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Ocena

osiggni¢cia maukowego oraz dorobku naukowego, dydaktyczmego i orgamizacyjnego
dr Moniki Krzewskiej w zwigzku z post¢powaniem w sprawie nadania stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie roklictwo
i ogrodnictwo przez Rad¢ Naukowa Instytutu Fizjologii Roslin im. Franciszka Gérskiego
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

Informacje ogolne

Dr Monika Krzewska jest absolwentka Akademii Pedagogicznej (obecnie Uniwersytet
Pedagogiczny) im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie. Dyplom magistra biologii w
zakresie biologii z nauczaniem przyrody i wychowaniem zdrowotnym otrzymata w 2008 roku
na podstawie pracy pt. ,,Analiza przebiegu mejozy u dwoch mieszancoéw zyta” wykonanej pod
kierunkiem dr hab. J6zefa Krawczyka.

Stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie agronomia uzyskata w 2013 roku na
podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,Fizjologiczne i molekularne podloze podatnosci na
indukcj¢ androgenezy u pszenzyta (xTriticosecale Wittm.)” zrealizowanej w Instytucie
Fizjologii Roslin im. Franciszka Gorskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie pod
kierunkiem prof. dr hab. Iwony Zur.

Prace zawodowa dr Monika Krzewska podj¢ta w 2008 roku w Instytucie Fizjologii
Roélin im. Franciszka Gorskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, gdzie zostala
zatrudniona na stanowisku technicznym. Od 2013 roku do chwili obecnej pracuje w Instytucie
Fizjologii Roslin PAN na stanowisku adiunkta. W latach 2009 — 2010 pracowata dodatkowo na
stanowisku technicznym na Uniwersytecie Pedagogicznym im. Komisji Edukacji Naukowej w
Krakowie i prowadzila zajecia na studiach podyplomowych ,Biologia molekularna z
elementami biotechnologii”.
W trakcie pracy w Instytucic dr Monika Krzewska stale podnosita swoje kwalifikacje
zawodowe uczestniczgc w szkoleniach, kursach, warsztatach, krajowych i miedzynarodowych
konferencjach oraz zagranicznych stazach naukowych. Odbyla staze w dwoch zagranicznych
placéwkach naukowych:

1) Instytut Genetyki Roslin i Biotechnologii Slowackej Akademii Nauk w Nitrze;
Stowacja; zapoznala si¢ z metodami wykorzystywanymi w badaniach proteomicznych,
w tym analiza profili biatkowych z wykorzystaniem metody 2DE, analiza
elektroforegraméw za pomoca programu komputerowego PDQuest oraz wykonala
wstepne analiy profilu biatkowego pylnikow pszenzyta pod katem efektywnosci
indukcji embriogenezy mikrospor (w sumie 4 tygodnie w trakcie trzech pobytow w
Instytucie),

2) Estacion Experimental de Aula Dei Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
"Saragossa, Hiszpania; zapoznala si¢ z metodami wykorzystywanymi w badaniach
molekularnych, m. in. z technikag RT-PCR do analizy ekspresji genoéw oraz wykonata



profile ekspresji genéw zwigzanych z efektywnos$cig indukcji embriogenezy mikrospor
pszenzyta ozimego (2 tygodnie).

Dzigki pobytom w zagranicznych palcowkach naukowych oraz wspdlpracy z szeregiem
krajowych jednostek naukowych poszerzala swojg wiedz¢ oraz warsztat badawczy z zakresu
biologii molekulamnej, analizy profili biatkowych i ekspresji genéw zaangazowanych w
indukcj¢ embriogenezy mikrospor u pszenzyta. Praktyczne umiejetnosci pracy w laboratoriach
biotechnologicznych umozliwily jej realizacj¢ projektéw badawczych finansowanych ze
zrédet Narodowego Centrum Nauki oraz Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wisi.

Ocena osiggnie¢ naukowo-badawczych

Dr Monika Krzewska jako osiggni¢cie naukowe, w staraniach o uzyskanie stopnia
naukowego doktora habilitowanego przedstawia cykl czterech oryginalnych publikacji
naukowych pod wspélnym tytulem ,Identyfikacja loci genéw oraz bialek regulujacych
proces embriogenezy mikrospor i produkcje¢ podwojonych haploidéw pszenzyta ozimego
(x Triticosecale Wittm.)”. W sklad osiggni¢cia naukowego wchodza nast¢pujace pozycje:

1) Krzewska M., Czyczylo-Mysza 1., Dubas E., Golebiowska-Pikania G., Golemiec E.,
Stojalowski S., Chrupek M., Zur 1. (2012). Quantitative trait loci associated with
androgenic responsiveness in triticale (x Triticosecale Wittm.) anther culture. Plant Cell
Reports, 31(11):2099-2108. doi: 10.1007/s00299-012-1320-2. (MNiSW 100 pkt; IF =
6,2)

2) Krzewska M., Czyczylo-Mysza I., Dubas E., Golgbiowska-Pikania G., Zur 1. (2015).
Identification of QTLs associated with albino plant formation and some new facts
concerning green versus albino ratio determinants in triticale (x Triticosecale Wittm.)
anther culture. Euphytica, 206: 263-278. doi: 10.1007/s10681-015-1509-x. (MNiSW 70
pkt; IF = 1,9)

