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Promotor: prof. dr hab. Lestaw Przywara

Recenzenci:
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,» Wptyw réznych cukrow na indukcje kalusa i organogenezg u Brassica napus L.”
Promotor: prof. dr hab. Lestaw Przywara
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1.11. 2002 — 30.09.2003 — asystent naukowy ( Y2 etatu), Zaktad Cytologii i Embriologii
Roslin, Instytut Botaniki, Uniwersytet Jagiellonski

1.10.1997 — 30.09.2002 — studia doktoranckie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet
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1.10.1996 — 30.09.1997 — asystent, Zaktad Cytologii i Embriologii Roslin, Instytut Botaniki,
Uniwersytet Jagiellofnski
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*W latach 2001/2002 oraz 2007 przebywatam na urlopach macierzynskich

4. Wskazanie osiggniecia® wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy 7 dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

4.1 tytul osiggniecia naukowego

Genetyczne i fizjologiczne aspekty morfogenezy in vitro u przedstawicieli rodzaju Rumex
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4.2 publikacje wchodzgce w skitad osiggniecia naukowego (autorzy, rok wydania, tytut
publikacji, nazwa wydawnictwa)

1. Slesak H.*, Lisznianska M., Popielarska-Konieczna M., Goralski G., Sliwinska E.,
Joachimiak A. J. 2014. Micropropagation protocol for the hybrid sorrel Rumex tianschanicus
X Rumex patientia, an energy plant. Histological, SEM and flow cytometric analyses.
Industrial Crops and Products 62: 156-165

”:2014:2.837

|F5 Ietni:3-577

punkty MNiSW=40

2. Slesak H.*, Goralski G., Kwolek D., Dziedzic K., Grabowska-Joachimiak A. 2015. Male
adventitious roots of Rumex thyrsiflorus Fingerh. as a source of genetically stable
micropropagated plantlets. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 123:193-203

|F2015:2.390

IFs jetni = 2.001

punkty MNiSW=30

3. Slesak H.*, Dziedzic K., Kwolek D., Cygan M., Mizia P., Olejniczak P., Joachimiak A. J.
2017a. Female versus male — Rumex thyrsiflorus Fingerh. under in vitro conditions. Does sex
influence in vitro morphogenesis? Plant Cell Tissue and Organ Culture 129:521-532
”:2016:2.002

|F5 letni — 2.001

punkty MNiSW=30

4. Slesak H.*, Lisznianska M., Slesak 1., Kozieradzka-Kiszkurno M., Popielarska-Konieczna
M., Joachimiak A. J. 2017b. Rooting affects the photosystem Il activity: in vitro and ex vitro
studies on energy hybrid sorrel. Acta Physiologiae Plantarum 39:210

|F2016:1.364
IFs5 1emi = 1.681
punkty MNiSW=25

*autor korespondencyjny

Sumarycznie:
IF=8.593

punkty MNiSW=125

(IF — dane z roku opublikowania, IFs i — dane z roku 2016, punkty MNiSW — dane z roku
2016)

4.3 omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz 7 omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Celem podjetych przeze mnie badan, ktorych wyniki przedstawiono w czterech

oryginalnych pracach wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego (pkt 4.2 poz.1-4), bylo
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okreslenie czynnikow warunkujagcych morfogeneze in vitro u wybranych przedstawicieli
rodzaju Rumex. Badania, gléwnie cytogenetyczne, nad przedstawicielami tego rodzaju
prowadzone sg w Zaktadzie Cytologii i Embriologii Roslin Instytutu Botaniki Uniwersytetu
Jagiellonskiego  od wielu lat. W zwigzku z moimi zainteresowaniami naukowymi
dotyczacymi roslinnych kultur in vitro, podjelam si¢ wykonania analizy genetyczno-
molekularnej, histologicznej i fizjologicznej procesu morfogenezy w warunkach in vitro u
dwoch przedstawicieli rodzaju Rumex: Rumex thyrsiflorus oraz mieszanca R. tianschanicus x
R. patientia. Badania tego typu nie byly dotad prowadzone a wybor wymienionych gatunkow
podyktowany byt ich istotnym znaczeniem zard6wno w badaniach podstawowych jak i
aplikacyjnych.

Rumex thyrsiflorus Fingerh. (szczaw rozpierzchty) jest gatunkiem dwupiennym z
polimorficznymi chromosomami pici (osobniki zenskie: 2n=12A+XX, osobniki meskie:
2n=12A+ XY1Y>) (Zuk 1963), co czyni go modelowym gatunkiem w badaniach nad strukturg
i funkcja chromosoméw plci oraz zaburzong proporcja ptci w populacjach i nasionach
(Rychlewski i Zarzycki 1986, Kwolek i Joachimiak 2011, Grabowska-Joachimiak i wsp.
2012). Gatunek ten jest wazny z farmakologicznego punktu widzenia. Aktywnos$¢ biologiczna
R. thyrsiflorus jest zwigzana z obecno$ciag kwasow fenolowych, flawonoidow, tanin czy
antrachinonow, natomiast uzyskane z niego ekstrakty wykazuja m. in. dzialanie
antyseptyczne, przeciwzapalne, uspokajajace, nasenne, przeciwbolowe 1
przeciwnowotworowe (Litvinenko i Muzychkina 2008). Dla tego gatunku wykazano réwniez
aktywnosc¢ antyproliferacyjng w stosunku do komorek rakowych (Lajter i wsp. 2013) jak
i inhibujacg namnazanie si¢ wirusa Herpes simplex typu-1 (Gescher i wsp. 2011).

Kolejnym obiektem prowadzonych przeze mnie badan byt Rumex tianschanicus x
Rumex patientia, nazywany szczawiem Uteusha. Jest to krzyzowka angielskiego szpinaku (R.
patientia L., matka) oraz szczawiu Tien Shan (R. tianschanicus A. Los., ojciec) (Ust’ak i
Ust’akova 2004, Havlickova i Suchy 2010), bedaca obiecujaca rosling energetyczna
uzywang w komercyjnej produkcji biomasy (biogaz, pelety, brykiety) (Myskova 1 wsp. 2011,
Hedénec i wsp. 2014). Znajduje ona ponadto zastosowanie w fitoremediacji gleb
zanieczyszczonych metalami cigzkimi (Zhuang i wsp. 2005) oraz medycynie, ze wzgledu na
wspomniang powyzej zawarto$¢ substancji biologicznie aktywnych (m. in. karotenoidy,
flawonoidy, kwas askorbinowy, kwas linolenowy).

W ostatnich latach techniki roslinnych kultur in vitro sg intensywnie stosowane w
mikrorozmnazaniu gatunkéw waznych z medycznego punktu widzenia, bedacych zrodlem

komponentow dla przemystu farmaceutycznego (Parveen i Shahzad 2011). W takim
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przypadku opracowanie wydajnego systemu regeneracji jest niezbedne do pdzniejszych analiz
biochemicznych i selekcji materiatu roslinnego o potencjalnym znaczeniu medycznym.
Rosliny hodowane w warunkach polowych moga by¢ narazone na sezonowe i somatyczne
zmiany, infekcje grzybowe, bakteryjne czy tez zanieczyszczenie $rodowiska, co moze
wplywa¢ na warto$¢ farmakologiczng hodowanych tkanek (Liu i wsp. 2003). W celu
ulepszania cech roslin przez genetyczng modyfikacje, z uzyciem metod biotechnologicznych,
istnieje potrzeba opracowywania technik mikropropagacji, ktére umozliwiaja wydajna,
dhlugoterminowg regeneracj¢ materiatu roslinnego wysokiej jakosci (Kumar i Reddy 2012)
oraz jednolitego genetycznie do badan fizjologicznych i biochemicznych (Turker i1 wsp.
2008).

Cel badan i opis uzyskanvch wynikéow

Celem eksperymentéw zaprezentowanych w publikacji Slesak i wsp. (2015) (pkt 4.2
poz. 2), stanowigcej podstawe osiagnigcia naukowego, bylo opracowanie prostego i
wydajnego protokotu mikropropagacji Rumex thyrsiflorus, w potaczeniu z okresleniem typu
morfogenezy na podstawie analizy histologicznej oraz z o0szacowaniem stabilno$ci
genetycznej uzyskanych regenerantéw z wykorzystaniem markeréw molekularnych. W
zakresie prowadzonych badan zostala nawigzana wspolpraca z Katedra Hodowli Roslin 1
Nasiennictwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w Krakowie. Jako eksplantaty
hodowlane zastosowano meskie korzenie przybyszowe pochodzace z dlugoterminowe;j
ptynnej kultury.  Warto podkresli¢, ze korzenie sa gldwnym materialem ros$linnym
wykorzystywanym w farmakologii do produkcji lekow (Sudha i Seeni 2001), dodatkowo
charakteryzuja si¢ wysokim potencjatem regeneracyjnym (Franklin i wsp. 2004). W
przypadku ro$lin z chromosomami pici, do ktérych naleza m.in. wystgpujace w Polsce
gatunki Rumex z sekcji Acetosa (R. acetosa, R. thyrsiflorus, R. arifolius), opracowanie
metody mikropropagacji in vitro z tego typu eksplantatoéw oferuje unikatowg mozliwosé¢
otrzymywania klonow tej samej plci, co jest niezwykle przydatne w badaniach
cytogenetycznych i genetycznych. Dhlugoterminows, ptynng kultur¢ meskich korzeni
przybyszowych szczawiu (opisang jako kultur¢ korzeni R. acetosa) uzyskano w 2005 roku
(Mosiotek i wsp. 2005). Celem podjetej wstepnej analizy molekularnej opartej na ptciowo- i
gatunkowo-specyficznych markerach DNA, opracowanych przez Grabowska-Joachimiak i
wsp. (2012), byla weryfikacja plci korzeni przybyszowych pochodzacych z wyzej
wymienionej kultury ptynnej i ustalenie, czy sg to korzenie R. acetosa czy tez R. thyrsiflorus.
Powszechnie wiadomo, ze R. thyrsiflorus jest morfologicznie podobny do R. acetosa (gatunki
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te sg trudne do rozréznienia) i czesto R. thyrsiflorus bywa niestusznie traktowany przez
badaczy jako podgatunek [R. acetosa subsp. thyrsiflorus (Fingerh.) Hayek] (Kwolek i
Joachimiak 2011). Wykonana analiza, oparta na reakcji PCR, obejmowala markery DNA
zlokalizowane na chromosomach Y. Zastosowano nastgpujace startery opracowane przez
Korpelainen (2002): RAY-F (5’-ACTCGAATGTAAGCATTTGGTCCTA-3") i RAY-R (5’-
ACTACACGATTGTCCATAAAGTGGA-3’), amplifikujace mesko-specyficzng sekwencje
RAYSI obecng na chromosomach Y R. acetosa i jego bliskich krewnych (Navajas- Peréz i
wsp. 2006). Dodatkowo, zastosowano UGRO08-F (CCAATTGGTCTCAACTAGAA

CA) i UGR08-R (TGTTATAGGTTTTGGACTGCCA), ktore sa markerami dla mesko-
specyficznej repetytywnej sekwencji RAYSII u R. acetosa L. (Mariotti i wsp. 2009). W celu
weryfikacji jakosci matrycowego DNA, przeprowadzono amplifikacje ze starterami R730-A
(5’-CTCGGACCAATTATCTCAT-3’) i R730-B (5’-CATTATTTGGGAGCCGAT-3")
(Navajas- Peréz i wsp. 2005). Startery te amplifikujg repetytywng sekwencje¢ RAE730,
zlokalizowang na autosomach Rumex. Wedlug Grabowska-Joachimiak i wsp. (2012),
rezultaty amplifikacji sekwencji RAYSII przy zastosowaniu starteréw UGRO8-F i UGR08-R
roznig si¢ pomigdzy R. acetosa i R. thyrsiflorus obecnoscia pojedynczego produktu (700 bp)

u R. acetosa i obecnoscig dwoch produktow (600 bp i 700 bp) u R. thyrsiflorus. W czasie

wykonanej analizy, amplifikacja sekwencji RAYSII z tymi starterami data wynik w postaci

produktu 700 bp we wszystkich analizowanych korzeniach, co wskazuje, ze badane

eksplantaty byty plci meskiej. Dodatkowo wykazano obecno$é produktu o wielkosci okoto

600 bp, co umozliwito ostatecznag weryfikacje materialu badawczego jako R. thyrsiflorus.

