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1. Imieinazwisko

AGNIESZKA KIELKOWSKA (panienskie Ciepichat)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Dyplom magistra inzyniera ogrodnictwa, specjalizacja genetyka i hodowla roslin, Akademia
Rolnicza im. Hugona Kottgtaja w Krakowie, Wydziat Ogrodniczy, 2002
Tytut pracy: Indukcja androgenezy u kapusty gtowiastej biatej (Brassica oleracea var.
capitata) z uzyciem technik in vitro pylnikéw i izolowanych mikrospor
Opiekun naukowy: prof. dr hab. Adela Adamus
Recenzent: prof. dr hab. Barbara Michalik

Dyplom doktora nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwa, specjalnos¢ naukowa: genetyka i
hodowla rodlin, Akademia Rolnicza im. Hugona Kottgtaja w Krakowie, Wydziat Ogrodniczy,
2007

Tytut rozprawy: Wykorzystanie indukowanej partenogenezy do otrzymywania

haploidéw marchwi (Daucus carota L.)

Promotor: prof. dr hab. Adela Adamus

Recenzenci: prof. dr hab. Katarzyna Niemirowicz-Szczytt

prof. dr hab. Barbara Michalik

Dyplom Studium Pedagogicznego dla nauczycieli akademickich, Politechnika Krakowska im.
Tadeusza Kosciuszki w Krakowie, Studium Pedagogiki i Psychologii, 2012

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2007-2009  asystent naukowo-dydaktyczny, Katedra Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa,
Akademia Rolnicza w Krakowie (od 2008 r. Uniwersytet Rolniczy w Krakowie)

2009-2010 adiunkt, Katedra Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa, Uniwersytet Rolniczy w
Krakowie

2010-2011 research associate, United States Department of Agriculture, Agriculture
Research Service Vegetable Crops Research Unit (USDA-ARS VCRU), Madison,
Wisconsin, USA

od 2011 adiunkt, Katedra Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa (od 2014 Zaktad Genetyki,
Hodowli Roslin i Nasiennictwa), Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

W latach 2014-2015 przebywatam na urlopach macierzynskim i rodzicielskim (tgcznie 12
miesiecy)



4. Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2018 r. poz. 1789):

a) tytut osiggniecia naukowego

Jednotematyczny cykl publikacji pt.: Stymulacja aktywnosci mitotycznej oraz regeneracji
roslin w kulturach protoplastow kapusty glowiastej (Brassica oleracea L.)

b) publikacje wchodzace w zakres osiggniecia naukowego:

1. Kietkowska A., Adamus A., 2012. An alginate-layer technique for culture of Brassica
oleracea L. protoplasts. In Vitro Cellular & Developmental Biology — Plant 48: 265-273
(IF2012: 1,139"%; punkty MNiSW,0;,: 20%, udziat wtasny 80%)

2. Kietkowska A., Adamus A., 2014. Embedding in filter sterilized alginate enhances
Brassica oleracea L. protoplast culture. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica 56/2:
20-26

(IF2014: 0,730; punkty MNiSW,014: 20, udziat wiasny 80%)

3. Kietkowska A., Adamus A., 2017. Early studies on the effect of peptide growth factor
phytosulfokine-a on Brassica oleracea var. capitata L. protoplasts. Acta Societatis
Botanicorum Poloniae 86(3):3558, https://doi.org/10.5586/asbp.3558

(IF2017: 0,876; punkty MNiSW 013 5016: 25, udziat wiasny 80%)

4. Kietkowska A., Adamus A., 2018. Peptide growth factor phytosulfokine-a stimulates cell
divisions and enhances regeneration from B. oleracea var. capitata L. protoplast culture.
Journal of Plant Growth Regulation https://doi.org/10.1007/s00344-018-9903-y

(IF2017, 5-1etni 2,333; punkty MNiSWa0;3.5016: 35, udziat wtasny 80%)°

! Liczbe punktéw za publikacje podano wg roku opublikowania na podstawie wykazu czasopism
naukowych MINiISW; w przypadku braku danych (lata 2017 i 2018) podano liczbe punktow wg listy
MNISW ‘Ujednolicony wykaz czasopism naukowych za lata 2013-2016’ z dnia 26 stycznia 2017 r.

% Impact Factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) podano zgodnie z rokiem ukazania sie
pracy; w przypadku braku danych (2018 r.) podano aktualny sumaryczny 5 — letni Impact Factor (IF)
dla czasopisma

? praca w wersji on-line ukazata sie na stronie wydawcy 28.12.2019 ale nie jest jeszcze widoczna w
bazie Web of Science, niemniej jednak czasopismo jest uwzglednione w JCR (stan na 2 kwietnia 2019)

Suma punktow MNiSW: 100
Sumaryczny IF = 5,078

* Oswiadczenie wspotautorki powyzszych prac okreslajgce indywidualny wktad w powstanie
w/w publikacji stanowi zatgcznik 7 do niniejszego wniosku.
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https://doi.org/10.5586/asbp.3558
https://doi.org/10.1007/s00344-018-9903-y

c) omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Kapusta gtowiasta (Brassica oleracea L. var. capitata) nalezy do rodziny kapustowatych
(Brassicaceae) i jest jednym z najwazniejszych warzyw uprawianych zaréwno w Polsce jak i
na Swiecie. Polska znajduje sie w pierwszej dziesigtce najwiekszych producentéw kapusty, a
na czele listy plasujg sie Chiny, Indie i Rosja (FAO Stat 2017). Kapusta gtowiasta jest
gatunkiem wysoce zréznicowanym pod wzgledem budowy morfologicznej i obejmuje wiele
cenionych przez konsumentéw warzyw takich jak brokut, brukselka, jarmuz, kalafior czy
kalarepa. Kapusta gtowiasta odgrywa istotng role w diecie cztowieka ze wzgledu na
bogactwo witamin (A, B i C), wysokg zawartos¢ zwigzkéw mineralnych, glukozynolanéw,
kwasoéw organicznych czy btonnika pokarmowego. Jest stosowana réwniez w fitoterapii m.in.
przy leczeniu standw zapalnych i niezytu przewodu pokarmowego, bélach reumatycznych
miesni i stawdw (Ortowski 2000).

Konwencjonalne metody hodowli gatunkéw z rodzaju Brassica przyczynity sie do
poprawy zardwno plonu jak i jego jakosci, jednakze problemem pozostaje poprawa cech
zwigzanych z odpornoscig na choroby (szczegdlnie kite kapusty) i szkodniki, jak i introdukcja
cech przenoszonych cytoplazmatycznie (np. cytoplazmatyczna meska sterylnos¢, CMS).
Przyczyn takiego stanu upatruje sie gtdwnie w zawezonej puli genowej gatunku,
skomplikowanym schemacie dziedziczenia (cechy wielogenowe, serie alleli) lub problemami
zwigzanymi z transferem cech (np. bariery krzyzowalnicze) (Radchuk i in. 2002). Rozwdj
metod biotechnologicznych, znajdujacych zastosowanie w hodowli roslin, stwarza nowe
mozliwosci rozwigzania tych problemoéw. Do takich mozna zaliczy¢ techniki stosowane w
kulturach in vitro, z ktérych przydatng w przypadku transferu gendéw, jest fuzja protoplastéow
i uzyskanie somatycznych mieszancéw.

Protoplasty roslinne to pozbawione sSciany komdrkowej zywe komérki otoczone btong
komdrkowg - plazmolemma (Fehér i Dudits 1994). W wyniku usuniecia sciany komédrkowej,
komorki tracg swoj pierwotny ksztatt stajgc sie sferycznymi  jednokomodrkowymi
eksplantatami (Navratilova 2004). W wyniku indukowanej fuzji protoplastéw istnieje
mozliwos¢ uzyskania komdrek hybrydowych taczacych w sobie cechy wazne dla hodowli
odpornosciowej czy heterozyjnej. Zregenerowane z takich protoplastow rosliny mogg
stanowi¢ cenny materiat wyjsciowy do dalszych badan nad zwiekszaniem biordznorodnosci.
W kontekscie aplikacyjnym, zastosowanie technologii opartych na wykorzystaniu
protoplastéw musi byé poprzedzone opracowaniem wydajnej metodyki obejmujacej
zaréwno etap izolacji protoplastéw, prowadzenia kultury jak i regeneracji roslin. Pomimo iz
w literaturze Swiatowej dostepne s3g liczne protokoty izolacji i prowadzenia kultur
protoplastéw, to dla wielu gatunkéw roslin uprawnych wydajnos¢ regeneracji wcigz jest
problematyczna (Davey i in. 2010, Eeckahut i in. 2013).

