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Opracowanie markeréw molekularnych, ich charakterystyka oraz zastosowanie
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zréznicowania genetycznego zyta (Secale cereale L.).
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¢) omowienie celu naukowego ww. -prac i oszqgnzgtych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Zyto uprawne (Secale cereale L.) jest jedng z najwazniejszych roslin zbozowych
uprawianych w Europie, gléwnie w jej centralnej, pdétnocnej i wschodniej czesci. Polska
zalicza si¢ do wiodacych producentdw zyta, zwigzane jest to z dobrym przystosowaniem tego
gatunku do warunkéw glebowo klimatycznych wystepujacych na duzym obszarze naszego
kraju.

Zyto posiada pewne unikalne cechy, ktére czynig je atrakcyjnym zaréwno dla
producentéw jak i dla konsumentéw. Odznacza si¢ wysoka odpornoscig na stresy biotyczne
i abiotyczne (takie jak, susza, chtdéd, wysoka zawarto$¢ glinu w podiozu) oraz zdolnoscig do
bardzo efektywnego wykorzystania skladnikow pokarmowych z podloza, w zwigzku
z powyzszym plonuje dobrze na stosunkowo stabych glebach, nie wymaga intensywnego
nawozenia i ochrony chemicznej. Charakteryzuje si¢ réwniez walorami prozdrowotnymi,
mi¢dzy innymi ze wzgledu na wysoka zawartos¢ blonnika pokarmowego. Jest cennym
zroédlem mineralow takich jak cynk, zelazo, fosfor, zwiera rowniez zwigzki bioaktywne.
Udowodniono, ze spozywanie chleba zytniego ma pozytywny wpltyw na zdrowie ludzkie,
poprawia funkcjonowanie jelit i przyczynia si¢ do obnizenia ryzyka zachorowania na raka
jelita grubego (Grésten i wsp., 2000; Holma i wsp., 2010).



Pod wzgledem genetycznym Zzyto jest diploidem, jego material genetyczny jest
zorganizowany w 7 par chromosoméw homologicznych. Genom zyta stanowi wyzwanie dla
genetykow, nie tylko ze wzgledu na swdj rozmiar — jego wielko$¢ wynosi okoto 8,1 Gpz
(Dolezel i wsp., 1998), ale rowniez z powodu bardzo duzego udzialu elementéw
powtorzonych - szacuje si¢, ze stanowig one az 92 % genomu (Flavell i wsp., 1974). Zyto
uprawne jest rosling obcopylng, wystepuje u niego samoniezgodno$¢ i depresja wsobna, co
dodatkowo utrudnia prowadzenie badan i hodowle tego gatunku.

Na $wiecie zytnie banki genéw prowadzone sg przez ponad 80 instytucji. Ocenia sie,
ze zgromadzonych w nich jest ponad 21 000 obiektow z rodzaju Secale (FAO, 2010). Do
Wspoélnotowego Katalogu Odmian Roslin Uprawnych (Komisja Europejska, 2013) wpisanych
jest obecnie 157 odmian zyta, z czego 122 to odmiany populacyjne.

W momencie rozpoczynania badan skitadajacych si¢ na przedstawiane do recenzji
osiggniecie naukowe wiedza na temat genomu zyta i zréznicowania genetycznego tego
gatunku byla bardzo ograniczona. Dostepnych byto kilka map genetycznych $redniej gestosci
(Bednarek i wsp., 2003; Khlestkina i wsp., 2004; Korzun i wsp., 2001), jedna z nich
skonstruowana przeze mnie podczas studiéw doktoranckich w Katedrze Genetyki, Hodowli
i Biotechnologii Roslin (KGHiBR) w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie (Bolibok i wsp., 2007, pkt I A4 w Wykazie opublikowanych prac naukowych
lub twérczych prac zawodowych). Gestos¢ tych map byta zbyt mata aby umozliwi¢ ich
praktyczne wykorzystanie, np. do lokalizacji Joci warunkujgcych cechy ilo$ciowe
i identyfikacji markeréw sprzezonych z interesujgca cecha, ktére moglyby by¢ pomocne
whodowli. Owczesnie dostepne prace naukowe dotyczace zréznicowania genetycznego zyta
prezentowaly wyniki analiz stosunkowo niewielkiej liczby obiektéw, wykonanych przy
pomocy niewielkiej liczby markeréw (Ma i wsp., 2004; Persson i von Bothmer, 2002; Persson
i wsp.,, 2001) — przedstawialty zatem bardzo fragmentaryczny obraz zrdznicowania
genetycznego u tego gatunku a uzyskane informacje byly trudne do odniesienia do
praktycznych prac hodowlanych. Podjglam zatem ukierunkowane badania naukowe w celu
rozwini¢cia zasobéw genomicznych dostepnych dla naukowcow i hodowcdw zajmujacych sie
zytem oraz wykorzystania ich do doglebnego scharakteryzowania struktury zrdéznicowania
genetycznego w obrebie tego gatunku.

