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A) Tytul osiaggni¢cia naukowego

Zastosowanie metabolitow wtornych w analizie chemotaksonomicznej oraz ocenie

stopnia udomowienia wybranych gatunkow ros$lin psiankowatych
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chemotaxonomic markers of wild and cultivated tomato species (Solanum section

Lycopersicon). Phytochemistry, 2016, 132, 57-67 (IF 3,205; MNiSW 35)

Na osiagni¢cie naukowe sklada si¢ cykl siedmiu prac oryginalnych, w ktérych jestem
pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym. Laczny impact factor czasopism,
w ktorych zostaty opublikowane prace, wyniost 13,713, za$ taczna liczba punktéw MNiSW
195 (wedtug daty publikacji). Kopie publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia zostaty
zawarte w Zatgczniku nr 4, natomiast oswiadczenia habilitanta i wspotautoréw publikacji —

w Zataczniku nr 5.

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omoéwieniem

ich ewentualnego wykorzystania
Wprowadzenie

Psiankowate (Solanaceae) stanowig réznorodng 1 bardzo liczng (9000-10000 gatunkéw)
rodzing ros$lin wyzszych, ktérej przedstawiciele majg czesto istotne znaczenie gospodarcze
(pomidor, ziemniak, oberzyna, tyton) (Knapp 2002). Blisko 2000 gatunkow
klasyfikowanych jest w kosmopolitycznym rodzaju psianka (Solanum L.), do ktoérego nalezy
wiekszo$¢ roslin psiankowatych wykorzystywanych w rolnictwie. Catosciowe opracowanie
taksonomiczne tego rodzaju pochodzi z potowy XIX wieku, bardziej wspotczesne badania
dotycza raczej zalezno$ci w obrebie rodzaju. Pomimo zastosowania zaréwno klasycznej
klasyfikacji, opartej na cechach morfologicznych ro$lin, jak i bardziej nowoczesnych metod,
stosujacych w tym celu markery molekularne, pozycja taksonomiczna niektorych gatunkow
pozostaje nadal niejasna. Co wigcej, pod znakiem zapytania stoi zarowno stopien odrgbnosci
niektorych taksondw, jak i1 poprawno$¢ identyfikacji wielu opisanych — i czgsto dostgpnych

w kolekcjach nasion — roslin.

Prezentowany cykl publikacji poswigcony jest dwom grupom istotnych gospodarczo
gatunkow roslin psiankowatych. Pierwsza z nich obejmuje oberzyng (Solanum melongena
L.), szereg dzikich, spokrewnionych gatunkéw, a takze afrykanskie psianki uprawiane dla

jadalnych lisci: baktazana gboma (S. macrocarpon L.) 1 baktazana szkartatnego
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(S. aethiopicum L.) wraz z dzikimi przodkami, odpowiednio S. dasyphyllum Schum. and
Thonn. oraz S. anguivi Lam. Druga grupa tworzona jest przez pomidora jadalnego
(S. lycopersicum L.) wraz z szeregiem gatunkow spokrewnionych (S. pimpinellifolium L.,
S. cheesmaniae (L. Riley) Fosberg, S. chilense (Dunal) Reiche, S. peruvianum L.
1S. arcanum Peralta) oraz dziki, zroznicowany genetycznie 1 wykazujacy odporno$¢ na stres
abiotyczny 1 biotyczny gatunek S. pennellii Correl. W obu tych grupach, pomimo licznych
prac opartych zarowno na morfologii roslin, jak 1 wybranych markerach molekularnych,
wcigz pozostajg do wyjasnienia niescistosci zwigzane z pozycja taksonomiczng niektorych
gatunkoéw. Jednoczes$nie, w obu przypadkach dzikie gatunki s3 uwazane za potencjalne
zrédto odpornosci lub tolerancji na stres abiotyczny (niedobdr wody, zasolenie gleby) oraz
zerowanie owadow 1 infekcje patogenow (Collonier 1 in. 2001; Simmons 1 Gurr 2005). Stad,
zainteresowanie wyzej wymienionymi gatunkami ro$lin ma znaczenie zarOwno poznawcze,

jak 1 praktyczne.