3) Krzewska M., Golebiowska-Pikania G., Dubas E., Gawin M., Zur 1. (2017)
Identification of proteins related to microspore embryogenesis responsiveness in winter
triticale (x Triticosecale Wittm.). Euphytica, 213:192. doi: 10.1007/s10681-017-1978-
1. (MNiSW 70 pkt; IF = 1,9)

4) Krzewska M., Dubas E., Gol¢biowska G., Nowicka A., Janas A., Zielinski K., Sur6wka

‘E., Kopeé P., Mielczarek P., Zur 1. (2021) Comparative proteomic analysis provides
new insights into regulation of microspore embryogenesis induction in winter triticale
(x Triticosecale Wittm.) after 5-azacytidine treatment. Scientific Reports, 11: 22215.
doi: 10.1038/541598-021-01671-y. (MNiSW 140 pkt; IF = 4,6)

Wyzej wymieniony cykl publikacji oryginalnych, ktére stanowiag jednotematyczng spéjna
calo$¢, zostal opublikowany w latach 2012-2021 w czasopismach zajmujgcych wysokie
pozycje na liscie JCR. Sumaryczny Impact Factor tych publikacji przyréwnany do roku 2022
wg listy Journal Citation Reports wynosi 14,6, a liczba punktéw MNiSW wynosi 380. We
wszystkich czterech publikacjach stanowigcych osiggniecie naukowe dr Monika Krzewska jest
pierwszym i korespondencyjnym autorem. Publikacje te sg pracami zbiorowymi, a wigc ocenie
podlega wylgcznie zakres prac realizowanych przez Habilitantke. Sa one wskazane przez
zainteresowang, ktora dla kazdej z prac okreslita swdj indywidualny wklad, co jest zgodne z
zalagczonym oswiadczeniem. Udzial wlasny Habilitantki w publikacjach wspotautorskich
polegal na wspoéltworzeniu koncepcji badan, zdobywaniu srodkéw na badania, wykonaniu
czgSci eksperymentéw i analiz, zebraniu 1 opracowaniu wynikow ze wszystkich



eksperymentow, interpretacji wynikoéw oraz wspoétudziale w opracowaniu wynikow, napisaniu
manuskryptow oraz korespondencji z redakcjg czasopism, w ktérych publikowane byly
artykuly.

Celem badan cyklu publikacji stanowigcych osiagni¢cie naukowe dr Moniki Krzewskiej
bylo poszerzenie wiedzy na temat molekularmego i fizjologicznego podioza procesu
embriogenezy mikrospor poprzez identyfikacj¢ rejondw genomu pszenzyta i potencjalnych
genow oraz biatek zwigzanych z regulacja i efektywnoscig tego procesu.

W pierwszej pracy pt. ,,Quantitative trait loci associated with androgenic responsiveness
in triticale (X Triticosecale Wittm.) anther culture” (Plant Cell Reports, 2012) Habilitantka
skupita si¢ na zalezieniu loci cech ilosciowych (QTL) zwigzanych z reaktywnoscia
androgeniczng u pszenzyta. Analizowala takie prametry, jak indukcja zarodkow
androgenicznych, calkowita regeneracja i zdolnos¢ regeneracji roslin zielonych oraz dwie
cechy opisujace koncowa wydajnosé androgenezy. Wykazata lgcznie wptyw 28 QTL, ktore sg
zlokalizowane na 5 chromosomach z genoméw A i1 R majgce wplyw na embriogeneze
mikrospor u pszenzyta. Indukcja androgenezy byla zwigzana z siedmioma QTL wykrytymi na
chromosomach 5A, 4R, 5R i 7R, jako regiony zawierajace markery istotnie powigzane z t3
cechg, natomiast na chromosomach 5A, 2BL, 7B i 5R wskazata dodatkowe powigzane z tg
cechg markery. Zaréwno catkowita, jak i zdolnos¢ do regeneracji zielonych siewek byly
kontrolowane przez geny zlokalizowane na chromosomie 4A. Niektore z QTL, ktore wplywaty
na koncowg wydajno$¢ androgenezy byly identyczne z QTL zwigzanymi z androgeniczng
indukcja zarodkoéw, co sugeruje, ze obserwowana korelacja moze by¢ wynikiem ich $cislego
powigzania lub plejotropii. Wykryte loci sprz¢zone z cecha podatnosci na embriogeneze
mikrospor majg duze walory poznawcze i przyczyniajg si¢ do lepszego poznania tego zjawiska
u pszenzyta.

