termicznego u nicieni jest gen Asp90 (Him i in.,
2009; Gillan i Devaney, 2014). Jego ekspresja w obu badanych stadiach byta najwyzsza w
wyniku dziatania stresu gorgca wywotanego temperaturami 35°C i 40°C. Badanie genu Mh-
hsp90 w obu stadiach rozwojowych wykazalo jego znacznie wyzsza ekspresje w stadium J2
M. hapla. Najwyzszy poziom ekspresji genu Mh-hsp90 w stadium jaja odnotowano po 2
godzinach inkubacji w temperaturze 35°C (4,96 £ 0,21 R) (Tab. 2Z, Ryc. 15). W tych samych
warunkach temperatury i czasu inkubacji najwyzszy poziom ekspresji tego genu wykazano
rowniez u osobnikéow stadium J2 (35,33 £ 1,19 R) (Tab. 18Z, Ryc. 23). W wyzej
wymienionych warunkach eksperymentu ekspresja badanego genu w stadium J2 byta ponad
osmiokrotnie wyzsza od ekspresji tego genu w stadium jaja. W dostepnej literaturze brak jest
analogicznych badan, ktore mozna poréwnac z otrzymanymi w tej pracy wynikami. Wu 1 in.
(2019) badali jedynie wptyw temperatur stresowych 4°C 1 40°C na ekspresje genu Mh-hsp90
w stadium J2 M. hapla. Wykazali znaczacy wzrost ekspresji w temperaturze 40°C, ktory byt
ponad 6-krotnie wyzszy od ekspresji tego genu w temperaturze 4°C. Jak juz wcze$niej
wykazano w tej pracy najwyzsza ekspresja genu Mh-hsp90 wystepowata w temperaturze
35°C, ale w temperaturze 40°C po 2 godzinach inkubacji ekspresja tego genu byta rowniez
wysoka (15,58 + 1,19 R). Natomiast najnizszg temperatura, w ktorej badano poziom ekspresji
genu Mh-hsp90, byta temperatura 5°C. W tej temperaturze nie wykazano istotnego wzrostu
ekspresji badanego genu. Zarowno w badaniach dotyczacych tej pracy, jak i w do§wiadczeniu
wykonanym przez Wu 1 in. (2019) znacznie wyzszy poziom ekspresji genu Mh-hsp90
obserwowano w temperaturach 35°C 1 40°C w porownaniu do temperatur 4°C 1 5°C. Wzrost
ekspresji tego genu w temperaturach 35°C 1 40°C $wiadczy o tym, Ze ten gen silniej reaguje

na stres goraca, niz na stres zimna wywotany temperaturami 4°C 1 5°C.
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Poziom ekspresji genu Asp90 na dzialanie réznych temperatur badano réwniez u M.
artiellia (De Luca i in., 2009). De Luca i in. (2009) badali wptyw temperatur 5°C i 30°C na
ekspresje genu Mt-hsp90 w stadium jaja i stadium J2 M. artiellia po 1, 2, 8 1 24 godzinach
inkubacji. W wyniku ekspozycji na zimno w temperaturze 5°C ekspresja genu Mt-hsp90 w
stadium jaja byla wyzsza od ekspresji tego genu badanego w stadium J2 M. artiellia bez
wzgledu na czas inkubacji. Natomiast w niniejszej rozprawie w tej samej temperaturze nie
wykazano istotnej zmiany ekspresji genu Mh-hsp90 w obu badanych stadiach M. hapla w
poréwnaniu do temperatury kontrolnej 20°C (Tab. 2Z, Ryc. 15; Tab. 18Z, Ryc. 23). Badanie
genu Mt-hsp90 u M. artiellia w temperaturze 30°C we wszystkich czasach inkubacji
wykazato wyzszy poziom ekspresji tego genu w stadium J2 w porownaniu do ekspresji
mierzonej w stadium jaja (De Luca i in., 2009). W badaniach wykonanych w niniejszej pracy
réwniez poziom ekspresji genu Mh-hsp90 w tej samej temperaturze w kazdym z czasow
inkubacji byl wyzszy w stadium J2 niz w stadium jaja M. hapla. Warto takze odnotowad, ze
poziom ekspresji obu pordwnywanych gendéw u obu gatunkéw Meloidogyne byl znacznie
wyzszy w temperaturze 30°C niz w 5°C. Pozwala to na stwierdzenie, Zze u tych gatunkow
badany gen silniej reaguje na stres goraca, niz na stres zimna.

Kolejnym gatunkiem guzaka, u ktérego badano poziom ekspresji genu Asp90 w
wyniku dziatania temperatur, byl M. incognita (Bai 1 in., 2014). Poziom ekspresji genu Mi-
hsp90 badany byl w stadium J2 M. incognita w temperaturach 4°C i 39°C. Badania wykazaty
najwyzszy wzrost ekspresji tego genu w temperaturze 39°C po 6 godzinach inkubacji, a
najnizszy w 4°C. Zarowno w prezentowanych w tej pracy badaniach, jak 1 w badaniach
przeprowadzonych przez De Luca 1 in. (2009) oraz Bai 1 in. (2014) widoczna byta zaleznosc¢,
zgodnie z ktora ekspresja genu hsp90 byla zawsze znacznie wyzsza w temperaturach

wywolujacych stres gorgca u poddanych eksperymentom stadidw Meloidogyne.

Ekspresja genu Mh-hspl

Badanie genu Mh-hspl przeprowadzone na stadium jaja i osobnikach stadium J2 M.
hapla wykazato r6znice w ekspresji tego genu miedzy badanymi stadiami. Poziom ekspresji
genu Mh-hspl w stadium jaja wzrastat jedynie w wyniku dziatania stresu gorgca wywotanego
temperaturg 35°C, do maksymalnej wartosci 4,40 = 0,13 R po 1 godzinie inkubacji (Tab. 4Z,
Ryc. 16). Obserwowany w stadium J2 najwyzszy poziom ekspresji genu Mh-hspl wykazano
w temperaturze 40°C po 1 godzinie inkubacji i wynosit 61,78 + 0,93 R (Tab. 20Z, Ryc. 24).
Odpowiedz tego genu na stres goraca w stadium J2 byta 14-krotnie wyzsza, niz wykazana w

stadium jaja. Ponadto badanie genu Mh-hspl w stadium J2 wykazato wzrost jego ekspresji w
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temperaturze 5°C na dziatanie stresu zimna, czego nie obserwowano w stadium jaja. W
dostepnej literaturze brak jest informacji o podobnych badaniach prowadzonych na genie
hspl u M. hapla, a takze rodzaju Meloidogyne. Podobne badania prowadzono jednak u dwéch
gatunkéw nicieni z rodzaju Globodera Skarbilovich, 1959 nalezacych tak samo jak guzaki do
grupy endopasozytow osiadtych (Eves-Van den Akker i in., 2016). U Globodera
rostochiensis (Wollenweber, 1923) Behrens, 1975 1 G. pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975
wykazano zmiany w ekspresji genu Aspl podczas ekspozycji na rozne temperatury. Ekspresja
genu Gro-hsp-1 u G. rostochiensis wzrosta ponad 8-krotnie a genu Gpa-hsp-1 u G. pallida
ponad 6-krotnie po 1 godzinnej inkubacji stadiow J2 w temperaturze 30°C w poréwnaniu do
temperatury 20°C (Jones i in., 2018). W wykonanych w tej rozprawie badaniach wykazano
takze prawie 7-krotny wzrost ekspresji genu Mh-hsplw stadiach J2 po 1-godzinnnej inkubacji
(6,79 £ 0,93 R) w temperaturze 30°C w poréwnaniu do temperatury kontrolnej. Réwniez w
pozostalych czasach inkubacji w 30°C widoczny byt wzrost ekspresji tego genu w
porownaniu do temperatury kontrolnej. Wykazano istotny wzrost ekspresji genu Mh-hspl w
wyniku dziatania stresu zimna wywolanego temperatura 5°C w kazdym z badanych czasow.
Rowniez u G. pallida odnotowano niewielki wzrost ekspresji tego genu na dziatanie
temperatury 15°C (Jones 1 in., 2018). Porownanie genu Aspl w obu do§wiadczeniach pozwala
stwierdzi¢, ze ekspresja badanego genu u trzech réznych gatunkow nicieni wzrasta w wyniku
dziatania temperatur wywolujacych stres gorgca, a u dwoch gatunkéw, tj. M. hapla 1 G.
pallida, wzrasta takze na dziatanie nizszych temperatur wywotujacych stres zimna.

Badania dotyczace genu Aspl prowadzono rdéwniez na nicieniu Bursaphelenchus
xylophilus (Steiner 1 Buhrer, 1934) Nickle, 1970, ktory jest pasozytem drzew iglastych. W
tym do$wiadczeniu wszystkie stadia rozwojowe tego nicienia poddano inkubacji w
temperaturze 4°C. Badania wykazaty wyrazny wzrost ekspresji genu Aspl w wyniku dzialania
stresu zimna (Huang i in., 2010). Z opisanego powyzej eksperymentu wynika, ze gen Aspl,
tak samo jak w przeprowadzonych w niniejszej rozprawie badaniach (dotyczy stadium J2 M.
hapla), reaguje wzrostem ekspresji na stres zimna.

Inne badania dotyczace genu hspl prowadzono takze na bakteriozernym
wolnozyjacym nicieniu C. elegans (dziki szczep N2). Po 2, 4 1 6 godzinach inkubacji nicieni
w temperaturze 33°C obserwowano odpowiednio 7-, 2,6- 1 3-krotny wzrost ekspresji genu
hspl w porownaniu do wartosci ekspresji tego genu u nicieni niepoddanych stresowi goraca
(Zhang i in., 2013). Rowniez inne badania na C. elegans (dziki szczep N2) wykazaty wzrost
ekspresji genu Aspl po 1-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C w pordwnaniu do

poziomu ekspresji tego genu u nicieni inkubowanych w 20°C (Sandner i in., 2020). Jak
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wynika z przytoczonych powyzej badan nie tylko u badanego w niniejszej pracy gatunku M.
hapla, ale takze u gatunku C. elegans, obserwowany byl wzrost ekspresji genu Aspl na

dziatanie stresu goraca.

Ekspresja genu Mh-hsp4

Eksperyment dotyczacy ekspresji genu Mh-hsp4 wykazal najwyzszy poziom ekspresji
tego genu w temperaturze 35°C po 2 godzinach inkubacji zaréwno w stadium jaja (2,02 +
0,11 R) (Tab. 6Z, Ryc. 17), jak i w stadium J2 (4,59 £+ 0,14 R) M. hapla (Tab. 22Z, Ryc. 25).
Ekspresja genu Mh-hsp4 rosta w obu stadiach rozwojowych tylko na dzialanie stresu goraca,
przy czym najwyzsza jej warto$¢ byta ponad 2-krotnie wyzsza w stadium J2. Przeglad
dostepnej literatury wykazal, ze wpltyw temperatury na ekspresje genu Mh-hsp4 u M. hapla
nie byl dotychczas badany. Wigkszo$¢ dostgpnych badan dotyczacych tej tematyki
poswigcona jest eksperymentom na C. elegans. Takze metodyka wykonanych badan rézni si¢
od tej stosowanej w eksperymentach przeprowadzonych w tej rozprawie. Rodrigues i in.
(2011) wykazali wzrost ekspresji genu ssp4 u dorostych stadiow C. elegans (dziki szczep N2)
w wyniku dzialania temperatury 33°C. Ekspresja tego genu rosta podczas inkubacji w czasie
od 0,25 godziny przez 0,5 godziny, az do osiggnigcia najwyzszej wartosci po 1-godzinnej
inkubacji. Nastepnie ekspresja badanego genu spadta po 1,5 godzinie inkubacji (Rodrigues i
in., 2011). Réwniez badania, ktére przeprowadzili Shen i in. (2001), wykazaly wzrost
ekspresji genu Asp4 po 1-godzinnej inkubacji wszystkich stadidow rozwojowych C. elegans w
temperaturze 30°C. W tej samej temperaturze przeprowadzono takze inne badania, ktore
wykazaty prawie 2-krotny wzrost ekspresji genu Asp4 u dojrzatych osobnikow C. elegans w
porownaniu do ekspresji tego genu u nicieni niepoddanych stresowi gorgca (Yoneda i in.,
2004). W kolejnych badaniach odnotowano wzrost ekspresji genu hsp4 po inkubacji
dojrzatych osobnikow C. elegans (dziki szczep N2) w temperaturze 35°C w czasie od 1 do 7
dni. Ekspresja tego genu rosta stopniowo do 5 dnia inkubacji, osiggajac warto§¢ maksymalna,
po czym w 7 dniu jej wartos¢ wyraznie spadta. Ponadto badania te wykazaty, ze ekspresja
genu hsp4 nie ro$nie na dziatanie stresu zimna wywotanego temperaturg 4°C (Dues 1 in.,
2016). Przytoczone powyzej badania potwierdzaja, ze ekspresja badanego w tej rozprawie
genu Mh-hsp4 u obu stadiow M. hapla rosnie w wyniku dzialania stresu gorgca. Mozna
zauwazyc¢, ze ekspresja tego genu, tak samo jak w badaniach Rodrigues i in. (2011) i Dues i
in. (2016), w poczatkowym etapie dziatania stresu gorgca intensywnie ro$nie, a po osiggnieciu

pewnego maksimum — jej poziom spada (dotyczy stadium J2 M. hapla). Ponadto w
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wykonanych w niniejszej pracy badaniach, jak i w badaniach Dues i in. (2016), badany gen

nie reagowat na stres zimna.

Ekspresja genu Mh-hsp6

Wykonane przez autora tej pracy badania dotyczace genu Mh-hsp6 wykazaty
najwyzszy wzrost ekspresji tego genu w stadium jaja w 35°C po 1 godzinie ekspozycji (3,29
+ 0,07 R) (Tab. 8Z, Ryc. 18), a w stadium J2 w temperaturze 40°C po 2 godzinach inkubacji
(4,92 £ 0,13 R) (Tab. 24Z, Ryc. 26). Badania wykazaty, ze ekspresja tego genu rosta tylko w
wyniku dzialania stresu goraca i osiggneta wyzsze warto$ci w stadium J2 M. hapla. Przeglad
dostepnej literatury nie wykazal podobnych badan prowadzonych na nicieniach z rodzaju
Meloidogyne. Jedyne opisane w literaturze, podobne do$wiadczenia dotyczyly C. elegans.
Badania przeprowadzone przez Labbadia i Morimoto (2015) w pierwszym dniu eksperymentu
wykazaty ponad 2-krotny wzrost ekspresji genu hsp6 u dojrzatych osobnikéw C. elegans
(dziki szczep N2) w wyniku 30-minutowej inkubacji w temperaturze 33°C w poroéwnaniu do
ekspresji tego genu u nicieni niepoddanych stresowi goraca. W drugim dniu do$§wiadczenia
odnotowano juz tylko niewielki wzrost ekspresji badanego genu w poréwnaniu do kontroli
(Labbadia 1 Morimoto, 2015). W kolejnym podobnym badaniu dojrzate osobniki C. elegans
(dziki szczep N2) poddawane byly codziennie 30-minutowej inkubacji w temperaturze 33°C.
Najwyzszy poziom ekspresji tego genu odnotowano w pierwszym dniu dziatania stresu
goraca. Po drugim dniu dziatania tego stresu ekspresja spadla o potowe, a nastepnie
nieznacznie wrosta w 4 1 7 dniu badania (Labbadia i in., 2017). Natomiast badania wykonane
przez Prithika 1 in. (2016) wykazaty u dojrzatych osobnikow C. elegans (dziki szczep N2)
najwyzszy wzrost ekspresji genu hsp6 po 12 godzinach trwania eksperymentu, w ktorym
nicienie byly podawane dziataniu temperatur w ciagtym cyklu 35°C przez 2 godziny, a
nastgpnie 20°C przez 4 godziny. Tak wyniki badan otrzymane w niniejszej pracy, jak i te
opisane powyzej, potwierdzaja, ze ekspresja genu Asp6 rosnie w wyniku dzialania stresu
gorgca. Natomiast ekspresja tego genu nie ro$nie na dziatanie stresu zimna, co potwierdzaja
badania wykonane przez Dues i in. (2016). Powyzsze badania, a takze eksperymenty
wykonane w tej pracy dowodza, ze gen Mh-hsp6 reaguje najwyzszym wzrostem ekspresji w
poczatkowym etapie ekspozycji na stres gorgca. W przypadku wykonanych w tej rozprawie
badan najwyzszy wzrost ekspresji badanego genu obserwowano po 8 godzinach inkubacji
stadium J2, natomiast juz po 24 godzinach ekspozycji ekspresja genu Mh-hsp6 byta znacznie

nizsza.
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Ekspresja genu Mh-hsp60

Badania genu Mh-hsp60 wykazaty najwyzszy poziom jego ekspresji w stadium jaja w
temperaturze 5°C po 8 godzinach inkubacji (1,86 £ 0,11 R) (Tab. 10Z, Ryc. 19), a w stadium
J2 w temperaturze 35°C po 1 godzinie inkubacji (4,72 £ 0,19 R) (Tab. 26Z, Ryc. 27).
Wykonane w tej pracy badania wykazaty, ze ekspresja genu Mh-hsp60 ro$nie w obu
badanych stadiach M. hapla zar6wno w wyniku ekspozycji na stres goraca, jak i zimna.
Przeglad dostepnej literatury nie wykazal podobnych eksperymentéw prowadzonych na
nicieniach z rodzaju Meloidogyne. Podobne badania, ale rdznigce si¢ zastosowang
metodologia, wykonywane byly na nicieniach bakteriozernych C. elegans. Wykazano w
stadium L4 C. elegans (dziki szczep N2) prawie 3-krotny wzrost ekspresji genu Asp60 w
wyniku 30-minutowej inkubacji w temperaturze 35°C w poréwnaniu do ekspresji tego genu u
nicieni niepoddanych stresowi gorgca (Shi i in., 2023). Kolejne badania, prowadzone na
dojrzatych nicieniach C. elegans (dziki szczep N2), wykazaty ponad 2-krotny wzrost ekspresji
genu hsp60 po inkubacji tych organizmow w temperaturze 35°C (Lu i in., 2020). U innego
gatunku nicienia, Plectus acuminatus Bastian, 1865, badano biatko Hsp60. Samice tego
gatunku inkubowano przez 1 godzing w 37°C i1 wykazano wzrost ekspresji biatka Hsp60
spowodowanej dzialaniem stresu gorgca (Kammenga 1 in., 1998). Brak jest natomiast badan
dotyczacych wpltywu stresu zimna na ekspresj¢ genu hsp60 u C. elegans. Badania nad
wplywem stresu zimna na ekspresje genu /sp60 prowadzono na innych grupach zwierzat.
Przeprowadzone badania na dojrzatych osobnikach gatunku owada Lissorhoptrus oryzophilus
Kuschel (Coleoptera: Curculionidae) po 2-godzinnej inkubacji w temperaturze 0°C wykazaty
znaczny wzrost ekspresji genu Asp60 w poréwnaniu do owaddéw inkubowanych w
temperaturze 25°C (Yang i in., 2018). Opisane powyze] do$wiadczenia dotyczace wzrostu
ekspresji genu hsp60 u C. elegans 1 P. acuminatus w wyniku dzialania stresu goraca
potwierdzaja wyniki badan otrzymanych w niniejszej pracy. Uzyskane wyniki dotyczace
wzrostu ekspresji genu Mh-hsp60 u obu stadidéw M. hapla podczas dziatania stresu zimna
wymagaja przeprowadzenia dodatkowych do$wiadczen w celu doktadniejszego zbadania

reakcji tego genu na niskie temperatury stresowe.

Ekspresja genu Mh-dnj19

Przeprowadzone w tej pracy badania, dotyczace genu Mh-dnj19, wykazaly wzrost jego
ekspresji w obu badanych stadiach M. hapla na dzialanie stresu gorgca oraz zimna.
Najwyzszy wzrost ekspresji w stadium jaja wykazano w temperaturze 5°C po 8 (1,84 + 0,07

R) godzinach inkubacji (Tab. 12Z, Ryc. 20), a w stadium J2 w 35°C po 2 (5,47 + 0,20 R)
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godzinach inkubacji (Tab. 28Z, Ryc. 28). W dostepne;j literaturze brak jest podobnych badan
na gatunku M. hapla oraz na innych gatunkach nicieni z rodzaju Meloidogyne. Nieliczne
badania dotyczace genu dnjl19 przeprowadzono takze na C. elegans. Wptyw stresu goraca na
poziom ekspresji genu drnj19 badano u 4- 1 10-dniowych nicieni C. elegans (dziki szczep N2)
w wyniku 1-godzinnej ekspozycji na temperatur¢ 35°C. Badania te wykazaly 2-krotny wzrost
ekspresji genu dnj19 u 4-dniowych nicieni w poréwnaniu do nicieni niepoddanych stresowi
gorgca. Poziom ekspresji badanego genu u 10-dniowych C. elegans byt juz znacznie nizszy,
niz u nicieni 4-dniowych (Kirstein i in., 2017). Wzrost ekspresji genu dnj19 podczas dziatania
stresu gorgca w doswiadczeniu Kirstein i in. (2017) potwierdza otrzymane w tej rozprawie
wyniki badan, w ktérych u obu badanych stadiow M. hapla wykazano réwniez wzrost
ekspresji genu Mh-dnjl19 w temperaturze wywolujacej stres gorgca. Ze wzgledu na brak
dostepnych badan dotyczacych wplywu stresu zimna na ekspresje genu dnj19 u innych nicieni
poréwnanie ich z wykonanymi w tej pracy badaniami byto niemozliwe i wymaga dalszych

szczegblowych eksperymentow.

Ekspresja genu Mh-hsp43

Badania dotyczace genu Mh-hsp43 wykazaly wzrost jego ekspresji w wyniku
ekspozycji stadium jaja M. hapla na stres goraca, a w przypadku stadium J2 — na stres gorgca
oraz zimna. Najwyzszy wzrost ekspresji genu Mh-hsp43 w stadium jaja wykazano w
temperaturze 35°C, po 1 godzinie inkubacji (3,20 + 0,15 R) (Tab. 14Z, Ryc. 21). Najwyzszy
poziom ekspresji tego genu w tych samych warunkach temperatury i czasu inkubacji
odnotowano takze w stadium J2 (2,65 = 1,10 R) (Tab. 30Z, Ryc. 29). Przeglad dostepne;j
literatury wskazuje na brak analogicznych lub podobnych badan prowadzonych na M. hapla,
a takze na nicieniach z rodzaju Meloidogyne. Podobne badania prowadzono natomiast na C.
elegans. Badania, jakie wykonano na tym modelowym organizmie wykazatly, wzrost ekspresji
genu hsp43 w wyniku inkubacji w temperaturze 37°C przez 2,5 godziny (Fu 1 in., 2020).
Réwniez badania na nicieniu B. xylophilus wykazaty wzrost ekspresji genu Asp43 podczas 4-
godzinnej inkubacji w temperaturze 30°C w porownaniu do ekspresji tego genu badanej u
nicieni inkubowanych w temperaturze 20°C (Wang i1 in.,, 2016). Opisane powyzej
doswiadczenia potwierdzajg otrzymane w niniejszej pracy wyniki badan dotyczace wzrostu
ekspresji genu Mh-hsp43 podczas dziatania stresu gorgca u obu badanych stadiow M. hapla.
Brak dostepnych badan na temat wptywu stresu zimna na ekspresje genu hsp43 u C. elegans
uniemozliwia poréwnanie uzyskanych w tej rozprawie wynikéw dotyczacych wzrostu

ekspresji genu Mh-hsp43 w stadium J2 M. hapla w temperaturze 5°C.
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Ekspresja genu Mh-hsp12.2

Badanie genu Mh-hsp12.2 w stadium jaja i w stadium J2 M. hapla wykazalo wzrost
jego ekspresji w wyniku dzialania stresu gorgca i stresu zimna. W stadium jaja wykazano
najwyzszy wzrost ekspresji badanego genu w temperaturze 35°C po 1 godzinie inkubacji
(1,67 = 0,08 R) (Tab. 16Z, Ryc. 22). Wzrost ekspresji tego genu obserwowano rowniez w
temperaturze 5°C. Jedyny wzrost ekspresji genu Mh-hspl12.2 w stadium J2 wykazano w
temperaturze 5°C po 1 godzinie inkubacji (1,65 £ 0,08 R) na dzialanie stresu zimna (Tab.
327, Ryc. 30). Przeglad dostgpnej literatury nie wykazat podobnych badan prowadzonych na
nicieniach z rodzaju Meloidogyne. Badania dotyczace genu Ahsp12.2 prowadzono natomiast na
bakteriozernym nicieniu C. elegans. Sanchez-Blanco i in., (2014) wykazali wzrost ekspresji
genu hspl2.2 w stadium jaja C. elegans na dziatanie stresu goraca. Natomiast Douglas 1 in.
(2015) nie obserwowali w swoich badaniach wzrostu ekspresji tego genu u dojrzalych
osobnikow C. elegans (dziki szczep N2) na dziatanie stresu goraca. Inne badania wykazaty
niewielki wzrost ekspresji genu Asp12.2 w stadium L3 C. elegans w wyniku dzialania stresu
zimna 1 brak ekspresji tego genu na dzialanie stresu gorgca (Krause, 2013). Rowniez w
wynikach badan dotyczacych tej rozprawy mozna zauwazy¢ réznice w ekspresji genu Mh-
hsp12.2 pomigdzy badanymi stadiami. W stadium J2 obserwowano niewielki wzrost ekspresji
badanego genu tylko na dziatanie temperatury 5°C po 1 godzinie inkubacji, a w stadium jaja
wykazano wzrost ekspresji tego genu zardwno w warunkach na stresu goraca jak i stresu
zimna. Podsumowujac powyzsze badania i te otrzymane w niniejszej rozprawie mozna
stwierdzi¢, ze poziom ekspresji genu Asp12.2 r6zni si¢ w zalezno$ci od stadium rozwojowego,

u ktérego jest mierzony.

