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4. Wskazanie osi^gnif cia wynikaj^cego 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.) 

a) Tytul osi^gni^cia naukowego 

Diagnostyka przesiewowa stanu fizjologicznego roslin oparta na znormalizowanych wartosciach 

i parametrach fluorescencji chlorofilu a 

b) Publikacje wchodzace w sklad rozprawy habilitacyjnej, XpktiviNiSzw = 165; ^ I F = 11.969 

Publikacje przeglqdowe 

H I Rybka K * (2009) T I L L I N G i FOX-hunting: nowe metody analizy funkcjonalnej genow. 
Post^py Biologii Komorki 36:539-554; Praca nagrodzona jako najlepszy artykul 
Czasopisma w 2009. http://ptbk.mol.ui.edu.pl/download/nagrody/update2014/2009-artvkul.pdf 
[pktMNiSzw = 15; IF = 0.1; udzial - 100%] 

H2 Rybka K * , Nita Z (2015) Physiological requirements for wheat ideotypes in response to 
drought threat. Acta Physiologiae Plantarum e37:l-13 
http://link.springer.com/article/10.1007/sll738-015-1844-5 
[pktMNiSzW20i5 = 25; IF2015 = 1 -86; udzial - 90%] 

Publikacje ekspervmentalne 

H3 Zurek G, Rybka K*(co-first author), Pogrzeba M , Krzyzak J, Prokopiuk K (2014) 
Chlorophyll a Fluorescence in Evaluation o f the Effect o f Heavy Metal Soil 
Contamination on Perennial Grasses. PLoS ONE 9: e9I475 
https://doi.org/10.1371/ioumai.pone.0091475 
[pktMNiSzW20i5 = 35; I F 2 0 1 4 = 3.324; udzial - 45%] 

H4 Prokopiuk K , Zurek G, Rybka K * (2019) Turf Covering for Sport Season Elongation 
Cause No Stress for Grass Species as Detected by Chi a Fluorescence. Urban Forestry & 
Urban Greening, UFUG_2018_308_R2, oczekuje na finalnq decyzj? Redaktora 
[pktMNiSzW20i5 = 40; I F 2 0 1 4 = 3.521; udzial - 45%] 

H5 Nykiel M , Lisik P, D^bski J , Florea B I , Rybka K * (2019) Chi a Fluorescence and 
Proteomics Reveal Protection o f Photosynthetic Apparatus in Tolerant but not in 
Susceptible to Dehydration Wheat Cultivar. Biologia Plantarum 63:287-297. 
https://bp.ueb.cas.cz/artkev/bpl-201901-0033 chl-a-fluorescence-and-proteomics-reveal-protection-of-
the-photosvnthetic-apparatus-to-dehvdration-in-tolerant.php on line first: 13.12.2018 
[pktMNiSzW20i5 = 25; I F 2 0 1 6 = 1-424; udzial - 45%] 

H6 Rybka K * , Janaszek-Mahkowska M , Siedlarz P, Mankowski D (2019) Machine learning 
in determination o f water saturation deficit in wheat leaves on basis o f Chi a fluorescence 
parameters. Photosynthetica 57(1): xx-xx 
https://ps.ueb.cas.cz/corproof php?tartkev=phs-00000Q-2133) on line first: 07.12.2018 
[pktMNiSzW2oi5 = 25; I F 2 0 1 7 / 2 0 1 8 = 1-740; udzial - 45%] 

* Jestem autorem korespondencyjnym wszystkich i pierwszym w 4 publikacjach wchodz^cych w sklad 
Osi^gni^cia 
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c) Syntetyczne omowienie publikacji wchodz^cych w sklad rozprawy habilitacyjnej 

I . Wprowadzenie 
Wielkosc plonu roslin rolniczych, jako finalna pochodna wielu parametrow, wsrod ktorych wazn^ 

cech^ jest odpomosc na stresy srodowiskowe (biotyczne i abiotyczne), stanowi od lat o sukcesie 
rynkowym odmian. Dzi?ki wspolpracy ze spolkq hodowlan^ HR-Strzelce Grupa IHAR, zacz^lam 
interesowac si? utylitamym aspektem badan naukowych i podj?lam prace zorientowane na ocen? 
fizjologicznej odpowiedzi roslin na stresy abiotyczne. Napisalam kilka prac przegl^dowych a jako 
dorobek habilitacyjny przytaczam dwie (HI i H2). Pierwsza (HI, 2009 r.) dotyczy masowych i 
wysokoprzepustowych metod analizy funkcjonalnej genow: TILfNG (ang. Targeting Induced Local 
Lesions IN Genomes) oraz FOX-hunting (ang: Full-lengh cDNA Over-eXpressing gene hunting system). 
Omawiam w niej rozwoj zastosowan technik biologii molekulamej w badaniach i modyfikacjach 
genomow roslinnych na drogach: „od cechy do genu" 
{ang: Top-down/Forward) oraz „od mutacji do genu" 
{ang.: Bottom-up/ Reverse). W obydwu podejsciach 
ocena fenotypu jest kiuczowa dla powodzenia 
prowadzonych badan (HI, Tab. 1) na rowni z 
metodami gromadzenia i |5rzetwarzania danych. Pisz^c 
t? pubiikacj? zwrocilam uwag? na fenotypowanie i na 
przetwarzanie masowo zbieranych danych jako na tzw. 
w^skie gardlo nowoczesnej hodowli (HI oraz Rybka, 
2017). Poniewaz artykul zostal wyrozniony jako 
najlepsza publikacja w roku 2009 w czasopismie 
„Post?py Biologii Komorki" (z Listy A w tamtym czasie, kierowanym przez prof, dr hab. M . Olszewski z 
Uniwersytetu Lodzkiego, czlonka rzeczywistego PAN) uwazam, ze praca jest godna odnotowania jako 
osi^gni^cie. 

W drugiej publikacji przegl^dowej (H2, 2015 r.) omawiam problem suszy w naszej strefie 
klimatycznej oraz wymagari fenotypowych, jakie b^d^ musialy spelniac dobrze plonuj^ce genotypy w 
warunkach okresowych niedoborow wody prognozowanych do roku 2050. W publikacji H2 skupiam 
uwag? na fizjologicznych, molekularnych i biochemicznych uwarunkowaniach tolerancji na susz?, jako 
podstaw? przyjmuj^c publikacje eksperymentalne 3 zespolow: Vadez'a z ICRISAT (International Crops 
Research Institute for the Semi-Arid Tropics, Indie), Bluma z ARO (Agricultural Research Organization, 
Volcani Center, Izrael) oraz Zagdanskiej z IHAR (Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin) a od 2001-
SGGW (Szkola Glowna Gospodarstwa Wiejskiego) a takze publikacje z Rothamtsted Research (Wielka 
Brytania), dotycz^ce statystycznego przewidywania plonu (model Sirius) w sprz?zeniu z modelem 
klimatycznym HadCM3 (Wolf i in. 1996; Jamieson i in. 1998; Brooks i in. 2001; Porter i Semenov 2005; 
Asseng i in. 2013; Semenov i Stratonovitch 2013; Semenov i in. 2014). Z modelu Sirius wynika, ze 
genotypy o rozwini?tym systemic korzeniowym b?d4 zdolne do dobrego plonowania w warunkach 
okresowych niedoborow wody w naszym kraju. Publikacje zespotu Vadez'a zorientowane sq na problemy 
efektywnosci pobierania wody przez korzenie (Vadez i in. 2008; Bhatnagar-Mathur i in. 2008; Kholova i 
in. 2010a; Kholova i in. 2010b; Belko i in. 2013; Craufurd i in. 2013; Vadez i in. 2013a; Vadez i in. 
2013b; Kholova i in. 2014; Vadez i in. 2014). Z kolei prace Bluma dotyczy efektywnosci wykorzystania 
wody przez rosliny (Blum 2009; Blum 2011). Publikacje zespotu Zagdanskiej koncentruj^ si? na 
mechanizmach biochemicznych warunkuj^cych tolerancj? na susz? (Grudkowska i Zagdanska 2004; 
Grudkowska i Zagdanska 2010; Gietler i in. 2017). Ta tematyka jest mi znana rowniez bezposrednio z 
wieloletniej wspolnej pracy w Zakladzie Biochemii i Fizjologii Roslin IHAR-PIB i prowadzonych tam 
Seminariow Zakladowych. Omowienie w jednej publikacji przegl^dowej (H2) aspektow teoretycznych. 

A N A L I Z A F I J N K C J O N A L N A 

Klasvczna (ang. Top-down) Molekukma (ang. Bt>tlom-up) 

BiaUco Fenot>'p BiaBco fenotyp 

'Ij' Mapowanie ^ Wvlwar^anie i analiza 
Q rL,'asocjat>^Tie biatek 

Gen/Geny Gen/'Geny 

rransformacja ^ Identyfiacja 
Wybranvini kionanii D N A genow 

Mulant>' Mutanty 

^ Identyfikacja ^ Identyfikacja 
feiK)t>p6w fenotypow 

lest koniplenientacji MiUageneza 
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praktycznych oraz modelowania danych bylo waznym etapem w moim rozumieniu zadah naukowca w 
pracy na rzecz nowoczesnej hodowli. 