W drugiej pracy pt. ,,Identification of QTLs associated with albino plant formation and
some new facts concerning green versus albino ratio determinants in triticale (X Triticosecale
Wittm.) anther culture” (Euphytica, 2015) Kandydatka skupila si¢ nad wyjasnieniem przyczyn
wysokiej czestotliwo$é  albinotycznych  haploidéw/podwojonych  haploidow  (DH),
regenerowanych w kulturach androgenicznych. Uzyskiwane duzej liczby roslin albinotycznych
jedng z gtéwnych przeszkéd ograniczajacych stosowanie technologii DH w programach
hodowli zb6z. Analizy prowadzone na tej samej populacji mapujacej co w pierwszej pracy,
pozwolily na identyfikacje markerow zwigzanych z cechg regeneracji roslin albinotycznych. na
dwoéch chromosomach genomu B (3B, 4B) i trzech genomu R (4R, 5R i 7R). Najwi¢ksza liczba
QTL zwigzanych z cechg podatnosci na regeneracj¢ roslin albinotycznych zlokalizowanych
zostalo w subgenomie Zzytnim R. Uzyskane wyniki potwierdzaja informacje literaturowe, ze
zyto jest gatunkiem trudnym i charakteryzujacym si¢ opornoscia na regeneracj¢ w kulturach in
vitro. Badania te wykazaly ponadto, ze stres oksydacyjny wywolany niskimi temperaturami
powoduje zaklocenie endogennej réwnowagi hormonalnej i jest niezbedny do przejscia z
niefotosyntetycznych proplastydow do funkcjonalnych chloroplastow. Uzyskane w pracy
wyniki po pierwsze identyfikuja rejony chromosoméw odpowiedzialne za tworzenie s1¢
albinotycznych roslin, a po drugie wyjasniaja, ze niskie temperatury moga powodowac rozwdj
funkcjonalnych chloroplastéw i tym samym przyczyniaja si¢ do ograniczenia tworzenia si¢
roélin albinotycznych w kulturach pylnikowych pszenzyta, co jest bardzo waznym efektem
praktycznym tej pracy.

W trzeciej pracy cyklu pt. ,Identification of proteins related to microspore
embryogenesis responsiveness in winter triticale (x Triticosecale Wittm.)” ( Euphytica, 2017)
dla lepszego zrozumienia fizjologicznych podstaw mikrosporoembriogenezy (ME) u
pszenzyta, Habilitantka przeprowadzila analiz¢ profilu biatkowego w czterech liniach

pszenzyta ozimego (DH) o skrajnie réznym potenCJalc do embriogenezy. Analizy
przeprowadzita na pylnikach w optymalnej fazie rozwoju dla indukcji embriogenezy



mikrospor, a takze na pylnikach z ro$lin poddanych stresowi niskiej temperatury. Poréwnanie
profili bialkkowych pozwolilo na wylonienie bialek istotnie réznicujgcych badane obiekty, a
zatem potencjalnie zaangazowanych w proces induke;ji i regulacje efektywnosci embriogenezy
mikrospor. W sumie zidentyfikowano 31 bialek zaangazowanych w zmian¢ kierunku rozwoju,
odpowiedzig na stres, jak i regulacjag procesu indukcji embriogenezy mikrospor. Badania
wykazaly, iz o poziomie kompetencji mikrospor do zmiany kierunku rozwoju decydujg zapasy
dostepnej energii oraz wydajny system obrony komorki, ktory warunkuje poZniejsze
przetrwanie podczas dlugotrwalego dziatania czynnika stresowego indukujacego EM. Biatka
akumulowane u linii podatnej na EM jeszcze przed zastosowaniem traktowania indukujgcego
EM zaangazowane byly gléwnie w procesy metaboliczne: metabolizm aminokwasow
biatkowych, np. metioniny, regulacje¢ wigzan peptydowych podczas biosyntezy biatek na
rybosomach, transport jonéw przez blony komérkowe, regeneracje rybulozo-1,5-bisfosforanu
w szlaku pentozofosforanowym czy metabolizm azotu, np. detoksykacj¢ amoniaku. Z kolei
traktowanie kloso6w czynnikiem indukujagcym EM skutkowalo akumulacjg biatek typowych dla
reakcji obronnych zwigzanych ze wzmozong produkcjg reaktywnych form tlenu (RFT),
wystepujgcg w warunkach stresu. W odpowiedzi na stres indukujagcy EM obserwowano
akumulacj¢ enzymoéw zaangazowanych w biosynteze bialek, takich jak czynnik elongacyjny
Tu, izomeraza disiarczkowa, czy biatek opiekunczych, ktére odpowiadajg za prawidlowy
przebieg fazy elongacji podczas biosyntezy lancucha polipeptydowego i uformowanie nowo
powstalego biatka. Zanotowano réwniez wyzszy poziom akumulacji bialek odpowiedzialnych
za post-transkrypcyjng regulacje ekspresji genéw (biatko wiazace RNA indukowane niskimi
temperaturami). Ponadto, analiza poréwnawcza profili biatkowych pylnikow pszenzyta
wykazata wzrost poziomu akumulacji biatek zaangazowanych w metabolizm wegla, takich jak
beta galaktozydaza, ktora bierze udzial w biosyntezie polisacharydéw wchodzacych w sklad
$cian komoérkowych oraz dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, jednego z
kluczowych enzyméw w procesie glikolizy. Wickszos$¢ zidentyfikowanych bialek zwigzanych
z efektywng indukcjag EM pszenzyta ozimego zaangazowanych bylo w procesy metaboliczne,
takie jak hydroliza skrobi (beta amylaza), glikoliza (fruktokinaza), biosynteza etylenu,
polyamin czy procesy metylacji (syntaza S-adenozylometioniny), w tym metylacji DNA i
histonéw, regulujacej poziom ekspresji genéw w kulturach pylnikéw pszenzyta.

