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Przebieg pracy zawodowej, opis dorobku oraz osiggni¢¢ naukowo-badawczych

1. Imie¢ i nazwisko: Dorota Weigt

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

14.09.2007 —

14.06.1997 —

uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk Rolniczych w dyscyplinie
Agronomia nadany decyzja Rady Wydziatu Rolniczego Akademii Rolniczej im.
Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu.

Temat rozprawy doktorskiej: Analiza morfologiczna, cytogenetyczna i
molekularna mutantéw kwiatostanu lucerny (Medicago sativa L. sl.).

Promotor: prof. dr hab. Zbigniew Broda
Recenzenci: prof. dr hab. Tadeusz Zygmunt Staszewski
prof. dr hab. Andrzej Wojciechowski

uzyskanie tytulu zawodowego magistra inzyniera na kierunku Rolnictwo, o
specjalnosci: Biotechnologia. Praca magisterska zostata wykonana w Katedrze
Genetyki i Hodowli Roslin na Wydziale Rolniczym Akademii Rolniczej im.
Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu.

Temat pracy magisterskiej: Indukcja embriogenezy somatycznej u lucerny
(Medicago sativa Pers).
Promotor: prof. dr hab. Zbigniew Broda.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych:

1.10. 2009 —

1.10.1998 —

1.10. 1997 —

do chwili obecnej - adiunkt w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin na
Wyadziale Rolnictwa i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

30.09.2009 - asystent w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin na Wydziale
Rolniczym Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu

30.10.1998 — asystent stazysta w Katedrze Genetyki i Hodowli Ro$lin na
Wyadziale Rolniczym Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w
Poznaniu.
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4. Omowienie osiagnie¢¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.
4.1. Tytul osiagniecia naukowego — jednotematycznego cyklu publikacii pod wspdlnym

tytutem:

wldentyfikacja czynnikow zwiekszajacych efektywnos$¢ indukcji embriogenezy
mikrospor oraz regeneracji roslin w kulturach pylnikowych pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.)”

4.2. Wykaz publikacji (P1-P6) wschodzacych w sklad osiagniecia naukowego:

P1.” Weigt D.", Nawracata J., Popowska D., Nijak K. 2012. Examination of ability to
androgenesis of spring wheat genotypes resistant to Fusarium. BioTechnologia 93(2): 116-122.
d0i:10.5114/bta.2012.46576.

MNISW 2012: 5; MNISW 2019: 20

Mdj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: zaplanowaniu doswiadczen i opracowaniu
metodyki badan na podstawie przeprowadzonych przeze mnie analiz wstepnych oraz
screeningu stosowanych przez inne osrodki naukowe metod otrzymywania podwojonych
haploidow w kulturach pylnikowych pszenicy. Wykonatam wigkszos¢ analiz laboratoryjnych i
nadzorowalam przebieg procesu badawczego. Moim zadaniem byla takze interpretacja
otrzymanych wynikéw. Ponadto samodzielnie przygotowalam tekst maszynopisu i petnitam
funkcje autora korespondencyjnego.

P2. Weigt D.”, Kiel A., Nawracata J., Tomkowiak A., Kurasiak-Popowska D., Siatkowski I.,
Lugowska B. 2016. Obtaining doubled haploid lines of the Lr19 gene using anther cultures of
winter wheat genotypes. BioTechnologia 97(4): 285-293. doi:10.5114/bta.2016.6454.

MNISW 2016: 13; MNISW 2019: 20

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badawczej oraz
metodologii. Pefnilam tez nadzor nad przebiegiem prac badawczych i bratam udziat W
wykonaniu analiz laboratoryjnych. Moim zadaniem byta takze interpretacja i zestawienie
otrzymanych rezultatow oraz opisanie wynikow analiz statystycznych. Ponadto przygotowatam
tekst maszynopisu wraz ze wszystkimi tabelami i dokumentacjq fotograficzng. Bytam rowniez
autorem korespondencyjnym ww. pracy.

P3. Weigt D., Kiel A.", Nawracata J., Pluta M., Lacka A. 2016. Solid-stemmed spring wheat
cultivars give better androgenic response than hollow-stemmed cultivars in anther culture. In
Vitro Cell. Dev. Biol. — Plant 52(6): 619-625. doi:10.1007/s11627-016-9793-2.

MNISW 2016: 20; MINiSW 2019: 40
IF2016: 1,024; 1F2020: 1,670

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: zaplanowaniu doswiadczen i opracowaniu
koncepcji badawczej oraz modyfikacji wczesniej stosowanej metodologii. Wykonalam
wiekszos¢ analiz laboratoryjnych koordynujgc jednoczesnie przebieg procesu badawczego.
Wykonatam dokumentacje fotograficzng eksperymentu. Przeprowadzitam interpretacje
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otrzymanych wynikow, zestawitam je i opisatam uwzgledniajgc wyniki analiz statystycznych.
Przygotowatam manuskrypt i bratam udziaf w jego korekcie podczas procesu recenzowania.

P4. Weigt D., Kiel A.", Siatkowski 1., Zyprych-Walczak J., Tomkowiak A., Kwiatek M. 2020.
Comparison of the Androgenic Response of Spring and Winter Wheat (Triticum aestivum L.).
Plants 9(1): 49. doi:10.3390/plants9010049.

MNIiSW 2019: 70
1F2020: 2,762

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: sformutowaniu problemu naukowego,
opracowaniu strategii badawczej oraz wyborze zastosowanych metod. Bratam udzial w
wykonaniu analiz laboratoryjnych i jednoczesnie petnitam role koordynatora eksperymentu.
Wykonatam dokumentacje fotograficzng. Dokonatam interpretacji otrzymanych wynikéow oraz
opracowan statystycznych. Przygotowatam tekst manuskryptu i bratam udziatl w korekcie Ww.
pracy oraz korespondencji z edytorami i recenzentami.

P5. Weigt D., Niemann J.”, Siatkowski 1., Zyprych-Walczak J., Olejnik P., Kurasiak-Popowska
D. 2019. Effect of Zearalenone and Hormone Regulators on Microspore Embryogenesis in
Anther Culture of Wheat. Plants 8(11): 487. doi:10.3390/plants8110487.

MNIiSW 2010: 70
1F2019: 2,632; 1F2020: 2,762

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na: sformutowaniu nowego problemu badawczego
oraz opracowaniu nowatorskiej koncepcji indukcji embriogenezy mikrospor. Opracowatam
sposob  przygotowania i suplementacji zearalenonu oraz zastosowatam stymulujgcy
embriogeneze poziom stezen tego zwiqgzku w  pozywkach indukujgcych. Ponadto
koordynowatam prowadzenie analiz laboratoryjnych, nadzorowatam prawidlowy przebieg
doswiadczenia jednoczesnie biorgc udzial w jego realizacji. Wykonalam zestawienie
uzyskanych wynikéow. Bratam udzial w opracowaniu koncepcji analiz statystycznych i ich
interpretacji. Napisatam samodzielnie manuskrypt i bratam udzial w procesie jego edytowania
oraz recenzowania.

P6. Weigt D.", Siatkowski 1., Magaj M., Tomkowiak A., Nawracata J. 2020. Impact of lonic
Liquids on Induction of Wheat Microspore Embryogenesis and plant Regeneration.
Agronomy 10(6): 839. doi.org/10.3390/agronomy10060839.

MNIiSW 2019: 100
1F2020: 2,603

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu nowej strategii indukcji
embriogenezy mikrospor i przelamywania opornosci genotypowej, polegajgcej na
zastosowaniu cieczy jonowych w kulturach pylnikowych pszenicy. Zaprojektowatam uktad
doswiadczenia, sposob przygotowania cieczy jonowych oraz ich aplikacji do pozZywek
indukujgcych. Bralam udzial we wszystkich etapach analiz laboratoryjnych, nadzorujgc
przebieg doswiadczenia. Wykonatam dokumentacje fotograficzng. Opracowatam wyniki analiz
biorqc takze udzial merytoryczny w interpretacji wynikow analizy statystycznej. Samodzielnie
napisafam manuskrypt i opracowatam graficzne zestawienie rycin i tabel. Ponadto wystgpitam
w roli autora korespondencyjnego ww. pracy.
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Lacznie dla ww. cyklu publikacji suma punktéw prac wchodzacych w sktad osiagnigcia
naukowego:

MNIiSW (w roku wydania): 278

MNIiSW (w roku 2019): 320

IF (w roku wydania): 9,021

IF (w roku 2020): 9,797

Niezaleznie od powyzszego zestawienia, wykaz i kopie monotematycznego cyklu publikacji
stanowigcego osiagnigcie naukowe oraz oswiadczenia wspotautorow okreslajace indywidualny wktad
kazdego z nich w powstanie tych publikacji zamieszczono w zalacznikach nr 5 i nr 6.

*autor korespondencyjny

“publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego zostaly oznaczone litera P (publikacja)
oraz cyframi arabskimi (1, 2, 3, 4, 5, 6) zgodnie z zamieszczonym powyzej wykazem publikacji
(np. P1 — publikacja pierwsza w wykazie).

4.3. Szczegdlowe omoOwienie osiagniecia naukowego, ktore zostalo opisane w ww. pracach

Wprowadzenie

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) jest gatunkiem strategicznym, majgcym
podstawowe znaczenie dla bezpieczenstwa zywno$ciowego wielu krajow, w tym Polski.
Jednoczes$nie jest najczgséciej uprawianym zbozem na $wiecie i stanowi podstawowy produkt
spozywczy dla 40% populacji ludzkiej. Zapewnia 21% kalorii z catkowitego pozywienia i 20%
biatka dla ponad 4,5 miliarda ludzi (CIMMYT https://www.cimmyt.org/wheat-facts-and-
fiction/). Jej areat zasiewu w Polsce wynosi ponad 2 min ha i stanowi 1/4 og6lnej powierzchni
zbo6z. Zaspokojenie potrzeb rosngcej populacji ludzkiej (zgodnie z prognozowanymi danymi jej
liczebno$¢ bedzie wynosita ok. 9 mld do 2050 roku) oraz zmiana przyzwyczajen
zywieniowych, wymuszaja wzrost swiatowej produkcji pszenicy o 2% rocznie (Goutam i in.
2013). Zaspokojenie ciagle rosnagcych potrzeb wymaga szybkiego postepu hodowlanego tego
gatunku w kierunku zwigkszenia potencjatu plonowania i jakosci ziarna, dostosowanie
genotypu pszenicy do zmieniajacego si¢ klimatu, a takze podniesienie odpornosci na patogeny
(Chaudhary i in. 2015). Wysokie wymagania rolnikow i konsumentow stawiajg wyzwanie dla
hodowli tworczej tego gatunku. Tylko dzigki wdrozeniu nowoczesnych metod
biotechnologicznych do hodowli pszenicy mozliwe jest zaspokojenie tych potrzeb oraz
przyspieszenie postepu poprzez wprowadzanie ulepszonych odmian.

Tworzenie odmian wymaga wyprowadzenia nowej zmiennosci przez krzyzowania,
hodowl¢ mutacyjng (tradycyjna lub wykorzystujaca najnowsze techniki inZynierii genetycznej)
lub wprowadzanie nowych genow przez trans-, Cis- lub intragenezg. Kolejnym krokiem jest
wyroéwnanie otrzymanych roslin pod wzgledem genetycznym oraz fenotypowym, a wigc
doprowadzenie do homozygotycznosci. U roslin samopylnych mozna to osiggnagé metoda
pojedynczych nasion (SSD - ang. single seed descent) lub w wyniku wielokrotnego
samozapylenia. Ten etap kazdego programu hodowlanego jest najbardziej czasochtonny i
kosztowny, a pozyskane linie i tak nie s3 w petni homozygotyczne. Alternatywne rozwigzanie
stanowi technika hodowli tkanek i komorek roslinnych w warunkach in vitro pozwalajaca na
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otrzymanie w 100% homozygotycznych podwojonych haploidéw (DH - ang. doubled haploids)
w ciggu jednego sezonu wegetacyjnego. Linie DH pozyskiwane ta drogg moga stanowic
warto$ciowy materiat wyjsciowy do hodowli obok linii wyprowadzanych w sposob tradycyjny,
czyli poprzez samozapylenie (Fe-10). Rosliny jednej linii DH cechujg si¢ wyrownaniem, a ich
fenotyp stanowi odzwierciedlenie genotypu. Dzieki ich wykorzystaniu mozna szybko
wyselekcjonowacé rosliny o cechach recesywnych, np. po krzyzowaniu w celu introdukc;ji
gendéw odpornosci (Datta, 2005). Podwojone haploidy wyprowadzone z pojedynczej rosliny
powstaja z mikrospor zrekombinowanych w procesie mejozy, a wigc maja rézny zestaw gendow,
co jest korzystnym zjawiskiem dla procesu tworzenia nowych odmian. Linie DH stanowig
doskonaly materiat do mapowania genomu, poszukiwania loci cech ilosciowych (QTL -
quantitative trait locus), badan nad mutagenezg i genetycznymi transformacjami (Marone i in.
2012, Datta 2005, Miha’ly i in. 2002). Sa takze cennym materiatem do badan nad fizjologia i
epigenetyka roslin (Zuri in. 2019, Solis i in. 2015). Ponadto, dla przyspieszenia i udoskonalenia
procesu tworzenia nowych odmian moga by¢ stosowane w potaczeniu z innymi warto$ciowymi
metodami jak np. selekcja materiatow hodowlanych z wykorzystaniem markerow
molekularnych okreslana jako MAS (ang. marker-assisted selection) (Tyrka i in. 2018).

Linie DH powstajg dzigki podwojeniu liczby chromosoméw roslin haploidalnych, czyli
form zawierajacych w komorkach somatycznych liczbg chromosoméw charakterystyczng dla
gamet danego gatunku, u pszenicy wynosi ona n=21. Podwojenie to moze nastgpi¢ w wyniku
spontanicznej reakcji haploidalnych komorek na wezesnym etapie prowadzenia kultury (Seifert
i in. 2016, Griggs i Zhenk 2016) lub jest stymulowane mutagenami zaburzajacymi tworzenie i
funkcje wrzeciona podziatowego. W tym celu najczgsciej stosuje si¢ kolchicyng bedaca
alkaloidem ekstrahowanym z ziemowita jesiennego.

