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1. Podstawowe informacje o kandydacie

Imie i nazwisko: Joanna Jankowicz - Cieslak
Nazwisko panienskie: Jankowicz

Dr Joanna Jankowicz- Cieslak

Plant Breeding and Genetics Laboratory

Joint FAO/IAEA Division on Nuclear Techniques in Food and Agriculture Department of
Nuclear Applications

International Atomic Energy Agency

Vienna International Centre, PO Box 100, 1400 Vienna, Austria

Email: j.jankowicz@iaea.org T: (+43-1) 2600-28275

1.1. Przebieg pracy naukowej.

Moja praca naukowa jest zwigzana z kilkoma uczelniami oraz osrodkami badawczymi w
kraju i za granica. Jestem absolwentka studiow magisterskich na Wydziale Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, na kierunku biologia, specjalno$¢ biologia
molekularna. Dyplom magistra uzyskatam w 2000 roku za prac¢ magisterska pt. "Zastosowanie
metody in situ PCR do badania latencji wirusa opryszczki typu 1" napisang pod Kierunkiem dr
hab. Magdaleny Kosz-Vnenchak w Pracowni Genetyki Molekularnej i Wirusologii Instytutu
Biologii Molekularnej i Biotechnologii UJ. Od wrze$nia 2000 r. przebywatam na Uniwersytecie
Wiedenskim w ramach stazu podyplomowego i uczestniczytam w kursach praktycznych
prowadzonych przez prof. dr Mary Rosabella Samuel z Zaktadu Systematyki Roslin Wyzszych
1 Ewolucji Instytutu Botaniki, Uniwersytetu Wiedenskiego. W trakcie odbywania praktyk
podjetam prace w projekcie naukowym badajacym relacje filogenetyczne migdzy
potudniowoamerykanskimi gatunkami Hypochaeris (Asteraceae) przy zastosowaniu techniki
AFLP. W podzniejszym okresie zajetam si¢ tez badaniem gatunku Hepatica maxima
(Ranunculaceae) przy zastosowaniu tej samej techniki.

Podczas pobytu na Uniwersytecie Wiedenskim grupa prof. dr Mary Rosabella Samuel
nawigzata wspotprace z Austriackim Centrum Naukowym (Austrian Research Center) w
Seibersdorfie (obecnie Austriacki Instytut Technologii, Austrian Institute of Technology) w
zakresie identyfikacji markerow SSR dla gatunku Hypochaeris. W zwigzku z moim
zaangazowaniem w badania nad tym gatunkiem w czerwcu 2001, rozpoczetam prace nad
izolacja regiondbw mikrosatelit oraz opracowania markerow molekularnych do analiz
filogenetycznych.

We wrzesniu 2001 pod opieka dr. Kornela Burga, rozpoczetam badania wchodzace w
zakres mojej pracy doktorskiej w Austriackim Centrum Naukowym w Seibersdorfie, bedac tam
na trzyletnim kontrakcie badawczym. Poniewaz placowka, w ktorej podjetam badania
naukowe, nie posiadata uprawnien do nadawania stopni naukowych, opiekunem pracy zostat
prof. dr hab. Jerzy Kruk z Wydzialu Biochemi, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie, pod ktorego opieka rozpoczetam pisanie pracy doktorskiej.

W 2004 roku, uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane w formie plakatu na prestizowym
konkursie organizowanym przez Austriackie Centrum Naukowe. Praca zajeta pierwsze miejsce
I zostata nagrodzona specjalnym stypendium.



Zatgcznik nr 2 - Autoreferat

Po zakonczeniu czesci doswiadczalnej pracy doktorskiej, z sukcesem przesztam procedury
aplikacyjne i rekrutacyjne w Miedzynarodowej Agencji Energii Atomowej (International
Atomic Energy Agency - IAEA), gdzie w pazdzierniku 2004 roku rozpoczetam prace w
Laboratorium Genetyki i Hodowli Roélin (Plant Breeding and Genetics Laboratory),
kierowanym przez dr. Chikelu Mba. Prac¢ te kontynuuj¢ do chwili obecne;j.

Ze wzgledow osobistych, pracg doktorska pt. "ldentification of adaptation specific
differences in the mRNA expression profile of drought stressed sweet potato (Ipomea batatas)",
obronitam w pazdzierniku 2011 roku. Uchwatlg Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie otrzymatam dyplom doktora nauk
biologicznych w zakresie biochemii.

Szczegotowe zestawienie moich osiggnigé przedstawiam ponizej oraz w zatgcznikach nr 3 i 4
do Whniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

1.2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe.

9 czerwca 2000 - uzyskanie tytulu naukowego magistra w zakresie specjalnosci biologia
molekularna. Dyplom ukonczenia 5-letnich studiow wyzszych na Wydziale Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, na kierunku: Biologia.

28 pazdziernika 2011 - dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biochemia, nadany
uchwata Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie.

1.3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

1 wrzesnia 2000 do 31 sierpnia 2001, praktyka oraz zatrudnienie na cz¢$¢ etatu na stanowisku
asystenta w Laboratory of Molecular Biology, Department of Systematics of Higher Plants and
Evolution, Institute of Botany, University of Vienna, Wieden, Austria.

1 wrzesnia 2001 do 30 wrzesnia 2004, stypendium doktorskie przyznane na zasadzie umowy
o dzieto w Department of Biotechnology, Austrian Research Center, Seibersdorf, Austria.

od 1 pazdziernika 2004, zatrudnienie w Plant Breeding and Genetics Laboratory, Joint
FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture, Department of Nuclear
Sciences and Applications, International Atomic Energy Agency, Wieden, Austria.

2. Opis osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.).

Osiggnigcie naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki stanowi cykl 7
powigzanych tematycznie publikacji, dotyczacych opracowania technik indukcji i detekcji

zmiennosci genetycznej dla potrzeb genomiki funkcjonalnej i hodowli ro$lin. Cykl zawiera 5
4
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prac oryginalnych oraz 2 rozdziaty monografii be¢dace pracami przeglagdowymi. Prace te zostaty
opublikowane w latach 2012 — 2018. Dotycza one zarowno badan podstawowych jak i ich
zastosowan aplikacyjnych w doskonaleniu upraw roslin waznych ekonomicznie.

Laczna warto$¢ wspotczynnika oddziatywania IF prac sktadajacych si¢ na osiggniecie wynosi
19,083. Laczna liczba punktow MNiISW prac sktadajacych si¢ na osiagnig¢cie wynosi 155.

2.1. Tytul osiagniecia naukowego:

»Techniki indukcji i detekcji zmiennosci genetycznej w badaniach genomiki funkcjonalnej i
hodowli roslin o szczegélnym znaczeniu w krajach rozwijajacych sie¢”.

2.2. Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego.

Lp. Tytul i autorstwo publikacji IF! Punkty Udzial
MNiSW? | procentowy
1. | Jankowicz-Cieslak J., Huynh O. A., Brozynska M., | IF2012 40 80%

Nakitandwe J., Till B. J., 2012. Induction, rapid fixation | 6,279
and retention of mutations in vegetatively propagated
banana. Plant Biotechnology Journal 10(9): 1056-1066.
DOI: 10.1111/j.1467-7652.2012.00733.X.

Moj udzial procentowy szacuje na 80%. Moj wktad w
powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu
koncepcji pracy i zaplanowniu wszystkich badasi.
Wybratam material wyjsciowy oraz opracowalam
technike mutagenezy chemicznej dla triploidalnego
banana w warunkach in vitro. Dokonalam wyboru
genow waznych W badaniach banana i zaplanowatam
czes¢ starterow. Kluczowym wkiadem w te prace byto
opracowanie przeze mnie techniki TILLING dla roslin
rozmnazanych wegetatywnie. Nastepnie, przy
zastosowaniu tej metody dokonatam detekcji nowych
mutacji punktowych indukowanych w bananie. Ponadto
opracowatam  hipoteze  selekcji  dyplontycznej
zachodzgcej w zmutowanym materiale in Vitro.
Przeprowadzitam  takze  badania  potwierdzajgce
stabilnos¢ — mutacji  w  kolejnych  pokoleniach.
Zidentyfikowatam mutacje oraz okreslitam ich wplyw na
sekwencje kodowanego polipeptydu, wykonatam analizy
bioinformatyczne, oraz walidacje mutacji przy
zastosowaniu sekwencjonowania Sangera. Wykonatam
wszystkie ryciny oraz przygotowatam manuskrypt i
dokonalam jego ostatecznej redakcji po recenzjach.

2. | Jankowicz-Cieslak J. and Till B. J., 2015. Forward and - 5 70%
reverse genetics in crop breeding. In: Al-Khayri J. M., S.
M. Jain, D. V. Johnson (Eds) Advances in plant breeding
strategies: Breeding, Biotechnology and Molecular
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Tools, Springer International  Publishing AG
Switzerland, pp. 215-240. DOI: 10.1007/978-3-319-
22521-0_8.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji szacuje na 70%.
Polegal on na opracowaniu koncepcji manuskryptu,
przeglgdzie literatury oraz analizie baz danych. Ponadto
przygotowatam caly tekst manuskryptu oraz wszystkie
ryciny, jak rowniez redagowatam manuskrypt po
recenzjach.

Maghuly F., Jankowicz-Cieslak J., Pabinger S., Till
B. J., Laimer M., 2015. Geographic origin is not
supported by the genetic variability found in a large
living collection of Jatropha curcas with accessions
from three continents. Biotechnology Journal 10(4):
536-551. DOI: 10.1002/biot.201400196.

Moj wkitad w powstanie tej publikacji szacuje na 35%.
Polegal on na opracowaniu koncepcji badan 1
wykorzystaniem  strategii  EcoTILLING. Ponadto,
zaplanowatam  oraz  wykonatam  doswiadczenia
EcoTILLING, przeprowadzitam analizg
bioinformatyczng wynikow i ich interpretacje a takze
uczestniczytam w przygotowaniu rycin, manuskryptu, i w
ostatecznym jego redagowaniu po recenzjach.

1F2015
3,704

35

35%

Jankowicz-Cieslak J. and Till B. J., 2017. Chemical
mutagenesis and chimera dissolution in vegetatively
propagated banana. In: Jankowicz-Cieslak J., Tai T.H.,
Kumlehn J. and Till B.J. (Eds) Biotechnologies for Plant
Mutation Breeding, Protocols. Springer International
Publishing AG Switzerland, pp. 39-54. DOI:
10.1007/978-3-319-45021-6_3.

MOoj wkiad w powstanie tego rozdziatu szacuje na 90%.
Zlozylo sie na niego opracowanie metodyki chemicznej
mutagenezy materiatu in vitro triploidalnego banana.
Dokonatam tez analizy spektrum mutacji indukowanych
oraz przeprowadzitam eksperymenty wskazujgce na
szybkie utrwalenie i stabilizacje mutacji juz w trakcie
pierwszego pasazowania. Opracowatam Kkoncepcje
manuskryptu i przeglgd  literatury.  Ponadto
przygotowalam caty tekst oraz wszystkie ryciny, jak
rowniez redagowatam manuskrypt po recenzjach.

90%

Maghuly F., Bado S., Jankowicz-Cieslak J., Laimer
M., 2017. Chemical and Ppysical mutagenesis in
Jatropha curcas. In: Jankowicz-Cieslak J., T.H. Tai, J.
Kumlehn and B.J. Till (Eds) Biotechnologies for Plant
Mutation Breeding, Protocols. Springer International

30%
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Publishing,  Switzerland, pp 91-111. DOI:
10.1007/978-3-319-45021-6_2.

Moj udziat procentowy szacuje na 30%. Na moj wktad w
powstanie tego rozdziatu sktadajq sie: opracowanie
techniki chemicznej mutagenezy jatrofy, wykonanie
eksperymentow oraz przygotowanie czesci rozdziatu
opisujqgcej te procedury. Ponadto wzielam udzial w
redagowaniu calosci rozdziatu przed i po jego recenzji.