W ostatniej pracy cyklu pt. ,,Comparative proteomic analysis provides new insights into
regulation of microspore embryogenesis induction in winter triticale (x Triticosecale Wittm.)
after 5-azacytidine treatment” (Scientific Reports) Kandydatka przeprowadzila analiz¢ zmian
ekspresji genéow i profili biatkowych pylnikéw izolowanych z kloséw tarktowanych
czynnikiem indukujgcym EM w obecnosci lub braku inhibitora metylacji DNA (5-azacytydyny,
AC). W pracy tej wykazala, ze poziom metylacji DNA spowodowat istotne réznice ilosciowe 1
jakosciowe w poziomic akumulacji syntezowanych bialek, a takze w liczbie struktur
zarodkopodobnych oraz zdolnosci do regeneracji roslin zielonych w kulturach pylnikowych.
Zastosowanic AC wplynglo na zmian¢ poziomu akumulacji bialek zaangazowanych w
metabolizm cukréow, ktore odgrywajg wazng rol¢ w procesie zmiany kierunku rozwoju
mikrospor. Zmiany te polegaly na zwickszonej akumulacji bialek zwigzanych z procesami
katabolicznymi, mialy wplyw na poziom bialek odpowiedzi komoérki na stres i regulacje
metabolizmu bialek, w tym akumulacj¢ bialek opiekunczych, co moze $wiadczy¢ o
uruchomieniu mechanizméw obronnych, chronigcych prawidlowg biosyntez¢ i1 dojrzewanie
bialek w warunkach stresu inicjujgcego proces EM, a takze zmiany proteomiczne w $cianie
komoérkowej. Najwazniejsze zmiany w profilu biatkowym zwigzane z wyzszg efektywnoscia
EM po zastosowaniu AC dotyczyly: zahamowania intensywnych proceséw anabolicznych,
glownie fotosyntezy, poprzez obnizenie poziomu akumulacji bialek bioragcych udziat w
biosyntezie chlorofilu, RuBisCO czy w reakcjach zaleznych od $wiatla; przejscia do
efektywnego katabolizmu i mobilizacji rezerw weglowodanowych m.in. poprzez wyzszy
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poziom akumulacji enzyméw bioracych udziat w glikolizie, rozktadzie skrobi czy sacharozy w
celu zaspokojenia intensywnych potrzeb energetycznych mikrospor zmieniajacych kierunek
rozwoju oraz uruchomienia skutecznej obrony przed stresem indukowanym traktowaniem
klos6w niskg temperatura, tj. zapewnienia prawidtowego faldowania biatek syntetyzowanych
de novo oraz skutecznej degradacji dysfunkcyjnych lub uszkodzonych biatek. Powyzsze wyniki

s3 nowatorskie ze wzgledu na identyfikacje¢ bialek regulujacych proces EM przebiegajacy w
warunkach standardowo stosowanych procedur, jak rowniez w warunkach inicjujagcych zmiany
poziomu metylacji DNA i podnoszacych efektywnos¢ procesu EM.

Reasumujgc, prace zawarte w jednotematycznym cyklu czterech publikacji
o wspllnym tytule ,,Identyfikacja loci gendw oraz bialek regulujgcych proces embriogenezy
mikrospor i produkcj¢ podwojonych haploidéw pszenzyta ozimego (x Triticosecale Wittm.)”
spelniajg kryteria formalne (spdjno$é tematyczna oraz dominujacy udzial Habilitantki w
powstaniu osiggnigcia) i merytoryczne (oryginalnos¢, znaczenie poznawcze), umozliwiajgce
podjecie staran o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk rolniczych w
dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo. Osiggni¢cie naukowe dr Moniki Krzewskiej jest
wartos§ciowym wkladem w rozwdj nauk rolniczych, a gléwnie genetyki i hodowli roslin,
w tym przede wszystkim molekularnego i fizjologicznego podloza procesu embriogenezy
mikrospor poprzez identyfikacj¢ rejon6w genomu pszenzyta i potencjalnych gendw oraz biatek
zwigzanych z regulacja i efektywnoscig tego procesu.