Niedobory wody w tkankach roslinnych ŝ  indukowane nie tylko przez susze glebowe lecz 
rowniez przez inne stresy abiotyczne, takie jak: zaburzenia rownowagi jonowej w glebie (najcz?sciej 
zasolenie b^dz obecnosc jonow metali ci?zkich) oraz nieoptymalne, zarowno zbyt niskie jak i zbyt 
wysokie, temperatury (Kacperska 2004; Grudkowska i Zagdanska 2010; Rucihska-Sobkowiak 2016). 
Dane literaturowe wskazuj^, iz slaby b^dz stopniowo narastaj^cy stres zmienia stopieh hydratacji 
polimerow komorkowych, indukuje oddzialywania sciany komorkowej z blon^ komorkow^, powoduj^c 
aktywacj? kinaz LRK {ang.: Receptor-Like Kinase), kanalow jonowych oraz zmiany rownowagi redox a 
nast?pnie aktywacj? hormonow (glownie ABA) i szlakow biochemicznych, co w konsekwencji moze 
prowadzic do aklimatyzacji, czyli dostosowania metabolizmu komorkowego i tempa wzrostu roslin do 
nieoptymalnych warunkow srodowiskowych. Negatywne bodzce srodowiskowe, ktore pojawiaj^ si? 
gwaltownie i w duzym nat?zeniu, powodujg depolaryzacj? blon komorkowych i indukuje sygnalizacj? 
fosfolipidow^. Moze to prowadzic do zwi?kszonej produkcji reaktywnych form tlenu (ROS, ang: 
reactive oxygen species), nagromadzenia H2O2, peroksydacji lipidow, modyfikacji bialek i zwi?kszonej 
syntezy hormonow, takich jak kwas jasmonowy i etylen. Gwaltowne i silne, b^dz slabsze i dtugotrwale 
dzialaj^ce negatywne bodzce srodowiskowe indukuje te same szlaki sygnalne, prowadzic do 
nieodwracalnych modyfikacji i finalnie do smierci komorkowej (Levitt 1985; Kacperska 2004; Dobra i 
in. 2010; Aroca i in. 2012; Gieder i in. 2016a; Gieder i in. 2016b; Bilska-Kos i in. 2016; Rucinska-
Sobkowiak 2016; Sobkowiak i in. 2016; Gietler i in. 2017). Nie da si? przeciwdzialac grozbie znacznego 
spadku a nawet utraty plonow na drodze hodowlanej w 
przypadku wyst^pienia ekstremalnych zdarzeri klimatycz-
nych. Jednakze, poniewaz sposob reakcji roslin na bodzce 
srodowiskowe jest uwarunkowany genetycznie, selekcja 
genotypow tolerancyjnych na stresy abiotyczne podnosi 
zdolnosc do prawidlowego {de facto niezbyt zaburzonego) 
rozwoju roslin i w konsekwencji do w miar? stabilnego 
plonowania nowych odmian w niesprzyjajqcych 
warunkach pogodowych, co uwidacznia si? jako trend 
ciijglego wzrostu plonow, na przykladzie plonowania 
pszenicy w Wielkiej Brytanii i w Polsce (H2 oraz (Rybka 
i Oleksiak 2016) {vide: wykres, niebieska linia plony 
pszenicy - GB, czerwona - Polska). 

W polskich programach hodowlanych, selekcja w kierunku podnoszenia tolerancji na stresy 
abiotyczne jest prowadzona posrednio, przez ocen? wiemosci plonowania w rejonach i latach uprawy. 
Widac wyrazny post?p hodowlany np. w podnoszeniu odpornosci na susz? (H2 oraz Rybka i Oleksiak 
2016). W hodowli zboz uwzgl?dniane ŝ  cechy fenotypowe, takie jak: pozniejsze ktoszenie, gdyz rosliny 
majq wi?cej czasu na wytworzenie wi?kszej ilosci zawi^zkow klosa; szybkie wypelnianie ziama, co jest 
szczegolnie wazne w okresie suszy; szybkie przemieszczanie asymilatow z lisci do ziama; krotsze i 
sztywne zdzblo (mozna wtedy zwi?kszyc obsad? roslin ma m^ bez obawy wylegania); wi?ksza masa 1000 
ziaren a takze wysoka ich g?stosc w stanie zsypnym; odpomosc na porastanie i tolerancja na choroby. W 
zwi^zku z tym, szczegolowo rejestrowane ŝ  nast?puj^ce cechy morfologiczne: wysokosc roslin, dlugosc 
klosa, polozenie i powierzchnia lisci flagowych oraz cechy fenologiczne: termin rozpocz?cia wegetacji po 
okresie spoczynku zimowego, terminy kloszenia i dojrzewania ziama (H2). Nie ma, w powszechnym 
uzyciu, bezposredniej metody skriningowej, ktor^ mozna by wykorzystac do oceny tolerancyjnosci roslin 
na stresy abiotyczne. Dlatego jako osi^gni?cie habilitacyjne przedstawiam koncepcj? interpretacji 
znormalizowanych danych surowych oraz parametrow fluorescencji chlorofilu a (Chi a) w sposob, ktory 
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zostat doceniony przez profesora Strassera, recenzenta H3, jednego z qjcow metody (Tsimilli-Michael i 
Strasser 2013, publikacja retrospektywna). Przytaczam zdanie z recenzji R2 (calosc dost?pna na stronie 
Czasopisma: PONE-D-13-49265R1): „...Conceptual simplifications are often a big help to understand the 
main trends as long as more detailed descriptions are possible and remain on the track versus the 
trough...". W programach hodowlanych wymagane ŝ  metody niskonakladowe, od strony technicznej 
latwe do wykonania oraz o wysokiej przepustowosci. Pomiar fluorescencji Chi a, przy odpowiedniej 
organizacji pracy, spelnia te warunki (Rapacz i in. 2015; Sulkiewicz i Ciereszko 2016). 

Koncepcja interpretacji danych fluorescencji Chi a dla potrzeb przesiewowej diagnostyki stanu 
fizjologicznego roslin jest osadzona na 2 prawidlowosciach: 1/ odwodnienie tkanek i dynamika 
rehydratacji ŝ  widocznymi symptomami reakcji na wiele negatywnych abiotycznych bodzcow 
srodowiskowych (Kacperska 2004) powoduj^c zmiany konformacji polimerow komorkowych; 2/ 
fluorescencja Chi a odzwierciedla zaburzenia w procesach fizjologicznych i biochemicznych 
zachodz^cych w tkankach zielonych, ktorych kluczowym zwomikiem jest mitochondrialny uklad redoks: 
askorbinian-glutation (Foyer i Noctor 2011; Lazaro i in. 2013). Koncepcj? przedstawiam na przykladach: 
1/ traw gazonowych uprawianych na glebach skazonych jonaini metali ci?zkich (H3); 2/ traw 
okrywanych agrowloknin^ (stres termiczny) w celu przedhizenia okresu wegetacji (H4); 3/ siewek 
pszenicy jarej poddanych stresowi odwodnienia (susza) (H5). W pracach tych opieram si? na 
znormalizowanych wartosciach danych surowych oraz parametrow fluorescencji Chi a. Wykorzystuj? 
fakt, ze w swiatowych zasobach literatury sq dokladnie opisane teoretyczne podstawy fluorescencji Chi a 
oraz zaburzenia fotosyntezy pod wplywem bodzcow srodowiskowych jak rowniez zmiany krzywych 
fluorescencji pod wplywem tych bodzcow i ich przelozenie na zdarzenia biochemiczne zachodz^ce na 
poziomie komorkowym (Garstka 2007; Janik i in, 2010; Stirbet i Govindjee 2012; Toth i in. 2013; 
Tsimilli-Michael i Strasser 2013; Lazaro i in. 2013; Stribet i in. 2014; Paunov i in. 2018). W osi^gni?ciu 
habilitacyjnym przedstawiam rowniez mozliwosc wykorzystania parametrow fluorescencji Chi a do 
modelowania stopnia odwodnienia lisci (WSD, ang.: Water Saturation Deficit) (H6). Model opracowano 
dla siewek pszenicy uprawianych w warunkach kontrolowanych. 

Fluorescencja Chi a jest zjawiskiem naturalnym, charakterystycznym dla wszystkich organizmow 
fotosyntetyzuj^cych. Polega ona na reemisji nadmiaru fotonow, ktore nie weszly ani w faz? jasn^ 
fotosyntezy ani ich energia nie zostala rozproszona jako egzotermiczna reakcja cyklu ksantofilowego. 
Pomimo, iz w zjawisku fluorescencji zachodzi zwykle reemisja nie wi?cej niz 1-8% pochtoni?tego 
swiatla, mozemy z niej wnioskowac o stanie fizjologicznym badanej tkanki. Fakt reemisji nadmiaru 
fotonow przez Chi a zostal zaobserwowany w roku 1834 a wspotczesne badania powi^zane z 
wnioskowaniem dotyczqcym asymilacji CO2 oraz przemian energetycznych w komorkach, rozpocz?te 
przez Wartburga i Kautskiego, datuj^ si? na pocz^tek XX wieku (Kalaji i in. 2012). Jednakze dopiero 
rozwoj elektroniki i wynalezienie polprzewodnikow diodowych generujqcych swiatio (LED, ang: Light 
Emitting Diode) umozliwil szersze wykorzystanie zjawiska fluorescencji w badaniach fizjologicznych 
(Tsimilli-Michael i Strasser 2013; Kalaji i in. 2012; Stirbet i Govindjee 2012; Stirbet i in. 2014). Pomiary 
fluorescencji Chi a, indukowanej wiqzk^ o okreslonej energii i dlugosci fall swiatla widzialnego, mog^ 
bye wykonywane zarowno na zaciemnianych uprzednio jak i na 
niezaciemnianych lisciach. Dane, rejestrowane z malej^c^ w 25000 P 

czasie cz?stotliwosci^ probkowania, przedstawione na 
logarytmicznej osi czasu wyznaczaj^ krzyw^ indukcyjn^ 
fluorescencji (krzywa Kautskiego). Krzywa obejmuje szybki 
wzrost fluorescencji od momentu indukcji zjawiska przez wi^zk? 
swietln^ (O) do osi4gni?cia po czasie 1 [s] wartosci maksymalnej 
(P), po ktorym nast?puje spadek do poziomu stacjonarnego T; 
przy pomiarach trwajqcych 3 [s] widoczny jedynie w 
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0.1 1.0 10 10* [ms] 