Datta S.* Jankowicz-Cieslak J.,* Nielen S., | IF2017 45 35%
Ingelbrecht I., Till B. J., 2018. Induction and recovery of | 6,305
copy number variation in banana through gamma
irradiation and low coverage whole genome sequencing.
Plant Biotechnology Journal; 16(9): 1644-1653. DOI:
10.1111/pbi.12901.

*Posiadam status pierwszego autora tej publikacji
(equal contribution). MOJj udzial procentowy w jej
powstanie szacuje na 35%, a wkiad polegal na
zainicjowaniu wspolpracy naukowej (sieci badawczej) w
zakresie selekcji banana odpornego na stres biotyczny
(Fusarium oxysposrum TR4) i opracowaniu koncepcji
badan, wykonaniu mutagenezy fizycznej materiatu
banana w warunkach in vitro oraz selekcji zmutowanego
materiatu do opracowania techniki ,,copy number
variation”.  Przeprowadzilam  selekcje — mutantow
wykazujgcych zwigkszong odpowiedz na atak patogenu,
uczestniczytam w identyfikacji mutacji przy uzyciu
techniki ,, next generation sequencing” (NGS), a takze w
identyfikacji  markeréw  molekularnych.  Ponadto
uczestniczytam w analizie, opracowaniu i interpretacji
wynikow uzyskanych w powyzszych eksperymentach.
Partycypowatam w przygotowaniu koncepcji publikacji i
dokonatam  selekcji  wynikow,  ktore  zostaly
zaprezentowane w tej pracy. Wykonatam wszystkie
ryciny i uczestniczytam w przygotowaniu manuskryptu
oraz w jego ostatecznym redagowaniu po recenzjach.

Till J. B., Datta S., Jankowicz-Cieslak J., 2018. | IF2017 20 40%
TILLING: The next generation. In: Varshney R., Pandey | 2,795
M., Chitikineni A. (eds) Plant Genetics and Molecular
Biology. Part of the Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology book series (ABE vol 164),
Springer International Publishing AG, pp 139-160. DOI:
10.1007/10_2017_54.

Moj udzial procentowy szacuje na 40%, a wkiad w
powstanie tego rozdziatu polegat na opracowaniu jego
koncepcji i struktury. Ponadto przygotowatam wszystkie
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ryciny oraz redagowatam tresci tego rozdziatu przed i po
jego recenzji.

Impact Factor
2Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego: 19,083.

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego:
155.

Przedstawione prace byly cytowane 40 razy wg Web of Science i 61 razy wg Scopus,
sumaryczna liczba cytowan z obydwu baz danych wynosi 62.

Oswiadczenia wspotautorow okreslajace indywidualny wktad kazdego autora w powstanie
poszczeg6lnych publikacji zamieszczono w zataczniku nr5 do Wniosku.
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2.3. Omowienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiagnietych wynikéw wraz z
opisem ich zastosowan aplikacyjnych.

Liczne czynniki takie jak wzrost populacji ludnosci, obnizenie jakosci gleby, zmiany
klimatu czy rosnacy popyt na diety oparte na migsie, majg negatywny wpltyw na $wiatowe
bezpieczenstwo zywnosciowe. Aby w ciggu nastgpnych dziesiecioleci mozliwe bylo
zaspokojenie zapotrzebowania na zwiekszong produkcj¢ zywno$ci, konieczne jest
wieloaspektowe podejscie do tego problemu. Obejmuje ono miedzy innymi wdrazanie
zrownowazonych praktyk agronomicznych, zmniejszanie strat zywnos$ci 0raz poprawe
infrastruktury upraw. Jednym z podstawowych elementow bezpieczenstwa zywnoSciowego
jest doskonalenie genetyczne ro$lin uzytkowych w celu zwigkszenia ich odpornosci na
szkodniki i choroby oraz na czynniki abiotyczne, a przede wszystkim w celu zwigkszenia
plonéw. Tradycyjne metody hodowli sa ograniczone, ze wzgledu na niejednokrotnie
limitowany dostep do zasobow genetycznych roslin oraz ze wzgledu na dtugi okres wymagany
do wyprowadzenia nowych odmian. Mutageneza indukowana oferuje alternatywna, dla
tradycyjnych metod hodowli, sprawdzong opcje uzyskiwania nowych odmian ze zwigkszong
odpornoscig na stresy biotyczne i abiotyczne, ze zwigkszonym plonem, oraz z duzym
bogactwem innych, ulepszonych cech. Tworzenie kolekcji mutantéw nie tylko umozliwia
wyprowadzanie nowych 1 ulepszonych linii, ale przede wszystkim odgrywa znaczacag role w
badaniach podstawowych, jako kluczowe narzg¢dzie, umozliwiajace analize funkcjonalng
gendw w regulacji r6znorodnych procesow fizjologicznych.

Miegdzynarodowa Agencja Energii Atomowej w Wiedniu jest kuratorem bazy danych
mutantow (Mutant Varieties Databse), w ktdrej do dzisiaj zamieszczono 3299 zarejestrowanych
oficjalnie odmian roslin uzytkowych, ktére uzyskano przy zastowaniu technik mutacyjnych.
Wigkszos¢ umieszczonych w niej odmian to rosliny jednoroczne, a szczegodlnie zboza. Sposrod
wszystkich zarejestrowanych odmian mutacyjnych, az 63% zostato wyselekcjonowanych w
sposOb bezposredni bez przeprowadzania dalszych introgresji. Wskazuje to na skutecznos¢
odmian elitarnych powstatych w drodze mutagenezy. Intrygujacy jest fakt, ze jedynie 12%
zarejestrowanych odmian reprezentujg rosliny rozmnazane wegetatywnie. Moze to by¢
czesciowo spowodowane faktem, ze gldwne rosliny uprawne spozywane przez cztowieka to
rosliny nasienne, ale moze by¢ to rowniez wynikiem dodatkowych trudnosci, jakie wigza si¢ z
z hodowlg roslin rozmnazanych wegetatywnie. Reasumujac, programy badawcze stosujace
mutageneze indukowang sa dla materialu rozmnazanego generatywnie (w szczegdlnosci dla
zb6z7) znacznie bardziej zaawansowane i rozwinigte. Dotyczy to gtownie roslin jednorocznych,
w przypadku ktorych, w przeciagu kilku lat, mozna wyprowadzi¢ nowe linie mutantow.
Niestety, 0 wiele mniej osiggnieto w stosowaniu mutagenezy dla materialu rozmnazanego
wegetatywnie, a takze dla roslin wieloletnich lub drzewiastych. W duzej mierze wynika to ze
znacznego stopnia trudnosci, jaki wigze si¢ z metodologig generowania zmiennosci genetycznej
na tego typu roslinach. Czynnosci indukcji mutacji sg bardziej ztozone i czasochtonne dla
materiatu rozmnazanego wegetatywnie niz dla nasion, co powoduje, ze do tej pory, efektywne
metody indukcji oraz identyfikacji zmian wywotanych mutagenami chemicznymi i fizycznymi
dla tych roslin nie byty dostepne.

Obiektami modelowymi moich badan przedstawionych w Osiggnieciu sg banan (Musa

9
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spp.) oraz jatrofa (Jatropha curcas L.). Banan zajmuje czwartg pozycje wsrod upraw w krajach
rozwijajacych si¢ oraz stanowi jeden z dziesi¢ciu najwazniejszych artykuldw zywnosciowych
w Azji Potudniowo-Wschodniej, Afryce i Ameryce Lacinskiej. Bananowce, lacznie z
odmianami deserowymi (dessert banana) i do gotowania (plantain), uprawiane sa przez
drobnych rolnikow w niskonaktadowych systemach rolniczych, jak réwniez przez §wiatowych
plantatoréw. Sg réwniez waznym towarem eksportowym dla wielu krajow rozwijajacych sig.
Potaczenie niekiedy stabo rozwinigtych systemow rolnych i warunkow srodowiska w krajach
produkujacych te rosliny sprawia, ze sg one wrazliwe na szybko zmieniajgce si¢ warunki
klimatyczne. Wigkszo$¢ jadalnych odmian banana to klony pochodzace z migdzy- i wewnatrz-
specyficznej hybrydyzacji diploidalnych form: Musa acuminata i Musa balbisiana. Ogromna
wiekszos$¢ jadalnych bananéw jest sterylna, partenokarpiczna i triploidalna, co w znaczacym
stopniu utrudnia ich ulepszanie. Banan dostepny w sprzedazy, to gtéwnie odmiana deserowa
Cavendish stanowigca az 45% upraw wszystkich bananéw na $wiecie. Jest ona produkowana
na skale masowa przy zastosowaniu kultur in vitro, ktére opracowane zostaly w latach 70.
dwudziestego wieku. Konsekwencjg komercjalizacji produkcji banana na skalg Swiatowg jest
utrata réznorodno$ci genetycznej i ograniczenie produkcji do jednej odmiany, w Ktorej
wszystkie rosliny genetycznie sa niemal identycznymi klonami. Od 1970 roku odnotowuje si¢
niskie i ciggle spadajace plony bananow. Jak dotad, niekorzystne warunki pogodowe wraz z
przypadkami masowego wystgpowania chordb i1 szkodnikow zostaty okreslone jako glowne
ograniczenia uprawy bananowcow. Tendencje te czg¢sciowo thumaczy si¢ zmianami
klimatycznymi wystepujacymi coraz czgsciej na obszarach uprawy banana. Doskonalenie
genetyczne rodzaju Musa ma na celu tworzenie elity genotypow, ktore bedg wykorzystane w
kontek$cie zrownowazonego 1 zintegrowanego systemu produkcji roslinnej. Rowniez
udoskonalenie uprawy pozniwnej 1 marketingu jest ogdlnym celem poprawy zycia
producentow, przetworcow i konsumentéw bananéw w regionach tropikalnych, w tym w
regionie Afryki Subsaharyjskiej, gdzie brak bezpieczenstwa zywno$ciowego jest nadal
zjawiskiem powszechnym.

Ze wzgledu na ogromne zagrozenie, jakie niesie zmiana warunkow klimatycznych dla
produkcji banana oraz brak alternatywnych rozwigzan pozwalajacych na generowanie nowych
kombinacji allelicznych, banan jest idealnym kandydatem do zastosowania mutagenezy
indukowane;j.

Jatropha curcas L. to wieloletni, jednopienny krzew, nalezacy do rodziny Euphorbiaceae,
pochodzacy z Ameryki, ale rozproszony na obszarach tropikalnych i subtropikalnych. Jatrofa
jest szeroko uprawiana dla nasion, z ktorych ttoczy si¢ olej. Znajduje on gtdéwne zastosowanie
w przemysle, w produkcji biopaliw. Nasiona jatrofy mogg tez by¢ spozywane po upieczeniu.
Interesujacym jest fakt, ze rozne czesci jatrofy sa bogate w metabolity oraz lecznicze sktadniki.
Dzigki temu, jatrofa ma zastosowanie w produkcji oleju stosowanego w lampach, produkcji
mydta, farb a przede wszystkim jest wykorzystywana w lecznictwie. Ponadto, tzw. press-cake
bedacy pozostatoscig z produkcji oleju, jest bardzo bogaty w proteiny (60-63%) i moze
stanowi¢ alternatywe dla innych produktéw o ich nizszej zawartosci. Dzikie typy J. curcas
mogg dobrze rosng¢ nawet w bardzo niekorzystnych warunkach klimatycznych i glebowych.
Wytwarzanie kontrolowane ulepszonych typdéw jatrofy jest trudne ze wzgledu na ograniczong
zmienno$¢ genetyczna, a takze na wydtuzony okres oczekiwania na kolejne pokolenia. Ponadto,
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jatrofa nalezy do grupy tzw ,,neglected crops”, roslin stabo poznanych i zaniedbanych przez
badaczy. Kombinacja metod in vitro oraz mutagenezy indukowanej moze utatwi¢ generowanie
nowych odmian. Prace nad jatrofg rozpoczetam w wyniku dlugoletniej wspotpracy z dr hab.
Fatemeh Maghuly, ze wzgledu na mozliwo$¢ adaptacji u jatrofy metod opracowanych na
bananie.