Pierwszym etapem tych prac bylo zbadanie i poréwnanie skutecznosci roéznych
marker6w DNA: SSR, ISSR i SAMPL w wykrywaniu polimorfizmu u zyta (H1). Do badan
tych zgromadzono unikalny material roslinny — linie wsobne zyta, w wigkszosci wyhodowane
w KGHiBR. Nalezy podkresli¢, ze byla to pierwsza praca naukowa, w ktérej poréwnano
skutecznos¢ w wykrywaniu polimorfizmu markerow SAMPL i innych markeréw
molekularnych odwotujacych sie do wystepujacych w badanych genomie sekwencji
mikrosatelitarnych: SSR i ISSR. System markeréw SAMPL dla zyta zostal opracowany
przeze mnie podczas realizacji pracy doktorskiej w celu zaggszczenia mapy genetycznej
populacji L318 x L9. Drugim celem pracy bylo ustalenie, czy analizy skupief
przeprowadzane przy wykorzystaniu réznych metod konstrukcji drzewa i na podstawie
danych uzyskanych przy pomocy réznych markeréw dajg zblizony obraz zrdéznicowania
genetycznego badanych linii wsobnych. Wykazano, ze rozréznienie wszystkich badanych linii
bylo mozliwe przy pomocy kazdego z zastosowanych systemow marker6w, jednak r6znity sie
one skuteczno$ciag w wykrywaniu polimorfizmu. Zaobserwowano réwniez, ze analizy skupien
przeprowadzone na podstawie danych uzyskanych przy pomocy réznych systeméw markeréw
i r6znymi metodami statystycznymi daly odmienny obraz relacji miedzy badanymi obiektami.
Wskazuje to na ograniczong wiarygodno$¢ wynikow spotykanych niekiedy w literaturze
analiz wykorzystujacych niewielka liczbe Joci, o nieznanym polozeniu w genomie do



okresdlania relacji genetycznych, a zwlaszcza na niezasadno$¢ wnioskowania o strukturze
zréznicowania genetycznego danego gatunku na podstawie wynikéw genotypowania
niewielka liczbg markeréw jednego typu.

Nastepnie podjetam prace nad opracowaniem markeréw SSAP bazujacych na
sekwencjach retrotranspozonowych (H4). Ze wzgledu na stabilny charakter insercji
retrotranspozondw w genomie bazujace na nich markery sg szczegélnie przydatne
w badaniach filogenetycznych (Pearce 1 wsp., 1999), jednakze odpowiedni system markerowy
nie byl jeszcze dostgpny dla zyta. Realizacje tego projektu rozpoczetam od wyizolowania
z genomu linii wsobnej zyta L318 fragmentu sekwencji retrotranspozonowej typu copia.
Wykonanie tych analiz bylo niecodzowne, poniewaz fragmenty zytnich sekwencji
retrotranspozonowych dostepne 6wczesnie w publicznych bazach danych nie zawieraty
charakterystycznych elementéw strukturalnych, wykorzystywanych do projektowania
starterow  uzywanych ~w  procedurach  wykrywajacych  polimorfizm  insercji
retrotranspozonowych. Jeden z wyizolowanych fragmentow, ktéremu nadano nazwe RYRE-
4, posiadal charakterystyczne elementy strukturalne retrotranspozonu z rodziny TyI-copia,
dodatkowo nie wykazywal podobienstwa do zytnich sekwencji zdeponowanych
w publicznych bazach danych. Analizy SSAP, w ktorych wykorzystano starter
zaprojektowany na podstawie sekwencji nowo wyizolowanego retrotranspozonu
zaskutkowaly uzyskaniem przejrzystych profili amplifikacyjnych 2z duzg liczbg
polimorficznych prazkéw. Wartosci parametréow stosowanych do oceny skutecznosci
markerow molekularnych wskazujg jednoznacznie, ze opracowany protokét SSAP jest bardzo
skutecznym narzedziem do wykrywania polimorfizmu u zyta.