Po raz pierwszy haploidy pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) otrzymaly na
drodze androgenezy w kulturach pylnikowych trzy niezalezne zespoty: Ouyang i in. (1973),
Picard i De Buyser (1973) oraz Wang i in. (1973). Nieco pozniej ten sam efekt uzyskano w
kulturach izolowanych mikrospor (Wei 1982) oraz przez krzyzowania oddalone z dzikim
jeczmieniem (Hordeum bulbosum L.) i z kukurydzg (Zea mays L.) (Barclay 1975, Laurie i
Bennett 1988, Inagaki i Tahir 1990). Od tego czasu powstalo wiele odmian pszenicy
wyprowadzanych z linii DH. Pierwsza na $wiecie odmiang DH byta Jinghua No-1
wyprowadzona przez chinski zespot Hu i in. (1986). Juz rok pdzniej europejscy naukowcy De
Buyser i in. (1987) otrzymali przy pomocy kultur pylnikowych odmiane¢ Florin. W ostatnich
dwoch dekadach rozwinigto hodowle pszenicy w oparciu o linie DH otrzymujac z nich
odmiany, o ktérych wspominajg autorzy wielu prac: GK Délibab (Pauk i in. 1995), SV Agaton
(Tuvesson i in. 2003), McKenzi (Graf i in. 2003), AC Andrew (Sadasivaiah i in. 2004), Huapei
8 (Ming-hui i in. 2011), Kharoba (Elhaddoury i in. 2012), GK Déva (Pauk i in. 2020).

Obecnie, najbardziej rozpowszechniong metoda wyprowadzania linii DH w polskich
spotkach hodowlanych jest krzyzowania oddalone, na drodze eliminacji chromosomow
pochodzacych od zapylacza. W przypadku pszenicy w tym celu najczgsciej wykonuje sie
krzyzowanie z kukurydza. Eliminacja nastgpuje juz podczas pierwszych podziatow
mitotycznych rozwijajacego si¢ zarodka oraz bielma (Laurie i Benett, 2011). Zaleta tej metody
jest brak form albinotycznych oraz aneuploidalnych. Ponadto rzadko obserwowana jest
oporno$¢ genotypowa. Wada z kolei jest jej duza pracochtonno$¢ podczas kastrowania oraz
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izolacji embrionéw, a takze brak spontanicznych podwojen, a wigc konieczno$¢ stosowania w
tym celu mutagenéw chemicznych.

Ze wzgledu na pracochtonno$¢ wyzej opisane] metody hodowcy sg zaineresowani
wdrozeniem androgenezy jako podstawowej technologii pozyskiwania podwojonych
haploidéw. Obecnie androgeneza jest wykorzystywana w polskich spotkach hodowlanych na
niewielkg skal¢. Gloéwnym ograniczeniem jej wdrozenia, jest tzw. oporno$¢ genotypowa
polegajaca na trudno$ci w otrzymaniu regenerantow z roslin donorowych o niekorzystnym
genotypie. Poza tym cz¢$¢ uzyskanych tg drogg roslin jest albinotyczna (Makowska i Oleszczuk
2014) i tym samym nie ma warto$ci hodowlanej. Pomimo to, androgeneza charakteryzuje si¢
zdecydowanie najwyzsza potencjalng produktywnos$cig sposrod wszystkich znanych technik
otrzymywania podwojonych haploidow pszenicy. Powodem jest dostgpnosé meskich gamet, z
ktorych otrzymywane sg regeneranty - W pojedynczym pylniku pszenicy jest ich ponad 1000
(Touraev i in.1996). Teoretycznie kazda mikrospora moze regenerowac rosling haploidalng lub
spontanicznie podwojonego haploida. Metoda ta stanowi rodzaj aseksualnej embriogenezy z
gamet meskich. Obejmuje zmiany w normalnym gametoficie prowadzace do przekierowania
rozwoju z gametofitycznego w sporofityczny. Zmiana szlaku rozwojowego zachodzi pod
wplywem réznych czynnikow stresu (Lantos i in. 2013).

Androgeneza moze by¢ indukowana w kulturach pylnikowych lub kulturach
izolowanych mikrospor. W obu technikach podlegaja jej jednojadrowe, niedojrzate ziarna
pytku. Potencjal androgenezy oraz wystgpowanie spontanicznych podwojen liczby
chromosoméw i duze zainteresowanie polskich spotek hodowlanych technikg Kkultur
pylnikowych, ukierunkowato moje zainteresowania naukowe na zwigkszenie efektywnosci tej
metody.

Ztozonos¢ procesOw stojacych u podstaw androgenezy pylnikowej powoduje, Ze na jej
wydajno$¢ ma wptyw wiele czynnikoéw. Genotyp rosliny donorowej 1 jej kondycja oraz faza
rozwojowa mikrospor wptywajg na uzyskanie kompetencji do reagowania komorek na sygnaty
zewngtrzne (Rubtsova i in. 2013, Castillo i in. 2015, Broughton i in. 2020). Pod wptywem
aplikowanych egzogennie czynnikow stresu komorki kompetentne moga ulega¢ indukcji,
polegajacej na zmianie ich przeznaczenia. W tym momencie nastepuje zmiana $ciezki
rozwojowej mikrospor z generatywnej w sporofityczng (Testillano 2019). Rodzaj czynnika
stresu oraz czas ekspozycji sa kluczowe w przebiegu tego etapu. Kolejnym etapem rozwoju jest
proliferacja prowadzaca do powstania kalusa o wlasciwosciach embriogennych Iub
morfogennych. Typ morfogenny nie tworzy struktur embriogenicznych, ale moze podlegac¢
ryzogenezie. Efektywno$¢ androgenezy uwarunkowana jest takze przez poziom endo i
egzogennych hormonoéw roslinnych, sktad pozywki indukujacej oraz regeneracyjnej, a takze
warunki prowadzenia kultury (Lantos i in. 2013). W celu opracowania efektywnej metodyki
kultur pylnikowych nalezy uwzgledni¢ wieloetapowo$é tego procesu i liczne interakcje
zachodzace pomigdzy genotypem i oddzialujacym na eksplantaty srodowiskiem (Konieczny i
in., 2003).

Wigkszo$¢ doniesien literaturowych na temat androgenezy pszenicy dotyczy odmian
embriogennych, takich jak Pavon 76, Bobwhite, Chris, czy Svilena (Kim i in. 2003, Lantos i
in. 2013, Castillo i in. 2015, Nielsen i in. 2015, Seifert i in. 2016) i nic uwzglednia materiatow
roslinnych charakteryzujacych si¢ opornoscia genotypowa. Pylniki rosliny opornej, wytozone
na pozywke indukujaca, zamierajg lub tworzg nieembriogenny kalus. Zjawisko to wynika z

8
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niekorzystnego uktadu alleli dawcy, a takze wg najnowszych doniesien literaturowych z
modyfikacji epigenetycznych uniemozliwiajacych transkrypcje genéw biorgcych udziat w tym
procesie (Ikeuchi i in. 2019). Sa to zar6wno geny odpowiedzialne za inicjacje i przebieg
embriogenezy, jak rowniez procesy zwigzane z prawidlowym funkcjonowaniem komorek
poddanych kulturze np.: za modyfikacje chromatyny i $ciany komorkowej, przebieg
autofagocytozy, odporno$¢ komorek na stres oksydacyjny, czy prawidtowy transport auksyn
(Testillano 2019). Wobec tych trudnosci, cze¢$¢ autoréw postuluje wrecz wprowadzanie do
odmian genow zwickszajacych efektywnos¢ androgenezy przez krzyzowanie z odmianami
wysoce embriogennymi (Bullock i in. 1982, Tuvesson i in. 2003, Dagiistii 2008, ). Rozwigzanie
to nie jest optymalne dla hodowcow, poniewaz komponenty rodzicielskie sag wybierane do
krzyzowan ze wzgledu na inne korzystne cechy i rzadko obserwuje si¢ u nich wysoka
wydajnos¢ regeneracji w kulturach pylnikowych. Ponadto nie uwzglednia ono mechanizméw
epigenetycznych regulujacych ekspresje genow. Przetamanie opornosci genotypowej wydaje
si¢ jednak mozliwe przy zastosowaniu wydajnych induktorow oraz zapewnieniu optymalnych
warunkoéw prowadzenia kultury.

Opracowanie uniwersalnej metodyki dla kultur pylnikowych pszenicy stanowi trudne
wyzwanie badawcze, ktorego rozwigzanie pozwolitoby na wdrozenie w spotkach hodowlanych
androgenezy jako podstawowej metody otrzymywania linii DH, a takze ulatwiloby
prowadzenie badan podstawowych z wykorzystaniem ros$lin haploidalnych. Z tego wzgledu w
Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, pod moim
Kierownictwem merytorycznym, podjeto badania dotyczace zwigkszenia wydajnosci
androgenezy w kulturach pylnikowych pszenicy poprzez efektywng indukcje embriogenezy
mikrospor (IEM) i wydajng regeneracj¢ roslin zielonych. Analizy byly prowadzone na
zroznicowanym materiale roslinnym. W wyniku optymalizacji stosowanej metody, a nastgpnie
aplikacji egzogennych induktorow doprowadzity one do zwigkszenia wydajnosci androgenezy
I przelamania opornos$ci genotypowej odmian, ktore wczesniej nie regenerowaly roslin
zielonych. Wyniki otrzymanych badan przedstawitam jako zbidr szesciu, spdjnych
metodycznie, oryginalnych publikacji naukowych stanowigcych osiggniecie, o ktorym mowa
w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

Hipoteza badawcza i cel badan

Glowna hipoteza badawcza przedtozonych do oceny prac naukowych zaktada mozliwosé
zwigkszenia efektywnos$ci indukcji embriogenezy mikrospor oraz regeneracji roslin, a takze
przetamania opornos$ci genotypowej W kulturach pylnikowych pszenicy w wyniku
odpowiedniego doboru czynnikow egzogennych. Dazac do rozstrzygniecia postawionej
hipotezy sformutowano pomniejsze cele szczegélowe:

1. Optymalizacja techniki kultur pylnikowych pszenicy jarej (P1, P3) oraz ozimej (P2) z
uwzglednieniem genotypow opornych oraz charakteryzujacych si¢ niskg zdolnoscig do
androgenezy. Badanie wplywu genotypu, temperatury i dlugosci szoku termicznego
oraz kombinacji wybranych hormonéw na wydajnos¢ tego procesu oraz na poziom
ploidalnos$ci otrzymanych regenerantow.
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2. Wskazanie roznic w efektywnoS$ci tworzenia struktur embriogenicznych i regeneracji
ro$lin pod wpltywem sktadu hormonalnego pozywki indukujacej u odmian pszenicy o
fenotypie jarym oraz ozimym z wykorzystaniem opracowanej metody kultur
pylnikowych (P4).

3. Identyfikacja nowych, wydajnych induktoréw embriogenezy mikrospor pszenicy
zwigkszajacych efektywnos$¢ regeneracji roslin i umozliwiajacych przetamanie
opornosci genotypowe;j:

3.1. Analiza wptywu zearalenonu na efektywno$¢ androgenezy i liczbe spontanicznych
podwojen genomu Oraz opracowanie metodyki zastosowania tego zwigzku w
kulturach pylnikowych (P5).

3.2. Badanie wptywu cieczy jonowych na kultury pylnikowe wyselekcjonowanych
genotypow o zroznicowanych zdolnosciach do embriogenezy mikrospor i
regeneracji roslin (P6).

Material roslinny

Materiat roslinny wykorzystany w poszczegolnych publikacjach stanowity odmiany,
mieszance pokolenia F1 oraz rosliny pokolenia Fz i linie hodowlane pszenicy jarej i ozimej:
P1 — genotypy bedace zrodlem odpornosci na Fusarium: 4 odmiany jare o zréznicowanym
pochodzeniu (Sumai 3, Ning 8331, Norin 52, Frontana,) oraz brazylijska linia hodowlana
(8475-59), a takze 3 dobrze plonujace odmiany polskie: Lagwa, Waluta i Zadra.

P2 — ro$liny pokolenia F3 otrzymane w wyniku krzyzowania dobrze plonujacych odmian
pszenicy ozimej (Hondia i KWS Ozon) z liniami z genem Lr19 (T36 i T39) zwickszajacym
odpornos¢ na rdze brunatng pszenicy.

P3 — 24 odmiany jare zr6znicowane pod wzgledem wypehienia rdzenia (z pelnym, $rednio
wypetnionym oraz pustym rdzeniem): CLTR 7027, Carola, Tybalt, Fortuna, Sawtana, AC
Abbey, Tioga, Leda Collection, Glenman, Rescue, Chinook, Alentejano, Marquis, HN ROD 5
13 750, Arabella, 404, Solid Straw Tuscan Varia, Americano 44D, Ruzynska Il, Ostka
Smolicka, Parabola, Bombona).

P4 — 15 odmian jarych oraz 15 ozimych o zr6znicowanym pochodzeniu (odmiany o fenotypie
jarym: Tybalt, Rescue, Fortuna, Leda Collection A47, Ostka Smolicka, Ruzynska Il, Carola,
AC Abbey, Tioga, Parabola, Chinook, Glenman, Arabella, Sawtana, Sumai 3; odmiany o
fenotypie ozimym: Greer, KS96WGRC36, Wichita, Geneva, Freedom, Lrl9, Augusta,
Century, Antelope, Agrus, Clark, KWS Ozon, Hondia, Karl, Tam 107).