Watpliwosci w obrebie grupy tworzonej przez oberzyn¢ i spokrewnione gatunki dotycza
szeregu kwestii, poczynajac od rzeczywistej przynalezno$ci gatunkowej dzikich/zdziczatych
form oberzyny S. melongena subsp. cumingii (Dunal) J. Samuels (Mace i in. 1999; Samuels
2013a), poprzez wskazanie miejsca 1 czasu udomowienia oberzyny oraz sugerowanych
dzikich przodkéw (Lester i Hasan 1991; Meyer 1 in. 2012; Samuels 2013b), az po pozycje
taksonomiczng dzikich i uprawnych psianek afrykanskich. Tradycyjnie, przez dlugi czas
baktazan gboma i jego dziki przodek byly klasyfikowane razem z oberzyng w sekcji
Melongena, za$ baktazana szkarlatnego oraz S. anguivi umieszczano w sekcji Oliganthes
(Lester 1 Daunay 2001). Obecnie, oba kompleksy zazwyczaj uwaza si¢ za czg§¢
zrdznicowane]j grupy stabo rozpoznanych taksondéw odregbnych od oberzyny (Vorontsova
iin. 2013; Aubriot i in. 2016). Taksonomia podrodzaju Leptostemonum, do ktorego naleza
wszystkie omawiane ros$liny, jest skomplikowana ze wzgledu na znaczne zrdznicowanie
morfologiczne niektérych taksondéw, a takze opisywanie poszczegdlnych gatunkow pod
wieloma synonimicznymi nazwami. Dla przyktadu, gatunek S. aethiopicum jest dzielony na
cztery grupy o bardzo zréznicowanej morfologii oraz ré6znym zastosowaniu w rolnictwie.
Rosliny nalezace do tych grup byly w przesztosci opisywane jako przedstawiciele ponad 20
gatunkow, mieszczacych si¢ w kilku rodzajach (Lester 1986). Nawet obecnie, prace
taksonomiczne dotyczace tej grupy roslin sa czesto oparte wylacznie na danych

morfologicznych, co znaczaco wplywa na mozliwos¢ jednoznacznej identyfikacji
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poszczeg6lnych taksonow (Knapp 1 in. 2013). Dodatkowo, niejasny jest stopien
udomowienia roslin uprawnych, tj. S. aethiopicum 1 S. macrocarpon. Cho¢ morfologicznie
roznig si¢ one znaczaco od swoich dzikich przodkow, istnieja prace sugerujgce brak
istotnych ro6znic genetycznych pomiedzy gatunkami uprawnymi i dzikimi (Bukenya
1 Carasco 1994; Stedje i Bukenya-Ziraba 2003; Acquadro i in. 2017). Obecno$¢ w tkankach
ros$lin psiankowatych glikoalkaloidow steroidowych o do$¢ znacznej toksyczno$ci jest
powszechnie uznanym faktem (Mensinga 1 in. 2005). Czesto postulowanym mechanizmem
selekcji w procesie udomowienia ros§lin uprawnych jest ograniczenie zawartosci zwigzkow
toksycznych, opisane takze dla psiankowatych (Johns i Alonso 1990; Moreira i in. 2018).
Zardéwno baklazan gboma, jak i baklazan szkarlatny uprawiane sa m. in. dla jadalnych lisci,
stad oba gatunki maja duze znaczenie gospodarcze na kontynencie afrykanskim. Dlatego
tez, kluczowe z punktu widzenia bezpieczenstwa ich stosowania jest okreslenie, czy opisany

mechanizm selekcji mial zastosowanie w przypadku omawianej grupy roslin.