Warto podkresli¢, ze korzenie przybyszowe z plynnej kultury, uzyte jako eksplantaty w
opisywanym eksperymencie, byly na wczesniejszych etapach ich wzrostu opisane jako
kariologicznie stabilne. Wedtug Mosiotek 1 wsp. (2005), nie zanotowano w nich zaburzen
mitozy a wszystkie analizowane komorki posiadaty 15 chromosomow (12 autosomow +
XY1Y,), o standardowej morfologii. Uzyskane pozytywne wyniki reakcji ze starterami
UGRO8 i RAY wykazaty, ze wszystkie analizowane korzenie utrzymaty chromosomy Y
poprzez 8 lat kultury in vitro. Wszystkie rosliny zregenerowane z tych korzeni i
aklimatyzowane do warunkéw polowych byty osobnikami typowo meskimi, produkujacymi
tylko i wytacznie kwiaty wyposazone w preciki (Slesak i wsp. 2015). To dodatkowo wskazuje
na brak wiekszych zmian w pozostatych chromosomach, poniewaz pte¢ u R. acetosa i jego
bliskich krewnych zalezy od stosunku autosomoéw do chromosomoéow X (Parker 1 Clark 1991).
Jest to interesujgca obserwacja, poniewaz kultury in vitro ro$lin, szczegdlnie dtugotrwale,

charakteryzuja si¢ zwykle do$¢ szybka utratg stabilno$ci cytogenetycznej (Bayliss 1980).
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Wraz z zespotem badawczym 2z sukcesem opracowaliSmy powtarzalny protokot
mikropropagacji dla R. thyrsiflorus, gwarantujacy wysokowydajng regeneracje roslin z kalusa

uzyskanego z opisanych powyzej korzeni. Wykazano, ze meskie korzenie przybyszowe

uzyskane z dlugoterminowej kultury ptynnej (8 lat) posiadaja wysoki potencjal regeneracyiny,

gwarantujacy uzyskiwanie pedéw przybyszowych (Slesak i wsp. 2015). Warto podkreslié, ze

wedlug naszej wiedzy jest to jedyny opisany przypadek uzyskania odpowiedzi

morfogenetycznej eksplantatéw po tak dtugim czasie hodowli in vitro. Zwykle obserwuje si¢

utrate potencjatu regeneracyjnego eksplantatow wraz ze starzeniem kultury, ze wzgledu na
zmiany genetyczne i epigenetyczne. Najlepsza odpowiedZz morfogenetyczng (najwigksza
wydajno$¢ w indukcji pedow przybyszowych i najwigksza $rednia liczba pedow/eksplantat)
uzyskano na pozywce MS (Murashige i Skoog, 1962) wzbogaconej o 0,5 mg/l TDZ

(thidiazuron). Analiza histologiczna wykazata, ze morfogeneza przebiegata droga posredniej

(via_kalus) organogenezy. Dodatkowo zaobserwowano, ze komorki kalusa morfogennego

byly otoczone przez fibrylarna strukture podobna do ECM (ang. extracellular matrix).

Obecnos¢ ECM stwierdzono w roslinnych kulturach in vitro u wielu gatunkow. Uwaza sig, ze
struktura ta moze by¢ formowana na powierzchni tkanek hodowanych w warunkach in vitro,
niezaleznie od kompetencji morfogennych tkanki, jako odpowiedZ na warunki stresowe lub
jako warstwa ochronna przed dziataniem czynnikéw zewnetrznych (Pilarska 1 wsp. 2014,

Slesak i wsp. 2014). ECM uznawana jest takze za marker somatycznej embriogenezy

(Namasivayam i wsp. 2006) i organogenezy (Popielarska-Konieczna i wsp. 2008, 2010).

Funkcja ta zostala potwierdzona w naszym eksperymencie, podczas ktorego zaobserwowano

obecno$¢  ECM o charakterze fibrylarnym w bezpo$rednim sasiedztwie morfogennych

komoérek kalusa (Slesak i wsp. 2015).

Bardzo istotnym zagadnieniem zwigzanym z mikrorozmnazaniem, ktorym zajeto si¢ w
nastepnej kolejnosci, jest zapewnienie stabilnosci genetycznej zregenerowanych roslin w celu
otrzymania odpowiedniej jakosci klonow, co jest istotne ze wzgledow komercyjnych jak 1
zwigzanych z zastosowaniem w biotechnologii (Eshraghi i wsp. 2005). Stabilno$¢ genetyczna
korzeni przybyszowych pochodzacych z ptynnej kultury, ktére postuzyly jako eksplantaty
hodowlane, tkanki kalusowej i zregenerowanych z korzeni roslin zbadano z zastosowaniem
opartej na reakcji PCR metodzie RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA). Metoda
ta jest z powodzeniem stosowana jako wydajne narzedzie w szacowaniu stabilno$ci
genetycznej w roslinnych kulturach tkankowych (Razaq 1 wsp. 2013, Cheruvathur i Thomas

2014). W _czasie przeprowadzonego eksperymentu, na podstawie analizy profilu RAPD,

stwierdzono bardzo wysoki stopien podobienstwa pomiedzy korzeniami, kalusem z nich
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wyprowadzonym a zregenerowanymi ro$linami. Wiekszos¢ zastosowanych starterow

wykazala profile DNA identyczne z tymi pochodzacymi z korzeni przybyszowych uzytych

jako eksplantaty. Spos$rod 110 uzyskanych produktéw amplifikacii, zaledwie siedem (6.36 %)

byto polimorficznych (Slesak i wsp. 2015). Biorac pod uwage uzyskane wyniki, z calg

pewno$cig mozna stwierdzi¢, ze_opracowany system regeneracji, pomimo formowania tkanki

kalusowej, charakteryzuje sie wysoka stabilnoscia genetyczna, a regeneranty nie wykazuja

zadnych widocznych zmian w morfologii. Nie mozna wykluczy¢, ze tylko komorki kalusa

pozbawione mutacji mogg posiada¢ potencjal morfogenetyczny i tylko te komorki sa

faworyzowane w czasie organogenezy. Wyniki te sa bardzo interesujace i wazne, poniewaz

powszechnie uwaza sie regeneracije Via kalus jako niepozadana droge morfogenezy, z powodu

niestabilnos$ci tkanki kalusowej, zar6wno na poziomie chromosoméw jak i DNA (Mizia i

wsp. 2014). Niewykluczone, ze w przypadku korzeni, w dlugoterminowej kulturze in vitro
wystapit pewien typ selekcji, ktérego skutkiem byto przetrwanie klondéw najbardziej

stabilnych genetycznie. Tak czy inaczej, kultura korzeni przybyszowych R. thyrsiflorus moze

by¢é uznana za znakomite zr6dio materialu do produkcii genetycznie stabilnych klonéw, co

wydaje sie by¢ szczegdlnie cenne w badaniach podstawowych i aplikacyjnych.

Podsumowujac, opisane badania pozwolity na opracowanie nowego, prostego i

powtarzalnego protokotu posredniej regeneracji pedow przybyszowych z Kkorzeni z

gwarancja wysokowydajnego namnazania genetycznie stabilnych regenerantéw R.

thyrsiflorus. Wedtug naszej wiedzy publikacja ta (Slesak i wsp. 2015) stanowi pierwsze tego

typu doniesienie dotyczace kultury tkankowej R. thyrsiflorus, ktéra oferuje unikatowa

mozliwo$¢ otrzymywania klonow tej samej plci.

Jak wspomniano we wstepie, R. thyrsiflorus jako roslina dwupienna =z
polimorficznymi chromosomami plci jest interesujacym obiektem badan dotyczacych
proporcji plci, zarowno pierwotnej (nasiona) jak i wtornej (populacja). Zaburzona proporcja
plci jest interesujagcym zjawiskiem obserwowanym w populacjach dwupiennych gatunkéw. W
przypadku chromosomowej determinacji plci oczekuje si¢ pierwotnej proporcji ptci 1:1
(Korpelainen 2002). U dojrzatych ptciowo osobnikow meskich i zenskich, proporcja ta moze
by¢ wtornie zaburzona z powodu réznic w kietkowaniu, kwitnieniu, $miertelnosci, czy tez
moze by¢ warunkowana dodatkowymi mechanizmami genetycznymi. Analiza proporcji ptci u
243 gatunkow roslin kwiatowych, reprezentujgcych 123 rodzaje i 61 rodzin, przeprowadzona
przez Field 1 wsp. (2012), wykazala znaczne zaburzenia proporcji plci u 50,2%
analizowanych gatunkéw z dominacja osobnikéw meskich w poréwnaniu do zenskich

(odpowiednio 31,3% i 18,9%). Przyczyng takiego zjawiska moga by¢ wyzsze koszty
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rozmnazania w przypadku osobnikow zenskich w porownaniu do osobnikéw meskich, co jest
zwigzane np. z produkcja nasion. Skutkiem takiej sytuacji moze by¢ ich ograniczony wzrost,
wyzsza $miertelno$¢ czy tez opo6znione kwitnienie (Stehlik i Barret 2005). Przyczyna
obecnosci wigkszej ilosci osobnikow meskich w mtodych populacjach moze by¢ tez
wcezesniejsze uzyskanie zdolnosci reprodukcyjnych w przypadku tej pici (Ueno 1 wsp. 2007).
Jak donosza Barrett i wsp. (2010), wszelkie odstgpstwa od rownej proporcji ptci moga
wynika¢ z réznych mechanizméw i moga odzwierciedla¢ interakcje pomigdzy zwigzanymi z
picig roznicami w kosztach reprodukcji, historig zycia i czynnikami ekologicznymi (Field i
wsp. 2013). Zwykle dane zwigzane z proporcja plci dotyczg roslin kwitngcych, poniewaz w
innym przypadku trudno jest ustali¢ pte¢ osobnikow bez genetycznych markerow pici.
Podobnie, trudno w takiej sytuacji wykluczy¢ zwigzane z plcig réznice w zywotno$ci nasion
(Pickup i Barrett 2013). Z tego powodu, badania dotyczace pierwotnej proporcji pici
(nasiona) i1 zaburzonej proporcji ptci we wczesnych etapach rozwojowych roslin sa
ograniczone (Stehlik i Barrett 2005, Stehlik i wsp. 2007). Opisana przez Field i wsp. (2013)
znaczna niejednorodno$¢ w proporcji ptci wsrod dwupiennych roslin kwiatowych zdaje sie¢
odzwierciedla¢ m. in. demograficzne cechy populacji czy tez r6zna odpowiedz pici na stres
srodowiskowy. Autorzy zaobserwowali zwigkszony udziat osobnikéw meskich w populacjach
w $rodowisku suchym i na wigkszych wysokosciach, co moze wskazywac na zredukowany
wzrost 1 wskaznik przezycia osobnikow zenskich w bardziej stresujgcych warunkach. Z kolei
Chaurasia 1 Shukla (2016) wykazali, ze dominacja pici zenskiej u Trewia nudiflora byta
prawdopodobnie odpowiedzia na wigkszg wilgotnos¢ gleby 1 lepsze warunki $wietlne.
Wedtug Stehlik i Barrett (2005), wyzsza $miertelno$¢ osobnikéw meskich moze by¢
obserwowana u Rumex nivalis w warunkach stresowych.