P5 — 13 mieszancow F1 pszenicy ozimej oraz 6 mieszancow F1 pszenicy jarej zréznicowanych
pod wzgledem genetycznym (mieszance 0 fenotypie ozimym: Thatcher x Chinese, GSTR 420
x Choptank, Wichita x KS96WGRC36, TAM 107 x Clark, Karl x Choptank, Clark x Choptank,
KS96WGRC36 x NC8889, Century x Wichita, Geneva x Century, Augusta x TAM 107,
Freedom x Ok 101, Antelope x Lr 1, Clark x Klasic; mieszance o fenotypie jarym: T68 x
DC356/08-4-5/09, T71 x DC356/08-4-5/09, Arabella x T71, Tybalt x T71, Mandaryna x T71,
Toridon x T71).
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P6 — genotypy o skrajnych wlasciwosciach androgenicznych wyselekcjonowane na podstawie
wczesniej prowadzonych i wielokrotnie powtarzanych doswiadczen: odmiany embriogenne
(Ac Abbey i DC356/08-4-5/09) oraz oporne (HN ROD 513750 i CLTR 7027).

Zroznicowanie puli genetycznej roslin donorowych umozliwito szerokg analize
wydajnos$ci androgenezy w konteks$cie zaleznosci tego procesu od genotypu, a takze pozwolito
na wyselekcjonowanie embriogennych oraz opornych odmian pszenicy. Wybrane odmiany
wykorzystano w publikacji P6 i aktualnie dalej stuzg one do podstawowych dotyczacych
wydajnosci IEM oraz ekspresji gendw zwigzanych z genetyczng i epigenetyczng regulacjg tego
procesu.

Metody badawcze

Metody badawcze zastosowane w publikacjach P1-P6 bazuja na podobnych
zatozeniach. Wspoélne elementy stosowanej metodyki to: pobieranie ktoséw zawierajacych
mikrospory w stadium jednojadrowym (faza ta byta okreslana pod mikroskopem, za pomoca
preparatow rozmazowych barwionych acetokarminem), szok termiczny w niskiej temperaturze,
sterylizacja ktoséw w podchlorynie sodu przez 5 min. i trzykrotne ptukanie w sterylnej wodzie,
wykladanie pylnikow na pozywke indukujaca C17 (Wang i Chen 1988), inkubacja w
ciemnosci, pasaz kalusow ze strukturami embriogenicznymi na pozywke regeneracyjng MS
(Murashige i Skoog 1962), inkubacja w pokoju hodowlanym (faza jasna 16 godz./ faza ciemna
8 godz.). W pracach P1-P3 okres$lono optymalng, dla wigkszo$ci analizowanych genotypow,
dhlugos¢ szoku termicznego oraz wysoko$¢ temperatury stosowanej celem traktowania
wstepnego ktosow. W efekcie tych analiz w pracach P4-P6 ktosy umieszczano w chtodni w
4°C przez 7 dni. Pozywka indukujaca C17 zostata wybrana na podstawie wynikéw badan
wstepnych. Na tym podiozu obserwowano zdecydowanie najwyzsza efektywnos$¢ IEM, a w
efekcie roéwniez regeneracji ro§lin. W toku badan wstepnych wprowadzono modyfikacje w jej
oryginalnym sktadzie polegajace zmianie zrodta weglowodandéw - w miejsce 30g/l sacharozy
podtoze suplementowano maltozg w ilosci 90g/1, a w celu zestalenia pozywki zamiast agaru
stosowano Gelrite®. Ponadto w pracach P1-P3 podj¢to probe ustalenia optymalnego sktadu
hormonalnego, ktory nastepnie wykorzystano w kolejnych eksperymentach (P4-P5) i do
dalszych badan nad uwarunkowaniami (epi)genetycznymi IEM prowadzonymi obecnie. W celu
efektywnej regeneracji ro$lin pozywke regeneracyjng MS suplementowano syntetyczng
auksyng w postaci NAA (kwas 1-naftylooctowy) oraz kinetyng. Dodatek tych hormonow w
ilosci 0,5 mg/l zapewnia szybki wzrost zardwno lisci, jak i korzeni regenerujacych roslin.

W dos$wiadczeniach opisanych w publikacjach P1-P5 analizowano takze poziom
ploidalnosci otrzymanych regenerantow (wyniki tych analiz zawarto w pracach P1,P2, i P5,
pozostate dane nie byly publikowane). W tym celu wykonano analizy cytometrem
przeptywowym Partec. Otrzymane regeneranty przesadzano do donic (genotypy ozime
przedtem jarowizowano). Nastgpnie spontanicznie podwojone haploidy umieszczano w
szklarni, a rosliny haploidalne traktowano kolchicyna, kondycjonowano w pokoju hodowlanym
I po okresie aklimatyzacji przenoszono do szklarni. Nasiona roslin otrzymanych w kulturach
pylnikowych mieszancow (P2, P5) zbierano i nast¢pnie linie DH charakteryzowano w
doswiadczeniach polowych oraz badaniach molekularnych (ten etap badawczy nie jest opisany
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w prezentowanych publikacjach naukowych stanowiagcych osiagnigcie o ktorym mowa w art.
219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy).

Okreslono liczbg kalusow embriogennych/struktur embriogenicznych (SE), liczbe
roslin zielonych (RZ) oraz albinotycznych (RA). Wartosci powyzszych parametrow
przeliczano na 100 wytozonych pylnikéw (/I00WP) otrzymujac odpowiednio efektywnos$¢:
tworzenia kalusow embriogennych/struktur embriogenicznych (ESE), roslin zielonych (ERZ) i
albinotycznych (ERA). Ponadto okreslano liczbe roslin haploidalnych i spontanicznie
podwojonych haploidow, podajac ich procentowy udzial we wszystkich regenerantach
badanych pod katem ploidalnosci.

W przedstawionych publikacjach wyniki zostaly opracowane przy pomocy testow
statystycznych: dwuczynnikowej analizy wariancji z interakcja (P2, P5-P6), analizy
sktadowych gtownych (P3-P6), testu Shapiro-Wilka i Wilkoxona (P4) oraz testu Tuke’ya (P6).
Szczegotowe metodyki badan statystycznych zostaly opisane w zataczonych publikacjach.
Analizy statystyczne prowadzono przy uzyciu oprogramowania R (R Core Team).

Wyniki prowadzonych badan

1. Optymalizacja techniki kultur pylnikowych pszenicy jarej (P1, P3) oraz ozimej (P2) z
uwzglednieniem genotypow opornych oraz charakteryzujacych si¢ niska zdolnoscia
do androgenezy. Badanie wplywu genotypu, temperatury i dlugosci szoku
termicznego oraz kombinacji wybranych hormonéw na wydajnos¢ tego procesu oraz
na poziom ploidalnos$ci otrzymanych regenerantow.

Weigt D., Nawracata J., Popowska D., Nijak K. 2012. Examination of ability to androgenesis
of spring wheat genotypes resistant to Fusarium. BioTechnologia 93(2): 116-122.
d0i:10.5114/bta.2012.46576. (P1)

Weigt D., Kiel A., Nawracata J., Tomkowiak A., Kurasiak-Popowska D., Siatkowski 1.,
Lugowska B. 2016. Obtaining doubled haploid lines of the Lr19 gene using anther cultures of
winter wheat genotypes. BioTechnologia 97(4):285-293. doi:10.5114/bta.2016.6454. (P2)

Weigt D., Kiel A., Nawracata J., Pluta M., Lacka A. 2016. Solid-stemmed spring wheat
cultivars give better androgenic response than hollow-stemmed cultivars in anther culture.
52(6): 619-625. doi:10.1007/s11627-016-9793-2. (P3)

Po doglebnej analizie przebiegu androgenezy podjetam probe zwigkszenia jej
efektywnosci oraz optymalizacji warunkow prowadzenia kultury. Pierwszy etap doswiadczen
stanowil wybor pozywki indukujacej. W wyniku przeprowadzonych pordéwnan, sposrod
pozywek: C17, MS, P2, P4, 190-2, oraz W14 wybrano podtoze C17, ktore najbardziej wydajnie
stymulowato regeneracje. W wyniku badan wstepnych zmodyfikowano jego sktad - sacharoze
zastgpiono maltozg zwigkszajac jednoczesnie stezenie cukrow, a w celu zestalenia pozywki
stosowano gerlite w miejsce agaru. Na etapie badan wstgpnych zdecydowano takze o wyborze
niskiej temperatury jako czynnika stresu. Kolejnym krokiem badawczym byta analiza
wariantéw doswiadczalnych bedacych polgczeniem stresu w niskiej temperaturze i
suplementacji pozywki indukujgcej wybranymi hormonami roslinnymi oraz ich analiza na
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réznorodnym pod wzglgdem genetycznym materiale ro§linnym. Wyniki tych badan
przedstawiono w publikacjach P1-P3.

Do badan opisanych w publikacji P1 wykorzystano 5 genotypow bedacych zrodtem
odporno$ci na Fusarium oraz 3 polskie odmiany pszenicy jarej. Analizowano wplyw
traktowania klosow stresem niskiej temperatury w 4°C przez 7 oraz 14 dni, a takze efekt
oddziatywania na mikrospory dwoch kombinacji hormonoéw wzrostu, ktorymi suplementowano
pozywke indukujaca: 1,5 mg/l 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) + 0,5 mg/l kinetyny
oraz 1,0 mg/l 2,4-D + 1mg/I dikamby. W kulturach pylnikowych stres oraz egzogenne auksyny
sg uwazane za czynniki niezbedne do IEM. Najczesciej stosowany jest stres niskiej temperatury
(Rubtsova i in. 2013, Lantos and Pauk 2016, Sen 2017). Rzadziej stosuje si¢ w tym celu wysoka
temperature, stres osmotyczny, gtod, zmiany pH, traktowanie kolchicyng lub metalami
cigzkimi (Shariatpanahi i in. 2006, Castillo i in. 2015, Lantos and Pauk 2016). Niektorzy
autorzy uwazaja, ze podawana w wysokich stg¢zeniach auksyna takze stanowi zrodio stresu
(Fehér 2005). Z kolei brak egzogennych auksyn w podlozu indukujagcym powoduje nagly
spadek auksyn endogennych, gléwnie IAA (Szechynska-Hebda i in. 2007) podczas gdy
hormony te sa niezbgdne do proliferacji komoérek, a takze zwigkszaja ich plastycznos¢ i
zdolnos¢ do tworzenia embriondow (Balzan i in. 2014).

Stwierdzono, ze analizowane genotypy znacznie roznity si¢ efektywnoscia
androgenezy, poniewaz otrzymano srednio od 0,25 do 4,42 SE/100 WP. Wptyw genotypu jest
czgsto opisywany w literaturze 1 wydaje si¢ czynnikiem najsilniej limitujacym mozliwos¢
komercyjnego wykorzystania androgenezy (Tuvesson i in. 2000, Ljevnai¢ i in. 2006,
Chaudhary i in. 2003). Wigkszo$¢ odmian pszenicy cechuje staba zdolnos$¢ do IEM, a niektore
z nich charakteryzuja si¢ opornosciag wynikajaca z niekorzystnego uktadu alleli genow
bioracych udziat w tym ztozonym procesie. W pracy P1 wykazano, ze mikrospory odmian
polskich (Lagwa i Zadra) charakteryzowaly si¢ wyzsza wydajnoscig tworzenia embriogennego
kalusa niz rosliny z genami odpornosci na Fusarium. Szczegotowa analiza zaleznosci pomigdzy
liczbg SE i RZ a uktadem do$wiadczenia pokazata odmienng reakcje genotypow na dtugosé
szoku termicznego oraz hormony dodawane do pozywki indukujacej. Wiekszos¢ genotypow
tworzyla RZ z wyzszg efektywnoscia po traktowaniu niskg temperaturg przez 7 dni i ekspozycji
na dikambe. Z kolei z pylnikéw odmiany Frontana otrzymano zdecydowanie wigcej zielonych
regenerantOw na pozywcCe zawierajacej kinetyng, po 7 dniowym szoku termicznym. W tej
kombinacji do§wiadczalnej regenerowato 17,33 RZ/100WP. Z kolei odmiana Zadra tworzyta
wigcej RZ po dluzszym traktowaniu niskg temperaturg (14 dni) i pod wptywem dicamby.
Regeneracji roslin nie obserwowano na pozywce z dodatkiem kinetyny po 14 dniowym stresie
w niskiej temperaturze. Nalezy zauwazy¢, ze wydajnos¢ regeneracji SE nie pokrywala si¢ z
efektywnoscig tworzenia RZ. Przyczyna tego zjawiska byto miedzy innymi pojawianie si¢
albinosow — na 352 regeneranty 48 stanowily rosliny z defektami chlorofilowymi.
Uwarunkowana genetycznie albinotycznos$¢ regenerantow jest spowodowana niezdolnoscig
protoplastow do przemiany w chloroplasty (Makowska i Oleszczuk 2014). Sktonnos¢ do
mutacji blokujgcych wytwarzanie chlorofilu byla tu silnie uwarunkowana genotypem roslin
donorowych, co potwierdzaja wczesniejsze doniesienia literaturowe (Zamani i in. 2000).
Przyktad stanowi odmiana Ning 8331, ktora regenerowata wytacznie RA, natomiast z pylnikow
brazylijskiej odmiany Frontana na 107 regenerantow tylko 3 byty albinosami.
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Frekwencja spontanicznych podwojeni haploidalnego genomu otrzymanych
regenerantow takze zalezata od genotypu rosliny donorowej. Zjawisko samoistnego
podwojenia liczby chromosoméw zachodzi na wczesnych etapach prowadzenia kultury,
podczas pierwszych podziatow haploidalnej mikrospory. Gléwnym mechanizmem
warunkujgcym podwojenie jest fuzja jader, do ktorej dochodzi gdy dwa jadra zaczynajg si¢
dzieli¢ symultanicznie (Griggs i Zheng, 2016). U pszenicy nie wyklucza si¢ takze mozliwoS$ci
wystepowania endoreduplikacji, a nawet wspotistnienia obu mechanizméw jednocze$nie co
moze prowadzi¢ do zwigkszenia liczby chromosoméw powyzej liczby 2n. W doswiadczeniu
opisanym w publikacji P1, na 210 RZ analizowanych pod katem ploidalnosci, srednio 22%
stanowity spontanicznie podwojone haploidy. Otrzymano takze 5 roslin tetraploidalnych, co
potwierdza mozliwos¢ dwukrotnego podwojenia liczby chromosomoéw.