5.2. Wplyw temperatury na stadium jaja oraz na parametry stanu fizjologicznego
wylegnietych z tych jaj stadiow J2

Po zaptodnieniu samica M. hapla sktada jaja do utworzonego w tylnej czesci jej ciata
galaretowatego worka jajowego (Moens i in., 2009). Stadium jaja zamkni¢te w galaretowatym
woreczku tworzacym ztoze jajowe jest zdolne do przetrwania niesprzyjajacych warunkow w
glebie podczas okresu zimowego (Bleve-Zacheo i in., 2007; Wu i in., 2018). Jedno z
wykonanych w niniejszej pracy doswiadczen dotyczylo badania wplywu temperatury na
stadium jaja M. hapla. Stadium jaja bylo inkubowane w r6znych temperaturach i czasie. Po
tej ekspozycji dalszy rozwdj stadium jaja przebiegal w temperaturze 20°C az do wylegu
osobnikdw stadium J2. Nastgpnie u tych osobnikéw byly mierzone parametry stanu

fizjologicznego (kondycji), czyli dtugos¢, szerokos¢ 1 masa ciata. Przeprowadzone badania
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wykazaty zalezno$¢ pomigdzy temperaturg i czasem inkubacji jaj a dtugoscia (Tab. 34Z, Ryc.
31), szerokosciag (Tab. 36Z, Ryc. 32) i masg ciata wylegnietych z tych jaj osobnikow J2 (Tab.
38Z, Ryc. 33).

Poréwnanie otrzymanych w tej pracy wynikow badan nie byto mozliwe ze wzgledu na
brak doniesien o podobnych badaniach. Wigkszo$¢ opisanych tam badan prowadzonych na
stadium jaja u nicieni nalezacych do rodzaju Meloidogyne dotyczyta gldéwnie wptywu réznych
temperatur na tempo 1 przebieg embriogenezy. Badania wykazaly, ze wyzsze temperatury
znacznie skracaty czas rozwoju embrionalnego u takich gatunkow guzakow jak M. hapla, M.
chitwoodi, M. fallax, M. incognita, M. javanica czy M. konaensis Eisenback, Bernard i
Schmitt, 1995 (Bird, 1972; Vrain i Barker, 1978; Inserra i in., 1983; Zhang i Schmitt, 1995;
Mahmud, 2014; Sumita iDas, 2016). Prowadzono liczne badania w celu okreslenia
optymalnej temperatury dla rozwoju stadium jaja M. hapla do momentu wylegu osobnikow
stadium J2. Wykazano, ze jest to zakres temperatur od 20°C do 30°C (Bird i Wallace, 1965;
Vrain i Barker, 1978; Inserra i in., 1983; Charchar i Santo, 2001). Wykonane w tej rozprawie
badania wykazaly, Zze najwigksza dlugo$¢ ciala osiagnety osobniki J2 wylegnigte z jaj
inkubowanych wlasnie w temperaturze 30°C, a nastgpnie w 20°C (Tab. 34Z, Ryc. 31).
Natomiast najwigksza szeroko$¢ ciata (Tab. 36Z, Ryc. 32) 1 mase ciala (Tab. 38Z, Ryc. 33)
uzyskaty osobniki J2 wylegniete z jaj inkubowanych w temperaturze 20°C. Wyznaczony w
wyniku wielu badan optymalny zakres temperatur dla rozwoju stadium jaja M. hapla,
mieszczacy si¢ w przedziale od 20°C do 30°C, jest rowniez zakresem temperatur, w ktérych
wykazano (w tej rozprawie) najwyzsze wartosci badanych parametrow u osobnikow J2
wylegnietych z jaj inkubowanych wtasnie w tych temperaturach. Mozna przypuszczaé, ze ten
zakres temperatur jest rowniez optymalny dla rozwoju jaj badanej w tej rozprawie krajowej
populacji M. hapla.

Charchar i Santo (2001) w swoich badaniach wykazali, ze w temperaturze 6°C
nastapito zatrzymanie rozwoju embrionalnego stadium jaja M. hapla, ktéry przebiegal tylko
do stadium gastruli. W badaniach przeprowadzonych w niniejszej rozprawie w temperaturze
5°C po 8 1 24 godzinach inkubacji zarowno dtugo$¢, szerokos$¢, jak i masa ciala wylegnigtych
z jaj osobnikéw J2 byly jednymi z najnizszych wartoéci, jakie odnotowano sposrod
pozostalych badanych temperatur. Jak wykazali Charchar 1 Santo (2001) temperatura 6°C
hamuje rozwd¢j embrionalny stadium jaja, co przypuszczalnie moze tez by¢ przyczyng
uzyskania niskich wartosci parametrow stanu fizjologicznego u badanych w tej pracy

osobnikow J2 wylegnigtych z jaj inkubowanych w 5°C.
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W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach wykazano, ze temperaturg
dzialajaca letalnie na stadium jaja M. hapla jest 40°C, poniewaz z jaj inkubowanych w tej
temperaturze nie rozwingly 1 nie wylegty si¢ osobniki stadium J2. Daulton i Nusbaum (1961)
w swoich badaniach wykazali, ze temperatury 36°C 1 40°C dzialaty letalnie na stadium jaja
M. hapla. Inne badania wykazaty, ze z jaj M. hapla inkubowanych przez 6 dni w temperaturze
35°C nie wylegly si¢ osobniki J2 (Bird i Wallace, 1965). W przeprowadzonych w tej
rozprawie doswiadczeniach temperatura 35°C réwniez istotnie oddziatywala na badane
parametry stanu fizjologicznego (kondycji). Najmniejsza dlugo$¢ ciala wystepowata u
osobnikow J2 wylegnietych z jaj inkubowanych w temperaturze 35°C bez wzgledu na czas
inkubacji (Tab. 34Z, Ryc. 31). Badajac szeroko$¢ ciala wykazano najmniejsza wartos¢ tego
parametru takze w temperaturze 35°C po 24 godzinach ekspozycji (Tab. 36Z, Ryc. 32). Jesli
chodzi o masg¢ ciala, tutaj rowniez najmniejsza jej warto$¢ wystepowata u osobnikow J2
wylegnigtych z jaj inkubowanych w temperaturze 35°C po 24 godzinach ekspozycji (Tab.
38Z, Ryc. 33). Z uwagi na powyzej opisane badania i te wykonane w niniejszej pracy mozna
stwierdzi¢, ze temperatury 5°C 1 35°C, w ktorych inkubowano stadium jaja, dziataty

ograniczajaco na wartosci parametréw mierzonych u wylegnietych osobnikow J2 M. hapla.

5.3. Wplyw temperatury na parametry stanu fizjologicznego osobnikow stadium J2
Wielko$¢ ciata to jedna z najwazniejszych cech wszystkich organizmow w $wiecie
zywym. Jest ona wiarygodnym predyktorem ich fizjologicznych wskaznikow 1 cech historii
zycia (Rao, 2021). Badanie dlugosci ciata stadium J2 M. hapla, po uprzedniej inkubacji w
roznym czasie 1 temperaturach (bez uwzglednienia temperatury jako zmiennej niezaleznej),
wykazalo zalezno$¢, polegajaca na tym, ze wraz z wydluzaniem czasu inkubacji rosnie
dhugo$¢ ciala tych nicieni (Tab. 40Z B; Ryc. 34B). Dowiedziono, ze najwigcksza dtugos¢ ciata
(391,6 £ 0,63 um) nicienie osiggnely po 1344 godzinach inkubacji, a najmniejsza (387,8 £
0,43 um) po 1 godzinie. W dostepne;j literaturze brak jest informacji o podobnych badaniach
prowadzonych na stadium J2 M. hapla. Badano natomiast zalezno$¢ dlugos$ci ciata od czasu
inkubacji (w stalej temperaturze 28°C) u osobnikéw J2 M. incognita 1 M. exigua (Rocha i in.,
2015; Shivakumara i in., 2018). U obu tych gatunkéw wykazano wzrost dlugosci ciala, ktory
byl najbardziej widoczny po ostatnim, 10 dniu inkubacji w badaniach Shivakumara 1 in.
(2018) 1 12 dniu inkubacji nicieni w eksperymencie Rocha i1 in. (2015). Podobne wyniki
badan otrzymano badajac wpltyw czasu inkubacji na dtugo$¢ ciata u modelowego organizmu
bakteriozernego nicienia C. elegans (Filina i in., 2022). Zar6wno w badaniach wykonanych w

tej pracy jak i1 przytoczonych eksperymentach (Rocha 1 in., 2015; Shivakumara 1 in., 2018;
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Filina i in., 2022), zauwazalna byla zalezno$¢, wedtug ktorej dhugos¢ ciata osobnikow J2
ro$nie wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji.

Kolejnym badanym w tej rozprawie czynnikiem, od ktorego zalezna byta dtugos¢ ciata
osobnikow stadium J2, to temperatura inkubacji. Wykazano, ze najwickszg dtugos¢ ciata
(390,2 + 0,43 um) nicienie osiagnely w temperaturze 30°C, a najmniejszg (388,0 = 0,40 pm)
w temperaturze 5°C (Tab. 40Z A; Ryc. 34A). Badania dotyczace wplywu temperatury na cykl
rozwojowy wykazaty, ze optymalng dla przebiegu cyklu rozwojowego M. hapla jest
temperatura 30°C (Charchar i1 Santo, 2009). Wiasnie w tej temperaturze maksymalng dlugos¢
ciatla osiggnely badane w tej rozprawie stadia J2 M. hapla. Mozna wigc stwierdzié, ze
temperaturg optymalng do wzrostu stadium J2 M. hapla w warunkach glodzenia jest
temperatura 30°C. Najmniejsza S$rednig dlugo$¢ ciata u osobnikéw J2 wykazano w
temperaturze 5°C. Te¢ temperature, na podstawie dostgpnych badan, okre§lono w tej pracy
jako temperature stresowg (stres zimna), poniewaz wplywa ona na zahamowanie badz
uposledzenie cyklu rozwojowego M. hapla (Vrain i in., 1978; Vrain i Barker, 1978; Charchar
1 Santo, 2001; Charchar i Santo, 2009). Po inkubacji w temperaturach 35°C 1 40°C
obserwowano redukcje dtugosci ciata w poréwnaniu do optymalnej dtugosci ciala osiggnietej
przez nicienie w temperaturze 30°C. Temperatury 35°C 1 wyzsze wywotujg stres goraca u
badanych organizméw 1 tak samo jak w przypadku temperatury 5°C powoduje zahamowanie
cyklu rozwojowego M. hapla (Daulton i Nusbaum, 1961; Thomason i1 Lear, 1961; Kinloch i
Allen, 1972). Osobniki stadium J2 inkubowane w temperaturach 35°C i 40°C miaty jednak
wiekszg dlugos$¢ ciata w poréwnaniu do nicieni inkubowanych w temperaturze 5°C. Mozna
wiec stwierdzi¢, ze sposrod badanych temperatur stresowych na zahamowanie wzrostu ciata
osobnikdw J2 najbardziej oddzialywala temperatura 5°C.

Wigkszo$¢ organizméw zmiennocieplnych ro$nie wolniej w chlodniejszym
srodowisku, ale dojrzewajac w tym S$rodowisku osigga wigksze rozmiary ciala. Taka
prawidlowos$¢ nazywana jest regutg zaleznosci wielkosci ciata od temperatury otoczenia
(TSR) (Atkinson, 1994; Angilletta 1 Dunham, 2003). Ponad 80% badanych gatunkow
zmiennocieplnych podlega regule TSR (Atkinson, 1994). Wiele badan dotyczacych reguly
TSR prowadzono na C. elegans (Van Voorhies, 1996; Gutteling i in., 2007; Kammenga i in.,
2007; So 1 in., 2012; Cedergreen i in., 2016; Cradeur, 2019; Maulana 1 in., 2022), ktory jest
jednym z najczesciej wykorzystywanych organizméw modelowych (Meneely 1 in., 2019).
Osobniki C. elegans w stadium mtodocianym hodowane w temperaturze 10°C rosty wolniej
w poréwnaniu do tych hodowanych w temperaturze 25°C. Natomiast juz dojrzate osobniki C.

elegans, wyhodowane w 10°C wykazywaly o 33% wigksze rozmiary ciata w poréwnaniu z
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nicieniami rosngcymi w 25°C (Van Voorhies, 1996). Interesujace badania dotyczace nicieni
wolnozyjacych, takich jak Plectus acuminatus Bastian, 1865, P. aquatilis Andréassy, 1985, P.
opisthocirculus Andrassy, 1952, Plectus cf. velox Bastian, 1865 1 Acrobeloides nanus (De
Man, 1880) Anderson, 1968, roéwniez wykazaty istotny wptyw temperatury na tempo ich
wzrostu 1 wielko§¢ ciata osobnikow dojrzalych. Tempo wzrostu tych organizméw,
rozwijajacych si¢ w temperaturach 10°C i 15°C, bylo nizsze (za wyjatkiem Plectus cf. velox)
niz w temperaturach 20°C i1 25°C. Mimo wolniejszego wzrostu stadiow miodocianych w
temperaturach nizszych (10°C, 15°C) dojrzate osobniki osiggaty wickszg dlugos¢ ciata w tych
temperaturach (Majdi i in., 2019). Otrzymane w tej rozprawie wyniki sg rowniez zgodne z
regula TSR. Wykazano najmniejsza s$rednig dtugos$¢ ciala u osobnikow mlodocianych w
stadium J2 M. hapla inkubowanych w temperaturze 5°C, a najwicksza w temperaturze 30°C
(Tab. 40Z A; Ryc. 34A). Jednak nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze ta reguta ma pelne
zastosowanie dla M. hapla, poniewaz badania wykonane w tej pracy obejmuja tylko jedno
stadium rozwojowe, a regula ta dotyczy wplywu temperatury na caly przebieg cyklu
rozwojowego az do osiggnigcia dojrzatosci plciowe;.

Wykonujac pomiary szeroko$ci ciala glodzonego stadium J2 M. hapla w wyniku
ekspozycji na r6zne temperatury i czas zaobserwowano zalezno$¢, polegajaca na tym, ze wraz
ze wzrostem temperatury 1 wydluzaniem czasu inkubacji malata szerokos¢ ciata osobnikow
J2. Najwieksza szeroko$¢ ciata (15,9 + 0,05 pm) zmierzono u nicieni inkubowanych przez 1
godzing w temperaturze 5°C oraz w pozostalych czasach inkubacji tej temperatury, a
najmniejszg szerokos¢ ciata (11,7 = 0,05 um) obserwowano w dwoch temperaturach: 20°C po
1344 godzinach inkubacji 1 30°C po 1008 godzinach inkubacji (Tab. 42Z; Ryc. 35). W
dostepne;j literaturze brak jest informacji o podobnych badaniach prowadzonych na stadium
J2 M. hapla. Badano natomiast zalezno$¢ szerokos$ci ciala od czasu inkubacji u glodzonych
osobnikow J2 M. incognita 1 M. exigua (Rocha i in., 2015; Shivakumara i in., 2018). W
badaniach prowadzonych przez Rocha i in. (2015) wykazano najwigkszg redukcje szerokosci
ciala po ostatnim, 12 dniu inkubacji w 28°C u osobnikow J2 obu gatunkéw. Badania
prowadzone przez Shivakumara i in. (2018) wykazaty takze najwigksza redukcje szerokosci
ciata u stadium J2 M. incognita w ostatnim, 10 dniu inkubacji. Rozpatrujac zaleznos¢
szerokosci ciala osobnikéw J2 od temperatury w niniejszej pracy wykazano najwieksza
warto$¢ tego parametru w 5°C, a najmniejszg w 20°C 1 30°C, czyli odwrotnie niz w
przypadku dtugosci ciata. Doucet i1 in. (2001) wykazali w swoich badaniach, Zze najwigksza
szeroko$¢ ciala samice P. vulnus osiagnety w najnizszej badanej temperaturze 16°C (23,0 +

1,57 um), a najmniejszag w temperaturze 21°C (21,0 = 1,92 um) (Doucet i1 in., 2001).
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Przytoczone wyniki eksperymentow sg spojne z wynikami badan otrzymanych w niniejszej
rozprawie i pozwalaja stwierdzi¢, ze szeroko$¢ ciala osobnikow stadium J2 M. hapla byta
zalezna zaré6wno od wartosci temperatury, jak i czasu inkubacji.

U wielu taksonow wielko$¢ ciata jest skorelowana z masg ciala (Rao, 2021). W
przeprowadzonych w tej pracy badaniach masa ciala osobnikow J2 M. hapla wyliczona
zostata na podstawie zmodyfikowanego wzoru Andrassy’ego (1956). Wykazano, ze wraz ze
wzrostem temperatury i wydtuzaniem czasu inkubacji masa ciata stadium J2 malata (Tab.
447; Ryc. 36). W dostepnej literaturze brak jest doniesien o analogicznych badaniach
dotyczacych zalezno$ci masy ciata stadium J2 M. hapla od temperatury i czasu inkubacji.
Najbardziej zblizone badania dotyczyly zalezno$ci warto$ci masy ciala osobnikow J2 M.
incognita 1 M. exigua od czasu inkubacji, badanej w statej temperaturze otoczenia (Rocha i
in., 2015; Shivakumara i in., 2018). W pracy Rocha i in. (2015) wykazano brak zmian w
masie ciata gtodzonych osobnikow J2 M. incognita pomigdzy 0 (do 24 godzin od wylegu) a
12 dniem inkubacji. Zaobserwowano natomiast redukcje masy ciata osobnikéw J2 M. exigua.
Masa ciata tego gatunku na poczatku inkubacji (0 dzien) wynosita 0,030 pg i spadta do 0,028
pug po 12 dniach glodzenia (Rocha i in., 2015). Badano takze inng populacje M. incognita,
gdzie stadia J2 poddano glodzeniu i1 inkubowano przez 10 dni. Dowiedziono, ze masa ciata
osobnikow J2 spadta w wyniku inkubacji z 0,039 pug (0 dzien) do 0,036 pg po 10 dniach
glodzenia (Shivakumara 1 in., 2018). Zar6wno w badaniach wykonanych w tej rozprawie jak i
opisanych powyzej, widoczna byla ta sama zalezno$¢, zgodnie z ktérg wraz z wydtuzaniem
czasu inkubacji spada masa ciala gtodzonych osobnikow J2. Istotne jest rowniez to, ze ta
zaleznos¢ dotyczy trzech réznych gatunkow nicieni nalezacych do tego samego rodzaju
Meloidogyne.

Jedyne dostgpne badania dotyczace oddziatywania temperatury na mase¢ ciala M.
hapla wykonali Bird i Wallace (1965). Wykazali zalezno§¢ masy ciata od temperatury
badajac samice M. hapla 1 M. javanica hodowane na ro$linach pomidora. Nicienie obu
gatunkéw hodowano w trzech zakresach temperatur 15-20°C, 20-25°C 1 25-30°C przez 28
dni. Zaobserwowano spowolniony rozwoj oraz brak rdznic w masie ciata samic obu gatunkéw
hodowanych w temperaturze od 15 do 20°C. Masa ciata samic M. hapla rozwijajacych si¢ na
korzeniach pomidora w temperaturze od 20 do 25°C byta dwukrotnie wyzsza niz samic M.
javanica. W przedziale temperaturowym 25-30°C po 14 dniach wzrostu na korzeniach
pomidora stwierdzono intensywniejszy rozwoj 1 wyzszg mas¢ ciala u samic M. javanica (Bird
i Wallace, 1965; Evans i Perry, 2009). Widoczne s3 wyrazne rozbiezno$ci wynikow

otrzymanych w niniejszej pracy w poréwnaniu do opisanego eksperymentu. Za rozbieznosci
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te moze odpowiada¢ fakt, ze w rozprawie badano wplyw temperatury na mase¢ ciata
osobnikow J2 bez obecnosci rosliny zywicielskiej a w doswiadczeniu Bird i Wallace (1965)
nicienie mogty si¢ rozwija¢ do stadium dojrzalego na korzeniach pomidora. Jednakze
przedstawione wyniki obu badan pozawalajg stwierdzi¢, ze masa ciata nicieni badanych w
tych do§wiadczeniach zalezna byta od temperatury.

Badania opisujace zalezno$¢ masy ciala od temperatury prowadzono takze na
nicieniach bakteriozernych takich jak A. nanus (Majdi i in., 2019) i C. elegans (Gutteling 1 in.,
2007; Cradeur, 2019). U 4. nanus badano wptyw temperatur 20°C, 25°C i 30°C na masg ciata
wszystkich osobnikow w populacji 1 wykazano najwyzsza mase ciata nicieni w temperaturze
20°C, a najnizsza w 30°C (Majdi i in., 2019). Gutteling i in. (2007) badali wptyw temperatury
12°C 1 24°C na mas¢ ciata dojrzalego stadium C. elegans (szczep N2). Wykazali, Ze masa
ciala jego stadium dojrzatego, rozwijajacego si¢ w temperaturze 12°C, byla wyzsza, niz masa
ciala nicieni rozwijajacych si¢ w temperaturze 24°C. Z kolei Cradeur (2019) badat
oddziatywanie temperatur 16°C i 27°C na mase¢ ciala i mas¢ ztozonych jaj przez cztery
szczepy C. elegans. Obliczyl catkowita biomas¢ jaj i osobnikdw badanych szczepow,
wykazujac, ze jest wyraznie wyzsza u nicieni hodowanych w temperaturze 16°C w
porownaniu do zmierzone] catkowitej biomasy nicieni rozwijajacych si¢ w temperaturze
27°C. Opisane powyzej badania sg potwierdzeniem reguly TSR (Atkinson, 1994). Wsp6lnym
mianownikiem faczacym wykonane w tej pracy badania (Tab. 44Z; Ryc. 36) z tymi
przytoczonymi powyzej dotyczacymi C. elegans, jest wykazanie zalezno$ci masy ciata
badanych nicieni od temperatury srodowiska. Doktadniejsze pordwnania sg niemozliwe ze
wzgledu na réznice w przebiegu wykonanych w tej rozprawie 1 opisanych eksperymentow.

W  warunkach niedoboru sktadnikoéw odzywczych w organizmie dochodzi do
aktywacji procesow metabolicznych, majacych na celu pozyskanie energii ze zgromadzonych
w organizmie zapasow (Lu i in., 2022). Zapasy energii magazynowane s3 w organizmie w
postaci lipidow obojetnych, takich jak trojglicerydy i estry steroli, 1 przechowywane w
wewnatrzkomorkowych organellach nazywanych kroplami lipidowymi. Organella te
wystepuja powszechnie u zwierzat, roslin, grzybdw, a nawet bakterii (Welte i Gould, 2017).

U nicieni nalezacych do gatunkéw wolno zyjacych, entomopatogenicznych i fitofagicznych,
lipidy syntezowane sg w trakcie dojrzewania embrionalnego 1 sg stopniowo uwalniane
podczas wyczerpywania si¢ pokarmu (Shivakumara 1 in., 2018). Nicienie fitofagiczne z
rodzaju Meloidogyne w stadium J2 wystepuja poza rosling zywicielska i nie odzywiaja si¢, a

energi¢ pozyskuja hydrolizujac wlasne lipidy zgromadzone w organizmach (Lu i in., 2022).
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W przeprowadzonych w tej pracy eksperymentach ilo$¢ lipidow w organizmach
glodzonych stadiow J2 M. hapla, inkubowanych w r6znych temperaturach i czasie, mierzona
byla jako powierzchnia wybarwionych lipidow (Andrassy, 1956) oraz jako masa lipidow
(Rocha 1 in., 2015). Badajac powierzchni¢ wybarwionych lipidow wykazano zaleznos¢
polegajaca na tym, ze im wyzsza temperatura i dtuzszy czas inkubacji tym bardziej malata
powierzchnia wybarwionych lipidow w ciatach stadium J2 (dotyczy to szczegodlnie czasu
inkubacji 336, 1008 1 1344 godziny) (Tab. 46Z; Ryc. od 37 do 43). Brak jest analogicznych
badan prowadzonych na stadium J2 M. hapla, opisujacych zalezno$¢ powierzchni
wybarwionych lipidow od temperatury i czasu inkubacji. Podobne badania prowadzono na
gatunkach M. chitwoodi i M. fallax, gdzie stadium J2 inkubowano w temperaturach 4°C, 10°C
1 20°C przez 6 1 12 tygodni (Das i in., 2011). Po 6 tygodniach inkubacji najwigksza
powierzchni¢ wybarwionych lipidow wykazano u osobnikéw obu gatunkow inkubowanych w
temperaturze 4°C, a najnizszag w 20°C. Po 12 tygodniach inkubacji réwniez najwicksza
powierzchni¢ wybarwionych lipidéow posiadaly osobniki J2 obu gatunkéw inkubowane w
temperaturze 4°C a najnizsza w 20°C (Das 1 in., 2011). Bardzo zblizone do wykazanych przez
Das i in. (2011) wynikéw otrzymano w niniejszej pracy — po 6 tygodniach inkubacji (1008
godzinach) najwigksza powierzchni¢ lipiddow obserwowano w najnizszej badanej
temperaturze 5°C (16,40 £ 0,60 %), a najmniejszg powierzchni¢ w najwyzszej temperaturze
30°C (1,49 £+ 1,80 %). Réwniez po 8 tygodniach inkubacji (1344 godzinach) najwigksza
powierzchnia lipidéw wystepowata u stadiow J2 M. hapla inkubowanych w temperaturze 5°C
(11,02 £ 0,92 %), a nayjmniejszg powierzchni¢ odnotowano w temperaturze 20°C (1,14 + 1,68
%). Wyrazne podobienstwo otrzymanych wynikoéw badan przez Das i in. (2011) do wynikow
otrzymanych w tej pracy jest potwierdzeniem opisanej zalezno$ci, wedlug ktorej
powierzchnia wybarwionych lipidow zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem temperatury i
wydhuzaniem czasu inkubacji stadium J2 M. hapla (Tab. 46Z; Ryc. od 37 do 43).