Badania nad kulturami protoplastéw roslin z rodzaju Brassica rozpoczety sie w latach
80-tych ubiegtego wieku i dotyczyty gtéwnie gatunku o najwiekszym ekonomicznym



znaczeniu, a mianowicie rzepaku. Badania prowadzono w kierunku optymalizacji metodyki
izolacji protoplastow oraz prowadzenia fuzji w celu uzyskiwania mieszancéw somatycznych
rzepaku z réznymi przedstawicielami gatunku jak i dzikimi krewnymi (Yarrow i in. 1990,
Heath i Earle 1997, Yamagishi i in. 2002). Metodyka izolacji protoplastow opracowana dla
rzepaku znalazta tylko czesciowe zastosowanie dla innych gatunkéw z rodzaju Brassica
(Glimelius 1984), co stato sie przyczyng do opracowywania protokétow dedykowanych
konkretnym gatunkom z tego rodzaju. Badania takie prowadzono réwniez dla kapusty
gfowiastej. Opracowane metodyki umozliwiaty wydajng izolacje protoplastow i
przeprowadzenie fuzji. Znane sg przypadki transferu gendw odpornosci do kapusty
gtowiastej np. na alternarioze z gorczycy biatej (Hansen i Earle 1997) czy tasznika pospolitego
(Sigareva i Earle 1999), odpornosci na Xanthomonas campestris z rzepaku (Hansen i Earle
1995), czy odpornosci na Ervinia carotovora z rzepy (Ren i in. 2000). Istniejg réwniez
doniesienia na temat transferu CMS typu Ogura z kalafiora do kapusty (Walters i in. 1992).
Jednakze praktyczne rezultaty uzyskano dla wyselekcjonowanych materiatéw o wysokim
potencjale regeneracyjnym tzw. ‘high responsive genotypes’ (Jourdan i Earle 1989, Sigareva i
Earle 1997, Sigareva i Earle 1999, Holme i in. 2004). W wielu przypadkach, pomimo wysitkdw
roznych zespotdw badawczych z catego $wiata potencjat do regeneracji z kultur
protoplastéw u badanych obiektow kapusty gtowiastej byt niewystarczajacy, co skutkowato
brakiem uzyskania roslin (Glimelius 1984, Zhao i in. 1995, Hansen i in. 1999, Kirti i in. 2001).
Gtéwnych przyczyn takiego stanu upatruje sie w czynniku genotypowym. Badania
genetycznych podstaw regeneracji u kapusty gtowiastej wskazaty na ilosciowe dziedziczenie
tej cechy (Holme i in. 2004), co znacznie utrudnia jej transfer drogg generatywnga do innych
materiatéw i tym samym jej rozpowszechnienie.

Z teorii wiadomo, ze protoplasty roslinne s3 totipotentne, co oznacza, ze posiadaja
zdolnos¢ do odrdznicowania sie (dedyferencjacji), ponownego wejscia w cykl komodrkowy i
przejscia przez kolejne podziaty mitotyczne a w koricu do regeneracji catej rosliny (Eeckhaut i
in. 2013). Odrdéznicowanie komorki zachodzi w specyficznym $rodowisku, ktdre okreslane
jest mianem warunkoéw kultury. Warunki kultury w kontekscie protoplastow obejmujg m.in.
takie czynniki jak: procedura izolacji (plazmoliza, maceracja enzymatyczna), osmotikum
uzytych roztwordéw, sktad medium do hodowli, sposdb prowadzenia kultury, sSwiatfo
(natezenie, barwa, dtugos¢ ekspozycji) czy temperatura. Warunki prowadzenia kultur
protoplastéw nie sg uniwersalne i wykazujg duzg specyficznos¢ w odniesieniu do gatunku a
nawet typu eksplantatu (Davey i in. 2010, Malepszy i Burza 2010). Owe warunki kultury sg
czynnikiem inicjujgcym zmiane pierwotnej determinacji komoérek. Proces rozpoczyna sie od
dekondensacji chromatyny, co skutkuje zmiang wzorca ekspresji gendw oraz inicjuje
aktywacje gendw, ktére kodujg biatka zwigzane z procesami rdéznicowania i totipotencji np.
czynniki transkrypcyjne NAC (Avivi i in. 2004), biatka odgrywajgce role w regulacji cyklu
komodrkowego, czy sygnalizacji hormonalnej (Zhao i in. 2001). Ekspresji ulegajg réwniez geny
inicjujgce odbudowe Sciany komdrkowej, co jest warunkiem koniecznym do wtaczenia sie
komoérki w ponowny cykl podziatéw mitotycznych. Efektem kolejnych mitoz sg komarki
potomne, ktére z czasem realizujg rézne modele cytodyferencjacji, co prowadzi do indukgcji



organdw czy zarodkdéw somatycznych. Majac na uwadze fakt, ze efekt genotypu jest
szczegblnie silny, kiedy regeneracja zwigzana jest ze zmiang pierwotnej determinacji
rozwojowej, co ma miejsce w kulturach protoplastéw, istotnym dziataniem jest poprawa
warunkéw kultury zmierzajaca do intensyfikacji aktywnosci mitotycznej protoplastéw, a co
za tym idzie rowniez regeneracji roslin.

Cel badan
Gtéwnym celem cyklu publikacji stanowigcych tres¢ niniejszego osiggniecia naukowego

byta stymulacja aktywnosci mitotycznej oraz regeneracji roslin z kultur protoplastéw u
kapusty gtowiastej. W doswiadczeniach wykorzystano zréznicowany materiat roslinny
obejmujacy odmiany populacyjne, mieszanicowe jak réwniez linie hodowlane. Protoplasty
izolowano zaréwno z hipokotyli siewek jak i z lisci mtodych roslin.

Realizacja zatozonego celu obejmowata:

- opracowanie efektywnego systemu prowadzenia kultury i regeneracji roslin z protoplastow
- analize wptywu immobilizacji na aktywnos¢ mitotyczng protoplastow

- analize wptywu fitosulfokiny na resynteze $ciany komdrkowej, aktywnos$¢ mitotyczng
protoplastéw oraz na proces regeneracji roslin

Omdwienie otrzymanych wynikow

Moje zainteresowanie kulturami protoplastow jest efektem odpowiedzi na
zapotrzebowanie ze strony polskich firm hodowlanych, poszukujgcych skutecznych metod
poszerzenia zmiennosci w swoich materiatach wyjsciowych kapusty gtowiastej. Efektem
wspolnych wysitkdw byt projekt finansowany przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi
(MRiIRW) w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego hodowli w
produkcji roslinnej (zat. 5, poz. II-I 10), w ktérym bytam gtéwnym wykonawca zadania
badawczego dotyczgcego kultur protoplastow. Prace wchodzgce w sktad niniejszego
osiggniecia naukowego w duzej mierze sg efektem dziatan podjetych w ramach
wymienionego projektu. Prace rozpoczeto od wykorzystania standardowych metod izolacji i
prowadzenia kultur protoplastow dla rodzaju Brassica opracowanych przez Pelletier i in.
(1983) oraz Glimelius (1984). Do izolacji, wykorzystano materiat prowadzony w warunkach
kultur in vitro, co zmniejszato ryzyko zakazen. Obie metodyki opierajg sie na najprostszym
systemie prowadzenia kultur protoplastow, gdzie zawiesine po izolacji umieszcza sie w
ptynnej pozywce na szlace Petriego. Prowadzenie kultury tym sposobem powodowato
jednak silng agregacje komérek. Ponadto powstajgce agregaty miaty sktonnos¢ do opadania
na dno szalki, co wigzato sie z niskg aktywnosciag mitotyczng komérek (dane
niepublikowane). Agregacja komoérek jest zjawiskiem obserwowanym w kulturach
protoplastéw innych gatunkéw, a skutkiem tego zjawiska jest gorsze natlenienie, wieksze
narazenie na toksyczne produkty przemiany materii a w efekcie zamieranie kultury (Davey i
in. 2005). Dodatkowo metodyka zaproponowana przez Pelletier i in. (1983) opierata sie na
czestej zmianie pozywki do kultury (czterokrotnie w trakcie fazy ptynnej). To postepowanie
skutkowato zakazeniami i koniecznoscig eliminacji kultur (dane niepublikowane). W zwigzku



z tym podjeto prace zmierzajgce do opracowania efektywnego systemu prowadzenia kultury
i regeneracji roslin z protoplastéw oraz po raz pierwszy u kapusty gtowiastej, wykonano
analize wptywu immobilizacji na aktywnos¢ mitotyczng protoplastéw (publikacje 1 2).