U Rumex thyrsiflorus i R . nivalis dominacja osobnikow zenskich w populacjach wzrasta w
czasie trwania cyklu zyciowego (Rychlewski 1 Zarzycki 1986, Stehlik 1 wsp. 2007). Badania
nad R. nivalis wykazaly interesujagca zalezno$¢ pomiedzy wysokoscia geograficzng i
proporcja ptci (Stehlik i Barrett 2005). Chociaz proporcja plci w nasionach byta tylko lekko
zaburzona na niskich wysokosciach n. p. m., w przypadku osobnikéw dorostych
obserwowano wyrazng przewage osobnikoéw zenskich w populacji, co wskazuje, ze warunki
ekologiczne moga by¢ przyczyng $miertelnosci osobnikow ptci meskiej. Przeciwnie, na
wickszych wysokosciach geograficznych rdznice w proporcji plci nasion 1 osobnikow
dorostych nie byly istotne, co wskazuje na spadek $miertelnosci osobnikow meskich w
trudniejszych, alpejskich warunkach. Badania oparte na reakcji PCR dotyczace ptci nasion R.

thyrsiflorus i R. acetosa, z zastosowaniem markerbw DNA zlokalizowanych na
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chromosomach Y (Kwolek i Joachimiak 2011), ujawnily dominacje¢ plci zenskiej. W
populacjach eksperymentalnych R. acetosa i R. thyrsiflorus, proporcje ptci w obrgbie
osobnikow dorostych byly bardziej przesunigte w strone zenska niz w przypadku nasion i
siewek, co potwierdzono w badaniach cytologicznych (Rychlewski i Zarzycki 1986) oraz z
zastosowaniem mesko-specyficznych markeréw genetycznych (Korpelainen 2002). Wedlug
Rychlewskiego i Zarzyckiego (1986), dominacja zenskich nasion moze by¢ efektem wiekszej
$miertelno$ci meskich zygot lub zarodkéw, ale rézny wskaznik przezycia wydaje si¢ by¢
czynnikiem, ktory przede wszystkim wptywa na proporcje ptci w populacjach R. thyrsiflorus.
Stehlik i Barrett (2005) stwierdzili, ze meskie nasiona R. nivalis byly znacznie cig¢zsze niz
nasiona zenskie. Eksperymenty szklarniowe wykazaly, Zze pomimo wcze$niejszego
kietkowania meskich nasion, osobniki zenskie rozwijaly wiecej peddéw, dodatkowo liscie
pojawialy si¢ u nich szybciej 1 byly wigksze w porownaniu do osobnikéw meskich.
Przedstawione powyzej wyniki badan dotyczacych dominacji pici zenskiej u przedstawicieli
rodzaju Rumex sklonity nas do zastanowienia si¢ nad reakcjag morfogenetyczng eksplantatow
meskich i zenskich w warunkach kultury in vitro.

W zwigzku z tym podjeto badania, ktorych dotyczy kolejna publikacja stanowiaca
podstawe osiagniecia naukowego (Slesak i wsp. 2017a) (pkt 4.2 poz. 3). Postanowiono
opracowac procedure regeneracji z hypokotyli meskich i zenskich dla Rumex thyrsiflorus w
warunkach in vitro w celu uzyskania odpowiedzi na nastgpujace pytania: 1) czy istniejgq
zwigzane z plcig roznice w tempie kietkowania nasion 1 w wielkosci siewek? 2) Czy meskie 1
zenskie nasiona maja rozny przebieg kietkowania? 3) Czy pte¢ wptywa na morfogeneze w
warunkach in vitro? 4) Czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy plcia eksplantatu, jego zdolnoscia do
morfogenezy a rodzajem egzogennego roslinnego regulatora wzrostu dodawanego do
pozywki hodowlanej?

W czasie przeprowadzonych eksperymentdw potwierdzono uzytecznos$¢ starterow RAY-F
and RAY-R (Korpelainen 2002) (opisanych szczegdétowo powyzej) w identyfikacji plci
siewek i hypokotyli R. thyrsiflorus. Analiza molekularna kietkujacych siewek R. thyrsiflorus
wykazata dominacje plci zenskiej (M:F =1:2.19). W czasie prowadzonych eksperymentow in
vitro, nasiona byly kietkowane na sterylnej bibule, w jednakowych warunkach pod wzgledem
wilgotnosci, $wiatta 1 temperatury. Kietkowanie nasion badano przez 11 dni, rejestrujac liczbe
dni, ktora uptyneta od wysiewu do pojawienia si¢ korzeni 1 liscieni w nasionach ptci meskiej i

zenskiej. Nie zanotowano roéznic w tempie kietkowania nasion me¢skich i zenskich ani w
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dlugosci  siewek roéznych plci. Uzyskane wyniki wyraznie wskazujg na__ brak

wspolzawodnictwa pomiedzy plciami w kielkowaniu nasion, kiedy poddane sa one dzialaniu

jednakowych warunkow wzrostu, takich jak temperatura, wilgotno$¢ i os§wietlenie.

Jako pierwsi opracowali§my pelny protokdt mikrorozmnazania R. thyrsiflorus z hypokotvli

meskich i zenskich. Procedura ta moze by¢ bardzo przydatna dla hodowcoéw i naukowcoéw do

rozmnazania klonalnego. badan fizjologicznych i w otrzymywaniu substancji biologicznie

aktywnych zaleznie od ptci eksplantatow.

Najwicksza czgstotliwos¢ eksplantatow wykazujacych odpowiedz morfogenetyczng, z
najwicksza liczbg zregenerowanych pedow przybyszowych zanotowano na pozywce MS
zawierajace] 0,5 mg/l TDZ. Tidiazuron nalezy do ro$linnych regulatorow wzrostu,
powodujacych zwigkszong akumulacj¢ auksyn i cytokinin w hodowanym materiale i
mogacych dziata¢ jako substytut tych dwoch hormonoéw (Murch i Saxena 2001).

Analiza histologiczna i SEM (ang. Scanning Electron Microscope) wykazata posrednia (via
kalus) organogeneze¢. Zaobserwowano rowniez wtdrng organogenezg. Dodatkowo, uzyskano
rébwniez odpowiedz morfogenetyczng w postaci somatycznej embriogenezy, jednak
ograniczong tylko do meskich hypokotyli hodowanych na pozywce MS wzbogaconej 0 2 mg/I
2,4-D (kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy) i 2 mg/l BAP (6-benzylaminopuryna) oraz 5%

sacharoz¢. Wyniki eksperymentow wykazaly, ze wydajno$¢ morfogenezy rézni si¢ w

zaleznosci od plci eksplantatu i1 jest uzalezniona od proporciji auksyn 1 cytokinin w pozywce

hodowlanej. Wvzsza odpowiedZ morfogenetyczna eksplantatdéw zenskich zaobserwowano na

pozywce wzbogaconej auksyna i cytokinina (2.4-D i BAP) w podobnych stezeniach oraz na

pozywce zawierajacej auksyne w dwukrotnie wyzszym stezeniu w poréwnaniu do stezenia

cytokininy. Przeciwna reakcja byla obserwowana na pozywkach wzbogaconych dwukrotnie

wyzszvm stezeniem cvytokinin w poréwnaniu do stezenia auksyn. W tym ostatnim przypadku

zanotowano wyrazny spadek udzialu zenskich eksplantatow  wsrod  eksplantatow

morfogennych. Bioragc pod uwage uzyskane wyniki, mozna przypuszczaé, ze rdézny poziom

endogennych regulatorow wzrostu w  hypokotylach plci meskiej 1 zenskiej, moze

determinowac ich potencjal morfogenetyczny w warunkach in vitro.

Opracowana procedura mikropropagacji R. thyrsiflorus z hypokotyli, moze by¢ bardzo

uzyteczna do analizy zaleznych od plci reakciji morfogenetycznych w warunkach in vitro.

Wykonana analiza molekularna, oparta na genetycznych markerach plci, umozliwia

okre§lenie plci eksplantatow w celu wyprowadzenia kultury in vitro z eksplantatéw

konkretnej pici.
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Uzyskane, bardzo interesujgce wyniki, otwierajg nowe perspektywy badawcze dotyczace

réznic fizjologicznych pomiedzy eksplantatami meskimi i zenskimi. Niewykluczone, ze

zréznicowana reakcja morfogenetyczna w warunkach in vitro osobnikdéw réznej ptci moze
by¢ determinowana przez obecno$¢ zaleznych od pfici bialek odpornosci na stres, enzymow
antyoksydacyjnych, czy tez przez roznice w poziomie endogennych regulatoréw wzrostu.
Bardzo obiecujgco wygladaja wyniki badan prowadzonych przez doktorantke mgr Katarzyne
Dziedzic, ktora pozostaje pod moja opieka jako promotora pomocniczego. Wstepna analiza
zawartosci zwigzkoéw biologicznie aktywnych (kwasy fenolowe i1 flawonoidy) wykonana
metodg HPLC (ang. high-performance liquid chromatography) ro$lin zregenerowanych in
vitro na pozywce MS z dodatkiem 0,5 mg/l TDZ wykazala zalezne od ptci roznice jakoSciowe
i ilosciowe w produkcji wyzej wymienionych zwigzkow. Hiperozyd, rutyna, kwas
cynamonowy byly obecne tylko u meskich regenerantow, podczas gdy kwas
neochlorogenowy, kawowy 1 epikateching stwierdzono wylgcznie u regenerantéw zenskich.

Uzyskane wyniki pozwalajg stanowczo twierdzié, ze opracowany protokét mikropropagacii z

meskich i zenskich eksplantatdéw R. thyrsiflorus ma nie tylko istotne znaczenie naukowe, ale

roOwniez moze by¢ ekonomicznie uzasadniony z farmakologicznego i medycznego punktu

widzenia, dajac mozliwosé zwieckszenia produkcji konkretnych substancji biologicznie

aktywnvych poprzez np. modyfikacije sktadu pozywki hodowlane;.

Warto zaznaczy¢, ze omawiana publikacja (Slesak i wsp. 2017a) zaowocowata zaproszeniem
ze strony edytora Plant Cell, Tissue and Organ Culture do napisania pracy przegladowej
dotyczacej zagadnien: ple¢ a hormony egzogenne in vitro.

Efektem zainteresowania R. tianschanicus x R. patientia, jako obiecujaca rosling
energetyczng, byto podjecie badan, ktorych wyniki przedstawiono w publikacji Slesak i wsp.
(2014) (pkt 4.2 poz. 1), stanowigcej podstawe osiggni¢cia naukowego. Uznano, ze
opracowanie wydajnej metody indukcji morfogenezy in vitro otworzy m. in. mozliwosci
ulepszenia cech tej rosliny energetycznej np. przez modyfikacje genetyczne z uzyciem metod
biotechnologicznych. Do tego celu najlepsza jest procedura, dajaca gwarancje braku
zmiennos$ci somaklonalnej, oparta na bezposredniej morfogenezie (bez formowania tkanki
kalusowej), co dodatkowo znacznie skraca czas potrzebny na regeneracje oraz daje
mozliwo$¢ tatwej 1 szybkiej produkcji materialu jednolitego pod wzglgdem genetycznym.
Dodatkowo opracowany uktad doswiadczalny oferuje mozliwos¢ prowadzenia badan
fizjologicznych szczawiu Uteusha, jako rosliny o intensywnym przyroScie biomasy. Podjete
doswiadczenia, dotyczace mikropropagacji, skorelowano z okre§leniem typu morfogenezy na

podstawie analizy histologicznej i SEM oraz z okre$leniem zawartosci jadrowego DNA z
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uzyciem cytometrii przeptywowej u roslin donorowych 1 zregenerowanych. W zakresie tych
badan nawigzana zostala wspotpraca z Katedra Genetyki i Biotechnologii Ro$lin,
Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy.