Biorac pod uwagg powyzsze przestanki oraz mozliwosci, jakie niesie ze sobg stosowanie
mutagenezy indukowanej u ro$lin rozmnazanych wegetatywnie, a takze u ro$lin wieloletnich
oraz drzewiastych, a zarazem z uwagi na ubogie informacje na temat efektywnosci i stabilnosci
mutacji indukowanych w materiale in vitro, do celow prowadzonych badan, stanowigcych
prezentowane osiggni¢cie naukowe, nalezaty:

1. Opracowanie nowych technik ulepszania roslin rozmnazanych wegetatywnie oraz roslin
wieloletnich, przez otrzymanie nowej zmienno$ci w drodze mutagenezy chemicznej oraz
detekcji mutacji przy zastosowaniu metod odwrotnej genetyki.

2. ldentyfikacja procesu utrwalenia mutacji indukowanych w materiale rozmnazanym w
sposOb wegetatywny oraz okreslenie czestotliwos$ci mutacji i ich dziedziczenia w genomie
banana.

3. Wykorzystanie mutagenezy chemicznej i fizycznej do tworzenia platform analizy
funkcjonalnej gendw oraz do zastosowan aplikacyjnych.

4. ldentyfikacja naturalnej zmiennosci genetycznej roslin uprawnych waznych ekonomicznie
przy zastosowaniu metod molekularnych.

2.4. Szczegélowy opis prac wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego przedstawiono
ponizej.

Opracowanie nowych technik ulepszania roslin rozmnazanych wegetatywnie oraz roslin
wieloletnich, przez otrzymanie nowej zmiennosci w drodze mutagenezy chemicznej oraz
detekcji mutacji przy zastosowaniu metod odwrotnej genetyki (Jankowicz-Cieslak et al.,
2017 i Maghuly et al., 2017).

Kluczowymi narzedziami umozliwiajacymi analiz¢ funkcjonalng gendéw w regulacji
roéznorodnych proceséw fizjologicznych sg kolekcje mutantow. W cyklu prezentowanych
publikacji przedstawiam opracowane przeze mnie metody wykorzystujace mutagenezg jako
zrédlo zmienno$ci genetycznej roslin rozmnazanych wegetatywnie, na przyktadzie banana jak
réwniez roslin wieloletnich, na przyktadzie jatrofy, ktorych ulepszenie moze by¢ efektywnie
prowadzone dzieki wprowadzeniu metod in vitro do programu mutagenezy indukowanej. Ta
strategia umozliwita powstanie szerokiej kolekcji mutantéw, zarowno dla banana jak i jatrofy,
1 w dalszych etapach mojej kariery naukowej zostata zaadaptowana w licznych projektach
wewnetrznych prowadzonych przez zespot badawczy Plant Breeding and Genetics Laboratory
(mutageneza manioka, cytrusa, kawy).
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W pierwszym etapie opracowania metody skoncentrowalam si¢ na wyborze czynnika
mutagennego. Wybor ten jest jednym z kluczowych elementow wplywajacych na powstanie
kolekcji mutantow oraz spektrum indukowanych mutacji. Poniewaz jednym z moich celéw
badawczych bylo przeprowadzenie analiz populacji z zastosowaniem odwrotnej genetyki
(TILLING), wybér mutagenu zawe¢zylam do mutagendw chemicznych. Sposrdd obecnie
stosowanych mutagen6w chemicznych na uwage zastuguje siarczan etylowo-metylowy (ethyl
methanesulfonate - EMS), ktorego skuteczno$¢ w uzyskaniu mutacji genowych o charakterze
punktowym jest opisana w licznych publikacjach dotyczacych tworzenia populacji
mutacyjnych do celow funkcjonalnej genomiki dla roslin rozmnazanych generatywnie. W
zwigzku z faktem, ze wielko$¢ efektu mutagennego zalezy od stezenia mutagenu w roztworze,
Cczasu dziatania, jak rowniez genotypu oraz ploidalnosci rosliny jak i uzytego do badan rodzaju
materialu wyj§ciowego, wszystkie te czynniki przeanalizowatam i uwzglednitam w trakcie
opracowania metodyki mutagenezy chemicznej. Czynniki takie jak st¢zenie oraz czas inkubacji
dobratam na drodze eksperymentalnej. Poniewaz moja praca byla pionierska, najpierw
skoncentrowatam si¢ na poznaniu zachowania si¢ materiatu in vitro w trakcie przeprowadzania
eksperymentu.

Wrazliwo$¢ merystemow triploidalnego banana na dziatanie EMS oszacowalam poprzez
dwu- oraz czterogodzinng inkubacje materiatu in vitro w 4 réznych stezeniach mutagenu
(0,25%, 0,5%, 1%, i 1,5%) oraz pomiarach wykonanych 30 dni po wykonaniu mutagenezy.
Dawke S$miertelng mutagenu uzyskano dla najwyzszej koncentracji (1,5%) EMS oraz
czterogodzinnej inkubacji. W przypadku inkubacji dwugodzinnej uzyskano 100%
przezywalno$ci dla wszystkich testowanych koncentracji. Drugim parametrem, ktéry wybrano
do oszacowania wrazliwos$ci materiatu in vitro na dziatanie mutagenu chemicznego byt procent
redukcji $wiezej masy materialu zmutowanego w poréwnaniu do niezmutowanej kontroli.
Opracowanie stezen ramowych EMS pozwolito na wybranie koncentracji mutagenu do
przeprowadzenia eksperymentu w populacji in vitro banana liczacej 4000 merystemow.
Mutageneze zdywersyfikowano poprzez kombinacje stezenia i czasu inkubacji, dzielac
populacje na cztery partie, kazda liczaca 1000 merystemow. Dawka wyj$ciowa, oparta o
badania wstgpne, wynosita 1% 1 trzygodzinny czas inkubacji dla pierwszej partii, dla
nastepnych zmniejszano stezenie i zwigkszano czas inkubacji. Uzyskane wyniki pozwolity na
wyprowadzenie hipotezy dotyczacej efektu toksycznosci, jaki moze mie¢ czas absorpcji EMS,
przy pewnych jego stezeniach, na przezywalno$¢ komorek w kulturach in vitro.

W efekcie, uzyskano populacj¢ banana generacji M1V1 liczaca 3004 zmutowanych
merystemOow. Tg¢ populacje wykorzystatam migdzy innymi do analiz zmiennosci
przeprowadzonych przy zastosowaniu metody odwrotnej genetyki, po wczesniejszej adaptacji
tej techniki dla materialu wegetatywnie rozmnazanego. W celu przygotowania zmutowanego
materialu triploidalnego banana do dalszych analiz, wykonalam 3 cykle mikrorozmnazania.
Krok ten wykonano w celu zmniejszenia wielko$ci sektoréw chimeralnych, niosgcych rézne
mutacje, tak, aby ro$liny pochodzace z tych materialdéw byly genotypowo jednorodne ze
wszystkimi tkankami zawierajagcymi indukowane mutacje. Aby dokona¢ obserwacji, Kiedy
merystemy przestaja by¢ w stanie chimeralnym, wprowadzitam system pozwalajacy na
$ledzenie w sposob precyzyjny powigzan pomiedzy ro$linami wygenerowanymi z tego samego
wyj$ciowego mutanta generacji M1V1.
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Opracowanie techniki mutagenezy materialu w warunkach in vitro bylo pionierskie i

zapoczatkowato dalsze badania, ktore byly istotne dla rozwoju mojej kariery naukowej.
Mutageneza chemiczna w warunkach in vitro moze mie¢ zastosowanie W ulepszaniu szeregu
gatunkow roslin rozmnazanych wegetatywnie, w sposob obligatoryjny, a takze fakultatywny
oraz dla roslin, dla ktorych systemy in vitro umozliwiajg szybsza produkcje materiatu, w tym
gatunkéw o znaczeniu handlowym i tych, ktéore maja znaczenie dla bezpieczenstwa
zywnosciowego w krajach rozwijajacych si¢. Jedna z kolejnych roslin, dla ktorych
przeprowadzitam adaptacje mutagenezy chemicznej przy zastosowaniu systemu in vitro byta
jatrofa.
W serii publikacji stanowigcych moje osiggnigcie, Opisuje opracowane przez mnie metody
przeprowadzenia mutagenezy w warunkach in vitro na przyktadzie banana i jatrofy. Ze wzgledu
na wysoka toksyczno$¢ mutagenow chemicznych, moje opracowania zawieraja tez omowienie
koniecznych $rodkow bezpieczenstwa i ochrony w trakcie przeprowadzania eksperymentow,
jak rowniez neutralizacji oraz usuwania mutagenu.

Identyfikacja procesu utrwalenia mutacji indukowanych w materiale rozmnazanym w
sposob wegetatywny oraz okreslenie czestotliwosci mutacji i ich dziedziczenia w genomie
banana (Jankowicz-Cieslak et al., 2012).

Za najbardziej warto$ciowe i znaczace osiggnigcie mojego dorobku naukowego uwazam
badania zaprezentowane w Jankowicz-Cieslak et al., 2012, gdzie wykazatam, ze mutacje moga
by¢ indukowane 1 stabilnie dziedziczone w materiale wegetatywnie rozmnazanym. Badania te
prowadzitam z zastosowaniem strategii odwrotnej genetyki przy zastosowaniu techniki
TILLING. W tym celu wykorzystatam populacj¢ M1V1 triploidalnego banana.

Do analizy wybrano 11 gendéw biorgcych udziat w réznych procesach biologicznych. W
drodze reakcji odwrotnej genetyki, zidentyfikowano 33 mutacje punktowe. Po
przeprowadzonej walidacji z zastosowaniem sekwencjonowania Sangera wykazano, ze
wszystkie mutacje sg zmianami o charakterze substytucji G/C-A/T. Po przeprowadzeniu
analizy spektrum indukowanych mutacji wykazano, ze mutacje ciche stanowity 36%
wszystkich zmian, natomiast mutacje zmiany sensu 49%. Mutacje powodujace tzw. zmiang
., truncation” (mutacje nonsense i splice junction) stanowity 15%. Wszystkie zmiany poddane
sekwencjonowaniu Sangera miaty charakter heterozygotyczny. Z wcze$niejszych badan nad
dzialaniem mutagenow chemicznych jednoznacznie wynika, ze EMS powoduje gltownie
zmiany typu G/C do A/T. Wykazano zatem, ze zmiany genetyczne zaobserwowane w populacji
triploidalnego banana powstaty w wyniku aktywnosci mutagenu.

Ilo$¢ mutacji jest uzalezniona od ploidalnosci 1 dotychczasowe wyniki wskazywaty na
dodatnig korelacj¢ tych wielkosci. W wyniku analizy mutantoéw banana, przy zastosowaniu
metody TILLING, teoria ta zostala potwierdzona. Dla okreslenia czestotliwosci mutacji w
przypadku triploidalnego banana wprowadzono nowg terminologi¢ Mitotic Mutation Density
(MMD). MMD dla banana oszacowano na 1/57 kb. Biorgc pod uwage wielko$¢ genomu banana
520 Mb, oraz czestotliwo$¢ mutacji 1/57 kb, $rednio kazda roslina zawiera okoto 10 000
indukowanych alleli. Wynik ten sygnalizuje, ze optymalizacja procedury indukcji mutacji dla
materialu banana jest wysoce efektywna.
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Poprzez pomiar dziedziczno$ci mutacji w kolejnych pokoleniach wykazano, ze wigkszo$¢
komorek totipotentnych byla genetycznie homogeniczna juz w trakcie pierwszego cyklu
mikropropagacji zmutowanego materialu banana, czyli okoto miesigca po przeprowadzeniu
eksperymentu. Wniosek ten byt raczej zaskakujacy i ostatecznie doprowadzit do sformutowania
przeze mnie nowej teorii, wyjasniajacej zachowanie si¢ komorek merystematycznych pod
wplywem czynnika mutagennego. Wedtug tej teorii, wszystkie komoérki materiatu w wyniku
dziatania EMS, gromadzg mutacje substytucyjne w genomie jadrowym w sposéb losowy. Tak
powstate komorki charakteryzujg si¢ wysokim poziomem zrdznicowania genotypowego 1 r6zng
zdolnoscig do podziatdw. Komorki dzielgce si¢ najszybciej moga zdominowaé region
merystemu wierzchotkowego, prowadzac do utrwalenia si¢ pojedynczego genotypu.