W okresie realizacji badan sktadajacych sie na przedstawiane do recenzji osiggnigcie
naukowe nastgpit gwaltowny rozwdj genomiki, manifestujgcy si¢ miedzy innymi
pojawieniem si¢ 1 upowszechnieniem wysokoprzepustowych technologii genotypowania,
wykrywajacych réznice w badanych genomach o charakterze SNP oraz InDel (Gupta i wsp.,
2008). Naturalng konsekwencjg tego trendu bylo podjecie dziatan majgcych na celu
wdrozenie wysokoprzepustowane] metody genotypowania dla zyta. W momencie
rozpoczynania tych prac liczba zytnich sekwencji EST w bazie EMBL wynosita zaledwie
8122 - reprezentowaly one tacznie 3.7 Mb sekwencji DNA, czyli 0,05% zaktadanej wielkosci
genomu tego gatunku (Hackauf i wsp., 2009), a referencyjna sekwencja nukleotydowa
genomu zyta nie jest dostepna do dnia dzisiejszego. Z tego wzgledu najtrafniejszym wyborem
wydala si¢ metoda DArT (Diversity Arrays Technology, Jaccoud i wsp., 2001), ktéra przy
wykorzystaniu techniki mikromacierzy pozwala na réwnoczesng detekcje polimorfizmu DNA
w kilku tysigcach /oci, a przeprowadzenie analiz nie jest uzaleznione od znajomos¢ sekwencji
badanego organizmu. Nawigzalam wspdtprace z autorem metody - dr Andrzejem Kilianem
i wyjechalam na kilkutygodniowy staz naukowy do kierowanego przez niego osrodka
Diversity Arrays Technology w Canberrze, w Australii. Wyniki przeprowadzonych tam prac
opublikowane zostaly w kolejnej pracy sktadajgcej sie na osiggni¢cie naukowe (H2).

Podczas mojego pobytu w Diversity Arrays Technology wspotuczestniczytam
w stworzeniu panelu zmiennosci zyta, skladajacego si¢ z 11520 klondéw. Powstal on przy
wykorzystaniu DNA 15 linii wsobnych zyta, wybranych sposrod 30 linii badanych w pracach
H1 i1 H4, (w tym linii rodzicielskich populacji L.318 x L9, ktorej pierwszg mape genetyczng
skonstruowatam podczas realizacji pracy doktorskiej) i 16 historycznych odmian zyta. Panel
ten zostal nastepnie zastosowany do wykonania genotypowania wspomnianych wyzej
obiektow, czego efektem bylo zidentyfikowanie 1022 polimorficznych markeréw DArT.
Nastepnie na podstawie wynikéw genotypowania wykonalam analize relacji genetycznych
miedzy badanymi liniami wsobnymi i odmianami. Badania te zobrazowaly znaczne



zréznicowanie linii wsobnych (potwierdzajac rezultaty uzyskane wczesniej przy pomocy
markeré6w odwolujagcych si¢ do sekwencji mikrosatelitarnych (H1) i retrotranspozonéw (H4)),
ale wykazaly rownoczesnie zaskakujacg jednorodno$¢ historycznych odmian zyta, mimo iz
reprezentowaly one rézne rejony geograficzne — wynik ten znalazl potwierdzenie
W pdZniejszych, znacznie obszerniejszych badaniach poswigconych zréznicowaniu
genetycznemu zyta (HS).