W publikacji P2 opisano efektywno$¢ otrzymywania podwojonych haploidow w
kulturach pylnikowych z roslin pokolenia F3 wyprowadzonych w wyniku krzyzowania dwoch
dobrze plonujacych odmian (Hondia i KWS Ozon) z dwoma liniami o podwyzszonej
odpornosci na rdz¢ brunatng (T36 i T39). Analizowane genotypy charakteryzowaly si¢
fenotypem ozimym. W tym eksperymencie stwierdzono istotny wptyw genotypu na wszystkie
badane parametry wptywajace na wydajnos¢ androgenezy: tworzenie SE, regeneracj¢ RZ oraz
RA. Mieszance pokolenia Fs pochodzace z krzyzowania T36 x Hondia charakteryzowaty sig¢
prawie dwukrotnie wyzsza efektywnoscia formowania SE wynoszaca srednio 11,58 SE/100WP
w poréwnaniu do roslin T39 x KWS Ozon. Jednakze efektywnos$¢ regeneracji RZ miata
podobng warto$¢ dla mieszancoéw z obu krzyzowan i wyniosta ona odpowiednio 1,49 oraz 1,43
RZ/100WP. Przyczyng byt znaczny udzial RA wsréd wszystkich roslin otrzymanych z
mieszancéw Fz T36 x Hondia, gdzie frekwencja albinosow wsrod wszystkich regenerantow
siegata 47%. Zalezno$¢ genotypowa obserwowano takze analizujac liczbe spontanicznych
podwojen haploidalnego genomu. Wigcej podwojen zachodzito w kulturach pylnikowych
mieszancow Fz T39 x KWS Ozon, gdzie ich udzial procentowy siegat 42,86% i byt wyzszy o
ponad 12% od wartosci tego parametru uzyskanej dla roslin T36 x Hondia. W pracy P2 opisano
wplyw trzech kombinacji hormonéw wzrostu w pozywce indukujacej C17 (o tacznym stezeniu
2 mg/l) na kultury pylnikowe pszenicy ozimej: 2 mg/l 2,4-D; 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l dicamby;
1,5 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetyny. Pomimo braku istotnych réznic w liczbie SE obserwowanej
na poszczegolnych kombinacjach pozywki, ze wzgledu na liczbg zregenerowanych RZ,
wyraznie lepszymi okazaty si¢ pozywki z jednoczesnym dodatkiem dwoch regulatoréw
wzrostu. Z pylnikow hodowanych na tych podiozach otrzymano $rednio 3,44 oraz 3,32
RZ/100WP, natomiast dodatek samego 2,4-D pozwolit na regeneracj¢ 2,2 RZ/100WP. Z tego
wzgledu w kolejnym eksperymencie opisanym w publikacji P3 wykorzystano kombinacje
hormonow zawierajgce w podtozu C17 po dwa regulatory wzrostu: 2,4-D + dikamba; 2,4-D +
Kinetyna.

W kolejnym doswiadczeniu (P3) badano zdolno$¢ do androgenezy genotypow jarych
réznigcych si¢ stopniem wypetienia rdzenia. Stwierdzono, ze cecha ta miata wplyw na
efektywno$¢ regeneracji w kulturach pylnikowych, a odmiany z pelnym rdzeniem
charakteryzowaty si¢ Srednio lepsza regeneracja. Ponownie obserwowano silng interakcje
genotypu i kombinacji hormonéw w podtozu przejawiajaca si¢ zroznicowaniem efektywnosci
androgenezy w zaleznosci od stosowanych regulatorow. Eksperyment uwzglednial takze
analize wptywu nowego czynnika, ktorym byta wysoko$¢ temperatury stresu termicznego: 4°C
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oraz 8°C. Nie stwierdzono istotnych réznic w efektywnosci IEM, ani tez regeneracji ro$lin
pomig¢dzy analizowanymi odmianami pod wptywem badanych wariantoéw czynnika stresu. Ten
etap badan pozwolit na wstepng selekcje genotypow embriogennych oraz opornych. Do tych
pierwszych zaliczono si¢ odmian¢ Ac Abbey, z ktorej mikrospor otrzymano 24 RZ/100WP. Z
kolei odmiany CLTR 7027 oraz Bombona wykazaty silng opornos¢ genotypowag i nie
formowaty nawet SE.

Gléwnym osiagnieciem badan przedstawionych w publikacjach P1-P3 bylo
poglebienie wiedzy na temat wplywu wybranych czynnikow egzogennych na efektywnos¢
androgenezy w kulturach pylnikowych pszenicy. W wyniku analizy szerokiego spektrum
genotypow roznigeych si¢ pod wzgledem pochodzenia, a takze testowania wielu wariantow
eksperymentalnych zoptymalizowano metodyke otrzymywania roslin poprzez embriogeneze
mikrospor. Wskazano dwie kombinacje skladu hormonalnego pozywki indukujacej
pozwalajace otrzymac ro$liny haploidalne i podwojone haploidy z wiekszosci poddanych
androgenezie genotypow. Ponadto potwierdzono, ze sktonno$¢ do wystepowania defektow
chlorofilowych oraz frekwencja spontanicznych podwojen liczby chromosomow sa
uwarunkowane genetycznie, a proponowany sktad hormonalny pozywki oraz warunki
prowadzenia kultury wplywaja na te parametry w sposOb nieistotny statystycznie.
Podsumowujac ten etap badan, wyselekcjonowano genotypy charakteryzujace si¢ wysoka
zdolnos$cig do tworzenia SE oraz RZ, jak i oporne pod wzgledem obu parametrow. Wybrane na
tej podstawie odmiany postuzyly do badan opisanych w pracy P6 niniejszej rozprawy oraz sg
wykorzystywane aktualnie w badaniach nad uwarunkowaniami genetycznymi oraz
epigenetycznymi indukcji embriogenezy mikrospor prowadzonymi pod moim Kierunkiem.

Wyniki zamieszczone w publikacji P2 powstaty w ramach projektu pt.: ,,Opracowanie
i wdrozenie modelu przyspieszenia hodowli pszenicy (Triticum aestivum L.) z wykorzystaniem
metod biotechnologicznych”, finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju,
projekt nr PBS2/B8/10/2013. Pozostate badania (P1, P3) byty finansowane z programu badan
statutowych Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, projekt nr 508.102.00.

2. Wskazanie réznic w efektywnoSci tworzenia struktur embriogenicznych i regeneracji
roslin pod wplywem skladu hormonalnego pozywki indukujgcej u odmian pszenicy o
fenotypie jarym oraz ozimym z wykorzystaniem opracowanej metody kultur
pylnikowych (P4).

Weigt D., Kiel A., Siatkowski 1., Zyprych-Walczak J., Tomkowiak A., Kwiatek M. 2020.
Comparison of the Androgenic Response of Spring and Winter Wheat (Triticum aestivum L.).
Plants 9(1), 49.doi:10.3390/plants9010049. (P4)

Analiza wynikow uzyskanych z opisanych powyzej doswiadczen (P1-P3) pokazata
zrdznicowang reakcje¢ fenotypdéw ozimych oraz jarych na warunki prowadzenia kultury, a w
szczegblno$ci na sklad hormonalny pozywki indukujacej. Zainteresowal mnie fakt, iz
analizowane mieszance 0zime F3 (P2) znacznie efektywniej regenerowaly RZ na pozywce z
dodatkiem kinetyny w poréwnaniu z ro§linami o fenotypie jarym (P1 oraz P3). Z tego wzgledu
wykonano analiz¢ porownawcza zdolnosci do androgenezy pszenic jarych oraz ozimych
stosujac wcezesniej opisane sktady hormonalne pozywki indukujacej (2,4-D + dikamba; 2,4-D
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+ kinetyna) oraz zoptymalizowang temperature i dtugos$¢ trwania szoku termicznego - 4°C
przez 7 dni. Do do$wiadczenia wybrano 30 genotypdéw (po 15 z kazdej grupy fenotypowej) o
zréznicowanych komponentach rodzicielskich, a wigc rdznigce si¢ znacznie pulami genowymi.
Stosowana metodyka spowodowata efektywniejszag IEM oraz regeneracj¢ roslin z odmian
jarych. Ponadto stwierdzono, ze mikrospory pszenic jarych istotnie lepiej reaguja na
oddziatywanie wytgcznie hormonami z grupy auksyn: 2,4-D + dikamba, natomiast ozimych
srednio efektywniej tworza SE 1 RZ na podtozu suplementowanym auksyng z dodatkiem
cytokininy - 2,4-D + kinetyna. Potwierdzono takze, ze na tworzenie RA ma wplyw przede
wszystkim genotyp roslin donorowych, chociaz na pozywce zawierajacej kinetyng tworzylo si¢
mniej albinoséw zaré6wno z pylnikow odmian jarych, jak i ozimych. Badania statystyczne nie
potwierdzily jednak istotnosci tych roznic. Eksperyment opisany w publikacji P4 pozwolit na
potwierdzenie wysokiej zdolnosci do androgenezy odmiany jarej Ac Abbey, z mikrospor ktorej
otrzymano $rednio 20 RZ/100WP, a w kombinacji z dikambg wysoko$¢ tego parametru siggata
36,7 zielonych regenerantow/100WP. Dla poréwnania, z odmian o fenotypie ozimym
najbardziej androgeniczna okazala si¢ odmiana Hondia (Srednio na obu zastosowanych
wariantach hormonow w pozywce indukujacej otrzymano 2,7 RZ/100WP), ktora byta jednym
z komponentow rodzicielskich w do$wiadczeniu opisanym w pracy P2. Prawdopodobnie
stanowito to przyczyn¢ uzyskania znacznie lepszych parametréw androgenezy w
eksperymencie P2 (srednio regeneracja wyniosta 1,45 RZ/100WP), niz w do$wiadczeniu P4,
gdzie $rednia efektywno$¢ tworzenia RZ wyniosta zaledwie 0,5/100WP. Réznica ta wynikata
takze z opornos$ci genotypowej 6 odmian ozimych analizowanych w pracy P4 (Greer, Geneva,
Lr19, Augusta, Century, Agrus). Otrzymano z nich kalusy, ktore nie regenerowaty roslin lub
tworzyty wylacznie RA. Ponadto efektywniejsza regeneracja z pylnikéw roslin mieszancowych
(P2) moze wynika¢ z ich heterozygotycznosci (El-Hennawy i in. 2011). Zjawisko to
potwierdzono w innych badaniach naszego zespotu, w ktérych poréwnano zdolnos¢ do
androgenezy komponentéw rodzicielskich oraz mieszancow F1 (badania niepublikowane). W
tym eksperymencie wigkszo$¢ analizowanych mieszancow przewyzszata komponenty
rodzicielskie pod wzgledem efektywnosci tworzenia SE, jak i regeneracji RZ.

Glownym osiggnigeciem badan przedstawionych w publikacji P4 bylo wykazanie, ze
pszenice o fenotypie jarym $rednio lepiej regeneruja na pozywkach z dodatkiem 2,4-D oraz
dicamby, natomiast pszenice ozime wykazuja lepsza zdolno§¢ do androgenezy, gdy sa
indukowane na podtozu suplementowanym 2,4-D oraz kinetyng. Wynik ten pozwala
wnioskowaé, ze opracowanie wydajnej metodyki androgenezy wymaga dostosowania
warunkow prowadzenia kultury dla roslin donorowych o fenotypie ozimym oraz jarym.
Ponadto stwierdzono Srednio nizszg efektywnos¢ regeneracji roslin z pszenic ozimych niz z
jarych. Prawdopodobnie przyczyne stanowi ich wigksza odporno$¢ na niskg temperature, a
wigc stabsza IEM pod wplywem zastosowanego czynnika stresu — 7 dni w 4°C. W
prezentowanej publikacji potwierdzono wysoka zdolnos$¢ do androgenezy odmiany jarej Ac
Abbey.

Wyniki zamieszczone w pracy P4 powstaly w ramach projektu pt.: ,,Opracowanie i
wdrozenie modelu przyspieszenia hodowli pszenicy (Triticum aestivum L.) z wykorzystaniem
metod biotechnologicznych”, finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju,
projekt nr PBS2/B8/10/2013.
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3. ldentyfikacja nowych, wydajnych induktorow embriogenezy mikrospor pszenicy
zwiekszajacych efektywnos¢ regeneracji roslin i umozliwiajacych przelamanie
opornosci genotypowej.

Weigt, D.; Niemann, J.; Siatkowski, 1.; Zyprych-Walczak, J.; Olejnik, P.; Kurasiak-Popowska,
D. 2019. Effect of Zearalenone and Hormone Regulators on Microspore Embryogenesis in
Anther Culture of Wheat. Plants 8(11), 487. doi:10.3390/plants8110487. (P5)

Weigt D., Siatkowski I., Magaj M., Tomkowiak A., Nawracata J. 2020. Impact of lonic Liquids
on Induction of Wheat Microspore Embryogenesis and plant Regeneration. (P6)

Optymalizacja czynnikdw egzogennych prowadzenia kultur pylnikowych pszenicy
stanowita pierwszy krok w kierunku podniesienia efektywnosci androgenezy. Obserwowana w
doswiadczeniu oporno$¢ genotypowa sklonita mnie do poszukiwania zwigzkow, ktére bytyby
induktorami embriogenezy mikrospor i zarazem stymulowalyby regeneracje RZ. Zastosowanie
tych zwigzkéw pozwolitloby na przetamanie opornosci genotypowej i regeneracje roslin
niezaleznie od genotypu rosliny donorowej. Ta cze$¢ podjetych przeze mnie badan stanowita
duze wyzwanie naukowe, poniewaz jak dotad, pomimo licznych badan prowadzonych przez
wiele zespotow na catym $wiecie, nie udato si¢ zidentyfikowa¢ czynnikéw, ktorych
zastosowanie pozwoliloby na wytworzenie linii DH ze wszystkich poddanych kulturze
pylnikowej genotypdow.