Dr Krystyna Rybka Autoreferat 

pocz^tkowym fragmencie. Na krzywej znajduj^ si? latwo dostrzegalne punkty przegi?cia, pojawiaj^ce si? 
w stalych przedzialach czasowych, oznaczone literami J, I oraz P. Litery te staly si? nazwq testu JIP 
(inaczej: OJIP), czyli analizy fluorescencji Chi a opartej o parametry fluorescencji wyliczane na 
podstawie danych surowych ze sprecyzowanych w czasie punktow (Tsimilli-Michael i Strasser 2013). 
Pozwalaj^ na opis zmian struktury i funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego, glownie fotosystemu II 
(PSII). Punkty przegi?cia L i K ŝ  zazwyczaj niewidoczne na wykresach danych surowych. Test JIP 
zostal opracowany w oparciu o rownania fizyczne przeplywow energii wykorzystane do opisu przeplywu 
energii w blonach tylakoidalnych pomi?dzy kompleksami barwnikow fotosyntetycznych PSII. Momo, ze 
zostal on opracowany pod koniec lat '70, jednakze w powszechnym uzyciu, w naukach stosowanych, jest 
od czasu rozpowszechnienia przyrz^dow opartych na diodach polprzewodnikowych oraz komputerow 
(Tsimilli-Michael i Strasser, 2013). List? parametrow oraz opis ich znaczenia fizycznego zamieszczam w 
materialach i metodach. Zamieszczona lista obejmuje jedynie parametry wyliczane przez 
oprogramowania fluorymetru PocketPea, ktorego uzywalam w badaniach. Oprocz porownywania 
wartosci poszczegolnych parametrow, wsrod ktorych Fy/Fo i FV/FM szeroko znane i stosowane, 
skupiam uwag? na interpretacji krzywych wykreslanych w logarytmicznej skali czasu z podwojnie 
znormalizowanych wartosci fluorescencji (Oukarroum i in. 2009; Paunov i in. 2018) szczegolnie z 
przedzialu czasowego od 0.05 do 2 ms obejmuj^cego czas w ktorym zachodzi pierwszy etap stabilnej 
separacji ladunkow w lancuchu transportu elektronow (ETC, ang.: Electron Transfer Chain) (Oukarroum 
i in. 2009). 

Pod wplywem bodzcow srodowiskowych nast?puje zmiana ksztaltu krzywej fluorescencji. 
Podwyzszona wartosc w punkcie poczqtkowym (FQ) wskazuje na spadek skutecznosci pulapkowania 
energii przez PSII, natomiast spadek wartosci fluorescencji maksymalnej (Fp) zalezy od zlozonych 
czynnikow: struktury liscia determinuj^cej absorpcj? swiatla aktynicznego, re-absorpcji juz 
wyemitowanej fluorescencji, zawartosci chlorofilu a takze st?zenia cz^steczek wygaszaj^cych 
fluorescencj?. Wartosc minimalna fluorescencji odpowiada stanowi utlenienia chinonu QA, natomiast 
maksymalna - stanowi redukcji. Ta cz?sc krzywej ilustruje dynamik? indukowanego przez swiatio 
przeplywu elektronow przez laiicuch przenoszenia elektronow (ETC, ang.: Electron Transfer Chain) w 
chloroplastach: z fenotypiny przez plastochinon, cytochrom b6f, plastocyjanin? do receptorow PSI. 
Uszkodzenia ETC oraz obnizenie zdolnosci przechwytywania elektronow przez PSI spowalniaj^ 
przepiyw elektronow. Nast?puje wydluzenie czasu osiqgni?cia wartosci maksymalnej i obnizenie 
wielkosci fluorescencji maksymalnej; kolokwialnie mozna to opisac jako „splaszczenie" rejestrowanej 
krzywej. Analiza i interpretacja zmian fluorescencji chlorofilu jest podstawy do wnioskowania o stanie 
fizjologicznym roslin. 

11. Gel 
Przedstawienie koncepcji uniwersalnego przesiewowego systemu fenotypowania w oparciu o 
fluorescencj? Chi a, w celu wyodr?bniania roslin tolerancyjnych na srodowiskowe bodzce 
abiotyczne indukuj^ce odwodnienie tkanek (mierzone wzrostem WSD, ang.: Water Saturation 
Deficit) i wyrazane w [%], jako jedn^ z pierwszych reakcji fizjologicznych. 

Stresy abiotyczne indukuj^ce dehydratacje tkanek to: 

• niekorzystny bilans wodny (H5) 

• nieoptymalne temperatury (H4) 

• zaburzenia rownowagi jonowej w glebie (H3) 
Jako osiqgni?cie habilitacyjne przytaczam badania nad wplywem jonow metali ci?zkich (H3) oraz zmian 
temperatury na trawy wieloletnie (H4) a takze badania na siewkach pszenicy poddanych suszy (H5 i H6) 
w ktorych ocen? stanu fizjologicznego badanych roslin prowadzono w oparciu o pomiar fluorescencji 
Chi a. 
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I I I . Materialy 
Material do badan stanowily liscie odmian roslin z rodziny Poacae, traw wieloletnich oraz 

pszenicy jarej. Trawy wieloletnie byly uprawiane w warunkach polowych (H3, H4). Doswiadczenie H3, 
nad mozliwosciq wykorzystania traw wieloletnich w fitoremediacji, przeprowadzono na Sl^sku, na 
stanowisku w poblizu zamkni?tej kopalni rud kadmu, olowiu i cynku (50.4°N/018.9°E) i na oddalonym o 
25 km na polnoc stanowisku referencyjnym (50.6°N/018.88°E). Badano odmiany: Wiwena z gatunku 
rajgras wyniosly {Arrhentherum elatius L.); Broma, stoklosy obiedkowatej {Bromus carinathus Hooker et 
Arn); Bamar, perzu wydluzonego {Elytrigia elongata Nevski); Brudzyhska, stoklosy bezostnej {Bromus 
inermis Leyss) oraz Rahela, kostrzewy trzcinowej {Festuca arundinacea Schreb). Doswiadczenie H4 
prowadzono na poletkach trawnikowych w IHAR-PIB w Radzikowie (52.21''N/20.64''E). Prowadzono je 
w celu zbadania czy okrywanie murawy wplywa na dlugosc sezonu uzytkowania trawiastych boisk 
sportowych (Prokopiuk 2016, rozprawa doktorska). Pomiary fluorescencji byly prowadzonymi 
dodatkowo badaniami w celu eksploracji koncepcji o uniwersalnosci oceny stanu fizjologicznego roslin 
na podstawie fluorescencji Chi a. W doswiadczeniu tym badano gatunki: zycica trwala {Lolium perenne 
L.), wiechlina l^kowa {Poa pratensis L.) oraz kostrzewa czerwona {Festuca rubra L.). Obydwa 
doswiadczenia prowadzono na doroslych roslinach, w przeci^gu dwu (H3) i 3 lat wegetacji (H4). W 
doswiadczeniu H3, w przeciwieiistwie do doswiadczenia H4, nie prowadzono nawozenia ani zabiegow 
piel?gnacyjnych. Doswiadczenie H5 i 116 prowadzono na siewkach pszenic jarych {Triticum aestivum 
L.), odmiany Ethos i Zebra, a takze na zaawansowanych liniach hodowlanych pochodz^cych z HR-
Strzelce Sp. z o.o. Grupa IHAR. Rosliny badano w fazie 10-dniowych siewek, ktore uprawiano w 
rulonach, w hydroponice na pozywce Hogland'a wzbogacanej wg. Knopp'a, w warunkach fitotronowych 
(H5 i H6) lub w mikroplatach w szklarni (H6). 

rV. Metody 
Glown^ metod? badawczy stanowil pomiar fluorescencji Chi a wykonywany na doosiowej stronie 

srodkowej cz?sci lisci zaciemnianej przez 30 min. przed pomiarem, przy uzyciu przenosnego fluorymetru 
PocketPea (Hansatech Instruments, King's Lynn, Norfolk, UK). Fluorescencja byla indukowana przez 
nasycone, czerwone swiatio aktyniczne o strumieniu 3500 [|amolm""s"'] a nast?pnie rejestrowana w 
trybie nieci^glym, przez 3 [s], obejmujqce wi?cej niz wzrastaj^c^ cz?sc krzywej fluorescencji, w 
interwalach rosn^cych od 10 [^is] przez pierwsze 300 [ps] trwania pomiaru do 100 [ms] dla czasow 
dluzszych niz 0.3 [s]. L^cznie, w kazdym pomiarze, przyrz^d rejestrowal 124 wartosci, ktore byly 
analizowane jako: 1/ krzywe AWQJ (H3-H5); 2/ parametry fluorescencji Chi a wyliczane przez 
dedykowane oprogramowanie PocketPea (H3-H6); 3/ w graficznej formie tzw. HeatMap ilustruj^cej 
grupowanie znormalizowanych parametrow fluorescencji Chi a (H4, H5) a takze iv/ po przeliczeniu 
przez nadzorowan^ siec neuronow^, jako WSD {ang.: Water Saturation Deficit) odzwierciedlaj^cy 
stopieh dehydratacji lisci (H6). 
Parametry wyszczegolniane oraz obliczane przez oprogramowanie PocketPea: 
FQ-FSO [ms] - wartosc fluorescencji minimalna mierzona po 50 [|is]; 
Fi, F2, F3, F4, F5 - wartosc fluorescencji w punktach czasowych: 0.05, 0.1, 0.3, 2.0 oraz 30 [ms] po 

rozpocz?ciu oswietlania swiatlem aktynicznym, odpowiadajqca fluorescencji w punkcie 
poczqtkowym pomiaru, po czasie 100 [fis] oraz w punktach przegi?cia K, J, I na wzrastajqcej 
cz?sci krzywej OJIP fluorescencji 