W trakcie przeprowadzonych, zmudnych eksperymentow opracowano wysoko wydajng i
powtarzalng metod¢ regeneracji mieszanca energetycznego poprzez bezposrednie formowanie

pedow  przybyszowych z  hypokotyli. Najwyzsza czestotliwo$¢  odpowiedzi

organogenetycznej uzyskano z 7 i 12 dniowych hypokotyli hodowanych na pozywce MS

wzbogaconej o 0.17 mg/l IAA, 2.2 mg/l BAP i 2% sacharoze. Ukorzenione z sukcesem

regeneranty aklimatyzowano do warunkéw ex vitro z prawie 100% wydajnoscia.
Zastosowanie roznorodnych technik badawczych pozwolito na kompleksowa analize

morfogenezy in vitro u mieszanca. Analiza histologiczna hodowanego materialu wykazata

bezposrednia organogeneze. Pedy przybyszowe indukowane byly z tkanek walca osiowego

a takze ze zregenerowanych liSci (wtérna organogeneza). Pierwsze podzialy komorkowe w

prokambium widoczne byly juz po 7 dniach kultury, a po 21 dniach zanotowano indukcje
pedow przybyszowych. Zaré6wno analiza histologiczna jak i SEM wykazala obecnosc
heterogenicznego materiatu pokrywajacego powierzchni¢ kalusa, przypominajacego macierz
zewnatrzkomoérkowa (ECM). Niektore regiony niemorfogennego kalusa byty pokryte gtadka,
btoniasta warstwa, niektore natomiast warstwg fibrylarng ECM. Jak opisano powyzej, ECM
moze peli¢ w kulturach in vitro funkcj¢ markera somatycznej embriogenezy oraz

organogenezy. W przypadku badanego materiatu stwierdzono obecno$¢ ECM na powierzchni

kalusa niemorfogennego, co wskazuje, ze struktura ta mogla byé, w tym przypadku,

formowana jako odpowiedZ na warunki stresowe (warstwa ochronna przed czynnikami

zewnetrznymi).

Analiza cytometryczna zawartosci jadrowego DNA wykazata brak statystycznie istotnych

réznic w zawartosci 2C jadrowego DNA (ok. 4.6 pg/2C) pomiedzy roslinami donorowymi, z

ktorych pobrano eksplantaty i regenerantami uzyskanymi drogg organogenezy w warunkach

in vitro, co potwierdza, ze opracowany protokoét pozwala na utrzymanie stabilno$ci

zawarto$ci jadrowego DNA. Jest to jednocze$nie pierwsze doniesienie dotyczace

oszacowania zawartoéci 2C jadrowego DNA dla tego mieszanca (Slesak i wsp. 2014).

Wedlug naszej wiedzy do tej pory nie opublikowano zadnych doniesien dotyczacych R.
tianschanicus x R. patientia w warunkach in vitro, co moze wskazywaé¢ na innowacyjno$¢
przeprowadzonych badan. Cze$¢ eksperymentdéw w trakcie przeprowadzonych analiz
dotyczyta wplywu rodzaju i stgzenia cukru zawartego w pozywce hodowlanej na

morfogenetyczng odpowiedz szczawiu energetycznego.  Powszechnie wiadomo, ze

13



Halina Slesak Zalacznik 2A

weglowodany sg podstawowymi biomolekutami niezbednymi do wzrostu i rozwoju roslin w
warunkach in vitro (Bogunia i Przywara 2000, Slesak i Przywara 2003). Interesujace wyniki
w konteks$cie roli cukrow jako czasteczek sygnalowych, ktére aktywuja/dezaktywuja
specyficzne geny dwoch gltownych szlakow metabolicznych, takich jak fotosynteza i
oddychanie uzyskano w pracy Slesak i wsp. (2006). Wyniki eksperymentéw dotyczacych
mieszanca energetycznego, potwierdzilty, ze rodzaj cukru zawartego w pozywce hodowlanej
w znacznym stopniu determinuje odpowiedz morfogenetyczng eksplantatu. Sposréd
przebadanych typow weglowodanow w przypadku szczawiu Uteusha, sacharoza byta
najbardziej efektywna w indukcji organogenezy, podczas gdy brak odpowiedzi

morfogenetycznej zanotowano na pozywkach z fruktoza.

Opracowany protokél bezposredniej regeneracji moze by¢ uzyteczny do szybkiego

klonalnego rozmnazania jednolitego genetycznie materialu  ro$linnego, do badan

fizjologicznych i biochemicznych czy tez do genetycznej transformacji w celu ulepszenia

cech R. tianschanicus X R. patientia jako ro$liny energetycznej.

Wedhug danych literaturowych R. tianschanicus x R. patientia znacznie przewyzsza
rodzicow pod wzgledem produkcji biomasy. Jednym z czynnikéw lezacych u podtoza tego
zjawiska mogg by¢ procesy fizjologiczne takie jak np. zwigkszona intensywno$¢ fotosyntezy.
Opracowana przez nas, opisana powyzej, metoda mikrorozmnazania mieszanca moze by¢
doskonatym uktadem modelowym do analiz fizjologicznych, co stanowito punkt wyjscia do
podjecia badan dotyczacych rozwoju aparatu fotosyntetycznego oraz zmian w ultrastrukturze
chloroplastow mieszanca w warunkach in vitro oraz po aklimatyzacji do warunkow ex vitro.
Analiza aktywnosci fotosyntetycznej mieszafica w warunkach in vitro i ex vitro, oparta na
fluorescencji chlorofilu a z fotouktadu II (ang. photosystem Il, PSIl) moze by¢ Zrodiem
cennych informacji dotyczacych szczegolnych cech rozwoju aparatu fotosyntetycznego
wyrozniajacych mieszanca, jako rosling energetyczng.

Powszechnie wiadomo, Ze transfer roslin zregenerowanych in vitro do $rodowiska ex vitro
wymaga adaptacji do nowych, stresujacych dla rosliny warunkow. W czasie aklimatyzacji,
regeneranty ulegaja fizjologicznym 1 morfologicznym zmianom, ktéore umozliwiajg im
funkcjonowanie w nowym $rodowisku (Pospisilova i wsp. 1999). U wielu gatunkow niski
procent aklimatyzacji regenerantow do warunkow ex vitro jest efektem niskiej aktywnos$ci
fotosyntetycznej wynikajacej z pobytu w warunkach in vitro (Apdstolo 1 wsp. 2005,

Joshi i wsp. 2006). Specyficzne warunki $rodowiskowe panujagce wewnatrz naczynia
hodowlanego, takie jak wysoka wilgotnos¢ powietrza, niska wymiana gazowa, produkcja

etylenu, czy tez intensywno$¢ $wiatla, moze powodowa¢ anomalie fizjologiczne u
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regenerantow. Nalezg do nich: obnizona wydajno$¢ fotosyntetyczna, utrata wody, trudnosci w
ukorzenianiu czy tez staba funkcjonalno$¢ rozwinigtych korzeni (Pospisilova i wsp. 2000,
Kadlecek i wsp. 2001).

Dodatkowo, obecno$¢ egzogennego cukru w kulturze in vitro moze powodowac
zahamowanie ekspresji gendw zwigzanych z fotosyntezg oraz inhibicj¢ aktywnosci enzymow
cyklu CBB (ang. Calvin-Benson-Bassham), co prowadzi do obnizenia wydajnoSci
fotosyntetycznej (Matysiak i Gabryszewska 2016).

Biorac pod uwage powyzsze informacje, rozpoczeto badania zaprezentowane w kolejnej
publikacji stanowiacej podstawe osiagniecia naukowego (Slesak i wsp. 2017b) (pkt 4.2 poz.
4). Ich celem byto uzyskanie odpowiedzi na nastepujace pytania: 1) ktory etap kultury in vitro
jest kluczowy dla rozwoju wydajnego aparatu fotosyntetycznego — ukorzenianie
zregenerowanych pedoéw przybyszowych w warunkach in vitro czy tez moze adaptacja
regenerantow do warunkow ex vitro? 2) czy rzeczywiscie transfer z warunkéw in vitro do ex
vitro stanowi punkt Kkrytyczny w rozwoju aparatu fotosyntetycznego w procesie
mikropropagacji R. tianschanicus x R.patientia? W celu uzyskania odpowiedzi na powyzsze
pytania wykonano analiz¢ wybranych parametrow fluorescencji chlorofilu a z PSII
skorelowang z analiza ultrastruktury chloroplastéw lisci z doktadnie tych samych pedow
przybyszowych mieszanca na wszystkich etapach mikrorozmnazania, tzn. na etapie
formowania pedow przybyszowych in vitro, ukorzeniania pedow in vitro oraz po
aklimatyzacji zregenerowanych pedow do warunkéw ex vitro. W zakresie prowadzonych
badan zostata podjeta wspotpraca naukowa z Instytutem Fizjologii Roslin im. Franciszka
Gorskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie oraz z Katedra Cytologii i Embriologii
Roslin Uniwersytetu Gdanskiego.

Pomiar fluorescencji chlorofilu a jest nieinwazyjng metoda, czgsto stosowang w biologii
eksperymentalnej roslin, ktéra umozliwia uzyskanie szczegétowych informacji na temat
aktywnos$ci PSII. Analiza krzywych indukcji fluorescencji chlorofilu a umozliwia okreslenie
warunkéw fizjologicznych, ktoére wpltywaja na fotosyntetyczny transport elektronow w
obrebie PSII (Murchie i Lawson 2013, Kalaji i wsp. 2017).

W czasie przeprowadzonych eksperymentow zanotowano najnizsze warto$ci parametrow
Y (I1) (ang. effective PSII quantum yield) i ETR(II) (ang. apparent electron transport rate of
PSII) dla lisci pedow przybyszowych zregenerowanych in vitro, przed ich ukorzenieniem.
Warto$ci tych parametrow fluorescencji byly znacznie wyzsze i1 jednakowe dla lisci pedoéw
przybyszowych ukorzenionych i rosnagcych w warunkach in vitro i dla tych samych pedow,

ale aklimatyzowanych i rosngcych przez 5 tygodni w warunkach ex vitro. Analiza aktywnoS$ci
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PSII lisci mieszanca pochodzacych z pedow przybyszowych ukorzenionych i rosnagcych w
warunkach in vitro i pedow przybyszowych w tym samym wieku co poprzednie, réwniez
rosngcych w warunkach in vitro, ale nieukorzenionych, wykazata, ze wartosci parametrow
Y(I1), ETR(II), NPQ (ang. nonphotochemical quenching) and Y(NPQ) (ang. quantum yield of
regulated energy dissipation) byty znacznie wyzsze dla pedéw ukorzenionych.

Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze aktywnos$¢ fotouktadu II w lisciach mieszanca jest

uzalezniona od wyksztalcenia prawidlowo funkcjonujacych korzeni, a to czy regenerant

znajduje sie w warunkach in vitro czy tez ex vitro ma znaczenie drugorzedne.

Waznym markerem strukturalnym do okreslenia stanu funkcjonalnego zregenerowanych
ro§lin 1 okreslenia potencjalu regeneracyjnego danego gatunku jest ultrastruktura
chloroplastow. Wiele doniesien w literaturze wskazuje, ze warunki in vitro mogg powodowac
zmiang ksztaltu chloroplastéw, akumulacje plastoglobul, skrobi czy tez nieregularne utozenie
bton tylakoidow (Stefanova 1 wsp. 2015, Ladygin 1 wsp. 2008). Uwaza si¢, ze tego typu
zmiany sg przyczyng obnizenia wydajnos$ci fotosyntetycznej zregenerowanych roslin.