Kolejnym krokiem bylo wykorzystanie potencjatu nowopowstalego narzedzia —
panelu do genotypowania zyta metoda DArT — do stworzenia mapy genetycznej nowej
generacji, o gestosci umozliwiajgcej praktyczne jej wykorzystanie, np. do precyzyjnej
lokalizacji rejondw genomu zawierajacych geny warunkujace wybrane cechy i identyfikacji
blisko sprz¢zonych z nimi markeréw. Po wykonaniu genotypowania zidentyfikowatam 1965
markeréw DATrT réznicujacych linie rodzicielskie i segregujacych w rekombinacyjnych
liniach wsobnych stanowiagcych populacje mapujacg L318 x L9. Dodatkowo przeprowadzono
genotypowanie zestawu pszeniczno-zytnich linii addycyjnych Chinese Spring/Imperial.
Pozwolito to na ustalenie lokalizacji chromosomalnej 1872 markeréw DArT, co
w pdzniejszym etapie badan — podczas konstrukcji mapy genetycznej — znaczaco watwito
przypisywanie grup sprzezen zawierajacych markery DArT do poszezegdlnych
chromosomow zyta. Ostatecznie na nowej mapie genetycznej umieszczono 1818 markerdéw
DATT, a Srednia gestos¢ mapy wyniosta 2,68 cM. W momencie publikacji byta to najbardziej
nasycona mapa genetyczna zyta, skladajgca si¢ wylacznie z sekwencyjnie specyficznych,
transferowalnych markeréw DNA.

Wyniki uzyskane w ramach tego projektu potwierdzity, ze markery DArT sg
efektywnym narzedziem do analizy genomu Zytniego, a wytworzone podczas niego zasoby
(panel zmiennosci) i pozyskane informacje (o lokalizacji markerow DArT na mapie
genetycznej) szybko okazaly si¢ przydatne dla innych badaczy zajmujacych sie genomika
zb0dz — np. podczas tworzenia panelu do genotypowania metodg DArT pszenzyta (Badea
1 wsp., 2011) i podczas konstrukcji mapy sprzezen tego gatunku (Tyrka i wsp., 2011).

Nastepnym etapem prac nad rozwijaniem narzedzi genomicznych dla zyta bylo
skonstruowanie przy wykorzystaniu markeréw DArT zintegrowanej mapy genetycznej zyta
o bardzo wysokiej gestosci (H3). Projekt ten byl realizowany we wspotpracy z naukowcami
z Katedry Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie. Podczas kolejnego pobytu w Diversity Arrays Technology
wykonalam genotypowanie 564 rekombinacyjnych linii wsobnych z pieciu populacji
mapujacych, w tym populacji L318 x L9, wykorzystanej uprzednio do stworzenia pierwszej
mapy genetycznej zyta bazujacej na markerach DArT (H2). Liczba markeréw segregujacych
w poszczegblnych populacjach wahata sie¢ od 1689 do 2281. Ostatecznie na mapie
zintegrowanej znalazto si¢ 4048 markerow DArT. W poréwnaniu do poprzednio
opublikowanej konsensusowej mapy zyta, bazujgcej gtéwnie na markerach RFLP i RAPD
(Gustafson 1 wsp., 2009) osiggnigto 8-krotne zwiekszenie liczby Joci, a w odniesieniu do
wynikow poprzedniego projektu (H2) ponad dwukrotne zwickszono liczbe zmapowanych
markeréw DArT. Wytworzono w ten sposob bardzo cenne narzedzie genomiczne dla badaczy
i hodowcow zajmujgcych si¢ nie tylko zytem, ale takze pszenzytem. Potencjalne zastosowania
obejmuja miedzy innymi uzycie mapy zintegrowanej bazujacej na markerach DArT jako
mapy referencyjnej przy konstrukcji map genetycznych nowych populacji mapujgcych,
atakze podczas mapowania asocjacyjnego do oceny poziomu nierOwnowagi sprzezen.
Obecnie mapa ta wykorzystywana jest w badaniach zmierzajacych w perspektywie do
integracji mapy genetycznej i fizycznej zyta, obejmujacych kotwiczenie klonéw biblioteki
BAC na mapie genetycznej przy zastosowaniu genotypowania DArT (Bolibok-Bragoszewska
i wsp., 2015, IIT A 20).