Badania przeprowadzono na 10 zréinicowanych obiektach kapusty gtowiastej
obejmujgcych odmiany populacyjne, mieszaricowe oraz linie podwojonych haploidéw
(publikacja 1). Protoplasty lisciowe izolowano z roslin wyprowadzonych z nasion, natomiast
protoplasty hipokotylowe izolowano z etiolowanych siewek. W badaniach dokonano
modyfikacji procedur izolacji proponowanych w pracach Pelletier i in. (1983) oraz Glimelius
(1984). Modyfikacje polegaty na uproszczeniu sktadu roztworu do plazmolizy (sam mannitol,
bez dodatkéw), zmianie sktadu mieszaniny enzymatycznej, uproszczeniu metodyki - 4 krotng
wymiane na pozywki o réznym sktadzie (Pelletier i in. 1983) zamieniono na jednokrotnag
wymiane pozywki oraz zastosowaniu immobilizacji w alginianie jako sposobu prowadzenia
kultury. W skrdcie, protoplasty izolowano poprzez plazmolizowanie pofragmentowane;j
tkanki a nastepnie poddaniu jej catonocnej maceracji w trzech mieszaninach
enzymatycznych réznigcych sie typem (celulaza, macerozym, driselaza, pektoliaza) i
stezeniem (0,1 - 1,0%) enzymow. Mieszanine po maceracji oczyszczano poprzez wirowanie w
gradiencie gestosci. W efekcie zastosowania takiej procedury uzyskano stosunkowo wysoki
plon protoplastow zaréwno z lisci (1,4 - 3,2 x 10° z g Swiezej masy) jak i hipokotyli (0,6 - 0,8 x
10° z g Swiezej masy). Otrzymany plon protoplastéw byt wystarczajgcy do zatozenia kultury i
nie odbiegat od wartosci cytowanych w literaturze (Klimaszewska i Keller 1987, Chikkala
2009). Przeprowadzone badania wykazaty istotny wptyw mieszaniny enzymatycznej na plon
protoplastéw. Mieszanina zawierajgca drizelaze rekomendowana przez Robertson i Earle
(1986) okazata sie by¢ najmniej wydajna. Podwyzszenie stezenia celulazy z 0,2% (Pelletier i
in. 1983) do 1% zastosowane w niniejszym protokole réwniez miato korzystny wptyw na
wydajnos¢ izolacji. Wyizolowane protoplasty poddano immobilizacji w alginianie sodu.

Immobilizacja, czyli unieruchomienie w Zelowej matrycy zapewnia mechaniczne
wsparcie pozbawionym S$ciany komdrkowej protoplastom oraz zapobiega ich agregacji, co
ma miejsce w kulturach ptynnych (Pati i in. 2005), jak rowniez wptywa korzystnie na podziaty
komérkowe (Niedz 1993). Immobilizacje mozna prowadzi¢ w zelach utwardzanych
termicznie (po schtodzeniu, np. agar, agaroza) lub na zasadzie wymiany jonowej (alginiany).
Zele utwardzane termicznie sg szeroko uzywane w kulturach tkankowych roélin, niemniej
jednak ich wykorzystanie do immobilizacji jest obarczone ryzykiem. Ze wzgledu na wysoka
temperature zelowania agaru (35 - 39°C) komérki podczas immobilizacji miesza sie z agarem
o temperaturze okofo 40°C. Dodatkowo wykazano, ze niewfasciwie oczyszczony agar moze
by¢ toksyczny, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku niechronionych sciang komdrkowa
protoplastéw (Shillito i in. 1983). Wykorzystanie agarozy pozwala na obnizenie temperatury
podczas immobilizacji do 32°C, co jednak ciggle pocigga za sobg duze ryzyko szoku
termicznego dla komodrek poddanych tym procedurom (Hunter 1994).

Alginiany to polisacharydowe kopolimery zbudowane z reszt kwasu pB-D-
mannuronowego (bloki M) i a-L-guluronowego (bloki G), ktérych proces sieciowania jest
indukowany dwuwartosciowymi kationami (np. Ca?). Niezalezny od temperatury proces



polimeryzacji alginianiu oraz jego nietoksycznos¢ sprawia, ze jest popularnym medium
wykorzystywanym np. do kapsutkowania podczas krioprezerwacji, przy tworzeniu sztucznych
nasion, czy do unieruchamiania komérek w bioreaktorach (Patel i in. 2000). Dodatkowym
atutem jest to, ze zel alginianowy fatwo rozpuszcza sie pod wptywem srodkéw chelatujacych
(np. cytrynian), co utatwia procedure uwolnienia regenerujgcej tkanki (Fehér i Dudits 1994).
Proces immobilizacji w alginianie zazwyczaj przeprowadza sie poprzez zmieszanie zawiesiny
protoplastéw z rozpuszczonym w wodzie polimerem, a nastepnie, w obecnosci srodkow
sieciujgcych - kationdw dochodzi do jego polimeryzacji, a przez to unieruchomienia komérek
(Thu i in. 1996). W trakcie procesu mozna formowac krople lub réznej grubosci warstwy,
ktore nastepnie umieszcza sie w medium hodowlanym a otwarta struktura poréw Zzeli
alginianowych zapewnia swobodng dyfuzje czgsteczek z pozywki (Fehér i Dudits 1994).

W prezentowanych badaniach zastosowano procedure immobilizacji opisang przez
Damm i Wilmitzer (1988), gdzie roztwdr alginianu poddano sterylizacji w autoklawie, z
modyfikacjg Grzebelus i in. (2012) dotyczacg sposobu formowania btonek alginianowych.
Zawiesine protoplastow o okreslonej gestosci zmieszano z roztworem alginianu sodu.
Nastepnie otrzymany mix nakrapiano na pozywke wapniowo-agarowg. Aby otrzymac cienkie
btonki zawiesine rozprowadzano kolistymi ruchami na powierzchni pozywki, a nastepnie
pozostawiano przez godzine w temperaturze pokojowej w celu polimeryzacji. Uformowane
btonki z unieruchomionymi protoplastami umieszczano w szalkach z pozywka. Zastosowano
dwie pozywki do kultury bazujgce na przepisie Kao i Michayluk (1975): pozywke
standardowg do kultur protoplastéw 8p (Glimelius 1984) wzbogacong o 2,4-D, NAA oraz BAP
oraz niestosowang dotychczas dla kapusty pozywke CPP (Dirks i in. 1996) zawierajgcg 2,4-D i
zeatyne. Kulture prowadzono w ciemnosci. Nastepnie wykonano ocene zywotnos$ci komaorek.
Do oceny zywotnosci wykorzystuje sie barwniki pozwalajgce na odrdznienie komodrek
martwych lub z uszkodzong btong komérkowg od nieuszkodzonych i zywotnych (Eeckhaut i
in. 2013). W prezentowanych doswiadczeniach zywotno$¢ komérek oceniano przy pomocy
przyzyciowego fluorochromu - dioctanu fluoresceiny (FDA). Zywe, metabolizujgce
protoplasty zawierajg enzymy - esterazy zlokalizowane w btonie komdrkowej, ktdre odcinajg
grupy octanowe z czgsteczek FDA, uwalniajgc fluoresceine. Po wzbudzeniu fluorochromu
$wiattem UV, zywe protoplasty cechowata zielona fluorescencja. Zywotno$¢ monitorowano
w trzech przedziatach czasu t.j w dniu zatozenia kultury, oraz po 24 i 48 godzinach kultury.
Ogétem zywotnosé komdrek w dniu izolacji byta wysoka i wynosita od 85 do 90% w
zaleznosci od obiektu, natomiast w kolejnych dobach ulegta obnizeniu. Spadek zywotnosci
protoplastéw w pierwszych dniach kultury jest zjawiskiem powszechnym, spowodowanym
gtéwnie stresem zwigzanym z procesem izolacji oraz zaktadaniem kultury (Davey i in. 2005).