Wykonana przez nas analiza ultrastruktury chloroplastéw obejmowata takie parametry jak:
liczba tylakoidow w granach, ilo$¢ i wielko$¢ ziaren skrobi, charakterystyka tylakoidow
stromy (dtugos¢, gestosc), fuzja tylakoidow w granach, ksztalt chloroplastow. Powszechnie
uwaza si¢, ze staby rozwoj aparatu fotosyntetycznego w kulturze in vitro czyni rosliny
szczegollnie wrazliwymi na niekorzystne warunki zewnetrzne W trakcie transferu z warunkow
in vitro do ex vitro. Wyniki przeprowadzonych u R. tianschanicus x R. patientia badan

wykazatly, ze ultrastruktura i wielko$¢ chloroplastéw peddéw przybyszowych ukorzenionych,

rosnacych w warunkach in vitro byla identyczna jak tych po kilku tygodniach aklimatyzacii

do warunkéw ex vitro. Chloroplasty te charakteryzowatly si¢ obecnoscig 3-4 ziaren skrobi.

Tylakoidy stromy byty krotkie, gesto utozone, a liczba tylakoidow w obrebie gran wahata si¢
od 7-19 (Slesak i wsp. 2017b).

Kluczowym spostrzezeniem w czasie analizy byt brak widocznych réznic w ultrastrukturze

chloroplastow, podczas pordOwnywania chloroplastow w  liSciach z tych samych

ukorzenionych peddw przybyszowych, rosnacych na pozywce hodowlane] w warunkach in

vitro 1 chloroplastow w lisciach pedéw aklimatyzowanych do warunkoéw ex vitro (rosnacych

w _doniczkach, bez dodatku egzogennego cukru). Nie zaobserwowano oczekiwanej

fotoinhibicji PSIl w przypadku ukorzenionych pedéw przybyszowych rosnacych in vitro

(wewnatrz naczynia). Podobnie, w przypadku regenerantéw aklimatyzowanvych ex vitro,

pomimo nhizsze] wilgotnosci powietrza w poroéwnaniu z naczyniem hodowlanym i braku

dodatkowego zewnetrznego zrodla cukru, ultrastruktura chloroplastdw nie ulegla zmianie. W
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oparciu 0 powyzsze obserwacje, sformutowano wniosek, ze chloroplasty lisci peddéw

ukorzenionych, rosnacych w warunkach in vitro, sa wystarczajaco dojrzale i wlasciwie

rozwiniete na tyle, ze proces aklimatyzaciji, czyli transferu do warunkéw ex vitro, nie ma

wplywu na ich rozwoj, co oznacza, ze prawidlowe dojrzewanie chloroplastow jest zwiazane

glownie z formowaniem korzeni. W naszej opinii uzyskane wyniki stanowig dodatkowe

potwierdzenie  hipotezy, ze to ukorzenienie odgrywa kluczowa rolg w rozwoju

funkcjonalnego aparatu fotosyntetycznego. Przemawia za tym fakt, ze chloroplasty badanych

lisci wyksztatcity prawidtowo funkcjonujacy system bton tylakoidéw juz po ukorzenieniu, co
znalazto odzwierciedlenie w aktywnosci fotouktadu II.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wyraznie wskazujg, ze_u R. tianschanicus x R.

patientia ukorzenienie eksplantatbw w warunkach in vitro a nie ich aklimatyzacia do

warunkéw ex vitro odgrywa kluczowa role dla rozwoju w pelni wydajnego, dojrzatego

aparatu_fotosyntetycznego. Przedstawiona publikacja (Slesak i wsp. 2017b) (pkt 4.2 poz. 4)

stanowi pierwsze tego typu doniesienie, dotyczace analizy aktywnosci fotouktadu IT i

ultrastruktury chloroplastow na wszystkich etapach mikrorozmnazania, tzn. formowania

pedow przybyszowych in vitro, ukorzeniania in vitro zregenerowanych pedow i aklimatyzaciji

regenerantOw do warunkow ex vitro.
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5. Omowienie pozostalych osiggnieé naukowo — badawczych

Moje zainteresowania naukowe dotyczyly gtownie zagadnien zwigzanych z kulturami in
vitro tkanek roslinnych oraz z embriologig eksperymentalng roslin. Od drugiego roku studiow
na kierunku biologia (Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi UJ) jestem zwigzana z Zakladem
Cytologii i Embriologii Roslin Instytutu Botaniki. Tutaj wykonatam prac¢ magisterska

pt. ,, Wptyw réznych cukrow na indukcje kalusa i organogeneze u Brassica napus L.”, pod
kierunkiem prof. dr hab. Lestawa Przywary. Praca magisterska oraz egzamin magisterski
ocenione zostaty na ocen¢ bardzo dobra. Ponadto, bardzo dobre wyniki w nauce, pozwolity
mi na ukonczenie studiow z wyroznieniem. W 1996 roku ukonczytam réwniez z wynikiem
bardzo dobrym Studium Pedagogiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego. Wyniki eksperymentéw
przeprowadzonych w trakcie wykonywania pracy magisterskiej zostaty przedstawione na

2. Ogolnopolskiej Konferencji ,,Zastosowanie kultur in vitro w fizjologii roslin” (Krakéw,
1996) (Zat. 3, pkt 111 B poz. 35), a nast¢pnie opublikowane w Acta Biologica Cracoviensia
Series Botanica (Bogunia i Przywara, 2000) (Zaf. 3, pkt 11 A poz. 16).

W 1997 roku podjetam studia doktoranckie, pod opieka naukowa prof. dr hab. L.
Przywary w w/w Zakladzie. W trakcie studiow doktoranckich kontynuowalam badania
dotyczace bardzo ciekawych i1 waznych zagadnien zwigzanych z wptywem cukrowcoéw na
szereg aspektow Kkultur in vitro rzepaku (Brassica napus L.). Weglowodany sa nie tylko
waznym zrodtem energii dla organizmoéw zywych, ale roéwniez kontrolujg wiele ich funkcji
zyciowych. Dzialajg jako fizjologiczne sygnaty powodujace represje lub aktywacje genow
ros$linnych uczestniczacych w wielu zasadniczych procesach zyciowych, takich jak:
fotosynteza, oddychanie, synteza i rozktad skrobi i sacharozy, metabolizm azotu, obrona
przed patogenami, czy regulacja cyklu komodrkowego. Wybdr obiektu badawczego
podyktowany byt istotnym znaczeniem rzepaku, ktory jest nie tylko wazng rosling
przemystowa, ale rowniez gatunkiem modelowym, wykorzystywanym w badaniach m. in.
procesu androgenezy, somatycznej embriogenezy oraz morfogenezy in vitro. Badania
prowadzone przeze mnie dotyczyly glownie wplywu egzogennych cukrow, takich jak
glukoza, sacharoza, fruktoza oraz maltoza na rozwoj zarodkow rzepaku, indukcje kalusa,

regeneracje roslin drogg organogenezy oraz somatycznej embriogenezy. Wykonalam takze w
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tym okresie szereg analiz dotyczacych aspektow fizjologicznych wptywu w/w cukrowcow na
kultury rzepaku, takich jak: wptyw na aktywno$¢ fotosyntetyczna hodowanych tkanek, czy
tez analiza pobierania cukréw i1 zmiany ich zawartosci w tkankach w trakcie kultury. W tym
okresie opublikowalam prace przegladowa w Wiadomosciach Botanicznych (Bogunia i
Przywara 1999), o roli cukrowcoéw w roslinnych kulturach in vitro (Zat. 3, pkt 11 D poz. 1.2).
Natomiast uzyskane wyniki badan byly prezentowane na konferencjach krajowych i
zagranicznych, m. in. 1X International Conference of Plant Embryologists (Krakow, 1999),
XXIV Konferencji Embriologicznej (Podlesice k/Kroczyc, 2000) i 52 Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Botanicznego (Poznan, 2001) (Zal. 3, pkt 111 B poz. 32-34).

W trakcie studiow doktoranckich realizowatam grant promotorski KBN ,, Wptyw
cukrow na rozwoj zarodka, produkcje kalusa i regeneracj¢ in vitro u wybranych odmian
rzepaku (Brassica napus L.)” (Zal. 3, pkt Il 1 poz. 1.1). Rozliczony grant uzyskat najwyzsza
oceng KBN. W roku 2002 obronitam z wyrdznieniem prac¢ doktorska pt. ,,Wplyw cukréw na
rozw6j zarodka, produkcj¢ kalusa i regeneracje¢ in vitro u wybranych odmian rzepaku
(Brassica napus L.), wykonang pod kierunkiem prof. dr hab. Lestawa Przywary. Wyniki
badan zawarte w rozprawie doktorskiej zostaty opublikowane w Acta Biologica Cracoviensia
Series Botanica ( Slesak i Przywara, 2003) i Plant Cell, Tissue and Organ Culture ( Slesak i
wsp. 2004) (Zat 3, pkt Il A poz. 14-15) oraz zaprezentowane na X Ogolnopolskiej
Konferencji Kultur In Vitro i Biotechnologii (Bydgoszcz, 2003) i XI International Conference
of Plant Embryology (Brno, 2003) (Zat. 3, pkt 111 B poz. 30-31).

Po obronie pracy doktorskiej bytam zatrudniona na stanowisku asystenta w Zaktadzie
Cytologii i Embriologii Roslin UJ. W tym okresie prowadzitam eksperymenty dotyczace
wplywu roslinnego regulatora wzrostu 2,4-D na procesy morfogenetyczne rzepaku (Brassica
napus L., cv. Kana). Zagadnienia te maja bardzo duze znaczenie praktyczne w kulturach in
vitro komorek, tkanek i organéw roslinnych, poniewaz ta syntetyczna auksyna nalezy do
czesto stosowanych w kulturach regulatorow wzrostu. Badania te realizowane byly w ramach
dwoch projektow (Zal. 3, pkt Il | poz. 2.1-2.2), finansowanych przez Prorektora UJ ds.
Badan i Wspolpracy Migdzynarodowej, ze Srodkow Centralnej Rezerwy Badan Wtasnych.
Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica
(Slesak i wsp. 2005) (Zal 3, pkt Il A poz. 13). W kolejnych latach uczestniczytam w
badaniach nad otrzymywaniem roslin z endospermy (bielma) kiwi (Actinidia deliciosa cv.
Hayward) w kulturze in vitro. Kiwi jest heksaploidem o niewielkich i bardzo licznych
chromosomach (2n = 6x = 174). Bielmo u roslin okrytozalagzkowych jest tkankg o stopniu