Opracowanie =~ wysokoprzepustowej  technologii  genotypowania dla  zyta
i skonstruowanie przy wykorzystaniu tej technologii bardzo nasyconej mapy genetycznej
otworzylo mozliwos$¢ przeprowadzenia wielkoskalowej i doglebnej analizy zréznicowania
genetycznego zyta, bazujacej na bardzo duzej liczbie loci rozproszonych wzdluz calego
genomu. Badania te byly przedmiotem ostatniej pracy skladajacej si¢ na przedstawiane
osiggniecie (HS). Jednym z kluczowych elementéw tego projektu byto zgromadzenie duzej
i mozliwie reprezentatywnej kolekcji obiektow z gatunku Secale. W kolekcji tej znalazto sie
Tacznie 379 obiektow: (i) 306 obiektow z kolekcji Centrum Zachowania Bior6znorodnosci-
Ogrodu Botanicznego PAN w Powsinie, w tym: historyczne odmiany uprawne zyta
pochodzace z réznych rejonéw S$wiata, formy uprawiane nie bedace zarejestrowanym
odmianami (ang. cultivated materials) 1 formy nie bedace zarejestrowanym odmianami
uprawiane lokalnie (ang. /andraces), rowniez reprezentujace rozne rejony geograficzne,
a takze 17 dzikich gatunkow zyta, ponadto (ii) 37 wspodtczesnych, znajdujacych si¢ aktualnie
w doborze odmian uprawnych od s$rodkowoeuropejskich firm hodowlanych i 26 rodow
hodowlanych z firmy Danko Hodowla Roélin Sp. z o0.0., oraz (iii) 10 obiektéw, gléwnie
odmian, z kolekeji prof. A. Lukaszewskiego (University of California, Riverside). Dzieki
takiemu doborowi materiatu roslinnego mozliwa byla ocena zr6znicowania genetycznego
reprezentowanego przez materialy z banku gendéw, jak rowniez zbadanie zrdéznicowania
genetycznego obecnych aktualnie na rynku $rodkowoeuropejskim odmian zyta, w tym
réwniez odniesienie jej do zréznicowania materiatow z kolekcji ex situ. Nalezy rOwniez
podkresli¢, ze byla to najliczniejsza kolekcja obiektéw zyta poddana charakterystyce
markerami molekularnym.

Analizy DNA ros$linnego metodag DArT zostaly wykonane podczas kolejnego pobytu
badawczego w Diversity Arrays Technology. Wsréd markerow réznicujacych badane
materialy zidentyfikowatam 1054 markery o znanej lokalizacji chromosomalnej. Na
podstawie uzyskanych profili genetycznych przeprowadzitam, m. in. analize struktury
populacji, analizg klasteryzacyjng oraz analizg gtéwnych wspotrzednych.

Badania te pokazaty, ze aktualnie znajdujace si¢ w doborze odmiany zyta sg do siebie
bardzo zblizone pod wzgledem genetycznym, a jednocze$nie sg wyraznie odrebne od
pozostatych przebadanych obiektow, co wskazuje na duzy potencjal zasobéw genowych
z kolekcji ex situ w odniesieniu do poszerzania zmiennosci genetycznej we wspotczesnych
programach hodowlanych. Ponadto odnotowana zostala niewielka korelacja pomigdzy
zaobserwowang strukturg zroznicowania genetycznego a pochodzeniem geograficznym
badanych obiektéw, co pozostaje w zgodnosci z dostgpnymi informacjami na temat historii
hodowli zyta, mowigcymi o intensywnej wymianie materialdw pomiedzy programami
hodowlanymi w réznych czesciach §wiata.

Innym interesujacym efektem tej pracy bylo wykazanie, ze zrédlo pochodzenia
materiatéw (np. bank genoéw, firmy hodowlane) jest jednym z gltéwnych czynnikow
wplywajacych na strukture populacji. Taki stan rzeczy moze by¢ odzwierciedleniem sposobu
reprodukcji materiatu roslinnego stosowanego przez rézne osrodki, jednakze potwierdzenie
tej hipotezy bedzie wymagato dodatkowych analiz - jest to jeden z watkéw badawczych, ktore
beda podjete w ramach niedawno rozpoczetego, kierowanego przeze mnie projektu
badawczego NCN Sonata BIS 4 (1112).

Dzieki wykorzystaniu do genotypowania kolekcji obiektow z rodzaju Secale panelu
DArT zawierajgcego kilka tysiecy markerow o okreslonej lokalizacji chromosomalne]
mozliwe bylo rowniez przeprowadzenie poroéwnania poziomu polimorfizmu DNA dla
poszczegblnych chromosoméw, u poszczegélnych grup badanych obiektow (np. dzikich
gatunkéw, odmian historycznych, odmian wspéiczesnych), jak i pomiedzy tymi grupami,
Uzyskane wyniki sugeruja, iz regiony genomu zlokalizowane na chromosomie 6R poddane



zostaly silnej presji selekcyjnej podczas udomowiania Zzyta, natomiast we wspotczesnych
programach hodowlanych selekcja nakierunkowana jest na regiony genomu zlokalizowane na
chromosomach 1R i 4R.