FM=FP maksymalna wartosc fluorescencji 
tpM czas [ms] do osi^gni^cia maksymalnej fluorescencji 
Area powierzchnia pomi?dzy wzrastajgc^ cz?sci^ krzywej fluorescencji przejsciowej OJIP a osiq 

odci?tych 
Fv wartosc maksymalna fluorescencji zmiennej obliczana jako Fy = F^4-Fo 

9 
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FV/FM wartosc odzwierciedlajqca sil? reakcji swietlnych 
RCABS wartosc odzwierciedlaj^ca liczb? centrow aktywnych absorbujqcych swiatio w pojedynczym 

zdarzeniu 
(1-Vj)/Vj wartosc b?d^ca miar^ efektywnego transportu elektronow w ETC w kierunku PSI, poza 

chinon QA 
PIABS (awg.." Performance Index) wartosc interpretowana jako wskaznik wydajnosci przetwarzania 

zaabsorbowanych fotonow 
KrzyweAWoj, podwojnie znormalizowane krzywe zmiennych w czasie roznic pomi?dzy wartosciami 

fluorescencji mierzonymi dla roslin uprawianych w warunkach kontrolnych oraz w warunkach 
indukuj^cych w lisciach reakcj? na stres abiotyczny, obliczane w Excelu wg. zadanego 
wzorow, jako makra wj?zyku VisualBasic; 

AWo.= [ ^ ] « r . . - [ ™ ] . o n . o , a 

Metody badawcze uzupelniaj^ce to: jakosciowa ocena wizualna traw wieloletnich (H3, H4); 
pomiary biometryczne traw (H3); analiza wagowa w ocenie ilosci masy zielonej (H3, H4) oraz WSD 
lisci w [%] (H5, H6); spektrofotometria plomieniowa w ocenie zawartosci jonow metali ci?zkich w 
glebie i w lisciach (H3); elektroforeza dwukierunkowa bialek oraz (po trawieniu trypsyn^) identyfikacja 
bialek roznicujqcych w systemic MS-MS (H5). 

Do analizy statystycznej wynikow, przeprowadzonej przy uzyciu oprogramowania Statistica, 
wykorzystano: analiz? wariancji, modelowanie statystyczne danych z uzyciem sieci neuronowych 
nienadzorowanych i nadzorowanych. Sieci nienadzorowane zastosowano do analiz: skupieh z ocen^ 
odleglosci Manhattan (H4) i Euklidesowq (H5) oraz glownych skladowych (PCA, ang.: Principal 
Component Analysis) (H3). Sieci nadzorowane wykorzystano w modelowaniu WSD w oparciu o 
parametry fluorescencji Chi a (H6). 

V. Omowienie wynikow 
Prace nad diagnostyka przesiewowa stanu fizjologicznego roslin w warunkach stresow 

abiotycznych w oparciu o znormalizowane wartosci i parametry fluorescencji Chi a rozpocz?lam od 
badan przydatnosci traw wieloletnich do rekultywacji gleb skazonych jonami metali ci?zkich (HM) (H3: 
Chlorophyll a Fluorescence in Evaluation of the Effect of Heavy Metal Soil Contamination on Perennial 
Grasses) 

Doswiadczenie zostato przeprowadzone w ramach podzadania w Programie Wieloletnim 2008-
2013 (# PW3-3-00-0-03), w ktorym, m. in., oceniano przydatnosc traw dla celow fitoremediacyjnych. 
Poszukiwano odmian, ktore z jednej strony charakteryzowalyby si? zdolnosci^ do bioakumulacji jonow 
metali ci?zkich w tkankach nadziemnych a z drugiej utrzymywalyby dobr^ kondycj? pomimo 
zanieczyszczeri gleby. Rownolegle przeprowadzenie analiz: ptomieniowej oraz fluorescencji Chi a 
pozwolilo na stworzenie systemu do przesiewowej oceny przydatnosci odmian do uprawy w skazonych 
srodowiskach. 

W lisciach roslin poddanych dzialaniu jonow HM zaburzenia w procesie fotosyntezy powstaj^ pod 
wplywem pojedynczych b^dz skumulowanych zjawisk: 1/ bezposredniego oddzialywania jonow HM z 
grupami tiolowymi, histydylowymi i karboksylowymi bialek; 21 gromadzenia nadmiaru ROS 
powoduj^cych uszkodzenia oksydacyjne polimerow komorkowych; 3/ substytucji kationow w centrach 
aktywnych bialek oraz chlorofdu. Jony pierwiastkow: Hg, Cu, Cd, Ni lub Zn mog^ bye podstawnikami 
centralnego jonu Mn^^ w bialku PsbO stabilizujgcym PSII, tworz^c kompleksy chlorofd-metal, a przez to 
obnizaj^c wydajnosc kwantow^ PSII (Paunov i in., 2018). W badaniach terenowych zaburzenia 
fluorescencji Chi a ŝ  wynikiem synergistycznego oddzialywania H M i warunkow pogodowych, a w 
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selekcji roslin przydatnych do celow fitoreme
diacyjnych poszukiwane sq te w lepszej kon-
dycji fizjologicznej i jednoczesnie z wyzszg 
koncentracjq jonow HM w cz?sciach 
nadziemnych. 

Analiza PC A parametrow fluorescencji 
Chi a wykazaia grupowanie badanych 
obiektow ze wzgl?du na ekspozycj? na jony 
HM, bez specjalnego wyrozniania jednego z 
nich. Dwa komponenty tlumaczyly 86% 
zmiennosci; w sklad pierwszego weszly 
wartosci: FM, Fy oraz F1-F5 natomiast drugiego 
parametry: RCABS, ( l-Vj)A^j oraz PI. Na 
podstawie analizy profilu podwojnie znormali
zowanych krzywych roznicowych (vide: 
wykres), wyodr?bniono odmian? Rahela, ktora 
charakteryzowala si? najwi?ksz^ ilosci^ 
zaabsorbowanych jonow 'metali ci?zkich w 
lisciach. Punkt przegi?cia K na krzywej AWQJ 
wyliczonej dla Raheli byl nieznacznie dodatni 
w przeciwieiistwie do ujemnych wartosci na 
krzywych wyliczonych dla pozostalych 
odmian. Punkt ten ilustruje tempo reakcji 
fotolizy wody i ilosc elektronow transporto-
wanych wzdbiz ETC; jego wartosc dodatnia 

oznacza spowolnienie przeplywu elektronow z centrow reakcyjnych chlorofilu (RC) w PSII w wyniku 
nizszej aktywnosci OEC (ang: Oxygen Evolving Complex) w PSII i powolniejszej fotolizy wody. Ujemne 
wartosci punktow przegi?cia na krzywej AWQJ, a wi?c i nieco szybszy przepiyw elektronow w ETC roslin 
ze skazonego srodowiska w porownaniu z referencyjnymi mog^ wskazywac na udzial askorbinianu jako 
donora elektronow (Lazaro i in. 2013; Srivastava i in. 1997; Toth i in. 2007). Normalizacja w punktach O 
i K (krzywa AWQK) umozliwia wizualizacj? punktu przegi?cia L. Jego ujemna wartosc wskazuje na 
wi?ksze grupowanie anten w PSII roslin z terenu skazonego w porownaniu z kontrolq (Janik i in. 2010; 
Gururani i in. 2012; Toth i in. 2013), co jest faktem dla 
wszystkich odmian, oprocz odm. Rahela. Podobienstwa 
ksztaltu wszystkich znormalizowa-nych krzywych dla 
wszystkich odmian oprocz odm. Rahela mog^ sugerowac 
inn^ fizjologicznq reakcj? na stres u tej odmiany. Na 
podstawie uzyskanych wynikow wnioskowano, ze 
wszystkie badane odmiany oprocz odm. Rahela. pobraly z 
ziemi tylko tak^ ilosc HM, ktora nie byla dla nich zbyt 
toksyczna. U odmian tych, pod wplywem jonow HM, 
zaobserwowano przyspieszenie procesu fotosyntezy a 
wi?c i calego metabolizmu, co jest typow^ reakcji 
fizjologiczn^ roslin slabo tolerancyjnych b^dz wrazliwych 
na stres. Tolerancyjne rosliny zazwyczaj uruchamiaj^ 
dodatkowe mechanizmy obronne i przebudowuj^ swqj 
metabolizm w celu aklimatyzacji do zmienionych °̂*f««aie 