ploidalno$ci 3n a wigc regeneracja roslin z bielma to jeden ze sposobow uzyskiwania roslin
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triploidalnych, pozadanych z gospodarczego punktu widzenia (np. wigksze owoce). Badania z
moim wspoétudziatem prowadzono na wielu poziomach: tkankowym, komoérkowym i
ultrastrukturalnym oraz z wykorzystaniem réznorodnych technik, takich jak: SEM (ang.
Scanning Electron Microscopy), analiza DNA przy uzyciu cytometrii przeptywowej,
barwienie immunofluorescencyjne. Eksperymenty te zostaly zwienczone opracowaniem
protokotu wydajnej regeneracji pedow przybyszowych z bielma kiwi (9x) oraz uzyskaniem
dlugoterminowej hodowli kalusa pochodzacego z bielma, zachowujacego zdolnosci
morfogenetyczne. W zakresie w/w badan nawigzana zostata wspdlpraca z Uniwersytetem
Slaskim oraz Uniwersytetem Gdanskim. Eksperymenty dotyczace endospermy kiwi
realizowane byly m. in. w ramach projektu finansowanego z Centralnej Rezerwy Badan
Wriasnych (Zatl. 3, pkt 11 1 poz. 2.4), a ich wyniki opublikowane zostaly w Acta Biologica
Cracoviensia Series Botanica (Goralski i wsp. 2005, Popielarska i wsp. 2006) (Zaf. 3, pkt 11
A poz. 11-12) oraz zaprezentowane na XlI International Conference of Plant Embryology
(Krakow, 2005) i na XI Ogélnopolskiej Konferencji Kultur In Vitro i Biotechnologii Roslin
(Migdzyzdroje, 2006) (Zat. 3, pkt 111 B poz. 28-29). Badania nad kalusem bielmowym kiwi
byly w kolejnych latach kontynuowane, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na budowe i
funkcje pokrywajacej powierzchni¢ kalusa macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM, ang.
Extracellular Matrix). Uzyskane wyniki, nowatorskie ze wzglgdu na szczegdtowa analize
ultrastrukturalng ECM, ktora ujawnita jej heterogenng budowe oraz duza zmienno$¢ w
zaleznosci od stanu aktywnos$ci komodrek i zaawansowania procesu organogenezy,
opublikowano w Plant Cell Reports (Popielarska-Konieczna i wsp. 2008) (Zat. 3, pkt 11 A
poz.8) oraz w Plant Signaling & Behavior (Popielarska-Konieczna i wsp. 2008) (Zat. 3, pkt
Il D poz. 25). Z kolei wyniki badan dotyczacych charakterystyki fizjologicznej i
biochemicznej kalusa morfogennego i niemorfogennego wyprowadzonego z izolowanego
bielma kiwi Actinidia deliciosa cv. Hayward zaprezentowano na Plant Biology Europe
EPSO/FESPB Congress (Praga, 2016) oraz na 57 Zjezdzie Polskiego Towarzystwa
Botanicznego (Lublin, 2016) (Zat. 3, pkt 111 B poz. 3, 7).

Rownolegle uczestniczytam w realizacji projektu finansowanego ze $rodkow uczelni, ktory
dotyczyt kultury niedojrzatych zarodkow fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus) oraz
analizy chromosoméw politenicznych w suspensorze (Zaf. 3, pkt Il | poz. 2.5). W tym czasie
bytam réwniez zaangazowana w badania dotyczace aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych
w kulturach in vitro Trifolium repens i Mesembryanthemum crystallinum, w odpowiedzi na
czynniki stresowe. Eksperymenty dotyczace tych zagadnien prowadzone byly we wspodtpracy

z Instytutem Fizjologii Roslin im. Franciszka Goérskiego Polskiej Akademii Nauk w
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Krakowie. Cz¢s$¢ realizowanych przeze mnie badan finansowana byta przez Prorektora UJ ds.
Badan i Wspotpracy Miedzynarodowej Uniwersytetu Jagiellonskiego, ze srodkow Centralnej
Rezerwy Badan Wilasnych (Zal 3, pkt 11 1 poz. 2.3).Wyniki przeprowadzonych
cksperymentow opublikowane zostaly w Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica
(Slesak i wsp. 2006) oraz w Journal of Plant Physiology (Slesak i wsp. 2008) (Zat. 3, pkt |1
A poz. 9, 10) a takze zaprezentowane na 4™ Conference of Polish Society of Experimental
Plant Biology (Krakéw, 2009) (Zat. 3, pkt 111 B poz. 26).

W latach 2005 i 2006 bytam wspotwykonawca w mi¢dzyuczelnianym projekcie badawczym

, Biomasa — odnawialne zrdédta energii” (AKCENT), dotyczacym indukcji kalusa i
regeneracji in vitro roslin wysokoenergetycznych: Helianthus tuberosus oraz gatunkow

z rodzaju Miscanthus i Salix. Czg¢s¢ badan realizowana byta w ramach projektu ,,Kultury in
vitro wybranych eksplantatow roslin bioenergetycznych”, finansowanego z rezerwy rektora
UJ (Zat. 3, pkt 11 | poz. 2.6) a uzyskane wyniki byly prezentowane na XI Ogolnopolskiej
Konferencji Kultur In Vitro i Biotechnologii Roslin (Mig¢dzyzdroje, 2006) (Zat. 3, pkt 111 B
poz. 27) oraz opublikowane w Acta Societatis Botanicorum Poloniae (Pilarska i wsp. 2014)
(Zat. 3, pkt 1l A poz. 4). Oprocz omoédwionych powyzej badan w obszarze moich
zainteresowan znajdowaly si¢ wowczas roéwniez zagadnienia dotyczace mechanizmow
odpowiedzialnych za reakcje roslin na zranienie (zarowno w obrebie organizmu ro$linnego
jak 1 w kontekscie oddzialywania roslina — s$rodowisko). Zagadnienia te majg istotne
znaczenie poznawcze i mogg znalez¢ zastosowanie praktyczne, zwlaszcza w szeroko pojetej
ochronie ro$lin. Tematyki tej dotyczy popularnonaukowa praca przegladowa (Slesak i Slesak,
2011) (Zat. 3, pkt 1l D poz. 1.1), w ktorej przedstawiono charakterystyke reakcji roslin na
uszkodzenie mechaniczne poprzez prezentacje skomplikowanych 1 zaawansowanych
mechanizmow obronnych jakimi dysponuje ro$lina (reakcje biochemiczne, substancje
sygnalowe, kwas jasmonowy 1 jego pochodne, etylen, lotne zwigzki organiczne jako
chemoatraktanty dla naturalnych wrogéw owadow roslinozernych, odpowiedz roslin na
zranienie w kulturach in vitro).

Moje zainteresowania zwigzane z rolg O, i H,O, we wczesnych etapach ewolucji zycia na
Ziemi, zaowocowaly wspotudziatem w dwoch artykutach opublikowanych w Astrobiology
(Slesak i wsp. 2012, Slesak i wsp. 2016) (Zal. 3, pkt Il A poz. 2, 7). Wedtug powszechnie
akceptowanej hipotezy, metabolizm tlenowy i wiele reakcji w ktore wiaczony jest O, pojawito
si¢ po wyewoluowaniu fotosyntezy tlenowej (ang. oxygenic photosynthesis). Analiza
porownawcza szlakow metabolicznych i reakcji chemicznych, w ktore wiaczony jest O i

H,0,, wystepujacych u beztlenowcow, fakultatywnych beztlenowcow i tlenowcdéw wykazata,
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ze prawdopodobnie hipotetyczny ostatni wspolny przodek wszystkich organizméw zywych
(LUCA, ang. last universal common ancestor) mogt by¢ zdolny do tolerancji chociazby
niskich stgzen O i detoksykacji reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species).
W oparciu o wyniki analiz przeprowadzonych in silico, nie mozna wykluczy¢ obecnosci
niskich, ale na tyle wystarczajgcych stezen O, i H,O, w srodowisku, ze mogly mie¢ istotny
wplyw na wezesne etapy ewolucji zycia na Ziemi.

Ponadto, w oparciu o analiz¢ bioinformatycznych baz danych i filogenetyk¢ molekularna,
wykazali$my, ze U 93% analizowanych obligatoryjnych anaerobow wystepuje co najmniej
jeden enzym antyoksydacyjny, a 50% z nich posiada funkcjonalny enzymatyczny system
antyoksydacyjny (EAS, ang. enzymatic antioxidant system). System taki sktada si¢ z co
najmniej dwoch enzymoéw antyoksydacyjnych: jednego, ktory stuzy do detoksykacji
anionorodnika ponadtlenkowego i drugiego, ktory rozktada nadtlenek wodoru. Uzyskane
wyniki stanowig dodatkowy argument za tym , ze LUCA nie byt obligatoryjnym anaerobem,
a O, mogl by¢ dostepny dla pierwszych mikroorganizméw zanim jeszcze wyewoluowala
fotosynteza tlenowa. Tlen (O,) mogt wowcezas pochodzié ze zrodet abiotycznych, jak rowniez
mogl by¢ efektem aktywnosci EAS.

Kontynuacje powyzszej tematyki i wspotpracy stanowi publikacja w BioEssays (Slesak i wsp.
2017) (Zat. 3, pkt II A poz. 1), w ktorej jestem wspotautorem. Dotyczy ona prezentacji nowej
hipotezy, powstatej w oparciu o analiz¢ literatury, zwigzanej z aktywnosciag RubisCO jako
oksygenazy. RubisCO (ang. D-ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase) jest
kluczowym enzymem odpowiedzialnym za wigzanie CO; poprzez karboksylacj¢ RuUBP (ang.
ribulose-1,5-bisphosphate). Oprocz reakcji karboksylacji RubisCO katalizuje rowniez reakcje
oksygenacji RuBP, w ktorej bierze udziat O,. Z duzym prawdopodobienstwem wiasciwosci
RubisCO zwigzane z karboksylacja i oksygenacja rozwingty si¢ w tym samym czasie, juz

na wczesnych etapach ewolucji RubisCO. Podwoéjna ,,aktywno$¢” RubisCO moze by¢
konsekwencja srodowiska mikrotlenowego wystepujacego lokalnie w srodowisku wodnym,
jeszcze przed pojawieniem si¢ fotosyntezy tlenowej. W pracy zaprezentowane jest
zastosowanie rekonstrukcji ancestralnych form RubisCO z uzyciem techniki ASR (ang.
ancestral sequence reconstruction), jako obiecujacej metody testowania hipotezy dotyczacej
oksygenicznej aktywnosci pierwotnych (ancestralnych) form RubisCO na wczesnych etapach
ewolucji zycia na Ziemi.

W 2013 opublikowatam w Central European Journal of Biology (Slesak i wsp. 2013) (Zad. 3,
pkt Il A poz. 6) pracg dotyczaca wptywu genotypu na morfogeneze z tarczek (scutellum)

niedojrzatych zarodkow jeczmienia (Hordeum vulgare) w warunkach in vitro. Publikacja ta
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jest efektem wspotpracy z Katedrg Hodowli Roslin i Nasiennictwa Uniwersytetu Rolniczego
w Krakowie i stanowi pierwsze doniesienie dotyczace analizy regeneracji in vitro z tarczek
niedojrzatych zarodkdéw, waznych gospodarczo, odmian jeczmienia: Stratus, Ryton, Granal i
Binal. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono wysoce zalezng od genotypu
wydajnos¢ regeneracji i zywotnos¢ tarczek zarodkow jeczmienia. Wykonana przeze mnie
analiza histologiczna wykazata wylacznie posrednig (via kalus) morfogenez¢ na drodze
organogenezy (formowanie pedéw przybyszowych) oraz somatycznej embriogenezy, co
weryfikuje poprzednie doniesienia o bezposredniej embriogenezie somatycznej w kulturach
tarczek zarodkow jeczmienia. ROwnoczesnie uczestniczytam w badaniach in vitro nad
izolowanym bielmem wybranych zbdz, ktéorych wyniki opublikowano w Protoplasma
(Popielarska-Konieczna i wsp. 2013) (Zat. 3, pkt Il A poz. 5). W trakcie prowadzonych badan
potwierdzono zalezno$¢ efektywnosci odpowiedzi izolowanego bielma zbdz od genotypu, a
wymieniona wyzej publikacja stanowi pierwsze doniesienie szczegdlowo analizujace rozwoj
in vitro izolowanego bielma pszenicy chlebowej i pszenzyta. Wyniki badan dotyczacych
rozwoju izolowanej endospermy w warunkach in vitro byly wielokrotnie prezentowane
zarowno na konferencjach krajowych jak i zagranicznych, takich jak: XXX Conference on
Embryology Plants * Animals * Humans (Jurata, 2012), IX National Conference “In vitro
cultures in plant physiology” (Krakoéw, 2013), 3" International Conference on Plant
Morphology Modern Phytomorphology (Lwow, 2014) , Plant Biology Europe FESPB/EPSO
Congress (Dublin, 2014) (Zadt. 3, pkt 111 B poz. 14, 15, 21, 24) oraz opublikowane w Modern
Phytomorphology (Popielarska-Konieczna i wsp. 2014) (Zat. 3, pkt 11 D poz. 2.4).