Uzyskane wyniki znaczaco poszerzaja wiedz¢ na temat molekularnego i fizjologicznego
podloza procesu androgenezy u pszenzyta ozimego, a takze pozwolily na identyfikacj¢ rejonéw
genomu oraz potencjalnych gendéw i bialek zwigzanych z regulacjg i efektywnoscia tego
procesu. Kandydatka zidentyfikowata rejony genomu pszenzyta zwigzane z podatnoscia na
indukcje embriogenezy mikrospor oraz regeneracj¢ roslin zielonych i albinotycznych oraz
opracowala sprzezonych z nimi markery molekularne. Okreslila takze wplyw demetylacji DNA
na ekspresj¢ gendow, zwigzanych z procesem indukcji EM, takich jak GSTF2, TaTPD1-like i
SERK?2. Dr Monika Krzewska wskazata ponadto konkretne biatka zaangazowane w indukcje
EM u pszenzyta ozimego, wykazatla pozytywny wplyw inhibitora metylacji DNA (5-
azacytydyny) na efektywnos¢ indukcji EM oraz okreslita wplyw obnizenia poziomu metylacji
DNA na profil biatkowy pylnikow pszenzyta ozimego w trakcie indukcji EM. Wyniki
prowadzonych przez Habilitantke¢ badan przyczynily si¢ do istotnego poszerzenia wiedzy na
temat molekularnego i fizjologicznego podloza androgenezy u pszenzyta. Przeprowadzona
charakterystyka molekularna i fizjologiczna populacji linii pszenzyta wyprowadzonej z
mieszanca ,,Saka 3006”x,,Modus” miala nie tylko aspekt poznawczy, ale takze i utylitarny.
Pozwolila na optymalizacje metody uzyskiwania linii DH w kulturach pylnikowych pszenzyta
ozimego oraz wytypowanie, charakteryzujgcych si¢ wysokim stopniem podatnosci na EM, linii
DH jako potencjalnego zrédta korzystnych alleli do twoérczej hodowli twoérczej. Markery
zidentyfikowane jako silnie sprzezone z genami odpowiedzialnymi za podatnos¢ do
androgenezy moga wlatwié¢ transfer tych alleli do innych genotypéw pszenzyta przy uzyciu
selekcji wspomaganej markerami (MAS). Zgromadzona wiedza pozwala na wyznaczenie
nowych kierunkéw badan podstawowych i aplikacyjnych dotyczacych dalszego zglebiania
molekularnego i fizjologicznego tla procesu embriogenezy nie tylko u pszenzyta, ale takze
innych gatunkow roslin uprawnych.

Ocena pozostalej dzialalnosci naukowej

Na dorobek naukowy dr Moniki Krzewskiej skladajg si¢ dodatkowo
22 oryginalne prace opublikowane w czasopismach z bazy Journal Citation Reports (poza
pracami wskazanymi jako osiggni¢gcic naukowe), w ktorych wystepuje jako
wspolwspolautorka, 3 prac opublikowanych w czasopismach spoza bazy JCR oraz 4
rozdzialéw w wydawnictwach ksigzkowych, w tym 3 wydanych przez Wydawnictwo Springer



i jeden rozdzial w monografii pokonferencyjnej (w jezyku angielskim). Lacznie po doktoracie
Habilitantka opublikowala 22 oryginalne prace naukowe, trzy rozdzialy w ksigzkach i jeden
rozdzial w angloj¢zycznej monografii. Sumaryczny wskaznik Impact Factor czasopism, w
ktorych Habilitantka je opublikowala wynosi 99,7 (zgodnie z rokiem 2022), w tym 89,3 po
uzyskaniu stopnia doktora. Suma punktéw wedtug punktacji MNiSW wszystkich prac wynosi
2230, w tym po uzyskaniu stopnia doktora 1960. Liczba wszystkich cytowan publikacji
Kandydatki wedlug bazy WoS wynosi 420, a aktualny na dzieh pisania opinii indeks Hirscha
dr Moniki Krzewskiej (wedtug bazy Web of Science) wynosi 13.

Dorobek naukowy dr Moniki Krzewskiej prezentowany w oryginalnych pracach
tworczych i w doniesieniach konferencyjnych dotyczy zagadnien zwigzanych z poznaniem
struktury chromosoméw u réznych gatunkéw zyta, a takze skupia si¢ na poznaniu
fizjologicznych i molekularnych aspektow zwigzanych z indukcjg androgenezy u pszenzyta,
zyta, jeczmienia, rzepaku oraz poszukiwaniu sposobéw zwigkszenia jej wydajnosci, a takze
optymalizacjg tworzenia linii podwojonych haploidéw. Uzyskiwane wyniki majg nowatorski
charakter i przyczyniaja si¢ do poszerzania wiedzy z tego zakresu, a na niektére z nich
chcialbym zwréci¢ uwage ponize;.