W ramach badan pilotazowych analizowano kilka czynnikow, ktére wg doniesien
literaturowych moglyby podnies¢ wydajnos$¢ androgenezy. Zwigzkami, ktérych wptyw badano,
byly miedzy innymi: epibrassinosteroid, kolchicyna, ficoll, zwigkszone st¢zenie wybranych
sktadnikow pozywki C17. Analizowano takze wplyw kokultury zalazni na efektywnosc
androgenezy. Wybrane kombinacje analizowanych czynnikéw podnosity wydajnos$¢ tworzenia
SE oraz RZ, lecz nie przetamywaty warunkowanej genetycznie opornosci. Z tego wzgledu
podjeto probe znalezienia zwigzkow, ktore jak dotad nie byly stosowane w androgenezie (P5),
a nawet w kulturach in vitro ro$lin (P6).

W pracy P5 opisano wplyw zearalenonu (ZEN) w interakcji z innymi hormonami
wzrostu na IEM w kulturach pylnikowych pszenicy. ZEN jest mykotoksyng wytwarzang przez
grzyby, gtéwnie z rodzaju Fusarium, ktore powszechnie porazajg zboza. Zanieczyszczenie pasz
tym zwigzkiem powoduje silne zaburzenia w rozwoju i rozrodzie zwierzat gospodarskich. ZEN
wczesniej stosowan0 w formie oprysku na zalgznie przygotowywane do krzyzowania z
kukurydzg (Biesada-Kos$cielniak 2003). Zwigzek ten byl takze wykorzystywany do
przyspieszania wernalizacji pszenicy (Fitek i in. 2010). Ma on dziatanie cytotoksyczne i
zwigksza przepuszczalno$¢ blon lipidowych w komorkach roslinnych. Ponadto badania
fizjologiczne wskazuja na podobienstwo jego dziatania do hormondéw z grupy auksyn.
Stwierdzono bowiem, ze ZEN stymuluje regeneracj¢ posrednia, proliferacje kalusa,
réznicowanie komorek i1 embriogeneze (Biesiada-Kos$cielniak 2003). Pofaczenie dwoch
wlasciwosci ZEN - czynnik stresu oraz dziatanie auksyno-podobne - sktonito nas do zbadania
wplywu tego zwigzku na efektywnos$¢ IEM. Badaniu poddano mieszance F1 pochodzace z 19
kombinacji krzyzowania 0 fenotypie ozimym oraz jarym. Analizowano wplyw 6 kombinacji
ZEN i regulatorow wzrostu w pozywce indukujacej. W sumie wytozono 34 200 pylnikoéw, a
wszystkie testowane genotypy wytworzyly SE. Proces IEM oraz regeneracji RZ przebiegat
wydajniej na pozywkach z dodatkiem ZEN. Pylniki tylko jednej z analizowanych kombinacji
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krzyzowania nie regenerowaly RZ. W tym doswiadczeniu ponownie potwierdzono
wczesniejsze wnioski dotyczace wydajniejszej androgenezy pszenic jarych na pozywce z
dodatkiem dikamby oraz fenotypow ozimych na pozywce z dodatkiem kinetyny. Stwierdzono
tez, ze podobnie jak w poprzednich pracach (P1-P4), liczba albinoséw oraz frekwencja
spontanicznych podwojen genomu byly silnie zwigzane z genotypem roslin donorowych, a nie
dodatkiem hormonéw 1 ZEN do pozywki indukujace;.

Niezaleznie od badan wptywu ZEN na efektywnos$¢ androgenezy analizowano takze
oddziatywanie innych zwigzkéw na ten proces (P6). Dzigki wspolpracy z Instytutem
Technologii i Inzynierii Technicznej Politechniki Poznanskiej pozyskali$my ciecze jonowe I
generacji zsyntetyzowane na bazie stosowanych w kulturach in-vitro auksyn. Pochodne 2,4-D
stanowity dwa zwiazki: kwas (2,4-dichlorofenoksy)octan 2-chloroetylotrimetyloamoniowy
(C2) oraz kwas (2,4-dichlorofenoksy)octan trimetylowinyloamoniowy (TM), natomiast kwas
3,6-dichloro-2-metoksybenzoesan 2-chloroetylotrimetyloamoniowy (CD) zostat
zsyntetyzowany na bazie dikamby. Zwiazki te maja unikatowe wlasciwosci chemiczne i
fizyczne wynikajace z ich struktury - stanowia potgczenie herbicydowego anionu z aktywnym
biologicznie kationem. Podobnie jak ZEN, ciecze jonowe dodane do pozywki indukujacej
stanowily jednocze$nie dodatkowy czynnik stresu pobudzajacy tranzycje szlaku rozwojowego
mikrospor z generatywnego w sporofityczny, a jednocze$nie odgrywaty role egzogennych
auksyn. Ponadto zwiazki te charakteryzuja si¢ niskim napigciem powierzchniowym, a wiec
stosunkowo tatwo przenikaja do komorek roslinnych, z kolei ZEN zwicksza przepuszczalno$¢
bton komoérkowych co takze powoduje tatwiejsze wnikanie do wnetrza mikrospor. Dodatkowo
ciecze jonowe cechujg si¢ niska lotnoscig, co pozwala przypuszczaé, ze ich stabilno$¢ po
dodaniu do pozywki jest wigksza niz w przypadku 2,4-D, czy dikamby.

W do$wiadczeniu opisanym w pracy P6 badano wplyw cieczy jonowych na IEM oraz
regeneracje roslin czterech wyselekcjonowanych na podstawie wczesniejszych badan odmian
pszenicy jarej. Dwie z nich charakteryzowaly si¢ wysoka embriogennoscia (Ac Abbey,
DC356/08-4-5/09) oraz dwie byty oporne genotypowo (HN ROD 513750, CLTR 7027). W
doswiadczeniu uzyto dziesig¢ kombinacji regulatoréw wzrostu (cieczy jonowych oraz 2,4-D)
w pozywece indukujacej o tacznym stezeniu 2 mg/l, w tym jedna kombinacja stanowita kontrole
i zawierata wylacznie 2,4-D. Hormon ten jest najczgsciej dodawany do pozywek indukujacych
embriogeneze mikrospor pszenicy i innych gatunkéw jednoliciennych (Malik i in. 2003, Zur
i in.  2015). W wyniku przeprowadzonego eksperymentu potwierdzono potencjat
androgeniczny wyselekcjonowanych odmian i stwierdzono korzystny wptyw cieczy jonowych
zarowno na |IEM w kulturach pylnikowych, jak i na regeneracj¢ RZ. Ekspozycja na ciecze
jonowe pylnikow odmian opornych stymulowata tworzenie SE, z ktorych nastepnie otrzymano
RZ, przetamujac oporno$¢ genotypowa. Z kolei odmiany embriogenne miaty lepsza wydajnosc¢
androgenezy na wigkszosci zastosowanych kombinacji regulatoréw w pozywce C17 w
poréwnaniu do indukcji na podtozu kontrolnym. Spos$réd badanych genotypéw odmiana
DC356/08-4-5/09 charakteryzowata si¢ istotnie wigkszg sktonnoscia do regeneracji RA, co
potwierdza opisany wczesniej wptyw genotypu na wystepowanie defektow chlorofilowych. W
tym badaniu stwierdzono takze, ze jedna z kombinacji regulatorow promowata wystepowanie
wiekszej liczby albinosOw niz pozostate warianty pozywki indukujacej. Stwierdzono takze, ze
genotypy embriogenne charakteryzujg si¢ szybszg IEM w poréwnaniu do genotypow opornych.
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Glownym osiagnieciem badan prezentowanych w publikacjach P5 i P6 jest wskazanie
zwiazkow, ktore wplywaja stymulujaco na proces IEM i zwigkszaja efektywnos¢ regeneracji
RZ, a takze przetamuja oporno$¢ genotypowa analizowanych odmian. Zwigzkami tymi jest
ZEN oraz ciecze jonowe Il generacji o pochodzeniu syntetycznych auksyn. ZEN nie byt
wczesniej stosowany w kulturach pylnikowych zadnego gatunku, a nieliczne doniesienia
literaturowe wskazywaly na jego wtasciwos$ci cytotoksyczne i auksyno-podobne. Herbicydowe
ciecze jonowe jak dotad nie byty wykorzystywane w roslinnych kulturach in vitro. Studium ich
wlasciwosci fizyko-chemicznych zdecydowato o zastosowaniu tych zwigzkéw jako hormondéw
w pozywce indukujacej. Ponadto opracowano sposob aplikacji, a takze zoptymalizowano
stezenia WW. zwigzkOw uzupelniajac wczesniej opracowang metodyke kultur pylnikowych
pszenicy. Dzigki tym dziatlaniom podniesiono efektywno$¢ androgenezy odmian
embriogennych i otrzymano RZ z genotypdéw opornych.

Wyniki zamieszczone w pracach P5 powstaly w ramach projektu pt.: ,,Opracowanie i
wdrozenie modelu przyspieszenia hodowli pszenicy (Triticum aestivum L.) z wykorzystaniem
metod biotechnologicznych”, finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju,
projekt nr PBS2/B8/10/2013. Badania opisane w publikacji P6 byty finansowane z programu
badan statutowych Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, projekt nr 508.102.00.

Podsumowanie

W cyklu publikacji naukowych, powigzanych tematycznie, ktére stanowia podstawe do
ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego przedstawitam wyniki badan wiasnych
dotyczacych problemu wydajnosci otrzymywania haploidéw oraz podwojonych haploidow z
wykorzystaniem kultur pylnikowych pszenicy zwyczajnej. Analiza szerokiego spektrum
genotypOw oraz zastosowanie wielu czynnikow wptywajacych na androgenezg pozwolito na
zwigkszenie efektywnosci tej metody zardéwno w przypadku odmian embriogennych, jak 1
opornych. Ponadto dokonano selekcji genotypow o skrajnych zdolno$ciaciach do androgenezy
mogacych stanowi¢ materiat roslinny do badan nad uwarunkowaniami genetycznymi oraz
epigenetycznymi tego procesu. Elementami nowatorskimi prezentowanego osiggniecia
naukowego jest zastosowanie induktorow: ZEN oraz cieczy jonowych Il generacji w celu
podniesienia wydajnosci IEM 1 zwigkszenia efektywnos$ci regeneracji RZ. ZEN nie byt
wczesniej stosowany w kulturach pylnikowych pszenicy, a ciecze jonowe nie byty uzywane do
roslinnych kultur in vitro. Opracowanie wydajnej metodyki androgenezy z wykorzystaniem
tych zwigzkow oraz techniki ekspozycji pylnikow na ZEN, a takze sposobu aplikacji cieczy
jonowych do pozywek indukujacych jest moim wkiadem autorskim w rozwo6j metod
otrzymywania linii DH, a wiec przyczynia si¢ do postgpu w dyscyplinie naukowej Rolnictwo i
Ogrodnictwo. Optymalizacja proponowanej przeze mnie techniki hodowli pylnikéw oraz
zastosowanie wydajnych induktoréw androgenezy dowiodly stuszno$ci postawionej hipotezy
badawczej, zaktadajgcej mozliwos¢ zwigkszenia efektywnosci IEM oraz regeneracji RZ, a
takze przetamania opornosci genotypowej w kulturach pylnikowych pszenicy w wyniku
odpowiedniego doboru czynnikow egzogennych. Zaprezentowane badania posiadaja duza
wartos$¢ poznawczg i aktualnie sa wykorzystywane w kolejnych eksperymentach naukowych
dotyczacych podtoza genetycznego oraz epigenetycznego androgenezy. Ponadto prezentowana
metodyka moze by¢ wykorzystana w produkcji linii DH w hodowli twérczej pszenicy.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej

5.1. Badania przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora oraz stanowiace wyniki otrzymane
w ramach realizacji pracy doktorskiej

Prace naukowo-badawcza rozpoczetam realizujac prace magisterskg w Katedrze
Genetyki i Hodowli Roslin na Wydziale Rolniczym Akademii Rolniczej w Poznaniu (obecnie
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu) pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Brody. Juz
wtedy interesowalam si¢ genetyka i biotechnologia zwigzang z tworcza hodowla roslin.
Szczegolng uwage zwrdcitam na mozliwo$¢é wykorzystania technik kultur in vitro w badaniach
naukowych 1 aplikacyjnych. Zgodnie z zainteresowaniem, w ramach pracy magisterskiej,
podjetam badania nad regeneracja zarodkéw somatycznych z liscieni oraz hipokotyli lucerny.
W czasie studiow pobieralam przyznane przez rektora Akademii Rolniczej w Poznaniu
stypendium naukowe dla najlepszych studentow. W 1997 roku obronitam prac¢ dyplomowa pt.
»Indukcja embriogenezy somatycznej u lucerny (Medicago sativa Pers)” otrzymujac wynik
bardzo dobry. Studia wyzsze ukonczytam z tytutem magistra inzyniera na kierunku Rolnictwo,
specjalnos¢ biotechnologia. W tym samym roku zostalam zatrudniona na etat asystenta
stazysty, a rok pozniej kontynuowatam prac¢ w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin jako
asystent.