Od 2013 roku uczestnicze réwniez w badaniach nad mikropropagacja z niedojrzatych
zarodkow apomiktycznego Taraxacum belorussicum val. N. Tikhom, wykonujac analizy
molekularne, majace na celu okreslenie stabilnosci genetycznej uzyskanych w warunkach in
vitro regenerantow. Wyniki tych badan zostaty dwukrotnie zaprezentowane na konferencjach
Puzzles of Development: from the First Divisions to Brain Wiring (Zakopane, 2013), 3"
International Conference on Plant Morphology Modern Phytomorphology (Lwow, 2014)
(Zat. 3, pkt 111 B poz. 13, 18), oraz opublikowane w Modern Phytomorphology (Tuleja i wsp.
2014) (Zat. 3, pkt 11 D poz. 2.3).

Od kilku ostatnich lat moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza dotyczy zagadnien zwigzanych z
procesami mikrorozmnazania i morfogenezy in vitro przedstawicieli rodzaju Rumex,
obejmujac aspekty histologiczne, fizjologiczne, cytometryczne oraz genetyczno-molekularne.
Charakterystyka tego nurtu badan prowadzonego w Zaktadzie Cytologii i Embriologii Ro$lin

Instytutu Botaniki UJ zostata przeze mnie opisana w publikacji popularnonaukowej w Alma
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Mater (Slesak 2013) (Zaf. 3, pkt II D poz.3.1). Badania te byly finansowane m. in. przez
Prorektora UJ ds. Badan i Wspolpracy Migdzynarodowej Uniwersytetu Jagiellonskiego ze
srodkow Wydziatowej Rezerwy Badan Wtasnych (Zal. 3, pkt 11 I poz. 2.7-2.9). W badaniach
tych mozna wyrdzni¢ kilka nurtdéw. Jeden z nich dotyczy Rumex thyrsiflorus Fingerh. Jak
wspomniano wczesniej ( pkt 4.3) jest to roslina dwupienna, wykazujaca chromosomowg
determinacje pici (osobniki zenskie: 2n=12A+XX, osobniki meskie: 2n=12A+ XY1Y>).
Uwazana jest za modelowy gatunek w badaniach nad strukturg i funkcja chromosoméw pici
oraz proporcja plci w populacjach a takze gatunek wazny z medycznego punktu widzenia.
Najistotniejsze rezultaty badan w tym zakresie zostaty zawarte w pracach, ktére stanowig
podstawe osiggniecia naukowego, bedacego przedmiotem niniejszego postgpowania
habilitacyjnego (pkt 4.2, poz 2, 3). Poza tym wyniki badan dotyczacych tego gatunku byly
prezentowane na 12" National Conference "In vitro Cultures” (Poznan, 2009) (Zal. 3, pkt ITI
B poz.25), XXX Conference on Embryology Plants ¢ Animals « Humans (Jurata, 2012) (Zal.
3, pkt 111 B poz.23) i konferencji migdzynarodowej Puzzles of Development: from the First
Divisions to Brain Wiring (Zakopane, 2013) (Zat. 3, pkt I1I B poz.17). Z kolei wyniki badan
dotyczacych zalezno$ci pomigdzy potencjalem morfogenetycznym eksplantatow w
warunkach in vitro a ich plcig, prowadzone z wykorzystaniem markerow molekularnych ptci
prezentowane byly na IX National Conference “In vitro cultures in plant physiology”
(Krakow, 2013) (Zat. 3, pkt I11 B poz.19), 3" International Conference on Plant Morphology
Modern Phytomorphology (Lwow, 2014) (Zal. 3, pkt III B poz.11), XIV Overall Polish in
vitro Culture and Plant Biotechnology Conference (Poznan, 2015) (Zal. 3, pkt III B poz.10),
Plant - the source of research material 4™ International Conference and Workshop (Lublin,
2015) (Zal. 3, pkt III B poz.9), Joint 7 " Conference of the Polish Society for Experimental
Plant Biology and the Intercollegiate Faculty of Biotechnology UG & MUG (Gdansk, 2015)
(Zal. 3, pkt III B poz.8), 17th European Congress on Biotechnology (Krakow, 2016) (Zaf.
3, pkt 111 B poz.5), 4™ Meeting on Biotechnology of Plant Products, Green for Good 1V-G4G
(Olomouc, 2017) (Zal. 3, pkt III B poz.2) oraz opublikowane w Modern Phytomorphology
(Slesak i wsp. 2014) (Zat. 3, pkt II D poz.2.2).

Kolejnym obiektem prowadzonych przeze mnie przez ostatnich kilka lat badan jest Rumex
tianschanicus x Rumex patientia. Najistotniejsze rezultaty badan w tym zakresie zostaty
zawarte w pracach, ktore stanowig podstawg osiggniecia naukowego, bedgcego przedmiotem
niniejszego post¢gpowania habilitacyjnego (pkt 4.2, poz 1, 4). W obecnie prowadzone
eksperymenty dotyczace biochemicznych i fizjologicznych aspektow kultury mieszanca R.

tianschanicus x R. patientia i produkcji biomasy zaangazowana jest, pozostajaca pod moja
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opickag naukowsg, doktorantka mgr Magdalena Lisznianska. Wyniki badan dotyczacych
mieszanca energetycznego byly prezentowane w trakcie nastgpujacych konferencji: XXX
Conference on Embryology Plants * Animals * Humans (Jurata, 2012) (Zal. 3, pkt 111 B
p0z.22), IX National Conference “In vitro cultures in plant physiology” (Krakow, 2013) (Zad.
3, pkt 11l B poz.20), Puzzles of Development: from the First Divisions to Brain Wiring
(Zakopane, 2013) (Zail. 3, pkt IIl B poz.16), 3" International Conference on Plant
Morphology Modern Phytomorphology (Lwow, 2014) (Zal. 3, pkt III B poz.12), XXXII
Conference on Embryology Plants * Animals * Humans (Wojstawice, 2016) (Zal. 3, pkt 111 B
poz.6), 17th European Congress on Biotechnology (Krakow, 2016) (Zal 3, pkt III B
poz.4), 6th Central European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH (Krakow, 2017)
(Zal. 3, pkt III B poz.1) oraz opublikowane w Modern Phytomorphology (Slesak i wsp. 2014)
(Zat. 3, pkt I D poz.2.1). W zakresie wyzej wymienionych badan zostata podjeta wspotpraca
naukowa z Katedra Genetyki i Biotechnologii Roslin Uniwersytetu Technologiczno-
Przyrodniczego w Bydgoszczy oraz z Instytutem Fizjologii Roslin PAN w Krakowie.
Ponadto, od 2015 roku prowadze¢ badania in vitro nad wybranymi przedstawicielami rodziny
Orobanchaceae (zarazowate). Celem prowadzonych eksperymentow jest opracowanie
modelowego uktadu in vitro dla 1) zbadania aspektow rozwojowych, metabolicznych i
fizjologicznych tych roslin pasozytniczych, 2) zbadania interakcji pasozyt — zywiciel, 3)
opracowania wydajnego systemu ,infekcji” korzeni zywiciela kalusem Orobanche lub
Phelipanche, dajacego efekt w postaci pelnej regeneracji (dodatkowo analiza histologiczna
hodowanego materialu) oraz 4) zbadanie molekularnych czynnikow kontrolujacych
kietkowanie nasion i rozwéj przed infekcjg zywiciela (endogenne i egzogenne sygnaty we
wczesnych etapach rozwojowych). Zagadnienia te stanowig jeden z nurtow badan
prowadzonych w Zakladzie Cytologii 1 Embriologii Roslin we wspotpracy z Zakladem
Botaniki Instytutu Biologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach. Jednym z
efektow wspotpracy jest artykul opublikowany w Annales Botanici Fennici (Piwowarczyk i
wsp. 2015) (Zadt. 3, pkt 11 A poz. 3), ktérego jestem wspotautorem.

Moja aktywnos¢ naukowa zostata wyrézniona Nagrodg Zespotows I stopnia J. M. Rektora UJ
za szczegOlne osiggniecia w pracy naukowej, przyznang z okazji inauguracji roku
akademickiego 2009/2010 (Zatl. 3, pkt 11 J poz. 1). Podczas dwoch ostatnich edycji oceny
nauczyciela akademickiego prowadzonych na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UJ (ankiety
dwuletnie, lata 2012-2013 oraz 2014-2015) uzyskatam ocene¢ wyrdzniajaca dla wszystkich

typoéw dziatalnosci (naukowa, dydaktyczna oraz organizacyjna). Szczegolnie cenne dla mnie
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bylo rowniez otrzymanie nominacji w Laudacjach studenckich (2016) w kategorii ,,Przyjaciel
studenta” (Zadl. 3, pkt I1I D poz. 1).

W czerwcu 2015 roku odbytam staz zagraniczny w Palacky University w Olomouc w ramach
programu Erasmus + TEACHING STAFF MOBILITY. Podczas pobytu miatam mozliwo$¢
zapoznania si¢ z tematyka badawczg tamtejszej Katedry Botaniki oraz zdobytam cenne
doswiadczenia dydaktyczne, prowadzac dla doktorantow w/w Katedry seminaria i zajecia
laboratoryjne “Useful histochemical technics for plant tissue material” (Zaf. 3, pkt I1I L poz.
1).

W celu podnoszenia kwalifikacji zawodowych regularnie uczestnicz¢ w rdéznorodnych
szkoleniach, otrzymujac odpowiednie certyfikaty. W 2012 roku bratam udzial w wyktadach
oraz warsztatach praktycznych ,, Preparatyka materiatow biologicznych do skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM)”, zorganizowanych przez Leica Microsystems. W 2013
roku odbytam szkolenie Elsevier’a (Author Seminar) "How to write a world class paper”
oraz ,,Ochrona prawna i ocena publikacji naukowych ", a w 2014 roku szkolenie
zatytutowane ,,Bibliografia publikacji pracownikow w Repozytorium UJ. Idea i
Sfunkcjonalnosé¢ systemu” (Zat. 3, pkt 111 Q poz. 2.1-2.4).

Przez ostatnie lata, jako ekspert w zakresie roslinnych kultur in vitro wykonywatam szereg
recenzji manuskryptéw dla specjalistycznych czasopism, takich jak: PLOS ONE, In vitro
Cellular and Developmental Biology — Plant, Journal of Developmental Biology and Tissue
Engineering, Acta Physiologiae Plantarum, Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica,
Journal of Applied Botany and Food Quality, African Journal of Biotechnology, Proceedings
of the National Academy of Sciences Section B: Biological Sciences oraz Semina Scientiarum
(Zat. 3, pkt 111 P poz. 1-9). Opiniowatam réwniez projekty badawcze Kota Przyrodnikow
Studentéw Uniwersytetu Jagiellonskiego na zlecenie Rady Kot Naukowych Uniwersytetu
Jagiellonskiego (Zaf. 3, pkt 111 O poz. 1,2). Jestem czionkiem Polskiego Towarzystwa
Biologii Eksperymentalnej Roslin (PTBER) oraz Federation of European Societies of Plant
Biology (FESPB) (Zal. 3, pkt 111 H poz. 1,2).

