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A. DANE OSOBOWE

Imie¢/imiona i nazwisko: Agnieszka Katarzyna Niedziela

Poprzednie nazwisko: Fiuk (od 2001 r. do 2010 r.)

Data i miejsce urodzenia: 24 wrzeénia 1975 r., Itza

Stopien naukowy: doktor inzynier

Miejsce zatrudnienia: Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Panstwowy Instytut Badawczy
Radzikéw, 05-870 Btonie, Zaklad Biochemii i Fizjologii Roslin, Pracownia Markeréw
Molekularnych

B. PRZEBIEG KARIERY NAUKOWEJ

Studia wyzsze:

1995-2000

Doktorat:

2001-2005

Wydziat Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu Szkoty Gtownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie. Studia ukonczone z wynikiem bardzo dobrym i tytutem
magistra inzyniera ogrodnictwa.

Praca magisterska pt. ,,Charakterystyka transgenicznych roslin pomidora pokolenia
T2 z wprowadzonymi genami fosfotransferazy neomycyny oraz taumatyny I1.”
realizowana w Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin pod opieka
dr hab. Grzegorza Bartoszewskiego.

Polska Akademia Nauk Ogrod Botaniczny - Centrum Zachowania Réznorodnosci
Biologicznej w Powsinie. Rozprawa doktorska pt. ,,Zdolno$ci morfogenetyczne
wielo- i jednokomorkowych eksplantatow goryczek™ realizowana w Pracowni
Biotechnologii Roslin pod opieka prof. dr hab. Jana J. Rybczynskiego (Rec.: prof.
dr hab. Ewa K¢pczynska, prof. dr hab. Katarzyna Niemirowicz-Szczytt)

Obrona pracy doktorskiej 21 grudnia 2005 roku z wyréznieniem przed Radg
Wydzialu Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu Szkoly Gtownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Data nadania stopnia doktora: 11 stycznia 2006 r.

Inne formy edukacji:

Udziat w szkoleniach i warsztatach naukowych:

1. ,Application of molecular markers in studies on plants.” Warszawa, 25-29 wrze$nia

2002 .

2., Application of novel cytogenetic and molecular techniques in genetics and breeding of the
grasses.” Centrum Doskonatosci w Agrobiologii i Genetyce Molekularnej Roslin PAGEN.
Poznan, 31 marca - 2 kwietnia 2003 r.
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3. ,Diagnostyka molekularna i cytogenetyczna w hodowli roslin.” Centrum Doskonalo$ci
w Agrobiologii i Genetyce Molekularnej Roslin PAGEN. Poznan, 27-30 kwietnia 2004 r.

4. ,Plant genome mapping and search for markers linked to agricultural traits.” Centrum
Doskonatosci w Agrobiologii i Genetyce Molekularnej Roslin  PAGEN. Poznan,
18 pazdziernika 2004 r.

5. ,Roéliny alternatywne dla zréwnowazonego rolnictwa.” Centrum Doskonatosci
w Agrobiologii i Genetyce Molekularnej Roslin PAGEN. Poznan, 7-8 wrzesnia 2005 r.

6. ,,Podstawy filogenetyki molekularnej.” MSB - Serwis dla Biologii Molekularnej. Warszawa,
22-24 czerwca 2006 r.

7. ,,Planowanie i wnioskowanie statystyczne w badaniach rolniczych.” IHAR-PIB. Radzikow,
20-22 listopada 2007 r.

8. ,Statystyczne modelowanie danych bioinformatycznych.” Uniwersytet Przyrodniczy we
Wroctawiu & Europejski Fundusz Spoteczny. Wroctaw, 25-29 czerwca 2012 r.

9. ,System R oraz zastosowanie R w genetyce populacyjnej.” QuantUp. Radzikéw, 30-31
sierpnia 2012 r.

C. PRZEBIEG PRACY ZAWODOWEJ

2001- 2007 Polska Akademia Nauk Ogrod Botaniczny - Centrum Zachowania R6znorodnosci
Biologicznej w Powsinie, Pracownia Biotechnologii Roslin; stanowiska - inzynier
stazysta (2001), biolog (2001), asystent (2001 - 2006), adiunkt (2006 - 2007)

2007 - aktualnie Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Panstwowy Instytut Badawczy
w Radzikowie, Zaktad Biochemii i Fizjologii Roslin Pracownia Markeréw
Molekularnych; stanowisko - adiunkt (2007 - aktualnie)

(2011 r. urlop macierzynski - 6 miesigcy)
(2016/2017 r. urlop macierzynski i rodzicielski - 9 miesiecy)
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D. WSKAZANIE | OPIS OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY
Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM ORAZ

STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ. 595 ZE ZM.)

1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Cykl pigciu jednotematycznych publikacji naukowych pod wspdlnym tytutem:
Identyfikacja markeréw molekularnych do oceny tolerancyjnosci materialow

hodowlanych pszenzyta (x Triticosecale Wittmack) na toksyczne dzialanie

jonéw glinu.

|2. PUBLIKACJE STANOWIACE OSIAGNIECIE NAUKOWE

P1). Niedziela A., Orlowska R., Machczynska J., Bednarek P.T. (2016) The genetic diversity of
triticale genotypes involved in Polish breeding programs. SpringerPlus, 5:355.

[IFs-1emi = 1.195; IF2016 = 0.982; MNiSW2016 = 25]

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu doswiadczen.
Bytam odpowiedzialna za izolacje DNA z lisci, przygotowanie prob do analizy DArT, oceng
podobienstwa genetycznego materiatu roslinnego oraz struktury badanej populacji. Wspotuczestniczytam
w analizach dotyczqcych okreslenia zroznicowania genetycznego pszenzyta. Opracowatam wszystkie
tabele i ryciny. Miatam dominujgcy udzial w przygotowaniu manuskryptu w zakresie tekstu oraz
przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

P2). Niedziela A., Bednarek P.T., |Cichy HJ, Budzianowski G., Kilian A., Aniot A. (2012)
Aluminum tolerance association mapping in triticale. BMC Genomics, 13:67.

[IFs.iemi = 3.938; 1F2012 = 4.397; MNiSW2015 = 35]

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu doswiadczen oraz wykonaniu wigkszosci
analiz molekularnych (z wyjgtkiem analizy DArT). Bylam odpowiedzialna za okreslenie fenotypu
materiatu roslinnego pod kqtem tolerancyjnosci na glin, przeprowadzenie analiz PCR z wykorzystaniem
technik SSR i AFLP oraz przygotowanie prob do analizy DArT. Bratam udzial w mapowaniu
asocjacyjnym oraz identyfikacji markerow asocjowanych z tolerancyjnoscig na glin. Przygotowatam
wszystkie tabele i ryciny, miatam dominujgcy udziat w przygotowaniu tekstu manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuje na 55%.
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P3). Niedziela A., Bednarek P.T., Labudda M., Mankowski D.R., Aniot A. (2014/ Online 13
listopada 2013) Genetic mapping of a 7R Al tolerance QTL in triticale (x Triticosecale
Wittmack). Journal of Applied Genetics, 55/1: 1-14.

[IFs-tetni = 1.743; 1F2013 (First Online: 13 Nov 2013) = 1.902; MNiSW2013 = 20]

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu doswiadczen oraz uzyskaniu danych
fenotypowych i genotypowych dla dwoch populacji mapujgcych F2. Bytam odpowiedzialna za izolacje
genomowego DNA z lisci oraz przeprowadzenie analiz PCR z wykorzystaniem starterow SSR, AFLP oraz
starterow PCR specyficznych do genow ALMT (wraz z doborem warunkow reakcji). Przygotowatam
material do analiz DArT oraz analiz biochemicznych (detekcja kwasu jabtkowego i cytrynowego).
Miatam znaczgcy udzial opracowaniu map genetycznych oraz identyfikacji QTLi badanej cechy.
Przygotowatam wszystkie tabele i ryciny, uczestniczytam w opracowaniu manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuje na 50%.

P4). Niedziela A., Mankowski D., Bednarek P.T. (2015) Diversity Arrays Technology-based
PCR markers for marker assisted selection of aluminum tolerance in triticale (x Triticosecale
Wittmack). Molecular Breeding, 35:209.

[IFs.ietmi = 2.235; 1F2015 = 2.108; MNiSW2015 = 35]

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu doswiadczen
wykonaniu  wszystkich analiz molekularnych. Na podstawie wynikow analiz ~ statystycznych
zaproponowatam markery do selekcji linii pszenzyta tolerancyjnych na glin. Okreslitam lokalizacje
chromosomowgq loci powielanych przez markery DArT w oparciu o populacje mapujgce F2 wykonujgc
mapowanie genetyczne. Przygotowatam wszystkie tabele i ryciny. Mialam dominujgcy udziat
w przygotowaniu tekstu publikacji oraz odpowiedzi na recenzje. Mdj udzial procentowy szacuje na 50%.

P5). Niedziela A. (2018) The influence of AI** on DNA methylation and sequence changes in
the triticale (x Triticosecale Wittmack) genome. Journal of Applied Genetics.
https://doi.org/10.1007/s13353-018-0459-0.

[IFs.iemi = 1.743; 1F2017 = 1.756; MNiSW2017 = 20]

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu doswiadczen
oraz wykonaniu analiz. Jestem odpowiedzialna za opracowanie i interpretacje uzyskanych wynikow oraz,
jako autor korespondencyjny, przygotowanie manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi na recenzje
i ostateczng redakcje manuskryptu po recenzjach. Moj udziat procentowy wynosi 100%.

Sumaryczny IF 5-letni dla przedstawionego osiagnigcia: 10.854

Sumaryczny IF wedtug roku opublikowania: 11.145

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW: 135

Os$wiadczenia wspotautorow o udziale wlasnym w przygotowaniu prac stanowigcych powyzsze
osiggniecie naukowe znajduja si¢ w zataczniku nr 8.
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3. SYNTETYCZNE OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO I OSIAGNIETYCH
WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH WYKORZYSTANIA

Wprowadzenie

Pszenzyto (x Triticosecale Wittm. ex A.Camus) to mi¢dzyrodzajowy mieszaniec powstaty
w wyniku skrzyzowania pszenicy (Triticum durum, 2n=28=AABB lub Triticum aestivum L.,
2n=42=AABBDD), bedacej komponentem zenskim i zyta (Secale cereale L., 2n=14=RR)
stanowigcego zrodto pytku [1]. Pierwsze otrzymane i badane formy pszenzyta byly oktoploidami
(2n=56=AABBDDRR), natomiast obecnie wig¢kszo$¢ uprawianych na S$wiecie i wszystkie
odmiany krajowe to heksaploidy (2n=42=AABBRR).

Hodowla pszenzyta w Polsce ma dlugoletnig tradycje zapoczatkowang w latach 60-tych
ubieglego stulecia przez prof. Tadeusza Wolskiego. Jej efektem bylo zarejestrowanie w 1982
roku pierwszej krajowej odmiany Lasko. Aktualnie (stan na 28.08.2018 r.) w Krajowym
Rejestrze znajduja si¢ 62 odmiany pszenzyta (13 jarych i 49 ozimych) [2], z czego 54 pochodzi
z dwoch specjalizujacych si¢ w hodowli tego gatunku spotek: Hodowla Roslin Strzelce sp. z 0.0.
Grupa IHAR (25 odmian) oraz DANKO Hodowla Roslin sp. z 0.0. (29 odmian).