F„ F, F,/F„ RC„, FyF„(l-V,)A', PI 
WiweraO 

Bamar 0 

Rahela.1 
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warunkow (Zagdanska 1995; Foyer i in. 2012). Wbrew oczekiwaniom, u odmiany Rahela nie 
zaobserwowano grupowania anten w PSII, pomimo iz skumulowala najwi?ksz^ ilosc H M w biomasie. 
Kostrzewa trzcinowa odm. Rahela w rzeczywistosci radzila sobie lepiej ze stresem H M niz pozostate 
odmiany, jej anteny chlorofdowe nie ulegly agregacji. Dla potrzeb prezentacji osi^gni^cia habilitacyjnego 
wykonalam analiz? skupieh pol^czonq z tzw. heatmap, ktora rowniez pozwolila na wyroznienie odmiany 
Rahela. Na zamieszczonym diagramie cyfra „0" przy nazwie odmiany oznacza referencyjne stanowisko 
uprawy roslin, natomiast „ 1 " stanowisko skazone. Kod koloru na „heatmap" wskazuje, ze 
znormalizowane wartosci parametrow fluorescencji Chi a w przypadku odmiany Rahela, uprawianej na 
glebie skazonej, przyjmuj^ ujemne wartosci, tzn., ze wielkosc kazdego z nich jest nizsza, niz srednia. 
Niskie wartosci tych parametrow, ŝ  zwi^zane ze slabsz^ kondycjq fizjologiczn^ rosliny. Fluorescencja 
lisci odmiany Bamar uprawianej w warunkach referencyjnych charakteryzuje si? najwyzszymi 
wartosciami wzgl?dnymi parametrow, co wskazuje na jej najlepszy, w badanym zbiorze odmian, 
kondycj?. Publikacj? H3 podsumowano wnioskami: 1/ fluorescencja Chi a jest dobrym narz?dziem w 
badaniach fitoremediacyjnych; 2/ zanieczyszczenie gleby jonami olowiu, kadmu i cynku wplyn?lo na 
zmian? niektorych parametrow fluorescencji Chi a oraz na zmniejszenie plonu biomasy gatunkow 
stoklosa bezostna oraz stoklosa splaszczona, odpowiednio odmiany Brudzyhska i Broma; 3/ kostrzewa 
trzcinowa, odm. Rahela, moze alokowac relatywnie duzq ilosc jonow HM z gleby do cz?sci nadziemnej, 
bez istotnego zmniejszenia plonu biomasy i przy nieznacznym spadku wydajnosci fotosyntezy. Jest to 
cecha, ktorej oczekuje si? w przypadku roslin przeznaczonych do fitoremediacji. 

Nast?pnie takie samo podejscie metodyczne wykorzystalam w badaniach reakcji traw gazonowych 
na przykrywanie darni (H4: Turf Covering for Sport Season Elongation Cause No Stress for Grass 
Species as Detected by Chi a Fluorescence). 

Doswiadczenie zostalo zrealizowane rownolegle do badaii, prowadzonych przez dr Kamila 
Prokopiuka IHAR-PIB w ramach pracy doktorskiej pt.: „Wplyw wydhizenia wegetacji traw na jakosc 
murawy boisk pilkarskich" (Prokopiuk, 2016; promotor dr hab. Grzegorz Zurek, prof. IHAR-PIB). 
Wyniki pomiarow fluorescencji Chi a nie stanowily cz?sci rozprawy doktorskiej. Celem tych pomiarow 
bylo zgromadzenie dodatkowych danych wskazuj^cych, ze przykrywanie boisk nie indukuje stresu 
fizjologicznego w lisciach badanych gatunkow traw, w 
porownaniu z nieprzykrywan^ dami^. Taki argument 
bywa podnoszony przez przeciwnikow tej prostej i 
taniej metody wydhizania okresu uzytkowania boisk, w 
krajach o chlodniejszym klimacie, poza naturalny czas 
wegetacji roslin, zgodnie z terminami rozgrywek 
wyznaczanymi przez UEFA, od polowy lutego do 
polowy grudnia. Analiza krzywych fluorescencji 
wskazala, iz wszystkie badane odmiany znajdowaly si? 
w polowie lutego, przed przykryciem poletek 
doswiadczalnych, w stanie spoczynku zimowego, 
krzywe fluorescencji charakteryzowaiy si? nisk^ 
wartosci^ fluorescencji maksymalnej (Fp). W kwietniu, 
miesi^cu optymalnych warunkow dla wzrostu traw w 
klimacie umiarkowanym, wartosc Fp byla wysoka, co 
jest charakterystyczne dla roslin w dobrej kondycji 
fizjologicznej. Liscie roslin kontrolnych charaktery-
zowalay si? podobn^ krzywg fluorescencji, niezaleznie 
od gatunku, natomiast fluorescencja lisci z 
przykrywanych dami wskazala na korzysci 
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fizjologiczne wynikajqce z wiosennego okrywania murawy. Najwyzsz^ wartosc Fp zarejestrowano w 
lisciach Lolium perenne, gatunku cieplolubnego, wrazliwego na niskie temperatury zim^ i wiosn^ w 
klimacie umiarkowanym, natomiast brak roznicy z roslinami kontrolnymi zarejestrowano u Festuca 
rubra, gatunku tolerancyjnego na warunki zimowe. W czerwcu wartosc Fp zmalala u wszystkich 
badanych gatunkow, co bylo zwi^zane ze zjawiskiem typowego na poczqtku lata spowolnionego wzrostu 
i slabszej kondycji traw, ocenianej wizualnie. Jesienne pomiary fluorescencji pokazaly pogarszajqc^ si? 
kondycj? traw, z najsilniej widocznym wplywem okrywania u gatunku cieplolubnego Lolium perenne, a 
najmniejszym u Festuca rubra. Podwojnie znormalizowane krzywe AWQJ nie wykazywaly duzych 
odchyleh od wartosci zerowej, co sugerowalo brak znacz^cych roznic pomi?dzy roslinami kontrolnymi i 
przykrywanymi za wyj^tkiem listopada, kiedy u wszystkich badanych gatunkow zarejestrowano 
pozytywny wplyw okrywania na kondycj? roslin oraz w czerwcu dla gatunkow oprocz Lolium perenne. 
Obserwowany wplyw okrywania na wartosc fluorescencji w czasie pomiarow, gdy trawy nie byly 
przykryte jest interesuj^cym aspektem zagadnienia, wymagajqcym dalszych badan. W publikacji 
przygotowano abstrakt graficzny, ktory zamieszczam powyzej. 

W celu porownania reakcji siewek odmian pszenicy rozni^cych si? zdolnosci^ do tolerowania 
suszy badania nad fizjologicznq odpowiedzi^ na odwodnienie rozszerzylam o analiz? proteomiczn^ (H5: 
Chi a Fluorescence and Proteomics Reveal Protection of Photosynthetic Apparatus in Tolerant but not in 
Susceptible to Dehydration Wheat Cultivar). 

Doswiadczenia wykonano w ramach grantow NCN NN310079839 oraz NN304267540 na 
siewkach 2 odmian pszenicy jarej rozni^cych si? tolerancji na odwodnienie, poddanych dehydratacji, 
ktora wywolala 15, 30 i 50% WSD w lisciach. W wyniku analizy skupieh parametrow fluorescencji 
badane materiaty zostaly sklasyfikowane do 2 glownych klastrow. Do pierwszego o znormalizowanych 
wartosciach nizszych niz wartosc srednia zostaly zaliczone siewki odmiany wrazliwej (Zebra) 
odwodnionej do 30 i 50 % WSD oraz siewki odmiany tolerancyjnej (Ethos) o deficycie wodnym w 
lisciach wynosz^cym 50% WSD. Drug^ grup?, o znormalizowanych wartosciach parametrow wyzszych 

niz wartosc srednia, stanowily pozostate materialy z podgrupq roslin kontrolnych obydwu odmian, o 
najwyzszych wartosciach parametrow, za wyj^tkiem tpM- Zamkni?cie w roznych klastrach probek dwu 
odmian odwodnionych do 3 0 % W S D sugeruje, ze wydajnosc P S I I odmiany tolerancyjnej przy takim 
odwodnieniu byla bardziej podobna do roslin kontrolnych natomiast u odmiany wrazliwej wykazywata 
symptomy stresu podobnego do wywolanego przez 5 0 % W S D . Analiza ksztaltu krzywych AWQJ takze 
wykazaia rozn^ reakcj? na odwodnienie w lisciach badanych odmian. Na krzywych wykreslonych dla 
odmiany tolerancyjnej pojawilo si? niewielkie minimum przy 15% oraz maksimum przy 5 0 % W S D , z 
wartosci^ okolo zera przy srednim odwodnieniu. Natomiast u odmiany wrazliwej odwodnienie 3 0 oraz 
5 0 % W S D spowodowalo pojawienie si? dodatnich punktow przegi?cia. Analiza parametrow fluorescencji 
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chlorofilu wykazaia, ze wi^kszosc istotnych 
statystycznie roznic powstala pod wplywem 15% 
WSD w lisciach odmiany tolerancyjnej, natomiast u | 
odmiany wrazliwej roznice te narastaly stopniowo. 