Poczatkowo zajelam si¢ problematyka dotyczaca androgenezy w kulturach
pylnikowych pszenicy ozimej, jednakze przerwy zwigzane z urlopami macierzynskimi i
wychowawczymi doprowadzity do chwilowej zmiany kierunku moich badan. Zajetam sie
tematyka stabego plonowania nasion u lucerny siewnej. Lucerna w warunkach klimatycznych
Polski ma niska efektywnos$¢ wigzania strgkow, a nasiona tworza si¢ zaledwie w okoto 20%
zalazkéw. W zwigzku z tym materiat siewny odmian tego gatunku jest sprowadzany gtownie z
zagranicy. Dzigki wspotpracy z prof. dr hab. Zygmuntem Staszewskim z Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin PIB w Radzikowie otrzymatam do analiz nasiona mutantéw kwiatostanu
lucerny o fenotypie wiechowatym, dlugo-groniastym oraz samo-konczacym. Mutanty
charakteryzowatam pod wzglgdem morfologicznym, cytogenetycznym i molekularnym.
Wyniki tych prac stanowig wazny wktad w zrozumienie problemu stabego plonowania nasion,
ktory jest obserwowany u wielu gatunkéw z rodziny bobowatych. Celem aplikacyjnym badan
byto wskazanie form dobrze wigzacych nasiona w warunkach klimatycznych naszego kraju.
Podczas realizacji pracy doktorskiej wspotpracowatam takze z prof. dr hab. Rafalem Molem z
Instytutu Biologii Eksperymentalnej, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w
ramach wspolnego projektu badan interdyscyplinarnych pt.: ,,Cytoembriologiczna analiza
niskiego zawigzywania nasion u lucerny (Medicago sativa L. sl.)” (projekt no. 2/02/W1/06). W
2007 roku obronitam prace doktorska pt. ,,Analiza morfologiczna, cytogenetyczna i
molekularna mutantow kwiatostanu lucerny (Medicago sativa L. sl.)”, ktérej opiekunem
merytorycznym byt prof. dr hab. Zbigniew Broda. Wykonujac analizy do rozprawy doktorskiej
wzbogacitam swoj warsztat badawczy o metody fenotypowania roslin, otrzymywania pokolen
wsobnych z samoniezgodnego, poliploidalnego i jednoczes$nie obcopylnego gatunku jakim jest
lucerna, a takze opanowatam metodyke badan z wykorzystaniem markeréw molekularnych
oraz poznatam techniki cytogenetyczne, takie jak preparatyka rozmazowa, przejasnieniowa,
trwata 1 fluorescencyjna. Ponadto stosowatam metody statystyczne pozwalajace na glebszg
interpretacje otrzymanych wynikow. Efekty prowadzonych w tym okresie badan
zaprezentowatam w formie publikacji z listy A MNiSW (zat.4, pkt.11/4/A, poz.9) oraz z listy B
MNISW (Zat.4, pkt.11/4/B, poz.23-25), w ktorych bylam pierwszym lub réwnorzgdnym
autorem oraz autorem korespondencyjnym.
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5.2. Praca naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po otrzymaniu stopnia doktora zajmowatam si¢ wieloma problemami badawczymi.
Nadal kontynuowalam wspotprace z prof. dr hab. Rafalem Molem (UAM) dazac do
wyjasnienia zrodla probleméw z pozyskiwaniem nasion lucerny. W ramach wspolnych badan
przesledzitam prawidlowo$¢ procesu mikro i makrosporogenezy oraz przebieg formowania
zalazkoéw, a nastepnie procesu zaptodnienia, rozwoju zarodkdéw i1 towarzyszace temu zjawiska,
takie jak odkladanie kalozy. Badania te kontynuowatam do roku 2016, w ktéorym odbylam
potroczny staz w Instytutcie Biologii Eksperymentalnej, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu (zatacznik 4, pkt.11/11, poz.2). Wyniki prowadzonych analiz byty publikowane w
materiatach konferencyjnych (zatgcznik 4, pkt.11/7, poz.26,34,37,42,49).

Poza tym bylam wykonawca w dotacji MRIRW ,,Metodologia identyfikacji haploidow
1 dihaploidow kukurydzy (Zea mays L.)”. Badania te byly prowadzone we wspodlpracy z
Instytutem Hodowli i1 Aklimatyzacji Ros$lin Panstwowego Instytutu Badawczego w
Radzikowie. W efekcie przeprowadzonych analiz opracowano metody rozpoznawania roslin
haploidalnych kukurydzy typu Flint oraz Dent powstatych po eliminacji chromosoméw linii
zapylajacej. Dzigki zastosowaniu markerow RAPD zidentyfikowano specyficzny marker
pozwalajacy na wstepng selekcje haploidow. Wyniki opublikowano w czasopi$mie
International Journal of Agriculture Sciences (zat.4, pkt.l11/4/B, poz.13).

W tym okresie zainteresowatam si¢ takze zytem, jako gatunkiem stanowigcym trudne
wyzwanie dla genetykow i hodowcow. Jest to roslina obcopylna i Samoniezgodna, co stanowi
zrodio trudnosci w pozyskaniu linii wsobnych tego gatunku i utrwaleniu post¢pu hodowlanego.
W ramach projektu MRiRW pt. ,,Badania nad zdolnoscia do androgenezy u réznych genotypow
zyta” zajetam si¢ problemem otrzymywania podwojonych haploidow w kulturach
pylnikowych. Bratam udziat w optymalizacji warunkow prowadzenia kultury, doboru pozywki
indukujacej oraz regeneracyjnej, sktadu pozywek oraz ich suplementacji hormonami
ro$linnymi. Ponadto bylam wykonawca w grancie KBN pt. ,,Charakterystyka zmiennosci cech
jakosciowych 1 ilosciowych dzikich gatunkow 1 podgatunkéw zyta oraz wytworzenie
mieszancoOw oddalonych w rodzaju Secale sp.”. Dzigki tym badaniom opracowano
szczegblowa charakterystyke 6-ciu dzikich gatunkow i podgatunkéw z r-ju Secale oraz
mieszancoOw F1 pochodzacych z 20 kombinacji krzyzowan migdzygatunkowych pomiedzy: 4
odmianami Secale cereale subsp. cereale i gatunkami oraz podgatunkami dzikimi: Secale
vavilovii, Secale cereale subsp. afghanicum, Secale cereale subsp. ancestrale, Secale cereale
subsp. dighoricum, Secale cereale subsp. segetale. Materiat ro§linny badano pod katem cech
fenotypowych warunkowanych gléwnie przez geny o dzialaniu addytywnym, jak réwniez
analizowano ich podobienstwo genetyczne z zastosowaniem markerow molekularnych. W
rezultacie powyzszych badan powstaty oryginalne prace naukowe (zat.4, pkt.11/4/B, poz.
17,21).

Z dniem 1.10.2009 roku zostatam przyje¢ta na etat adiunkta w Katedrze Genetyki i
Hodowli Roslin Wydziatu Rolniczego Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w
Poznaniu. Poczatkowo kontynuowatam wczesniej realizowane zadania badawcze. Od roku
2011, zgodnie z moimi wcze$niejszymi zainteresowaniami, zaczetam wlasne badania zwigzane
z otrzymywaniem podwojonych haploidow pszenicy w kulturach in vitro. W tym okresie
opracowatam metodyke podstawowa, ktorg opisatam w czesci ,,Metody” punktu 4 (Omoéwienie
osiggnie¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy) tego autoreferatu. Dzieki
wykonawstwu w grancie Programu Badan Stosowanych Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju (NCBIR — PBS2/B8/10/2013) pt. ,,Opracowanie i wdrozenie modelu przyspieszenia
hodowli pszenicy (Triticum aestivum L.) z wykorzystaniem metod biotechnologicznych”
podjetam wspodtprace z Instytutem Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu oraz
ze spotkami hodowlanymi: DANKO Hodowla Roslin Sp. z o.0. Grupa IHAR, Poznanska
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Hodowlag Roslin Sp. z o0.0., Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. W ramach tego grantu
wyprowadzitam na drodze androgenezy linie podwojonych haploidow, ktérych ploidalnosé
mierzytam we wspotpracy z Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0., a nastepnie
rosliny te zostaty przekazane do hodowli jako materialy wyj$ciowe z genami poétkartowatosci
(Rht1, Rht2, Rht8) oraz o podwyzszonej odpornosci na rdz¢ brunatng - z genem Lr19 i Lr50.
Linie te byly takze charakteryzowane pod katem odpornosci oraz wysokosci w
doswiadczeniach poréwnawczych w Rolniczym Gospodarstwie Doswiadczalnym Katedry
Genetyki i Hodowli Roslin w Dtoni. Prowadzone eksperymenty miaty zar6wno aspekt badan
podstawowych, jak i znalazly zastosowanie w usprawnieniu i przyspieszeniu cyklu
hodowlanego pszenicy. Cel ten osiggnieto dzigki potaczeniu tradycyjnego krzyzowania oraz
technik biotechnologicznych, takich jak kultury in vitro, selekcja wsparta markerami
molekularnymi, czy badania jakosciowe pszenicy, a otrzymane wyniki opisano w monografii
(zat.4, pkt.1l/1, poz.1). Ponadto material roslinny pozyskany w projekcie wykorzystatam do
analiz w kierunku optymalizacji androgenezy oraz badan nad wptywem zearalenonu na kultury
pylnikowe odmian i mieszancéw ozimych pszenicy (zat.4, pkt.I, poz.5).

Dzigki wspélpracy z prof. dr hab. Juliuszem Pernakiem z Instytutu Technologii i
Inzynierii Technicznej Politechniki Poznanskiej, ktory zsyntetyzowat iudostepnit ciecze
jonowe III generacji, mozliwa byta analiza wpltywu tych zwigzkéw na kultury pylnikowe.
Trzyletnie badania wskazuja na indukujacy wptyw cieczy jonowych na androgenez¢ nie tylko
w materiatach embriogennych, ale takze opornych genotypowo (zat.4, pkt.I, poz.6).
Prowadzone pod moim kierunkiem merytorycznym analizy dotyczace wydajnej indukcji
embriogenezy mikrospor oraz regeneracji roslin zielonych zostaty opisane i zamieszczone w
formie zbioru oryginalnych publikacji naukowych stanowigcych osiagniecie, o ktorym mowa
w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy (zat.4, pkt.1, poz.1-6).

Poza glownym nurtem moich zainteresowan badawczych, ktore dotycza androgenezy
pszenicy, prowadze¢ badania nad podobienstwem oraz zréznicowaniem genetycznym z
wykorzystaniem losowych oraz specyficznych markeréw molekularnych. Badania te dotycza
wielu gatunkéw roslin uprawnych. W ramach dotacji MRiRW pt. ,Haploidyzacja zyta —
diagnostyka molekularna oraz wplyw nanomolekul na wspomaganie indukcji 1 regeneracji
roslin w warunkach in vitro” analizuj¢ podobienstwo genetyczne pomig¢dzy materiatem
ro$linnym otrzymanym w spotkach hodowlanych i przeznaczonym do androgenezy. W ramach
tego projektu badana jest takze ekspresja gendw wptywajacych na efektywnos$¢ embriogenezy
mikrospor. Wyniki analiz molekularnych sa korelowane z efektywnoscia tworzenia struktur
embriogenicznych oraz wydajnoscia regeneracji roslin w kulturach izolowanych mikrospor
oraz kulturach pylnikowych zyta.

Podobnym zagadnieniem, ale w konteks$cie hodowli heterozyjnej kukurydzy, zajmowatam sig
realizujgc grant ,,Zastosowanie metod biotechnologicznych do zwigkszenia postepu
genetycznego w hodowli heterozyjnej kukurydzy” (projekt badawczy MRIRW). W tym
projekcie podjetam wspolprace z pracownikami Katedry Genetyki, Hodowli RoSlin i1
Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Badanie zrdéznicowania
genetycznego pomiedzy licznym materialem roslinnym z zastosowaniem markeréw losowych
oraz specyficznych, a nastepnie korelacja otrzymanych wynikéw z obserwacjami polowymi
stanowily narzgdzie pomocne w wyborze komponentéw rodzicielskich do hodowli
heterozyjnej. W wyniku tych badan powstaty oryginalne publikacje naukowe (zat.4, pkt.I11/4/B,
poz.4,19) oraz monografia (zat.4, pkt.I1/1, poz.2).

Analiz¢ markeréw losowych typu ISSR-PCR wykonywatam takze w celu identyfikacji
mieszancéw oddalonych z rodzaju Brassica oraz badan dystansu genetycznego pomigdzy
wyprowadzonymi mieszancami w konteks$cie poszerzania bior6znorodnosci i odpornosci na
choroby grzybowe oraz szkodniki. Analizy te stanowig zadania badawcze projektu MRIRW
»Introdukcja gendw odpornosci na choroby i owady oraz meskiej sterylnosci z pokrewnych
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gatunkow rodzaju Brassica do rzepaku (Brassica napus L.)” ktéorych wyniki opisano w
publikacji (zat.4, pkt.11/4/A, poz.2).

Prowadzitam réwniez badania z wykorzystaniem markeréw specyficznych SSR-PCR
zwigzane z wystepowaniem chordob powodowanych przez fuzariozy u Inu, a takze okreslatam
dystans genetyczny analizowanych genotypow tego gatunku. Prace byly wykonywane w
ramach wspotpracy z Instytutem Witokien Naturalnych i Roslin Zielarskich w Poznaniu. Bratam
takze udzial w badaniach zréznicowania genetycznego odmian Inianki siewnej (zat.4,
pkt.11/4/A, poz.8) oraz koniczyny (zat.4, pkt.11/4/B, poz.22).