Od wielu lat Polska jest najwickszym producentem pszenzyta na $wiecie. Wedtug ostatnich
danych [3] powierzchnia uprawy tego gatunku wynosi 1,3 min ha, co stanowi 17,1% calkowite;j
powierzchni zasiewow zbdz. Pszenzyto traktowane jest gldwnie jako roslina paszowa, jednakze
badania prowadzone w ostatnich latach potwierdzaja szerokie mozliwosci wykorzystania tego
zboza rowniez do celow piekarniczych [4] czy w produkcji biopaliw [5]. Gatunek ten
charakteryzuje si¢ wysokim potencjalem plonowania, dobra zdrowotnosciag 1 wartoscia
pokarmowa ziarna [4]. Ograniczenie jego uprawy moga stanowi¢ zakwaszone gleby, ktore
negatywnie wplywaja na wzrost i rozwdj roslin [6]. Szacuje si¢, ze w Polsce ponad 50% gleb
uzytkowanych rolniczo ma odczyn pH ponizej 5,0 [7]. Przyczyna zakwaszenia moga byé
naturalne warunki glebowo-klimatyczne sprzyjajace wymywaniu wapnia i magnezu z gleby,
zanieczyszczenia przemyslowe i1 komunikacyjne, a takze obserwowane w ostatnich latach
zwigkszenie nawozenia mineralnego [7]. Wraz ze spadkiem pH wzrasta rozpuszczalnosé
kompleksow glinu w wodzie, a co za tym idzie jego toksyczno$¢ dla roslin. Pojawiajg sie
wowczas formy kationowe AI(OH)?*, AI(OH)2+ i AI¥*, ktore bez przeszkéd moga byé pobierane
przez korzenie [8]. Najbardziej znaczacym symptomem toksycznosci glinu u roslin jest
zahamowanie wzrostu korzeni, a takze redukcja liczby korzeni bocznych i wto$nikow [9], czego
nastepstwem jest spadek wielko$ci plonu [6].

Poznano dwa rodzaje mechanizméw, ktore chronig rosliny przed toksycznym dzialaniem
jonow AI®* [9, 10]. Pierwszy polega na neutralizacji kationowych postaci glinu zanim zostang
one pobrane przez korzenie (tolerancja zewnatrzkomoérkowa), natomiast drugi na ich
unieruchomieniu i detoksykacji wewnatrz komorek (tolerancja wewnatrzkomorkowa) [10].
Tolerancja wigkszos$ci gatunkow roslin, w tym zboz, wynika glownie z dziatania mechanizmow
zewnatrzkomoérkowych. Tylko nieliczne gatunki uprawne takie jak: herbata, hortensja, czy gryka
zwyczajna maja zdolno$é akumulowania jonow AIP* w wakuolach komérek lisci i pedow [9, 10].
Uruchomienie mechanizméw odpowiedzi roslin na stres glinowy jest uwarunkowane zmiang
aktywnos$ci szeregu gendw, ktorych ekspresja indukowana jest rowniez pod wplywem innych
stresow, zarowno abiotycznych [11] jak i biotycznych [12]. Do najczgsciej identyfikowanych
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nalezag geny kodujace miedzy innymi: syntaze cysteinowa, syntazg S-adenozylometioniny,
O-metylotransferazg, oksydaze szczawianowsg, dehydrogenaze jablczanowsa, dehydrogenaze
pirogronianowg, dysmutaze¢ ponadtlenkowa, s-transferaze glutationowsg oraz peroksydaze
askorbinianowg [13-16]. Jakkolwiek cecha tolerancyjnosci ma charakter wielogenowy [17, 18]
podstawowg rol¢ w obu wymienionych mechanizmach odgrywaja specyficzne dla
poszczegbdlnych gatunkoéw kwasy organiczne: jabtkowy, cytrynowy 1 szczawiowy, pelnigce
funkcj¢ zwigzkéw chelatujagcych [9]. U zboz poznano dwie rodziny genéw zwigzane
z wydzielaniem kwasoéw organicznych: ALMT (aluminium-activated malate transporter)
odpowiedzialna za wydzielanie kwasu jabtkowego i MATE (multidrug and toxin efflux), ktorej
ekspresja zwigzana jest z wydzielaniem kwasu cytrynowego. Geny nalezace do obu rodzin
zidentyfikowano u zyta na chromosomie 7RS w odlegtoséci okoto 25¢cM wzgledem siebie [19,
20]. U pszenicy transportery kwasu jabtkowego i cytrynowego kodowane sa przez loci
zlokalizowane odpowiednio na chromosomie 4DL [21] i 4BL [22]. Udowodniono, ze wazng role
w regulacji ekspresji obu grup genéw moze petni¢ czynnik transkrypcyjny kodowany przez gen
STOP1 (sensitive to proton rhizotoxicity 1), ktory u zyta prawdopodobnie lokalizuje si¢ na
chromosomie 3R [20], natomiast u pszenicy na 3BL [23]. Lokalizacja genéw ALMT u zyta
I pszenicy wynika z syntenii fragmentéw chromosomow 7R 1 4D, a geny te sg ortologami [24,
25]. Niewykluczone réowniez, ze lokalizacja pozostatych gendow moze by¢ zwigzana z syntenig
chromosomoéow 7R i 4B oraz 3R i 3B [20, 26]. Identyfikowane dotychczas loci cech ilosciowych
(QTL ang. Quantitative Trait Loci) wykazywaty duzy wptyw na rozpatrywang cechge. | tak, loci
genéw SCALMT i SCMATE zyta zlokalizowane na chromosomie 7RS populacji F2 tlumacza
odpowiednio 60% i 40% wartosci wytlumaczonej wariancji cechy mierzonej jako $rednia
warto$¢ odrostu korzeniowego po 48h od zastosowania stresu glinowego [20]. U pszenicy
poziom wytlumaczonej wariancji cechy zalezy od badanej populacji mapujacej oraz metody
pomiaru 1 stanowi do 56%, 51% i 49% dla loci genow zlokalizowanych odpowiednio na
chromosomach 4DL, 4BL i 3BL [22, 27, 28].

Mechanizmy tolerancyjnosci na toksyczne stezenia jonow glinu u pszenzyta nie byty
dotychczas systematycznie badane. Przypuszcza si¢, ze w przypadku tego gatunku mogg by¢ one
funkcja wspotdziatania genow pszenicy i zyta [29]. Nieliczne badania prowadzone na liniach
addycyjnych i substytucyjnych sugeruja, ze wysoki stopien tolerancyjnosci na glin u pszenzyta
heksaploidalnego moze by¢ dziedziczony poprzez genom zyta, a geny tej cechy lokalizujg si¢ na
chromosomach 3R, 4R i 6R [29, 30, 31]. Jednakze stabsza odpowiedZ pszenzyta na stres
glinowy, niz w przypadku zyta, sugeruje supresyjny wptyw genomu pszenicznego na dziatanie
genow warunkowanych genomem zytnim [31]. W liniach substytucyjnych wykazano korzystny
wplyw chromosomoéw genomu D pszenicy na podniesienie tolerancji pszenzyta na glin [30].
Zwigkszong ekspresje gendow zlokalizowanych na genomie D w odpowiedzi na stres glinowy
udokumentowano réwniez u pszenzyta oktoploidalnego [32].

Tolerancja stresu glinowego moze mie¢ rowniez podtoze epigenetyczne [33, 34].
Wskazuja na to dotychczasowe badania sugerujace, ze regulacja ekspresji gendw podczas
adaptacji do niesprzyjajacych warunkéw Srodowiska moze by¢ zalezna od mechanizmow
epigenetycznych takich jak np. metylacja DNA [33]. Pojawiajace si¢ w tym procesie epiallele
moga powstawa¢ w wyniku zmian wzoréw metylacji zachodzacych pod wpltywem dziatania
stresu glinowego. Zmiany te moga by¢ dziedziczone w kolejnych cyklach generatywnych
podnoszgc tym samym zdolno$ci adaptacyjne danego genotypu [33]. W przypadku zb6z, w tym
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réwniez 1 pszenzyta, brak jest danych dotyczacych epigenetycznych aspektow tolerancji na stres
glinowy. Realizacja takich badan moze mie¢ istotne znaczenie w zrozumieniu funkcjonowania
genomu roslinnego oraz wyjasnieniu, dlaczego niektore cechy, mimo wieloletnich programow
selekcyjnych, nie prowadza do wytworzenia w pelni ustabilizowanych form.

Zarowno badania genetyczne jak i epigenetyczne mogg stanowi¢ zroédto markerow dla

potrzeb hodowli wspartej markerami molekularnymi (MAS ang. Marker Assisted Selection).
Technika MAS umozliwia szybkg i wiarygodna ocen¢ duzej liczby osobnikow pod katem
obecnos$ci lub braku cechy oraz rozréznienie homozygot od heterozygot na bardzo wczesnym
etapie rozwoju. Pozwala tez na uniezaleznienie si¢ od wptywu czynnikéw Srodowiskowych
mogacych zaburza¢ oczekiwang reakcje¢ roslin w warunkach polowych, a takze identyfikowac
osobniki z pozadanymi genami nawet W przypadku, gdy cecha jest warunkowana wigksza liczba
genow [35]. Zastosowanie tej techniki prowadzi do ograniczenia prac polowych oraz
zmniejszenia naktadow na proces selekcji co powinno doprowadzi¢ do skrocenia cyklu hodowli,
ktorego dlugo$¢ zdaniem hodowcoéw jest glownym czynnikiem ograniczajacym postep
hodowlany [36]. Niestety, w Polsce techniki markerowe nie sg szeroko stosowane ze wzglgdu na
brak niezbednej bazy oraz markerow skutecznych w selekcji polskich materiatow [36].
Niewdrozenie selekcji molekularnej moze w najblizszych latach znaczaco obnizy¢
konkurencyjno$¢ polskiej hodowli w odniesieniu do hodowli na swiecie.
Na podstawie dotychczasowych badan prowadzonych u zyta i pszenicy wydaje si¢, ze selekcja
zb6z w kierunku zwickszenia tolerancji glinu z zastosowaniem markeréw molekularnych jest
zadaniem trudnym, ale mozliwym do wykonania. U zyta wytypowano markery B1 i B4, ktére
lokalizowatly si¢ w odlegtosci 0.4cM od locus genu SCALMT i pozwalaly na réznicowanie roslin
tolerancyjnych i wrazliwych w testowanej populacji F2 [24]. W podzniejszych pracach
identyfikowano koleje markery (RZ891, B6, B1ll i B26) $cisle sprz¢zone z genem
tolerancyjnosci na glin [25, 37], jednak ich przydatnos$¢ w selekcji roslin tolerancyjnych nie byta
testowana na zréznicowanym materiale roslinnym. U pszenicy stwierdzono wystepowanie
dwoch form allelicznych genu TaALMT1: ALMT1-1w linii tolerancyjnej ET8 i ALMT1-2
w linii nietolerancyjnej ES8, bedacych wynikiem mutacji punktowych w obrebie sekwencji
czwartego egzonu tego genu [21, 37]. Zaprojektowano startery do obszar6w genomu
identyfikowanych w rejonie egzonu 4 [21], intronu 3 [38] oraz regionu promotora [39], ktore
uzyto do oceny zaleznosci genetycznych w obrebie genu TaAALMTL u 457 form pszenic [40].
Otrzymane kombinacje alleli dzielity badany materiat roélinny na 22 haplotypy [40]. Zaden
z markerow powielanych przez zaprojektowane specyficzne startery nie byt jednak S$cisle
skorelowany z tolerancyjnos$cia na glin.

Nie prowadzono dotychczas badan majacych na celu wytypowanie markeréw
tolerancyjnosci na glin u pszenzyta dla potrzeb MAS.