Trzy zmutowane allele dwoch gendéw, MALSYN (Malate synthase) oraz FTSIMT (Ftsj-
like methyltransferase family protein) zostaty wybrane do oceny stopnia dziedzicznosci oraz
stabilnosci indukowanych zmian w warunkach kultur in vitro. Rosliny ze zmutowanymi
allelami mikropropagowano przez kolejne 12 miesi¢cy i poddano analizie na obecnos$¢/brak
zmutowanych alleli. Sekwencjonowanie Sangera wykazato obecno$¢ zmian w 100%
analizowanego materiatu banana. W ten sposob wykazano, ze utrwalone nowe genotypy s3
stabilnie dziedziczone w kolejnych, wegetatywnych pokoleniach.

Mutacje indukowane, takie jak te wywotane przez EMS, powoduja akumulacj¢ zmian o
charakterze heterozygotycznym, w wyniku ktorych zmienia si¢ tylko jedna kopia genu. W
przypadku ro$lin rozmnazanych generatywnie tworzenie homozygot osigga si¢ poprzez
samozapylanie lub krzyzowanie z roslinami rodzicielskimi. W przypadku banana 1 innych
ros$lin rozmnazanych wegetatywnie jedynie fenotypy dla cech dominujagcych moga by¢
widoczne. W zwigzku z tym, jesli roslina jest heterozygotyczna (np. Aaa), to mutacja allelu
dominujacego ‘A’ w kolejny recesywny ‘a’ moze spowodowac ujawnienie fenotypu. Potencjat
mutacji wywotanych w moim materiale badawczym zaobserwowano na etapie analizy
fenotypowej grupy mutantow. Analiz¢ te przeprowadzitam w warunkach szklarniowych dla
109 mutantéw triploidalnego banana. Zmiany fenotypowe zanotowano dla 91% analizowanych
ro$lin co sugeruje efektywnos$¢ mutagenu chemicznego w indukowaniu mutacji punktowych w
materiale triploidalnego banana w warunkach in vitro.

Poza analizg TILLING, w populacji mutacyjnej przeprowadzono analiz¢ obecnosci
naturalnej zmienno$ci nukleotydow, ktora wykazata wysoki stopien kumulacji potencjalnie
szkodliwych alleli w stanie heterozygotycznym w materiale banana. Analiz¢ przeprowadzono
na 8 genach, dla ktorych zaobserwowano 132 zmiany, w 75% ciche (silent), w 25% zmiany
sensu (missense). Osiem procent zmian sensu miato potencjalnie charakter negatywny dla
funkcji biatka. Pigcdziesiat pig¢ procent mutacji zmian sensu wykazato heterozygotycznos¢ w
porownaniu do sekwencji referencyjnej. Allele w stanie heterozygotycznym wykryto w 4 z 8
analizowanych genow.

Wykorzystanie mutagenezy chemicznej i fizycznej do tworzenia platform analizy
funkcjonalnej genéw oraz do zastosowan aplikacyjnych (Datta et al., 2018).

Choroby roslin stanowig powazne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnos$ciowego na
swiecie. Przewiduje si¢, ze zmieniajace si¢ warunki klimatyczne moga korzystnie wptyna¢ na
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pojawienie si¢ nowych odmian patogendw, a co za tym idzie, zwigkszong podatnos¢ roslin na
choroby, powodujgc ogromne straty plonéw. Banany Cavendish sg szczegdlnie wrazliwe na
choroby, miedzy innymi Fusarium wilt wywotane przez Fusarium oxysporum (Foc) rasy TR4
(Fusarium oxysporumf. sp. cubense tropical race four). Fusarium wilt jest najpowszechniejsza
chorobg atakujgcg banany, ktora jest uwazana za jedng z najbardziej destrukcyjnych chorob
ro$lin uprawnych. W roku 1900, Foc rasa 1 niemal catkowicie Wyniszczyta przemyst eksportu
banandw oparty na bananach Gros Michel. Zniszczenie komercyjnych plantacji eksportowych
w Ameryce Srodkowej pociagneto za soba straty najlepszych gruntéw rolnych przewyzszajace
40 468 ha. Produkcja eksportowa odzyskata swoj dawny poziom dopiero wtedy, gdy Gros
Michel zostat zastgpiony bananami Cavendish w latach 60-tych. Banany Cavendish wykazuja
odpornos¢ na rase Foc 1. i obecnie stanowig 44% wszystkich bananéw uprawianych na $wiecie.
Niestety, nowa rasa Foc TR4 powaznie zagraza ich uprawom. Do tej pory obecnos¢ Foc TR4
potwierdzono w 9 krajach. Dalsze rozprzestrzenianie si¢ patogenu Stanowi ogromne zagrozenie
dla $wiatowej produkcji banana, gléwnie z powodu braku komercyjnego zamiennika dla
odmiany Cavendish, ktéry bytby odporny na TR4 (Fusarium wilt nie mozna kontrolowaé za
pomocg innych $rodkéw niz stosowanie odmian odpornych na choroby). Wszystkie stodkie
odmiany banandéw uprawiane na $wiecie sg podatne na Foc TR4, a poniewaz banandéw
Cavendish nie mozna udoskonali¢ dzigki konwencjonalnej hodowli ro$lin, alternatywne
sposoby typu mutageneza indukowana wydajg si¢ by¢ jedynym mozliwym rozwigzaniem.

W oparciu o wczesniejsze doswiadczenie w efektywnym indukowaniu mutacji w materiale
rozmnazanym wegetatywnie celem zwiekszenia réznorodnosci genetycznej, uzyskano nowa
populacje mutacyjng. Pig¢ tysiecy merystemoéw banana Cavendish poddano mutagenezie
chemicznej oraz fizycznej przy zastosowaniu odpowiednio EMS oraz promieniowania
jonizujacego gamma i X. Proces identyfikacji nowych mutacji jest procesem dlugotrwatym,
szczegOlnie, gdy jest on polaczony z fenotypowa selekcja skierowana na izolacje
udoskonalonych linii mutantdw. Moje wczesniejsze badania wykazaly wysoka skutecznos¢
oraz efektywne dziatanie mutagenu chemicznego EMS w kulturach in vitro. Jesli chodzi o
promieniowanie jonizujace gamma i X, dopiero nowe techniki sekwencjonowania pozwalaja
na precyzyjne okreslenie spektrum mutacji wywotane ich dziataniem. Nie wiemy jednak jak
stabilne jest dziedziczenie takich mutacji w przypadku materiatu rozmnazanego wegetatywnie.
W celu ustalenia skuteczno$ci dziatania mutagenOw fizycznych oraz wykazania, czy mutacje
te sg stabilne przez kolejne pokolenia, wykonano dwuetapowe badania z zastosowaniem
sekwencjonowania DNA nowej generacji. We wcze$niejszych badaniach wykazano, ze banan
charakteryzuje si¢ wysoka kumulacjg naturalnych alleli w stanie heterozygotycznym. W
zwigzku z tym oraz aby ulatwi¢ analiz¢ bioinformatyczna wynikéw sekwencjonowania, do
analizy efektow dziatania promieniowania jonizujacego gamma zaadaptowano technike low-
coverage whole-genome sequencing (LC WGS) oraz analiz¢ copy number variation (CNV). W
pierwszym etapie, do analizy uzyto odmiang ‘Novaria’ (triploid AAA). Jest to odmiana, ktdra
w roku 1995 zostata wyprowadzona w procesie mutagenezy indukowanej z zastosowaniem
promieniowania jonizujacego gamma i jak dotad stanowi jedyng komercyjng odmiang banana
bedaca mutantem. Cechy ulepszone, jakie charakteryzuja ‘Novari¢’ to wczesne dojrzewanie
oraz lepsza jako$¢ owocow.

W wyniku analizy LC WGS wykryto 10 duzych delecji genomowych wielkosci od 0,3 do
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3,8 milionow par zasad (Mbs). Badanie ontologii genow regionéw zmutowanych wykazato
szereg genOw dotknietych zmiang liczby kopii z 3 do 2 (ze stanu triploidalnego do
diploidalnego). Wykazano, ze 189 genow stracito jedng kopie. Geny te zaangazowane sg w
rozne procesy, takie jak: ekspresja genéw, biogeneza komorkowa, fosforylacja biatek, wigzanie
biatek i DNA oraz sktadniki blonowe. Walidacji zmian dokonano przy zastosowaniu metody
ilosciowego PCR.

Na podstawie wynikdw, jakie uzyskano dla oficjalnie zarejestrowanej odmiany
mutacyjnej banana ‘Novaria’, analizy LC WGS wykonano takze dla podgrupy gamma-
mutantow wchodzacych w sktad nowo przygotowanej populacji mutacyjnej. Mutacje delecyjne
zidentyfikowano dla 70% linii mutantow wygenerowanych w drodze mutagenezy fizycznej
przy zastosowaniu dawki 20 Gy oraz 60% linii, dla dawki 40 Gy. Wynik ten wskazuje na duza
skuteczno$¢ procesu indukcji mutacji przy zastosowaniu promieniowania gamma.

W celu weryfikacji mojej teorii wyjasniajacej zachowanie si¢ komorek
merystematycznych po potraktowaniu czynnikiem mutagennym, dwa klony jednego z
mutantow poddano sekwencjonowaniu (LC WGS) 1 wykazano obecnos¢ 18 delecji wielkosci
okoto 20,5 Mbp w obydwu zanalizowanych osobnikach.

W ramach wspotpracy z dr. Chih-Ping Chao, blisko 600 osobnikow reprezentujacych dwie
populacje mutacyjne (podgrupe wygenerowang przy zastosowaniu EMS jak i druga,
wygenerowang przy zastosowaniu mutagenu fizycznego) wystano do Taiwanu w celu
identyfikacji poziomow odpornosci banana na stres biotyczny z wykorzystaniem Foc TR4.
Analiz¢ fenotypowa przeprowadzono w warunkach ex vitro w specjalnie do tego celu
przystosowanych szklarniach speiniajacych warunki kwarantanny. Sposréd materiatu jaki
zostat poddany analizom, 23 linie mutantéw nie wykazaty symptomow infekcji. Jedynie cztery
procent sposrod 23 linii mutantéw stanowily mutanty pochodzace z mutagenezy chemicznej,
pozostate natomiast byty mutantami wytworzonymi przy zastosowaniu mutagenu fizycznego.

W wyniku wieloletniej pracy nad bananem wykazatam, Ze techniki indukcji mutacji przy
zastosowaniu mutagendéw fizycznych i chemicznych sa wysoce skuteczne we wprowadzaniu
nowej zmienno$ci genetycznej w materiale rozmnazanym wegetatywnie. Wynik, Kktory
uzyskano w badaniach na populacji wyzej opisanej sugeruje, ze odporno$¢ na Foc TR4 mozna
zwigkszy¢ stosujac mutagenez¢ indukowang. Interesujagcym zagadnieniem jest roznica
pomiedzy liczbg mutantow niewykazujagcych symptomow infekcji  Foc  TR4,
wyprodukowanych przy zastosowaniu mutagenu chemicznego (EMS) i fizycznego
(promieniowanie gamma). EMS indukuje tylko zmiany pojedynczych nukleotyddw stanowigce
mutacje ciche lub zmiany sensu, co u triploidalnego banana moze nie dawaé skutkow
fenotypowych. Natomiast promieniowanie jonizujace generuje glownie delecje, co moze
usuwa¢ wigksze fragmenty genomu. Delecja niekorzystnego allelu moze da¢ mozliwos¢
ujawnienia si¢ pozostatych alleli w danym locus, np. jak w danym przypadku, odpowiadajgce
za odpornos$$ na t¢ rase. Dlatego w trakcie przeprowadzania testu odpowiedzi na Foc TR4,
wigksza liczba mutantow z populacji napromieniowanej wykazata odporno$¢ na Foc TR4. Jak
zaobserwowano w przypadku mutacyjnej odmiany ‘Novaria’, delecja miliondw par zasad
objeta ponad 100 gendw powodujac drastyczny wptyw na ekspresje gendw 1 w efekcie wigksze
spektrum konsekwencji fenotypowych.
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Identyfikacja naturalnej zmiennosci genetycznej roslin waznych ekonomicznie przy
zastosowaniu metod molekularnych (Maghuly et al., 2015).