W prawidtowo prowadzonej kulturze, zazwyczaj po kilku dniach dochodzi do indukcji
podziatéw, tworzg sie agregaty kilku-, nastepnie kilkunastokomodrkowe. Wskaznik wydajnosci
kultury okresla procentowy udziat komaérek dzielgcych sie do ich ogdlnej liczby. W niniejszych
doswiadczeniach po zastosowaniu immobilizacji komdrek w alginianie pierwszy podziat
obserwowano w 3 i 4 dobie kultury. Byty to wyniki zgodne z obserwacjami innych badaczy
prowadzgcych kultury systemie pozywek ptynnych (Robertson i Earle 1986, Kaur i in. 2006),



co sugeruje, ze immobilizacja w alginianie nie zaburzata procesu witaczenia sie protoplastow
kapusty w cykl podziatéw mitotycznych. Badania wykazaty, ze zastosowanie pozywki CPP
zawierajacej nizsze stezenie 2,4-D (0,1 mg/l) w poréwnaniu ze standardowg pozywka 8p (1,0
mg/l), wptyneto korzystnie na aktywnos$¢ mitotyczng komédrek. Prezentowane w literaturze
doniesienia dotyczgce aktywnosci mitotycznej protoplastéw kapusty gtowiastej wskazujg ze
waha sie ona w systemie kultur ptynnych od 0 do okoto 30% w zaleznosci od obiektu
(Glimelius 1984, Zhao i in. 1995, Chen i in. 2004). Zastosowany w prezentowanych badaniach
system kultur immobilizowanych w alginianie pozwolit na indukcje podziatéw u wszystkich
badanych obiektéw, co jest wynikiem wartym podkreslenia, biorgc pod uwage
zrdéznicowanie genetyczne uzytych materiatdw. Ogoétem wyiszym wspodtczynnikiem
podziatéw (7-30%) charakteryzowaty sie odmiany mieszaricowe, a kolejno odmiany
populacyjne (8-14%), oraz linie DH (1-6%).

Regeneracja w warunkach in vitro moze przebiega¢ za posrednictwem dwéch sciezek
rozwojowych: embriogenezy somatycznej lub organogenezy (Orczyk 2009). Somatyczna
embriogeneza nie byta notowana w kulturach protoplastéw kapusty gtowiastej, natomiast,
obserwowano jg w kulturach protoplastéw B. nigra, B. juncea czy B. napus (Klimaszewska i
Keller 1986, Kirti i in. 1988, Pua 1990). W przypadku organogenezy powstaje struktura
jednobiegunowa, z ktorej rozwija sie ped lub korzenie. Zaréwno organogeneza jak i
somatyczna embriogeneza mogg zachodzié¢ bezposrednio na eksplantacie lub tez przebiegac
posrednio przez faze kalusa. W kulturach protoplastéw rozwdj roslin zachodzi najczesciej
posrednio poprzez rozwdj kalusa (Fehér i Dudits 1994, Orczyk 2009). W prezentowanych
doswiadczeniach niezaburzone podziaty komérkowe skutkowaty powstaniem mikrokalusa,
ktéory po uwolnieniu z btonki alginianowej zostat przeniesiony na state pozywki
regeneracyjne. Regeneracje uzyskano u sze$ciu z dziesieciu badanych obiektow. Nie
uzyskano roslin z kultur protoplastéw linii DH oraz jednej odmiany populacyjnej. Stan taki byt
konsekwencjg niskiej aktywnosci mitotycznej komorek tych obiektédw, ktdra nie przekraczata
8%.

Badania przedstawione w publikacji 2 sg kontynuacjg tematyki opisanej powyiszej i
zostaty podjete, jako efekt analizy danych literaturowych odnosnie zmian wtasciwosci fizyko-
chemicznych alginiandw pod wptywem wysokiej temperatury. Badania wykazaty, ze dziatanie
na roztwér wodny alginianu sodu temperaturg powyzej 100°C i ci$nieniem rzedu 0,7-0,8 Pa
powodowato jego zwiekszong depolimeryzacje oraz wptywato na jego lepkosé. Z kolei
zmiany w lepkosci zelu wptywaty na rozwdj immobilizowanej w nim biomasy Penicilium
chrysogenum (Leo i in. 1990). Pdzniejsze badania wykazaty, ze zmiany w lepkosci zelu pod
wptywem wysokiej temperatury w potgczeniu z cisnieniem, powodowane s3 przez
naruszenie rownowagi pomiedzy resztami kwasu B-D-mannuronowego (bloki M) i a-L-
guluronowego (bloki G) wchodzgcych w sktad tego kopolimeru. Wysoka zawarto$é blokow G
w alginianie wptywa na jego stabilnos¢ mechaniczng, natomiast wysoka temperatura
podczas autoklawowania powoduje 50-60% spadek zawartosci blokéw G w strukturze tego
kopolimeru. Jako alternatywe do autoklawowania autorzy wskazywali mechaniczng filtracje
alginianu, gdyz ta nie zaburzata jego réwnowagi strukturalnej (Wong i in. 2001). W



publikacjach dotyczgcych wykorzystania alginianéw do immobilizacji protoplastéw w wielu
przypadkach metoda jego sterylizacji nie byta podana (Linsefors i Brodelius 1985, Damm i
Willmitzer 1988, Dirks i in. 1996). W pozostatych badaniach najczestszym sposobem
sterylizacji byto autoklawowanie (Niedz 1993, Hall i in. 1993) i tylko w nielicznych
przypadkach alginian byt poddany filtrowaniu (Draget i in. 1988; Dovzhenko i in. 2003).
Wyniki te bazujg na réznych gatunkach, metodach izolacji i sposobach prowadzenia kultury,
w zwigzku z czym ich pordéwnanie jest trudne. Badania prezentowane w publikacji 2
dotyczyly poréwnania wptywu sposobu sterylizacji alginianu sodu (autoklawowanie lub
filtrowanie) na rozwdj protoplastéw kapusty. Do badan uzyto trzech obiektow kapusty
gtowiastej. Protoplasty izolowano zaréwno z lisci jak hipokotyli. Izolacje protoplastow
prowadzono zgodnie z metodyka opisang w publikacji 1. Alginian poddany autoklawowaniu
byt metny, natomiast filtracja spowodowata otrzymanie klarownego transparentnego
roztworu. Obydwie formy alginianu polimeryzowaty na pozywkach wapniowo-agarowych
umozliwiajgc zatozenie kultury i prowadzenie obserwacji. Filtracja alginianu wptyneta
pozytywnie na zywotnos$¢ protoplastéw a takie na aktywnos¢ mitotyczng komodrek
otrzymanych z protoplastéw. Obserwowano istotny wzrost liczby dzielgcych sie komérek
immobilizowanych w alginianie filtrowanym (13-36%) w porédwnaniu do alginianu
autoklawowanego (2-26%) u wszystkich badanych obiektéw. Uzyskane wyniki sg zgodne z
wynikami Mackowskiej i in. (2014), ktérzy po zastosowaniu alginianu filtrowanego
obserwowali ponad 10% wiecej agregatéw komodrkowych w porédwnaniu do kultur
immobilizowanych w alginianie autoklawowanym. Jednak ci autorzy zwracali réwniez uwage
na duzy wptyw genotypu (réine obiekty rodzaju Daucus) na uzyskane wyniki. W
prezentowanej pracy wszystkie badane genotypy kapusty zareagowaty podobnie, co
wskazuje jednoznacznie na korzystne dziatanie alginianu filtrowanego na kultury
protoplastéw kapusty. Opisana modyfikacja metodyki okazata sie réwniez korzystna z innych
wzgledéw, a mianowicie byta bardzo tatwa w wykonaniu i nie wydtuzata procedury,
formowane btonki filtrowanego alginianu byty transparentne, co ufatwiato znacznie
obserwacje mikroskopowe kultury oraz umozliwiato jednoznaczng i szybkg identyfikacje
zakazen.

Kultury izolowanych protoplastéw prowadzi sie na specjalnie przygotowanych
pozywkach, ktérych zadaniem jest dostarczenie niezbednych do zycia substancji oraz
zapewnienie odpowiednich warunkéw fizyko-chemicznych dla wzrostu i rozwoju komorek.
Optymalny sktad pozywki jest specyficzny dla kazdego gatunku roslin, niemniej jednak w celu
indukcji proliferacji komodrek zawsze pozywki te sg suplementowane regulatorami wzrostu,
sposrod ktorych szczegdlne znaczenie odgrywajg auksyny i cytokininy. Istnieje réwniez
szereg doniesien o suplementowaniu pozywek do kultur protoplastéw innymi zwigzkami np.
glutationem, kwasem askorbinowym czy polivinylopyrrolidonem fagodzgcymi stres
oksydacyjny wywotany procedurg izolacji (Kennedy i in. 2004, Parkash i in. 1997),
hemoglobing lub perfluorodekaling poprawiajgcymi natlenienie kultury (Anthony i in. 1994,
Power et al. 2003), brassinosteriodami (Nakajima i in. 1996) czy egzogennymi poliaminami
(Majewska-Sawka i in. 1997) stymulujgcymi podziaty komdérkowe. Badania prowadzone nad
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zawiesinami komodrek mezofilu Asparagus officinalis (Matsubayashi i Sakagami 1996)
wykazaty, ze czynnikiem mitogennym moga by¢ réwniez biatkowe czgsteczki sygnatowe —
fitosulfokiny (PSK). Zidentyfikowano dwa typy tych oligopeptyddw: fitosulfokine-a (PSK-a i
fitosulfokine-B (PSK- B), przy czym PSK-a charakteryzuje sie wyzszg aktywnoscig biologiczna.
Egzogenny PSK-a dodawany do pozywki w niskich stezeniach (107Mm) wptywat na
odréznicowanie komorek mezofilu w wigzki naczyniowe w kulturze zawiesinowej
(Matsubayashi i in. 1999), stymulowat somatyczng embriogeneze (lgasaki i in. 2003) oraz
embriogeneze mikrospor (Asif i in. 2014). Odnotowano réwniez pozytywny wptyw tego
oligopeptydu na kultury protoplastéw u ryzu (Matsubayashi et al. 1997), buraka (Grzebelus i
in. 2012) czy marchwi (Mackowska i in. 2014).