Hipoteza badawcza

Pszenzyto jest stosunkowo mato poznanym gatunkiem, ktérego znaczenie gospodarcze na
swiecie 1 w Polsce wcigz wzrasta. Jego hodowla w pewnym stopniu jest zagrozona brakiem form
wysoce tolerancyjnych na jony glinu. Zagrozenie to nasila si¢ wraz ze wzrostem zakwaszenia
gleb, ktore jest skutkiem intensywnego wymywania sktadnikow zasadowych z gleby, a takze
dziatalnosci cztowieka (stosowanie nawozow azotowych, kwasne deszcze). Biorgc pod uwage
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pochodzenie pszenzyta, cecha ta moze by¢ wynikiem interakcji genomow Zytniego
I pszenicznego, w ktorych jest warunkowana kilkoma relatywnie silnymi genami. Nalezy sadzic,
ze geny te sa rozpowszechnione w materiatach polskich, co stwarza mozliwos¢ identyfikacji
markerow uzytecznych do MAS. Jednocze$nie, wiadomo, ze QTLe cechy nie tlumaczg catej
warto$ci wariancji cechy. Nalezy wigc podja¢ badania w kierunku weryfikacji hipotezy, ze cecha
moze mie¢ rowniez podloze epigenetyczne wyrazone na poziomie metylomu.

Cel badan

Gléwnym celem badan bylo poszerzenie wiedzy dotyczacej genetycznych
I epigenetycznych podstaw tolerancyjnosci na glin u pszenzyta oraz opracowanie markerow
DNA przydatnych do masowej selekcji dla celow rolniczych. By osiggna¢ zamierzone rezultaty
wykorzystano nowoczesne techniki markerowania DNA oraz narzgdzia statystyczne takie jak
mapowanie genetyczne oraz mapowanie asocjacyjne.

Realizacja ww. celu wigzala si¢ z potrzeba:

1. oceny zrdoznicowania genetycznego oOraz struktury reprezentatywnej puli genowej
pszenzyta uprawianego w Polsce (P1);

2. identyfikacji loci zwigzanych z cechg tolerancyjnosci na glin u pszenzyta oraz
okresleniem ich lokalizacji chromosomowej (P2, P3);

3. znalezienia markeréw DNA asocjowanych/sprzezonych z QTLami cechy w obrebie linii
i odmian pszenzyta oraz populacji mapujacych pokolenia F2 (P2, P3);

4. identyfikacji markerow DNA dla potrzeb MAS z wykorzystaniem dostepnej puli
genowej (P4) oraz

5. weryfikacji wptywu stresu glinowego na zmiany metylacji genomowego DNA
u pszenzyta (P5).

Omowienie osiagnietych wynikéw

P1). Niedziela A., Ortowska R., Machczynska J., Bednarek P.T. (2016) The genetic diversity of
triticale genotypes involved in Polish breeding programs. SpringerPlus 5:355.

Pszenzyto jest gatunkiem bardzo mtodym, sztucznie wytworzony przez cztowieka i nie
przeszto dtugoletniej ewolucji naturalnej, jak inne gatunki zbdz [1]. Powoduje to, ze cechuje je
ograniczona zmienno$¢ genetyczna, a pule genowe na $wiecie rdznig si¢ Stosunkowo
nieznacznie [41, 42]. Nalezy oczekiwaé, ze podobna sytuacja ma miejsce rowniez w przypadku
form dostepnych w Polsce. Niemniej jednak, nie mozna wykluczy¢, ze ze wzgledu na odmienne
ukierunkowanie programoéw hodowlanych poszczegodlnych firm hodowlano-nasiennych, czy tez
warunki klimatyczno-§rodowiskowe mogto dojs¢ do wyodregbnienia si¢ kilku pul genowych.
Celem ponizszej pracy byla ocena zréznicowania oraz struktury genetycznej
reprezentatywnej puli genowej pszenzyta uprawianego w Hodowli Roslin Strzelce Sp.
z 0.0. Grupa IHAR, Oddzial Malyszyn.

Materiat do analiz stanowity 232 linie pszenzyta wyprowadzone na drodze krzyzowan oraz
zarejestrowane odmiany. Do genotypowania badanej puli materiatu roslinnego zastosowano
markery DArT (Diversity Arrays Technology) uzyskujac 3117 fragmentow DNA dla kazdej
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z roslin. Przygotowanie danych do analiz statystycznych polegalo na usunigciu identycznych
form pszenzyta oraz markeréw redundantnych, monomorficznych i charakteryzujacych si¢ niska
frekwencja. Podobienstwo genetyczne materialu ro§linnego oceniono z uzyciem programu PAST
[43] stosujac metode $rednich odlegtosci miedzy obicktami w skupieniach (UPGMA ang.
unweighted pair-group method using arithmetic averages) oraz wspoétczynnik podobienstwa
Jaccarda [44]. Formy hodowlane wystepujace w obrebie tych samych skupien i rdéznigce si¢ nie
wigeej niz 5% pod wzgledem dystansu genetycznego taczono razem, a do analiz wybierano tylko
jedng z nich. Analogicznie poszukiwano markerow redundantnych. Sposréd badanych
genotypow 22 formy jare oraz 49 form ozimych pszenzyta posiadato swoje odpowiedniki
wykazujace podobienstwo wyzsze niz 95%. Redundancja markerow DArT wynikajaca
z obecnosci dodatkowych, czesto licznych kopii niektorych sekwencji DNA wynosita okoto
42%. Do analiz wykorzystano 161 zroéznicowanych form pszenzyta (17 jarych i 144 ozimych)
oraz 1829 markerow DAIT.

Strukture badanej populacji okreslono stosujac analize gtownych wspotrzgdnych (PCoA ang.
Principal Coordinate Analysis) w programie PAST [43] oraz analiz¢ bayesianowska
z wykorzystaniem programéw STRUCTURE 2.2.3 [45], STRUCTURE HARVESTER [46] oraz
CLUMPP [47]. Udzial markeréw polimorficznych (P%), wskaznik réznorodnosci Shannon'a (1)
oraz poziom zmiennosci molekularnej (AMOVA ang. Analysis of molecular variance) zostat
oceniony w programie GenAlEx 5.3 [48]. Wartos¢ wspotczynnika polimorfizmu (PIC ang.
Polymorphism Information Content) obliczono wedlig wzoru: PIC=1- (p?+q?), gdzie ,,p” to
obecnos¢ danego allelu, a ,,q” jego brak [49].

Wyniki analizy PCoA wykazaly, ze najwigkszy udzial w wytlumaczeniu obserwowane;j
zmiennos$ci pomigdzy badanymi formami pszenzyta ma pierwsza wspotrzedna gtowna (8.7%),
natomiast druga wspoétrzedna gtoéwna thumaczyta 6.5% obserwowanej zmiennosci. Na podstawie
wykresOw  rozmieszczenia analizowanych obiektow w ukladzie dwoch pierwszych
wspotrzednych gtownych stwierdzono, ze badane formy pszenzyta dzielg si¢ na trzy czesciowo
zachodzace na siebie grupy. Analiza bayesianowska potwierdzita strukturyzacj¢ danych
sugerujac wystgpowanie trzech grup oraz ich stabe rozdzielenie (delta K= 58.4). Pierwsza z grup
wytypowana na podstawie statystyki bayesianowskiej (Popl) obejmowata 17 form jarych oraz
17 form ozimych, a druga (Pop2) i trzecia (Pop3) byta reprezentowana odpowiednio przez 101
I 26 form ozimych. Poziom zmiennosci poszczegdlnych form wchodzacych w sktad Popl, Pop2
i Pop3 wynosit odpowiednio 43.7%, 40.7% i 30.7%. Zaréwno wspotczynnik PIC, jak tez
wskaznik I zachowywaty si¢ w podobny sposob i byty najwyzsze dla Pop1 (PIC=0.319, 1=0.478)
I Pop2 (P1C=0.309, 1=0.466), a najnizsze dla Pop3 (PI1C=0.234, 1=0.356). Analiza wariancji
molekularnej (AMOVA) wykazala, ze 14% zmiennos$ci odpowiadalo za rdéznice pomiedzy
populacjami.

W prezentowanej pracy wykazano, ze badane formy pszenzyta reprezentujace pule genowa
gatunku uprawiana w Hodowli Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR charakteryzuja si¢
niewielkim zréznicowaniem genetycznym pomiedzy wyodrebnionymi populacjami, ale
jednoczesnie uwidaczniajgq relatywnie wysoka zmienno$¢ w ich obrebie, co wskazuje na
pewien potencjal selekcyjny.
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P2). Niedziela A., Bednarek P.T., Cichy H., Budzianowski G., Kilian A., Aniol A. (2012)
Aluminum tolerance association mapping in triticale. BMC Genomics, 13:67.

Zaobserwowane zroznicowanie puli genowej pszenzyta uprawianego w kraju stwarza
perspektywe poszukiwania genow tolerancyjnosci na toksyczne dziatanie jonow glinu. Do tego
celu mozna wykorzystac mapowanie asocjacyjne umozliwiajace identyfikacje szerokiego
spektrum alleli cechy w obrebie zréznicowanych materiatdéw roslinnych. Metoda ta moze by¢
wykorzystana zarowno do identyfikacji alleli silnych jak i stabych, a skuteczno$¢ analizy zalezy
miedzy innymi od liczebnosci populacji mapujacej, wiarygodnosci fenotypowania oraz
markerow DNA wykorzystanych do genotypowania. Ponadto, wiadomo, ze hodowla form
uprawnych moze znajdowac si¢ pod presja selekcyjna/adaptacyjng. Nie mozna wykluczy¢, ze
obszary genomu pod taka presja beda odpowiedzialne za ekspresje tolerancyjnosci na glin
u pszenzyta. Wilaczenie do badan ww. obszarow genomu moze okaza¢ si¢ uzyteczne
w identyfikacji markerow cechy.

Celem niniejszej pracy byla identyfikacja alleli odpowiedzialnych za ekspresje
tolerancyjnosci na glin w obrebie materialow uprawnych pszenzyta poprzez poszukiwanie
markerow DNA asocjowanych z badana cechg oraz znajdujacych si¢ pod dodatnia oraz
zrownowazona presja selekcyjna.

Populacje mapujaca stanowily formy hodowlane pszenzyta opisane w publikacji P1. Rosliny
reprezentujgce dang lini¢ fenotypowano przy pomocy testu fizjologicznego opracowanego przez
Aniota [50]. Sterylne i podkietkowane ziarniaki ukladano na plywajacych siatkach
polietylenowych, a nastgpnic umieszczano w pozywce zawierajacej podstawowe
makroelementy. Po trzech dniach siewki przenoszono do tej samej pozywki, ale uzupelionej
dodatkowo glinem w postaci AICIz w stezeniu 16ppm. Po uptywie 24 h korzenie siewek ptukano
pod biezaca woda 1 przenoszono ponownie na pozywke podstawowa na 48 godzin. Obie
pozywki zostaly doprowadzone do stalego pH 4.5, a cate doswiadczenie prowadzone bylo
w szafie termostatycznej w temperaturze 25°C, przy fotoperiodzie 12/12h (dzien/noc) oraz
intensywnosci $wiatta 40 Wm™. Przy ocenie tolerancyjnoéci brano pod uwage czy korzenie
siewek, mimo dziatania stresu glinowego mogg kontynuowaé wzrost, czy tez jest on zaburzony.
Miejsce uszkodzenia korzeni przez jony AI** wizualizowano eriochromocyjaning R, ktéra wiaze
si¢ z tym jonem dajac fioletowe zabarwienie. Siewki wrazliwe na toksyczne dziatanie jonow
glinu rozpoznawano po zabarwieniu merystemu wzrostu korzenia. U siewek tolerancyjnych
obserwowano fioletowa obwodke powyzej merystemu apikalnego korzenia. Diugos¢ odrostu
korzeniowego, czyli odlegtos¢ od merystemu apikalnego do miejsca zabarwienia korzenia
przyjmowano za miar¢ tolerancyjnosci. W badaniach przyjeto trzystopniowa skale klasyfikacji
roslin w zaleznosci od dlugosci odrostu korzeniowego: I) 0.0-0.2 cm rosliny nietolerancyjne, I1)
0.2-0.5 cm rosliny $rednio tolerancyjne i III) powyzej 0.5 c¢m rosliny tolerancyjne. Wsrod
badanych form pszenzyta 111 znalazto si¢ w grupie I, 70 w grupie Il oraz 51 w grupie IlI.