Istotng cze$¢ mojego dorobku stanowia prace zwigzane z introdukcjg oraz identyfikacja

genéw waznych cech uzytkowych 2z wykorzystaniem funkcjonalnych markerow
molekularnych. Jednym z najwazniejszych kierunkéw tych badan jest analiza odpornosciowa
ro$lin. Poszukiwanie oraz wprowadzanie gendéw warunkujgcych odpornos¢ na patogeny
stanowi jeden z gtdwnych kierunkow wspoétczesnej hodowli. Piramidyzacja genéw odpornosci
w materiatach hodowlanych pozwala na polepszenie zdrowotno$ci roslin, a ponadto jest
korzystne dla $rodowiska, poniewaz umozliwiaja zmniejszenie dawek fungicydow.
Narzgdziem stosowanym w realizowaniu tego celu sg markery molekularne, ktorych walidacja
I zastosowanie umozliwiajg efektywng selekcje genotypow o podwyzszonej odpornosci.
Tematyka odpornosci na patogeny grzybowe zajetam si¢ dzieki udziatowi we wspomnianym
powyzej grancie NCBIR. Sposrod wielu analizowanych w tym projekcie markerow najbardziej
skutecznym do potwierdzenia obecno$ci genu Pm2 warunkujgcego odpornos¢ na maczniaka
prawdziwego byt marker Xgwm205 (zat.4, pkt.1l/4/A, poz.4; zat.4, pkt.11/4/B, poz.3,5,6,16).
Badanie w kierunku obecno$ci gendéw Lrll, Lrl3 i Lrl6, Lrl9 oraz Lr50 podnoszacych
odpornos¢ na rdzg brunatna w polskich i zagranicznych odmianach pszenicy oraz otrzymanych
liniach DH, mieszancach i liniach hodowlanych potwierdzito funkcjonalno$¢ migdzy innymi
markera Xwmc221 oraz GB do identyfikacji genu Lrl9 (zat.4, pkt.Il/4/A, poz.3; zal.4,
pkt.11/4/B, poz.2,11,12). Ponadto jednym z zadan projektu byta analiza markeréw genow
potkartowatosci pszenicy w kontekscie problemu wylegania roslin. Wysoko$¢ pszenicy jest
cechg iloSciowa warunkowang przez ponad 20 gendéw, ale w programach hodowlanych
najczesciej sg wykorzystywane trzy z nich: Rht-B1, Rht-D1, Rht8, ktore byty badane przez nasz
zespot (zat.4, pkt.Il/1, poz.1; zat.4, pkt.Il/4/B, poz.7,10,20). Geny Rht-B1, Rht-D1 powoduja
skrocenie zdzbta o 16%, natomiast gen Rht8 wplywa na redukcje wysokosci o 10%. Kumulacja
tych genow w nowych odmianach stanowi wazny kierunek hodowli pszenicy. Wspotpraca w
ramach konsorcjum zawigzanego z Instytutem Genetyki Roslin oraz spoétkami hodowlanymi:
DANKO Hodowla Roslin Sp. z o0.0. Grupa IHAR, Poznanska Hodowla Roslin Sp. z o.0.,
Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. przyczynita si¢ do powstania wspolnej monografii,
dotyczacej wyzej opisanej problematyki badawczej (zat.4, pkt.I1/1, poz.1).
Od 2018 roku jestem wykonawca w projekcie MRiRW , Identyfikacja uktadow allelicznych
genow fotoneutralnosci 1 wczesnosci oraz opracowanie metodyki otrzymywania roslin
homozygotycznych u soi”, ktory jest realizowany we wspotpracy z Zespotem Struktury i
Funkcji Gendéw Zaktadu Genomiki Instytutu Genetyki Roslin w Poznaniu, kierowanym przez
prof. dr hab. Bogdana Wolko. W tym grancie zajmuje si¢ identyfikacja uktadow allelicznych
gendéw odpowiedzialnych za cechy fotoneutralno$ci i wezesnosci kwitnienia. Korzystny uktad
alleliczny genéw wczesnosci i determinacji pedu (E2, E3, E4, E7, Dt1, Dt2) w odmianach soi
(w Katedrze Genetyki 1 Hodowli Roslin zgromadzono ponad 600 genotypow tej rosliny)
przyczyni si¢ do wyhodowania odmian plonujacych w warunkach klimatycznych Polski.

5.3. Perspektywy dalszych badan

Dzigki stazowi zagranicznemu finansowanemu w ramach programu Ministra Nauki i
Szkolnictwa, Projekt nr 005/RID/2018/19 pn. ,Wielkopolska Regionalna Inicjatywa
Doskonalo$ci w obszarze nauk o zyciu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu” (zalacznik
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4, pkt.11, poz.1), ktéry odbytam w Centrum Genomiki Strukturalnej i Funkcjonalnej Instytutu
Biologii Eksperymentalnej Czeskiej Akademii Nauk nawigzatam kontakt z zespotem uznanego
w $wiecie eksperta w dziedzinie (epi)genetyki roslin modelowych i uprawnych dr hab. Alesa
Pecinki. W ramach stazu zapoznatam si¢ z najnowszymi technikami biologii molekularnej,
cytogenetyki i epigenetyki, co znacznie wzbogacilo mdj warsztat badawczy i otworzyto
mozliwos¢ realizacji nowych wyzwan zwigzanych z analizg genetyczng oraz epigenetyczng
ro$lin. Zdobytg wiedzg chce wykorzysta¢ migdzy innymi w badaniach nad molekularnymi
aspektami embriogenezy mikrospor. Badania te bedg prowadzone dzigki wspotpracy z ww.
instytutem oraz z zespotem prof. dr hab. Iwony Zur z Instytutu Fizjilogii Roslin im. Franciszka
Gorskiego w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego w produkcji
roslinnej (projekt MRIRW) pt. ,ldentyfikacja czynnikow warunkujacych indukcje
embriogenezy mikrospor u pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)”, ktory zyskat
pozytywne recenzje i bedzie realizowany w latach 2021-2027.

Ponadto chce dalej kontynuowa¢ badania dotyczace analizy molekularnej uktadow
allelicznych genéw wczesnos$ci oraz determinacji pedu soi. Dodatkowo planowana jest
identyfikacja markeréw funkcjonalnych zwigzanych z cechami jako$ciowymi nasion oraz
analiza markerow genow wptywajacych na potencjat plonowania tego gatunku.

Bede takze kontynuowata badania zwigzane z identyfikacja markerow molekularnych
sprzezonych z genami warunkujacymi odporno$¢ na suchg zgnilizne kapustnych
(Leptosphaeria spp.). W tym celu zostang wykorzystane zaawansowane techniki molekularne,
jak sekwencjonowanie GBS (ang. Genotyping by sequencing), czy mapowanie asocjacyjne
GWAS (ang. genome-wide association studies).

Planuj¢ takze poglebianie problematyki dotyczacej predykcji efektu heterozji u
kukurydzy z zastosowaniem techniki DArTseq w polaczeniu z fenotypowaniem, a takze
poszukiwanie markerow DArTseq zwigzanych z genami odporno$ci na fuzarium.

Wszystkie powyzsze plany beda realizowane w ramach przyznanych juz i
przewidzianych do finansowania przez MRIRW dotacji na rzecz postgpu biologicznego -
transza na lata 2021-2027, w ktorych bede wykonawca (Zatacznik 4, poz. 9).

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke

Osiagniecia dydaktyczne

Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego i promotora
pomocniczeqo:

1. Promotor pomocniczy dr inz. Bogustawy Lugowskiej (obrona pracy doktorskiej maj 2018
r.) pt.: ,,Efektywnos¢ hodowli pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.) opartej na liniach
podwojonych haploidéw™.

2. Promotor pomocniczy dr inz. Angeliki Kiel (obrona pracy doktorskiej kwiecien 2019 r.)
pt.: ,,Identyfikacja markeréw molekularnych funkcjonalnych do genéw odpornosci na
choroby grzybowe pszenicy (Triticum aestivum L.) przydatnych do selekcji linii
podwojonych haploidéw otrzymanych na drodze androgenezy™.

Opracowanie programu przedmiotoéw 1 ich realizacja w jezyku angielskim:

- General Genetic - studia angloj¢zyczne dla studentéw programu Erasmus

- Molecular biology - studia anglojezyczne, stacjonarne II stopnia dla studentow specjalizacji
Seed Science and Technology, wydzial Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu (obecnie
Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii)
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- Application of Biotechnology in Plant Breeding - studia anglojezyczne, stacjonarne Il stopnia
dla studentow Biotechnology na wydziale Rolnictwa i Bioinzynierii (obecnie Rolnictwa,
Ogrodnictwa i Bioinzynierii)

- opracowanie programu przedmiotu Molecular Plant Breeding (Molekularna Hodowla Roslin)
Agronomy, studia Il stopnia — realizacja od 2021 r.

Opracowanie programu przedmiotdéw i ich realizacja w jezyku polskim:

- Genetyka - Biotechnologia studia stacjonarne | stopnia

- Embriologia roslin kwiatowych — Biotechnologia studia stacjonarne Il stopnia
- Genetyka - Rolnictwo studia stacjonarne i niestacjonarne | stopnia

- Agrobiotechnologia - Rolnictwo studia stacjonarne i niestacjonarne Il stopnia
- Genetyka molekularna — Rolnictwo studia stacjonarna Il stopnia

- Inzynieria genetyczna — Rolnictwo studia stacjonarne Il stopnia

- Genetyka i hodowla roslin — Ogrodnictwo studia stacjonarne | stopnia

Opieka naukowa nad studentami w toku specjalizacji

Promotorstwo prac dyplomowych magisterskich w j. angielskim:

1. Jie Siyuan 2015/16. Analysis of factors affecting the ability to spring wheat androgenesis.
2. Wenting Liang 2020/21. Effect of demethylation agents on microspore embryogenesis of
wheat (Triticum aestivum L.)

3. Byamungu Desire 2020/21. Effect of trichostatin A on the efficiency of microspore
embryogenesis in wheat.

Promotorstwo prac dyplomowych magisterskich w j. polskim:

1. Michat Springer 2009/10. Analiza morfologiczna i embriologiczna mutantow kwiatostanu
lucerny (Medicago sativa L.sl.) w aspekcie wigzania nasion.

2. Katarzyna Nijak 2010/11. Regeneracja roslin w kulturach pylnikowych pszenicy jarej
odpornej na fuzarium.

3. Marta Stefanska 2010/11. Analiza podobienstwa genetycznego form rodzicielskich Zyta i
pierwszego pokolenia mieszancowego przy zastosowaniu markerow RAPD-PCR.

4. Angelika Kiel2-12/13. Badanie zdolnosci do androgenezy genotypOw pszenicy jarej o
wypetnionym i pustym rdzeniu.

5. Karolina Dybalska 2013/14. Badanie efektywnosci otrzymywania ro$lin haploidalnych z
mieszancOw pszenicy ozime;.

6. Zuzanna Gogolewska 2013/14. Otrzymywanie linii podwojonych haploidow pszenicy
ozimej o podwyzszonej odpornosci na rdz¢ brunatng.

7. Adrian Babski 2013/14. Identyfikacja genu potkartowatosci Rht 1 u roznych form pszenicy
zwyczajnej.

8. Karpinska Martyna 2014/15. Identyfikacja genu Lr 19 warunkujacego odporno$¢ na rdze
brunatng w mieszancach pszenicy zwyczajnej.

9. Zawieja Agnieszka 2014/15. Badanie zdolnosci do androgenezy w kulturze pylnikowej
mieszancOw pszenicy zwyczajnej o podwyzszonej odpornosci na rdze brunatng.

10. Kamila Greczyn 2015/16. Ocena zdolnoéci do androgenezy mieszancoOw pszenicy jarej z
genem Lr19.

11. Rafal Nowak 2015/16. Wykorzystanie markerow genu Lr19 w hodowli pszenicy odpornej
na rdze¢ brunatna.
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12. Marika Napierala 2015/16. Badanie polimorfizmu DNA Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.) z zastosowaniem markeréw molekularnych.

13. Przemystaw Olejnik 2015/16. Analiza zdolno$ci do androgenezy w kulturach pylnikowych
potkartowatych mieszancoéw pszenicy.

14. Weronika Speier 2015/16. Badanie efektywnosci androgenezy mieszancOw pszenicy
zwyczajnej o podwyzszonej odpornosci na rdz¢ brunatna.

15. Karolina Nowacka 2017/18. Oddziatywanie epibrassinolidu na indukcj¢ androgenezy
pszenicy jarej.

16. Aleksandra Sobiech 2019/2020. Indukcja embriogenezy mikrospor w kulturach
pylnikowych pszenicy.

17. Marcin Wozniak 2020/21. Walidacja oraz identyfikacja marker6w molekularnych genow
wczesnosci 1 determinacji pedu w kolekcji odmian soi.

Promotorstwo prac dyplomowych inzynierskich:

1. Jedrzej Widrek 2010/11. Ocena mozliwosci wykorzystania mieszancow oddalonych zyta w
hodowli roslin.

2. Siwiak Btazej 2010/11. Wykorzystanie mutacji w hodowli lucerny.

3. Jedrzej Smentek 2011/12. Projekt wykorzystania markerow specyficznych do identyfikacji
genOw pszenicy. Praca inzynierska realizowana na kierunku Biotechnologia.

4. Adrian Babski 2012/13. Wykorzystanie linii podwojonych haploidow w hodowli pszenicy.
5. Anna Mackowiak 2013/14. Ocena mozliwosci wykorzystania markerow specyficznych w
hodowli pszenicy.

6. Aleksandra Mazur 2013/14. Ocena mozliwo$ci wykorzystania markerow molekularnych do
identyfikacji genéw odporno$ci na maczniaka prawdziwego pszenicy.

7. Dobrostawa Michalska 2013/14. Ocena mozliwosci wykorzystania markerow specyficznych
do identyfikacji genéw odpornos$ci na rdz¢ brunatng pszenicy.

8. Ewa Rafinska 2013/14. Projekt wykorzystania linii podwojonych haploidow w hodowli
pszenicy.

9. Nowak Rafat 2014/15. Analiza czynnikow wptywajacych na efektywnos$¢ otrzymywania
linii podwojonych haploiéw pszenicy (Triticum aestivum L.).

10. Napierata Marika 2014/15. Ocena mozliwosci wykorzystania metod 18.
biotechnologicznych w hodowli odpornosciowej pszenicy.

11. Nycz Patrycja 2014/15. Ocena mozliwosci wykorzystania markeréw specyficznych do
identyfikacji genow potkartowatosci u pszenicy.

12. Olga Jankowska 2015/16. Ocena mozliwosci introdukcji genéw odpornosci na rdze
brunatng do odmian uprawnych pszenicy zwyczajnej.

13. Katarzyna Kociszewska 2015/16. Projekt zastosowania metod biotechnologicznych w
hodowli odpornosciowej pszenicy.

14. Konrad Pakuta 2016/17. Projekt wykorzystania markerow molekularnych w selekcji
genotypow pszenicy o waznych cechach uzytkowych.

15. Karolina Nowacka 2016/17. Analiza mozliwos$ci wykorzystania genéw potkartowatosci w
hodowli pszenicy.

16. Dawid Karlinski 2016/17. Ocena mozliwosci hodowli i uprawy lucerny w Polsce.

17. Monika Marianska 2017/18. Projekt zastosowania markeré6w molekularnych w hodowli
rzepaku.

18. Magdalena Magaj 2017/18. Ocena mozliwosci wykorzystania nowych zwigzkow
aktywnych biologicznie w kulturach pylnikowych pszenicy.