Zagadnienie zmiennosci naturalnej znajdowato si¢ w centrum moich zainteresowan od
poczatku kariery naukowej. Pracujac w dziedzinie mutagenezy indukowanej, wiedza na temat
poziomu zmiennos$ci naturalnej jest krytyczna i dlatego poziom tej zmiennosci powinien by¢
oszacowany dla kazdego organizmu przed przystapieniem do program mutagenezy.

Gléwnym celem genetycznej poprawy jatrofy jest wyprodukowanie nowych odmian

charakteryzujacych sie¢ wysoka wydajno$cig nasion, wysoka zawartoscia oleju i niskg ilo$cig
toksyn. Aby przyczyni¢ si¢ do procesu poprawy wydajnosci nasion, identyfikacja naturalnej
zmienno$ci genéw odpowiedzialnych za te cechy jest wazna. W tym celu przeprowadzono
badania z wykorzystaniem metody ECOTILLING w kierunku analizy naturalnej zmiennoS$ci
populacji sktadajacej si¢ z 907 osobnikéw jatrofy. Analizy oparto na sekwencjach 12 genéw
kodujacych takie cechy jak produkcja oleju, produkcja toksyn, a takze rozwoj nasion. Poniewaz
single nucleotide polymorphism (SNP) w regionach kodujacych sa na ogoét rzadsze niz w
regionie niekodujacym, w trakcie planowania par starteréw zastosowano kombinacj¢ regionéw
kodujacych i niekodujacych, co miato na celu zwigkszenie liczby zidentyfikowanych SNP.
Wsrod roznych strategii  grupowania pojedynczych probek, DNA osobnikéw jatrofy
zgrupowano w pulach zawierajacych 8 DNA. Pulowanie tej wielkosci pozwolito na tatwg
detekcje SNP. W trakcie analizy wykazano, ze liczba polimorficznych SNP byta dla badanych
osobnikow bardzo niska, jednak ECOTILLING pozwolit na rozdzielenie osobnikow
pochodzacych z Meksyku od innych jatrof, jak rowniez na oddzielenie grupy zawierajacej
osobniki toksyczne od nietoksycznych. Co ciekawe, wysoka zmienno$¢ wykazano jedynie w
genie kodujacym kurcyne (biatko podobne do rycyny).
Wyniki badan EcoTILLING wskazaty, ze jatrofa charakteryzuje si¢ bardzo niska zmiennoscia
genetyczng. W zwigzku z tym, mutageneza indukowana zwiekszajaca zmienno$¢ wydaje si¢
by¢ najlepszym rozwigzaniem dla programéw hodowlanych wymagajacych dostgpnosci
réznorodnosci genetycznej. Dalsze badania w zakresie indukowania nowej zmiennosci
zainicjowano przy zastosowaniu materiatu jatrofy w warunkach in vitro. Populacj¢ mutantow
liczacg 1200 osobnikdéw wykorzystano do analizy poziomu zmienno$ci indukowanej. Analizg
wykonano przy zastosowaniu metody TILLING by Sequencing (TbS). Bioinformatyczne
analizy wykazaly wysoka liczb¢ indukowanych zmian. Wyniki sa obecnie walidowane.

Poza wyzej opisanymi pracami badawczymi, w sktad mojego Osiggni¢cia wchodzg dwie prace
przegladowe, Jankowicz-Cieslak et al., 2015 oraz Till et al., 2018, ktdre w sposob bardzo
wyrazny demonstruja ewolucj¢ metodyki detekcji mutacji w ostatnich latach, oraz dyskutuja
potencjat jaki niesie ze soba technika sekwencjonowania nowej generacji.

Najwazniejsze osiagniecia metodyczne, poznawcze i aplikacyjne zaprezentowanych
badan:

a. Opracowanie metod mutagenezy chemicznej i fizycznej materialu roslinnego w
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warunkach in vitro dla roslin rozmnazanych wegetatywnie i wieloletnich.

b. Wykazanie, ze, zastosowanie mutagenu chemicznego EMS indukuje w genomie banana
mutacje genowe typu substucji G/C do A/T z wysoka cze¢stotliwoscig. Powstale sektory
chimeralne moga by¢ szybko rozwigzane w drodze mechanizmu selekcji
wewnatrzsomatycznej. Ponadto wykazano, ze indukowane mutacje punktowe sg stabilnie
dziedziczone w liniach rodzenstwa przez wiele wegetatywnych pokolen.

c. Ustalenie, ze chimeralno$¢ powstala w wyniku mutagenezy in vitro zanika juz w trakcie
pierwszego cyklu mikropropagacji zmutowanego materiatu, na skutek dzialania
mechanizmu selekcji wewnatrzsomatyczne;.

d. Wykazanie, ze mutanty banana zidentyfikowane w ramach opracowanych protokotow
forward genetics, charakteryzuja si¢ fenotypowymi roznicami, co $wiadczy o
efektywnosci procesu mutagenezy.

e. Wykazanie, ze mutageneza fizyczna powoduje duze delecje o wiclogenowym efekcie,
ktére sg stabilnie klonowane przez wiele pokolen wegetatywnego rozmnazania. Delecje
te majg wptyw na zmienno$¢ liczby kopii alleli w triploidalnym genomie.

f. Opracowanie metody LC WGS z wykorzystowaniem technologii NGS, umozliwiajacej
detekcje duzych delecji genomowych u triploidalnego banana.

3. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych.
3.1. Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora.

Studia rozpoczetam w 1995 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. Na czwartym roku studiow rozpocze¢tam praktyki w Pracowni
Genetyki Molekularnej i Wirusologii przygotowujace do wykonania pracy magisterskiej. Jej
cze¢$¢ doswiadczalng rozpoczetam w pazdzierniku 1999 roku pod kierunkiem dr hab.
Magdaleny Kosz-Vnenchak. Celem moich doswiadczen byto opracowanie techniki in situ PCR
oraz zastosowanie jej w diagnostyce wirusa opryszczki typu 1. Dodatkowo, rozpoczetam
badania nad optymalizacja metody in situ RT-PCR, ktore byty kontynuowane przez kolejnych
magistrantdw. Prac¢ magisterskg pt. "Zastosowanie metody in situ PCR do badania latencji
wirusa opryszczki typu 1" obronitam 9 czerwca 2000 roku uzyskujgc tym samym tytut magistra
w zakresie specjalnosci biologia molekularna.

We wrzesniu 2000 r. rozpoczetam staz naukowy w Zakladzie Systematyki Roslin
Wyzszych i Ewolucji Instytutu Botaniki Uniwersytetu Wiedenskiego. W trakcie stazu zostatam
zatrudnienia w charakterze pracownika naukowego (asystenta) w projekcie badawczym
prowadzonym przez prof. Samuel. Po odbyciu szkolenia z zakresu metodyki AFLP
prowadzitam samodzielnie badania dotyczace analizy filogenetyczne;j
potudniowoamerykanskich gatunkow Hypochaeris (Asteraceae), a w pozniejszym okresie
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takze gatunku Hepatica maxima (Ranunculaceae). Wyniki tych badan zostaly przedstawione w
postaci monografii [Al.1l], artykulu w czasopismie z listy filadelfijskiej [A.1] oraz
zaprezentowane na konferencji [C1.1].

Rozwijajac swoje zainteresowania naukowe we wrzesniu 2001 roku rozpoczgtam badania
w kierunku pracy doktorskiej w Austriackim Centrum Naukowym w Seibersdorfie. Temat
mojej rozprawy doktorskiej zostat sformutowany jako: ,, Identification of adaptation specific
differences in the mRNA expression profile of drought stressed sweet potato (Ipomea batatas)".
Moja praca doktorska dotyczyta konstrukcji mikromacierzy cDNA do celow analizy ekspresji
gendw w odpowiedzi na stres suszy oraz przeprowadzenia takiego stresu u batata z
zastosowaniem do analiz opracowanych przeze mnie mikromacierzy [A.2 1 C1.2 - C1.6, C1.8
— C1.10]. Rozpraweg doktorskg przygotowang pod opieka dr Kornela Burga oraz opicka
uniwersytecka prof. dr. hab. Jerzego Kruka, obronitam na Wydziale Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie i uchwalg Rady Wydziatu z 28
pazdziernika 2011 uzyskatam dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii.

W migdzyczasie, po zakonczeniu pracy nad czgscig doswiadczalng mojego doktoratu oraz
po uptywie trzyletniego kontraktu badawczego na wykonanie badan doktorskich, z sukcesem
przesztam procedury aplikacyjne i1 rekrutacyjne i w pazdzierniku 2004 roku rozpoczetam prace
w Miedzynarodowej Agencji Energii Atomowej (International Atomic Energy Agency - IAEA)
w grupie kierowanej przez dr. Chikelu Mba. Od poczatku zatrudnienia bratam udzial w
interdyscyplinarnych badaniach eksperymentalnych dotyczacych mutagenezy oraz majacych
na celu efektywng identyfikacje zmian wywotanych mutagenami. W trakcie mojej pracy
odegratam znaczacg role w tworzeniu i organizacji nowego laboratorium naukowo-badawczego
w zakresie wspotczesnych technik biologii molekularnej, laboratorium odwrotnej genetyki
(reverse genetics) oraz laboratorium sekwencjonowania nowej generacji (next generation
sequencing, NGS). Od poczatku zatrudnienia bratam takze udziat w modernizacji innych
laboratoriow nalezacych do Plant Breeding and Genetics Laboratory, we wprowadzaniu
innowacyjnych rozwigzan w sferze eksperymentalnej a takze w przeprowadzaniu szkolen
indywidualnych oraz kursow grupowych. Przed moim zatrudnieniem zesp6t dr. Mba zajmowat
si¢ glownie badaniami z =zakresu fenotypowania mutantéw oraz aplikacji markeréw
molekularnych takich jak AFLP lub RAPD do szacowania poziomu zmiennosci indukowanych.
Metody te byty nieefektywne i nie spetniaty swojej roli w zakresie okreslania zmiennosci
indukowanej. Pragne doda¢, ze od poczatku mojego zatrudnienia do roku 2007 bytam jedynym
biologiem molekularnym w grupie. W tym tez okresie znaczaco ukierunkowatam badania
wykonywane w zespole Plant Breeding and Genetics Laboratory.

Od 2004 roku, moja praca naukowa skupiala si¢ na roslinach rozmnazanych
wegetatywnie. Do 2011 roku zespot Plant Breeding and Genetics pracowal wytacznie na trzech
gatunkach: bananie (Musa acuminata), manioku (Manihot esculenta) oraz ryzu (Oryza sativa),
ktore stanowity materiat stosowany do opracowywania nowych technik oraz do prowadzenia
badan interdyscyplinarnych. Od poczatku moje zainteresowania naukowe skupity si¢ na
bananie. Ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter moich badan, miatam mozliwos¢
Znacznego poszerzenia wiedzy oraz do$wiadczenia praktycznego o nowe dziedziny biologii 1
biotechnologii. Migdzy innymi opanowatam technike zaktadania i prowadzenia kultur in vitro,
ktore staly si¢ jedng z wazniejszych metod stosowanych w moich dalszych badaniach.
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Pracujac w zespole dr. Mba bytam tez nadal $cisle zwigzana z interesujaca mnie od czasu
pracy nad doktoratem tematyka stresu suszy. W tym okresie nawigzalam wspotprace z prof.
Marcinem Rapaczem, ktorej celem byta analiza fenotypowa banana w odpowiedzi na stres
suszy. Projekt ten byl finansowany ze $rodkéw wewnetrznych Migdzynarodowej Agencji
Energii Atomowej i czg¢éciowo stanowil rowniez temat pracy magisterskiej dr Marty
Brozynskie;j.