Podsumowanie najwazniejszych osiggnieé naukowych

Dane bibliometryczne: z dnia 5.10.2017
Suma punktow MNiSW: 525

Sumaryczny IF (5 letni): 37.955

Sumaryczny IF z roku opublikowania: 31.403

29



Halina Slesak Zalacznik 2A

zrodto cytacje indeks Hirscha
Web of Science (All databases) 155* 8
Google Scholar 269 10

*125 bez autocytacji

Publikacje z listy A MNiSW (znajdujace si¢ w bazie JCR): 20
Publikacje z listy B MNiSW: 2 (przegladowe)

Prace anglojezyczne, recenzowane: 5

Prace popularnonaukowe: 1

Lacznie: 28

Opublikowane doniesienia konferencyjne: 18

Uczestnictwo w konferencjach

tacznie: 35
mi¢dzynarodowe : 18
krajowe: 17

Projekty

Badawcze: 10, w tym:
- finansowane przez KBN: 1
- finansowane przez Prorektora UJ ds. Badan i Wspodlpracy Mig¢dzynarodowej
Uniwersytetu Jagiellonskiego ze $rodkow Centralnej Rezerwy Badan Wtasnych lub
Wydziatowej Rezerwy Badan Wiasnych: 9

Edukacyjne: 4

6. Dziatalnosé dydaktyczna

Od wielu lat realizowatam zajecia dydaktyczne w pelnym wymiarze pensum w Zaktadzie
Cytologii i Embriologii Roslin Instytutu Botaniki UJ, takie jak: Botanika (kierunek Biologia i
geografia), Botanika ogdlna (kierunek Biologia i geologia — specjalnos¢ ochrona przyrody),
Kultury in vitro tkanek roslinnych (pracownia), Podstawy botaniki (kierunek Ochrona
srodowiska), seminaria magisterskie (studia niestacjonarne - kierunek Biologia), Pracownia
specjalizacyjna, Seminaria dyplomowe oraz Proseminaria.

W ramach ostatniego z wymienionych kursow, opracowatam wspolnie z dr hab. Grzegorzem
Goralskim, jako pomoc dydaktyczng, seri¢ autorskich filmow instruktazowych dotyczacych
Zotero - managera cytacji, programu shuzgcego do wygodnego magazynowania, zarzadzania i
cytowania zrodel bibliograficznych. Jest to narzgdzie pomocne w tworzeniu i zarzadzaniu
baza pozycji bibliograficznych w publikacjach naukowych,  pracach licencjackich i
magisterskich. Przygotowane przez nas tzw. screencasty, dostepne online, cieszg si¢ duzym

zainteresowaniem studentow.
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Wsérod obecnie prowadzonych przeze mnie zaje¢ dydaktycznych nalezy wymienié
nastepujace kursy: Biologia roslin - podstawy (WBNZ-823), Fizjologia roslin (INS-35,
WBNZ-479-A, WBNZ-945-IK), Diversity and evolution of plants (WBNZ-863, kurs
anglojezyczny), Mikrofotograficzna pracownia (WBNZ-190), Pracownia specjalizacyjna
(WBNZ-665m, WBNZ-666m), Pracownia licencjacka (WB.IB.M-OP-028), Proseminarium
(WB.IB.M-OP-025, WBNZ-895) oraz Seminarium dyplomowe (WBNZ-837). Aktywnie
uczestniczytam w przygotowaniu nowego dla Zakladu Cytologii i Embriologii Roslin UJ,
bardzo wysoko ocenionego przez studentdow w anonimowych ankietach, kursu ,,Fizjologia
roslin”, ktory wspotprowadz¢ z innymi pracownikami Zaktadu od roku akademickiego
2015/2016, najpierw dla kierunku Biologia i geografia, obecnie dla kierunku Biologia. W
ramach przygotowania wyzej wymienionego kursu zajmowatam si¢ opracowaniem autorskich
instrukcji do ¢wiczen oraz wyposazeniem pracowni w odpowiednie odczynniki i aparaturg,
umozliwiajgce przeprowadzenie zaje¢ dydaktycznych na wysokim poziomie.

Prowadzone przeze mnie zaj¢cia dydaktyczne sa corocznie oceniane bardzo wysoko w
ankietach studenckich (znacznie powyzej $redniej UJ), w ktorych studenci szczegodlnie
podkreslajag kompetencje, umiej¢tno$é nawigzywania kontaktu ze studentami, rzetelnosé

i dobra organizacj¢ zaje¢. W biezacym roku akademickim (semestr zimowy) uzyskatam oceng
5.0 (srednia z 65 odpowiedzi uczestnikow zajec). Zalgczone przez studentow komentarze (z
ktorych jeden pozwole sobie przytoczy¢ ponizej), dowodza wysokiej jakosci prowadzonych
przeze mnie zaje¢ i umiejetnosci dydaktycznych:

,, Osobiscie nie interesuje mnie botanika, takze nie powiem, zebym podchodzita do zajec ze
szczegdlnym zaangazowaniem. Jednak pani Slesak to moja ulubiona prowadzgca od éwiczerh
w tym semestrze. Bardzo cierpliwa, mita i wyrozumiata, a jednoczesnie bardzo dobrze
wyktadajgca przedmiot i wymagajgca. Wysmienity kontakt ze studentami. Glupio az bylo sie
nie uczy¢, nawet jak ktos nie lubi roslin.” [pisownia oryginalna]

W latach 2009-2016 pod mojg opiekg wykonanych zostato sze$¢ prac magisterskich (Zaf. 3,
pkt 111 J poz. 1.1-1.6) oraz trzy prace licencjackie (Zat. 3, pkt 111 J poz. 2.1-2.3). Obecnie
jestem promotorem jednej pracy magisterskiej i jednej licencjackiej (Zat. 3, pkt 111 J poz. 1.7,
2.4). Dodatkowo w latach 2011-2016 bylam recenzentem dwoch prac magisterskich oraz
pieciu prac licencjackich (Zal. 3, pkt III Q poz. 4.1-4.7).

Jestem rowniez promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim mgr Katarzyny
Dziedzic (otwarcie przewodu: maj 2017) oraz opiekunem naukowym doktorantki mgr
Magdaleny Lisznianskiej (Zal. 3, pkt 111 K, poz. 1, 2).
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7. Popularyzacja nauki

Prowadzg bardzo aktywna dziatalno$¢ popularyzatorska. W ostatnich latach uczestniczylam
jako wykonawca w czterech projektach edukacyjnych, obejmujacych programy europejskie i
krajowe (Zal. 3, pkt III A poz. 1-4), prowadzac zajecia jako nauczyciel - instruktor nauczania
zdalnego (platforma edukacyjna) i stacjonarnego w ramach ,,Mtodziezowej e-akademii nauk
matematyczno — przyrodniczych”, wyktady dla ,,Stowarzyszenia Uniwersytet Trzeciego
Wieku” w Andrychowie w ramach Rzadowego Programu na Rzecz Aktywnosci Spolecznej
Osob Starszych oraz warsztaty laboratoryjne stacjonarne i transmitowane do szkoét licealnych
w ramach projektu "Matopolska Chmura Edukacyjna”. Dodatkowo, prowadzac prelekcje,
bylam zaangazowana w dzialalno$§¢ Sekcji Biologicznej Krakowskiego Mlodziezowego
Towarzystwa Przyjaciol Nauk i Sztuki, oraz w promocj¢ Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
UJ w ramach dnia otwartych.

Swoje umiejetnosci dydaktyczne wykorzystuje koordynujac 1 wspdiprowadzac z pelnym
zaangazowaniem warsztaty laboratoryjne zaré6wno dla przedszkolakow, uczniow szkot
podstawowych jak i gimnazjalistow. Od roku akademickiego 2014/2015 uczestnicze jako
koordynator oraz prowadzacy, w nowatorskim na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UJ
programie dla licealistow ,,Rozwin skrzydta — nieograniczone mozliwosci”, natomiast od roku
akademickiego 2013/2014 prowadze zajecia (wyktady oraz ¢wiczenia) dla uczniow IV
Liceum Ogolnoksztalcacego im. Tadeusza Kosciuszki w Krakowie w ramach patronatu
Uniwersytetu Jagiellonskiego nad klasa biologiczno — chemiczng (na zlecenie Wydzialowego

Centrum Dydaktyki) (Zat. 3, pkt 111 1 poz. 1-11).

8. Dziatalnosé organizacyjna

Od wielu lat bardzo chetnie angazuje¢ si¢ w dziatalno$¢ organizacyjng Zaktadu Cytologii i
Embriologii Roslin UJ. W roku 1997 pehitam funkcje Skarbnika XXII Konferencji
Embriologicznej a w 1999 roku bytam czlonkiem Komitetu Organizacyjnego IX International
Conference of Plant Embryologists (Zal. 3, pkt III C poz. 1, 2). Wielokrotnie
reprezentowatam Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi UJ na Targach Edukacyjnych oraz
kierunek Biologia na Jagiellonskim Festiwalu Nauki, a takze bylam oddelegowana przez
Instytut Botaniki UJ, na wniosek Okregowej Komisji Egzaminacyjnej, do XV LO w
Krakowie jako obserwator egzaminu maturalnego z biologii. W latach 2004-2006 bytam
cztonkiem Komisji Rekrutacyjnej na kierunek Biologia, a w 2008 roku peknitam funkcje
sekretarza Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej (Biologia, studia stacjonarne | stopnia). Od

2004 roku jestem doradcg programowym dla studentéw 11 II roku studiéw licencjackich na
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kierunku Biologia, a od 2005 jestem przedstawicielem niesamodzielnych pracownikow
naukowo-dydaktycznych na Rade Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ. Od 2010 roku
regularnie pefni¢ funkcje przewodniczacego Komisji na egzaminach dyplomowych, zaréwno
licencjackich jak i magisterskich, w Instytucie Botaniki UJ. W 2011 roku powierzono mi
funkcje koordynatora w  Matopolskim Regionalnym Programie Operacyjnym
MRPO.01.01.01-12-087/09: "Modemizacja infrastruktury dydaktycznej na kieru‘nkach
scistych i przyrodniczych UJ w ramach I stopnia ksztalcenia". Zadanie 10. Modernizacja
Pracowni Genetyczno Molekularnej Instytutu Botaniki UJ. Natomiast w 2012 roku bytam
cztonkiem komisji przetargowych w projekcie Program Operacyjny Infrastruktura i
Srodowisko POIS (13.00.01-00-062/08 ,Rozbudowa i modernizacja infrastruktury
dydaktycznej na kierunkach przyrodniczych i $cistych UJ”). Rok pézniej koordynowatam
zakupy sprzetu laboratoryjnego w zwiazku z przeprowadzka Zaktadu Cytologii i Embriologii
Roslin Instytutu Botaniki UJ i doposazeniem Pracowni Genetyczno-Molekularnej IB UJ.
Dodatkowo, w 2014 roku organizowatam ,Noc Biologéw” w Instytucie Botaniki UJ. Od
2012 roku jestem czlonkiem Komisji Programu ,,Erasmus +” w Instytucie Botaniki (wymiana
studencka). Od 2013 roku wchodze réwniez w sktad Rady Programowej kierunku Biologia, w
ramach ktorej w 2016 roku powotano mnie na cztonka Zespotu ds. oceny efektow ksztatcenia

(Zal. 3, pkt III Q poz. 1.1-1.15).

Informacje o pozostatych osiagnieciach naukowych, dydaktycznych i organizacyjnych, nie
uwzglednionych powyzej, przedstawiono w ,,Wykazie opublikowanych prac naukowych oraz
informacji o osiagnigciach dydaktycznych, wspétpracy naukowej i popularyzacji nauki”

(Zal. 3).

folbio 5&4
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