Kandydatka prowadzila badania z zakresu cytogenetyki Zyta oraz przebiegu mejozy u
mieszancéw miedzygatunkowych tego gatunku. Analiza kariotypéw diploidalnych gatunkéw
zyta (Secale ancestrale Zhuk., Secale africanum Staph., Secale dalmaticum Viss i Secale
kuprianovii Grossh) wykazala zroznicowanie w budowie chromosoméw (catkowita dhugosé,
indeks ramion) mi¢dzy badanymi gatunkami. Pozwolila ona takze na okreslenie wzoru
rozmieszczenia heterochromatyny (prazki C), charakterystycznego dla danego typu
morfologicznego chromosomu danego gatunku, a takze wykazala istotne réznice w szerokosci
prazkow telomerowych, lokalizacji 1 ilo$ci prazkéw interkalarnych oraz obecnosci prazkow
centromerowych. Podobny uklad prazkéw na chromosomach 1R, 2R, 4R i 7R, zidentyfikowata
dla Secale ancestrale Zhuk., Secale dalmaticum Viss 1 Secale kuprianovii Grossh, co wskazuje
na pokrewienstwo mig¢dzy tymi gatunkami. Odmienny ukiad prazkéw w chromosomach
mitotycznych Secale africanum Staph. posrednio dowodzi odrgbnosci tego gatunku od
pozostatych zbadanych. Obserwacje zachowania si¢ chromosoméw w mejozie u dwoéch
mieszancow zyta (Secale africanum Staph. x Secale ancestrale Zhuk. 1 Secale dalmaticum Viss
x Secale kuprianovii Grossh), pozwolilo Habilitantce na identyfikacj¢ chromosoméw
pochodzacych z genomu form rodzicielskich tych mieszancow. W trakcie podzialéw
mejotycznych, u obu mieszancéw miedzygatunkowych Zzyta, chromosomy wykazywaty
niepeing homologi¢, co utrudnialo lub uniemozliwialo ich koniugacj¢. W metafazie
obserwowata wowczas obecnos¢ uniwalentow, a w anafazie chromosoméw op6znionych i/lub
mostow anafazowowych. Wykonana przez dr M. Krzewska cytogenetyczna analiza
chromosoméw dostarczyla podstawowych informacji o niektérych procesach zachodzgcych w
ewolucji w obrebie rodzaju Secale L.

Ciekawe wyniki Habilitantka uzyskala w badaniach nad okresleniem wplywu
inhibitorow metylacji DNA na indukcj¢ procesu embriogenezy mikrospor u pszenzyta
ozimego. Celem tych badan byla weryfikacja hipotezy zakladajacej, iz obniZenie poziomu
metylacji DNA wplywa na podniesienie efektywnosci indukcji embriogenezy w kulturach
izolowanych mikrospor. Do zmian w ekspresji genéw zaangazowanych w inicjacj¢
embriogenezy mikrospor zastosowala metod¢ hipermetylacji, wykorzystujac dwa inhibitory
enzymoéw przeprowadzajgcych metylacje — metylotransferaz DNA, 5-azacytydyne (AC) i jej
pochodng 5-aza-2’-deoksyazacytydyne (DAC), w celu przeniesienia grupy metylowej na
zasade cytozynowg w DNA. Wykazata, iz oba inhibitory aplikowane w trakcie traktowania
ktosOw istotnie obnizyly zywotno$¢ mikrospor. W swoich badaniach wykorzystala zar6wno
lini¢ podatna, jak i odporng na indukcj¢ EM, co pozwolilo jej na wykazanie, ze w przypadku



podatnej linii DH, pod wplywem AC nastgpowat istotny wzrost liczby uzyskiwanych struktur
zrodkopodobnych (ELS) o wyzszej zdolno$ci do regeneracji roslin zielonych.

W analizowanej probee hydrolizatu DNA mikrospor zbadata catkowita metylacje DNA
dla obu badanych linii. Wst¢pne traktowanie ktoséw AC obnizylo sredni poziom metylacji o
okoto 1%, natomiast traktowanie DAC o okoto 2%. Ponadto, analiza immunolokalizacji 5-mdC
w jadrach komérkowych mikrospor, wykazala, ze niezaleznie od tego czy do hipermetylacji
stosowano AC czy DAC poziom demetylacji DNA byt na podobnym poziomie.

Dr M. Krzewska wykazala takze, ze u linii DH, suplementacja pozywki indukcyjnej w
AC stymulowata mikrospory do zmiany kierunku rozwoju i embriogenezy. W przypadku
opornej linii DH, po okolo 8 dniach kultury, zaobserwowala zahamowanie rozwoju
embriogenicznych struktur, natomiast w kulturach zawiesinowych mikrospor podatnej linii DH
uzyskiwala wzrost liczby rozwijajgcych si¢ ELS w poréwnaniu do kontroli. DAC cechowat si¢
wysoka cytotoksycznoscig 1 zwigzang z nig obnizong zywotnoscig komorek w zawiesinach obu
linii DH.

Waznym, zar6wno w aspekcie poznawczym, jak i utylitarnym badan prowadzonych
przez Kandydatke jest wykazanie znaczenia rodzaju inhibitoréow metylacji DNA, ich st¢zenia
oraz sposobu traktowania tymi inhibitorami w aspekcie poznania podloza indukcji procesu EM,
jak i diagnostyki w badaniu zjawisk epigenetycznych wpltywajacych na rozwdj i réznicowanie
komorki roslinnej. Zaproponowala takze praktyczne wykorzystanie epigenetyki do indukcji
EM u pszenzyta, ktdrego to mozna dopatrze¢ si¢ w przypadku traktowania ktosow AC, a
zaproponowana metoda HPLC do oceny ogélnego poziomu metylacji DNA hydrolizatu
mikrospor, okazala si¢ przydatnym sposobem na uzyskanie wstepnej informacji o genomowym
poziomie metylacji w kontekscie przewidywania podatnosci na indukcje EM.