W zwigzku z faktem, ze w trakcie badan nad kulturami protoplastéw obiekty kapusty
gtowiastej bedace nosnikami pozadanych cech (odpornosci, CMS), pomimo zastosowanych
modyfikacji (publikacja 1 i 2), charakteryzowaty sie stosunkowo niskim odsetkiem podziatow,
zaplanowano wstepne doswiadczenie, aby zbada¢ wptyw tego oligopeptydu na kultury
protoplastéw u tego gatunku (publikacja 3). Badania takie nie byty dotychczas prowadzone u
kapusty glowiastej, ani u zadnego innego przedstawiciela rodzaju Brassica. W celu
sprawdzenia uniwersalnosci dziatania PSK-a do badan wytypowano siedem obiektow, z
czego dwa (Badger Shipper i Oregon 123), jak wykazaty wczesniejsze niepublikowane
badania, to genotypy oporne na kultury protoplastéw. Protoplasty izolowano zaréwno z
hipokotyli jak i lisci. 1zolacje i kulture prowadzono wedtug ustalonej wcze$niej metodyki
(publikacje 1 i 2), pozywke do kultury wzbogacono w 0,1 uM PSK-a. Oligopeptyd byt obecny
w pozywce przez caty okres kultury ptynnej (ok. 4 tygodnie). Uzyskane wyniki sugerowaty
korzystny wptyw PSK-a na zywotno$¢ protoplastéw. Stan taki mozna ttumaczyé tym, ze
PSK-a bierze udziat w procesie osmoregulacji w komdrce (Stihrwohldt i in. 2011), ktdra jest
kluczowa w przypadku niechronionych sciang komdérkowg protoplastéw. Wyniki wskazaty na
roznice w aktywnosci mitotycznej komérek uzyskanych z protoplastéw w zaleznosci od
obiektu oraz obecnosci PSK w pozywce. U wiekszosci badanych genotypéw obserwowano
wzrost aktywnosci mitotycznej na pozywce wzbogaconej w PSK-a, w poréwnaniu do
kontroli. Efekt ten byt szczegdlnie silny u genotypdw o przecietnej aktywnosci mitotycznej.
Jednak w przypadku obiektéw opornych, pomimo zastosowania PSK-a w pozywce, nie
obserwowano znaczgcego wzrostu aktywnosci mitotycznej, co potwierdzito wczesniejsze
obserwacje o dominujacej roli genotypu w procesie protoplastyzacji u kapusty (Hansen i in.
1999, Holme i in. 2004). W pracy obserwowano posredni efekt zastosowania PSK-a na
proces regeneracji roslin. W kontroli bez PSK-a, mimo zaindukowania mitoz na etapie kultury
ptynnej odsetek rozwijajacych sie z kalusa peddéw byt niski (ponizej 5%). Natomiast w
przypadku kultur suplementownyh PSK-a, podziaty zaindukowane na etapie kultury ptynnej
prowadzity do otrzymania kalusa, ktéry po przeniesieniu na state pozywki regeneracyjne, nie
utracit embriogennego potencjatu, co skutkowato wyzszg efektywnoscig regeneracji (10-
21%). W Swietle tych obiecujgcych wynikéw, zaplanowano i wykonano kolejng serie
eksperymentéw zmierzajacych do uzyskania odpowiedzi na nastepujgce pytania: (I) czy
krotkotrwata (10 dniowa) suplementacja pozywki w PSK-a bedzie wystarczajgca do
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utrzymania zaindukowanego potencjatu do podziatow; (ll) czy efektywnos¢ PSK-a w
kulturach protoplastéw kapusty zalezy od dawki; (Ill) czy PSK-a odgrywa role w procesie
odbudowy $ciany komdrkowej przez protoplasty; (IV) czy PSK-a ma bezposredni wptyw na
organogeneze z kalusa otrzymanego z kultur protoplastéw. Przytoczone aspekty nie byty
obiektem wczesniejszych badan, sg nowatorskie i zostaty zaprezentowane w publikacji 4. W
doswiadczeniach uzyto szesciu obiektow kapusty gtowiastej, intencjonalnie wykorzystujac
niektére badane wczesniej obiekty (Stawa z Gotebiewa, Oregon 123, LM, LM98) w celu
sprawdzenia ich odpowiedzi w nowych warunkach eksperymentu. Protoplasty izolowano z
lisci wedtug wczesniej opracowanej metodyki. Po izolacji protoplasty unieruchomione w
alginianowych bfonkach umieszczono w szalkach z pozywka do kultury wzbogacong w trzy
rozne stezenia PSK-a, kontrolg byta pozywka bez dodatku tego oligopeptydu. Po 10 dniach
kultury wymieniono pozywke na swiezg, bez dodatku PSK-a. W toku badan potwierdzono
wczesniejsze obserwacje (publikacja 3), ze dodatek PSK-a do pozywki pozytywnie wptywa na
zywotnos¢ komorek oraz aktywnos¢ mitotyczng komérek w kulturze protoplastéw. Do
zaj$cia podziatéw mitotycznych w kulturach protoplastéw niezbedna jest regeneracja sciany
komodrkowe] (Navratilova 2004). U niektérych gatunkéw pojawienie sie sktadnikdw nowej
sciany obserwowano juz kilka godzin po umieszczeniu wyizolowanych protoplastow w
pozywce hodowlanej. Indukcja pierwszych podziatow mitotycznych, a takze podtrzymanie
aktywnosci jest kluczowe w kontekscie procesu regeneracji roslin z kultur. W niniejszej pracy
po raz pierwszy wykazano zaangazowanie PSK-a w proces regeneracji celulozowej Sciany
komérkowej. Analize regeneracji Sciany komérkowej w kulturze protoplastow kapusty
prowadzono z wykorzystaniem fluorochromu Calcofluor White. Regeneracja sciany byta
procesem zachodzacym niesynchronicznie i w danym przedziale czasowym obserwowano
komérki w poczatkowych stadiach regeneracji i jednoczesnie z niemal catkowicie
zregenerowang $ciang komérkowa. Porédwnanie dynamiki regeneracji sciany komorkowej
wykonane dla obiektéw o skrajnej reakcji na warunki kultury (reagujacy i oporny) wykazato,
ze dodatek PSK-a stymuluje proces regeneracji poprzez szybsze jego rozpoczecie, co
skutkowato wiekszg liczbg komodrek z catkowicie odbudowang $ciang w poréwnaniu do
kultur kontrolnych.

Aktywnos$¢ mitotyczna komédrek w kulturach protoplastédw badanych obiektéw
kapusty zalezata od genotypu i stezenia PSK-a w pozywce. U obiektu o wysokim potencjale
mitotycznym efekt PSK-a nie byt znaczgcy, natomiast u obiektéw stabiej reagujacych
najczesciej pozytywny wptyw obserwowano po zastosowaniu 0,1 puM PSK-a. Ponadto
badania wykazaty, ze 10 dniowa suplementacja pozywki do kultury protoplastéow jest
wystarczajgca do indukcji mitoz. Obecnos¢ PSK-a w kulturze jest konieczna do zajscia
pierwszych podziatow i wpltywa korzystnie na formowanie sie matych agregatéow
komodrkowych (20-40 komorek), natomiast w pdzniejszej kulturze nie jest konieczna.