Do genotypowania badanej puli materialu roslinnego zastosowano, oprocz wspomnianych
w pracy Pl markeréw DArT réwniez markery polimorfizmu dlugosci amplifikowanych
fragmentow - AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism) oraz markery
mikrosatelitarne - SSR (ang. Simple Sequence Repeats). Uzyskano tacznie 3289 fragmentow
DNA dla kazdej z roslin reprezentujacych dang forme¢ hodowlang. Stopien podobienstwa
wszystkich 232 form oraz redundancj¢ markeréw 0szacowano osobno dla poszczegdlnych
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chromosomow, po wczesniejszym przypisaniu do nich odpowiednich markeréw. Markery
0 nieznanej lokalizacji (AFLP oraz czes¢ markeréw DArT) grupowano razem. Analiz¢ skupien
UPGMA wykonano z uzyciem programu PAST [43]. Do okreslenia struktury genetycznej
materiatu  ro$linnego  wykorzystano programy: STRUCTURE [45], STRUCTURE
HARVESTER [46] oraz CLUMPP [47]. Asocjacje markeréw z cechg badano w programie
TASSEL [51] stosujagc dwa modele statystyczne: ogélny (GLM ang. general linear model)
i wielokrotny (MLM ang. multiple linear model) model liniowy [52]. Do analizy MLM
zastosowano matryce pokrewienstwa (kinship) obliczong w programie SPAGeDi [53]. Ponadto
przy uzyciu oprogramowania firmy DArT Pty Ltd. w Australii wykonano mapowanie
asocjacyjne z wykorzystaniem modelu uczenia maszyn (SML ang. system machine learning)
[54]. Identyfikowano takze markery odpowiadajace loci, ktore potencjalnie znajdujg si¢ pod
dodatnig (PS ang. positive selection) oraz zrownowazong (BS ang. balancing selection) presja
selekcyjng (ang. outlier loci). Analize wykonano z zastosowaniem programu Mcheza [55]. Po
wykryciu asocjacji sprawdzano, czy na dostepnych mapach genetycznych zyta [56] i pszenzyta
[57] wystepuja sprzezone z tymi markerami inne markery molekularne. Poprzez posrednie
okreslenie lokalizacji markerow asocjowanych z cecha na mapach genetycznych ustalano
potencjalna lokalizacje loci zwiazanych z tolerancyjnoscia na toksyczne dziatanie jonow AIP*,

W wyniku przeprowadzonych badan otrzymano sumarycznie 53 markery asocjowane
z tolerancyjnoscia na glin lub jej brakiem oraz 49 markeréw odpowiadajacych obszarom
genomu pod presja selekcyjna. Zidentyfikowane markery lokalizowaly si¢ na
chromosomach zytnich 3R, 4R, 6R i 7R. Analiza struktury populacji w przypadku tych
chromosomoéw wykazata podziat badanych materiatéw na dwie grupy oraz ich silne rozdzielenie
dla chromosoméw 3R (AK=3100), 4R (AK=8300) i 7R (AK=15300) oraz stabe dla chromosomu
6R (AK=88). Obserwowano, ze w pierwszej grupie znajduja si¢ formy tolerancyjne i $rednio
tolerancyjne na glin, natomiast w drugiej formy nietolerancyjne.

Wigkszos¢ asocjowanych markerow byta obecna na dostepnych mapach pszenzyta 1 zyta, co
pozwolito na identyfikacje dodatkowych 126 markerow molekularnych silnie z nimi
sprzezonych. Posrednia lokalizacja QTLi zwigzanych z tolerancyjnoscig na glin sugerowata
obecno$¢ jednego QTLa cechy na chromosomie 3R, dwoch na chromosomie 4R, trzech na
chromosomie 6R i jednego na chromosomie 7R.

Wytypowane markery zwigzane z tolerancyjnoscia na glin stanowity podstawe do opracowania
wydajnego systemu selekcyjnego hodowli roslin odpornych.

P3). Niedziela A., Bednarek P.T., Labudda M., Mankowski D.R., Aniot A. (2014) Genetic
mapping of a 7R Al tolerance QTL in triticale (x Triticosecale Wittmack). Journal of Applied
Genetics 55/1: 1-14.

Mapowanie asocjacyjne umozliwia identyfikacje wielu QTLiI cechy wystepujacych
w badanym materiale roslinnym jednak bez informacji o lokalizacji markerow genetycznych na
mapach sprz¢zeniowych nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ z iloma QTLami cechy ma si¢ do
czynienia. Do tego celu zwykle wykorzystuje si¢ modelowe populacje dwurodzicielskie.
Celem badan niniejszej pracy byla identyfikacja, a nastepnie lokalizacja chromosomowa
QTLi powiazanych z tolerancyjnoscia na toksyczne stezenia jonéw AI** z wykorzystaniem
populacji mapujacych pokolenia F2 oraz opracowanych na ich podstawie map
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genetycznych gatunku z wytypowaniem markerow sprzezonych z tymi QTLami. Kolejnym
celem bylo zweryfikowanie, czy QTLe cechy odpowiadaja za ekspresje genow
warunkujacych wydzielanie kwasu jablkowego, badz cytrynowego.

W ramach badan wyprowadzono populacje mapujace pokolenia F2 pszenzyta odmiany Bogo.
Do krzyzowania wykorzystano podwojone haploidy (ang. DH - doubled haploid) o skrajnych
fenotypach (tolerancyjne i nietolerancyjne). Sposrod kilkunastu otrzymanych populacji wybrano
dwie (MP1 1 MP15), ktore charakteryzowatly si¢ obecnoscig zarowno form tolerancyjnych, jak
i wrazliwych na glin. Kazda z populacji liczyla 94 osobniki. Do fenotypowania roslin
zastosowano test fizjologiczny opisany w publikacji P2, natomiast do genotypowania
wykorzystano markery PCR specyficzne dla sekwencji DNA otaczajacej loci genu ALMT u zyta
[24, 25] oraz markery DArT, SSR i AFLP. Wsréd ogolnej puli okoto 1060 uzyskanych
fragmentow DNA identyfikowano markery redundantne wykazujace podobienstwo profili
wyzsze niz 95%. Markery te usuwano z analizy pozostawiajac tylko jeden z nich. Analizy
przeprowadzono z uzyciem programu PAST [42]. Osobniki oraz markery charakteryzujace si¢
licznymi brakami (>70%), a takze markery wykazujace zburzenia segregacji wykluczano
z dalszych analiz stosujac program R oraz pakiet R/qtl [58]. Ostatecznie do utworzenia grup
sprzezen wykorzystano 96 polimorficznych markeréw dla populacji MP1 i 99 markerow dla
MP15. Analize spr¢zen wykonano z zastosowaniem programu R uzywajac funkcji est.rf(),
pull.rf(), formLinkageGroups(), orderMarkers(), calc.errorlod() i pull.map() pakietu R/qgtl [58].
Mapowanie QTLi zostato wykonane przy uzyciu funkcji cim() z zastosowaniem nast¢pujacych
parametrow: metoda Haley-Knott, funkcja Kosambi, prawdopodobienstwo btedu 0.001, liczba
permutacji 1000, LOD (ang. logarithm of the odds) wyznaczone przy p=0.05. Procent
wytlumaczonej wariancji cechy okreslono za pomoca funkcji fitqtl(). Rozktad cechy
w populacjach mapujacych zostal oceniony za pomocg testu Shapiro-Wilka z uzyciem
SAS/STAT 9.2 [59]. Ze wzglgdu na zaburzenia rozktadu normalnego cechy, asocjacje pomiedzy
markerami i tolerancyjnoscig na glin potwierdzono testem nieparametrycznym Kluskala-Wallisa
w programie MapQTL 5.0 [60]. Wspétczynnik odziedziczalnosci cechy w szerokim sensie (h?)
0Szacowano za pomocg metody najwigkszej wiarygodnosci z restrykcja (REML ang. Restricted
Maximum Likelihood) [59]. Obecno$¢ kwasu jabtkowego w korzeniach roslin stresowanych
glinem oceniano za pomoca metody enzymatycznej opracowanej przez Delhaize i in. [61],
natomiast do oceny zawartosci kwasu cytrynowego zastosowano zestaw K-CITR 07/11
(Megazyme International Ireland Ltd.).

W wyniku przeprowadzonych analiz otrzymano po trzy grupy sprzezen dla kazdej populacji
mapujacej. Wybor homozygotycznych i praktycznie identycznych roslin rodzicielskich do
krzyzowan skutkowat matg liczbg markeréw polimorficznych, co nie pozwolito utworzy¢ mapy
genetycznej dla calego genomu pszenzyta. Dzigki znanej lokalizacji chromosomowej markerow
SSR oraz DArT otrzymane grupy sprzezen przypisano do chromosomoéow 5R, 7R 1 2B dla kazde;j
populacji mapujacej. W grupie sprzezen chromosomu 7R zostaly zidentyfikowane QTLe
tlumaczace odpowiednio 25.3 % i 35.9 % wariancji cechy dla MP1 i MP15. Najblizej
maksymalnej wartosci QTLi znalazly si¢ markery B1, B26, Xscm092 i Xscm150 dla
populacji MP1 (0.04cM) oraz B1, B26 i Xscm150 dla populacji MP15 (0.02cM). Test
Kluskala-Wallisa wykazat istotne asocjacje pomigdzy tymi markerami a tolerancyjnoscia na glin
(K=22.23 dla MP1 i K=31.28 dla MP15; p=0.0001). Odziedziczalno$¢ cechy w szerokim sensie
(h?) byla wysoka i wynosita 0.996 (MP1) i 0.994 (MP15). Uzyskany w prezentowanych
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badaniach wynik potwierdzat wyniki przeprowadzonej analizy asocjacyjnej (P2) oraz innych
badan [29, 30] wskazujacych na dominujacg rolg genomu zytniego w warunkowaniu
tolerancyjnosci na glin u pszenzyta. W obu populacjach wykazano podwyzszone wydzielanie
kwasu jablkowego pod wplywem dzialania jonéw AI**, natomiast nie odnotowano obecnos$ci
kwasu cytrynowego. Poréwnano rowniez lokalizacj¢ markerow sprz¢zonych z cechg u pszenzyta
z ich lokalizacjg wzgledem genu ALMT okreslang w dostgpnych pozycjach literaturowych [24,
25]. Markery B1 i B26, ktore wykazaty najsilniejsze sprz¢zenia z badang cechg u pszenzyta
zostaly wcze$niej zmapowane na chromosomie zytnim 7R w odlegtosci, kolejno 0.4cM
I 0.05cM od locus Alt4 [24, 37], w ktorym lokalizuje si¢ gen SCALMT1 odpowiedzialny za
transport kwasu jabtkowego [19]. Wyniki przeprowadzonych analiz sugeruja, ze QTL
obecny w obu populacjach mapujacych pszenzyta (MP1 oraz MP15) odpowiada lokalizacji
genu ALMT.

W  wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano nowe informacje dotyczace lokalizacji
1 identyfikacji gtownego genu zwiazanego z tolerancyjnos$cia na glin u pszenzyta. Udowodniono,
ze w obrebie badanych populacji pokolenia F2 cecha ta jest warunkowana przede wszystkim
obecnos$cig genu ALMT pochodzacego z genomu zytniego.