Modyfikacje proteomu mialy wzor nieco 
innny, niz zmiany parametrow fluorescencji. Pod 
wplywem stabego odwodnienia w lisciach odmiany s 
tolerancyjnej pojawila si? najwi?ksza ilosc bialek 
roznicujacych. Byly to w przeszlo 90% bialka o 

-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 

zwi?kszonej ekspresji (ang.: upregulated). W 
lisciach odmiany wrazliwej przy 50%WSD na zelach pojawilo si? najwi?cej bialek roznicujqcych, 
zarowno o zi?kszonej jak i zmniejszonej {ang: downregulated) ekspresji. Zatrzymam si? jedynie nad 
fragmentem wynikow, ktory oceniam jako potencjalnie wazny z punktu widzenia selekcji nowych 
odmian o podniesionej tolerancji na susz?. W proteomie odmiany tolerancyjnej znaleziono jedynie 3 
bialka o zmniejszonej ekspresji: bialko chloroplastowe wi^^ce LHC a/b w PSII (15% WSD) oraz mal^ 
podjednostk? Rubisco jedynie przy srednim i silnym stopniu odwodnienia tkanek (30 i 50%) WSD). 
Rowniez w lisciach odmiany wrazliwej zanotowano degradacj? Rubisco, zarowno duzych jak i malych 
podjednostek, przy wszystkich stopniach odwodnienia, co jest chakterystycznq odpowiedzi^ na 
negatywne bodzce srodowiskowe. Uwaza si?, ze procesowi temu towarzyszy zmniejszanie wydajnosci 
fotosyntezy, o czym mozna wnioskowac rowniez na podstawie przebiegu krzywych fluorescencji jak i z 
dodatnich punktow przegi?cia na wykresach AWQJ (Pinheiro i Chaves 2011). W lisciach odmiany 
wrazliwej procesy te sq widoczne juz w pocz^tkowej fazie odwodnienia (Miazek i in. 2017). Na 
podstawie analizy proteomicznej stwierdzono zwi?kszon4 ekspresj? aktywazy Rubisco oraz anhydrazy 
w?glanowej w pocz^tkowym stadium odwodnienia lisci u odmiany tolerancyjnej i degradacj? tych 
enzymow w lisciach odmiany wrazliwej. Wzrost ekspresji aktywazy Rubisco i anhydrazy w?glanowej 
przy jednoczesnej degradacji kompleksow LHC w PSII u odmiany tolerancyjnej moze wskazywac na 
ochron? aparatu fotosyntetycznego przed nadmiarem fotonow. Natomiast zwi?kszona ekspresja LHC w 
PSI moze wskazywac na intensyfikacj? fosforylacji cyklicznej i wytwarzanie ATP bez wytwarzania 
NADPH w celu stabilizacji komorkowej rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej (Yadav i in., 2017). W 
lisciach odmiany tolerancyjnej, przy niewielkim odwodnieniu zachodz^ procesy wskazuj^ce na 
zachowanie niezaburzonej wydajnosci fotosyntezy (Perdomo i in. 2017). Analiza calego zestawu danych 
doprowadzila do konkluzji, ze modyfikacja proteomu i ochrona aparatu fotosyntretycznego jest reakcji na 
pierwsze stadia odwodnienia lisci u odmiany tolerancyjnej. Zasugrowano, ze selekcja roslin o stabilnej i 
wydajnej fotosyntezie w warunkach stresu srodowiskowego jest podejsciem w kierunku otrzymywania 
nowych, dobrze plonuj^cych odmian. 

Postanowilam rowniez sprawdzic, czy w oparciu o parametry fluorescencji Chi a mozna 
modelowac stopieh odwodnienia tkanek (WSD - Water Saturation Deficit) (H6: Machine learning in 
determination of water saturation deficit in wheat leaves on basis of Chi a fluorescence parameters). 

Doswiadczenia wykonano w ramach grantow NCN-NN304267540 oraz NCBiR-PBS3/B8/19/2015 
na siewkach i uprawianych w multiplatach roslinach pszenicy jarej rozniqcych si? tolerancji na 
odwodnienie, uprawianych w warunkach kontrolowanych. Celem eksperymentu bylo sprawdzenie, czy 
mozna zbudowac model posredniej oceny WSD w oparciu o parametry fluorescencji Chi a gdyz, jak 
wyjasniono we Wst?pie, zmiany WSD ŝ  prostq cech^ fenotypow^ odzwierciedlaj^c^ indukcj? reakcji 
obronnych pod wplywem negatywnych bodzcow srodowiskowych (Kacperska 2004). Uwazam, iz 
monitorowanie dynamiki zmian tego parametru b?dzie korzystne dla programow hodowli zboz. 

Modelowanie przeprowadzono na 237 rekordach danych obejmuj^cych WSD oznaczane wagowo 
oraz 13 parametrow fluorescencji, wyznaczane przez oprogramowanie fluorymetru PocketPeA. 
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DANE 
(237 rekordow zaw. 
13 param. fluoresc + 
1 WSD ozn. wagowe) 

Struktura najlepszej MLP (3-3-1) 
Zjawiska 
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Dziewi^cdziesi^t procent danych weszio do 
modelowania jako zbior treningowy „TR" (w tym 
20% to zbior walidacyjny „VA") a 10 % jako zbior 
testujqcy „TE". Do modelowania wprowadzono 
rowniez zbior 14 rekordow danych jako zewn?trzny 
zbior testuj^cy „ETE". Poszukiwanie modelu 
prowadzono przez optymalizacj? wag. Kazda 
kombinacja zmiennych wejsciowych z zestawem 4 
funkcji testowych (tozsamosciowej, logistycznej, 
wykladniczej i tangensa hiperbolicznego) zostala 
przeliczona przez 2000 sztucznych sieci neuronowych 
typu MLP, daj^c sumarycznie 62 000 modeli 
przetestowanych przez oprogramowanie statystyczne. 
Za kryterium wyboru najlepszej sieci przyj?to: 
minimalny bl^d globalny, maksymalna korelacj? ze 
zbiorem danych testuj^cych oraz najprostszq struktur? 
sieci, CO dalo 155 modeli. 

Najlepszy model, wyznaczaj^cy WSD z bl?dem 
globalnym GE<0.18 i wpolczynnikiem korelacji r > 
0.98 byl zbudowany w oparciu o 3 zmienne 
wejsciowe, 3 ukryte enurony i 12 wag. Godnym 
uwagi jest fakt, ze najlepszy model neuronowy zostal 
wygenerowany w oparciu o 3 parametry fluorescencij 
Chi a opisuj^ce aktywnosc funkcjonaln^ na trzech 
glownych etapach transformacji energii w PSII: 1/ 
wychwytywania fotonow swiatla (parametr RCABS 
odzwierciedla wzgl^dn^ ilosc centrow aktywnych w 
PSII absorbuj^cych swiatio w pojedynczym 
zdarzeniu); 2/ pulapkowania energii (parametr FV/FM 
odnosi si? do maksymalnej wydajnosci reakcji 
swiatlnej i wydajnosci pulapkowania energii przez 
centra reakcji PSII; jest wartosciq odzwierciedlaj^cq 
sil? reakcji swietlnych); 3/ transportu elektronow w 
ETC (parametr ((1 - Vj)/Vj) odzwierciedla potencjaln^ 
skutecznosc wtomego transferu elektronow 
prowadzqcq do stabilizacji ladunkow pierwotnie 
rozdzielonych w centrum reakcji PSII) (Strasser i in. 
1995; Strasser i in. 2004; Goltsev i in. 2016; Paunov i 
in. 2018; Stirbet i in. 2018). Zasadniczo dehydratacja 
tkanek roslinnych prowadzi do zmian w hydratacji i polaryzacji makromolekul komorkowych, co z kolei 
wplywa na modyfikacje konformacyjne polimerow obnizaj^c ich funkcjonalnosc (Rumak i in. 2012; 
Malferrari i in. 2013; Ball 2017). Analiza wrazliwosci sieci dostarczyla informacji o hierarchii danych 
wejsciowych w ramach najlepszego modelu. Dla prawidlowego przewidywania WSD siewek pszenicy 
uprawianych w warunkach eksperymentalnych parametr ((1 - Vj)/Vj) byl nosnikiem najwazniejszych 
informacji o zmiennosci WSD, ok. dwukrotnie wazniejszym niz RCABS i szesciokrotnie niz FV/FM. 

Wykluczenie parametru ((1 - Vj)/Vj) z modelu ostabialo zdolnosc predykcji WSD przeszlo osmiokrotnie. 
Badania te ŝ  kontynuowane w celu zebrania danych uwzgl^dniaj^cych jak najwi^ksz^ zmiennosc WSD 
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rownolegle z parametrami fluorescencji Chi a aby moc zidentyfikowac wszystkich czynniki 
modyfikujqce fluorescencj? Chi a i w rezultacie zaburzajgce prawidlowe przewidywanie WSD. W 2018 r. 
rozpocz?lismy modelowanie WSD na podstawie pomiarow polowych. Model zostal wygenerowany przez 
dr inz. M . Janaszek-Mahkowsk^ (SGGW) przy uzyciu oprogramowania Statistica. 