Jak wspomniano na wstepie, regeneracja roslin z kultur protoplastéw jest szczegdlnie
trudnym etapem w przypadku kapusty gtowiastej. Badania wykazaty wielokrotnie, ze
podziaty komoédrek otrzymanych z protoplastéw prowadzg do powstania agregatow
komodrkowych, ktére rozwijajgc sie dalej tworzg mikrokalus, co trwa zazwyczaj okoto 3-4
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tygodni. Po nastepnych 4-9 tygodniach dochodzi do organogenezy i rozwoju peddéw.
Regeneracja w kompletne rosliny trwa minimum okoto 4-6 tygodni, a jak wykazaty badania,
jej wydajnos¢ czesto bywa zbyt niska dla praktycznego wykorzystania (Glimelius 1984, Zhao i
in. 1995, Chen i in. 2004). W celu zwiekszenia wydajnosci regeneracji ros$lin z kultur
protoplastéw kapusty gtowiastej, w niniejszych badaniach zastosowano suplementacje PSK-a
bezposrednio do pozywki regeneracyjnej. Ogdétem organogeneze odnotowano u pieciu z
szesciu badanych obiektéw. Wyniki wykazaty okoto 3- do 5-krotny wzrost efektywnosci
regeneracji na pozywkach zawierajgcych PSK-a, w pordwnaniu z pozywkami kontrolnymi.
Ponadto najbardziej wydajng regeneracje obserwowano w kombinacji, gdzie protoplasty
hodowano na pozywce z tym oligopeptydem, a nastepnie uzyskane mikrokalusy
przenoszono na pozywke regeneracyjng réwniez suplementowang PSK-a.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania przedstawiajg nowe wyniki dotyczagce optymalizacji
wydajnosci kultur protoplastow poprzez zmiane sposobu prowadzenia kultury oraz poprzez
suplementacje pozywek do kultur w stosunkowo niedawno odkryty zwigzek o charakterze
czasteczki sygnatowej jakim jest PSK-a. Zastosowanie alginianu w postaci cienkich btonek,
jako medium do immobilizacji protoplastéw nie byto dotychczas stosowane u kapusty
gtowiastej, a uzyskane wyniki wskazaty jednoznacznie na korzysci ptyngce z wykorzystania
takiego systemu, zwigzane ze stymulacjg podziatéw komdrkowych a takze uproszczeniem
prowadzenia kultury i utatwieniem obserwacji w kulturze. W literaturze $wiatowej niewiele
jest publikacji poswieconych dziataniu PSK-a na kultury pojedynczych komérek, a badania na
protoplastach sg znikomo reprezentowane. Przedstawione wyniki poszerzajg stan wiedzy
dotyczacych mitogennych wtasciwosci tego oligopeptydu, jak réwniez jego wptywu na
dyferencjacje i organogeneze w kulturach in vitro.

Do najwazniejszych osiggnie¢ wynikajgcych z podjetych badan mozna zaliczy¢:
- opracowanie prostej i wydajnej metodyki prowadzenia kultur protoplastéw liSciowych i
hipokotylowych kapusty gtowiastej
- wykazanie przydatnosci metody immobilizacji protoplastéw w alginianie do stymulacji
rozwoju protoplastow kapusty
- okreslenie wptywu egzogennego PSK-a na kultury protoplastédw poprzez wykazanie, ze:

- krétkotrwata (10 dniowa) suplementacja oligopeptydu do pozywki do kultury jest
wystarczajgca do indukcji podziatéw komadrkowych

- mitogenny efekt oligopeptydu jest zwigzany z korzystnym wptywem na odbudowe
Sciany komdrkowej protoplastéw oraz zalezy od genotypu i dawki

- oligopeptyd stymuluje nie tylko proliferacje komérek, ale réwniez odrdznicowanie i
organogeneze

Uzyskane w efekcie przedstawionych badan wyniki staty sie bazg do dalszych prac nad
praktycznym wykorzystaniem opracowanej metody poprzez generowanie mieszancow
somatycznych na drodze elektrofuzji w celu transferu cech istotnych z punktu widzenia
hodowli (np. odpornosci oraz CMS). Te prace s3 realizowane we wspétpracy z firmami
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hodowlanymi Polan i PlantiCo w ramach projektu finansowanego przez MRiRW (zat. 5, poz.
[I-1 13). Obecnie trwajg réwniez prace nad wykorzystaniem tej techniki do przeprowadzenia
fuzji protoplastow pozyskanych z obiektéw kapusty o zréinicowanej ploidalnosci np.
haploidow czy diploidéw. Z drugiej strony prowadzone sg rowniez badania, w ktérych
opracowana metodyka jest wykorzystana do edycji genomu kapusty z uzyciem jednego z
najnowszych narzedzi biotechnologicznych, jakim jest system CRISPR/Cas9. Celem badan jest
opracowanie systemu do otrzymania tzw. induktoréw haploidyzacji (ang. haploid inducers
lines), ktéore mogg by¢ wykorzystane do produkcji haploidow i przyspieszenia hodowli
odmian mieszanicowych F1 u kapusty. Te badania sg prowadzone we wspodtpracy z
Uniwersytetem w Ljubljanie (Stowenia).

Wykaz stosowanych skrétow: 2,4-D - kwas 2,4—dichlorofekoksyoctowy, BA - benzyladenine, FDA -
dioctan fluoresceiny (fluorescein diacetate), linie DH - linie podwojonych haploidéw, NAA - kwas 1-
naftylooctowy, PSK-a - fitosulfokina alfa (phytosulfokine alpha)
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

Poza zagadnieniem dotyczacym kultur protoplastéw kapusty gtowiastej, stanowigcym
tres¢ przedstawionego do ewaluacji osiggniecia, moje zainteresowania naukowe skupiaty sie
na 4 obszarach t.j.:

() haploidyzacja roslin warzywnych

(1) indukcja i charakterystyka mieszarncow miedzygatunkowych w rodzaju Allium

(1) kwitnienie in vitro

(IV)wykorzystanie kultur in vitro w badaniach nad stresem abiotycznym

Moje zainteresowanie kulturami tkankowymi roslin rozwineto sie podczas studidw
magisterskich. Ogromne wrazenie wywarty na mnie informacje ustyszane na jednym z
wyktadéw na temat mozliwosci otrzymywania kompletnych roslin z niedojrzatego pytku
(gametyczna embriogeneza). Indukowanie w kulturach in vitro gametycznej embriogenezy
prowadzi do otrzymania roslin haploidalnych a podwojenie liczby chromosomdéw takich
roslin prowadzi do otrzymania podwojonych haploidéw (ang. DH), bedgcych catkowitymi
homozygotami (ang. true homozygous plants). Haploidyzacja ros$lin ma znaczenie w
kontekscie przyspieszenia prac hodowlanych, gdyz zastepuje dtugotrwaty chéw wsobny.
Rosdliny DH s wykorzystywane, jako formy rodzicielskie do otrzymywania mieszancow
heterozyjnych (mieszance F1). Pierwsze eksperymenty naukowe, w ktérych bratam udziat
prowadzone byty pod kierunkiem Pani prof. Adeli Adamus i dotyczyty indukcji gametycznej
embriogenezy w kulturach pylnikéw i izolowanych mikrospor u kapusty gtowiastej (zat. 5,
poz. lI-l 8). Badaniami objeto blisko 50 obiektéw kapusty. Analizowano wptyw genotypu oraz
porownywano efektywnos¢ obu technik. Wyniki wykazaty, ze kultury izolowanych mikrospor
byty ponad trzykrotnie bardziej wydajne pod wzgledem liczby otrzymanych zarodkdw.
Czesciowo, wyniki tych doswiadczen zostaty przedstawione w mojej pracy magisterskiej oraz
w publikacji, ktérej jestem wspdétautorem (zat. 5, poz. IID 1). Materiaty uzyskane w toku
kolejnych lat badan nad haploidyzacjg kapusty zostaty przekazane do wdrozenia w praktyce
hodowlanej (zat. 5, poz. IIE 1). Po ukonczeniu studiéw rozpoczetam prace dotyczace
haploidyzacji u marchwi (zat. 5. poz. Il-1 12 i 15). Marchew jest gatunkiem modelowym w
kulturach in vitro w kontekscie somatycznej embriogenezy, jednak indukcja gametycznej
embriogenezy okazata sie wyzwaniem. Badania z wykorzystaniem kultur pylnikéw nie daty
pozytywnego wyniku, gdyz regeneranty, uzyskane gtdwnie z kalusa porastajgcego izolowane
pylniki, okazaty sie byé klonami roslin matecznych. Alternatywa pozostata indukcja
haploidow z wykorzystaniem gametofitu Zzenskiego. Kultura izolowanych zalgzni
(gynogeneza) nie byta efektywna (wyniki niepublikowane), rozpoczeto, wiec badania nad
indukcjg partenogenezy, po zapyleniu obcym pytkiem. Analizowano mozliwosci
wykorzystania réznych gatunkéw z rodziny Apiaceae (seler, pietruszka, pasternak) jak i
innych (kapusta), jako potencjalnych induktoréw partenogenezy. Po okreslonym czasie od
zapylenia zalazki izolowano z zalgzni i wyktadano na pozywki. Badania koncentrowaty sie nad
poznaniem czynnikdw wptywajgcych na proces rozwoju gametofitycznego in vitro u
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marchwi. Analizowano wptyw zabiegdw w trakcie kwitnienia (np. oprysk auksyng) na
skutecznos$¢ indukcji rozwoju. W doswiadczeniach laboratoryjnych oceniano m. in. wptyw
genotypu, sktadu pozywki czy warunkéw kultury (temperatura, swiatto) na efektywnosé
rozwoju izolowanych zalgzkéw. W kulturze obserwowano gtédwnie embriogeneze z
powiekszonych zalgzkdéw i rozwdj kalusa. Analiza cytometryczna regenerantéw wykazata
obecnos$¢ roslin haploidalnych, ale réwniez duzy udziat diploidow. W zwigzku z tym w
badaniach wykorzystano analizy molekularne w celu weryfikacji pochodzenia regenerantéw.
Aby uzyskaé¢ wiekszg pewnos¢ w okreslaniu genetycznego statusu regenerantéw, analiza
markerowg objeto réwniez rosliny donorowe, z ktérych izolowano =zalgzki. Wyniki
kilkuletnich doswiadczen opisano w pracy doktorskiej oraz w szeregu publikacji o zasiegu
miedzynarodowym (zat. 5, poz. IIA 1 i 5; poz. IID 2, 5, 6, 9). W trakcie badan, opracowano
protokot indukcji roslin podwojonych haploidéw marchwi i przekazano polskim spétkom
hodowlanym w formie instrukcji wdrozeniowej (zat. 5, poz. Il M), ktérej jestem
wspotautorem, natomiast materiaty roslinne uzyskane w wyniku badan zostaty przekazane
firmie hodowlanej POLAN (zat. 5, poz. IIE 2).