Prowadzono réwniez podobne jak w tej rozprawie badania dotyczace zaleznoS$ci
powierzchni wybarwionych lipidéw od czasu inkubacji z zastosowaniem statej temperatury
podczas prowadzenia doswiadczen. Te badania prowadzono na trzech gatunkach guzakow:
M. incognita, M. exigua i M. javanica (Campos i in., 2006; Rocha i in., 2010; Rocha i in.,
2015; Shivakumara i in., 2018). U wszystkich trzech gatunkéw Meloidogyne wykazano
zmniejszanie si¢ powierzchni wybarwionych lipidéw wraz z wydluzaniem czasu inkubacji
badanych stadiow J2. Analogiczne badania prowadzono na dwoch gatunkach nicieni
cystowych G. pallida i G. rostochiensis, w ktorych rowniez stwierdzono zmniejszanie si¢

powierzchni wybarwionych lipidow wraz z wydtuzeniem si¢ czasu inkubacji osobnikéw
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stadium J2 (Robinson i in., 1987). Przytoczone wyniki badan sg rowniez zgodne z wynikami
badan w tej pracy, w ktorych takze wykazano zmniejszanie si¢ powierzchni wybarwionych
lipidéw wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji badanych stadiow J2 M. hapla (Tab. 46Z; Ryc.
od 37 do 43).

Zalezno$¢ powierzchni wybarwionych lipidéw od rdéznych temperatur i czaséw
inkubacji badano takze u nicieni entomopatogenicznych takich jak Heterorhabditis sp. CCA,
Heterorhabditis sp. JPM4, Heterorhabditis sp. Pl, Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) i
Steinernema riobrave Cabanillas, Poinar 1 Raulston, 1994 (Andal6 i in., 2011). Nicienie w
stadium J1 byty gltodzone i inkubowane w temperaturach 8°C, 16°C, 20°C, 24°C i 28°C przez
0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 dni. Badania wykazaty, ze u wszystkich gatunkéw w
najnizszej temperaturze (8°C) zmniejszanie si¢ wybarwione] powierzchni lipidow
nastgpowato najwolniej. Po 180 dniach inkubacji w temperaturze 8°C powierzchnia
wybarwionych lipidow byta najwigksza w poréwnaniu do pozostatych badanych temperatur.
Roéwniez u wszystkich gatunkow ale za to najszybciej powierzchnia wybarwionych lipidéw,
malata w temperaturze najwyzszej 28°C, u niektorych gatunkéw osiagajac nawet wartos¢ 0,0
+ 0,0 juz w 120 dniu inkubacji (Andal6 i in., 2011). Wyniki badan otrzymane przez Andalo6 i
in. (2011), mimo, ze dotyczg nicieni entomopatogenicznych, sg potwierdzeniem wykazanej w
tej pracy zaleznosci polegajacej na tym, ze powierzchnia wybarwionych lipidow malata wraz
ze wzrostem temperatury 1 wydluzaniem czasu inkubacji stadium J2 M. hapla (Tab. 46Z; Ryc.
od 37 do 43).

Oprécz wykonania pomiarow powierzchni wybarwionych lipidéw wykonano w tej
rozprawie dokumentacj¢ fotograficzng mierzonych osobnikow J2 M. hapla inkubowanych w
réznych temperaturach i czasach (Ryc. od 38 do 43). Zaréwno przeprowadzone obserwacje
mikroskopowe, jak i analiza wykonanych fotografii, wykazaty prawidlowos¢, wedtug ktorej
powierzchnia wybarwionych lipidow najpierw malata w przedniej czesci ciata, tj. na poczatku
jelita, az do catkowitego jej zaniku w kierunku ogona. Takie same obserwacje wybarwionych
powierzchni lipidow wykonano u osobnikow J2 M. chitwoodi, M. fallax 1 M. javanica, u
ktérych réwniez wykazano stopniowe zanikanie powierzchni wybarwionych lipidow w
kierunku od przedniej do tylnej cze¢$ci ciata badanych nicieni (Campos 1 in., 2006, Das i in.,
2011).

W tej rozprawie badano takze zalezno$¢ pomigdzy powierzchnig wybarwionych
lipidow a temperaturg 1 masg ciata stadium J2 M. hapla. Wykazano, ze najmniejsza
powierzchni¢ wybarwionych lipidow w kazdym panelu dotyczagcym masy ciala (oprocz

panelu z masg ciata 0.03 pug) obserwowano w temperaturze 20°C (Tab. 47Z; Ryc. 44). Brak
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jest podobnych badan umozliwiajacych poréwnanie uzyskanych wynikow. Dostepne sa
jedynie badania, w ktorych w statej temperaturze, podczas 10- i 12-dniowej, inkubacji
mierzono mas¢ ciala i powierzchni¢ wybarwionych lipidow u stadium J2 M. incognita 1 M.
exigua (Rocha 1 in., 2015; Shivakumara 1 in., 2018). U M. exigua (Rocha i in., 2015) 1 M.
incognita (Shivakumara i in., 2018) obserwowano zaréwno redukcje powierzchni lipidow, jak
1 masy ciata stadium J2 pomiedzy 0 a 10 i 12 dniem inkubacji. Ze wzgledu na inny przebieg
doswiadczenia, np. brak zmiennej niezaleznej, jaka jest temperatura, nie bylo mozliwe
porownanie otrzymanych w tej pracy wynikéw z wynikami opisanych powyzej badan.

Masa lipidow u osobnikéw J2 M. hapla liczona byla na podstawie powierzchni
wybarwionych lipidéw oraz dtugosci i szerokosci ciata poszczego6lnych nicieni inkubowanych
w roznych temperaturach i czasie (Rocha i in., 2015). Badania wykazaty redukcje masy
lipidow, ktora nastgpowata wraz ze wzrostem temperatury i wydluzaniem czasu inkubacji
stadium J2 (Tab. 49Z; Ryc. 45). W dostegpnej literaturze nie znaleziono analogicznych badan
stadium J2 M. hapla dotyczacych zalezno$ci masy lipidow od temperatury i czasu inkubacji.
Podobne badania dotyczyty jedynie zalezno$ci masy lipidow od czasu inkubacji u glodzonych
osobnikow J2 M. incognita i M. exigua (Rocha i in., 2015; Shivakumara i in., 2018). U dwoch
roznych populacji M. incognita wykazano redukcje masy lipidow wraz z wydtuzaniem czasu
inkubacji od 0 do 10 1 12 dnia (Rocha 1 in., 2015; Shivakumara 1 in., 2018). Takie same
wyniki badan otrzymano dla M. exigua, gdzie rowniez obserwowano redukcje masy lipidow
miedzy 0 a 12 dniem inkubacji (Rocha i in., 2015). Zardbwno w tej rozprawie, jak i
przedstawionych powyzej badaniach widoczna byla zaleznos¢, wedlug ktorej wraz z
wydtuzaniem czasu inkubacji maleje masa lipidéw u osobnikéw J2 nalezacych do trzech

gatunkow guzakow.

5.4. Wplyw temperatury na aktywnos$¢ ruchowa osobnikow stadium J2

Przed wniknigciem do korzeni rosliny zywicielskiej osobniki stadium J2 Meloidogyne
migrujag w przestrzeniach miedzy czastkami gleby, gdzie podlegaja zmiennym warunkom
srodowiska (Wallace, 1968; Prot, 1980). Temperatura jest jednym z gtéwnych czynnikéw
abiotycznych S$rodowiska wplywajacych na aktywno$¢ ruchowa stadium J2 Meloidogyne
(Wallace, 1966; Prot i Van Gundy, 1981). W literaturze istnieje wiele badan dotyczacych
aktywnosci ruchowej gatunkow nalezacych do rodzaju Meloidogyne, takich jak M. chitwoodi
(Pinkerton i in., 1987; Khan i in., 2014), M. fallax (Khan i in., 2014), M. incognita (Prot i Van
Gundy, 1981; Tsai, 2008; Boros i in., 2018), M. javanica (Bird i Wallace, 1965; Boros i in.,
2018), M. floridensis Handoo et al. 2004 (Leitao i in., 2021) czy M. minor Karssen et al. 2004
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(Morris 1 in., 2011). Badania aktywnosci ruchowej wykonywane byty zwykle na dwéch lub
wiecej gatunkach w celu pordwnania ich aktywnos$ci ruchowej w tych samych temperaturach
(Bird 1 Wallace, 1965; Prot 1 Van Gundy, 1981; Khan i in., 2014; Boros 1 in., 2018). W tym
celu do badan uzywano gatunkéw wystepujacych powszechnie w regionach subtropikalnych
lub tropikalnych, takich jak M. javanica czy M. incognita, w zestawieniu na przyktad z
wystepujacym w strefie klimatu umiarkowanego M. hapla. Ogdlne wnioski z obserwacji tych
gatunkéw dowodza, ze optimum aktywnos$ci ruchowej guzakow, pochodzacych z cieplejszej
strefy klimatycznej, zachodzi w temperaturze wyzszej, niz optimum aktywnos$ci ruchowej
wystepujacego w klimacie umiarkowanym guzaka potnocnego (Bird i Wallace, 1965; Prot i
Van Gundy, 1981; Boros i in., 2018).

Jedno z przeprowadzonych w niniejszej rozprawie doswiadczen dotyczyto okreslenia
aktywnosci ruchowej osobnikéw stadium J2 M. hapla w wyniku dziatania r6znych temperatur
i czasOw inkubacji. W wykonanym doswiadczeniu w temperaturze 40°C juz po pierwszej
godzinie inkubacji wykazano brak aktywno$ci ruchowej stadium J2 M. hapla. Zaistnialty
paraliz obserwowano réwniez w badaniach dotyczacych M. incognita, gdzie osobniki stadium
J2 poddano inkubacji w temperaturze 40°C (Tsai, 2008). Wykonane badania w tej rozprawie
wykazaly najmniejszg aktywnos$¢ ruchowa osobnikoéw J2 w temperaturach 5°C 1 35°C, a
najwiekszg w 20°C oraz w 30°C, w zalezno$ci od czasu inkubacji (Tab. 51Z; Ryc. 46).
Obserwacje aktywnosci ruchowej stadium J2 M. hapla zostaty rbwniez opisane w literaturze,
ale wykonano je innymi metodami niz te, ktore zastosowano w niniejszej pracy (Bird i
Wallace, 1965; Belder 1 Jansen, 1994: Boros 1 in., 2018). Bird 1 Wallace (1965)
przeprowadzili badania aktywnos$ci ruchowej stadium J2 M. hapla inkubujac w tym celu
osobniki w stadium J2 przez 20 godzin w temperaturach 15°C, 20°C, 25°C, 30°C 1 35°C.
Wyniki, jakie otrzymali, byly podobne do obserwacji w tej rozprawie: najwigksza aktywno$¢
ruchowa osobniki J2 wykazywaty w temperaturze 20°C, a najmniejszag w 35°C. Boros i in.
(2018) takze badali wplyw temperatur 4°C, 10°C 1 20°C na aktywnos$¢ ruchowg stadium J2
M. hapla po 2, 4, 6, 8, 10 1 12 tygodniach inkubacji. Mimo okreséw inkubacji stadium J2
znacznie dluzszych niz te zastosowane w niniejszej rozprawie, wyniki jakie otrzymali, sa
zbiezne z obserwacjami opisanymi w tym doktoracie. Boros i in. (2018) wykazali, ze
najmniejsza aktywnos$¢ ruchowa osobnikow J2 M. hapla wystgpowata w temperaturze 4°C,
nastepnie w 10°C, a najwyzsza w 20°C. Belder 1 Jansen (1994) takze badali aktywnos¢
ruchowa osobnikow J2 M. hapla inkubowanych w temperaturach 5°C, 10°C, 15°C, 20°C,
25°C, 30°C 1 35°C. Ich obserwacje wskazuja, ze najwicksza aktywno$¢ ruchowa osobniki

stadium J2 wykazywaty w temperaturze 25°C, nastepnie w temperaturze 20°C i 30°C, a
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najmniejszg w temperaturze 5°C. Badania przeprowadzone przez Belder i Jansen (1994)
réwniez sg spdjne z wynikami badan otrzymanymi w tej pracy.

Zaré6wno wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy, jak i te przedstawione
powyzej pozwalajg stwierdzi¢, ze aktywnos¢ ruchowa stadium J2 M. hapla jest zalezna od
temperatury $srodowiska. Najnizsza aktywnos$¢ ruchowa stadium J2 M. hapla wystepuje w
temperaturach stresowych 5°C i 35°C, a maksymalna w temperaturach 20°C i 30°C (Tab.
51Z; Ryc. 46).

5.5. Podsumowanie dyskusji

Przeprowadzone w niniejszej rozprawie badania dotyczyly wplywu roznych
temperatur 1 czasOw inkubacji na stadium jaja i1 stadium J2 M. hapla. Obydwa stadia
rozwojowe inkubowano w temperaturach 5°C, 10°C, 20°C, 30°C, 35°C 1 40°C w czasie: 1, 2,
8 1 24 godziny. Stadium J2 inkubowano dodatkowo przez 336, 1008 i 1344 godziny. Na
podstawie badan dostepnych w literaturze wyznaczono temperatury stresowe 5°C — tzw. stres
zimna (Vrain i1 Barker, 1978; Charchar i Santo, 2001), 35°C i 40°C — tzw. stres goraca
(Thomason 1 Lear, 1961; Kinloch i Allen, 1972), a takze temperatury niestresowe.
Temperatury niestresowe to temperatury od 10°C do 30°C, w ktérych rozwd) M. hapla
przebiega normalnie, ale w réoznym tempie (Thomason 1 Lear, 1961; Inserra 1 in., 1983).
Wyznaczono réwniez temperatur¢ kontrolng 20°C dla wszystkich do§wiadczen, uwazang za
optymalng dla rozwoju M. hapla (Bird 1 Wallace, 1965; Kinloch i Allen, 1972).
Zaprojektowane badania mialy na celu sprawdzenie oddzialywania temperatur stresowych i
niestresowych na oba stadia rozwojowe M. hapla. Wykonane badania mozna podzieli¢ na
dwie cze¢$ci. Pierwsza cze$¢ badan prowadzona byta na poziomie molekularnym i dotyczyla
okreslenia zmian ekspresji wybranych genoéw Asp w stadium jaja i stadium J2 na dziatanie
ww. temperatur i czaséw inkubacji. W drugiej czgsci badano fizjologiczna odpowiedz
obydwu stadidéw rozwojowych na te same temperatury i czas inkubacji. W tym celu
wyznaczone zostaty parametry kondycji (stanu fizjologicznego), takie jak dtugos¢, szerokos¢
1 masa ciatla, masa lipiddow 1 powierzchnia wybarwionych lipidow. Badana byla takze
aktywno$¢ ruchowa osobnikow w stadium J2.

Zarébwno z wykonanych w tej pracy badan, jak i1 tych dostepnych w literaturze,
wynika, ze temperatura wptywa na wszystkie poziomy organizacji biologicznej organizmu M.
hapla. Wraz ze wzrostem temperatury wyzsza energia kinetyczna reakcji biochemicznych
przyspiesza tempo procesOw metabolicznych, a niska temperatura spowalnia te procesy,

wptywajac na fizjologi¢ i zachowanie poszczegdlnych organizmoéw (Johnston i Dunn, 1987;
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Angilletta, 2009). W konsekwencji wzrost i rozwdj organizmoéw napedzane s3 przez
metabolizm (Zuo 1 in., 2012). Takie procesy metaboliczne zachodzity takze w badanych w tej
rozprawie stadiach rozwojowych M. hapla. Badania dowodza, ze do rozleglej denaturacji
biatek dochodzi nawet przy tagodnym szoku goraca juz w temperaturze 37°C, a denaturacja
istotnych dla funkcjonowania komorki biatek moze doprowadzi¢ do jej $mierci (Lepock i in.,
1993). W badaniach w tej pracy inkubacji w temperaturze stresowej 40°C nie przezyto
stadium jaja, a stadium J2 nie przezyto w temperaturze 35°C 1 40°C. Przyczyng tego mogla
by¢ denaturacja biatek (enzymow) istotnych dla przezycia tych organizmow, a tym samym
nicodwracalne upos$ledzenie procesoOw metabolicznych prowadzacych do $mierci catego
organizmu lub zaburzenia integracji czynnosci blon komoérkowych (Lepock i in., 1993;
Schmidt-Nielsen, 2008).

,»Z pomoca” zdenaturowanym enzymom przychodzg biatka szoku termicznego, ktore
uczestniczg w ponownym faldowaniu nieprawidlowo sfatdowanych biatek, przywracajac im
natywng strukture i przyczyniajac si¢ w ten sposéb do utrzymania homeostazy komorki (Shan
1 1n., 2020). W tej rozprawie na podstawie sekwencji genéw szoku termicznego C. elegans
zidentyfikowano ortologi tych gendw w genomie M. hapla (Tab. 7). Do badan wybrano geny
szoku termicznego Mh-hsp90 (rodzina biatek Hsp90), Mh-hspl, Mh-hsp4, Mh-hsp6 (rodzina
biatek Hsp70), Mh-hsp60 (rodzina bialek Hsp60), Mh-dnj19 (rodzina biatek Hsp40), Mh-
hsp43 1 Mh-hsp12.2 (rodzina matych biatek sHsps) nalezace do réznych rodzin biatek Hsp
oraz najczesciej badane u C. elegans. W obu badanych stadiach rozwojowych wykazano
wzrost ekspresji wszystkich genow Asp w wyniku dzialania stresu gorgca, za wyjatkiem genu
Mh-hsp12.2 w stadium J2. Na dzialanie stresu zimna nie odnotowano reakcji genow Mh-
hsp90, Mh-hsp4 1 Mh-hsp6 u obu stadiow M. hapla (Tab. 25). Por6wnanie badan wykonanych
w niniejszej rozprawie z tymi dostgpnymi w literaturze potwierdzitlo prawidlowosé
otrzymanych w tej pracy wynikéw dotyczacych ekspresji badanych gendéw hsp w wyniku
dziatania temperatur stresowych (patrz rozdziat 5.1. Profilowanie ekspresji wybranych genéw
hsp).

Sposrod wszystkich badanych genoéw hsp najwyzszy wzrost ekspresji wywolany
stresem gorgca i zimna obserwowano w stadium J2 w genie Mh-hspl (Tab. 20Z, Ryc. 24),
natomiast tylko stresem gorgca — w genie Mh-hsp90 (Tab. 18Z, Ryc. 23). Kodowane przez te
geny biatka Hsp90 i Hsp70 sg gldownymi biatkami opiekunczymi w cytosolu komorek
eukariotycznych. Biorg one istotny udzial w kontroli jakosci biatek poprzez zapobieganie ich
agregacji, katalizowaniu faldowania nowo syntezowanych biatek i promowaniu degradacji

biatek zdenaturowanych (Itoh 1 Tashima, 1991; Kubota, 2009; Hartl i in., 2011).
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Obserwowany, w tej rozprawie, bardzo wysoki wzrost ekspresji tych genow, potwierdza ich
ochronng funkcj¢ w organizmie stadium J2 M. hapla, na dzialanie stresu termicznego. Nie
tylko badania w tej rozprawie, lecz takze inne badania dotyczace trzech gatunkow
Meloidogyne M. artiellia, M. incognita i M. hapla, wykazaty, ze zmiany w $rodowisku tych
nicieni powodowaty réwniez zmiany w ekspresji genu Asp90. Znaczacy wzrost ekspresji tego
genu zaobserwowano podczas dzialania stresu termicznego (stres goraca i zimna), stresu
wywotanego metalami cigzkimi i zwigzkami nieorganicznymi (De Luca 1 in., 2009; Bai i in.,
2014; Wu i in., 2019; Dobosz i in., 2023). Wyrazny wzrost ekspresji genu Asp90 w wyniku
dziatania roznych stresorow srodowiskowych sugeruje, ze gen ten moze by¢ wykorzystany
jako potencjalny bioindykator wplywu s$rodowiska na organizm nicieni z rodzaju
Meloidogyne (Bai i in., 2014; Dobosz 1 in., 2023).

Sposrod badanych genow Mh-hspl, Mh-hsp4 1 Mh-hsp6 kodujacych biatka nalezace
do rodzinny Hsp70 (Heschl i Baillie, 1990), najwigkszy i utrzymujacy si¢ stale na wysokim
poziomie wzrost ekspresji obserwowano w genie Mh-hspl w stadium J2 na dzialanie stresu
gorgca i zimna (Tab. 20Z, Ryc. 24). Badania wykazaty, ze to wlasnie biatka Hsp70 odgrywaja
decydujaca role w nabywaniu termotolerancji, czyli odporno$ci komoérki na dzialanie
wysokiej, czesto letalnej temperatury. Trwale odporne komoérki na stres termiczny wykazuja
staly wysoki poziom biatek Hsp (Cymerys 1 Niemiattowski, 2004). Ponadto stwierdzono, ze u
C. elegans ilo$¢ transkryptéw genu hsp70A (synonim hspl(Zhang i in., 2013)) wzrasta
kilkukrotnie w odpowiedzi na szok termiczny i jest przede wszystkim odpowiedzialna za
zwigkszong termotolerancj¢ tego organizmu (Snutch i in., 1988). Prawdopodobnie takze u M.
hapla gen Mh-hspl jest odpowiedzialny za nabywanie termotolerancji w organizmie
badanego stadium J2. Z drugiej strony badania dotyczace genu Mh-hspl u M. hapla wykazaty
wzrost ekspresji tego genu w wyniku dziatania dyfuzatu z nasion Vicia sativa L. (Dobosz i
in., 2023). Badania nad tym genem u C. elegans dowiodly takze jego istotnego udziatu we
wczesnym rozwoju stadium mtodocianego oraz regulacji dlugosci zycia tego nicienia (Morley
1 Morimoto, 2004; Craig, 2018; Papsdorf i in., 2019). Wykazano takze, ze nadekspresja Aspl
prowadzi do uposledzenia aktywnosci ruchowej C. elegans (Papsdorfi in., 2014). Dlatego tez
Bai i in. (2014) oraz Dobosz i in. (2023) stwierdzili, ze biatko Hsp90 jako potencjalny
bioindykator powinno by¢ stosowane jednoczesnie z Hsp70, aby pelniej odzwierciedla¢
wplyw Srodowiska na organizm guzakow.

Badania nad genem Mh-hsp4 wykazaty wzrost ekspresji tego genu wskutek dziatania
stresu goragca w obu stadiach rozwojowych M. hapla (Tab. 6Z, Ryc. 17; Tab. 22Z, Ryc. 25).

Oproécz aktywacji w wyniku szoku termicznego, gen Asp4 reguluje szlak odpowiedzi na stres,
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aktywowany przez zwigkszone nieprawidlowo sfaldowane lub niesfaldowane biatka w
retikulum endoplazmatycznym, co stanowi tzw. odpowiedz na biatka niesfaldowane w
retikulum endoplazmatycznym (endoplasmic reticulum unfolded protein response, ER-UPR)
(Dues 1 in., 2016). Wzrost ekspresji genu hsp4 obserwowano u C. elegans na dziatanie
réznych substancji chemicznych, w tym substancji toksycznych, antybiotykdéw czy
ekstraktow roslinnych (Ray i in., 2015; Ito 1 in., 2021; Joshi i in., 2021; Soo i in., 2021; Khan
11n., 2023). Wyciszenie tego genu u C. elegans spowodowato uposledzenie hydrolizy lipidow
podczas glodzenia, czego efektem byto obnizenie aktywnos$ci ruchowej 1 przezywalnosci tych
nicieni. Wynika z tego, ze gen hsp4 jest niezbedny w przebiegu hydrolizy lipidow podczas
glodzenia C. elegans, co oddziatuje na aktywno$¢ ruchowa i dtugo$¢ zycia tych organizmow
(Joiin., 2009).

W wyniku dzialania stresu gorgca obserwowano takze wzrost ekspresji genu Mh-hsp6
u obu badanych stadiow M. hapla (Tab. 8Z, Ryc. 18; Tab. 24Z, Ryc. 26). Ekspresja tego genu
zachodzi w mitochondriach nie tylko na dziatanie stresu goraca, ale réwniez konstytutywnie
(Heschl 1 Baillie, 1990). Wraz z hsp60 gen ten bierze udziat w regulacji szlaku
mitochondrialnej odpowiedzi na niesfatdowane biatka (mitoUPR) (Yoneda i in., 2004; Dues i
in., 2016; Jeong 1 in., 2017). Wzrost ekspresji genu hsp6 u C. elegans obserwowano wskutek
dziatania herbicydu, antybiotykow, $wiatla biatego, ekstraktow roslinnych, czy obecnosci
bakterii (Liu 1 in., 2014; De Magalhaes Filho i in., 2018; Soo i in., 2021; Khan i in., 2023).
Wyciszenie tego genu (RNAI) u C. elegans powodowato zwigkszong $miertelno$¢ zarodkow,
zatrzymanie rozwoju stadium miodocianego i1 bezptodnos¢ u tych nicieni (Kamath 1 in., 2003;
Simmer 1 in., 2003). U dojrzatych osobnikow C. elegans za$ wyciszenie genu hsp6
powodowato obnizenie aktywnosci ruchowej i1 redukcje dlugosci zycia (Kimura i in., 2007).
Badania dowiodly réwniez, Ze wyciszenie genu hsp6 miato wptyw na syntezg 1 sktad lipidow
w organizmie C. elegans (Kim i in., 2016).