Profile genetyczne badanych obiektow, uzyskane w ramach tego projektu zostaty
upublicznione i moga by¢ wykorzystywane przez naukowco6w i hodowcdéw. Mozna sie
spodziewal, ze wyniki tych badan przyczynia si¢ do przyspieszenia wdrozenia programéw
hodowlanych efektywnie wykorzystujacych zasoby bankow genow.

W podsumowaniu, za najwazniejsze dokonania prac sktadajgcych sie na osiggniecie

naukowe uwazam:

1.

10.

Szczegdlowa oceng efektywnosci réznych markeréw DNA generowanych w reakcji
PCR w wykrywaniu zréznicowania genetycznego zyta — ulatwienie wyboru narzedzi
badawczych dla naukowcéw nie majacych dostepu do wysokoprzepustowych
technologii genotypowania (H1).

Wykazanie, ze analizy zréznicowania przeprowadzone na podstawie niewielkiej
liczbie przypadkowo wybranych loci o nieznanym polozeniu w genomie nie
dostarczaja wiarygodnych informacji o faktycznej strukturze zréznicowania
genetycznego badanych obiektow (H1).

Wyizolowanie z genomu zyta fragmentu nowej sekwencji retrotranspozonowej typu
LTR i opracowanie w oparciu o nig systemu marker6w retrotranspozonowych —SSAP
umozliwiajgcego precyzyjne analizy filogenetyczne z wzgledu na stabilny charakter
insercji tych elementéw ruchomych (H4).

Stworzenie panelu zmiennosci do genotypowania zyta metodg DArT — wdrozenie
pierwszej wysokoprzepustowej metody genotypowania dla tego gatunku (H2).
Skonstruowanie pierwszej mapy genomu zyta o duzej gestosci przy pomocy 1818
transferowalnych i sekwencyjnie specyficznych markerow DArT - (H2).

Ustalenie lokalizacji chromosomalnej 1872 markeréw DArT przy pomocy
pszeniczno-zytnich linii addycyjnych (H2).

Stworzenie konsensusowej mapy genomu zyta o wysokiej gestosci (1,1 c¢cM) przy
wykorzystaniu 5 polskich populacji mapujacych — zlokalizowanie na mapie
genetycznej 4048 loci DArT (H3).

Zbadanie struktury populacji i zréznicowania genetycznego w obszernej kolekcji form
zyta przy pomocy wczesniej stworzonych zasobow i narzedzi genomicznych (HS).
Wykazanie niewielkiej korelacji pomigdzy zaobserwowang strukturg zréznicowania
genetycznego zyta 1 pochodzeniem geograficznym badanych obiektow oraz
wykazanie niewielkiego zréznicowania genetycznego wspéiczesnych odmian Zyta
z rejonu Europy Centralnej (HY).

Opisanie réznic w poziomie polimorfizmu pomi¢dzy regionami genomu lezgcymi na
réznych chromosomach i wskazanie rejonéw genomu zyta, ktére prawdopodobnie
poddane zostaly presji selekcyjnej podczas udomowienia i we wspdiczesnych
programach hodowlanych (HS).
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Prace naukowo-badawcza rozpoczetam podczas studiéw na kierunku Ogrodnictwo na
Akademii Rolniczej w Lublinie w laboratoriach kultur in vitro Katedry Genetyki i Hodowli



Roslin Ogrodniczych jako czlonek kola naukowego prowadzonego przez dr Piotra
Dziadczyka. Wyniki przeprowadzonych eksperymentoéw dotyczacych reakcji roslin na stres
zasolenia zostaly przedstawione na 6-tej migdzynarodowej studenckiej Konferencji Naukowe;j
w Gdansku (Dyrda i wsp., 1998, pkt. Ill Bl w Wykazie opublikowanych prac naukowych lub
tworczych prac zawodowych). Badania te kontynuowalam wykonujac pod kierunkiem
dr Piotra Dziadczyka prace magisterskg pt. ,,Selekcja i ocena w warunkach in vitro form
truskawki (Fragaria x ananassa Duch.) o zwickszonej odpornosci na zasolenie”. Wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw zostaly przestawione w dwoch publikacjach: Dziadczyk
i wsp. 2003 (I A1) oraz Bolibok i wsp. 2001 (II D1).