Obiecujace wyniki badan dr M. Krzewskiej stanowig podstawg do dalszych badan nad
praktycznym wykorzystaniem inhibitoréw metylacji w podnoszeniu efektywnosci EM u zbéz
oraz innych gatunkow ro$lin uprawnych.

Okres po doktoracie to czas duzej aktywnosci naukowej Habilitantki zaréwno
W wymiarze prac oryginalnych, jak i w zakresie udzialu w konferencjach naukowych, w tym
zagranicznych. Posiada takze duze doswiadczenie w realizacji wielu grantéw krajowych
1 europejskich, co swiadczy o ukierunkowaniu badan zgodnie z zapotrzebowaniem gospodarki,
a szczegOlnie rolnictwa i stalej zdolnosci do podejmowania coraz nowych wyzwan zwigzanych
z rozwojem rolnictwa, a w szczegllnosci opracowywaniem metod pozwalajagcych na
przyspieszanie postepu biologicznego, ktdry wesprze zrdwnowazony i przyjazny Srodowisku
system upraw oraz zapewnieni bezpieczenstwo zywnosciowe kraju. Glownym celem
hodowcoéw roslin jest tworzenie nowych, ulepszonych odmian o wysokim i stabilnym
plonowaniu, charakteryzujacych si¢ lepszym dostosowaniem do zmieniajacych sie¢ warunkow
Srodowiska (odpornoscig na stresy biotyczne i abiotyczne), dlatego coraz czgéciej stosuja w
swoich pracach wydajne metody, ktore pozwalajg na uzyskiwanie odmian w krotkim czasie.
Nowe odmiany umozliwiajg ograniczanie intensywnosci nawozenia i stosowania chemicznych
srodkéw ochrony roslin, a tym samym pozwalaja na uzyskiwanie wysokiej prozdrowotne;j
jakosci plonu i ochrong srodowiska naturalnego. Badania naukowe Habilitantki wniosty i beda
dalej wnosily istotny wklad w poznanie fizjologicznych, cytologicznych i molekularnych
podstaw procesu embriogenezy mikrospor u roslin uprawnych. Pozwalajg takze na wilgczanie
w tradycyjng hodowl¢ roslin nowoczesnych biotechnologicznych metod, w tym technik kultur
in vitro, jako narzedzia skracania programow hodowli tworczej.

Dzialalno$¢ naukowa dr Monika Krzewska zostala w 2014 roku wyrézniona przez
Dyrektora Instytutu Fizjologii Roslin PAN i habilitantka uzyskata nagrode¢ za najwyzszg liczbe
publikacji w czasopismach z Listy Filadelfijskiej w grupie pracownikow mlodszych. Na uwage
zastuguje takze wyr6znienie pracy doktorskiej uchwalg Rady Naukowej IFR PAN oraz
ukonczenie studiow magisterskich w grupie 5% najlepszych absolwentow.



Ocena dzialalno$ci dydaktycznej i organizacyjnej

Dr Monika Krzewska calg swojg karier¢ naukowa zwigzala z Instytutem Fizjologii
Roslin im. Franciszka Goérskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, czyli jednostka
naukowo-badawczg. Jednak mimo tego posiada takze udokumentowang dzialalnosé
dydaktyczng. Kandydatka w latach 2009-2010 przygotowywala materialy do zaje¢ i
prowadzila zajecia na studiach podyplomowych ,Biologia molekularna z elementami
biotechnologii” na Uniwersytecie Pedagogicznym im. Komisji Edukacji Naukowej w
Krakowie. Prowadzila wyklady z przedmiot6w Proteomika — zastosowanie i narz¢dzia oraz
Wybrane techniki badania proteomu dla uczestnikéw Studium Doktoranckiego Nauk
Przyrodniczych PAN przy Instytucie Botaniki im. W. Szefera w Krakowie. Ponadto w ramach
kursu pt. ”Modern analytical techniques in research on haploidization of plants”
dedykowanego dla doktorantow obcoj¢zycznych prowadzita wyklad i zajecia praktyczne pt.
Proteomic studies in diversity of stress plant responses. Angazowala si¢ takze w zajecia z
przyrody dla uczniéw szkot podstawowych oraz w nauczanie biologii dla uczniéw gimnazjum
i IV Liceum Ogolnoksztatcacego im Tadeusza Kosciuszki w Krakowie.

Dr inz. Monika Krzewska jest promotorem pomocniczym w otwartym w Studium
Doktoranckim Nauk Przyrodniczych PAN przewodzie doktorskim, ktérego tytul brzmi
,,Udzial systemu antyoksydacyjnego i hormonéw stresu w determinacji poziomu tolerancji
jeczmienia ozimego (Hordeum vulgare L.) na mréz i susz¢ glebowa”.