Celem badawczym tego projektu byta obserwacja odpowiedzi fizjologicznych na warunki
suszy glebowej zestawu 37 genotypdw banana (Musa sp.) stosowanych na catym $§wiecie, jako
odmiany referencyjne w genomice oraz doskonaleniu genetycznym tych roslin. Jednoczesnie
chciano ustali¢, czy posrod badanych odmian istnieje zréznicowanie odpornosci na susz¢ w
oparciu o jej wplyw na procesy regulujagce uwodnienie tkanek, wymiane gazowa,
fotochemiczng aktywnos¢ fotosystemu Il oraz zrdznicowanie izotopow wegla. W trakcie
badan wykazano, ze odmiany bananowca charakteryzuja si¢ bardzo zréznicowanymi
fizjologicznymi reakcjami na susz¢ glebowa. Mimo ostrego stresu wodnego bananowce
odznaczaja si¢ wysokim stanem wzglednego turgoru w li§ciach. Bananowiec jest bardzo
wrazliwy nawet na mate niedobory wody w glebie i juz przy 80% polowej pojemnosci wodnej
wykazuje ograniczenia parametrow wymiany gazowej. U bananowcow, tak jak u wiekszosci
ro$lin C3, zroéznicowanie izotopow wegla oscyluje wokot wartosci 20%. Wyniki analiz
zrdznicowania izotopéw wegla wskazuja na mozliwos¢ zwickszania intensywnosci
karboksylacji do PEP w warunkach suszy u cze$ci genotypow bananowca. Najistotniejszym
wynikiem tych badan bylo wykazanie braku udzialu genomu B bananowca w zwigkszonej
odpornosci na warunki suszy glebowej. Wyniki z tej pracy przedstawiono na konferencjach
naukowych w formie plakatu oraz wystgpien [C1.13, C1.18, C1.23, C1.26, C1.29, C2.3,
C2.17, C2.18, C2.218].

Kolejnym zagadnieniem, nad ktérym zaczetam pracowac przed uzyskaniem tytutu doktora
byla analiza naturalnej zmiennosci wyzej oméwionych genotypow banana przy zastosowaniu
techniki ECOTILLING, ktorg zaadaptowano dla potrzeb identyfikacji zmiennosci naturalnej
wystepujace] wsrdod odmian o roznej ploidalnosci. Dla oceny zalezno$ci pomigedzy odmianami
banana wykonano ocen¢ poziomu heterozygotycznego polimorfizmu. Nastgpnie zgrupowano
materiat badany w bloki haplotypu, ktore wykazaly wysoki poziom r6znorodnosci nukleotydow
w badanym materiale. Przeanalizowano 14 genéw dla 80 odmian banana. Wykryto ponad 6000
polimorficznych zmian przedstawiajacych 870 unikatowych alleli. Odkryte SNPs poddano
walidacji przy zastosowaniu sekwencjonowania Sangera. W przeanalizowanych sekwencjach
wykazano obecnos¢ jedynie SNPs. Nie zaobserwowano ani InDels (insertions and deletions),
ani powtorzen satelitarnych. W trakcie walidacji pojedyczych SNPs, zidentyfikowano dwa,
ktore mogg by¢ szkodliwe dla funkcji genu zwigzanego z procesem fototropizmu. Wyniki tych
badan zaprezentowano w [A.3] oraz w trakcie wystgpien konferencyjnych [C1.11, C1.15].

4. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych po doktoracie.

Poza przedstawionym cyklem publikacji powigzanych tematycznie, mdj dorobek obejmuje inne
badania, z ktérych najbardziej istotne opisuj¢ ponizej.

4.1. Mapowanie zmian wywolanych w genomie ryzu przez mutageneze promieniowaniem
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gammai X.

W trakcie realizacji projektu IJAEA D2.40.12 pt “Enhancing the Efficiency of Induced
Mutagenesis through an Integrated Biotechnology Pipeline” rozpoczetam badania naukowe na
ryzu. Celem moich badan byto utworzenie kolekcji mutantéw oraz wyprowadzenie nowych
linii dla analiz przy zastosowaniu techniki ,,forward genetics”. Populacje mutantow
wytworzylam stosujac mutageny fizyczne: promieniowanie jonizujace gamma oraz X. W
poczatkowej fazie, celem moich badan byto opracowanie metod efektywnego fenotypowania
mutantow i szybkiej selekcji nowych linii. W efekcie, opracowatam niedestruktywng technike
fenotypowania, Near Infrared Reflectance Spectroscopy (NIRS), ktora opisano w rozdziale
monografii [B3.4] oraz w publikacji pokonferencyjnej [B5.2]. Przez zintegrowanie metod
mutagenezy, analizy morfologicznej mutantow, jako$ciowej 1 ilosciowej techniki NIRS jak
réwniez metod analizy metabolomu oraz proteomu udato mi si¢ wyselekcjonowaé¢ 11 nowych
linii mutantéw ryzu scharakteryzowanych miedzy innymi pod katem zmienionych cech jakosci
ziarna. W celu dalszej charakterystyki podtoza zmian fenotypowych, mutanty ryzu zostaty
zsekwencjonowane przy zastosowaniu sekwencjonowania nowej generacji. Wzigwszy pod
uwage, ze promieniowanie gamma moze powodowac szersze spektrum zmian niz mutageneza
chemiczna, analizy bioinformatyczne skupitam na metodach pozwalajacych na identyfikacje
wszelkiego rodzaju mutacji. Niestety, narzedzia bioinformatyczne, pozwalajace na tego typu
analizy, sa wcigz ograniczone dla roslin. Jest to prawdopodobnie wynikiem tego, ze wickszo$¢
naukowcow stosujacych NGS skupia si¢ przede wszystkim na identyfikacji zmian punktowych.
W moich badaniach podj¢tam trudne zadanie okreslenia catkowitego spektrum zmian. W
trakcie analiz bioinformatycznych wykazano obecno$¢ zard6wno zmian strukturalnych, jak i
mutacji punktowych. Ponad 80% mutacji punktowych oraz matych InDels zlokalizowano w
regionach miedzygenowych natomiast jedynie 0,1% (SNPs) oraz 2% (InDels) w genach. Przez
analiz¢ mozliwych konsekwencji mutacji na funkcje genow wykazano, ze wiele zmian moze
leze¢ u podstaw zaobserwowanych cech widocznych w mutantach ryzu. Jednym z
wazniejszych wnioskow moich badan jest stwierdzenie, ze zardbwno promieniowanie gamma
jak i X indukuja podobne spektra i czgstotliwosci zmian, przewaznie SNPs oraz mate InDels.
Najbardziej interesujgcym wynikiem, ktory uzyskatam w trakcie tych badan, jest funkcjonalna
analiza duzych delecji wykazujaca, ponad 90% tych regionéw jest podobnych do regionéw
transpozondéw w genomie referencyjnym. Wyniki moich badan przedstawitam na wielu
konferencjach [C2.10, C2.13, C2.19, C2.42, C2.44], jestem tez w trakcie przygotowywania na
ich temat publikacji.

4.2. Sekwencjonowanie genomu zaawansowanych linii mutantéw pomidora odpornych na
stres cieplny.

Pracg na pomidorze (Lycopersico esculentum L.) rozpoczgtam w okresie wspotkierowania
projektem rozwojowym IAEA numer MAR5018 ,Improvement of Banana and Tomato
Varieties through the Use of Nuclear techniques for Mutation Induction and Biotechnology ”
na Mauritiusie, w ramach ktérego sprawowatam opieke naukowsg stazu mgr Binity Saraye
(Agricultural Research and Extension Unit, Mauritius), zajmujacej si¢ wdrazaniem programu
mutagenezy do programéw hodowlanych pomidora. Pomidor jest jedng z najwazniejszych
ro$lin uzytkowych na Mauritiusie, jest takze bardzo waznym komponentem kultury ludnos$ci
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zamieszkujacej te¢ wyspe. Na Mauritiusie sg uprawiane trzy typy pomidora, a mianowicie,
satatowy, koktajlowy oraz uzytkowany w kuchni. Pomidor satatowy oraz koktajlowy jest
uprawiany w uprawach hydroponicznych, natomiast trzeci typ, wytgcznie na otwartych polach,
CO Sprawia, ze uprawa jego jest narazona na zmienne warunki klimatyczne, w tym stres cieplny.
W ramach programu rozwojowego MARS5018, z zastosowaniem indukcji zmiennosci
genetycznej promieniowaniem gamma, zostalo wytworzonych ponad 3000 mutantow i w
kolejnych pokoleniach poddano je selekcji w oparciu o cechy agronomiczne. W wyniku selekcji
wyizolowano 150 linii mutantow pomidora, ktore przeznaczono do oceny tolerancji na sters
cieplny. Stres cieplny wykonano na siewkach i na roslinach znajdujacych si¢ w fazie kwitnienia.
W trakcie trwania stresu wykonano pomiary fizjologiczne oraz morfologiczne. W wyniku tych
badan wyizolowano dwa mutanty L5P12 oraz L25P10 wykazujace znaczng odpornosc¢ na stres
cieplny, ktorych genomy poddano pelnym analizom molekularnym. Do analizy
bioinformatycznej sekwencjonowania NGS wykorzystano zestaw metod, ktore zostaly
opracowane w wyzej omowionych badaniach na ryzu. Zmiany zaobserwowane w genomie
mutantéw pomidora to: warianty strukturalne, delecje, duplikacje oraz inwersje, a takze i
zmiany punktowe i mate InDels. Wykazano, ze mutant L25P10 charakteryzowat si¢ dwukrotnie
wyzsza liczba mutacji w poréwnaniu do L5P12. Przeprowadzono krzyzowania mi¢dzy liniami
rodzicielskimi i mutantami w celu identyfikacji mutacji odpowiedzialnych za zaobserwowane
zmiany agronomiczne. Wyniki tych badan zostaly zaprezentowane na konferencjach
miedzynarodowych [C2.22, C2.23, C2.26, C2.35, C2.37, C2.43].

4.3. Efekt promieniowania jonizujgcego na wernalizacje, wzrost i rozwoj pszenicy ozimej.

W ramach wspolpracy z dr hab. llong Czyczylo-Mysza z Instytutu Fizjologii Roslin,
Polskiej Akademii Nauk wykonano badania dotyczace stymulacji rozwoju generatywnego
pszenicy o0zimej przy pomocy promieniowania jonizujacego gamma. Celem do$wiadczenia
byto zbadanie czy napromieniowanie zmieni wymagania wernalizacyjne roslin. W tym celu
suche ziarniaki pszenicy ozimej ‘Kobra’ zostaly napromieniowane dawka 300 Gy
promieniowania emitowanego przez bombe kobaltowa. Zaobserwowano, ze napromieniowanie
suchych ziarniakow spowolnitlo wzrost i rozwdj roslin wyprowadzonych z tych nasion,
niezaleznie od tego czy temperatura wegetacji indukowata kwitnienie. Nie udato si¢ jednak
zastagpi¢ wernalizacji ani przyspieszy¢ kwitnienia ros§lin po napromieniowaniu ziarniakOow.
Wyniki tych badan opisano w publikacji [B.1].