W roku 2004 wyjechatam na 6-miesieczny staz do Institute of Horticultural Crops
(obecnie Julius Kihn Institut) w Quedlinburgu. W ramach realizacji Polsko-niemieckiego
bilateralnego projektu wspodtpracy naukowej i naukowo-technicznej (zat. 5, poz. Il-1 1)
zapoznatam sie z nowymi technikami analiz molekularnych. Analizy markerowe prowadzono
na populacji podwdjnego mutanta marchwi (mutacja chlorofilowa (yel) i mutacja pokroju
rosliny (cola)) oraz na obiektach rodzicielskich. Rosliny mutanta yel-cola charakteryzowaty sie
dodatkowo unikatowymi defektami w obrebie kwiatu. Efektem podjetych badan bytfa
publikacja (zat. 5, poz llA 6) dotyczgca mapowania gendw zwigzanych z architekturg kwiatu u
marchwi.

Innym aspektem moich badan byta analiza mozliwosci uzyskania mieszanincéw
miedzygatunkowych u cebuli (Allium cepa L.) (zat. 5, poz. ll-l 9 i 11). Do krzyzowan
wykorzystano m. in. dziki gatunek pokrewny A. galanthum. Otrzymanie mieszainicéw droga
generatywng byto niezwykle trudne, dlatego w celu umozliwienia rozwoju zarodkéw
mieszancowych zastosowano technike embryo-rescue. Mieszarice analizowano cytologicznie
i morfologicznie. Wyniki wskazaty na mateczny typ dziedziczenia chloroplastowego DNA u
mieszancow. Ponadto wykazano, Zze cytoplazma A. galanthum powoduje czesSciowg
sterylnos¢ lub catkowita roslin F1. Materiaty roslinne bedace efektem tych badan, w postaci
mieszancow miedzygatunkowych, zostaty przekazane firmie hodowlanej (zat. 5, poz. IIE 4).
Analizy cytologiczne procesu mikrosporogenezy u otrzymanych mieszancéw wskazaty, ze
przyczyng obserwowanej sterylnosci pytku sg najprawdopodobniej nieprawidfowosci
nastepujace w okresie pomejotycznym (zat. 5, poz. IID 3i 8).

W roku 2010 wyjechatam na dtugoterminowy (17 miesiecy) staz zagraniczny na
Uniwersytecie Wisconsin-Madison w Stanach Zjednoczonych, gdzie pracowatam w
laboratorium prof. M.J. Havey’a. Podczas pobytu bytam zaangazowana w realizacje badan w
ramach dwdch projektéw (zat. 5, poz. II-l 2 i 3). Z jednej strony badania dotyczyty
opracowania systemu do genetycznej transformacji organelli u roslin wyzszych z
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wykorzystaniem kultur mikrospor. Ponadto prowadzitam badania nad molekularnym
podtozem cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u cebuli. Podczas pobytu wykorzystatam
posiadang wiedze z zakresu kultur in vitro, ale réwniez zapoznatam sie i wykorzystatam
najnowoczes$niejsze wéwczas metody (sekwencjonowanie na platformie 454 FLX) i narzedzia
bioinformatyczne. Podczas tego pobytu wykonatam szereg doswiadczen nad indukcjg
embriogenezy z mikrospor ogdrka. Opracowatam szczegdtowy protokdt do oceny stadidw
mikrosporogenezy i mikrogametogeney ogoérka, protokdt izolacji i oceny zywotnosci
mikrospor u rodlin uprawianych w szklarni. Pomimo testowania szeregu procedur i
odczynnikéw do odkazania materiatu roslinnego, znaczna cze$¢ kultur ulegata zakazeniu. W
zwigzku z tym rozpoczetam prace nad indukcjg kwitnienia ogérka w warunkach in vitro.
Bazujac na nielicznych publikacjach z tego zakresu, wykonatam doswiadczenia dotyczace
wptywu sktadu pozywki, regulatoréw wzrostu, temperatury oraz Swiatta na kwitnienie
ogoérka. W efekcie z sukcesem udato sie zaindukowad kwitnienie in vitro u roslin otrzymanych
z nasion. Z tych roslin rozpoczetam izolacje mikrospor i ponowne testowanie warunkéw
kultury w celu indukcji embriogenezy (zat. 5, poz. IID 4). Réwnolegle do doswiadczen w
kulturach in vitro zajmowatam sie opracowaniem protokotu izolacji organellarnego DNA
ogérka oraz cebuli w celu uzyskania materiatu do sekwencjonowania. Opracowatam
szczegbtowy protokét izolacji oparty o gradient perkolu. Wyizolowane organellarne DNA obu
gatunkéw sekwencjonowano przy uzyciu platformy 454 firmy Roche w Biotech Center
Madison, WI. Wyniki tych prac pozwolity na charakterystyke potranskrypcyjnego wyciszania
genéw mitochondrialnych u ogdérka oraz na identyfikacje polimorfizmoéw chloroplastowego
DNA rdznigcych mesko-ptodne (N) i mesko- sterylne (S) cytoplazmy u cebuli (zat. 5, poz. IIA 4
i 7).

Po powrocie do kraju kontynuowatam zainteresowanie tematyka indukcji kwitnienia
ogorka w warunkach in vitro. Podjete badania byly realizowane z funduszy Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) na wsparcie dziatalnosci mtodych naukowcow, jak i
Funduszu Wsparcia Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa UR w Krakowie (zat. 5, poz. ll-I 5 i
6). Analizowano mozliwosci indukcji kwitnienia u roslin pochodzacych zaréwno z nasion jak i
z mikrorozmnozenia. Efektem podjetych badan byty publikacje dotyczace szczegdtowej
charakterystyki procesu kwitnienia in vitro u jednopiennych roslin ogérka z uwzglednieniem
przebiegu mikrosporogenezy, a takze analiza ekspresji ptci in vitro pod wplywem
egzogennych hormondw roslinnych oraz, co byto zagadnieniem nowatorskim - hormondw
zwierzecych (zat. 5, poz. llA 2, 3, 8).