P4). Niedziela A., Mankowski D., Bednarek P. T. (2015) Diversity Arrays Technology-based
PCR markers for marker assisted selection of aluminum tolerance in triticale (x Triticosecale
Wittmack). Molecular Breeding 35:209.

Identyfikacja licznych markerow DArT asocjowanych/sprz¢zonych z tolerancyjno$ciag
pszenzyta na toksyczne dziatanie jonéw glinu oraz markeréw pod presja selekcyjng stworzyta
mozliwo$¢ przeprowadzenia ich konwersji do warunkow specyficznego PCR. Takie markery
mozna w latwy 1 wygodny sposob wykorzysta¢ do identyfikacji roslin tolerancyjnych,
a w przyszlosci do selekcji form 0 pozadanym genotypie.

Celem niniejszej pracy bylo wykorzystanie sekwencji markerow DArT asocjowanych
z cecha tolerancyjnosci na glin do opracowania markeréw DNA generowanych metoda
PCR dla potrzeb réznicowania dostepnej puli genowej pszenzyta pod wzgledem badanej
cechy, a w przyszlosci do ich ewentualnego wykorzystania w selekcji wspomaganej
markerami. Ponadto weryfikowano lokalizacje chromosomowa wybranych markeréw
PCR z wykorzystaniem dwurodzicielskich populacji mapujacych, a takze testowano ich
uzytecznos¢ do celow hodowlanych.

Wyjsciowy materiat do badan stanowito 49 markerow DArT asocjacyjnych z cecha
tolerancyjnosci na glin (P2). Startery specyficzne do 40 dostgpnych sekwencji markeréw DArT
o odpowiedniej dlugosci zaprojektowano w programie CLC Main Workbanch 6.0 [62].
Temperatura ich hybrydyzacji zostala zasugerowana przez ww. program, a nastgpnie
zweryfikowana przy uzyciu termocyklera gradientowego PTC-225 Peltier Thermal Cycler (MJ
Research). Ich zdolnos¢ do réznicowania materiatdw roslinnych weryfikowano na 161 formach
I odmianach pszenzyta (38 tolerancyjnych, 26 $rednio tolerancyjnych oraz 97 nietolerancyjnych
na glin) opisanych w publikacji P1. Sposréd zaprojektowanych 40 par starterow, 24 powielato
polimorficzne markery spodziewanej dlugosci segregujace w identyczny sposob jak ich
odpowiednik DArT (3 markery zlokalizowane na chromosomie 4R; 8 na chromosomie 6R i 13
na chromosomie 7R). Szesnascie Starterow generowal0o monomorficzne, badz nieczytelne
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produkty na zelach. Cz¢$¢ markerow miata swoje redundantne odpowiedniki. Po wytypowaniu
tylko jednego markera z redundantnej grupy otrzymano trzy oryginalne markery PCR przypisane
do chromosomu 4R, sze$¢ przypisanych do chromosomu 6R i cztery zlokalizowane na
chromosomie 7R (razem 13 markeréw). Wszystkie markery mialy dominujacy charakter.
Sekwencje DArT dla markerow asocjowanych z badang cechg na chromosomie 3R byly
niedostegpne.

Powiazanie markerow DArT po konwersji do warunkéw PCR z dtugoscig odrostu korzeniowego
oceniano za pomocg wspotczynnika korelacji rang Spearmana z zastosowaniem procedury
CORR w programie SAS 9.3 (SAS Institute, Cary, NC). Obecnos¢ asocjacji pomi¢dzy
obserwowanym profilem prazkow na zelu uzyskanym przez jeden, dwa oraz trzy wytypowane
markery, a liniami pszenzyta tolerancyjnymi i wrazliwymi na glin potwierdzono testem
zgodnosci chi-kwadrat Pearsona (y%) [63]. Site asocjacji pomiedzy obserwowanym profilami
generowanymi przez jeden, dwa i trzy markery, a genotypem ro$lin oceniono poprzez wyliczenie
wspotczynnika Phi (D) [64].

Istotne korelacje markerow z cechg uzyskano dla 10 sposrod 13 konwertowanych (c) markerow
DArT. Najwyzszy wspolczynnik korelacji z formami tolerancyjnymi lub nietolerancyjnymi
na glin (-) odnotowano dla markerow rPt-508078c, rPt-401828c i rPt-505154c,
lokalizujacych sie na chromosomie 7R. Marker rPt-401828c byl obecny w 33 sposrod 38
tolerancyjnych form pszenzyta oraz w 7 sposrod 97 form nietolerancyjnych na glin.
Wspotczynnik korelacji tego markera z badang cecha wynosit r = 0.523 (p > 0.0001). Kolejny
marker, rPt-508078c, nie byl identyfikowany w zadnej formie tolerancyjnej, natomiast byt
obecny w 104 formach nietolerancyjnych i tych o posredniej wartosci cechy. Jego korelacja
z brakiem tolerancyjnosci data wynik na poziomie r = - 0.628 (p > 0.0001). Obecnos¢ ostatniego
z markeréw, rPt-505154c¢ odnotowano w 25 formach tolerancyjnych oraz wszystkich formach
nietolerancyjnych i o posredniej wartosci cechy. Poziom jego korelacji z brakiem tolerancyjnosci
na glin wynosit r = - 0.414 (p > 0.0001). Test chi-kwadrat Pearsona wykazal asocjacj¢
(x*= 84.539, p < 0.0000) pomiedzy roslinami zaklasyfikowanymi do trzech grup fenotypowych
a profilem molekularnym markera rPt-401828c. Gdy do selekcji roslin zastosowano dwa
markery: rPt-508078c i rPt-401828 otrzymujac tym samym cztery potencjalne wzory
generowanych przez nie prazkéw (I-0/0, 11-0/1, 111-1/0 i 1V-1/1) to wynik statystyki chi-kwadrat
wzrést do y?= 106.715 (p < 2.2e-16). Po dodaniu trzeciego markera, rPt-505154c wynik tylko
nieznacznie roznit si¢ od poprzedniego i wynosit x*= 110.953 (p < 2.2e-16). Sita asocjacji (®)
pomiedzy profilami generowanymi przez jeden, dwa i trzy markery, a badang cechg wynosita
odpowiednio 0.724, 0.814 i 0.830.

Testowano segregacje opisanych markerow na liczacych po 96 osobnikow populacjach F2
pszenzyta (P3). Po wykonaniu powtéornego mapowania zlokalizowano w grupach sprze¢zen
chromosomu 7R dwa markery: rPt-508078c oraz rPt-505154c. Pierwszy z nich mapowat si¢
w odlegtosci 1.2cM (MP1) oraz 2.2cM (MP15) od najwyzszej wartosci funkcji LOD
wyznaczonej dla QTLa zwigzanego z cechg tolerancyjnosci na glin u pszenzyta. Natomiast drugi
lokalizowat sie¢ w odleglosci 21cM od maksymalnej wartosci LOD i byl obecny tylko
w populacji MP1.

W wyniku przeprowadzonych analiz, na bazie 49 markeréw DArT opracowano 3 markery
DNA generowne metoda PCR i roznicujace dostepng pule genowa pod wzgledem
tolerancyjnosci na jony glinu. Marker najsilniej sprzezony z cecha wystepowal
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w bezposrednim sasiedztwie maksimum LOD cechy w przypadku populacji mapujacych
MP1 i MP15.

P5) Niedziela A. (2018) The influence of AI** on DNA methylation and sequence changes
in the triticale (x Triticosecale Wittmack) genome. Journal of Applied Genetics.
https://doi.org/10.1007/s13353-018-0459-0.

Ros$liny rosnagce w warunkach stresowych moga by¢ poddawane zarowno zmianom
genetycznym jak i epigenctycznym. Glin jest jednym z najbardziej rozpoznawanych czynnikow
indukujacych stresy abiotyczne u ros$lin rosngcych na glebach o odczynie kwasnym. Nie jest
jednak jasne, jak szeroki moze by¢ zakres zmian wywotanych jego obecno$cia w podlozu i czy
stres glinowy aktywuje zmiany epigenetyczne przejawiajace si¢ na poziomie metylacji DNA. Do
tej pory nie przeprowadzono systematycznych badan poswieconych epigenetycznym aspektom
tolerancji na Al u pszenzyta.

Celem pracy byla analiza wplywu stresu glinowego na poziom metylacji genomowego DNA
w liniach tolerancyjnych i nietolerancyjnych pszenzyta oraz sprawdzenie, czy mozliwa jest
identyfikacja réznic sugerujacych, ze tolerancja na glin jest warunkowana czynnikami
epigenetycznymi.

Materiat do badan w omawianej pracy stanowity linie wsobne (S10) pszenzyta o skrajnej reakcji
na stres glinowy wybrane za pomoca testu fizjologicznego (wedlug opisu w P2) sposrod linii
wyprowadzonych w Hodowli Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Oddzial Matyszyn. Do
analiz wybrano po 5 linii tolerancyjnych (T) i nietolerancyjnych (NT). Genomowy DNA
izolowano z wierzchotkéw korzeni i lisci siedmiodniowych siewek, ktore przeszly test
fizjologiczny w obecnosci 15, 20 1 30 ppm glinu (AIClz). Kontrole stanowily rosliny rosnace
w pozywkach bez glinu. Procentowy udziat catkowitej zawartosci 5-metylodeoksycytydyny
(5mdC) w stosunku do catkowitej zawartosci cytydyny w genomowym DNA korzeni i lisci
ro$lin stresowanych glinem i kontrolnych okre$lono z wykorzystaniem chromatografii cieczowej
RP-HPLC (Reversed Phase - High Performance Liquid Chromatography). Do oceny zmian
poziomu metylacji sekwencji 5’-CCGG-3” i 5’-GGTACC-3’ pod wplywem stresu glinowego
zastosowano metod¢ MSAP (Methylation Sensitive Amplification Polymorphism) [65] oraz
metAFLP (methylation Amplified Fragment Length Polymorphisms) [66]. Fragmenty MSAP
réznicujace badany materiat wycinano z zeli 1 sekwencjonowano. Otrzymane sekwencje
porownywano z Sekwencjami zawartymi w bazie danych NCBI z zastosowaniem programu
BLASTN oraz oceniano ich podobienstwo do znalezionych sekwencji homologicznych.

Za pomoca analizy RP-HPLC wykazano, wzrost ilosci SmdC w genomowym DNA Kkorzeni
roslin NT (~1.0%) oraz jej nieznaczny spadek (~0.65%) w korzeniach roslin T pod
wplywem dzialania stresu glinowego. Podobne zmiany nie byly widoczne w lisciach. Stezenie
jonéw glinu nie wptywato na zmiany metylacji DNA lisci 1 korzeni.

Zastosowana w badaniach metoda MSAP uwidocznita réznice poziomu metylacji pomiedzy
ro$linami  kontrolnymi, a poddanymi stresowi glinowemu. Obserwowano demetylacje
analizowanych fragmentéw DNA na poziomie 3.97% oraz 3.75% w stresowanych korzeniach
liniit T i NT. Natomiast de novo metylacja obu cytozyn w miejscach cigcia enzymow
restrykcyjnych wynosita jedynie 0.23% i byta obserwowana tylko w dwoch liniach T. Zmiany
poziomu metylacji DNA nie byly obserwowane w lisciach. Trzy z dwudziestu analizowanych
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sekwencji fragmentow MSAP wykazywaty podobienstwo do sekwencji gendéw zgromadzonych
w Dbazie danych NCBI. Byly to geny kodujace biatka Kkinazy receptorowej
I N-metylotransferazy histaminy zwiazane ze stresem abiotycznym oraz biatko eRF1-2
odpowiedzialne za terminacj¢ translacji.