W roku 2000 podjetam studia doktoranckie w Szkole Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, na Wydziale Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, w Katedrze
Genetyki, Hodowli 1 Biotechnologii Roslin pod kierunkiem prof. dr hab. Moniki Rakoczy-
Trojanowskiej. Celem moich badan bylo zidentyfikowanie Joci warunkujacych reakcje
niedojrzatych kwiatostanéw 1 niedojrzatych zarodkéw zyta w kulturach in vitro.

Podczas realizacji badan wykorzystalam znajomo$¢ roslinnych technik in vitro do
przeprowadzenia oceny fenotypowej reakcji w kulturze in vitro rekombinacyjnych linii
wsobnych z populacji L318 x L9. Jednoczesnie wkroczylam w $wiat analiz DNA —
wykonalam przegladanie biblioteki genomowej w wektorze fagowym w celu
zidentyfikowania nowych motywow mikrosatelitarnych w genomie i przeprowadzitam
genotypowanie osobnikéw populacji mapujacej markerami SSR, ISSR, a takze opracowanymi
na potrzeby tego projektu markerami SAMPL. Skonstruowatam pierwsza mape genetyczng
populacji L318 xL9 i zlokalizowatam na niej 9 loci ilosciowych warunkujacych reakcje zyta
w kulturze in vitro. Podczas studiéw doktoranckich wspotuczestniczylam rdéwniez
w przygotowaniu ~ dwoch  publikacji  przegladowych  dotyczacych, odpowiednio,
charakterystyki markeréw DNA oraz mapowania loci cech ilosciowych warunkujgcych
reakcje roslin w kulturach in vitro: Rakoczy-Trojanowska i Bolibok 2004 (II A2) i Bolibok
i Rakoczy-Trojanowska 2006 (II A3). Pracg doktorska pt. ,,Analiza molekularna reakcji w
kulturze in vitro niedojrzalych zarodkéw 1 niedojrzatych kwiatostanéw zyta ozimego (Secale
cereale L.) przy uzyciu markerow mikrosatelitarnych” obronitam w roku 2004
z wyroznieniem. Uzyskane wyniki przedstawiono w dwoéch publikacjach naukowych:
Bolibok at al. 2006 (II A4) oraz Bolibok i wsp. 2007 (II A5).

Po ukonczeniu studiéw doktoranckich nadal wspoétuczestniczylam w badaniach nad
genetycznym podtozem reakcji zyta w kulturach in vitro - w ramach projektu MNil, ktorego
bylam kierownikiem (II I3). Przy zastosowaniu metody GDDSC i wykorzystaniu oceny
fenotypowej rekombinacyjnych, ktéra wykonatam podczas realizacji pracy doktorskiej,
wyizolowano oraz scharakteryzowano sekwencyjnie i ekspresyjnie fragmenty genomu zyta
potencjalnie zwigzane z reakcjg w kulturze in vitro (Hromada-Judycka i wsp. 2010, IT A6).

Moj dorobek badawczy zwigzany z roslinnymi kulturami in vitro oraz zastosowaniem
marker6w DNA zaowocowal zaproszeniem do wspoélautorstwa rozdzialu w monografii
podsumowujacego wykorzystywanie markerdéw DNA w kulturach in vitro do monitorowania
zmienno$ci  somaklonalnej/weryfikacji  tozsamosci genetycznej roslin  uzyskanych
w procedurach mikrorozmnazania i ro$lin uzyskanych z tkanek poddawanych krioprezerwacji
(Teixteira da Silva i wsp. 2007, I D2). Wspoétuczestniczylam rowniez w przygotowaniu pracy
przegladowej podsumowujgcej dostepne informacje o genetycznym podiozu reakcji zyta w
kulturach in vitro (Targonska 1 wsp. 2013, IT A10).