Moje zainteresowanie wzbudzity réwniez zagadnienia zwigzane z stresem
abiotycznym wywofanym zasoleniem. Roslinne mechanizmy tolerancji nadmiernego
zasolenia nie sg w petni poznane, co znacznie utrudnia opracowanie efektywnych metod
tagodzenia jego skutkow. Literatura z zakresu wptywu rozinych zwigzkéw chemicznych
wywotujgcych stres zasolenia i wodny jest bardzo obszerna dla takich gatunkéw jak ryz,
pszenica czy jeczmien, natomiast dla roslin warzywnych opracowan takich jest stosunkowo
niewiele. Badania z tego zakresu skoncentrowane sg gtdwnie na ocenie wptywu omawianych
streséw na morfologie i przemiany biochemiczne, natomiast prace traktujgce o zmianach
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cytologicznych sg nieliczne. W swoich badaniach skupitam sie na wykorzystaniu kultur in
vitro do badan nad stresem zasolenia. Uzyskane wyniki pozwolity okresli¢ czy i w jaki sposéb
rodzaj soli i jej stezenie wptywa na typ oraz czestotliwo$¢ zaburzen cytologicznych w
stozkach wzrostu korzenia (zat. 5, poz. IIA 9 i 10 oraz lI-1 4). Podjetam réwniez badania nad
wykorzystaniem kultur in vitro do indukcji podwyzszonej tolerancji na zasolenie i stres
wodny u cebuli i marchwi. W przypadku cebuli, siewki poddano dziataniu soli na statych
pozywkach, nastepnie rosliny, ktére przezyly poddano dziataniu zasolenia w warunkach
szklarniowych. W dalszej kolejnosci rosdliny te poddano samozapyleniu i cykl selekcji
powtarzano na roslinach nastepnego pokolenia generatywnego (zat. 5, poz. IID 7). Badania te
byty realizowane z funduszy MRiRW (zat. 5, poz. lI-l 11), a uzyskane w efekcie materiaty
roslinne zostaty przekazane firmie hodowlanej (zat. 5, poz. IIE 3). W przypadku marchwi,
selekcji w warunkach kultur in vitro poddano protoplasty. Protoplasty izolowane z lisci
marchwi prowadzono na pozywkach z dodatkiem szerokiego spektrum stezen NacCl.
Regeneranty otrzymane z kultur poddano nastepnie dziataniu stresu zasolenia w warunkach
szklarniowych. Badania w tym zakresie sg unikatowe, gdyz selekcje in vitro na pojedynczych
komodrkach zazwyczaj prowadzono wykorzystujac kultury zawiesinowe. U marchwi takie
badania prowadzono po raz pierwszy. Mechanizmy tolerancji na zasolenie u marchwi nie sg
poznane. Otrzymane wyniki skazuja, ze tolerancja jest najprawdopodobniej zwigzana z
akumulacjg antocyjandéw oraz zwiekszonym owtosieniem rosliny (zat. 5, poz. lIA 11).

W roku 2018 rozpoczetam badania nad indukcjg gametycznej embriogenezy u tubinu
waskolistnego (Lupinus angustifolius). Gatunki z rodzaju Lupinus sg zaliczane do opornych w
kulturach in vitro i na tle osiggnie¢ u innych gatunkéw préby uzyskania haploidow w tym
rodzaju s3 ciaggle na etapie badan wstepnych. W przeprowadzonych doswiadczeniach
zastosowano stres temperaturowy aplikowany zaréwno na kwiatostany, jak i mikrospory w
kulturze oraz testowano zréznicowane pozywki do kultury. Pomimo tego w wiekszosci kultur
obserwowano brak rozwoju mikrospor. W nielicznych przypadkach udato sie zaindukowaé
podziaty mikrospor, ktéore doprowadzity do otrzymania kalusa. Kalus ten jest obecnie na
etapie regeneracji. Uzyskane wstepne wyniki sg obiecujgce, gdyz dotychczas opisane proby
indukcji haploidéw tfubinu za pomocg androgenezy konczyly sie otrzymaniem struktur
wielojgdrowych lub pra-zarodkéw, ktére nie podejmowaty dalszego rozwoju. Badania te sg
prowadzone we wspotpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym we Wroctawiu (zat. 5, poz. II-l
14) i finansowane przez MRiRW.

Liczbowe zestawienie mojego dorobku publikacyjnego przedstawiono w tabelach 1-3
i zatgczniku 5. Ogdétem jestem autorem Ilub wspdtautorem 15 prac naukowych
opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Report (JCR) (poz.
IB i lIA), 7 publikacji naukowych w czasopismach o zasiegu krajowym i miedzynarodowym
spoza bazy JCR lub w materiatach konferencyjnych (poz. IID 1-7), 2 rozdziatow w
monografiach (poz. IID 8-9) oraz 51 doniesien naukowych prezentowanych na konferencjach
(22 miedzynarodowych i 29 krajowych, poz. llIB odpowiednio 1-22 i 1-29). Pozostate
osiggniecia w zakresie pracy naukowej, dydaktycznej, popularyzatorskiej i organizacyjnej
zostaty réwniez przedstawione w zatgczniku 5 do niniejszego wniosku.
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TAB. 1. LICZBOWE ZESTAWIENIE DOROBKU NAUKOWEGO WG RODZAJU PUBLIKACJI
(Z UWZGLEDNIENIEM MONOTEMATYCZNEGO CYKLU)

PRzED
o PO DOKTORACIE tACZNIE
Typ publikacji DOKTORATEM

LICZBA IF  PKT LICZBA IF PKT  LICZBA IFt pKT 2
1. Oryginalne publikacje wykorzystane w monotematycznym cyklu:
- w bazie Journal Citation Reports 4 5,078 100 4 5,078 100
2. Oryginalne publikacje poza monotematycznym cyklem:
- w bazie Journal Citation Reports 11 19,263 282 11 19,263 282
- w innych czasopismach recenzowanych 2 3 2 6 4 9
- rozdziaty w monografiach 2 10 2 10
3. Pozostate publikacje naukowe:
- artykuty opublikowane w materiatach z konferencji
miedzynarodowych 1 1 10 2 10
krajowych 1 1

- komunikaty naukowe opublikowane w materiatach z konferenciji 3
miedzynarodowych 8 14 22
krajowych 3 26 29

RAzem 15 0 3 60 24,341 408 75 24,341 411

Y Impact Factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) podano zgodnie z rokiem ukazania sie
pracy; w przypadku braku danych (2018 i 2019 r.) podano aktualny sumaryczny 5 — letni Impact
Factor (IF) dla czasopisma

2 Liczbe punktow za publikacje podano wg roku opublikowania na podstawie wykazu czasopism
naukowych MNISW lub KBN; w przypadku braku danych (lata 2017- 2019) podano liczbe punktow wg
listy MINiSW ‘Ujednolicony wykaz czasopism naukowych za lata 2013-2016’ z dnia 26 stycznia 2017 r.
* Komunikaty wymienione w zat. 5 poz. IlIB, w punkcie ‘komunikaty na konferencjach o zasiequ
miedzynarodowym’ poz. 19 i w punkcie ‘komunikaty na konferencjach o zasiegu krajowym’ poz. 6 sq
indeksowane w bazie Web of Science

TAB 2. ZESTAWIENIE CYTOWAN (stan na dzien 2.04.2019)

Baza Web of Science

Kategoria Baza SCOPUS
CORE COLLECTION ~ ALL DATABASES

Liczba prac w bazie 17 18 18

Liczba cytowan ogdtem 68 72 87

Liczba cytowan bez autocytowan 57 61 69

Indeks Hirscha - h 5 5 7
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TAB 3. LICZBOWE ZESTAWIENIE DOROBKU NAUKOWEGO WG CZASOPISM
(Z UWZGLEDNIENIEM MONOTEMATYCZNEGO CYKLU)

LisTA Rok 1 PUNKTACIA

NAZWA CZASOPISMA IF
MNISW  PUBLIKACII (KBN/MNISW)?
Acta Biologica Cracoviensia Ser. Botanica A 2014 0,730 20
Acta Botanica Croatica A 2017 0,588 20
Acta Societatis Botanicorum Poloniae A 2017 0,876 25
Biologia Plantarum A 2013 1,740 25
Cytology and Genetics A 2017 0,239 15
Frontlers in Plant Science, sect. Plant Genet A 2014 3,948 40
Genomics
G3-Genes Genomes Genetics A 2015 2,910 30
Genome A 2013 1,558 20
In Vitro Cellular & Developmental Biology — A 2012 1,139 20
Plant 2014 0,981 20
Journal of Animal and Plant Sciences A 2017 0,407 25
Journal of Plant Growth Regulation A 2018 2,333 35
Plant Cell Tissue and Organ Culture 2010 1,243 27
A 2012 3,633 25
2019 2,016 35
BioTechnologia B 2010 - 6
Zeszyty Problemowe Postepdéw Nauk B 2002 i 3
Rolniczych
Rozdziat w monografii w jezyku angielskim i 2012 i 5
2018 5
Acta Horticulturae (ISHS) - 2012 - 10
RAZEM - 24,341 411

! Impact Factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) podano zgodnie z rokiem ukazania sie
pracy; w przypadku braku danych (2018 i 2019 r.) podano aktualny sumaryczny 5 — letni Impact
Factor (IF) dla czasopisma

% Liczbe punktéw za publikacje podano wg roku opublikowania na podstawie wykazu czasopism
naukowych MNIiSW lub KBN; w przypadku braku danych (lata 2017-2019) podano liczbe punktow wg
listy MINiSW ‘Ujednolicony wykaz czasopism naukowych za lata 2013-2016’ z dnia 26 stycznia 2017 r.

A fﬂ.f @*lk Leg wﬁt’*—"

Krakow, 2 kwietnia 2019
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