Badana u obu stadiéw M. hapla ekspresja genu Mh-hsp60 rosta w wyniku dziatania
stresu gorgca w stadium jaja i stadium J2 oraz stresu zimna tylko w stadium jaja (Tab. 10Z,
Ryc. 19; Tab. 26Z, Ryc. 27). Biatka Hsp60 i Hsp70 sa uwazane za podstawowe biatka
opiekuncze w komorce. Rola opiekuncza tego biatka polega m.in. na regulacji procesoOw
takich jak termotolerancja, apoptoza, odpowiedz immunologiczna, czy rozwdj embrionalny
(Malik 1 Lone, 2021). Hsp60 wystepuje gtownie w mitochondriach, natomiast niewielka jego
frakcja znajdowana jest w cytosolu i na powierzchni komorki (Choi 1 in., 2015). Wykazano
takze obecno$¢ tego biatka w kroplach lipidowych u C. elegans (Zhang i in., 2012). Wzrost

ekspresji genu hsp60 u C. elegans obserwowano w reakcji na dzialanie $wiatta bialego,
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ekstraktow roslinnych, czy obecnosci miedzi w $rodowisku (Luo i in., 2011; De Magalhaes
Filho i in., 2018; Govindan i in., 2018). Badania wykazaly, ze wyciszenie genu Asp60 istotnie
zmniejszalo przezywalnos¢ C. elegans w warunkach stresu gorgca (37°C) oraz powodowato
paraliz tych nicieni (Fitzenberger, 2012; Regitz i in., 2014).

Badania dotyczace genu Mh-dnjl19 wykazatly wzrost ekspresji tego genu u obu
badanych stadiow M. hapla na dziatanie stresu gorgca oraz stresu zimna (Tab. 12Z, Ryc. 20;
Tab. 28Z, Ryc. 28). Ekspresja genu dnjl9 u C. elegans rosta w wyniku ekspozycji na skrajne
temperatury oraz dehydratacj¢ (Mulvihill, 2014; Hughes i in., 2019). Gen dnj19 koduje biatko
nalezace do rodziny Hsp40 (Schmauder i in., 2021). Bialko to powigzane jest z regulacja
aktywno$ci ruchowej C. elegans, a takze 2z utrzymaniem homeostazy bialek
cytoplazmatycznych oraz struktury i integralno$ci mitochondriéw (Munoz-Lobato 1 in., 2014;
Takayanagi-Kiya i Jin, 2016). Wyciszenie m.in. genu dnj19 (RNA1) wptywalo na aktywnos¢
ruchowg C. elegans po potraktowaniu tych organizméw kwasem kynureninowym (Joshi i in.,
2021).

Ostatnimi badanymi genami Asp byly geny Mh-hsp43 1 Mh-hsp12.2. Gen Mh-hsp43
wykazat wzrost ekspresji w stadium jaja M. hapla w odpowiedzi na dziatanie stresu goraca, a
w stadium J2 na stres gorgca oraz zimna (Tab. 14Z, Ryc. 21; Tab. 30Z, Ryc. 29). Badanie
genu Mh-hspl12.2 w stadium jaja wykazato wzrost jego ekspresji w wyniku dzialania stresu
gorgca i stresu zimna, a w stadium J2 — stresu zimna (Tab. 16Z, Ryc. 22; Tab. 32Z, Ryc. 30).
Oba geny koduja biatka nalezace do grupy tzw. matych bialek szoku termicznego (sHsps) (Fu
11in., 2020). Bialtka sHsps ulegaja ekspresji w wielu typach tkanek wigkszos$ci organizmow w
odpowiedzi na rdzne stresory, w tym stres cieplny, chemiczny i fizjologiczny. Indukcja sHsps
jest niezbednym endogennym mechanizmem ochronnym, zwigkszajacym stabilno$¢ komorek
1 rozwijajacym termotolerancj¢ w warunkach stresu termicznego. Biora one udzial w
utrzymaniu homeostazy komérkowej poprzez promowanie przezycia komorek i zapobieganie
procesom apoptozy w réznych typach komorek (Shehata 1 in., 2020). U M. hapla wykazano
takze wzrost ekspresji genu Mh-hsp43 na dyfuzat z nasion Vicia sativa L. (Dobosz 1 in.,
2023). U C. elegans ekspresj¢ genu hsp43 obserwowano we wszystkich stadiach
rozwojowych (Ding i Candido, 2000). Ekspresja tego genu u C. elegans rosta w wyniku
dehydratacji (Mulvihill, 2014). Biatko Hsp43 ulega ekspresji w hipodermie C. elegans 1 pelni
istotng funkcje w odpornosci tego nicienia na stres cieplny (Liu 1 in., 2018; Fu 1 in., 2020).
Wykazano, ze Hsp43 u C. elegans jest niezbedne do funkcjonowania komorek, a wyciszenie
jego ekspresji u dorostych osobnikéw zmniejszato ich przezywalnos¢ (Koyuncu i in., 2021).

Biatko kodowane przez gen hspl12.2 nalezy do najmniejszych opisanych sHsps. Najwyzsza
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konstytutywna ekspresje tych biatek wykazano w stadium L1 oraz w sromie i spermatece u
dorostych C. elegans (Fleckenstein, 2014). Badania dowiodty, ze biatko Hsp12.2 wykazuje
aktywnos$¢ katalityczng w dojrzatym stadium C. elegans, natomiast w stadiach od L1 do
stadium dojrzatego bierze udzial w procesach metabolicznych, procesach uktadu
odpornosciowego, czy odpowiedzi na réznego rodzaju bodzce (Zaidi, 2016). Ekspresja tego
biatka nie rosta w wyniku dziatania stresu oksydacyjnego, stresu osmotycznego oraz stresu
zwigzanego z metalami ciezkimi (Krause, 2013).

Ekspresja genow hsp mierzona w tych samych warunkach temperatury i czasu
inkubacji réznita si¢ miedzy badanymi stadiami rozwojowymi M. hapla. W prawie
wszystkich genach Asp (za wyjatkiem genow Mh-hsp43 i Mh-hsp12.2) obserwowano zawsze
wyzszy poziom ekspresji w stadium J2 w poréwnaniu do ekspresji tych genow w stadium
jaja. Rowniez badania przeprowadzone przez De Luca i in. (2009) wykazaly réznice w
ekspresji genu Mt-hsp90 migdzy stadium jaja i stadium J2 M. artiellia w wyniku dziatania
temperatur 5°C i 30°C. Badana w temperaturze 5°C ekspresja genu Mt-hsp90 byta wyzsza w
stadium jaja w porownaniu do ekspresji tego genu w stadium J2. Natomiast ekspresja tego
genu w temperaturze 30°C byta wyzsza w stadium J2, niz w stadium jaja (De Luca i in.,
2009). Badania dotyczace innego gatunku guzaka M. incognita wykazalty, ze w warunkach
niestresowych konstytutywna ekspresja genu Asp90 byla wyzsza w stadium jaja, niz w
stadium J2 (Lourenco-Tessutti 1 in., 2015). Rowniez badania gendéw daf21 (hsp90) 1 hsp12.2 u
C. elegans wykazaly zroznicowang konstytutywna jego ekspresj¢ w kazdym z badanych
stadiow rozwojowych tego nicienia (Krause, 2013). By¢ moze w badanych w tej rozprawie
stadiach rozwojowych takze wystepuja réznice w konstytutywnej ekspresji genow hsp, a
inkubacja obu stadiow w temperaturach stresowych poglebia te réznice. Kolejna przyczyna
nizszej ekspresji gendw hsp w stadium jaja M. hapla moze by¢ to, ze jest ono mniej wrazliwe
na abiotyczne czynniki §rodowiska, w tym stres goraca i zimna. Vrain i in. (1978) wykazali,
ze stadium jaja oraz rozwijajace si¢ wewnatrz jaja stadium J1, s mniej wrazliwe na dziatanie
niskich temperatur, niz stadium J2. Ostona jajowa skltadajaca si¢ z trzech warstw —
zewngtrznej otoczki witeliny, srodkowej chityny i wewngtrznej warstwy lipidowej (Curtis 1
in., 2009) — prawdopodobnie tworzy izolacyjng barier¢ ochronng nie tylko fizyczna, ale takze
termiczng. Ponadto jaja skladne sg przez samice do galaretowatego woreczka, tworzac tzw.
zloze jajowe. Ta galaretowata masa utrzymuje jaja razem i chroni je przed ekstremalnymi
warunkami $rodowiska, w tym takze przed ekstremalnymi temperaturami (Sharon i Spiegel,

1993).
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W wykonanych w tej rozprawie badaniach najwyzsza ekspresja badanych genow hsp
obserwowana byla najczesciej po 1, 2, 8 1 24 godzinach inkubacji w temperaturze stresowe;.
Nastepnie obserwowana byta tendencja spadkowa ekspresji badanych gendéw wraz z
wydtuzaniem czasu inkubacji, co dotyczy bardziej stadium J2, inkubowanego o wiele dluzej,
bo przez 1344 godziny (8 tygodni). Badania przeprowadzone na C. elegans dowiodly
rowniez, ze poziom ekspresji genow dnjl2, dnjl9 1 dnjl3 po dziataniu stresu goraca u
osobnikéw 10-dniowych byl juz znacznie nizszy niz u nicieni 4-dniowych (Kirstein 1 in.,
2017). Takze u 1-dniowych dojrzatych C. elegans ekspresja genow hsp70, hsp16.2 1 hsp16.11
na dzialanie stresu goraca byla znacznie wyzsza, niz ekspresja badana w 4 1 7 dniu (Ben-Zvi i
in., 2009). Przyczyna spadku ekspresji badanych gendéw moga by¢ uszkodzenia biatek
zwigzane ze starzeniem si¢ komodrek u badanego stadium J2 M. hapla, poniewaz u C. elegans
zaobserwowano w wyniku starzenia tego organizmu nieprawidlowe faldowanie i1 utratg
funkcji r6znych bialek wrazliwych na temperature (Ben-Zvi i in., 2009).

Podczas prowadzenia wszystkich badan stadia J2 byty glodzone, a energi¢ do
utrzymania proceséw metabolicznych czerpaty z lipidéw zgromadzonych podczas rozwoju
embrionalnego (Rocha 1 in., 2015; Lu i in., 2022). Badania w tej rozprawie wykazaly
tendencj¢ spadkowa — zarowno masy lipidow (Tab. 49Z; Ryc. 45), jak 1 powierzchni
wybarwionych lipidéw w stadium J2 (Tab. 46Z; Ryc. 37) — wraz ze wzrostem temperatury i
wydtuzaniem czasu jego inkubacji. Prawdopodobnie wraz ze wzrostem temperatury rosto
tempo metabolizmu lipidow, poniewaz zwigkszalo si¢ zapotrzebowanie na zgromadzong w
nich energi¢ (Schulte, 2015; Yoon 1 in., 2022). To wyjasnia fakt, ze najwolniej ilos¢ lipidow
malata w temperaturze 5°C, w ktorej tempo metabolizmu byto prawdopodobnie znacznie
nizsze, niz w temperaturach 35°C i 40°C, gdzie obserwowano najszybsza redukcje ilosci
lipidéw. Rowniez wedlug badan dostepnych w literaturze organizmy, w tym nicienie
inkubowane w niskiej temperaturze, posiadaja wigcej zgromadzonych lipidow, niz te
trzymane w wysokiej temperaturze (Andalo 1 in., 2011; Das 1 in., 2011; Lee 1 in., 2019; Zeis 1
in., 2019).

Wielko$¢ ciata stadium J2 w badaniach wykonanych w tej rozprawie definiowana byla
za pomoca wymiardw dlugosci 1 szerokosci ciata. Na podstawie dlugos$ci 1 szerokos$ci ciata
wyliczona zostata masa ciata stadium J2 (Andrassy,1956). Wielkos¢ ciata u wielu taksonow
jest skorelowana z masg ciata (Rao, 2021), dlatego tez wszystkie te parametry stanu
fizjologicznego omdéwiono razem. Badania wykazaly, ze dlugo$¢ ciata stadium J2 M. hapla
rosta wraz z uptywem czasu inkubacji (Tab. 40Z B; Ryc. 34B), osiagajac najwyzsza wartos¢
w temperaturze 30°C a najnizszg w 5°C (Tab. 40Z A; Ryc. 34A). Jednocze$nie szerokos¢
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ciata (Tab. 42Z; Ryc. 35) oraz masa ciala (Tab. 44Z; Ryc. 36) stadium J2 zmniejszaty si¢
wraz z uplywem czasu i wzrostem temperatury inkubacji. Redukcja masy i zmniejszanie si¢
szerokos$ci ciata u gltodzonych stadiéw J2 moga mie¢ zwigzek z utratg lipidow, poniewaz
wykazano w tej pracy redukcje ilosci lipidow wraz ze wzrostem temperatury i wydtuzeniem
si¢ czasu inkubacji. By¢ moze podczas wzrostu dtugosci ciala osobniki J2 tracity mase w
wyniku zuzywania lipidow, co skutkowalo spadkiem ich masy i zmniejszeniem szerokosci
ciata tych nicieni. Jest to tym bardziej prawdopodobne, ze catkowita zawartos¢ lipidow w
ciele m.in. nicieni pasozytéw roslin moze stanowi¢ nawet 67% suchej masy tych organizmow
(Wright 1 Perry, 2006). Dlatego tez redukcja ilosci lipidow mogta w znacznym stopniu
obnizy¢ mas¢ ciata badanych osobnikéw J2. Dostepne badania wykazaty takze, ze wzrost i
rozw0j organizmu napedzane s3 przez metabolizm. W tolerowanym przez organizm
zmiennocieplny zakresie temperatur tempo metabolizmu wzrasta w przyblizeniu wyktadniczo
wraz ze wzrostem temperatury (Zuo i in., 2012), a spadek temperatury powoduje obnizenie
poziomu metabolizmu u tych organizmow (Glazier, 2018). Wplyw temperatury na wielkos¢
ciata wyjasnia juz wczesniej wspomniana i omoéwiona reguta zalezno$ci wielkosci ciala od
temperatury otoczenia (TSR) zgodnie, z ktoéra organizmy zmiennocieplne zwykle rosng
wolniej w chlodniejszym $rodowisku, ale dojrzewajac osiggaja wigksze rozmiary ciata
(Atkinson, 1994; Angilletta 1 in., 2004; Forster i in., 2011). Réwniez przeprowadzone w tej
rozprawie badaniach potwierdzaja regule TSR. Prawdopodobnie niska stresowa temperatura
5°C spowodowata obnizenie tempa procesOw metabolicznych, ktore wplynely na
zahamowanie przyrostu osobnikdéw J2 na dtugos¢, natomiast wzrost tempa tych procesow w
niestresowe] temperaturze 30°C skutkowat osiggnigciem maksymalnej dtugosci ciata u tych
nicieni (Tab. 40Z A; Ryc. 34A). Jednak, jak juz wczesniej wspomniano, reguta TSR w
przeprowadzonych w tej pracy badaniach ma tylko czg$ciowe zastosowanie, poniewaz
dotyczyty one tylko jednego stadium rozwojowego.

Podwyzszone temperatury sg czesto zwigzane z wyzszg aktywno$cig metaboliczng
oraz z szybkim wzrostem 1 rozwojem organizmow zmiennocieplnych (Clarke, 2006;
Angilletta, 2009). Takze cechy behawioralne takie jak poruszanie si¢ s3 zalezne od
temperatury (Pétavy i in., 2001; Fischer 1 Karl, 2010). W wynikach badan w tej rozprawie
widoczna byla takze zalezno$¢ aktywnosci ruchowej od temperatury. Wykazano, ze
aktywnos$¢ ruchowa osobnikow J2 M. hapla byta najnizsza w temperaturach stresowych 5°C i
35°C, a najwyzsza w temperaturach niestresowych 20°C i 30°C (Tab. 51Z; Ryc. 46).
Natomiast osobniki stadium J2 M. hapla inkubowane w temperaturze stresowej 40°C nie byty

aktywne ruchowo. Mozna przypuszczac, ze temperatury stresowe 5°C, 35°C 1 40°C, tak jak w
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przypadku oméwionych powyzej parametréw stanu fizjologicznego, spowalnialy tempo
metabolizmu, czego skutkiem byto obnizenie lub zahamowanie aktywnos$ci ruchowej tych
nicieni. Badajac aktywno$¢ ruchowg C. elegans stwierdzono, ze gdy tempo jego metabolizmu
bylo wysokie, to nicien ten byt rowniez bardziej aktywny ruchowo (Parida i in., 2014).
Wykazano tez, ze wraz ze wzrostem temperatury zwigksza si¢ liniowo aktywno$¢ ruchowa C.
elegans az do osiagnigcia letalnego poziomu temperatury okoto 25°C (Anderson i in., 2007).
Badania dowodza, ze aktywno$¢ ruchowa nicieni skorelowana jest takze z zawarto$cig
lipidow w organizmie. Dla przyktadu redukcja lipidéw w organizmie nicieni skutkowata
utratg ruchliwo$ci i infekcyjnosci odpowiednio o 34% u nicieni entomopatogenicznych
(Fitters 1 Griffin, 2004; Andalo i in., 2011), 65% dla nicieni cystowych (Robinson i in., 1987)
1 50% u guzakéw (Christophers i in., 1997).

Z wykonanych w tej rozprawie badan mozna takze wywnioskowaé, ze w
temperaturach stresowych 35°C i 40°C zaréwno najszybciej malata ilo$¢ lipidow, jak i
spadata aktywno$¢ ruchowa stadiow J2 M. hapla. Lu i in., (2022) badali molekularny
mechanizm hydrolizy lipidow, ktéry jest wymagany do utrzymania aktywnos$ci ruchowej
osobnikow J2 M. incognita, gdy znajduja si¢ one poza roslinami zywicielskimi. Wykazali, ze
zablokowanie procesow hydrolizy lipidow zmniejszylo zaréwno dlugos¢ zycia, jak 1
aktywno$¢ ruchowg stadiow J2. Co wazniejsze, zaburzenie przebiegu hydrolizy lipidow
spowodowato zmniejszenie infekcyjnosci osobnikéw J2 w korzeniach pomidoréw. To
odkrycie sugeruje potencjalnie nowe strategie ograniczania lub zwalczania guzakéw (Lu i in.,
2022). Optymalne temperatury aktywnosci ruchowej nicieni r6znig si¢ znacznie zaleznie od
gatunku 1 wynikaja z ekologicznego przystosowania tych organizmow do Srodowiska
(Robinson 1 Perry, 2006). Majac na uwadze te rdznice zasadne bylo okreslenie w badaniach w
tej rozprawie optymalnych zakresoOw temperatur dla aktywnos$ci ruchowej stadium J2 M.
hapla.

Badane byly rowniez parametry stanu fizjologicznego u osobnikoéw stadium J2
wylegnietego z jaj inkubowanych w roéznych czasach oraz temperaturach stresowych i
niestresowych. Wykazano, ze temperatura stresowa 40°C letalnie dzialala na stadium jaja.
Najmniejsza dlugos¢ ciata wystepowata u osobnikow J2 wylegnietych z jaj inkubowanych w
temperaturze 35°C, nastgpnie w 5°C, za§ najwigkszg dtugos¢ obserwowano w temperaturze
30°C (Tab. 34Z, Ryc. 31). Szerokos$¢ ciala byta najmniejsza w temperaturze stresowej 35°C, a
najwigksza w temperaturze kontrolnej 20°C (Tab. 36Z, Ryc. 32). Roéwniez najmniejsza
warto$¢ masy ciala wystgpowala u osobnikéw J2 wylegnietych z jaj inkubowanych w

temperaturze stresowej 35°C, a najwyzsza w temperaturze kontrolnej 20°C (Tab. 38Z, Ryc.
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33). Jak w przypadku parametréw badanych u osobnikéw J2 (opisanych powyzej), tak i w
przypadku tych badan prawdopodobnie na dhugosé¢, szeroko$¢ i mase ciata nicieni wptyw
miato tempo metabolizmu. Badania wykazaly, ze podczas rozwoju organizmow
zmiennocieplnych rozmiary ciata i tempo metabolizmu sg podatne na zmiany temperatury
(Abram i in., 2017). Inne badania dowodza, ze na rozwoj embrionalny i postembrionalny
nicieni wptyw ma m.in. temperatura otoczenia (Lee i Atkinson, 1976; Begasse i in., 2015).
Mozliwe, ze podczas inkubacji stadium jaja w temperaturach stresowych 5°C i 35°C doszlo
do spadku tempa metabolizmu, co spowodowalo, ze wielko$¢ ciata wylegnietych z tych jaj
osobnikow J2 byla mniejsza w porownaniu do wielkosci ciata osobnikéw J2 wylegnigtych z
jaj inkubowanych w temperaturach niestresowych. Przemawia za tym fakt, ze zmiany
temperatury podczas rozwoju embrionalnego wplywaja m.in. na wielko$¢ ciala organizmow
zmiennocieplnych (Takatsu i1 in., 2022). Takze badania dotyczace guzakéw wykazaly, ze
tempo rozwoju embrionalnego i postembrionalnego sg silnie uzaleznione od temperatury i
r6znig si¢ w zaleznosci od gatunku Meloidogyne (Maleita i in., 2012).

Wyniki powyzej oméwionych badan parametrow stanu fizjologicznego, aktywnosci
ruchowej oraz eksperymentéw dotyczacych ekspresji genéw hsp potwierdzity, ze wyznaczone
temperatury stresowe negatywnie oddziatywaly na organizmy badanych stadiéw
rozwojowych w porownaniu do temperatur okreslonych jako niestresowe (Ryc. 12).
Wyznaczenie zakres6w temperatur stresowych 1 niestresowych byto konieczne, poniewaz dla
populacji M. hapla pochodzacej ze strefy klimatu umiarkowanego Europy, w tym z terenu
Polski, takie badania nie byly wykonywane. Wykonanie jedynie przegladu literatury w celu
wyznaczenia tych zakreséw nie byloby rzetelne, poniewaz badania wykazaty, ze w obrebie
jednego gatunku moga wystgpowac rdzne termotypy, czyli populacje, ktdre inaczej reaguja na
te samg temperatur¢ (Bergeson, 1959; Lee i Atkinson, 1976; Stephan i Trudgill, 1982;
Stephan, 1983; Karssen i Moens, 2006). Poznanie zakresow temperatur stresowych i
niestresowych wptywajacych na organizm stadium J2 M. hapla daje w dalszej perspektywie
mozliwo$¢ opracowania skuteczniejszych metod zwalczania tego pasozyta, z wykorzystaniem
metod opierajacych si¢ na letalnym dzialaniu temperatury na te zwierzgta. Do metod juz
opracowanych zaliczy¢ mozna obrobke cieplng materiatu sadzeniowego i solaryzacje gleby.
Obrodbka cieplna materiatu sadzeniowego (np. cebul) polega np. na traktowaniu gorgca woda
materialu rozmnozeniowego, ktory nie jest wrazliwy na wysokg temperature. Stosuje sie
takze, zazwyczaj w szklarniach, parowanie gleby w przypadku upraw o wysokiej zawarto$ci
kompostu (Karssen i Moens, 2006; Wesemael i Moens, 2008). Natomiast solaryzacja gleby to

termiczna metoda dezynfekcji gleby, ktora polega na Scidtkowaniu gleby folig polietylenowg
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podczas goragcych por roku (Katan i in. 1976). Metoda ta wymaga dlugich okresow
intensywnego naslonecznienia i stosowana jest tylko w regionach, w ktoérych wystarczajaca
ilos¢ energii slonecznej jest dostepna przez dlugi czas, np. w krajach klimatu
srodziemnomorskiego (Wesemael i in., 2011). Mozliwe, ze w wyniku zmian klimatycznych i
coraz goretszych miesigcy letnich w Europie (King i Karoly, 2017) rowniez ta metoda bedzie
skuteczna w zwalczaniu M. hapla w strefie klimatu umiarkowanego. Poznanie zakreséw
temperatur stresowych daje mozliwos$¢ dostosowania istniejgcych, lub opracowania nowych
metod zwalczania nicieni fitofagicznych lub zaplanowania upraw tak, aby wykona¢ niezbedne
zabiegi rolne w temperaturach, w ktorych np. stadium inwazyjne J2 M. hapla nie bedzie
aktywne ruchowo i nie bgdzie w stanie infekowac¢ korzeni roslin uprawnych.

Uzyskane wyniki badan dotyczace gendéw hsp mozna rowniez wykorzystaé w
opracowaniu metod ograniczenia szkodliwosci M. hapla w uprawach roslin. Od lat
prowadzone s3 badania nad biotechnologicznymi metodami zwalczania nicieni
fitofagicznych, do ktoérych nalezy m.in. ,,wyciszanie” ekspresji genu bezposrednio w
organizmie nicienia (Nsengimana i in., 2013; Ajjappala i in., 2015), lub posrednio poprzez
wprowadzenie zmian w ekspresji gendw gospodarza (Gleason 1 in., 2008, Huang i in., 2014,
Dutta 1 in., 2015). Wyciszanie genu polega na zmniejszeniu lub zahamowaniu jego ekspresji
(Shah 1 in., 2012). W badaniach prowadzonych na nicieniach pasozytach roslin, wyciszenie
genu /6DI10 powodowalo m.in. zatrzymanie rozwoju komorek olbrzymich w roslinie
zywicielskiej (Huang 1 in. 2006). Wylaczenie dziatania ekspresji genu Rpn7 powodowato
ograniczenie ruchliwosci stadium J2, a tym samym jego infekcyjnosci (Niu 1 in., 2012).
Wyciszenie genu gr-ams-1 skutkowato zaburzeniami w lokalizacji korzeni roS$liny
zywicielskiej przez stadium inwazyjne J2 (Chen i in., 2005). Badania wykazaty takze, ze
wyciszenie (RNAi) Hsp90 zmniejszylo zdolno§¢ do rozmnazania M. incognita (Lourencgo-
Tessutti i in., 2015). Jak juz wspomniano wcze$niej w tym rozdziale, rbwniez badane geny
hsp odgrywaja istotng role w funkcjonowaniu organizmow nicieni z rodzaju Meloidogyne
oraz u cz¢sto badanego modelowego C. elegans. Dlatego tez wyciszanie poszczego6lnych
genow hsp moze si¢ przyczyni¢ do obnizenia zdolno$ci adaptacyjnych guzakow, co moze by¢
nowym kierunkiem w zwalczaniu tego pasozyta roslin. W oparciu o otrzymane wyniki
zasadne jest podjecie tego typu badan rowniez nad wyciszaniem genoéw hsp u M. hapla.