Poziom metylacji sekwencji 5’-GGTACC-3’ analizowanych za pomoca metAFLP wynosit
~5.0% i nie byt zalezny od genotypu (T, NT) oraz obecnosci, badz braku jonéw AI**
w pozywce (kontrola, stres). W obrebie miejsc restrykcyjnych wykryto jednak zmiany
sekwencyjne (SV ang. Sequence Variation) réznicujace badane organy. W korzeniach
zmienno$¢ sekwencyjna wynosita 0.87% dla linii T 1 0.97% dla linii NT, natomiast w lisciach
0.14% dla linii T 1 0.04% dla linii NT.

W omawianej pracy udowodniono, ze stres powodowany obecno$cia glinu wplywa na
zmiany wzorow metylacji DNA w korzeniach roslin T i NT. Zmiany te prawdopodobnie
dotycza ograniczonych obszaréw genomu lub znajduja si¢ poza obszarami wystepowania
sekwencji rozpoznawanych przez endonukleazy uzyte w metodach MSAP oraz metAFLP.
Wykazano réwniez, ze glin moze indukowa¢ zmiany sekwencyjne w DNA korzeni, oraz w
ograniczonym zakresie rowniez lisci roslin stresowanych. Zmiany te moga by¢ powodowane
mutagennym wpltywem jondow tego pierwiastka.

Doktadniejsze wyjasnienie epigenetycznych aspektow stresu glinowego u genotypéw T i NT
pszenzyta wymaga kontynuacji podjetych badan.

Podsumowanie

Przedstawione = powyzej  osiggnigcie  naukowe ~ opracowano na  podstawie
jednotematycznego cyklu publikacji, ktorych gléwnym celem bylo rozszerzenie wiedzy
dotyczacej genetycznych i epigenetycznych aspektow tolerancyjnos$ci na glin u pszenzyta oraz
opracowanie markerow DNA uzytecznych do selekcji wspomaganej markerami molekularnymi
(MAS). Realizacja wytyczonych celow wigzata si¢ z konieczno$cig oceny zréznicowania puli
genowe] pszenzyta uprawianego w  kraju, identyfikacja markeréw asocjowanych
z tolerancyjnoscig na wysokie stezenia jonow glinu, zweryfikowaniem, czy identyfikowane
markery lokalizuja si¢ w obrebie QTL cechy na populacjach dwurodzicielskich oraz uzyskanie
markerow specyficznych uzytecznych do rdéznicowania materiatow roslinnych. W kregu
zainteresowan znalazty si¢ rowniez badania metylomu form tolerancyjnych i nietolerancyjnych.
Weryfikowano hipoteze, ze cecha moze by¢ warunkowana czynnikami epigenetycznymi. Do
badan wykorzystano 232 formy pszenzyta, ktorych poziom tolerancyjnosci na glin okreslano na
podstawie wynikéw testu fizjologicznego z zastosowaniem pozywki zawierajacej jony AI®*
W zalezno$ci od rodzaju analiz do genotypowania uzyto markery DNA: DArT, SSR, AFLP,
PCR specyficzne dla sekwencji DNA otaczajacej loci genu ALMT u zyta, metAFLP oraz
MSAP. Otrzymane dane byly nastgpnie opracowywane z zastosowaniem programow
komputerowych: PAST, STRUCTURE 2.2.3, STRUCTURE HARVESTER, CLUMPP,
SPAGeDi, TASSEL, Mcheza, R, MapQTL 5.0, GenAlEx 5.3, SAS/STAT 9.2, BLASTTN oraz
CLC Main Workbanch. W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze badana pula
genetyczna pszenzyta wykazuje nieznaczny stopien strukturyzacji i relatywnie wysoki poziom
zroznicowania w obrebie poszczegdlnych subpopulacji. Mapowanie asocjacyjne jak
i sprzezeniowe jednoznacznie wskazuje, ze geny tolerancyjnosci na obecno$¢ jonow glinu
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lokalizuja si¢ na chromosomie 7R, jednak nie mozna wykluczy¢, ze cze$¢ stabszych QTL
wystepuje na chromosomach 3R, 4R oraz 6R. Po raz pierwszy udowodniono, ze za tolerancje na
glin u pszenzyta odpowiada gen ALMT warunkujacy ekspresj¢ transporterow kwasu
jabtkowego. Uzyskany wynik sugeruje, ze tolerancja warunkowana jest genomem zytnim i moze
ulega¢ modyfikacji poprzez dzialanie genomu pszenicznego. Nalezy podkresli¢, ze
identyfikowane markery tolerancyjnosci na jony AI** u pszenzyta po ich konwersji do warunkow
selektywnego PCR nadaja si¢ do skutecznego rdznicowania form badanej puli genetycznej
gatunku. Na uwage zastluguja rowniez wyniki wstepnych badan nad metylomem form T i NT.
Brak zmian wzoréw metylacji w obrebie DNA lisci form T i NT oraz wystgpowania takich
zmian w obregbie DNA korzeni sugeruje, ze stres glinowy wpltywa na metylom jednak jego
dziatanie moze by¢ ‘selektywne’ i ogranicza si¢ do waskich obszaréw genomu.

Dotychczasowe badania wlasne byly tak planowane, a zadania badawcze tak konstruowane, aby
doprowadzi¢ do wypracowania prostych metod réznicowania form T 1 NT, a w przysztosci
réowniez do ich zastosowania w MAS. Zrealizowane badania stanowig istotny krok
w zrozumieniu tolerancyjnosci na glin u pszenzyta i pokazuja, ze podtoze zjawiska ma charakter
nie tylko genetyczny, ale prawdopodobnie réwniez epigenetyczny. Unikatowos¢ otrzymanych
wynikow pozwolita z powodzeniem opublikowacé je w czasopismach z listy IF.

Na bazie uzyskanych informacji planuj¢ kontynuowac¢ badania w zakresie oceny ekspresji genow
na poziomie mRNA i bialka, aby uzyskaé pelniejsze informacje na temat gendéw zwigzanych
z tolerancyjnoscia na glin u pszenzyta, a takze mechanizméw sterujacych ich ekspresja
(metylacja DNA, male RNA). Ze wzgledu na wysokie koszty takich analiz bede aplikowata o ich
finansowanie do NCN lub MNiSW.

Najwazniejsze osiggniecia praktyczne:

Przedstawione prace oprocz waloru naukowego maja roéwniez warto$¢ aplikacyjna.
Najwazniejszym osiggnigciem praktycznym prezentowanej rozprawy habilitacyjnej bylo
wytypowanie markerow molekularnych powigzanych z r6zna odpowiedzig pszenzyta na stres
wywotany obecnoscig jonéw glinu w podtozu. Markery te moga zosta¢ w przysztosci
wykorzystane w hodowli MAS. W wyniku namnazania badanego materialu na potrzeby analiz
oraz jego statej selekcji na pozywkach z glinem uzyskano wyréwnane genetycznie linie wsobne
pszenzyta (S10) o podwyzszonej tolerancyjnosci na ten pierwiastek. Linie te moga zostaé
przekazane do Hodowli Ros$lin Strzelce Sp. z o.0. Grupa IHAR, Oddzial Malyszyn,
a nastgpnie wykorzystane w hodowli. Ponadto bgda one stanowily material badawczy do
dalszych, planowanych przeze mnie eksperymentéw majgcych na celu doktadniejsze poznanie
mechanizméw genetycznych 1 epigenetycznych zwigzanych z tolerancyjnoscia na glin
u pszenzyta.
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E. OMOWIENIE POZOSTALEJ TEMATYKI BADAWCZEJ, GLOWNE KIERUNKI
I WAZNIEJSZE WYNIKI

Jestem absolwentka Wydziatu Ogrodnictwa 1 Architektury Krajobrazu, Szkoty Gtoéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Pierwsze badania naukowe realizowatam w ramach
projektu witasnego pt. ,,Opracowanie technologii transformacji pomidora (Lycopersicon
esculentum Mill.) dla potrzeb hodowlanych.” (KBN nr. 5P06A02511), ktory byt podstawa do
napisania pracy magisterskiej pt. ,,Charakterystyka transgenicznych roslin pomidora pokolenia
T2 z wprowadzonymi genami fosfotransferazy neomycyny oraz taumatyny II.” wykonywanej
pod kierunkiem dr hab. Grzegorza Bartoszewskiego w Katedrze Genetyki Hodowli
1 Biotechnologii Rosélin. Moim zadaniem byta selekcja roslin homozygotycznych na pozywkach
z antybiotykiem oraz okreslenie liczby miejsc integracji i poprawnosci integracji transgenu
w roslinach pomidora odmiany Beta oraz mutantach Is (ang. lateral suppressor) i nor (ang non-
ripening). Ponadto do moich obowigzkow nalezato oszacowanie poziomu ekspresji biatka na
poziomie mMRNA, a takze detekcja jego obecnosci w lisciach i owocach. Ocenialam rowniez
cechy zwigzane z morfologig ro$lin, wytwarzaniem i1 dojrzewaniem owocoéw, plennoscia
i podatnoécig na stresy abiotyczne (zasolenie). W badaniach tych wykorzystatam analizy
Southern-blot, Northern-blot i Western-blot. Za pomoca metody Southern-blot wykazatam, ze
dwanascie sposrod czternastu badanych linii charakteryzuje si¢ obecno$cig pojedynczego locus
transgenu w lisciach, natomiast w pozostatych dwoch liniach doszto do integracji transgenu
w dwoch i czterech locus. Wszystkie rosliny, u ktorych nastgpita integracja transgenu
w pojedynczym locus oraz linia posiadajgca dwa miejsca integracji, charakteryzowaly sig
wysoka ekspresja biatka na poziomie mRNA, co zostalo zobrazowane przy uzyciu analizy
Northern-blot. W przypadku roslin posiadajacych cztery kopie genu poziom ekspresji taumatyny
Il na poziomie MRNA byt bardzo niski. Moglo to by¢ spowodowane interakcjami pomiedzy
homologicznymi fragmentami wielokrotnych kopii transgenu wprowadzonych do rosliny.
Podobna analiza wykonana dla owocoéw transgenicznych ro$lin mutanta nor wykazata, ze
sposrod trzech badanych linii tylko u dwoch nastgpita ekspresja genu taumatyny. W wyniku
reakcji barwnej Western-blot otrzymatam prazek $wiadczacy o obecno$ci biatka w liSciach
dziesigciu transgenicznych linii pomidora (spo$rod dwunastu badanych) oraz w owocach dwdch
linii (sposrod siedmiu badanych). Analiza Western-blot dla owocow zostata potwierdzona
testami smakowym. Ocena fenotypowa wybranych linii transgenicznych wysianych na pozywke
z dodatkiem NaCl wykazata korzystny wptyw taumatyny w ochronie ro$lin mutanta Is przed
stresem solnym. Podobnych zaleznosci nie obserwowatam dla transgenicznych linii odmiany
Beta i mutanta nor. Wyniki zawarte w pracy magisterskiej zostaly opublikowane w artykule
»Modification of tomato taste in transgenic plants carrying a thaumatin gene from
Thaumatococcus daniellii Benth.” (pozycja 11A1.2 w wykazie publikacji) oraz czeSciowo
zaprezentowane w artykule przegladowym (pozycja 11D1.5 w wykazie publikacji).