4.4. Adaptacja metod low-cost ECOTILLING i TILLING do badania zmiennoS$ci
naturalnej oraz indukowanej.

W trakcie opieki naukowej i pracy z wieloma naukowcami odwiedzajagcymi Plant
Breeding and Genetics Laboratory w ramach projektow finansowanych przez Dziat
Wspotpracy Technicznej IAEA (Technical Cooperation Department), napotkalam wiele
trudnosci zwigzanych z transferem metod, ktore opracowywatam, do laboratoriow krajow
rozwijajacych si¢. Wynikalo to glownie z braku potrzebnej infrastruktury oraz z powodu
limitowanego finansowania badan naukowych w tychze laboratoriach. Dlatego rozpoczetam
badania nad opracowaniem metod, ktoére wczesniej zaadaptowatam dla roslin rozmnazanych
wegetatywnie, do celow aplikacyjnych z zastosowaniem tak zwanej opcji ,,low-cost”. W
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swoich badaniach skupitam si¢ gtownie na metodyce umozliwiajacej badanie zmiennosSci
naturalnej oraz indukowanej. Ze wzgledu na wczesniejsze doswiadczenie i zainteresowania,
materiatem wykorzystanym do tych badan byta populacja banana. Pochodzita ona z Mauritiusa,
a w jej sktad wchodzily odmiany, ktére znane sg jedynie pod ich lokalng nazwa i sg bardzo
cenione ze wzgledu na smak. Opierajac si¢ jedynie na opisie morfologii tych odmian, wydawaty
si¢ one naleze¢ do gtéwnych grup banandéw: grupy ,,Mamoul” charakteryzujacej si¢ zo6tta
woskowg skorka 1 migkka konsystencja lub grupy ,,Gingeli”, z btyszczaca kanarkowo-z6ttg
skorka o stodko zakwaszonym smaku 1 suchej teksturze dojrzalego owocu. Okreslenie
przynaleznos$ci grupowej jest bardzo istotne nie tyle ze wzgledow poznawczych, co
aplikacyjnych. Historyczne wzmianki opisujgce te odmiany nie zgadzaty si¢ jednak z cechami
fenotypowymi.

W celu zidentyfikowania doktadnej przynalezno$ci lokalnych odmian, okreslono poziom

ploidalnosci wybranych banandéw oraz wykonano molekularne analizy na 48 odmianach (20
lokalnych i 28 o znanej przynaleznosci grupowej) poprzez zastosowanie low-cost agarose gel-
based Ecotilling. We wczeséniejszych badaniach wykazano, ze banan charakteryzuje si¢ wysoka
heterozygotycznos$cig i1 z tego wzgledu mozna byto zatozy¢, ze jedynie system LI-COR oparty
na zelach poliakrylamidowych zapewni odpowiednig rozdzielczo$¢, pozwalajaca na analize
naturalnego polimorfizmu z wykorzystaniem metody Ecotilling. Nalezy podkresli¢, ze system
Li-COR wymaga stosowania znakowanych starteréw, co ogranicza jego wykorzystanie w
krajach rozwijajacych si¢. Po opracowaniu odpowiednich proporcji reakcji PCR i enzymu
tngcego heterodupleksy oraz stezen zeli agarozowych, uzyskano bardzo wyrazny rozdziat
prazkow. Silne polimorfizmy zostaty wykryte na wszystkich poziomach ploidalno$ci badanego
materiatu. Analizie poddano 10 gendw, ktore umozliwity poréwnanie podobienstwa lokalnych
odmian do odmian referencyjnych . Odmiany z grupy Mamoul znalazty si¢ blisko osobnikow
Pisang Awak (ABB), podczas gdy Gingeli okazaty si¢ podobne do osobnikow Silk (AAB).
Badania te ustality réznorodno$¢ genetyczng wsrdod odmian banandéw typu deserowego
uprawianych na wyspie Mauritius oraz pozwolity na okreslenie przynalezno$ci na poziomie
grupy, a przede wszystkim podgrupy. Przy zastosowaniu techniki low-cost udato si¢ tez
zidentyfikowa¢ warianty somaklonalne. Omowione wyniki zaprezentowano w publikacji
[B1.2] oraz na konferencjach [C2.2, C2.15, C2.20, C2.21]. Dzi¢ki opracowaniu techniki low-
cost Ecotilling i zastosowaniu jej do analizy lokalnych odmian banana pochodzacych z wyspy
Mauritius wykazano, ze mozna jg z powodzeniem stosowa¢ do wykrywania naturalnego
polimorfizmu nawet w przypadku gatunkoéw o ztozonych polipoidalnych genomach, takich jak
banan.
We wspotpracy z mgr Babitg Jhurree-Dussoruth (Agricultural Research and Extension Unit,
Mauritius) wykonatam rowniez test pilotazowy, w ktorym wyzej opisana technika zostata
zastosowana dla populacji 89 mutantow bananow odmiany Gingeli [D2.38]. Metoda okazata
si¢ by¢ skuteczna i niezawodna, moze wigc by¢ stosowana w krajach rozwijajacych si¢ z
ograniczonymi mozliwosciami wykonywania badan molekularnych. Jest to takze istotne w
przypadku prac na populacjach mutantéw.

4.5. Opracowywanie protokolow oraz metod detekcji mutacji.

Opracowanie metod efektywnej indukcji oraz detekcji mutacji nalezy do zadan IAEA, a w
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zwigzku z tym tez Plant Breeding and Genetics Laboratory. Transfer wiedzy do krajow
rozwijajacych sie jest najbardziej efektywny poprzez kursy oraz indywidualne szkolenia w
ktorych bior¢ aktywny udziat jako szkoleniowiec/wyktadowca. Dla tych potrzeb, wraz z
wspotpracownikami - Plant  Breeding and Genetics Laboratory jak 1 w ramach
migdzynarodowego projektu ,, Enhancing the efficiency of induced mutagenesis through an
integrated  biotechnology pipeline” (D2.40.12), opracowatam szereg protokotow
pozwalajacych na aplikacje metod indukcji i detekcji mutacji w jednostkach naukowych
zajmujacych sie tg tematyka. Zostaty one opublikowane w formie artykutow i publikacji
pokonferencyjnych [B1.1, B5.1], rozdziatéw monografii [B3.1, B3.2], monografii [B2.1, B2.2]
oraz dla projektu D2.40.12 w formie edytowanej ksigzki [B4.1] w ktorej jestem wspotautorem
szeregu protokotéw nie wchodzacych w sktad osiggniecia [B3.4-B3.8].

Zagadnienia indukowanej zmienno$ci genetycznej, zastosowania strategii TILLING oraz
nowych metod sekwencjonowania do identyfikacji gendéw zostaly opisane w szeregu
rozdziatdéw monografii, Ktore obejmujg aspekty teoretyczne i aplikacyjne [A.4, B.2, B3.3, B3.9,
B3.10].

6. Udzial w miedzynarodowych i krajowych projektach badawczych.

6.1 Projekty badawcze realizowane przed uzyskaniem stopnia doktora:

e 2003-2009; ,Effects of mutagenic agents on the DNA sequence in plants” (D2.40.11);
instytucja finansujaca - International Atomic Energy Agency (IAEA) w Wiedniu;
wykonawca.

e 2005-2010; ,,Molecular tools for quality improvement in vegetatively propagated crops
including banana and cassava,, (D2.30.27); instytucja finansujaca - International
Atomic Energy Agency (IAEA) w Wiedniu; gtowny wykonawca.

o 2009-2011; ,,Lokalizacja loci genow warunkujgcych cechy ilosciowe (QTL) zwigzane z
odpornosciq pszenicy na susze z wykorzystaniem mapy markerow i populacji linii
podwojonych haploidow w korelacji ze wskaznikami fizjologicznymi” (479/N-
COST/2009/0); akcja COST FA0604 (TRITIGEN); wykonawca.

6.2 Projekty badawcze realizowane po uzyskaniu stopnia doktora:

e 2009-2014; ,,Enhancing the efficiency of induced mutagenesis through an integrated
biotechnology pipeline” (D2.40.12); instytucja finansujgca - International Atomic
Energy Agency (IAEA) w Wiedniu; gléwny wykonawca.

e 2011-2014; “SNPs discovery for targeted genotyping in Jatropha curcas”(P 23836-
B16); Fonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung (FWF); glowny
wykonawca.
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e 2015-2020; “Efficient screening techniques to identify mutants with disease resistance
for coffee and banana” (D2.20.05); instytucja finansujgca - International Atomic Energy
Agency (IAEA) w Wiedniu; gtowny wykonawca.

7. Wspolpraca miedzynarodowa i krajowa.

Dr hab. inz. llona Czyczylo-Mysza, Instytut Fizjologii Roslin imienia Franciszka Gorskiego,
Polska Akademia Nauk, Krakow, Polska; 2007 — 2011.

Wspolprace nawigzang W celu zbadania wptywu promieniowana jonizujgcego na wymagania
wernalizacyjne odmiany ozimej pszenicy [B.1] kontynuowano w ramach projektu numer
479/N-COST/2009/0 ,, Lokalizacja loci genow warunkujgcych cechy ilosciowe (QTL) zwigzane
z odpornoscig roslin pszenicy na susze z wykorzystaniem mapy markerow i populacji linii
podwojonych haploidow w korelacji ze wskaznikami fizjologicznymi”.

Prof. dr hab. inz. Marcin Rapacz, Wydzial Rolniczo-Ekonomiczny, Uniwersytet Rolniczy,
Krakow, Polska; 2008 — 2012.

Wspotpraca zostala nawigzana w celu opracowania metody fenotypowania odpowiedzi
bananéw na stres suszy. Wyniki badan zostaly przedstawione w wystgpieniach
konferencyjnych [C1.13, C1.23, C1.26, C2.3, C2.17, C2.18]. W ramach tego tematu powstata
praca magisterska Pani Marty Brozynskiej, pod tytutem: ,.Zrdznicowanie fizjologicznych
reakcji na susze glebowg wybranych odmian bananowca (Musa sp.)”.

Dr Kornel Burg, dr Silvia Fluch, Austrian Institute of Technology, Tulln, Austria; 2010 — 2013.
Wspotpraca dotyczyta analizy ekspresji genéw w trakcie odpowiedzi banana na stres suszy
[C2.17, C2.18]. Badania w ramach tej wspotpracy byly kontynuacja dziatan badawczych
wykonanych w ramach projektu D2.30.27 ,,Molecular tools for quality improvement in
vegetatively propagated crops including banana and cassava .

Dr Theresa Scharl, University of Natural Resources and Applied Life Sciences, Vienna
(BOKU), Austria; 2010-2013.

Nawigzana wspolpraca dotyczylta analizy statystycznej wynikow pochodzacych z wykonanych
pomiardw fizjologicznych odpowiedzi banana na stres suszy [C2.3].

Dr Kamila Kozak-Stankiewicz, Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0. w
Straszkowie, Polska; 2010 — 2015.

Wspotpraca z dr Kozak-Stankiewicz rozpoczeta si¢ w okresie, gdy bytlam opiekunem
naukowym jej stazu w Plant Breeding and Genetics Laboratory w latach od 2010 do 2012. Praca
dr Kozak-Stankiewicz byta $cisle zintegrowana z moimi badaniami ukierunkowanymi na
wyprowadzenie i analize linii mutantow ryzu [C2.6, C2.10, B5.2]. Ponadto prowadzity$my
badania z zakresu jej zainteresowan naukowych, a mianowicie indukcje zmiennosci
genetycznej oraz adaptacji metod molekularnych do celow analizy zmienno$ci naturalne;
hbinu [A2.4, C1.24, C1.30, C1.31]. Po rozpoczeciu pracy dr Kozak-Stankiewicz w
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Kutnowskiej Hodowli Buraka Cukrowego nasza wspotpraca dotyczyta opracowania techniki
analizy molekularnej podwojonych haploidow (DH) wytworzonych metodg ginogenezy do
selekcji wartosciowych linii homozygotycznych buraka cukrowego.

Prof. Dipl.-Ing. Dr hab. Johann Vollmann, Division of Plant Breeding, University of Natural
Resources and Applied Life Sciences, Tulln, Austria; 2011 — 2017.

Wspolprace t¢ nawigzatam w ramach projektu D2.40.12 (Enhancing the Efficiency of Induced
Mutagenesis through an Integrated Biotechnology Pipeline). Podjete badania dotyczyty
opracowania ilo$ciowej i jako$ciowej metody NIRS o charakterze niedestruktywnym dla oceny
jakosci ziarna u mutantow ryzu. Zostala ona zastosowana do selekcji linii wykazujacych
zmienione warto$ci cech mierzonych w ziarnach (skrobia, proteiny, woda, mineraty). Wyniki
badan zostaly opublikowane mig¢dzy innymi w [B3.4, B5.2, C2.10, C2.13, C2.19].