19. Marcin Wozniak 2018/19. Projekt wykorzystania markerow molekularnych w hodowli
tworczej zyta.
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20. Aleksandra Noweiska 2018/19. Ocena zmiennosci genetycznej w liniach podwojonych
haploidow pszenicy.

21. Patrycja Lowicka 2018/19. Projekt wykorzystania podwojonych haploidow w hodowli
tworczej pszenicy.

22. Sylwia Hanyzewska 2019/20. Projekt wykorzystania linii podwojonych haploidéw w
hodowli pszenicy (Triticum aestivum L.)

23. Kamila Rogacka 2020/21. Identyfikacja uktadow allelicznych gendéw wczesnoSci i
determinacji pedu u soi.

24. Magadalena Bigos. 2020/21. Projekt zastosowania markeréw DNA w hodowli nowych
odmian rzepaku.

25. Michal Zielaskowski 2020/21. Ocena mozliwosci zwigkszenia zrdéznicowania
genetycznego roslin uprawnych na przyktadzie zyta (Secale cereale L.).

Recenzowanie prac dyplomowych magisterskich:

1. Nowaczyk Mateusz 2016/17. Identyfikacja genow odpornosci na porazenie przez grzyby
Oculimacula yallundae i O. acuformispowodujgce tamliwos¢ podstawy zdzbta w liniach
hodowlanych pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.).

2. Malwina Wegner 2017/18. Projekt wykorzystania zarodkowych kultur in vitro (embryo
rescue) w hodowli odpornosciowej rzepaku.

3. Stanistaw Gawronski — Otrzymywanie mieszancow Brassica o podwyzszonej odpornosci na
inwazje $mietki kapuscianej(Delia radiculum L.).

4. Agnieszka Taberska 2018/19. Przeniesienie odpornosci na kite kapusty z gatunkow
odpornych rodzaju Brassica do rzepaku (Brassica napus L.).

5. Izabela Solinska 2018/19. Poréwnanie metod otrzymywania haploidow u wybranych odmian
rzepaku z podwyzszong odpornoscia na suchg zgnilizne kapustnych.

6. Paulina Musiat 2018/19. Wplyw czynnikéw abiotycznych na indukcje embriogenezy
mikrospor u wybranych odmian rzepaku (Brassica napus L.).

Recenzowanie prac dyplomowych inzynierskich:

1. Aleksandra Piechota 2012/13. Ocena metod selekcji w hodowli odpornosciowej pszenicy
(Triticum aestivum ssp. aestivum).

2. Angelika Olesinska 2015/16. Analiza markeré6w molekularnych stuzacych do mapowania i
identyfikacji genow odpornosci na rdz¢ brunatng u pszenicy (Triticum aestivum ssp. vulgare).
3. Aleksandra Sommerfeld 2015/16. Znaczenie marker6w molekularnych w hodowli
odpornosciowej pszenicy (Triticum aestivum ssp. aestivum).

4. Krzysztof Wojtkowiak - Badanie podobienstwa genetycznego genotypow kukurydzy przy
uzyciu markerow RAPD w celu charakterystyki komponentéw rodzicielskich bedacych
zrédtami odpornos$ci na choroby grzybowe.

5. Bernadette Rynska 2016/17. Projekt otrzymania resyntetyzowanego rzepaku o podwyzszonej
odpornosci na kite kapusty (Plasmodiphora brassicae).

6. Martyna Kozanecka 2019/20. Identyfikacja genow wczesnosci kwitnienia dla wybranych
genotypow soi z wykorzystaniem markerow molekularnych.

7. Julia Spychata 2018/19. Wykorzystanie narzedzi molekularnych w hodowli rzepaku
odpornego na kit¢ kapusty (Plasmodiophora brassicae spp.).

8. Barbara Gorka 2018/10. Zastosowanie krzyzowania oddalonego oraz zarodkowych kultur in
vitro w celu zwigkszenia efektywnosci otrzymywania roslin mieszancowych z podwyzszong
odpornoscig na maczniaka rzekomego u rzepaku.

9. Aleksandra Sobiech 2018/19. Analiza zroznicowania genetycznego rzepaku (Brassica napus
L.) przy uzyciu markerow SSR.
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Inne osiagniecia dydaktyczne:

1. Nadzér merytoryczny 1 opieka nad studentami kierunku Biotechnologia podczas
czterotygodniowej praktyki studenckiej na studiach pierwszego stopnia (od 2012 r. do teraz -
praktyka odbywa si¢ kazdego roku w okresie wakacyjnym).

Osiagniecia popularyzujace nauke

Czynny udzial w organizacji i prowadzeniu wyktadéw i ¢éwiczen w ramach projektéw
Unijnych:

1. Projekt ,,Najlepsi z natury!” - Zintegrowany Program Rozwoju Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu” POWR.03.05.00-00-z228/17, wspoétfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej —
wyktadowca na studiach anglojezycznych.

2. Projekt ,,Przyroda od A do Z. Pozaszkolne zajecia edukacyjne w ramach Uniwersytetu
Mtodych Przyrodnikow”, POWR.03.01.00-00-U134/17, realizowany w ramach POWER, O$
Priorytetowa Il - Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju. Dziatanie 3.1 Kompetencje w
szkolnictwie wyzszym, na podstawie umowy nr UDAPOWR.03.01.00-00-U100/17-00
zawartej z Instytucjg Posredniczaca w dniu 14.08.2018r., wspotfinansowany ze srodkdéw Unii
Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego — wyktadowca na wyktadach i
¢wiczeniach dla dzieci ze szkot podstawowych.

3. Projekt ,,Europejska Noc Naukowcow” realizowany w ramach Programu Ramowego Unii
Europejskiej HORIZON 2020 — czynne uczestnictwo w zajgciach laboratoryjnych w edycjach:
EPICNIGHT 25 wrzesien 2015 r., EVERYDAYNIGHT 30 wrzesien 2016 r.,
EVERYDAYNIGHT 29 wrze$nia 2017 r., UNIGHTED 28 wrzesnia 2018 r. UNIGHTED 27
wrzesnia 2018 r.

Inne osiggniecia popularyzujace nauke

1. Udzial w XX, XXI i XXII Poznanskim Festiwalu Nauki i Sztuki — prowadzenie zajec
laboratoryjnych dla zwiedzajacych Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, w dniach: 23-26.04.
2017 r., 22-26.04. 2018 r., 8-11.04. 2019 r.

2. Udziat w organizacji tzw. ,,Wagaréw z Przyroda” na Wydziale Rolnictwa i1 BioinZynierii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz prowadzenie zaj¢¢ laboratoryjnych dla
mtodziezy licealnej w dniach 21.03.2017 r. oraz 21.03.2018 r.

3. Promowanie Uniwersytetu Przyrodniczego i Katedry Genetyki i Hodowli Roslin na
Migdzynarodowej Wystawie Agro Show w Bednarach ,,Dla rolnika dla natury” w 2013, 2014
12015.

Osiagniecia organizacyjne

Dziatalno$¢ organizacyjna na rzecz uczelni:

1. Pelnomocnik Dziekana ds. Praktyk na kierunku Biotechnologia, Wydzial Rolnictwa i
Bioinzynierii (obecnie Wydziat Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii) - funkcja sprawowana
nieprzerwanie od roku 2011 do teraz.

2. Czlonek rady wydziatu od 2015 do 2019 r.

3. Cztonek statych komisji wydziatowych - Komisja ds. Nagrod dla pracownikéw niebgdacych
nauczycielami akademickimi na Wydziale Rolnictwa i Bioinzynierii w latach 2012 — 2016.

2. Cztonek Zespotu ds. Jakosci Ksztatcenia na kierunku Rolnictwo, na Wydziale Rolnictwa i
Bioinzynierii 2012- 2016

3. Cztonek Komisji ds. Jakosci Ksztatcenia na kierunku Biotechnologia, na Wydziale
Rolnictwa i Bioinzynierii 2016 do teraz
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4. Czlonek ZNP na UP w Poznaniu od roku 2007. Reprezentowanie Zwigzkow Zawodowych
w pracach Komisji Oceniajgcej na Wydziale Lesnym w 2015 roku.

6. Wielokrotne uczestnictwo w pracach komisji konkursowej na stanowisku asystenta w roli
cztonka komisji.

7. Cztonek Rady Katedry Genetyki i Hodowli Roslin w latach: 2009 -2013, 2013-2017 oraz od
2017 (kadencja 2017-2021).

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

Otrzymane nagrody i wyroznienia:

1. Nagroda zespotowa III stopnia za dziatalno§¢ naukowa - 2017 rok.

2. Nagroda zespotowa II stopnia za dzialalno$¢ organizacyjng zwtaszcza w pracach komisji
wydziatowych, wdrazanie nowych regulacji w uczelni 2016 r.

3. Nagroda zespotowa Il stopnia za dzialalnos$¢ organizacyjng w 2018 r.

4. Nagroda zespotowa IIl stopnia za osiggniecia organizacyjne znaczaco wplywajace na
poprawe jakosci procesu dydaktycznego oraz prowadzonych badan naukowych w 2019 r.

Odbyte staze naukowe:

1. Staz zagraniczny w Centrum Genomiki Strukturalnej i Funkcjonalnej Instytutu Biologii
Eksperymentalnej Czeskiej Akademii Nauk w zespole badawczym dr hab. Alesa Pecinki
finansowany w ramach programu Ministra Nauki i Szkolnictwa, projekt nr 005/R1D/2018/19
»Wielkopolska Regionalna Inicjatywa Doskonatosci w obszarze nauk o zyciu Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu”. Tematyka stazu: badania genetyczne i epigenetyczne roslin
modelowych i uprawnych. Termin: 01-03.2020 r.

2. Staz naukowy w Zakladzie Botaniki Ogolnej na Wydziale Biologii UAM w Poznaniu pod
nadzorem merytorycznym prof. dr hab. Rafata Mola. Problematyka badawcza stazu: Badanie
przyczyn niskiej efektywnos$ci wigzania nasion u lucerny siewnej. Termin: 8.02.2016 -
30.09.2016 .

3. Staz naukowy ,,Bio-Tech Transfer. Staze 1 szkolenia biotechnologiczne w Inno-Gene S.A.”
finansowany w ramach projektu UE, Europejskiego Funduszu Spotecznego nr POKL.08.02.01-
30-006/11. Termin: 03-14.09.2012 r.

Odbyte szkolenia:

1. Szkolenie ,,Ochrona wiasno$ci intelektualnej w Polsce, UE i USA — krok po kroku do
uzyskania patentu.” Organizator — Akademia Morska w Szczecinie. Migdzyzdroje 29-
31.08.2011.

2. Szkolenie ,,Granty dla mtodych doktoréw”. Organizowany przez: Regionalny Punkt
Kontaktowy Programéw Ramowych Unii Europejskiej, Punkt Kontaktowy RP przy
Uniwersytecie Ekonomicznym w Poznaniu. 15.09.2011.

3. Warsztaty poswigcone automatyzacji procesu izolacji DNA/RNA z materiatu biologicznego
w oparciu o system TECAN/LGC Genomics. Organizowany przez TKBiotech. Poznan
27.06.2012.

4. Szkolenie ,,Jak skutecznie pisa¢ publikacje naukowe” Organizowane w ramach konferencji
Bioinnovation International Summit 2012 na Miedzyuczelnym Wydziale Biotechnologii UG-
GUMed w Gdansku. 21.10.2012.
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5. Szkolenie dotyczace korzystania z baz Scopus i ScienceDirect na platformie SciVerse w dniu
11.12.2012 roku w Bibliotece Glownej Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

6. Workshop on “Plant genomics resources and phenotypic data standardisation”. Organized
by transplant consortium on 27-28 June 2013.

7. Uczestnictwo w seminarium naukowym poswigconym tematyce: Odwrotna transkrypcja i
Real-Time PCR — technika, zrédia najczestszych probleméw i ich rozwigzania. Klonowanie
molekularne — optymalizacja techniki. Poznan, 24.04. 2015.

8. Uczestnictwo w seminarium naukowym poswigconym tematyce interferencji RNA oraz
techniki CRISPR/Cas9: Fundamentals of CRISPR-Cas9 Gene Editing. A comparison of RNAi
and gene editing. Considerations for a CRISPR-Cas9 experiment. Poznan, 1310.2016.

9. Szkolenie w dziedzinie pierwszej pomocy przedmedycznej organizowane przez Poznanskie
Centrum Ksztatcenia Zawodowego. Poznan, 2017.

10. Kurs "Analiza ekspresji genéw w pojedynczych komorkach" organizowany przez MBS —
Szkolenia, Konferencje, Ustugi Sp. z 0.0. w Warszawie, 14 — 15 czerwca 2019 r.

11. Kurs ,,Metylacja gendéw” organizowany przez MBS — Szkolenia, Konferencje, Ustugi Sp. z
0.0. w Warszawie, — Szkolenia, Konferencje, Ustugi Sp. z 0.0. w Warszawie (szkolenie odbyto
si¢ 13 — 14 grudnia 2019 r.

Zbiorcze zestawienie dorobku naukowego

Moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 41 oryginalnych prac twérczych w tym 26 w
jezyku kongresowym i 13 w czasopismach ze wspodtczynnikiem wplywu IF oraz 2
wspolautorstwa w monografii, a takze 49 streszczen i posterow prezentowanych na
konferencjach naukowych, w tym 5§ wygloszonych przeze mnie referatéw konferencyjnych.
Laczna suma uzyskanych punktéw zgodnie z punktacja czasopism MNiSW w roku wydania, z
uwzglednieniem osiggniecia naukowego, wynosi 1052 punkty, a sumaryczny IF moich
publikacji wedtug listy Journal Citation RePorts (JCR) w roku wydania wynosi 25,786.
Szczegbdtowe zestawienie zamieszczono w zalgczniku 4.
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(podpis wnioskodawcy)
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