Po ukonczeniu studiow, dalszg karier¢ naukowg oraz zawodowa zwigzatam z Ogrodem
Botanicznym - Centrum Zachowania Roéznorodnosci Biologicznej Polskiej Akademii Nauk
w Powsinie. W 2001 roku rozpoczetam badania zwigzane z realizacja mojej pracy doktorskiej
pod kierunkiem prof. dr hab. Jana J. Rybczynskiego. Badania dotyczyly oceny zdolnosci
morfogenetycznych wielo- i jednokomorkowych eksplantatow wybranych —gatunkow

Strona | 21



Agnieszka Niedziela Autoreferat

z rodzaju Gentiana (G. kurroo, G. cruciata, G. tibetica, G. lutea and G. pannonica) oraz analizy
ro$lin regenerowanych na drodze somatycznej embriogenezy. Badania te realizowatam migdzy
innymi  w ramach projektu badawczego pt. ,,Somatyczna hybrydyzacja goryczek
z zastosowaniem somatycznej embriogenezy i transformacji.” (MNiSW nr. 3P04C03723),
w ktorym uczestniczylam jako gtowny wykonawca. W pracy wykorzystatam elementy siewek
(korzen, hypokotyl i liScienie), liScie oraz zawiesiny komorkowe stanowigce eksplantaty
wielokomoérkowe. Eksplantaty jednokomorkowe stanowily protoplasty zawiesin komorkowych
1 komorek mezofilu lisci. W celu indukcji somatycznej embriogenezy zastosowatam pozywki
zawierajagce auksyny: 2,4-D, NAA i dicamba oraz cytokininy: zeatyng, TDZ, CPPU, BAP
I Kinetng w réznych stezeniach i kombinacjach. Liczba uzyskanych zarodkow zalezata od
gatunku, pochodzenia eksplantatu, zastosowanych regulatorow wzrostu oraz ich stezenia
w pozywce. Kombinacje pozywek, w ktorych sktad wchodzity NAA i dicamba najintensywniej
stymulowaly proces somatycznej embriogenezy na eksplantatach lisci. Sposrod badanych
gatunkow, G. kurroo wykazywata najwigksze zdolnosci morfogenetyczne, natomiast na zadnej
z zastosowanych kombinacji roslinnych hormondéw wzrostu nie otrzymatam zarodkéw
somatycznych dla G. lutea. Fragmenty siewek charakteryzowaty si¢ wigkszymi zdolnosciami
morfogenetycznymi i bardziej jednorodna reakcja, niz eksplantaty liSci, ktore regenerowaty
zarowno tkanke kalusowg, korzenie, jak i zarodki somatyczne. Najwyzsza wydajnos¢ procesu
somatycznej embriogenezy uzyskatam na licieniach w obecnosci pozywki indukcyjnej MS
uzupehionej 0,5 mg/ | 2,4-D i 1,0 mg/l kinetyny. Natomiast w przypadku protoplastow zar6wno
wiek, jak i pochodzenie tkanki mialy istotny wptyw na rozwdj kultury. Kilkakrotne podziaty
komorkowe zielonych protoplastow tkanki mezofilowej lisci uzyskiwatam tylko wowczas, gdy
do eksperymentéw wykorzystane zostaly pierwsze liscie siewek. W kulturach protoplastow
zawiesin komodrkowych, sposroéd przebadanych 54 kombinacji réznigcych si¢: typem kultury,
rodzajem pozywki, wielkoscig frakceji i pochodzeniem zawiesiny, najlepsze rezultaty uzyskatam
dla zawiesiny licieniowej w kroplach agarozowych na pozywce PCM4 (MS bez (NHsNO3)
+ 30 g/l glukozy + 3,0 g/l glutaminy + 2,0 mg/l BAP + 1,0 mg/l dicamba + 0,1 mg/l NAA
+ 80,0 mg/l siarczan adeniny + 9,0% mannitol). Co ciekawe, w kulturach protoplastéw mtodych
zawiesin komorkowych mozliwe bylo uzyskanie bezposredniej somatycznej embriogenezy
z pojedynczego protoplastu. W trakcie realizacji badan do pracy doktorskiej nawigzatam
wspotprace z dr Henrykiem Bilskim (Laboratorium Mikroskopii Elektronowej, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. Nenckiego w Warszawie) oraz z zespotem prof. dr hab. Mieczystawa
Kurasia (Pracownia Ekotoksykologii, Instytut Botaniki UW w Warszawie), co zaowocowato
szczegotowym zobrazowaniem procesu somatycznej embriogenezy przy uzyciu mikroskopii
elektronowej skaningowej i transmisyjnej. Do analizy proteomicznej poszczegdlnych stadiow
rozwoju ontogenetycznego zarodkoOw somatycznych zastosowatam dwukierunkowg analize
biatek (2-DE). Najwicksze zmiany w ekspresji bialek zwigzanych z rozwojem zarodkow
obserwowatam w profilach biatkowych pomigdzy zarodkami globularnymi i liScieniowymi.
Badania proteomiczne wykonatam pod kierunkiem dr Andrzeja Kalinowskiego w Pracowni
Mieszancow Oddalonych, Instytut Genetyki Roslin PAN w Poznaniu. Kolejne analizy
prowadzone w ramach pracy doktorskiej obejmowaty charakterystyke regenerantow uzyskanych
w Kulturach in vitro. Nawigzanie wspotpracy z prof. dr hab. Jolanta Matuszynskg (Katedra
Anatomii i Cytologii Ro$lin, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach) oraz prof. dr hab. inz. Elwira Sliwinska (Katedra Genetyki, Fizjologii
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i Biotechnologii Ros$lin, Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii UTP Uniwersytet Technologiczno-
Przyrodniczy w Bydgoszczy) pozwolito mi na oceng liczby chromosomow oraz zawartosci DNA
w ros$linach uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy. Najwigksza zmiennoscig
zawartosci DNA charakteryzowaly si¢ regeneranty pochodzace z kultur protoplastowych, co
mozna tlumaczy¢ wystepowaniem licznych spontanicznych fuzji. Nie stwierdzitam natomiast
zmian w przebadanej puli roslin regenerowanych na eksplantatach li§ci oraz z zawiesin
komoérkowych pochodzenia hypokotylowego. Zawartos¢ DNA byta tutaj skorelowana z liczbg
chromosomoéw. Molekularng cz¢§¢ analiz w ramach rozprawy doktorskiej wykonatam
w Zaktadzie Biotechnologii i Fizjologii Roslin, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
w Radzikowie pod kierownictwem dr Piotra Bednarka. Za pomoca analizy AFLP wykazatam
zrdznicowanie poziomu zmienno$ci somaklonalnej badanych regenerantow G. Kkurroo
w zaleznosci od rodzaju eksplantatu, z ktérego zostaly otrzymane. Najwyzsza zmiennos¢
wynoszacg 18,5% otrzymatam dla regeneratow zawiesiny komodrkowej pochodzenia
liscieniowego. Ponadto wraz z prof. dr hab. Heleng Gawronska (Samodzielny Zaktad
Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa, SGGW w Warszawie) oraz prof. dr hab. Bozeng
Borkowska (Zaktad Fizjologii i Biochemii Roslin, Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa
w Skierniewicach) udowodnitam, ze 0.3% stezenie sacharozy w pozywce regeneracyjnej
wplywa korzystnie na zdolnosci fotosyntetyczne regenerantow G. kurroo.

Bezposredni udziat w wykonaniu wigkszosci analiz oraz przygotowaniu materialu do ich
realizacji pozwolit mi na opanowanie szeregu roznorodnych technik analitycznych. Wszystkie
uzyskane wyniki zostaly wlaczone w sktad mojej pracy doktorskiej i opublikowane po jej
obronie w czasopismach naukowych (pozycje 11A2.3-8, 11D1.1-4 oraz 11D2.4, 6, 7 w wykazie
publikacji). Cze$¢ z nich prezentowatam na krajowych konferencjach naukowych w formie
referatow (pozycje 11K1.1-5 oraz 11K2.4 w wykazie dorobku naukowego) lub posteréw (pozycje
111B1.3, 4, 5,7, 8 oraz 111B2.19, 23 w wykazie dorobku naukowego).

Kolejnym watkiem badawczym w mojej dzialalno$ci naukowej, ktory realizowalam
w ramach wymienionego wczesniej projektu (MNISW nr. 3P04C03723) byto opracowanie
warunkoéw fuzji protoplastow goryczek. Ustalitam, Zze optymalna wysoko$¢ napigcia pradu
zmiennego (AC) podczas fuzji protoplastow izolowanych z tkanki mezofilowej lisci siewek
G. cruciata, G. pannonica i G. tibetica oraz zawiesin komorkowych G. kurroo i G. cruciata
(w réznych kombinacjach) powinna wynosi¢ 67 V/cm. Wysokos¢ napiecia pradu statego (DC)
zalezata od gatunkow poddanych fuzji. Najwyzsza wydajnos¢ fuzji (6.72%) otrzymatam dla
kombinacji protoplastow mezofilu lisci G. cruciata i zawiesin komorkowych G. kurroo stosujac
DC o napigciu 1.33 kV/em. Wysoka liczbe heterokarionéw (4.80%) obserwowatam rowniez dla
kombinacji protoplastow mezofilu lisci G. tibetica i zawiesin komérkowych G. cruciata po
zastosowaniu DC o napieciu 1.17 kV/ecm. Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane w formie
publikacji (pozycja 11D2.6 w wykazie dorobku naukowego) oraz posterow (pozycja I11B1.1, 2
oraz 111B2.20-22, 24 w wykazie dorobku naukowego).

W 2007 roku rozpoczgtam prace na stanowisku adiunkta w Pracowni Markerow
Molekularnych Zaktadu Biochemii i1 Fizjologii Roslin IHAR-PIB kierowanej wowczas przez
prof. dr hab. Andrzeja Aniota. W latach 2007-2010 bylam gléwnym wykonawca projektu
nr PBZ/2/3/2006 finansowanego przez MNiSW pt. ,,Identyfikacja oraz mapowanie markerow
molekularnych  tolerancyjnosci na glin w zbozach.” Podczas realizacji projektu
wspotpracowatam z dr Grzegorzem Budzianowskim oraz dr Henrykiem Cichym z Hodowli
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Roslin Strzelce Sp. z o.0. Grupa IHAR, Oddziat Matyszyn. W latach 2012 - 2017 bytam
kierownikiem tematu pt. ,,Poszukiwanie molekularnych markerow genow warunkujgcych
tolerancyjnos¢ na glin w zbozach.” realizowanego w ramach dziatalno$ci statutowej IHAR-PIB.
Uzyskane dotychczas wyniki badan w wigkszoSci stanowig prezentowane przeze mnie
,osiggniecie naukowe”. Podczas realizacji prac opanowatam liczne metody sluzace do
genotypowania ro$lin (SSR, AFLP, metAFLP, MSAP, DART). Jestem w stanie postugiwac si¢
nowoczesnymi metodami statystycznymi pozwalajgcymi na konstrukcje map genetycznych oraz
identyfikacj¢ QTLi na bazie wynikéw analiz molekularnych (Rqtl, JoinMap, MapQTL,
WinQTLCart, MapChart). W roku 2012 otrzymalam zaproszenie od PhD Jordi Comadran do
odbycia wizyty naukowej w The James Hutton Institute (Szkocja), dzigki ktoérej mogltam
poszerzy¢ swoja wiedze i umiejetnosci z zakresu analiz statystycznych wynikow mapowania
asocjacyjnego z uzyciem programéw R-CRAN oraz GenStat. Zdobyta wiedzg wykorzystuj¢ na
biezaco do realizacji prowadzonych obecnie badan.