W Europie wptyw szkodliwosci nicieni z rodzaju Meloidogyne na uprawy rozni si¢
wyraznie migdzy poludniowa czgsécig kontynentu, gdzie wystgpuje klimat podzwrotnikowy, a
péinocng czescig z klimatem umiarkowanym (Wesemael i in., 2011). Badania wykazaty, ze

wiele organizmow reaguje na ocieplenie klimatu, zmieniajac swoj geograficzny zasieg
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wystepowania. W okresie ostatnich 25 lat zarowno gatunki kregowcow, jak i bezkregowcow
przemieszczaty si¢ w kierunku wyzszych szeroko$ci geograficznych. Przypuszczalnie
powodem tego bylo ocieplenie klimatu, a co za tym idzie rozszerzenie optimow termicznych
tych zwierzat na tereny, na ktoérych dotad nie wystepowaty (Hickling i in., 2006; Chen i in.,
2011). Z tego samego powodu tropikalne gatunki Meloidogyne moga przemieszczaé si¢ na
péinoc Europy i wraz z guzakami ze strefy umiarkowanej klimatu rozmnazaé si¢ bardziej
intensywnie, wydajac wiecej pokolen w sezonie wegetacyjnym, niz dotychczas. Wtedy
opracowanie skutecznych metod zwalczenia tych pasozytow roslin moze sta¢ si¢ priorytetem.
Z powodu przysztych zagrozen, ktére mogag pojawi¢ si¢ wraz ze zmianami klimatu, ciagte
badania i zgromadzona wiedza o gatunkach Meloidogyne z potudniowej i pdtnocnej czgséci
Europy beda pomocne w opracowaniu skutecznych metod zwalczania tej grupy nicieni

(Wesemael i in., 2011).
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6. Podsumowanie

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych doswiadczen wykazano, ze:

1.

10.

1.

W odpowiedzi na temperatury srodowiska zewnetrznego, w stadium jaja 1 w stadium J2
M. hapla zachodza zmiany na poziomie molekularnym i fizjologicznym, w tym
temperatura 40°C jest letalna dla stadium jaja, natomiast stadium J2 nie przezywa
inkubacji w temperaturach 35°C 1 40°C.

U obu badanych stadiow rozwojowych wykazano wzrost transkrypcji prawie wszystkich
genow hsp (oprocz ekspresji genu Mh-hsp12.2 w stadium J2) na dziatanie stresu gorgca.
Najwyzszy wzrost ekspresji wywotany stresem gorgca ma miejsce w genach Mh-hsp90 1
Mh-hspl w stadium J2.

W stadium J2 zawsze indukowany jest wyzszy poziom ekspresji genow hsp (oprocz
gendw Mh-hsp43 1 Mh-hsp12.2) niz w stadium jaja, zar6wno po ekspozycji na warunki
stresu goraca badz na warunki stresu zimna.

Jedynie dwa geny hsp, Mh-hsp60 1 Mh-dnj19, w obu stadiach M. hapla reaguja wzrostem
transkrypcji na temperatury zewnetrzne wywolujace stres gorgeca (35°C 1 40°C) 1 zimna
(5°C).

W warunkach dzialania stresu zimna w stadium jaja i w stadium J2 M. hapla zachodzi
wzrost ekspresji jedynie trzech genow hsp, tj. Mh-hsp60, Mh-dnj19 1 Mh-hsp12.2.

Geny Mh-hsp90, Mh-hsp4 1 Mh-hsp6 nie wykazuja reakcji na stres zimna zarowno w
stadium jaja jak 1 w stadium J2 M. hapla.

Najwyzsze warto$ci parametrow kondycji  (dlugos¢, szeroko$¢ 1 masa ciata)
charakteryzuja osobniki J2 wylegniete z jaj uprzednio inkubowanych w temperaturach
20°C 1 30°C, natomiast najnizsze wartosci tych parametrow wystepuja u osobnikow J2
wylegnietych z jaj uprzednio inkubowanych w temperaturach stresowych 5°C 1 35°C.
Temperatury stresowe, tj. 5°C, 35°C 1 40°C wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji istotnie
wplywaty na obnizanie u osobnikéw J2 warto$ci nastgpujgcych parametréw kondycji:
dhugosci, szerokos$ci 1 masy ciala oraz masy i powierzchni wybarwionych lipidow.
Obserwacje mikroskopowe i analiza wykonanej dokumentacji fotograficznej wykazaty
prawidlowo$¢, ze zanikanie powierzchni wybarwionych lipidow u osobnikow J2
nastepowato od przedniej cze¢sci jelita do czesci ogonowej ciata nicienia.

U osobnikéw stadium J2 najstabsza aktywno$¢ ruchowa wystepuje w warunkach
dziatania temperatur stresowych, tj. 5°C i 35°C, natomiast najsilniejsza aktywnos$¢
ruchowa charakteryzuje osobniki w warunkach dziatania temperatur niestresowych, tj.

20°C130°C.
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12. Optymalnymi temperaturami do rozwoju jaj i osobnikéw stadium J2 M. hapla,
pozyskanych z gleb strefy klimatu umiarkowanego sg temperatury w przedziale od 20°C

do 30°C.
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7. Wnioski
Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej dotyczace reakcji organizmu
nicienia Meloidogyne hapla na zmiany temperatury srodowiska zewnetrznego pozwalajg na

sformutowanie nastepujacych wnioskow:

I. W warunkach ekspozycji na pewne temperatury, w jajach jak réwniez u osobnikdéw stadium

J2 M. hapla, zachodza zmiany na poziomie molekularnym i fizjologicznym.

II. Badane geny Mh-hsp90, Mh-hspl, Mh-hsp4, Mh-hsp6, Mh-hsp60, Mh-dnj19, Mh-hsp43 i
Mh-hsp12.2 w stadium jaja i stadium J2 M. hapla, wykazujg zroznicowany poziom ekspresji

na temperatury, w tym temperatury stresowe.

III. Zmiany poziomu ekspresji wigkszosci genow hsp (oprocz gendéw Mh-hspd3 1 Mh-
hsp12.2) podczas inkubacji w temperaturach stresowych sg wyzsze w stadium J2, niz w
stadium jaja M. hapla — co sugeruje, ze stadium jaja jest mniej wrazliwe na temperatury

stresowe.

IV. Uzyskane wyniki sugeruja, ze geny Mh-hsp90 1 Mh-hspl moga by¢ stosowane jako
bioindykatory wptywu $rodowiska zewngtrznego na organizm nicieni z rodzaju Meloidogyne.
Natomiast gen Mh-hspl moze uczestniczy¢ w nabywaniu termotolerancji przez organizm

stadium J2 M. hapla.

V. Ekspozycja jaj M. hapla na temperatury stresowe ma negatywny wplyw na parametry
kondycji wylegajacych si¢ z nich osobnikéw stadium J2.

VI. Wydhuzenie czasu ekspozycji osobnikow stadium J2 M. hapla na temperatury stresowe
ma niekorzystny wplyw na parametry kondycji oraz na aktywnos$¢ ruchowa badang u tych

nicieni.
VII. Temperatury w przedziale od 20°C do 30°C stanowig optimum temperaturowe dla

rozwoju stadium jaja jak 1 osobnikéw w stadium J2 M. hapla, pozyskanych z gleb strefy

klimatu umiarkowanego.
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9. Zalaczniki

Tabela 1Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp90
w stadium jaja Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach
selekcji modeli (Tab. 9, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci wspdtczynnikéw (),

btad standardowy (SE), wartos¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (p).
Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 1,06 0,21 5,01 7,87E-06
temperatura 5°C -0,38 0,30 -1,26 0,22
temperatura 10°C 0,07 0,30 0,24 0,82
temperatura 30°C 0,72 0,30 2,42 0,02
temperatura 35°C 3,26 0,30 10,91 1,38E-14
temperatura 40°C 0,28 0,30 0,95 0,35
czas inkubacji 2h 0,00 0,30 0,0 1,0
czas inkubacji 8h 0,00 0,30 0,0 1,0
czas inkubacji 24h 0,00 0,30 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,27 0,42 -0,63 0,53
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,63 0,42 -1,50 0,14
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -1,16 0,42 -2,75 0,01
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 0,64 0,42 1,52 0,14
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h 0,31 0,42 0,74 0,46
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,37 0,42 0,87 0,39
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,46 0,42 -1,10 0,28
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,61 0,42 -1,44 0,16
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,94 0,42 -2,23 0,03
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,16 0,42 -0,37 0,71
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,17 0,42 0,41 0,68
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h -0,37 0,42 -0,88 0,38
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,30 0,42 -0,72 0,47
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -2,43 0,42 -5,75 6,12E-07
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 1,14 0,42 2,68 0,01

Tabela 2Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 9, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp90 w stadium jaja Meloidogyne hapla w zaleznosci
od temperatury i czasu inkubacji; warto§¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-hsp90), dolna
warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), gorna warto$¢ 95% przedziatu
ufnosci oszacowania Sredniej (gérna wartosc), blad standardowy oszacowania $redniej (SE).

Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp90 [R] wartos¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 0,68 0,26 1,11 0,21
10 1 1,13 0,70 1,56 0,21
20 1 1,06 0,63 1,48 0,21
30 1 1,78 1,36 2,21 0,21
35 1 4,32 3,90 4,75 0,21
40 1 1,34 0,92 1,77 0,21
5 2 0,42 -0,01 0,84 0,21
10 2 0,50 0,07 0,92 0,21
20 2 1,06 0,63 1,48 0,21
30 2 0,62 0,20 1,05 0,21
35 2 4,96 4,54 5,39 0,21
40 2 1,66 1,23 2,08 0,21
5 8 1,05 0,63 1,48 0,21
10 8 0,67 0,24 1,09 0,21
20 8 1,06 0,63 1,48 0,21
30 8 1,17 0,75 1,60 0,21
35 8 3,38 2,95 3,81 0,21
40 8 1,19 0,76 1,61 0,21
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5 24 0,86 0,43 1,28 0,21
10 24 0,76 0,33 1,18 0,21
20 24 1,06 0,63 1,48 0,21
30 24 1,48 1,05 1,90 0,21
35 24 1,89 1,47 2,32 0,21
40 24 2,48 2,05 2,90 0,21

Tabela 3Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl
w stadium jaja Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach
selekcji modeli (Tab. 10, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspotczynnikow (B),
btad standardowy (SE), wartos¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (p).

Zmienna B SE t p
Wyraz wolny 0,99 0,13 7,73 5,72E-10
temperatura 5°C -0,51 0,18 -2,84 0,007
temperatura 10°C 0,09 0,18 0,51 0,611
temperatura 30°C 0,47 0,18 2,62 0,012
temperatura 35°C 3,41 0,18 18,93 <2e-16
temperatura 40°C -0,01 0,18 -0,03 0,974
czas inkubacji 2h 0,00 0,18 0,0 1,0
czas inkubacji 8h 0,00 0,18 0,0 1,0
czas inkubacji 24h 0,00 0,18 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 0,69 0,26 2,70 0,010
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,51 0,26 -2,01 0,050
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,37 0,26 - 1,45 0,154
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -0,20 0,26 -0,77 0,445
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h 0,14 0,26 0,53 0,597
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,89 0,26 3,48 0,001
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,19 0,26 -0,73 0,470
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,26 0,26 - 1,00 0,321
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,27 0,26 - 1,05 0,298
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h 0,01 0,26 0,05 0,957
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,35 0,26 1,38 0,175
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,28 0,26 1,10 0,277
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 0,42 0,26 1,64 0,107
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -1,18 0,26 - 4,64 2,71E-05
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 0,13 0,26 0,51 0,610

Tabela 4Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 10, model 1) dla ekspresji genu Mh-hspl w stadium jaja Meloidogyne hapla w zaleznosci
od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania Sredniej (ekspresja genu Mh-hspl), dolna
warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), gérna wartos¢ 95% przedziatu
ufnosci oszacowania Sredniej (goérna wartosc), blad standardowy oszacowania $redniej (SE).

Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Gorna SE

inkubacji [°C] [godzina] Mh-hspl [R] wartos¢ [R] wartosé [R]
5 1 0,47 0,22 0,73 0,13
10 1 1,08 0,82 1,33 0,13
20 1 0,99 0,73 1,24 0,13
30 1 1,46 1,20 1,71 0,13
35 1 4,40 4,14 4,66 0,13
40 1 0,98 0,72 1,24 0,13
5 2 1,16 0,91 1,42 0,13
10 2 0,56 0,31 0,82 0,13
20 2 0,99 0,73 1,24 0,13
30 2 1,09 0,83 1,34 0,13
35 2 4,20 3,95 4,46 0,13
40 2 1,12 0,86 1,37 0,13
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5 8 1,36 1,10 1,62 0,13
10 8 0,89 0,64 1,15 0,13
20 8 0,99 0,73 1,24 0,13
30 8 1,20 0,95 1,46 0,13
35 8 4,13 3,88 4,39 0,13
40 8 0,99 0,74 1,25 0,13
5 24 0,82 0,57 1,08 0,13
10 24 1,36 1,10 1,61 0,13
20 24 0,99 0,73 1,24 0,13
30 24 1,88 1,62 2,13 0,13
35 24 3,22 2,96 3,47 0,13
40 24 1,11 0,85 1,37 0,13

Tabela 5Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp4
w stadium jaja Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach
selekcji modeli (Tab. 11, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspotczynnikow (),

btad standardowy (SE), wartos¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (p).

Zmienna B SE t p
Wyraz wolny 1,08 0,11 10,23 1,19E-13
temperatura 5°C -0,25 0,15 -1,66 0,104
temperatura 10°C 0,02 0,15 0,12 0,902
temperatura 30°C -0,16 0,15 -1,07 0,290
temperatura 35°C 0,15 0,15 1,00 0,321
temperatura 40°C 0,44 0,15 2,94 0,005
czas inkubacji 2h 0,00 0,15 0,0 1,0
czas inkubacji 8h 0,00 0,15 0,0 1,0
czas inkubacji 24h 0,00 0,15 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,06 0,21 -0,27 0,786
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,17 0,21 -0,80 0,427
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 0,28 0,21 1,33 0,190
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 0,79 0,21 3,76 0,000
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,20 0,21 -0,94 0,351
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,10 0,21 0,47 0,643
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,45 0,21 -2,15 0,037
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,19 0,21 -0,89 0,378
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,24 0,21 -1,14 0,262
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,27 0,21 -1,30 0,200
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,32 0,21 1,53 0,134
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h -0,47 0,21 -2,21 0,032
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 0,05 0,21 0,22 0,825
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h 0,46 0,21 2,16 0,036
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 0,15 0,21 0,70 0,487

Tabela 6Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 11, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp4 w stadium jaja Meloidogyne hapla w zaleznosci
od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania Sredniej (ekspresja genu Mh-hsp4), dolna
warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna wartos¢), gorna warto$¢ 95% przedziatu
ufno$ci oszacowania $redniej (gorna warto$¢), blad standardowy oszacowania $redniej (SE).

Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Gorna SE

inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp4 [R] wartos¢ [R] wartosé¢ [R]
5 1 0,83 0,62 1,05 0,11
10 1 1,10 0,89 1,31 0,11
20 1 1,08 0,87 1,29 0,11
30 1 0,92 0,71 1,13 0,11
35 1 1,23 1,02 1,44 0,11
40 1 1,52 1,31 1,73 0,11
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5 2 0,78 0,56 0,99 0,11
10 2 0,93 0,72 1,14 0,11
20 2 1,08 0,87 1,29 0,11
30 2 1,20 0,99 1,41 0,11
35 2 2,02 1,81 224 0,11
40 2 1,32 L1l 1,53 0,11

5 8 0,93 0,72 1,14 0,11
10 8 0,64 0,43 0,86 0,11
20 8 1,08 0,87 1,29 0,11
30 8 0,73 0,52 0,95 0,11
35 8 0,99 0,78 1,20 0,11
40 8 1,24 1,03 1,46 0,11

5 24 1,16 0,94 1,37 0,11
10 24 0,63 0,42 0,84 0,11
20 24 1,08 0,87 1,29 0,11
30 24 0,97 0,76 1,18 0,11
35 24 1,69 1,47 1,90 0,11
40 24 1,67 1,45 1,88 0,11

Tabela 7Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego réznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp6
w stadium jaja Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach
selekcji modeli (Tab. 12, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci wspotczynnikow (),
btad standardowy (SE), wartos¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (p).

Zmienna B SE t p
Wyraz wolny 1,04 0,07 15,79 <2e-16
temperatura 5°C -0,03 0,09 -0,37 0,716
temperatura 10°C -0,51 0,09 -5,52 1,37E-06
temperatura 30°C -0,22 0,09 -2,40 0,020
temperatura 35°C 2,25 0,09 24,32 <2e-16
temperatura 40°C 0,82 0,09 8,82 1,31E-11
czas inkubacji 2h -0,00 0,09 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -0,00 0,09 0,0 1,0
czas inkubacji 24h 0,00 0,09 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,14 0,13 -1,06 0,296
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,08 0,13 -0,65 0,521
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 0,08 0,13 0,61 0,544
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -1,82 0,13 -13,90 <2e-16
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,56 0,13 -4,27 9,33E-05
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h -0,11 0,13 -0,83 0,409
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,13 0,13 -0,99 0,327
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,01 0,13 -0,06 0,952
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -1,15 0,13 -8,81 1,36E-11
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,82 0,13 -6,25 1,05E-07
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h -0,20 0,13 -1,50 0,140
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h -0,42 0,13 -3,18 0,003
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,13 0,13 -0,99 0,325
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -2,56 0,13 -19,51 <2e-16
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -0,67 0,13 -5,14 5,08E-06
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Tabela 8Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 12, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp6 w stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci
od temperatury i czasu inkubacji; warto§¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-hsp6), dolna
warto$¢ 95% przedzialu ufnosci oszacowania $redniej (dolna wartosc), gérna wartos¢ 95% przedziatu
ufnosci oszacowania Sredniej (gorna wartos¢), blad standardowy oszacowania $redniej (SE).

Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp6 [R] wartos¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 1,00 0,87 1,13 0,07
10 1 0,52 0,39 0,66 0,07
20 1 1,03 0,90 1,17 0,07
30 1 0,81 0,68 0,94 0,07
35 1 3,29 3,16 3,42 0,07
40 1 1,85 1,72 1,98 0,07
5 2 0,86 0,73 0,99 0,07
10 2 0,44 0,31 0,57 0,07
20 2 1,03 0,90 1,17 0,07
30 2 0,89 0,76 1,02 0,07
35 2 1,47 1,33 1,60 0,07
40 2 1,29 1,16 1,42 0,07
5 8 0,89 0,76 1,02 0,07
10 8 0,39 0,26 0,53 0,07
20 8 1,03 0,90 1,17 0,07
30 8 0,80 0,67 0,94 0,07
35 8 2,13 2,00 2,27 0,07
40 8 1,03 0,90 1,17 0,07
5 24 0,80 0,67 0,94 0,07
10 24 0,11 -0,02 0,24 0,07
20 24 1,03 0,90 1,17 0,07
30 24 0,68 0,55 0,81 0,07
35 24 0,73 0,60 0,86 0,07
40 24 1,18 1,05 1,31 0,07

Tabela 9Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajagcego roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp60
w stadium jaja Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach
selekcji modeli (Tab. 13, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspotczynnikow (),
btad standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (p).

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 1,08 0,11 10,04 2,25e-13
temperatura 5°C 0,13 0,15 0,83 0,412
temperatura 10°C 0,09 0,15 0,60 0,549
temperatura 30°C -0,10 0,15 -0,68 0,502
temperatura 35°C 0,36 0,15 2,36 0,022
temperatura 40°C 0,08 0,15 0,55 0,585
czas inkubacji 2h -0,00 0,15 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -0,00 0,15 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -0,00 0,15 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,38 0,21 -1,79 0,079
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,36 0,21 -1,70 0,097
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 0,36 0,21 1,70 0,096
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -0,02 0,21 -0,07 0,941
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,20 0,21 -0,92 0,361
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,66 0,21 3,09 0,003
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,12 0,21 -0,55 0,583
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h 0,08 0,21 0,38 0,702
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,11 0,21 -0,50 0,618
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h 0,34 0,21 1,57 0,123
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temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,19 0,21 0,89 0,376
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h -0,23 0,21 -1,06 0,295
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,10 0,21 -0,45 0,652
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -0,08 0,21 -0,38 0,706
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 0,39 0,21 1,81 0,077

Tabela 10Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 13, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp60 w stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci
od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-hsp60), dolna
warto$¢ 95% przedzialu ufno$ci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), gorna warto$¢ 95% przedziatu
ufnosci oszacowania $redniej (gorna wartos¢), blad standardowy oszacowania $redniej (SE).

Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp60 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]

5 1 1,20 0,99 1,42 0,11
10 1 1,17 0,95 1,38 0,11
20 1 1,08 0,86 1,29 0,11
30 1 0,97 0,76 1,19 0,11
35 1 1,43 1,22 1,65 0,11
40 1 1,16 0,94 1,37 0,11

5 2 0,82 0,60 1,03 0,11
10 2 0,80 0,59 1,02 0,11
20 2 1,08 0,86 1,29 0,11
30 2 1,34 1,12 1,55 0,11
35 2 1,42 1,20 1,63 0,11
40 2 0,96 0,75 1,18 0,11

5 8 1,86 1,65 2,08 0,11
10 8 1,05 0,83 1,26 0,11
20 8 1,08 0,86 1,29 0,11
30 8 1,06 0,84 1,27 0,11
35 8 1,33 1,11 1,54 0,11
40 8 1,50 1,28 1,71 0,11

5 24 1,39 1,18 1,61 0,11
10 24 0,94 0,72 1,16 0,11
20 24 1,08 0,86 1,29 0,11
30 24 0,88 0,66 1,09 0,11
35 24 1,35 1,14 1,57 0,11
40 24 1,55 1,33 1,76 0,11

Tabela 11Z. Wspoélczynniki modelu GLM objasniajgcego rdznice w poziomie ekspresji genu Mh-
dnj19 w stadium jaja Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach
selekcji modeli (Tab. 14, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspdtczynnikow (j),
btad standardowy (SE), wartos¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (p).

Zmienna B SE t p
Wyraz wolny 1,08 0,07 15,8 <2e-16
temperatura 5°C 0,21 0,10 2,2 0,036
temperatura 10°C -0,64 0,10 -6,7 2,50E-08
temperatura 30°C 0,02 0,10 0,2 0,805
temperatura 35°C 0,14 0,10 1,4 0,158
temperatura 40°C 0,05 0,10 0,5 0,614
czas inkubacji 2h -0,00 0,10 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -0,00 0,10 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -0,00 0,10 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,21 0,14 -1,5 0,132
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,38 0,14 2,7 0,009
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 0,15 0,14 1,1 0,274
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 0,17 0,14 1,2 0,221

169

Dalsza czes¢ Tabeli na nastegpnej stronie



temperatura 40°C : czas inkubacji 2h 0,24 0,14 1,8 0,083
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,55 0,14 4,0 0,0002
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 0,63 0,14 4,6 3,36E-05
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h 0,37 0,14 2,7 0,010
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h 0,37 0,14 2,7 0,010
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h 0,42 0,14 3,0 0,004
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h -0,07 0,14 -0,5 0,630
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,44 0,14 32 0,003
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 0,22 0,14 1,6 0,115
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h 0,21 0,14 1,5 0,141
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 0,16 0,14 1,1 0,257

Tabela 12Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 14, model 1) dla ekspresji genu Mh-dnj19 w stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci
od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-dnj19), dolna
warto$¢ 95% przedziatu ufnos$ci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), goérna wartos¢ 95% przedzialu
ufnosci oszacowania $redniej (gorna wartosc), blad standardowy oszacowania $redniej (SE).

Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Goérna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-dnj19 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 1,29 1,15 1,43 0,07
10 1 0,44 0,30 0,57 0,07
20 1 1,08 0,94 1,22 0,07
30 1 1,11 0,97 1,24 0,07
35 1 1,22 1,08 1,36 0,07
40 1 1,13 0,99 1,27 0,07
5 2 1,08 0,94 1,22 0,07
10 2 0,81 0,68 0,95 0,07
20 2 1,08 0,94 1,22 0,07
30 2 1,26 1,12 1,40 0,07
35 2 1,39 1,25 1,53 0,07
40 2 1,37 1,24 1,51 0,07
5 8 1,84 1,70 1,98 0,07
10 8 1,06 0,93 1,20 0,07
20 8 1,08 0,94 1,22 0,07
30 8 1,47 1,34 1,61 0,07
35 8 1,59 1,45 1,72 0,07
40 8 1,55 1,41 1,69 0,07
5 24 1,22 1,09 1,36 0,07
10 24 0,87 0,74 1,01 0,07
20 24 1,08 0,94 1,22 0,07
30 24 1,33 1,19 1,46 0,07
35 24 1,43 1,29 1,56 0,07
40 24 1,29 1,15 1,43 0,07

Tabela 13Z. Wspoélczynniki modelu GLM objasniajgcego rdznice w poziomie ekspresji genu Mh-
hsp43 w stadium jaja Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w
15, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci
wspolczynnikow (B), blad standardowy (SE), warto$¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (p).

ramach selekcji

modeli (Tab.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 0,97 0,15 6,65 2,53E-08
temperatura 5°C -0,16 0,21 -0,76 0,449
temperatura 10°C -0,37 0,21 -1,81 0,076
temperatura 30°C 0,65 0,21 3,17 0,003
temperatura 35°C 2,23 0,21 10,84 1,69E-14
temperatura 40°C 0,42 0,21 2,02 0,049
czas inkubacji 2h -0,00 0,21 0,0 1,0

170

Dalsza czes¢ Tabeli na nastegpnej stronie



czas inkubacji 8h -0,00 0,21 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -0,00 0,21 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,45 0,29 -1,55 0,128
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,32 0,29 1,10 0,278
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,33 0,29 -1,14 0,262
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -1,63 0,29 -5,58 1,08E-06
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,18 0,29 -0,62 0,539
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h -0,33 0,29 -1,15 0,257
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,29 0,29 -1,00 0,321
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,96 0,29 -3,31 0,002
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -1,68 0,29 -5,78 5,35E-07
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h 1,02 0,29 3,52 0,001
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,42 0,29 1,43 0,159
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,31 0,29 1,05 0,298
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,57 0,29 -1,96 0,056
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -2,03 0,29 -6,97 8,09E-09
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 1,21 0,29 4,15 0,0001

Tabela 14Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 15, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp43 w stadium jaja Meloidogyne hapla w zalezno$ci
od temperatury i czasu inkubacji; wartos¢ oszacowania s$redniej (ekspresja genu Mh-hsp43), dolna
warto$¢ 95% przedzialu ufnoséci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), gorna wartos¢ 95% przedziatu
ufnosci oszacowania $redniej (gérna wartos¢), blad standardowy oszacowania $redniej (SE).

Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp43 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 0,81 0,52 1,10 0,15
10 1 0,59 0,30 0,89 0,15
20 1 0,97 0,68 1,26 0,15
30 1 1,62 1,33 1,91 0,15
35 1 3,20 2,91 3,49 0,15
40 1 1,38 1,09 1,68 0,15
5 2 0,36 0,07 0,65 0,15
10 2 0,91 0,62 1,21 0,15
20 2 0,97 0,68 1,26 0,15
30 2 1,29 1,00 1,58 0,15
35 2 1,57 1,28 1,87 0,15
40 2 1,20 0,91 1,50 0,15
5 8 0,48 0,18 0,77 0,15
10 8 0,30 0,01 0,60 0,15
20 8 0,97 0,68 1,26 0,15
30 8 0,66 0,36 0,95 0,15
35 8 1,51 1,22 1,81 0,15
40 8 2,41 2,11 2,70 0,15
5 24 1,23 0,93 1,52 0,15
10 24 0,90 0,61 1,19 0,15
20 24 0,97 0,68 1,26 0,15
30 24 1,05 0,76 1,34 0,15
35 24 1,17 0,88 1,46 0,15
40 24 2,59 2,30 2,88 0,15
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Tabela 15Z. Wspoétczynniki modelu GLM objasniajacego roznice w poziomie ekspresji genu Mh-
hspl12.2 w stadium jaja Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w

ramach selekcji modeli (Tab.

16, model

1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci

wspotczynnikow (B), blad standardowy (SE), warto$¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (p).

Zmienna B SE t p
Wyraz wolny 1,00 0,08 12,11 3,37E-16
temperatura 5°C 0,35 0,12 3,02 0,004
temperatura 10°C -0,39 0,12 -3,32 0,002
temperatura 30°C 0,26 0,12 2,19 0,033
temperatura 35°C 0,66 0,12 5,66 8,24E-07
temperatura 40°C -0,27 0,12 -2,30 0,026
czas inkubacji 2h -0,00 0,12 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -0,00 0,12 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -0,00 0,12 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,82 0,17 -4,97 9,09E-06
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,34 0,17 2,06 0,045
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,06 0,17 -0,37 0,713
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -0,42 0,17 -2,51 0,016
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,46 0,17 -2,78 0,008
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,04 0,17 0,26 0,795
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,07 0,17 -0,44 0,660
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,38 0,17 2,27 0,028
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,42 0,17 -2,53 0,015
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,48 0,17 -2,88 0,006
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h -0,12 0,17 -0,70 0,490
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h -0,38 0,17 -2,30 0,026
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,79 0,17 -4,74 1,98E-05
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -0,54 0,17 -3,25 0,002
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -0,72 0,17 -4,32 7,88E-05

Tabela 16Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 16, model 1) dla ekspresji genu Mh-hspl12.2 w stadium jaja Meloidogyne hapla w
zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-
hsp12.2), dolna warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), gorna wartos¢
95% przedzialu ufnosci oszacowania sredniej (goérna warto$¢), btad standardowy oszacowania $redniej

(SE).
Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp12.2 |[R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 1,36 1,19 1,53 0,08
10 1 0,61 0,45 0,78 0,08
20 1 1,00 0,84 1,17 0,08
30 1 1,26 1,09 1,43 0,08
35 1 1,67 1,50 1,83 0,08
40 1 0,73 0,57 0,90 0,08
5 2 0,53 0,37 0,70 0,08
10 2 0,96 0,79 1,12 0,08
20 2 1,00 0,84 1,17 0,08
30 2 1,20 1,03 1,37 0,08
35 2 1,25 1,09 1,42 0,08
40 2 0,27 0,11 0,44 0,08
5 8 1,40 1,23 1,57 0,08
10 8 0,54 0,37 0,71 0,08
20 8 1,00 0,84 1,17 0,08
30 8 0,88 0,72 1,05 0,08
35 8 1,25 1,08 1,42 0,08
40 8 0,26 0,09 0,42 0,08
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5 24 1,24 1,08 1,41 0,08
10 24 0,23 0,07 0,40 0,08
20 24 1,00 0,84 1,17 0,08
30 24 0,48 0,31 0,64 0,08
35 24 1,13 0,96 1,30 0,08
40 24 0,02 -0,15 0,18 0,08

Tabela 17Z. Wspdlczynniki modelu GLM objasniajacego roéznice w poziomie ekspresji genu Mh-
hsp90 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do
danych w ramach selekcji modeli (Tab. 17, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci
wspotczynnikéw (B), blad standardowy (SE), wartos¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).
Czeg$¢ wspolezynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z
uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 1,00 1,19 0,84 0,405
temperatura 5°C 0,30 1,68 0,18 0,860
temperatura 10°C 2,33 1,68 1,39 0,170
temperatura 30°C 5,72 1,68 3,40 0,001
temperatura 35°C 25,05 1,68 14,89 <2e-16
temperatura 40°C 5,10 1,68 3,03 0,003
czas inkubacji 2h -1,46E-14 1,68 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -2,37E-14 1,68 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -3,02E-14 1,68 0,0 1,0
czas inkubacji 336h -2,62E-14 1,68 0,0 1,0
czas inkubacji 1008h -2,94E-14 1,68 0,0 1,0
czas inkubacji 1344h -2,47E-14 1,68 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 1,15 2,38 0,49 0,629
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,10 2,38 -0,04 0,965
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 3,56 2,38 1,50 0,139
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 9,28 2,38 3,90 0,0002
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h 9,49 2,38 3,99 0,0002
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,20 2,38 0,08 0,935
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 2,76 2,38 1,16 0,251
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -3,37 2,38 -1,42 0,161
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h 2,09 2,38 0,88 0,384
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,95 2,38 -0,40 0,690
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,62 2,38 0,26 0,796
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 1,70 2,38 0,71 0,477
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 0,59 2,38 0,25 0,805
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -7,61 2,38 -3,20 0,002
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 1,93 2,38 0,81 0,421
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 1,69 2,38 0,71 0,481
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h -1,51 2,38 -0,63 0,528
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -4,21 2,38 -1,77 0,081
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -20,37 2,38 -8,56 1,38E-12
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h -0,22 2,38 -0,09 0,926
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h -1,15 2,38 -0,48 0,630
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h -5,24 2,38 -2,20 0,031
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 0,53 2,38 0,22 0,825
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h -2,47 2,38 -1,04 0,302
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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Tabela 18Z. Oszacowania srednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 17, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp90 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla
w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-
hsp90), dolna warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania sredniej (dolna wartosc), gorna wartos$¢
95% przedziatu ufno$ci oszacowania $redniej (gorna warto$¢), btad standardowy oszacowania $redniej
(SE). Cze$¢ wspolezynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania

z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp90 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 1,29 -1,08 3,67 1,19
10 1 3,33 0,96 5,70 1,19
20 1 1,00 -1,38 3,37 1,19
30 1 6,72 4,34 9,09 1,19
35 1 26,05 23,68 28,42 1,19
40 1 6,10 3,73 8,47 1,19
5 2 2,45 0,08 4,82 1,19
10 2 3,23 0,86 5,60 1,19
20 2 1,00 -1,38 3,37 1,19
30 2 10,28 7,91 12,65 1,19
35 2 35,33 32,96 37,70 1,19
40 2 15,58 13,21 17,95 1,19
5 8 1,49 -0,88 3,86 1,19
10 8 6,09 3,72 8,46 1,19
20 8 1,00 -1,38 3,37 1,19
30 8 3,35 0,98 5,72 1,19
35 8 28,13 25,76 30,51 1,19
40 8 515 2,77 7,52 1,19
5 24 1,91 -0,46 4,28 1,19
10 24 5,03 2,66 7,40 1,19
20 24 1,00 -1,38 3,37 1,19
30 24 7,30 4,93 9,68 1,19
35 24 18,43 16,06 20,81 1,19
40 24 8,02 5,65 10,40 1,19
5 336 2,98 0,61 5,35 1,19
10 336 1,82 -0,55 4,19 1,19
20 336 1,00 -1,38 3,37 1,19
30 336 2,51 0,13 4,88 1,19
35 336 5,68 3,30 8,05 1,19
40 336 NA NA NA NA
5 1008 1,07 -1,30 3,45 1,19
10 1008 2,18 -0,19 4,55 1,19
20 1008 1,00 -1,38 3,37 1,19
30 1008 1,48 -0,89 3,85 1,19
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 1,82 -0,55 4,19 1,19
10 1344 0,86 -1,51 3,23 1,19
20 1344 1,00 -1,38 3,37 1,19
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA
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Tabela 19Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego rdéznice w poziomie ekspresji genu Mh-hspl
u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w
ramach selekcji modeli (Tab. 18, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci
wspotczynnikow (B), blad standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).
Cze$¢ wspolczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z
uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 1,0 0,93 1,08 0,286
temperatura 5°C 6,26 1,32 4,75 1,03E-05
temperatura 10°C 0,27 1,32 0,21 0,836
temperatura 30°C 5,78 1,32 4,39 3,86E-05
temperatura 35°C 25,15 1,32 19,07 <2e-16
temperatura 40°C 60,78 1,32 46,09 <2e-16
czas inkubacji 2h 1,19E-15 1,32 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -3,61E-14 | 1,32 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -3,97E-14 | 1,32 0,0 1,0
czas inkubacji 336h -2,06E-14 | 1,32 0,0 1,0
czas inkubacji 1008h -3,22E-14 | 1,32 0,0 1,0
czas inkubacji 1344h -2,21E-14 | 1,32 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 4,17 1,87 2,23 0,029
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,13 1,87 -0,07 0,946
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 2,46 1,87 1,32 0,192
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 1,68 1,87 0,90 0,370
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -43,96 1,87 -23,58 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 5,32 1,87 2,85 0,006
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,16 1,87 -0,09 0,932
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -1,22 1,87 -0,66 0,515
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h 0,36 1,87 0,2 0,846
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -53,79 1,87 -28,85 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 14,94 1,87 8,01 1,45E-11
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,16 1,87 0,09 0,931
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -1,29 1,87 -0,69 0,492
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -8,47 1,87 -4,55 2,17E-05
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -55,32 1,87 -29,66 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 16,62 1,87 8,91 3,05E-13
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h -0,45 1,87 -0,24 0,811
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -3,48 1,87 -1,87 0,066
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -8,04 1,87 -4,31 5,11E-05
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h 10,43 1,87 5,59 3,80E-07
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h -0,42 1,87 -0,23 0,821
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h -3,12 1,87 -1,68 0,098
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 15,27 1,87 8,19 6,74E-12
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h -0,53 1,87 -0,28 0,778
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA

175



Tabela 20Z. Oszacowania srednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 18, model 1) dla ekspresji genu Mh-hspl u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w
zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania §redniej (ekspresja genu Mh-hspl),
dolna wartos¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna wartos¢), gorna wartos¢ 95%
przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (gérna warto$¢), btad standardowy oszacowania $redniej
(SE). Cze$¢ wspolezynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania

z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hspl [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 7,26 5,40 9,12 0,93
10 1 1,28 -0,58 3,14 0,93
20 1 1,00 -0,86 2,86 0,93
30 1 6,79 4,93 8,65 0,93
35 1 26,15 24,29 28,01 0,93
40 1 61,78 59,92 63,64 0,93
5 2 11,42 9,57 13,28 0,93
10 2 1,15 -0,71 3,01 0,93
20 2 1,00 -0,86 2,86 0,93
30 2 9,24 7,39 11,10 0,93
35 2 27,84 25,98 29,69 0,93
40 2 17,82 15,96 19,68 0,93
5 8 12,58 10,72 14,43 0,93
10 8 1,12 -0,74 2,98 0,93
20 8 1,00 -0,86 2,86 0,93
30 8 5,57 3,71 7,42 0,93
35 8 26,52 24,66 28,37 0,93
40 8 7,99 6,13 9,85 0,93
5 24 22,20 20,34 24,06 0,93
10 24 1,44 -0,42 3,30 0,93
20 24 1,00 -0,86 2,86 0,93
30 24 5,50 3,64 7,36 0,93
35 24 17,68 15,82 19,54 0,93
40 24 6,46 4,61 8,32 0,93
5 336 23,88 22,02 25,74 0,93
10 336 0,83 -1,03 2,69 0,93
20 336 1,00 -0,86 2,86 0,93
30 336 3,31 1,45 5,17 0,93
35 336 18,12 16,26 19,98 0,93
40 336 NA NA NA NA
5 1008 17,69 15,83 19,54 0,93
10 1008 0,85 -1,00 2,71 0,93
20 1008 1,00 -0,86 2,86 0,93
30 1008 3,66 1,80 5,52 0,93
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 22,53 20,68 24,39 0,93
10 1344 0,75 -1,11 2,61 0,93
20 1344 1,00 -0,86 2,86 0,93
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA
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Tabela 21Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp4
u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w
ramach selekcji modeli (Tab. 19, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci
wspotczynnikow (B), blad standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).
Cze$¢ wspolczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z
uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 1,0 0,14 6,95 1,34E-09
temperatura 5°C -0,30 0,2 -1,45 0,151
temperatura 10°C 0,09 0,2 0,43 0,666
temperatura 30°C 0,41 0,2 2,01 0,048
temperatura 35°C 1,32 0,2 6,49 9,64E-09
temperatura 40°C 0,74 0,2 3,66 0,0005
czas inkubacji 2h 1,90E-15 0,2 0,0 1,0
czas inkubacji 8h 2,01E-15 0,2 0,0 1,0
czas inkubacji 24h 1,88E-15 0,2 0,0 1,0
czas inkubacji 336h 1,99E-15 0,2 0,0 1,0
czas inkubacji 1008h 1,17E-15 0,2 0,0 1,0
czas inkubacji 1344h 2,10E-15 0,2 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,27 0,29 -0,93 0,355
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 1,02 0,29 3,53 0,001
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 1,82 0,29 6,30 2,10E-08
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 2,27 0,29 7,88 2,61E-11
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h 1,81 0,29 6,27 2,39E-08
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h -0,22 0,29 -0,78 0,438
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,14 0,29 -0,48 0,637
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,27 0,29 -0,95 0,345
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,14 0,29 -0,50 0,618
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h 0,12 0,29 0,43 0,668
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,59 0,29 2,05 0,044
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,31 0,29 1,07 0,288
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 1,01 0,29 3,49 0,001
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h 0,24 0,29 0,84 0,402
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -0,12 0,29 -0,42 0,674
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 0,51 0,29 1,78 0,079
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h -0,18 0,29 -0,61 0,541
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -0,19 0,29 -0,68 0,501
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -0,01 0,29 -0,04 0,972
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h -0,12 0,29 -0,42 0,674
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h -0,51 0,29 -1,77 0,081
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h -0,49 0,29 -1,69 0,095
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 0,64 0,29 2,23 0,029
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h -0,09 0,29 -0,32 0,753
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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Tabela 22Z. Oszacowania srednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 19, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp4 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w
zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania §redniej (ekspresja genu Mh-hsp4),
dolna wartos¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna wartos¢), gorna wartos¢ 95%
przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (gérna warto$¢), btad standardowy oszacowania $redniej
(SE). Cze$¢ wspolezynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania

z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp4 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 0,71 0,42 0,99 0,14
10 1 1,09 0,80 1,38 0,14
20 1 1,00 0,71 1,29 0,14
30 1 1,41 1,12 1,70 0,14
35 1 2,32 2,04 2,61 0,14
40 1 1,75 1,46 2,03 0,14
5 2 0,44 0,15 0,72 0,14
10 2 2,11 1,82 2,39 0,14
20 2 1,00 0,71 1,29 0,14
30 2 3,23 2,94 3,51 0,14
35 2 4,59 4,30 4,88 0,14
40 2 3,55 3,26 3,84 0,14
5 8 0,48 0,19 0,77 0,14
10 8 0,95 0,67 1,24 0,14
20 8 1,00 0,71 1,29 0,14
30 8 1,14 0,85 1,42 0,14
35 8 2,18 1,89 2,47 0,14
40 8 1,87 1,58 2,16 0,14
5 24 1,30 1,01 1,58 0,14
10 24 1,40 1,11 1,69 0,14
20 24 1,00 0,71 1,29 0,14
30 24 2,42 2,13 2,70 0,14
35 24 2,57 2,28 2,85 0,14
40 24 1,62 1,34 1,91 0,14
5 336 1,22 0,93 1,51 0,14
10 336 0,91 0,63 1,20 0,14
20 336 1,00 0,71 1,29 0,14
30 336 1,22 0,93 1,50 0,14
35 336 2,31 2,03 2,60 0,14
40 336 NA NA NA NA
5 1008 0,58 0,30 0,87 0,14
10 1008 0,58 0,29 0,87 0,14
20 1008 1,00 0,71 1,29 0,14
30 1008 0,92 0,64 1,21 0,14
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 1,35 1,06 1,64 0,14
10 1344 1,00 0,71 1,29 0,14
20 1344 1,00 0,71 1,29 0,14
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA
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Tabela 23Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego roznice w poziomie ekspresji genu Mh-hsp6
u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w
ramach selekcji modeli (Tab. 20, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci
wspotczynnikow (B), blad standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).
Cze$¢ wspolczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z
uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 1,0 0,13 8,0 1,55E-11
temperatura 5°C 0,11 0,18 0,63 0,532
temperatura 10°C -0,19 0,18 -1,06 0,295
temperatura 30°C 0,10 0,18 0,58 0,567
temperatura 35°C 0,34 0,18 1,92 0,059
temperatura 40°C 2,24 0,18 12,64 <2e-16
czas inkubacji 2h -3,38E-15 0,18 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -2,50E-15 0,18 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -1,99E-15 0,18 0,0 1,0
czas inkubacji 336h -2,12E-15 0,18 0,0 1,0
czas inkubacji 1008h -2,14E-15 0,18 0,0 1,0
czas inkubacji 1344h -1,74E-15 0,18 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,56 0,25 -2,25 0,028
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,03 0,25 -0,11 0,913
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 0,48 0,25 1,90 0,062
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 1,82 0,25 7,26 3,70E-10
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h 1,67 0,25 6,67 4,45E-09
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h -0,77 0,25 -3,09 0,003
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 0,59 0,25 2,35 0,021
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h 1,20 0,25 4,79 8,74E-06
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h 2,07 0,25 8,26 4,96E-12
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h 0,99 0,25 3,95 0,0002
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h -0,48 0,25 -1,92 0,059
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h -0,21 0,25 -0,82 0,414
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,24 0,25 -0,95 0,348
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h 0,10 0,25 0,41 0,681
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -2,32 0,25 -9,25 7,19E-14
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h -0,61 0,25 -2,45 0,017
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h 0,13 0,25 0,53 0,596
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h 0,14 0,25 0,57 0,570
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h 0,65 0,25 2,60 0,011
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h -0,21 0,25 -0,82 0,416
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h 0,09 0,25 0,35 0,727
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h 0,52 0,25 2,09 0,040
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h -0,5 0,25 -1,98 0,052
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h 0,15 0,25 0,59 0,555
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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Tabela 24Z. Oszacowania srednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 20, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp6 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla w
zaleznosci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania §redniej (ekspresja genu Mh-hsp6),
dolna wartos¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna wartos¢), gorna wartos¢ 95%
przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (gérna warto$¢), btad standardowy oszacowania $redniej
(SE). Cze$¢ wspolezynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania

z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp6 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 1,12 0,86 1,37 0,13
10 1 0,82 0,57 1,07 0,13
20 1 1,00 0,75 1,25 0,13
30 1 1,11 0,86 1,36 0,13
35 1 1,34 1,09 1,59 0,13
40 1 3,25 3,00 3,50 0,13
5 2 0,55 0,30 0,80 0,13
10 2 0,79 0,54 1,04 0,13
20 2 1,00 0,75 1,25 0,13
30 2 1,58 1,33 1,83 0,13
35 2 3,17 2,92 3,42 0,13
40 2 4,92 4,67 5,17 0,13
5 8 0,34 0,09 0,59 0,13
10 8 1,41 1,16 1,66 0,13
20 8 1,00 0,75 1,25 0,13
30 8 2,31 2,06 2,56 0,13
35 8 3,42 3,17 3,67 0,13
40 8 4,24 3,99 4,49 0,13
5 24 0,63 0,38 0,88 0,13
10 24 0,61 0,36 0,86 0,13
20 24 1,00 0,75 1,25 0,13
30 24 0,87 0,62 1,12 0,13
35 24 1,45 1,20 1,70 0,13
40 24 0,93 0,68 1,18 0,13
5 336 0,50 0,25 0,75 0,13
10 336 0,95 0,70 1,20 0,13
20 336 1,00 0,75 1,25 0,13
30 336 1,25 1,00 1,50 0,13
35 336 2,00 1,75 2,25 0,13
40 336 NA NA NA NA
5 1008 0,91 0,66 1,16 0,13
10 1008 0,90 0,65 1,15 0,13
20 1008 1,00 0,75 1,25 0,13
30 1008 1,63 1,38 1,88 0,13
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 0,62 0,37 0,87 0,13
10 1344 0,97 0,72 1,22 0,13
20 1344 1,00 0,75 1,25 0,13
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA
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Tabela 25Z. Wspodtczynniki modelu GLM objasniajacego roéznice w poziomie ekspresji genu Mh-
hsp60 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do
danych w ramach selekcji modeli (Tab. 21, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci
wspotczynnikow (B), blad standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).
Cze$¢ wspolczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z
uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 1,22 0,19 6,57 6,75E-09
temperatura 5°C -0,56 0,26 2,12 0,038
temperatura 10°C -1,00 0,26 -3,81 0,000
temperatura 30°C -0,33 0,26 -1,27 0,209
temperatura 35°C 3,49 0,26 13,28 <2e-16
temperatura 40°C 0,51 0,26 1,94 0,056
czas inkubacji 2h 8,08E-15 0,26 0,0 1,0
czas inkubacji 8h 6,67E-15 0,26 0,0 1,0
czas inkubacji 24h 5,76E-15 0,26 0,0 1,0
czas inkubacji 336h 6,59E-15 0,26 0,0 1,0
czas inkubacji 1008h 6,33E-15 0,26 0,0 1,0
czas inkubacji 1344h 5,46E-15 0,26 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 1,27 0,37 3,41 0,001
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,05 0,37 -0,13 0,894
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,34 0,37 -0,91 0,367
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -2,94 0,37 -7,92 2,21E-11
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h 0,11 0,37 0,30 0,769
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,82 0,37 2,21 0,031
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,02 0,37 -0,06 0,949
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,10 0,37 -0,27 0,792
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,64 0,37 -1,73 0,088
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -1,07 0,37 -2,88 0,005
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,15 0,37 0,39 0,697
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,40 0,37 1,08 0,285
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,38 0,37 -1,03 0,306
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -1,93 0,37 -5,19 1,85E-06
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -0,12 0,37 -0,31 0,756
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 1,30 0,37 3,48 0,001
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h 0,19 0,37 0,50 0,617
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h 0,32 0,37 0,87 0,388
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -3,33 0,37 -8,95 2,55E-13
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h 1,07 0,37 2,89 0,005
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h 0,75 0,37 2,03 0,046
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h 0,81 0,37 2,18 0,033
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 0,96 0,37 2,59 0,012
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h 1,05 0,37 2,81 0,006
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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Tabela 26Z. Oszacowania srednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 21, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp60 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla
w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-
hsp60), dolna warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania sredniej (dolna wartosc), gorna wartos$¢
95% przedziatu ufno$ci oszacowania $redniej (gorna warto$¢), btad standardowy oszacowania $redniej
(SE). Cze$¢ wspolezynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania

z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp60 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 0,67 0,30 1,04 0,19
10 1 0,22 -0,15 0,59 0,19
20 1 1,22 0,85 1,59 0,19
30 1 0,89 0,52 1,26 0,19
35 1 4,72 4,34 5,09 0,19
40 1 1,73 1,36 2,10 0,19
5 2 1,93 1,56 2,30 0,19
10 2 0,17 -0,20 0,54 0,19
20 2 1,22 0,85 1,59 0,19
30 2 0,55 0,18 0,92 0,19
35 2 1,77 1,40 2,14 0,19
40 2 1,84 1,47 2,21 0,19
5 8 1,49 1,12 1,86 0,19
10 8 0,20 -0,17 0,57 0,19
20 8 1,22 0,85 1,59 0,19
30 8 0,79 0,42 1,16 0,19
35 8 4,07 3,70 4,44 0,19
40 8 0,66 0,29 1,03 0,19
5 24 0,81 0,44 1,18 0,19
10 24 0,62 0,25 0,99 0,19
20 24 1,22 0,85 1,59 0,19
30 24 0,50 0,13 0,88 0,19
35 24 2,78 2,41 3,15 0,19
40 24 1,62 1,25 1,99 0,19
5 336 1,96 1,59 2,33 0,19
10 336 0,41 0,04 0,78 0,19
20 336 1,22 0,85 1,59 0,19
30 336 1,21 0,84 1,58 0,19
35 336 1,39 1,01 1,76 0,19
40 336 NA NA NA NA
5 1008 1,74 1,37 2,11 0,19
10 1008 0,98 0,60 1,35 0,19
20 1008 1,22 0,85 1,59 0,19
30 1008 1,70 1,33 2,07 0,19
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 1,63 1,26 2,00 0,19
10 1344 1,27 0,90 1,64 0,19
20 1344 1,22 0,85 1,59 0,19
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA
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Tabela 27Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego roéznice w poziomie ekspresji genu Mh-
dnj19 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do
danych w ramach selekcji modeli (Tab. 22, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci
wspotczynnikow (B), blad standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).
Cze$¢ wspolczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z
uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 2,54 0,20 12,58 <2e-16
temperatura 5°C -1,00 0,29 -3,51 0,0008
temperatura 10°C -1,54 0,29 -5,39 8,61E-07
temperatura 30°C -0,34 0,29 -1,18 0,2436
temperatura 35°C -0,02 0,29 -0,06 0,9532
temperatura 40°C 0,84 0,29 2,92 0,0047
czas inkubacji 2h -0,50 0,29 -1,75 0,0840
czas inkubacji 8h -1,07 0,29 -3,73 0,0004
czas inkubacji 24h -1,53 0,29 -5,36 9,72E-07
czas inkubacji 336h -1,07 0,29 -3,75 0,0004
czas inkubacji 1008h -1,30 0,29 -4,53 2,27E-05
czas inkubacji 1344h -1,37 0,29 -4,79 8,72E-06
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 1,25 0,40 3,10 0,0028
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,50 0,40 1,24 0,2194
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 2,28 0,40 5,63 3,25E-07
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 3,45 0,40 8,52 1,67E-12
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -1,16 0,40 -2,87 0,0055
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 1,07 0,40 2,65 0,0099
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 1,07 0,40 2,64 0,0103
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h 0,80 0,40 1,98 0,0517
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h 2,03 0,40 5,01 3,77E-06
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h 2,09 0,40 5,17 2,03E-06
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 2,13 0,40 5,26 1,44E-06
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 1,53 0,40 3,79 0,0003
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 2,16 0,40 5,33 1,07E-06
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h 2,38 0,40 5,89 1,16E-07
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 2,30 0,40 5,68 2,68E-07
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 1,08 0,40 2,68 0,0091
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h 1,07 0,40 2,65 0,0099
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h 1,38 0,40 3,42 0,0010
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h 2,68 0,40 6,63 5,30E-09
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h 1,18 0,40 2,91 0,0047
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h 1,30 0,40 3,21 0,0020
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h 2,60 0,40 6,43 1,23E-08
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 1,21 0,40 2,99 0,0038
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h 1,37 0,40 3,39 0,0012
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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Tabela 28Z. Oszacowania srednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 22, model 1) dla ekspresji genu Mh-dnj19 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla
w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-
dnj19), dolna wartos¢ 95% przedzialu ufnosci oszacowania $redniej (dolna wartos$¢), gorna wartos¢
95% przedziatu ufno$ci oszacowania $redniej (gorna warto$¢), btad standardowy oszacowania $redniej
(SE). Cze$¢ wspolezynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania

z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji | Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-dnj19 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 2,54 2,14 2,95 0,20
10 1 1,54 1,14 1,94 0,20
20 1 1,00 0,60 1,41 0,20
30 1 2,21 1,81 2,61 0,20
35 1 2,53 2,12 2,93 0,20
40 1 3,38 2,98 3,78 0,20
5 2 2,04 1,64 2,45 0,20
10 2 2,29 1,89 2,70 0,20
20 2 1,00 0,60 1,41 0,20
30 2 3,99 3,58 4,39 0,20
35 2 5,47 5,07 5,88 0,20
40 2 1,72 1,32 2,12 0,20
5 8 1,48 1,07 1,88 0,20
10 8 1,55 1,14 1,95 0,20
20 8 1,00 0,60 1,41 0,20
30 8 1,94 1,54 2,35 0,20
35 8 3,49 3,08 3,89 0,20
40 8 4,41 4,00 4,81 0,20
5 24 1,01 0,61 1,42 0,20
10 24 2,14 1,73 2,54 0,20
20 24 1,00 0,60 1,41 0,20
30 24 2,83 2,43 3,24 0,20
35 24 3,38 2,97 3,78 0,20
40 24 4,15 3,74 4,55 0,20
5 336 1,47 1,07 1,88 0,20
10 336 1,55 1,15 1,96 0,20
20 336 1,00 0,60 1,41 0,20
30 336 2,52 2,12 2,92 0,20
35 336 4,14 3,73 4,54 0,20
40 336 NA NA NA NA
5 1008 1,25 0,85 1,65 0,20
10 1008 1,42 1,02 1,83 0,20
20 1008 1,00 0,60 1,41 0,20
30 1008 3,51 3,11 3,92 0,20
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 1,17 0,77 1,58 0,20
10 1344 1,38 0,98 1,78 0,20
20 1344 1,00 0,60 1,41 0,20
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA

184



Tabela 29Z. Wspodtczynniki modelu GLM objasniajacego roéznice w poziomie ekspresji genu Mh-
hsp43 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do
danych w ramach selekcji modeli (Tab. 23, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci
wspotczynnikow (B), blad standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).
Cze$¢ wspolczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z
uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 1,10 0,10 11,45 <2e-16
temperatura 5°C 0,03 0,14 0,19 0,848
temperatura 10°C 0,47 0,14 3,47 0,001
temperatura 30°C 0,55 0,14 4,07 0,0001
temperatura 35°C 1,55 0,14 11,40 <2e-16
temperatura 40°C -0,07 0,14 -0,52 0,606
czas inkubacji 2h -3,10E-15 0,14 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -2,93E-15 0,14 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -4,31E-15 0,14 0,0 1,0
czas inkubacji 336h -3,71E-15 0,14 0,0 1,0
czas inkubacji 1008h -3,36E-15 0,14 0,0 1,0
czas inkubacji 1344h -3,32E-15 0,14 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 1,28 0,19 6,66 4,70E-09
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -1,27 0,19 -6,61 5,69E-09
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,28 0,19 -1,45 0,151
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -1,09 0,19 -5,65 3,06E-07
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,34 0,19 -1,77 0,081
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,15 0,19 0,77 0,444
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,66 0,19 -3,44 0,001
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,88 0,19 -4,58 1,93E-05
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -1,24 0,19 -6,45 1,14E-08
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h 1,32 0,19 6,86 1,99E-09
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 1,48 0,19 7,70 5,69E-11
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h -0,41 0,19 -2,14 0,036
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,89 0,19 -4,61 1,73E-05
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -1,15 0,19 -5,95 8,80E-08
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 1,47 0,19 7,63 7,52E-11
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 0,55 0,19 2,87 0,005
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h -0,34 0,19 -1,76 0,083
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -0,73 0,19 -3,77 0,0003
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -1,26 0,19 -6,57 6,81E-09
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h -0,55 0,19 -2,87 0,005
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h -0,56 0,19 -2,93 0,005
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h -0,57 0,19 -2,98 0,004
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 0,48 0,19 2,47 0,016
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h -1,19 0,19 -6,16 3,71E-08
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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Tabela 30Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 23, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp43 u osobnikow w stadium J2 Meloidogyne hapla
w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu Mh-
hsp43), dolna warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania sredniej (dolna wartosc), gorna wartos$¢
95% przedziatu ufno$ci oszacowania $redniej (gorna warto$¢), btad standardowy oszacowania $redniej
(SE). Cze$¢ wspolezynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania

z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp43 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 1,13 0,94 1,32 0,10
10 1 1,57 1,38 1,77 0,10
20 1 1,10 0,91 1,29 0,10
30 1 1,65 1,46 1,85 0,10
35 1 2,65 2,46 2,85 0,10
40 1 1,03 0,84 1,22 0,10
5 2 2,41 2,22 2,60 0,10
10 2 0,30 0,11 0,49 0,10
20 2 1,10 0,91 1,29 0,10
30 2 1,38 1,18 1,57 0,10
35 2 1,57 1,38 1,76 0,10
40 2 0,69 0,50 0,88 0,10
5 8 1,28 1,08 1,47 0,10
10 8 0,91 0,72 1,10 0,10
20 8 1,10 0,91 1,29 0,10
30 8 0,77 0,58 0,97 0,10
35 8 1,41 1,22 1,60 0,10
40 8 2,35 2,16 2,54 0,10
5 24 2,61 2,42 2,80 0,10
10 24 1,16 0,97 1,35 0,10
20 24 1,10 0,91 1,29 0,10
30 24 0,77 0,58 0,96 0,10
35 24 1,51 1,32 1,70 0,10
40 24 2,50 2,31 2,69 0,10
5 336 1,68 1,49 1,87 0,10
10 336 1,24 1,04 1,43 0,10
20 336 1,10 0,91 1,29 0,10
30 336 0,93 0,74 1,12 0,10
35 336 1,39 1,20 1,58 0,10
40 336 NA NA NA NA
5 1008 0,58 0,38 0,77 0,10
10 1008 1,01 0,82 1,20 0,10
20 1008 1,10 0,91 1,29 0,10
30 1008 1,08 0,89 1,27 0,10
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 1,60 1,41 1,79 0,10
10 1344 0,39 0,20 0,58 0,10
20 1344 1,10 0,91 1,29 0,10
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA
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Tabela 31Z. Wspodtczynniki modelu GLM objasniajacego roéznice w poziomie ekspresji genu Mh-
hsp12.2 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do
danych w ramach selekcji modeli (Tab. 24, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci
wspotczynnikow (B), blad standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).
Cze$¢ wspolczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z
uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Zmienna B SE t p
Wyraz wolny 1,07 0,08 13,52 <2e-16
temperatura 5°C 0,58 0,11 5,16 2,12E-06
temperatura 10°C -0,71 0,11 -6,33 1,84E-08
temperatura 30°C -0,51 0,11 -4,56 2,02E-05
temperatura 35°C -0,24 0,11 -2,12 0,04
temperatura 40°C -0,28 0,11 -2,51 0,01
czas inkubacji 2h -3,37E-15 0,11 0,0 1,0
czas inkubacji 8h -2,73E-15 0,11 0,0 1,0
czas inkubacji 24h -2,16E-15 0,11 0,0 1,0
czas inkubacji 336h -2,54E-15 0,11 0,0 1,0
czas inkubacji 1008h -2,46E-15 0,11 0,0 1,0
czas inkubacji 1344h -2,89E-15 0,11 0,0 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -1,04 0,16 -6,59 6,37E-09
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -0,03 0,16 -0,18 0,86
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,22 0,16 -1,38 0,17
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -0,28 0,16 -1,79 0,08
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h 0,08 0,16 0,52 0,60
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h -0,98 0,16 -6,17 3,64E-08
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 0,07 0,16 0,46 0,65
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h 0,13 0,16 0,84 0,41
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h 0,22 0,16 1,42 0,16
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,73 0,16 -4,63 1,59E-05
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h -0,94 0,16 -5,93 9,82E-08
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,10 0,16 0,62 0,54
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 0,07 0,16 0,43 0,67
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h 0,04 0,16 0,25 0,80
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h 0,34 0,16 2,13 0,04
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h -1,55 0,16 -9,78 7,61E-15
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h -0,05 0,16 -0,31 0,76
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -0,15 0,16 -0,97 0,34
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -0,31 0,16 -1,97 0,05
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h -1,56 0,16 -9,82 6,22E-15
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h -0,06 0,16 -0,40 0,69
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h 0,19 0,16 1,22 0,23
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h -1,59 0,16 -10,06 2,29E-15
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h 0,42 0,16 2,62 0,01
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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Tabela 32Z. Oszacowania srednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 24, model 1) dla ekspresji genu Mh-hsp12.2 u osobnikéw w stadium J2 Meloidogyne
hapla w zaleznoéci od temperatury i czasu inkubacji; wartos¢ oszacowania $redniej (ekspresja genu
Mh-hsp43), dolna warto$¢ 95% przedzialu ufnosci oszacowania $redniej (dolna wartos$¢), gorna
warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (gorna warto$¢), btad standardowy oszacowania
$redniej (SE). Czes¢ wspdtczynnikdéw, oznaczona jako ,,NA” (not available), byla niemozliwa do
oszacowania z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto§ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Ekspresja genu Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] Mh-hsp12.2 [R] warto$¢ [R] warto$¢ [R]
5 1 1,65 1,49 1,81 0,08
10 1 0,36 0,20 0,52 0,08
20 1 1,07 0,91 1,23 0,08
30 1 0,56 0,40 0,72 0,08
35 1 0,83 0,68 0,99 0,08
40 1 0,79 0,63 0,95 0,08
5 2 0,61 0,45 0,76 0,08
10 2 0,33 0,18 0,49 0,08
20 2 1,07 0,91 1,23 0,08
30 2 0,34 0,18 0,50 0,08
35 2 0,55 0,39 0,71 0,08
40 2 0,87 0,72 1,03 0,08
5 8 0,67 0,51 0,83 0,08
10 8 0,43 0,28 0,59 0,08
20 8 1,07 0,91 1,23 0,08
30 8 0,69 0,53 0,85 0,08
35 8 1,06 0,90 1,22 0,08
40 8 0,06 -0,10 0,21 0,08
5 24 0,71 0,55 0,87 0,08
10 24 0,46 0,30 0,62 0,08
20 24 1,07 0,91 1,23 0,08
30 24 0,63 0,47 0,79 0,08
35 24 0,87 0,71 1,03 0,08
40 24 1,13 0,97 1,28 0,08
5 336 0,10 -0,06 0,26 0,08
10 336 0,31 0,16 0,47 0,08
20 336 1,07 0,91 1,23 0,08
30 336 0,41 0,25 0,56 0,08
35 336 0,52 0,36 0,68 0,08
40 336 NA NA NA NA
5 1008 0,09 -0,07 0,25 0,08
10 1008 0,30 0,14 0,46 0,08
20 1008 1,07 0,91 1,23 0,08
30 1008 0,75 0,59 0,91 0,08
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 0,06 -0,10 0,21 0,08
10 1344 0,78 0,62 0,94 0,08
20 1344 1,07 0,91 1,23 0,08
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA
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Tabela 33Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego roznice w diugosci ciata osobnikow stadium
J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach selekcji modeli
(Tab. 26, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci wspotczynnikow (), btad standardowy
(SE), wartos¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (P).

Zmienna B SE t P
wyraz wolny 386,93 1,00 388,13 <2e-16
temperatura 5°C -9,86 1,41 -6,99 7,37E-12
temperatura 10°C -6,92 1,41 -4,91 1,17E-06
temperatura 30°C 1,72 1,41 1,22 0,223
temperatura 35°C -17,63 1,41 -12,51 <2e-16

Tabela 34Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 26, model 1) dla dtugosci ciata osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla; wartosc¢
oszacowania $redniej (dtugos¢ ciata), dolna wartos¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej
(dolna wartos¢), gorna warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (gérna wartosc), btad
standardowy oszacowania sredniej (SE).

izil:ll:::j?t[l:’lg] CZ?;(::;;?IZ?CJI cli)alll:l g{o:;] Dolna warto$é [ng] | Gorna wartos¢ [pg] | SE
5 1 378,6 374,7 382,5 2,0
10 1 381,3 377,4 385,2 2,0
20 1 386,9 383,0 390,9 2,0
30 1 387,3 383,4 391,2 2,0
35 1 371,8 367,8 375,7 2,0
5 2 377,77 373,8 381,7 2,0
10 2 379,8 375,9 383,8 2,0
20 2 386,9 383,0 390,9 2,0
30 2 388.,9 385,0 3928 2,0
35 2 369,2 365,3 373,2 2,0
5 8 376,2 3723 380,1 2,0
10 8 380,6 376,6 384,5 2,0
20 8 386,9 383,0 390,9 2,0
30 8 388,2 384,3 392,2 2,0
35 8 370,7 366,8 374,6 2,0
5 24 375,8 371,9 379,7 2,0
10 24 378.,4 374,4 382,3 2,0
20 24 386,9 383,0 390,9 2,0
30 24 390,2 386,3 394,1 2,0
35 24 365,5 361,6 369,5 2,0

Tabela 35Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajgcego réznice w szerokosci ciata osobnikow
stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach selekcji
modeli (Tab. 27, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspotczynnikow (B), btad
standardowy (SE), wartosc statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (P).

Zmienna 1] SE t P
wyraz wolny 15,63 0,09 173,53 <2e-16
temperatura 5°C -0,15 0,13 -1,18 0,239
temperatura 10°C -0,71 0,13 -5,60 3,29E-08
temperatura 30°C -0,79 0,13 -6,18 1,23E-09
temperatura 35°C -0,98 0,13 -7,67 7,35E-14
czas inkubacji 2h 2,2E-15 0,13 0,00 1,0
czas inkubacji 8h -7,1E-16 0,13 0,00 1,0
czas inkubacji 24h -4,2E-16 0,13 0,00 1,0
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,19 0,18 -1,04 0,300
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,12 0,18 0,67 0,505
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 0,37 0,18 2,07 0,039
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 0,17 0,18 0,96 0,336
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temperatura 5°C : czas inkubacji 8h -0,58 0,18 -3,22 0,001
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 0,37 0,18 2,07 0,039
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h 0,51 0,18 2,85 0,005
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,38 0,18 -2,09 0,037
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h -0,74 0,18 -4,13 4,21E-05
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,47 0,18 2,61 0,009
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 0,47 0,18 2,63 0,009
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -0,84 0,18 -4,66 3,85E-06

Tabela 36Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 27, model 1) dla szerokos$ci ciala osobnikéw stadium J2 Meloidogyne hapla; warto§¢
oszacowania $redniej (szerokos$¢ ciata), dolna warto$¢ 95% przedzialu ufnosci oszacowania $redniej
(dolna warto$¢), gorna wartos¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (gorna wartos¢), btad
standardowy oszacowania $redniej (SE).

i;[lﬁﬁg):cr;t[l:,lg] Cz?gs(:gril:lt;?c]l fizz‘elgo[lrl 0;5 Dolna warto$¢ [pg] | Gérna wartosé [pg] SE
5 1 15,5 15,3 15,7 0,09
10 1 14,9 14,7 15,1 0,09
20 1 15,6 15,5 15,8 0,09
30 1 14,8 14,7 15,0 0,09
35 1 14,7 14,5 14,8 0,09
5 2 15,3 15,1 15,5 0,09
10 2 15,0 14,9 15,2 0,09
20 2 15,6 15,5 15,8 0,09
30 2 15,2 15,0 15,4 0,09
35 2 14,8 14,7 15,0 0,09
5 8 14,9 14,7 15,1 0,09
10 8 15,3 15,1 15,5 0,09
20 8 15,6 15,5 15,8 0,09
30 8 15,4 15,2 15,5 0,09
35 8 14,3 14,1 14,5 0,09
5 24 14,7 14,6 14,9 0,09
10 24 15,4 15,2 15,6 0,09
20 24 15,6 15,5 15,8 0,09
30 24 15,3 15,1 15,5 0,09
35 24 13,8 13,6 14,0 0,09

Tabela 37Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego réznice w wartosci masy ciata osobnikow
stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach selekcji
modeli (Tab. 28, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspotczynnikow (B), blad

standardowy (SE), wartos¢ statystyki (t), warto§¢ prawdopodobienstwa (P).

Zmienna B SE t P

Wyraz wolny 0,591 0,0008 75,53 <2e-16
temperatura 5°C -0,0025 0,0011 -2,26 0,0243
temperatura 10°C -0,0060 0,0011 -5,39 1,03E-07
temperatura 30°C -0,0057 0,0011 -5,15 3,60E-07
temperatura 35°C -0,0092 0,0011 -8,31 6,83E-16
czas inkubacji 2h 0,0000 0,0011 0,00 1,00
czas inkubacji 8h 0,0000 0,0011 0,00 1,00
czas inkubacji 24h 0,0000 0,0011 0,00 1,00
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -0,0014 0,0016 -0,89 0,3716
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,0007 0,0016 0,43 0,6704
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h 0,0030 0,0016 1,90 0,0586
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 0,0007 0,0016 0,47 0,6397
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h -0,0042 0,0016 -2,70 0,0071
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 0,0025 0,0016 1,58 0,1157
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temperatura 30°C : czas inkubacji 8h 0,0040 0,0016 2,58 0,0102
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,0025 0,0016 -1,62 0,1062
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h -0,0056 0,0016 -3,56 0,0004
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,0030 0,0016 1,90 0,0586
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h 0,0039 0,0016 2,47 0,0138
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -0,0062 0,0016 -3,98 7,73E-05

Tabela 38Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego

modelu wskazanego w ramach selekcji modeli

GLM (Tab. 28, model 1) dla masy ciata osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla; warto$¢
oszacowania $redniej (masa ciata), dolna wartos¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna
warto$¢), gorna warto$¢ 95% przedziatu ufnosSci oszacowania S$redniej (gorna warto$¢), biad

standardowy oszacowania sredniej (SE).

Temperatura Czas inkubacji Masa Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] ciala [pg] warto$¢ [ug] warto$¢ [pg]
5 1 0,057 0,055 0,058 0,0008
10 1 0,053 0,052 0,055 0,0008
20 1 0,059 0,058 0,061 0,0008
30 1 0,053 0,052 0,055 0,0008
35 1 0,050 0,048 0,051 0,0008
5 2 0,055 0,054 0,057 0,0008
10 2 0,054 0,052 0,055 0,0008
20 2 0,059 0,058 0,061 0,0008
30 2 0,056 0,055 0,058 0,0008
35 2 0,051 0,049 0,052 0,0008
5 8 0,052 0,051 0,054 0,0008
10 8 0,056 0,054 0,057 0,0008
20 8 0,059 0,058 0,061 0,0008
30 8 0,057 0,056 0,059 0,0008
35 8 0,047 0,046 0,049 0,0008
5 24 0,051 0,050 0,053 0,0008
10 24 0,056 0,055 0,058 0,0008
20 24 0,059 0,058 0,061 0,0008
30 24 0,057 0,056 0,059 0,0008
35 24 0,044 0,042 0,045 0,0008

Tabela 39Z. Wspolczynniki modelu GLM objasniajacego réznice w dtugosci ciata osobnikow stadium
J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach selekcji modeli
(Tab. 29, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspotczynnikow (), btad standardowy

(SE), wartos¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 388,13 0,57 682,28 <2e-16
temperatura 5°C -1,40 0,56 -2,49 0,01
temperatura 10°C -0,69 0,56 -1,22 0,22
temperatura 30°C 0,77 0,59 1,31 0,19
temperatura 35°C 0,11 0,63 0,17 0,86
temperatura 40°C -0,31 0,68 -0,46 0,64
czas inkubacji 2h 0,23 0,61 0,37 0,71
czas inkubacji 8h 0,56 0,61 0,92 0,36
czas inkubacji 24h 1,02 0,61 1,69 0,09
czas inkubacji 336h 2,21 0,64 3,44 0,0006
czas inkubacji 1008h 3,10 0,69 4,48 8,10E-06
czas inkubacji 1344h 3,74 0,77 4,89 1,19E-06
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Tabela 40Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 29, model 1) dla dtugosci ciata osobnikéw stadium J2 Meloidogyne hapla w zalezno$ci od
temperatury inkubacji (A) oraz w zaleznosci od czasu inkubacji (B); warto$¢ oszacowania $redniej
(dhugos¢ ciata), dolna wartos¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), gorna
warto$¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (goérna wartosc), blad standardowy oszacowania

sredniej (SE).
A

Temperatura Dlugosé¢ Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] ciala [pm] warto$¢ [um] warto$¢ [pm]

5 388,0 387,2 388.8 0,40

10 388,7 3879 389.5 0,40

20 3894 388,6 390,2 0,40

30 390,2 389.3 391,0 0,43

35 389.,5 388,6 390.,4 0,48

40 389,1 388,0 390,1 0,54

B
Czas inkubacji Dlugo$é Dolna Gorna

R . . x o x SE
[godzina] ciala [pm] warto$¢ [um] wartos¢ [pm]

1 387,8 387.,0 388,7 0,43

2 388,1 387,2 388.,9 0,43

8 3884 387.,5 389,2 0,43

24 388.,9 388,0 389,7 0,43

336 390,0 389,1 391,0 0,47

1008 390,9 389.9 392.,0 0,54

1344 391,6 390,3 392.8 0,63

Tabela 41Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego rdéznice w szerokosci ciata osobnikow
stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach selekcji
modeli (Tab. 30, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspotczynnikow (), btad
standardowy (SE), warto$¢ statystyki (t), wartos¢ prawdopodobienstwa (p). Czgs¢ wspotczynnikow,
oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z uwagi na brak danych dla

niektérych kombinacji wartoéci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 15,66 0,05 298,43 <2e-16
temperatura 5°C 0,22 0,07 2,97 0,003
temperatura 10°C 0,14 0,07 1,93 0,054
temperatura 30°C -0,03 0,07 -0,45 0,653
temperatura 35°C -0,14 0,07 -1,93 0,054
temperatura 40°C -0,31 0,07 4,18 3,18E-05
czas inkubacji 2h -0,23 0,07 -3,15 0,002
czas inkubacji 8h -0,52 0,07 -7,05 3,17E-12
czas inkubacji 24h -0,83 0,07 -11,23 <2e-16
czas inkubacji 336h -1,30 0,07 -17,57 <2e-16
czas inkubacji 1008h -2,81 0,07 -37,83 <2e-16
czas inkubacji 1344h -3,98 0,07 -53,64 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 0,14 0,10 1,37 0,1722
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,05 0,10 0,51 0,6114
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,13 0,10 -1,27 0,2041
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -0,09 0,10 -0,83 0,4090
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,12 0,10 -1,18 0,2401
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,31 0,10 2,99 0,0029
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 0,11 0,10 1,08 0,2803
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,31 0,10 -2,99 0,0029
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,58 0,10 -5,53 4,10E-08
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,43 0,10 -4,07 5,13E-05
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temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,37 0,10 3,50 0,0005
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,15 0,10 1,43 0,1531
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,48 0,10 -4,58 5,34E-06
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -0,98 0,10 -9,31 <2e-16
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -1,34 0,10 -12,77 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 0,61 0,10 5,81 8,12E-09
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h 0,38 0,10 3,62 0,0003
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -0,96 0,10 -9,15 <2e-16
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -2,06 0,10 -19,67 <2e-16
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h 1,12 0,10 10,64 <2e-16
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h 0,84 0,10 7,97 4,02E-15
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h -1,14 0,10 -10,90 <2e-16
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 1,45 0,10 13,85 <2e-16
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h 1,22 0,10 11,63 <2e-16
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA

Tabela 427. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 30, model 1) dla szerokosci ciata osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla w zaleznosci
od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (szerokos$¢ ciata), dolna wartos¢ 95%
przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), gorna warto§¢ 95% przedziatu ufnosci
oszacowania S$redniej (gorna wartos¢), blad standardowy oszacowania $redniej (SE). Cze$¢
wspotczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z uwagi na
brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Szeroko$é Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] ciala [um] wartos$¢ [um] wartos$¢ [pm]
5 1 15,9 15,8 16,0 0,05
10 1 15,8 15,7 15,9 0,05
20 1 15,7 15,6 15,8 0,05
30 1 15,6 15,5 15,7 0,05
35 1 15,5 15,4 15,6 0,05
40 1 15,4 15,2 15,5 0,05
5 2 15,8 15,7 15,9 0,05
10 2 15,6 15,5 15,7 0,05
20 2 15,4 15,3 15,5 0,05
30 2 15,3 15,2 15,4 0,05
35 2 15,2 15,1 15,3 0,05
40 2 15,0 14,9 15,1 0,05
5 8 15,7 15,6 15,8 0,05
10 8 15,4 15,3 15,5 0,05
20 8 15,1 15,0 15,2 0,05
30 8 14,8 14,7 14,9 0,05
35 8 14,4 14,3 14,5 0,05
40 8 14,4 14,3 14,5 0,05
5 24 15,4 15,3 15,5 0,05
10 24 15,1 15,0 15,2 0,05
20 24 14,8 14,7 14,9 0,05
30 24 14,3 14,2 14,4 0,05
35 24 13,7 13,6 13,8 0,05
40 24 13,2 13,1 13,3 0,05
5 336 15,2 15,1 15,3 0,05
10 336 14,9 14,8 15,0 0,05
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20 336 14,4 14,3 14,5 0,05
30 336 13,4 13,3 13,5 0,05
35 336 12,2 12,0 12,3 0,05
40 336 NA NA NA NA
5 1008 14,2 14,1 14,3 0,05
10 1008 13,8 13,7 13,9 0,05
20 1008 12,9 12,8 13,0 0,05
30 1008 11,7 11,6 11,8 0,05
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 13,4 13,3 13,5 0,05
10 1344 13,0 12,9 13,1 0,05
20 1344 11,7 11,6 11,8 0,05
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA

Tabela 43Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajgcego roznice w warto$ci masy ciata osobnikow
stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach selekcji
modeli (Tab. 31, model 1). Dla modelu optymalnego podano wartosci wspotczynnikow (f), btad
standardowy (SE), wartos$¢ statystyki (t), warto$§¢ prawdopodobienstwa (p). Cze$¢ wspdtczynnikow,
oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z uwagi na brak danych dla
niektorych kombinacji warto$ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 0,0594 0,0004 146,69 <2e-16
temperatura 5°C 0,0015 0,0006 2,70 0,007
temperatura 10°C 0,0011 0,0006 1,84 0,066
temperatura 30°C -0,0001 0,0006 -0,24 0,808
temperatura 35°C -0,0010 0,0006 -1,83 0,067
temperatura 40°C -0,0023 0,0006 -4,08 4,88E-05
czas inkubacji 2h -0,0017 0,0006 -3,00 0,003
czas inkubacji 8h -0,0038 0,0006 -6,67 4,23E-11
czas inkubacji 24h -0,0060 0,0006 -10,53 <2e-16
czas inkubacji 336h -0,0091 0,0006 -15,81 <2e-16
czas inkubacji 1008h -0,0190 0,0006 -33,15 <2e-16
czas inkubacji 1344h -0,0260 0,0006 -45,32 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 0,0011 0,0008 1,32 0,188
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,0004 0,0008 0,48 0,631
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,0010 0,0008 -1,19 0,236
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -0,0006 0,0008 -0,76 0,449
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,0009 0,0008 -1,11 0,267
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,0023 0,0008 2,83 0,005
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 0,0008 0,0008 0,98 0,327
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,0022 0,0008 -2,74 0,006
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,0041 0,0008 -5,05 5,35E-07
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,0030 0,0008 -3,69 0,0002
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,0026 0,0008 3,26 0,0011
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,0010 0,0008 1,28 0,2023
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,0033 0,0008 -4,11 4,28E-05
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -0,0066 0,0008 -8,16 9,62E-16
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -0,0088 0,0008 -10,88 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 0,0041 0,0008 5,05 5,26E-07
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h 0,0025 0,0008 3,05 0,002
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -0,0066 0,0008 -8,10 1,58E-15
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -0,0133 0,0008 -16,45 <2e-16
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
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temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h 0,0070 0,0008 8,68 <2e-16
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h 0,0052 0,0008 6,37 2,86E-10
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h -0,0069 0,0008 -8,46 <2e-16
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 0,0085 0,0008 10,45 <2e-16
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h 0,0071 0,0008 8,71 <2e-16
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA

Tabela 44Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 31, model 1) dla masy ciata osobnikdéw stadium J2 Meloidogyne hapla w zaleznosci od
temperatury i czasu inkubacji; warto§¢ oszacowania $redniej (masa ciala), dolna warto$¢ 95%
przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), gorna warto§¢ 95% przedziatu ufnosci
oszacowania S$redniej (gorna wartos¢), blad standardowy oszacowania $redniej (SE). Czes¢
wspotczynnikow, oznaczona, jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z uwagi na
brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji Masa Dolna Gorna SE

inkubacji [°C] [godzina] ciala [pg] wartos$¢ [ug] wartos$¢ [pg]
5 1 0,0610 0,0602 0,0618 0,0004
10 1 0,0605 0,0597 0,0613 0,0004
20 1 0,0594 0,0586 0,0602 0,0004
30 1 0,0593 0,0585 0,0601 0,0004
35 1 0,0584 0,0576 0,0592 0,0004
40 1 0,0571 0,0563 0,0579 0,0004
5 2 0,0603 0,0595 0,0611 0,0004
10 2 0,0592 0,0584 0,0600 0,0004
20 2 0,0577 0,0569 0,0585 0,0004
30 2 0,0566 0,0558 0,0574 0,0004
35 2 0,0561 0,0553 0,0569 0,0004
40 2 0,0545 0,0537 0,0553 0,0004
5 8 0,0595 0,0587 0,0603 0,0004
10 8 0,0575 0,0567 0,0583 0,0004
20 8 0,0556 0,0548 0,0564 0,0004
30 8 0,0533 0,0525 0,0541 0,0004
35 8 0,0505 0,0497 0,0513 0,0004
40 8 0,0503 0,0495 0,0511 0,0004
5 24 0,0576 0,0568 0,0584 0,0004
10 24 0,0555 0,0547 0,0563 0,0004
20 24 0,0534 0,0526 0,0542 0,0004
30 24 0,0499 0,0491 0,0507 0,0004
35 24 0,0457 0,0449 0,0465 0,0004
40 24 0,0422 0,0415 0,0430 0,0004
5 336 0,0560 0,0552 0,0568 0,0004
10 336 0,0539 0,0531 0,0547 0,0004
20 336 0,0504 0,0496 0,0512 0,0004
30 336 0,0437 0,0429 0,0445 0,0004
35 336 0,0360 0,0352 0,0368 0,0004
40 336 NA NA NA NA
5 1008 0,0490 0,0482 0,0498 0,0004
10 1008 0,0467 0,0459 0,0475 0,0004
20 1008 0,0404 0,0396 0,0412 0,0004
30 1008 0,0335 0,0327 0,0342 0,0004
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
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5 1344 0,0435 0,0427 0,0443 0,0004
10 1344 0,0416 0,0408 0,0424 0,0004
20 1344 0,0335 0,0327 0,0343 0,0004
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA

Tabela 45Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajagcego roznice w warto$ciach powierzchni
wybarwionych lipidow u osobnikéw stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej
dopasowany do danych w ramach selekcji modeli (Tab. 32, model 1). Dla modelu optymalnego
podano warto$ci wspotczynnikow (), blad standardowy (SE), warto$¢ statystyki (t), wartos$¢
prawdopodobienstwa (p). Czgs¢ wspolczynnikow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byla
niemozliwa do oszacowania z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 63,34 5,21 12,16 <2e-16
temperatura 5°C -8,94 7,62 -1,17 0,241
temperatura 10°C 5,72 7,88 0,73 0,468
temperatura 30°C -2,87 7,67 -0,38 0,708
temperatura 35°C -6,33 9,34 -0,68 0,498
temperatura 40°C -3,94 9,90 -0,40 0,690
czas inkubacji 2h -0,94 0,79 -1,20 0,232
czas inkubacji 8h -1,25 0,84 -1,48 0,138
czas inkubacji 24h -1,98 0,93 2,12 0,034
czas inkubacji 336h -37,98 1,10 -34,38 <2e-16
czas inkubacji 1008h -54,23 1,83 -29,69 <2e-16
czas inkubacji 1344h -60,68 2,39 -25,37 <2e-16
masa ciala -29,42 87,14 -0,34 0,736
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 0,50 1,10 0,45 0,654
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,24 1,11 0,22 0,826
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,04 1,13 -0,04 0,970
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h 0,65 1,15 0,57 0,568
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -2,42 1,17 -2,07 0,039
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,38 1,15 0,33 0,742
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -0,28 1,18 -0,24 0,812
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,59 1,28 -0,46 0,645
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -1,42 1,55 -0,92 0,360
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -11,00 1,52 -7,24 8,74E-13
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 1,01 1,25 0,81 0,419
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,11 1,31 0,08 0,934
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,58 1,50 -0,38 0,701
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -6,40 2,07 -3,09 0,002
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -16,80 2,50 -6,72 2,97E-11
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 7,97 1,42 5,60 2,69E-08
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h 4,27 1,49 2,86 0,004
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -5,01 2,00 -2,51 0,012
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -10,98 3,26 -3,37 0,001
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h 9,76 2,26 4,32 1,74E-05
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h 3,91 2,40 1,63 0,104
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h -5,50 3,15 -1,75 0,081
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 10,83 2,97 3,64 0,0003
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h 2,63 3,11 0,84 0,399
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA

temperatura 5°C : masa ciata 154,79 125,84 1,23 0,219
temperatura 10°C : masa ciala -89,66 130,63 -0,69 0,493
temperatura 30°C : masa ciala 43,98 128,53 0,34 0,732
temperatura 35°C : masa ciala 84,48 158,56 0,53 0,594
temperatura 40°C : masa ciala 24,88 170,95 0,15 0,884

Tabela 46Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 32, model 1) dla powierzchni wybarwionych lipidéw u osobnikow J2 Meloidogyne hapla
w zalezno$ci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania S$redniej (powierzchnia
wybarwionych lipidow), dolna warto$¢ 95% przedzialu ufno$ci oszacowania $redniej (dolna wartos¢),
gorna warto$¢ 95% przedzialu ufnoSci oszacowania $redniej (goérna warto$¢), blad standardowy
oszacowania $redniej (SE). Cze$¢ wspotczynnikdow, oznaczona jako ,,NA” (not available), byla
niemozliwa do oszacowania z uwagi na brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Temperatura Czas inkubacji P0w1erz.chn1a Dolna wartos§¢ Gorna warto$é
inkubacji [°C] [godzina] wybarwionych [%] [%] SE
lipidow [%]

5 1 60,87 58,89 62,85 1,01
10 1 62,90 60,90 64,91 1,02
20 1 61,82 60,11 63,53 0,87
30 1 61,22 59,44 63,00 0,91
35 1 59,85 57,80 61,91 1,05
40 1 59,16 57,25 61,07 0,97

5 2 60,42 58,54 62,31 0,96
10 2 62,21 60,42 64,00 0,91
20 2 60,88 59,39 62,37 0,76
30 2 60,23 58,82 61,65 0,72
35 2 59,56 57,99 61,13 0,80
40 2 55,80 54,45 57,15 0,69
5 8 60,00 58,24 61,76 0,90
10 8 61,37 59,83 62,92 0,79
20 8 60,57 59,30 61,84 0,65
30 8 59,38 58,27 60,49 0,57
35 8 57,18 56,07 58,30 0,57
40 8 46,91 45,77 48,05 0,58
5 24 59,90 58,39 61,41 0,77
10 24 61,03 59,73 62,33 0,66
20 24 59,84 58,72 60,95 0,57
30 24 58,66 57,54 59,78 0,57
35 24 51,47 49,60 53,34 0,95
40 24 40,38 37,46 43,30 1,49
5 336 30,85 29,53 32,18 0,68
10 336 29,20 28,04 30,35 0,59
20 336 23,84 22,74 24,93 0,56
30 336 18,22 16,40 20,05 0,93
35 336 10,89 6,68 15,09 2,14
40 336 NA NA NA NA
5 1008 16,40 15,23 17,57 0,60
10 1008 12,58 11,14 14,01 0,73
20 1008 7,58 5,39 9,78 1,12
30 1008 1,49 -2,05 5,03 1,80
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 11,02 9,21 12,82 0,92
10 1344 4,85 2,65 7,05 1,12
20 1344 1,14 -2,14 4,43 1,68
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30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA

Tabela 47Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 32, model 1) dla powierzchni wybarwionych lipidéw u osobnikow J2 Meloidogyne hapla
w zaleznosci od temperatury i masy ciata; warto§¢ oszacowania $redniej (powierzchnia wybarwionych
lipidow), dolna warto§¢ 95% przedziatu ufnosci oszacowania $redniej (dolna wartos¢), gérna wartos¢
95% przedzialu ufnosci oszacowania sredniej (goérna wartos¢), btad standardowy oszacowania $redniej
(SE). Oszacowania efektow dla temperatur 30°C, 35°C i 40°C sg niemozliwe do wyliczenia z uwagi
na strukture modelu; oznaczono jako ,,NA” (not available).

iﬁiﬁll?:zjz;t;lg] cizll\l/[aa;sg] P0w1erzcl?plzziaéxy[lz/i;'wwnych Dolna warto$¢ [%] | Gorna wartosé [%] | SE
5 0,03 44,51 39,76 49,26 2,42
10 0,03 49,69 4491 54,46 2,43
20 0,03 45,40 41,62 49,18 1,93
30 0,03 NA NA NA NA
35 0,03 NA NA NA NA
40 0,03 NA NA NA NA
5 0,04 45,76 42,78 48,75 1,52
10 0,04 48,50 45,62 51,37 1,47
20 0,04 45,11 43,02 47,20 1,07
30 0,04 NA NA NA NA
35 0,04 NA NA NA NA
40 0,04 NA NA NA NA
5 0,05 47,02 45,77 48,26 0,63
10 0,05 4731 46,28 48,33 0,52
20 0,05 44 81 44,28 45,35 0,27
30 0,05 NA NA NA NA
35 0,05 NA NA NA NA
40 0,05 NA NA NA NA
5 0,06 48,27 47,53 49,01 0,38
10 0,06 46,12 45,06 47,17 0,54
20 0,06 44,52 43,09 45,95 0,73
30 0,06 NA NA NA NA
35 0,06 NA NA NA NA
40 0,06 NA NA NA NA
5 0,07 49,52 47,10 51,95 1,24
10 0,07 44,92 42,01 47,84 1,48
20 0,07 44,23 41,12 47,34 1,58
30 0,07 NA NA NA NA
35 0,07 NA NA NA NA
40 0,07 NA NA NA NA
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Tabela 48Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego roznice w wartosci masy lipidow u
osobnikow J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach
selekcji modeli (Tab. 33, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci wspdtczynnikow (B),
btad standardowy (SE), warto§¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p). Czes¢
wspotczynnikdéw, oznaczona jako ,,NA” (not available), byla niemozliwa do oszacowania z uwagi na
brak danych dla niektérych kombinacji warto$ci zmiennych.

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 0,0356 0,0004 99,99 <2e-16
temperatura 5°C 0,0014 0,0005 2,88 0,0041
temperatura 10°C 0,0011 0,0005 2,17 0,0302
temperatura 30°C -0,0008 0,0005 -1,55 0,1214
temperatura 35°C -0,0057 0,0005 -11,31 <2e-16
temperatura 40°C -0,0125 0,0005 -24,81 <2e-16
czas inkubacji 2h -0,0010 0,0005 -2,06 0,0401
czas inkubacji 8h -0,0023 0,0005 -4,56 5,70E-06
czas inkubacji 24h -0,0036 0,0005 -7,20 1,19E-12
czas inkubacji 336h -0,0235 0,0005 -46,82 <2e-16
czas inkubacji 1008h -0,0323 0,0005 -64,34 <2e-16
czas inkubacji 1344h -0,0350 0,0005 -69,59 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h 0,0006 0,0007 0,90 0,3704
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h 0,0002 0,0007 0,32 0,7524
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -0,0005 0,0007 -0,75 0,4543
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -0,0002 0,0007 -0,23 0,8217
temperatura 40°C : czas inkubacji 2h -0,0000 0,0007 -0,03 0,9726
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h 0,0014 0,0007 1,93 0,0540
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h 0,0005 0,0007 0,64 0,5207
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -0,0012 0,0007 -1,75 0,0800
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h -0,0017 0,0007 -2,45 0,0143
temperatura 40°C : czas inkubacji 8h -0,0005 0,0007 -0,64 0,5215
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h 0,0016 0,0007 2,22 0,0270
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h 0,0006 0,0007 0,83 0,4067
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -0,0019 0,0007 -2,64 0,0084
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -0,0028 0,0007 -3,99 7,07E-05
temperatura 40°C : czas inkubacji 24h -0,0024 0,0007 -3,35 0,0008
temperatura 5°C : czas inkubacji 336h 0,0042 0,0007 5,84 6,85E-09
temperatura 10°C : czas inkubacji 336h 0,0025 0,0007 3,47 0,0005
temperatura 30°C : czas inkubacji 336h -0,0033 0,0007 -4,64 3,97E-06
temperatura 35°C : czas inkubacji 336h -0,0027 0,0007 -3,81 0,0001
temperatura 40°C : czas inkubacji 336h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1008h 0,0032 0,0007 4,53 6,68E-06
temperatura 10°C : czas inkubacji 1008h 0,0019 0,0007 2,60 0,0094
temperatura 30°C : czas inkubacji 1008h -0,0020 0,0007 -2,83 0,0047
temperatura 35°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1008h NA NA NA NA
temperatura 5°C : czas inkubacji 1344h 0,0023 0,0007 3,29 0,0011
temperatura 10°C : czas inkubacji 1344h 0,0009 0,0007 1,22 0,2246
temperatura 30°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 35°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
temperatura 40°C : czas inkubacji 1344h NA NA NA NA
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Tabela 49Z. Oszacowania srednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 33, model 1) dla masy lipidéw u osobnikéw J2 Meloidogyne hapla w zaleznosci od
temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (masa lipidow), dolna warto$¢ 95%
przedziatu ufnosci oszacowania Sredniej (dolna warto$¢), gorna wartos¢ 95% przedzialu ufnosci
oszacowania S$redniej (goérna wartos¢), blad standardowy oszacowania S$redniej (SE). Czes¢
wspotczynnikdw, oznaczona jako ,,NA” (not available), byta niemozliwa do oszacowania z uwagi na
brak danych dla niektorych kombinacji wartosci zmiennych.

iﬁﬁfs:zj?t;lg] Cz?gs‘::ll;l:;?c] ! lipig/(l')ivlsztug] Dolna warto$¢ [pg] | Gorna warto$é [pg] SE
5 1 0,037 0,0363 0,0377 0,0004
10 1 0,0366 0,0359 0,0373 0,0004
20 1 0,0355 0,0348 0,0362 0,0004
30 1 0,0348 0,0341 0,0355 0,0004
35 1 0,0299 0,0292 0,0306 0,0004
40 1 0,0231 0,0224 0,0238 0,0004
5 2 0,0366 0,0359 0,0373 0,0004
10 2 0,0358 0,0351 0,0365 0,0004
20 2 0,0345 0,0338 0,0352 0,0004
30 2 0,0332 0,0325 0,0339 0,0004
35 2 0,0287 0,028 0,0294 0,0004
40 2 0,022 0,0213 0,0227 0,0004
5 8 0,0361 0,0354 0,0368 0,0004
10 8 0,0348 0,0341 0,0355 0,0004
20 8 0,0333 0,0326 0,034 0,0004
30 8 0,0312 0,0305 0,0319 0,0004
35 8 0,0258 0,0251 0,0265 0,0004
40 8 0,0203 0,0196 0,021 0,0004
5 24 0,035 0,0343 0,0356 0,0004
10 24 0,0336 0,0329 0,0343 0,0004
20 24 0,0319 0,0312 0,0326 0,0004
30 24 0,0293 0,0286 0,03 0,0004
35 24 0,0234 0,0227 0,0241 0,0004
40 24 0,0171 0,0164 0,0178 0,0004
5 336 0,0176 0,0169 0,0183 0,0004
10 336 0,0156 0,0149 0,0163 0,0004
20 336 0,012 0,0113 0,0127 0,0004
30 336 0,0079 0,0072 0,0086 0,0004
35 336 0,0036 0,0029 0,0043 0,0004
40 336 NA NA NA NA
5 1008 0,0079 0,0072 0,0086 0,0004
10 1008 0,0061 0,0054 0,0068 0,0004
20 1008 0,0032 0,0025 0,0039 0,0004
30 1008 0,0004 -0,0003 0,0011 0,0004
35 1008 NA NA NA NA
40 1008 NA NA NA NA
5 1344 0,0043 0,0036 0,005 0,0004
10 1344 0,0025 0,0018 0,0032 0,0004
20 1344 0,0006 -0,0001 0,0013 0,0004
30 1344 NA NA NA NA
35 1344 NA NA NA NA
40 1344 NA NA NA NA
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Tabela 50Z. Wspotczynniki modelu GLM objasniajacego roznice w aktywnosci ruchowej osobnikow
stadium J2 Meloidogyne hapla, wskazanego jako najlepiej dopasowany do danych w ramach selekcji
modeli (Tab. 34, model 1). Dla modelu optymalnego podano warto$ci wspotczynnikow (p), blad
standardowy (SE), wartos¢ statystyki (t), warto$¢ prawdopodobienstwa (p).

Zmienna B SE t p

Wyraz wolny 53,0 0,5 104,2 <2e-16
temperatura 5°C -46,6 0,7 -64,8 <2e-16
temperatura 10°C -26,9 0,7 -37,4 <2e-16
temperatura 30°C 8,1 0,7 11,2 <2e-16
temperatura 35°C -28,9 0,7 -40,2 <2e-16
czas inkubacji 2h 0,6 0,7 0,8 0,431
czas inkubacji 8h 0,9 0,7 1,3 0,195
czas inkubacji 24h 1,3 0,7 1,8 0,071
temperatura 5°C : czas inkubacji 2h -1,8 1,0 -1,7 0,083
temperatura 10°C : czas inkubacji 2h -4,8 1,0 -4,8 2,54E-06
temperatura 30°C : czas inkubacji 2h -4,2 1,0 -4,1 4,17E-05
temperatura 35°C : czas inkubacji 2h -5,8 1,0 -5,7 1,88E-08
temperatura 5°C : czas inkubacji 8h -2,9 1,0 -2,9 0,004
temperatura 10°C : czas inkubacji 8h -7,5 1,0 -7,4 5,73E-13
temperatura 30°C : czas inkubacji 8h -11,3 1,0 -11,1 <2e-16
temperatura 35°C : czas inkubacji 8h 9,8 1,0 -9,6 <2e-16
temperatura 5°C : czas inkubacji 24h -4,4 1,0 -4,4 1,54E-05
temperatura 10°C : czas inkubacji 24h -9,6 1,0 -9,4 <2e-16
temperatura 30°C : czas inkubacji 24h -15,9 1,0 -15,6 <2e-16
temperatura 35°C : czas inkubacji 24h -19,7 1,0 -19,3 <2e-16

Tabela 51Z. Oszacowania $rednich dla najlepszego modelu wskazanego w ramach selekcji modeli
GLM (Tab. 34, model 1) dla aktywnosci ruchowej osobnikow stadium J2 Meloidogyne hapla w
zaleznoséci od temperatury i czasu inkubacji; warto$¢ oszacowania $redniej (aktywnos$¢ ruchowa),
dolna warto$¢ 95% przedziatu ufnos$ci oszacowania $redniej (dolna warto$¢), géorna wartos¢ 95%

przedziatu ufnosci oszacowania Sredniej (gorna wartos$¢), btad standardowy oszacowania Sredniej
(SE).

Temperatura Czas inkubacji Aktywnos¢ Dolna Gorna SE
inkubacji [°C] [godzina] ruchowa [L/5min] | wartos§¢ [L/Smin] | wartos¢ [L/5min]
5 1 6,4 5,4 7,4 0,51
10 1 26,1 25,1 27,1 0,51
20 1 53,0 52,0 54,0 0,51
30 1 61,1 60,1 62,1 0,51
35 1 24,1 23,1 25,1 0,51
5 2 5,2 4,2 6,2 0,51
10 2 21,8 20,8 22,8 0,51
20 2 53,6 52,6 54,6 0,51
30 2 57,4 56,4 58,4 0,51
35 2 18,8 17,8 19,8 0,51
5 8 4,4 34 5,4 0,51
10 8 19,5 18,5 20,5 0,51
20 8 53,9 52,9 54,9 0,51
30 8 50,7 49,7 51,7 0,51
35 8 15,2 14,2 16,2 0,51
5 24 3,2 2,2 4,2 0,51
10 24 17,8 16,8 18,8 0,51
20 24 54,3 53,3 55,3 0,51
30 24 46,5 45,5 47,5 0,51
35 24 5,7 4,7 6,7 0,51
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