Wnioski Osi^gnifcia Habilitacyjnego 

Nowoczesne metody analizy funkcjonalnej genow oraz mapowania w oparciu o markery 
molekularne uzyskiwane technikami generuj^cymi duze ilosci danych wymagajq nowych 
wysokoprzepustowych metod fenotypowania materialow hodowlanych oraz metod przetwarzania 
danych typu „big data" (HI) 

Uczenie maszynowe nienadzorowane (analiza PCA, analiza skupieh) i nadzorowane (sieci 
neuronowe) jest podejsciem umozliwiaj^cym przetwarzanie duzych zbiorow danych. Mozna je 
wykorzystac do wnioskowania w oparciu o wartosci oraz parametry fluorescencji Chi a (H2-6) 

Krzywe AWQJ wykreslane na podstawie danych fazy szybkiej fluorescencji Chi a (OJIP) pozwalaj^ 
na roznicowanie materialow roslinnych tolerancyjnych i wrazliwych na stresy abiotyczne 

'Heat maps' zbudowane w oparciu o hierarchiczne grupowanie parametrow Chi a ŝ  narz?dziem 
do wizualnego wykrywania roznic mi?dzy badanymi materialami roslinnymi w odpowiedzi na 
stres abiotyczny 

Siec neuronowa MLP umozliwia modelowanie statystyczne WSD w oparciu o parametry 
fluorescencji Chi a, co pozwala na oszacowanie stopnia odwodnienia lisci. Obecny model jest 
funkcjonalny dla siewek pszenicy uprawianych w warunkach kontrolowanych 

Modyfikacja proteomu i ochrona aparatu fotosyntetycznego jest reakcji na pierwsze stadia 
odwodnienia lisci siewek pszenicy, odmiany tolerancyjnej. Selekcja roslin o stabilnej i wydajnej 
fotosyntezie w warunkach stresu srodowiskowego jest sugerowanym podejsciem selekcyjnym 

Zaproponowane metody fenotypowania mog^ bye wykorzystane do przesiewowej oceny 

materialow hodowlanych (pojedynczy pomiar fluorescencji trwa < 10 sec). 
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5, Omowienie pozostalych osi^gnif c naukowo-badawczych 

Grant NCBiR PBS3/B8/19/2015 pt.: „Opracowanie oraz wdrozenie metody skrocenia cykli 
hodowlanych przez optymalizacje warunkow swietlnych w procesie hodowli zboz", od 2015.06.01 
do 2018.05.31 
dotychczas opublikowane prace: [Zal 3 Supl #4, #6, #7] 
Grant zostal zrealizowany przez Konsorcjum IHAR-PIB & HR-Strzelce 
Szczegolowe wyniki ŝ  w przygotowaniu do publikacji. B^d^ wchodzily w zakres rozpraw doktorskich 
dwoch osob. W zwi^zku z tym przedstawiam jedynie wyszczegolnienie wynikow: 
• Wybrano 2 typy modulow oswietleniowych charakteryzujgcych si? widmem optymalnym dla 

potrzeb uprawy zboz w szklarni oraz niskim wskaznikiem poboru prqdu 
• Wytypowano swiatio monochromatyczne wplywaj^ce na skrocenie czasu jarowizacji pszenicy 

ozimej 
• Wytypowano swiatio odpowiednie dla podniesienia wydajnosci uzyskiwania regenerantow DH (na 

przykladzie j?czmienia) 
• Wytypowano swiatio odpowiednie dla wzrostu roslin (widmo zlozone) oraz suszenia (widmo 

monochromatyczne) i kielkowania (widmo monochromatyczne) niedojrzalych ziarniakow (na 
przykladzie pszenicy) w celu podniesienia indeksu kielkowania. Nie udalo si? uzyskac wynikow 
lepszych niz kondycjonowanie ziama w chlodzie 

• Analiza proteomiczna wykazaia, ze optymalne lampy LED nie indukuje reakcji odpowiedzi na stres 
w lisciach pszenicy 

Porastanie przedzniwne pszenzyta (PHS, ang.: PreHarvest Sprouting) 
publikacje [Zal 3 Supl #16 , #50, #51] 

Poszukiwanie cech warunkuj^cych tolerancyjnosc na PHS odmian, materialow mieszahcowych i 
linii podwojonych haploidow (DH) pszenzyta prowadzono metodami fizjologicznymi i molekulamymi. 
Ocen? odpomosci na PHS prowadzono stasuj^c indeks kielkowania ziarniakow 
GI [ % ] = Zn=i[0-sietk.ziarn./n_dzien) * (100/30)]. Wyznaczono wsolczynnik korelacji (R= -0,81) 
pomi?dzy indeksem kielkowania (GI) ziarniakow o wilgotnosci < 37%, a porastaniem ziarna w ktosach w 
7 dniu testu indukowanego porastania. Indeks kielkowania oznaczono dla 169 odmian oraz linii DH. 
Odmiany Algoso, Atletico i Leonito charakteryzowaiy si? niskim indeksem kielkowania ziamiakow, a 
wi?c potencjalnie wyzsz^ odpornosci^ na porastanie, natomiast odmiany Grenado, Moderate i Pigmej 
charakteryzowaiy si? wysokim indeksem kielkowania ziarniakow, czyli podatnosci^ na porastanie. Wsrod 
badanych materialow 32 linie okreslono jako tolerancyjne, natomiast 60 linii okreslono jako 
zdecydowanie wrazliwe, w porownaniu z odmianami pszenzyta. 

Badania molekulame odpomosci na porastanie prowadzono w oparciu o map? genetyczn^ 
pszenzyta. QTL odpomosci na porastanie, wyrazane jako indeks kielkowania ziarniakow (GI), 
zmapowano na podstawie trzyletnich badaii. Znaleziono 11 loci GI dodatnio sprz?zonych z porastaniem, 
na chromosomach: l A (dwa loci), 3B, 4A, 5A (dwa loci), 5B, 6A, 6B, 7R (dwa loci) oraz 5 loci ujemnie 
sprz?zonych z porastaniem, na chromosomach: 2A (dwa loci), 4R, 5A i 7B. Sekwencje roznicowe, 
uzyskane technik^ cDNA-AFLP przyporz^dkowano in silico grupom chromosomowym pszenicy na 
podstawie dsanych z baz NCBI oraz GrainGenes. Na chromosomie l A zlokalizowano klon 14-47-4; na 
2A - klon 30-71-1, ktory dodatkowo zlokalizowano na chromosomach 4A, 3B i 5A; na chromosomie 3B -
klon 1-2-2; na 6A i 6 B - klon 9-18-4; na 7A - klony 24-59-1 oraz 23-58-1; na 7B - klony 13-43-1, 31-75-
1 i 23-58-1. W ramach projektu zostaly wykonane 2 prace magisterskie przez studentki z SGGW, pt: 
„Modyfikacja procesow kielkowania ziamiakow pszenzyta przez cukry" oraz „Modyfikacja procesow 
kielkowania ziamiakow pszenzyta przez kwas abscyzynowy". Badaj^c linie substytucyjne Presto, 
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zidentyfikowano chromosomy R w genomic pszenzyta obnizajgce odpomosc na porastanie; dane 
opublikowano w Journal of Applied Genetics. 

»—Presto 1D(1R) — - — P r e s t o 2D(2R) * — P r e s t o 3D(3R) — x Presto 4D(4R) 
t 

— • — Presto 5D(5R) — • — Presto BD{6R) Presto 

r 

Trzyletnie staze po-doktorskie 
Japonia- staz po-doktorski w National Institute of Agrobiological Resources-Tsukuba, 
klonowanie pozycyjne genow odpornosci ryzu Pi-ta2 oraz Pib 
publikacje [Zal. 3 Supl #17- #19] 

• USA- staz po-doktorski w Uniwersytecie Kalifomijskim w Riverside, USA 
mapowanie genetyczne i fizyczne translokacji w genomic pszenicy 
publikacje [Zal. 3 Supl #11, #12, #14, #15] ^ 

Planuj^c staz po-doktorski poszukiwalam laboratorium zajmuj^cego si? badaniem polimerow 
sciany komorkowej ziarniakow. Uzyskalam stypendium rz^du japoiiskiego a moj opiekun naukowy, dr 
Shinji Kawasaki, pol roku przed moim wyjazdem z Polski, zaproponowal bym wl^czyla si? w realizacj? 
tematu: "Klonowanie pozycyjne genow odpomosci na zaraz? ryzowq". To bylo wielkie wyzwanie-
zmiana warsztatu pracy laboratoryjnej. Przed wyjazdem do Japonii odbytam kwartalny staz w 
laboratorium prof Andrzeja Jerzmanowskiego (UW) w zakresie podstawowych technik biologii 
molekularnej. Pracuj^c w Japonii ugruntowalam znajomosc metod biologii molekularnej: pocz^wszy od 
podstawowych, takich jak ekstrakcja i czyszczenie DNA i RNA, nast?pnie wszelkich technik 
niezb?dnych do markerowania a takze do konstrukcji i przegl^dania bibliotek genomowych i bibliotek 
cDNA, konstrukcji map genetycznych i fizycznych (trawienie, identyfikacja i izolacja fragmentow DNA, 
przygotowywanie wektorow, ligacje, transformacje bakterii, elektroforezy, sekwencj onowanie, 
blotowanie, techniki PGR, hybrydyzacje). 

Jako zespol pracowalismy najpierw nad znalezieniem markerow molekularnych (technikami RFLP i 
RAPiD-PCR) genow odpomosci na zaraz? ryzu zlokalizowanych na drugim i dwunastym chromosomie, 
wykorzystujqc linie bliskoizogeniczne podgatunku japonica, w ktorych fragmenty chromosomow byly 
podstawione homeologicznymi fragmentami podgatunku indica. Oznaczalismy dystanse fizyczne 
pomi?dzy markerami prowadzic hybrydyzacje sond do DNA genomowego rozdzielanego w pulsuj^cym 
polu elektrycznym (elektroforeza CHEF), nast?pnie konstruowalismy biblioteki w wektorze Cosmid o 
sredniej wielkosci insertu ok. 40 kbp, poszukuj^c odpowiednich klonow przez hybrydyzacj? z sondami 
RFLP. Zakohczylam staz w Japonii, gdy zostaly zidentyfikowane klony z rejonu wyznaczonego przez 
markery flankuj^ce. Wyniki naszych badan opisalismy w czterech artykulach opublikowanych w 
indeksowanych pismach; cz^stkowe rezultaty prezentowalismy w ramach licznych konferencji 
naukowych na terenie Japonii oraz w trzech konferencjach mi?dzynarodowych. Pracuj^c w Japonii 
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szkolitam rowniez personei, glownie w technikach PCR. Dzis zdumiewa mnie fakt, ze wywi^zalam si? z 
tego obowiqzku, pomimo ogromnej bariery j?zykowej i kulturowej. 