Moje ostatnie zainteresowania zwigzane sg z epigenetycznymi aspektami tolerancyjnos$ci
na glin u pszenzyta. Sktonity mnie one do poszukiwania metod analizy tego zjawiska. Jedng
z takich metod jest dosy¢ powszechnie stosowana analiza MSAP, wykorzystujaca do trawienia
genomowego DNA izoschizomery Hpall i Mspl. Endonukleazy te sg wrazliwe na metylacje
w miejscu cigcia DNA w sekwencji rozpoznawanej: 5’-CCGG-3°, przy czym Hpall jest
niewrazliwy na metylacj¢ zewnetrznej, a Mspl wewngtrznej cytozyny. Warianty interpretacji
wynikow metody MSAP opisane w literaturze roznig si¢ interpretacja wzordw prazkowych,
a wyniki uzyskiwane przez roznych badaczy sa trudne do poroéwnywania. Wnikliwe
przesledzenie stosowanych dotychczas metod oraz potencjalnych miejsc cigcia stosowanych
enzymow w zalezno$ci od usytuowania grupy metylowej pozwolito na zaproponowanie
nowatorskiej metody (pozycja 11A2.1 w wykazie publikacji) umozliwiajacej miedzy innymi
iloSciowa ocen¢ zmian wzoré6w metylacji DNA (metylacjc de novo oraz demetylacje
z uwzglednieniem czy zachodzi ona w miejscach CG czy CHQ).

Innym nurtem realizowanych przeze mnie badan jest analiza zjawiska cytoplazmatycznej
meskiej sterylnosci pytku pod katem jego wykorzystywania w hodowli heterozyjnej roslin
uprawnych. Badania te prowadzone sa w ramach dwoch projektoéw naukowych kierowanych
przez dr hab. prof. IHAR-PIB Piotra Bednarka i finansowanych przez MRIRW
pt. ”Poszukiwanie marker6w molekularnych gendéw utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta
z cms-Tt” (nr HOR hn 801-12/14, L.p. w zal. do Rozporzadzenia MRiRW: 15) oraz
”Poszukiwanie markeréw molekularnych genow przywracania ptodnosci pytku u zyta (Secale
cereale L.) z CMS Pampa” (nr HOR hn 801-12/14, L.p. w zat. do Rozporzadzenia MRiRW: 21).
Celem tych badan jest identyfikacja markerow molekularnych DNA (DArT, DArTseq, GBS)
silnie sprzezonych/asocjowanych z jadrowymi genami utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta
z cms T. timopheevi oraz z genami przywracania ptodnosci pytku u zyta z cms Pampa
wystepujacymi w obrgbie badanych populacji RIL (ang. Recombinant Inbred Line) oraz
okreslenie wkladu tych gendéw do zmiennosci fenotypowej. Moj udziat w realizacji ww.
projektow polega migdzy innymi na wyprowadzaniu kolejnych pokolen linii RIL w polu
(gléwnie izolacja ktosow), wykonywaniu krzyzowan linii matecznych (cms Tt) z liniami RIL
(okreslenie fenotypu na podstawie iloSci zawigzywanych ziarniakow), zbiorze materiatdéw do
izolacji DNA, izolacji i przygotowaniu DNA do analiz molekularnych, porzadkowaniu danych
oraz wykonaniu mapowania asocjacyjnego. W trakcie realizacji badan odbytam wizyte naukowsa
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w United States Department of Agriculture - Agricultural Research Service (USDA-ARS),
Kansas State University (USA), gdzie mialam okazj¢ zapoznac si¢ z procedurg GBS (ang.
genotyping-by-sequencing) stanowigcg potaczenie wykorzystania enzymow restrykcyjnych do
kontrolowanej redukcji ztozonosci genomu z technologia sekwencjonowania nowej generacji
(ang. Next Generation Sequencing, NGS). Markery GBS, wraz z DArTseq i silicoDArT
postuzyty do opracowania map genetycznych dla pieciu populacji mapujgcych pszenzyta.
Podobne analizy wykonano dla populacji zytnich wykorzystujac do tego celu markery DArTseq
I silicoDAIT. Interwalowe mapowanie kompozytowe (ang. Composite Interval Mapping) oraz
mapowanie asocjacyjne dla obu gatunkéw zb6z wykazato, ze cecha ma charakter ztozony i jest
warunkowana licznymi genami o niewielkich efektach jednostkowych. Otrzymane dotychczas
wyniki zostaly zaprezentowane na licznych konferencjach krajowych i mig¢dzynarodowych
(pozycje 111B2.1, 3, 5-8, 10 w wykazie dorobku naukowego).

Perspektywy dalszych badan

Dotychczasowe wyniki badan zainspirowaly mnie do poszukiwan mechanizmow
sterujacych odpowiedzig pszenzyta na stres glinowy oraz zwigzanych z nimi genéw/biatek.
W ramach tematu MRiIRW/IHAR-PIB nr DS 1-1-03-4-03 przeprowadzitam dwukierunkowa
analize biatek (2-DE) dla linii T i NT pszenzyta prowadzonych w warunkach kontrolnych oraz
stresu glinowego. Zidentyfikowatam 25 biatek wykazujacych zmiany ekspresji pod wptywem
stresu w wierzchotkach korzeni linii NT. W linii T stres Al nie powodowat trwatych zmian
w wierzchotkach korzeni. WyniKi tych analiz zostang zaprezentowane w formie publikacji.

Wspbtpracuje rowniez z dr hab. prof. UR Jackiem Zebrowskim z Zaktadu Fizjologii Roslin
Uniwersytetu Rzeszowskiego. Celem niniejszej wspolpracy jest identyfikacja biochemicznych
zmian w obrgbie korzeni linii T i NT pszenzyta pod wptywem stresu Al za pomoca spektrometru
furierowskiego (FTIR - Fourier transform infrared spectroscopy). Wyniki analizy FTIR s3
obecnie na etapie opracowywania.

Kolejnym zadaniem, ktérego planuje si¢ podja¢ bedzie analiza profili metylacji DNA
w genomie pszenzyta oraz analiza transkryptomu i matych RNA roslin poddanych stresowi Al
i kontrolnych w celu okreslenia korelacji pomiedzy zmianami na poziomie metylomu,
wywotanymi stresem Al, oraz ich wptywem na obserwowane zmiany w ekspresji genow.
Sekwencje DNA roznicujagce formy T i NT na dzialanie jonéw AI®* beda poréwnywane
z sekwencjami w bazach danych celem okreSlenia 1 powigzania z genami tolerancyjnosci.
Badania te na etapie wstgpnym be¢dg prowadzone w ramach tematu MRIRW/IHAR-PIB
nr DS 1-1-03-4-03, a docelowo planowane jest zgloszenia projektu badawczego obejmujacego
przedstawiong tematyke.

W dalszym ciggu jestem roéwniez wspoOlwykonawca projektow dotyczacych analizy
zjawiska cytoplazmatycznej meskiej sterylno$ci u zyta i pszenzyta. W najblizszym dwoch latach
zostanie przeprowadzone genotypowanie oraz fenotypowanie populacji pszenzytnich RILS,
ktore dotychczas nie zostaly objete podobnymi badaniami, a takze identyfikacja markerow
cechy. Ostatecznym rezultatem bedzie opracowanie zestawu markerow genow utrzymania
sterylnosci pylku u pszenzyta z cms Tt. Dla zyta planowana jest selekcja genotypow
o pozadanych kombinacjach genow przywracania ptodnosci pytku z wykorzystaniem dostepnych
materiatow roslinnych w oparciu o zidentyfikowane markery molekularne.
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Od wielu lat kontynuuj¢ rowniez wspolpracg z prof. dr hab. Janem J. Rybczynskim
z Ogrodu Botanicznego - Centrum Zachowania Réznorodnosci Biologicznej PAN w zakresie
badan nad zjawiskiem somatycznej embriogenezy goryczek. Wynikiem tej wspotpracy sa
wspolne publikacje przegladowe (pozycja 111D2.4 w wykazie dorobku naukowego oraz praca
pt. ,,Somatic embryogenesis of species in the family Gentianaceae and its biotechnological
application.” Frontiers in Plant Science - obecnie w recenzjach).

F. ZESTAWIENIE NAJWAZNIEJSZYCH OSIAGNIEC NAUKOWYCH

1. ZESTAWIENIE DOROBKU PUBLIKACYJNEGO PRZED I PO UZYSKANIU
STOPNIA DOKTORA

Tab. 1. Liczba, miejsce i rodzaj opublikowanych prac naukowych

Czasopisma posiadajace wspotczynnik wptywu IF 2 14 16
Czasopisma z listy B 3 5 8
Materiaty konferencyjne 1 0 1
Monografie /rozdzial monografii w jezyku 1 1 2
angielskim
Monografie /rozdzial monografii w jezyku polskim 0 1 1
Suma 7 21 28
W tym jako pierwszy autor w publikacjach 1 15 17
W tym jako autor korespondencyjny w 1 10 12
publikacjach
Rodzaj publikacji
Prace oryginalne 5 15 20
Prace przegladowe 2 6 8
Tab. 2. Liczba i rodzaj wystapienia
Konferencje miedzynarodowe 5 21 26
Konferencje krajowe 10 8 18
Seminaria 0 5 5
Suma 15 34 49
Prezentacje ustne na konferencjach:
Migdzynarodowych 0 0 0
Krajowych 3 2 5
Prezentacje posterowe na konferencjach:
Migdzynarodowych 4 20 24
Krajowych 5 5 10
Suma wystapien 3 2 5
Suma prezentacji posterowych 9 25 34
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Tab. 3. Liczba wykonanych recenzji manuskryptéw

Czasopismo Rok Liczba
recenzji

Po uzyskaniu stopnia doktora
Acta Physiologiae Plantarum 2007 2
Acta Physiologiae Plantarum 2008 6
In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant 2008 6
Acta Physiologiae Plantarum 2009 6
In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant 2009 1
Acta Physiologiae Plantarum 2010 5
In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant 2010 2
Acta Physiologiae Plantarum 2011 2
In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant 2011 1
Acta Physiologiae Plantarum 2012 5
Plant Cell, Tissue and Organ Culture 2012 1
In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant 2012 2
Acta Physiologiae Plantarum 2013 2
In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant 2013 3
Acta Physiologiae Plantarum 2014 8
Plant Cell, Tissue and Organ Culture 2014 4
Acta Physiologiae Plantarum 2015 3
In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant 2015 1
Plant Cell, Tissue and Organ Culture 2015 3
Acta Physiologiae Plantarum 2016 2
In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant 2016 1
Plant Cell, Tissue and Organ Culture 2016 4
Plant Breeding 2016 1
Acta Physiologiae Plantarum 2017 3
Acta Physiologiae Plantarum 2018 3
Plant Cell, Tissue and Organ Culture 2018 1
Lacznie 2007-2017 78

2. WSKAZNIKI BIBLIOMETRYCZNE
Tab. 1. Parametryczna ocena dorobku naukowego — zestawienie®
Nazwa parametru Przed uzyskaniem Po uzyskaniu Lacznie***
stopnia doktora * | stopnia doktora **
IF 1.209 20.642" 21.851
MNiSW 35 347 382
Liczba cytowani (WoS) 4 156 160
Index Hirscha (WoS) 1 7 8

# Wyszukiwano (WoS) wg frazy: Niedziela A* or Fiuk A* or Niedziela Agnieszka* or Fiuk Agnieszka* uwzgledniajac
poprzednie nazwisko

N W przypadku jednej publikacji uwzgledniono IF z 2013r po nadaniu nr DOI i ukazaniu si¢ na stronach internetowych

* dla 7 prac wydanych do konca 2005r. (w tym 2 prac na liscie WoS do uzyskania stopnia dr)

** dla 21 publikacji od 2006 do 2018 (28.08.2018) ( w tym 14 prac na liscie WoS od daty uzyskania stopnia dr)

*** dotyczy cytowan wszystkich 28 publikacji do 28.08.2018r.
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3. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC W PRACY NAUKOWEJ

Pozostate osiggnigcia naukowe i dydaktyczne przedstawitam w ,,Wykazie opublikowanych prac
naukowych oraz informacjach o osiggni¢eciach dydaktycznych, wspoipracy naukowe;j
I popularyzacji nauki.”, stanowigcym zalacznik 6 dokumentacji.

............................

Podpis Wnioskodawcy
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