Jednoczesnie rozwijalam zainteresowanie genomikg strukturalng. Uczestniczytam
w badaniach, ktére doprowadzily do zidentyfikowania markerow DArT silnie sprzezonych
z genem Rfcl, odpowiedzialnym za przywracanie plodnosci u zyta ze sterylizujacy
cytoplazmg typu C (Stojalowski i wsp. 2012, II A7), oraz do zidentyfikowania
i zlokalizowania na mapie genetycznej wysokiej gestosci loci warunkujgcych aktywno$¢ alfa-



amylazy (Myskow iwsp. 2012, II A8). Zaangazowana bylam réwniez w projekt naukowy,
ktory doprowadzit do ustalenia lokalizacji chromosomalnej genu ms8 warunkujacego meskg
sterylno$¢ u papryki i znalezienia sprzezonych z nim markeréw DNA (Bartoszewski i wsp.
2012, 1T A9).

Wspétuczestniczylam réwniez w obszernym badaniu zréznicowania genetycznego
duzej kolekcji form zyta, do ktoérego wykorzystano markery SSR. Badanie to potwierdzito, ze
materialy pochodzace z banku gendéw s3 wyraznie odrgbne od wspoétczesnych odmian
uprawnych. Uzyskane wyniki wskazuja rowniez na zawe¢zanie si¢ puli genowej w programach
hodowlanych zyta (Targonska i wsp. 2015, II A12). WykazaliSmy réwniez, ze stosunkowo
niewielka liczba starannie wybranych markeré6w SSR o wysokiej zdolnosci wykrywani
polimorfizmu (wysoka warto$¢ PIC) i reprezentujacych wszystkie chromosomy (od 2 do 4
markerow SSR z kazdego chromosomu) umozliwia wiernie odzwierciedlenie struktury
zréznicowania genetycznego u zyta — uzyskano wyniki bardzo zblizone do uzyskanych
uprzednio przy pomocy ponad tysigca markerow DArT (H5). Zatem zestaw markeréow SSR
wykorzystany w tej pracy moze by¢ z powodzeniem stosowany do analiz zrdznicowania
genetycznego przez badaczy pozbawionych dostgpu do wysokoprzepustowych metod
genotypowania.

W ostatnich latach moja dzialalno§¢ naukowa jest w duzej mierze zwigzana
z charakterystyka i eksploatacja biblioteki BAC linii wsobnej zyta 1.318 - miedzy innymi
wdrozylam i zoptymalizowalam metode przegladania biblioteki BAC przy wykorzystaniu
strategii 3-wymiarowych pul zbiorczych. Wstgpne wyniki tych prac byly przedstawione na
dwoéch konferencjach naukowych (Bolibok-Bragoszewska i wsp. 2013, III B16 ; Bolibok-
Bragoszewska i wsp. 2015, III B20). Badania te mialy rowniez kluczowe znaczenie dla
poznania pelnej sekwencji genéw ScBx kontrolujgcych biosynteze kwaséw hydroksamowych
u zyta (Bakera i wsp. 2015, II All). To narzedzie badawcze bedzie réwniez szeroko
wykorzystywane w rozpoczetym w sierpniu 2015, kierowanym przeze mnie projekcie NCN
Sonata BIS 4 pt. ,,Wplyw selekcji na genom rosliny uprawnej - identyfikacja
i charakterystyka sekwencji, na ktére nakierowana byla presja selekcyjna w trakcie
udomowienia i hodowli zyta (Secale cereale 1..)".

Sumaryczny impact factor wszystkich dotychczasowych publikacji, ktérych jestem
wspotautorka wynosi 33,260 wedlug wartosci z roku publikacji i 38,262 wedtug wartosci dla
roku 2014. Po odliczeniu publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe te wartosci wynoszg
odpowiednio 20,034 i1 20,985. Suma punktow MNiSW dla publikacji wedlug roku
opublikowania wynosi 415 (493 wedlug listy z roku 2014). Po odliczeniu publikacji
stanowigcych osiggnigcie naukowe te warto$ci wynoszg odpowiednio 268 i 328.

W trakcie dotychczasowej kariery zawodowej uczestniczylam lub aktualnie
uczestnicze¢ w realizacji 11 projektéw badawczych (w tym 5 jako kierownik), odbytam
6 zagranicznych stazy naukowych, bylam wspdtautorka 25 doniesien konferencyjnych
(ustnych lub plakatow), prowadzitam zajecia z 15 przedmiotéw na 8 kierunkach studiow,
bylam promotorka 14 prac licencjackich/inzynierskich lub magisterskich, a takze
zrecenzowatam 23 oryginalne prace badawcze dla 13 czasopism naukowych.
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