Rezultatem mojej pracy w Japonii, ktory mnie najbardziej zainteresowal, bylo stwierdzenie, ze 
proporcje dystansow na mapach genetycznych i fizycznych zmieniajg si? w zaleznosci od polozenia 
mapowanego fragmentu wzgl?dem centromeru. W rejonach dystalnych I cM mapy genetycznej ryzu 
przekladal si? na ok. 100 kbp kontigu BAC, w rejonach proxymalnych dystans rosl ponad 
dziesi?ciokrotnie. Bylo to nowatorskie spostrzezenie w polowie lat dziewi?cdziesiitych. Tez? t? 
potwierdzilam w latach pozniejszych konstruuj^c mapy genetyczne pszenicy heksaploidalnej. 
Wyjezdzaj^c na staz do Japonii pozostawilam technika realizuj^cego doswiadczenia w ramach badaii nad 
biochemicznymi podstawanii odpomosci pszenzyta na patogen Stagonospora nodorum- ktory to temat 
poj?lam wspolnie z prof. E. Arseniukiem. Wspolprac? podsumowalismy doniesieniem konferencyjnym i 
artykulem opublikowanym w Acta Physiologiae Plantarum. 

Moje zainteresowanie pozorn^ zmiany dlugosci chromosomow w zaleznosci od odleglosci 
wzgl?dem centromeru - wyrazone jako pytanie do wyktadaj^cego goscinnie w IHAR, prof Adama 
Lukaszewskiego, polskiego cytogenetyka pracuj^cego na stanowisku profesora w University of Califomia 
spowodowalo, ze Profesor zaprosil mnie do wspolpracy w jego laboratorium, z czego z ch?cii 
skorzystalam. Pracuj^c w University of Califomia wykorzystalam swoj^ wiedz? z zakresu biologii 
molekularnej do konstrukcji mapy genetycznej chromosomow IB i 2B w oparciu o linie substytucyjne 
pszenicy. Poszerzylam swqj warsztat samodzielnie opanowuj^c techniki hybrydyzacji in situ oraz o 
umiej?tnosc przeszukiwania molekularnych baz danych. Od podstaw zorganizowalam laboratorium 
badan molekulamych i wyszkolilam trzech studentow. 

Klamra spinajqca staze podoktorskie: wzgl^dnosc dystansow genetycznych 

Ryz: locus Pi-ta2, region cent romerowy na chromosomie 2 
locus PiB, region te lomerowy na chromosomie 12 
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Przytaczam wykresyw w z moich publikacji z zagranicznymi zespotami. Na mapach 
chromosomow ryzu widac, ze wzgl?dna dhigosc chromosomu wyrazana w centymorganach, ma rozng 
dhigosc fizyczn^ w zaleznosci od lokalizacji na chromosomie: 1 cM cz?sci dystalnej chromosomu jest 
fizycznie krotszy niz proksymalnej. Natomiast mapy chromosomu IBL pszenicy pokazuj^, ze w 
zaleznosci od odleglosci od telomerow, dystans genetyczny maleje pomi?dzy dwoma tymi samymi 
markerami na zmodyfikowanym przez deficjencje b^dz delecje chromosomie. 

Praca doktorska: Zaleznosc mi?dzy wlasciwosciami nieskrobiowych polisacharydow a strawnosci^ 
bialka ziarna linii wsobnych zyta, promotor : prof dr hab. Kostancja Raczyhska-Bojanowska 
publikacje [Zal 3 Supl #19 - #29] 

Kohcz^c studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego bylam zdecydowana wejsc na 
drog? kariery naukowej, jednakze poszukiwalam dziedziny bardziej zwi^zanej z natur^, niz elektrochmia 
w srodowisku niewodnym pomimo, ze moja praca magisterska pt.: "Elektroredukcja tris(acetylo-
acetono)kobaltu I I I na elektrodzie rt?ciowej", zostala opublikowana w 1987 roku w Polish J Chem. 
Szcz?sliwie, pani prof Konstancja Raczyhska-Bojanowska, kierownik Zakladu Biochemii IHAR 
poszukiwala w tym czasie chemika, by rozwin^c prace nad biochemicznymi podstawami wartosci 
zywieniowej ziama zyta, ktory to temat realizowala wspolpracy z prof, dr hab. Mari^ Rakowsk^ i dr 
Lucjanem Madejem. Krotko po rozpocz?ciu pracy w Zakladzie Biochemii Instytutu Hodowli i 
Aklimatyzacji Roslin wdrozylam technik? oznaczania zawartosci wlokna pokarmowego w ziamie zboz 
wg. zmodyfikowanej metody Asp'a, ktor^ to metod? poznalam dzi?ki, wtedy mgr a obecnie prof, dr hab. 
Danucie Boros. Pracujqc wspolnie, w interdyscyplinamym zespole, stwierdzilismy, ze 1/ zarowno 
zawartosc rozpuszczalnych polisacharydow nieskrobiowych jak i lepkosc ekstraktu wodnego sruty ŝ  
ujemnie skorelowane z wartosci^ zywieniow^ ziama linii wsobnych zyta, wykorzystywanego jako pasza 
dla zwierz^t. Wynik ten byl glownym rezultatem mojej rozprawy doktorskiej, w ktorej ponadto 
stwierdzilam, ze 2/ bialko jest integralnym skladnikiem frakcji niestrawnych; 3/ zawartosc rozpuszczalnej 
frakcji niestrawnej in vitro w przeciwiehstwie do frakcji nierozpuszczalnej jest skorelowana ze 
strawnosci^ bialka in vivo i moze stanowic test w selekcji linii wsobnych zyta; 4/ istnieje mozliwosc 
oznaczania tej frakcji metody spektrofotometrii w bliskiej podczerwieni (NIT), 5/ istnieje zmiennosc 
genetyczna zawartosci tej frakcji w ziarnie linii wsobnych zyta, mimo znacznej zmiennosci w latach. 

Postawilismy rowniez tez?, ze o rozpuszczalnosci i wlasciwosciach biologicznych arabinoksylanow 
decyduji roznice masy czqsteczkowej i konformacja cz^steczek uwarunkowana rozmieszczeniem 
podstawnikow arabinozowych. Teza ta zostala opublikowana w pracy wydanej w Cereal Chemistry 
(1993) i jest to do dnia dzisiejszego trzeci^ pod wzgl?dem liczby cytowah moj^ publikacjq (89 cytowah 
wg GoogleScholar z dn. 22.01.2019). Sledz? uwaznie rozwoj badan nad polimerami sciany komorkowej. 

mostek diferulowy w cz^steczce arabinoksylanu Liofdizaty wlokna rozpuszczalnego: 
ziama pszenicy ziarna zyta 
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gdyz od lat jestem przekonana- a wyniki eksperymentalne to coraz bardziej potwierdzajq- ze zmiany 
konformacji polimerow sciany, indukowane przez bodzce bio-chemiczne i fizyczne (np. hydratacja), ŝ  
waznym czynnikiem regulacji odpowiedzi roslin na negatywne bodzce srodowiskowe. Zawartosc 
nieskrobiowych polisacharydow w ziarnie i lepkosc ekstraktu wodnego ŝ  parametrami stale 
wykorzystywanymi w ocenie jakosci ziama, aczkolwiek pierwotne procedury ulegly zasadniczym 
zmianom. Moj udzial w badaniach nad wartosci^ iywieniow^ ziama zyta zakohczyl si? po obronie pracy 
doktorskiej. Wyniki prac calego zespolu zostaly podsumowane przez pani^ prof Bojanowsk^ w 
monografii "Rye toward better quality", wydanej jako tom Plant breeding and Seed Science w 1994 roku. 
W monografii tej jestem wspolautorem 7 rozdzialow. 

Podzi?kowania 

Serdecznie dzi?kuj? Przelozonym oraz Kolezankom i Kolegom z ktorymi pracuj? i pracowalam w 
Zakladzie Biochemii i Fizjologii Roslin IHAR-PIB w Radzikowie oraz w innych placowkach. 
Moje podzi?kowania szczegolnie kieruj? do pani prof dr hab. Konstancji Raczyhskiej-Bojanowskiej za 
ugruntowanie w przekonaniu, ze trzeba zgl?biac interesuj^ce tematy, nie uciekaj^c przed tym co trudne. 
Dzi?kuj? rowniez moim Nauczycielom zarowno akademickim, jak i z nizszych poziomow ksztalcenia, 
nie tylko za solidne podstawy wiedzy lecz rowniez za wpojenie nawyku dbalosci o sposob wyrazania 
mysli. 
I w kohcu dzi?kuj? Rodzinie i Przyjaciolom, gdyz to z nimi id? przez zycie. 

Informacja dotycz^ca flnansowania badan zgloszonych jako 0$i^gni?cie HabiUtacyjne 

Narodowe Centrum Nauki: grant NCN-NN3 04267540 
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju: grant NCBiR-PBS3/B8/19/2015 
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin-Pahstwowy Instytut Badawczy: temat IHAR-PlB-1-1-01-4-02 