Prof. dr hab. Wolfrma Weckwerth, University of Vienna, Dept for Molecular Systems Biology,
Vienna, Austria;2012-2016.
Podjeta wspotpraca dotyczyta analizy metabolomu ziarniakdbwa u wybranych linii ryzu jak

rowniez analizy metabolomu banana w odpowiedzi na stres suszy. Wyniki badan zostaty
przedstawione na konferencjach [C2.13, C2.19, C2.28].

Dr Sini Junttila, Turku Centre for Biotechnology, Turun yliopisto, Finland; od 2014 - nadal.
Wspotprace t¢ rozpoczetam w celu analizy danych sekwencjonowania DNA wygenerowanych
przez platform¢ HiSeq, miedzy innymi do opracowania schematu identyfikacji mutacji
punktowych oraz matych InDeli, jak réwniez opracowania jak najbardziej skutecznej
identyfikacji strukturalnych zmian w zmutowanym materiale. Prace prowadzono na materiale
ryzu oraz pomidora. We wspoélpracy z Dr Juntilla wykonatam tez bioinformatyczng analize
proteomu i metabolomu mutantéw ryzu. W planach naszej wspoipracy przeprowadzona zostata
tez analiza powigzan taczaca wyniki “omics” z wynikami uzyskanymi z sekwencjonowania
mutantow ryzu. Wyniki badan zostaty przedstawione w postaci plakatow [C2.42, C2.43] na
konferencji FAO/IAEA International Symposium on Plant Mutation Breeding and
Biotechnology, jedna publikacja jest w przygotowaniu.

Prof. Altus Viljoen, Department of Plant Pathology, Stellenbosch University, Private Bag XI,
Matieland, 7602, South Africa; od 2014 - nadal.

Wspolprace z prof. Viljoen zainicjowalam w ramach tworzenia sieci badawczej dotyczacej
przeciwdziatania rozprzestrzenianiu si¢ choroby banana zwanej Fusarium wilt, wywotanej
przez grzyba Fusarium oxysporum f. Tropical Race 4. sp. cubense (TR4). Od roku 2015
wspotpraca ta jest sformalizowana w ramach projektu numer IAEA D2.20.05 (Efficient
Screening Techniques to Identify Mutants with Disease Resistance for Coffee and Banana).
Moja dziatalno$¢ w ramach tej wspotpracy polega na indukcji zmiennosci genetycznej odmian
banana o szczegdlnej waznosci dla Afryki (Cavendish) oraz na molekularnej identyfikacji
mutacji. Dotychczasowe wyniki wspotpracy zostaty zaprezentowane na trzech konferencjach
mi¢dzynarodowych [C2.27, C2.31, C2.33] oraz beda opublikowane w rozdziale Jankowicz-
Cieslak et al. (accepted for publication in: Ingelbrecht, Jankuloski, Sivasankar (Eds), Section
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5 New Challenges and Technologies in Plant Genomics and Breeding Chapter 21) [D2.6].

Dr Chao Chih-Ping, Taiwan Banana Research Institute (TBRI) Pingtung, Taiwan; od 2014 -
nadal.

Wspdlpraca ta polega na prowadzeniu badan wstepnych majacych na celu wyselekcjonowanie
linii mutantow banana potencjalnie odpornych na Foc TR4. Jej pierwsze wyniki przedstawiono
na czterech konferencjach miedzynarodowych [C2.27, C2.31, C2.33, C2.41].

Prof. zw. dr hab. Iwona Szarejko, Katedra Genetyki, Uniwersytet S‘lqski, Katowice, Polska; od
2016 - nadal.

Nawigzana wspolpraca dotyczy analizy TbS populacji mutacyjnej jeczmienia. Wyniki badan
przedstawiono na jednej konferencji [C2.40] oraz zawarto je w publikacji bedacej w trakcie
odpowiedzi na recenzje w czasopismie G3: Genes, Genomes, Genetics, oraz zdeponowanej w
bazie bioRxiv [D2.5].

Priv.-Doz. Dr Fatemeh Maghuly, University of Natural Resources and Applied Life Sciences,
Vienna (BOKU), Austria; od 2006- nadal.

Wspotpraca ta dotyczy okre$lenia efektu dziatania mutagenu chemicznego i promieniowania
jonizujacego w komorkach jatrofy. W ramach tej wspotpracy bytam wykonawca w projekcie
IAEA numer P 23836- B16 ,,SNPs discovery for targeted genotyping in Jatropha curcas”,
2011-2014, gdzie opracowatam metodyke Ecotilling oraz wykonatam badania dla populacji
zebranej w ramach tego projektu. W kolejnych latach opracowatam tez metodyke TILLING i
obecnie nasza wspodlpraca jest kontynuowana w tym kierunku. We wspoétpracy z Priv.-Doz. Dr.
Fatemeh Maghuly od roku 2014 prowadze zaj¢cia dydaktyczne na Uniwersytecie BOKU
(University of Natural Resources and Life Sciences). Poza publikacjami wchodzacymi w skiad
osiagnigcia, wyniki badan uzyskanych w ramach wspoétpracy zostaty opublikowane w
publikacjach pokonferencyjnych [A2.1, A2.3], rozdziale monografii [B3.1] oraz przedstawione
na konferencjach [C1.19, C1.22, C2.1, C2.4, C2.5, C2.9, C2.16, C2.19, C2.36].

8. Obecnie realizowane badania i dalsze plany naukowe

Prowadzone przeze mnie obecnie prace s3 kontynuacja stosowania mutagenezy
indukowanej w hodowli banana. Badania prowadzone sg w opisanej powyzej wspolpracy z prof
Altusem Viljoenem ze Stellenbosch University, South Africa. Celem badan jest opracowanie
technik komodrkowych oraz metod mutagenezy chemicznej na zawiesinach komorek,
wyprowadzenie linii mutantdw odpornych na atak Fusarium oxysporum TR4 oraz analiza
genetyczna, molekularna i fizjologiczna mutantow. Analizy genetyczne bedg przeprowadzone
przy zastosowaniu technik sekwencjonowania nowej generacji i bedg réwniez obejmowaty
grupe mutantow banana wyselekcjonowana podczas opisanego powyzej eksperymentu
prowadzonego przez dr. Chih-Ping Chao z TBRI. W celu przeprowadzenia globalnej analizy
ekspresji genow u badanych mutantow planuje roéwniez wykonanie eksperymentu RNA-seq.
Tak kompleksowe analizy molekularne wyselekcjonowanych mutantow banana pozwola na
identyfikacje zmutowanych genéw odpowiedzialnych za wzrost odpornosci na atak Foc TR4.
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Planuj¢ réwniez rozbudowanie metodyki wykorzystywanej w analizie funkcjonalnej badanych
gendw, a mianowicie zastosowanie techniki CRISPR-Cas. We wspotpracy z prof. Viljoenem
planuje przeprowadzi¢ analizy majace na celu okre$lenie odpornosci na atak Fusarium
oxysporum TR4 i wysokosci plonowania mutantéw banana wyselekcjonowanych przez TBRI
w warunkach polowych. Testy te beda przeprowadzone w Mozambiku, gdzie prof. Viljoen ma
zapewniony dostep do plantacji zainfekowanych patogenem.

Oprocz kontynuacji badan na materiale rozmnazanym wytacznie wegetatywnie, moje
zainteresowania dotyczg rowniez udoskonalania roslin uprawnych rozmnazanych w sposob
generatywny. W moich dalszych badaniach pragne skupi¢ si¢ na analizie mutantow pomidora
oraz identyfikacji zmutowanych gendw, ktére odpowiadaja za podniesiong odporno$é na stres
cieplny oraz zaobserwowane zmiany morfologiczne. Jest to kontynuacja badan omoéwionych
powyzej. Obecnie dysponuje sekwencjami calego genomu tych mutantow jak réwniez
pokoleniem F1 krzyzOwek migdzy mutantami i ich liniami rodzicielskimi. Na etapie populacji
F2, szczegdtowe fenotypowanie oraz genotypowanie zostanie wykonane we wspotpracy z dr
hab. Fatemeh Maghuly University of Natural Resources and Applied Life Sciences, Vienna
(BOKU) oraz mgr Binitg Saraye Agriculture and Extension Unit (AREU), Mauritius.
Zamierzam rowniez kontynuowa¢ moje badania na mutantach ryzu przy zastosowaniu
podobnego schematu jak w przypadku mutantow pomidora, a zatem produkcji F1 i analizy
segregacji w obrebie F2.

W roku 2018, w ramach projektu IAEA numer D2.20.05 ,, Efficient Screening Techniques
to Identify Mutants with Disease Resistance for Coffee and Banana”, rozpoczetam badania
takze na kawie. Obecnie jestem na etapie generowania populacji M1. W tym celu opracowatam
protokét chemicznej mutagenezy kawy. Populacja wygenerowana bedzie zastosowana do
analiz z wykorzystaniem strategii odwrotnej genetyki.

9. Podsumowanie dotychczasowej pracy naukowej.

W trakcie pracy naukowej opublikowatam jako pierwszy autor lub wspotautor 13
oryginalnych prac badawczych, w tym 9 po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych.
Jestem wspotautorka 2 monografii (wszystkie po doktoracie) oraz wpoétautorka 16 rozdziatow
w ksigzkach (w tym 13 po uzyskaniu stopnia doktora). Jestem roéwniez autorem/wspoétautorem
8 publikacji pokonferencyjnych (w tym 4 po uzyskaniu stopnia doktora) oraz streszczen z
kongresow krajowych i zagranicznych, na ktorych wyniki moich badan byly prezentowane w
postaci plakatow, wystgpien ustnych lub wyktadow. Jestem autorem/wspotautorem 77
wystgpien konferencyjnych w tym 46 po doktoracie. Podsumowaniem moich osiggnie¢ w
zakresie technik indukowania i analiz zmienno$ci genetycznej u roslin byto powierzenie mi
funkcji gléwnego redaktora ksigzki pt. ,, Biotechnologies for Plant Mutation Breeding”
wydanej w roku 2017 przez Springer International Publishing AG Switzerland [B4.1].
Przygotowatam takze 14 recenzji do czasopism. Bytam cztonkiem komitetow organizacyjnych
2 konferencji migdzynarodowych organizowanych przez IAEA w roku 2008 i 2018.
Uczestniczytam jako wykonawca lub gtéwny wykonawca w 6 projektach badawczych, w tym
3 po uzyskaniu stopnia doktora.
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Tabela 1. Zestawienie dorobku wedtug oceny punktowej czasopism MNiSZW, wskaznika IF oraz
liczby cytowan zgodnie z § 14 ust. 2 rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
13 lipca 2012 r. w sprawie Kkryteridbw i trybu przyznawania kategorii naukowej jednostkom

naukowym (Dz. U. 2012 r. poz. 877).

Rodzaj Liczba prac Wskaznik IF! Punkty MNiSW Liczba
publikacji przed po przed po przed po cytowan?
doktoratem | doktoracie | doktoratem | doktoracie | doktoracie | doktoracie
Artykuty w
czasopismach z 3 7 5,87 26,008 67 235 128
IF (z listy JRC?®)
Artykuly w
czasopismach 1 2 - - - 20 25
spoza listy JRC®
Monografie - 2 - - - 50 8
Rozdziaty w 3 13 i . 26 65 63
monografiach
Redagowanie ) 1 ) ) ) 5 5
monografii
Publikacje 4 4 i . 14 40 15
pokonferencyjne
Abstrakty _ 31 46 _ ) ) ) 3
konferencyjne
Inne
niepublikowane 2 0
f:lrl?(?wita 44 81 5,87 26,008 107 415 247
Razem 125 31,878 522 247

Impact Factor

2Sumaryczna liczba cytowan wedtug Web of Science i Scopus

Dane z baz cytowan z 23 kwietnia 2019:
Liczba cytowan: 247

Cytowania bez autocytowan: 181

H-index (dla wszystkich publikacji): 7 (Web of Science); 8 (Scopus)

Wieden, dn. 29.04.2019

“Dr.

dr Joanna

Lotz - CLU\Q"O’O/

Jankowicz-Cieslak
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