Habilitantka aktywnie uczestniczyla w krajowych oraz mig¢dzynarodowych
konferencjach naukowych, na ktérych przedstawiala wyniki swoich badan w formie referatow
lub posterow. Na konferencjach mi¢dzynarodowych przedstawila lacznie 5 prac w formie
referatow w j¢zyku angielskim, a 31 prac przedstawila w postaci posteréw, ktére prezentowala
w trakcie sesji plakatowych. Ponadto na krajowych konferencjach wyglosila 10 referatow, a
17 prac przedstawila w postaci posteréw. Streszczenia referatOw oraz posterow zostaly
opublikowane w materiatach konferencyjnych

Dr Monika Krzewska daje si¢ pozna¢ jako osoba skutecznie poszukujgca Srodkow
finansowych na swoje badania. Uczestniczyla lacznie w 10 zespolach badawczych
realizujgcych projekty miedzynarodowe 1 krajowe. Jeszcze przed uzyskanie stopnia naukowego
doktora byla wykonawcg migdzynarodowego projektu finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (NCN) w ramach akcji COST. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych
kierowata jednym projektem Narodowego Centrum Nauki uzyskanego w ramach konkursu
Preludium I , a w kolejnych szesciu finansowanych ze srodkéw krajowych (NCN, NCBIR,
MRiR W) jest wykonawcg. Ponadto uczestniczyta: w ramach polsko-stowackiego porozumienia
pomiedzy Instytutem Fizjologii Roslin PAN a Instytutem Genetyki Roslin i Biotechnologii
Stowackiej Akademii Nauk w Nitrze w realizacji czterech projektéw: ,,Molecular markers in
the analysis of auxion distribution in oilseed androgenic embryos”, ,,Molecular markers in
auxion gradient in androgenic embryos of rape (Brassica napus var. oleifera)”, ,Stress-
inducible expresion of arabinogalactans and defence-related proteins in relations to
androgenesis initiation” i ,,Poszukiwanie bialek odpornosci na plesn sniegowa u pszenzyta
ozimego’; dwoch wspdlnych polsko-belgijskich projektach badawczych na podstawie
bilateralnych porozumien pomi¢dzy Instytutem Fizjologii Roslin PAN a VIB University w
Dhent pt. ,,Auxin as a trigger in duble haploids (DH) production of oilseed rape” i ,,Auxin as
signalling in dubled haploid production of rape (Brassica napus var. oleifera)” oraz ramach
polsko-hiszpariskiego bilateralnego porozumienia w realizacji projektu ,,N-butanol as a trigger
inducing microspore embryogenesis in in vitro cultures of wheat (Iriticum aestivum L.) and
triticale (x Triticosecale Wittm.)”.

Kandydatka wspotpracuje z otoczeniem spolecznym i gospodarczym w ramach
prowadzonych przez siebie projektow finansowanych ze Srodké6w NCBiR oraz MRiRW.
Nawigzala wspolprace z nastepujagcymi podmiotami sektora gospodarczego: Danko Hodowla



Roslin Sp. z.0.0. oraz Poznanska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. w ramach badan naukowych na
rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej finansowanych przez Ministerstwo
Rolnictwa i Rozwoju Wsi, ktorych efektem bylo opracowanie metody wyprowadzania linii
podwojonych haploidow Zzyta i wdrozenie uzyskanych z tych linii nasion do programéw
hodowlanych tych firm. Ponadto brata udzial w wyprowadzaniu linii DH j¢czmienia ozimego
(6600 linii), ktore zostaly przekazane hodowli Danko, a nast¢pnie wprowadzone do programu
hodowli twérczej 1 wiagczone do kolejnych doswiadczen przedrejestrowych.

Whiosek koncowy

‘W $wietle przeprowadzonej powyzej analizy osiggni¢cia naukowego dr Moniki
Krzewskiej stwierdzam, Zze ma ono duzg wartos¢ dla rozwoju dyscypliny naukowej rolnictwo i
ogrodnictwa oraz stanowi znaczacy naukowy i aplikacyjny wklad do badan nad poznaniem
molekularnego, fizjologicznego i cytogenetycznego podloza indukcji embriogenezy mikrospor
u pszenzyta oraz innych gatunkéw roslin uprawnych. Na uwage zasluguje stosowanie
nowoczesnego warsztatu badawczego, w tym nowoczesnych metod biochemicznych,
biotechnologicznych, molekularnych i bioinformatycznych. Jest osoba, ktéra bardzo dobrze
odnajduje si¢ w pracy zespolowej grup badawczych oraz wykazuje duze zaangazowanie w
dziatalno$¢ organizacyjng i dydaktyczng.

Podsumowujgc, w mojej opinii, dr Monika Krzewska spelnia wszystkie wymagane
warunki nadania stopnia naukowego doktora habilitowanego wymienione
w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.
742). Przedstawiony jako osiagnig¢cie habilitacyjne cykl recenzowanych artykutéw naukowych
ma charakter spdjny i jest tematycznie ze sobg powigzany oraz czasopisma znajdowaly si¢ w
roku opublikowania w wykazie Ministerstwa wlasciwego do spraw nauki (pkt. 2b, art. 219.1.),
publikacje z punktu widzenia genetyki odpornosciowe i genetyki i hodowli roslin wnosza nowe
warto$ci 1 majg znaczny wklad w rozwdj dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo (pkt. 2, art.

219.1.)-
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