Taksonomia dzikich i uprawnych pomidoréw zmieniata si¢ do$¢ znacznie w czasie.
Historycznie, ta grupa roslin byla zazwyczaj klasyfikowana w odrgbnym rodzaju
Lycopersicon, cho¢ bywala takze umieszczana w rodzaju Solanum (Peralta i Spooner 2000).
Nieco bardziej wspotczesnie, pomidory zostaty sklasyfikowane jako przedstawiciele rodzaju
Solanum (Child 1990). W kolejnych latach opisano szereg nowych gatunkéw w obrebie tej
grupy roslin, po czym usci$leniu ulegla obecnie uznawana taksonomia pomidoréw (Peralta
iin. 2008). Podstawowym punktem spornym w systematyce tej grupy roslin pozostaje
pozycja odpornego na stres biotyczny i abiotyczny gatunku S. pennellii. Z jednej strony,
krzyzuje si¢ on bez wigkszych przeszkod ze wszystkimi gatunkami nalezacymi do grupy
Lycopersicon (Rick 1960; Bedinger i in. 2011). Jednakze, badania z zastosowaniem
markeré6w molekularnych prowadzity w przesztosci do réznych wnioskéw na temat
pokrewienstwa tego gatunku z innymi gatunkami pomidoréw (Palmer 1 Zamir 1992;
Marshall i in. 2001; Spooner i in. 2005; Zuriaga i in. 2009; The 100 Tomato Genome
Sequencing Consortium 2014). Niektorzy autorzy sugerowali wrecz znaczng odrgbno$¢ S.
pennellii od wszystkich pozostatych gatunkéw pomidoréw (Alvarez i in. 2001; Dodsworth
1in. 2016). Gatunek ten jest obiektem szczegdlnego zainteresowania ze wzgledu na
obecno$¢ na powierzchni czg¢éci nadziemnych ro$lin owadobdjczych estrow glukozy

1 sacharozy (Goffreda i in. 1990; Shapiro i in. 1994). Dlatego tez, szczeg6lnie istotne wydaje
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si¢ by¢ okreslenie jego Scistej pozycji taksonomicznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem

pokrewienstwa z pomidorem zwyczajnym.

Woski kutykularne lub powierzchniowe to skomplikowana mieszanina zwigzkéw
organicznych, wystepujagca na powierzchni wszystkich niezdrewniatych organdéw
nadziemnych roslin wyzszych 1 petnigca liczne funkcje obronne (Kerstiens 1996; Miiller
i Riederer 2005). Ze wzgledu na powszechne wystgpowanie oraz biosynteze wigkszos$ci
sktadnikow na dobrze poznanych szlakach metabolicznych (Kunst i Samuels 2003), mozna
je traktowa¢ jako potencjalnie przydatne markery chemotaksonomiczne. Jako, ze analizy
oparte na morfologii oraz markerach molekularnych nie daly w wielu przypadkach
jednoznacznych wynikow na temat stopnia pokrewienstwa omawianych taksonow,
pozadane jest uzyskanie dodatkowego zestawu danych, otrzymanych na podstawie
zastosowania innych markeréw. Skiadniki woskow kutykularnych byly w przesztosci
wykorzystywane jako markery chemotaksonomiczne w klasyfikacji roslin wyzszych,
wlaczajac w to rosliny psiankowate (Zygadlo 1 in. 1994; Halinski i in. 2011; Da Silva 1 in.
2012). Biorac powyzsze pod uwagg, jako gléwng hipoteze badawcza omawianego cyklu
publikacji zalozono mozliwos¢ wykorzystania skladnikow woskow kutykularnych jako
markerow taksonomicznych, przydatnych w klasyfikacji badanych grup roslin. Inne
grupy metabolitow postanowiono zastosowac takze do oceny stopnia udomowienia psianek

afrykanskich o jadalnych li§ciach.

Omowienie celu naukowego i osiaggnietych wynikow
Cele podjetych badan obejmowatly:

a) identyfikacje skladnikéw woskow powierzchniowych badanych roslin jako
potencjalnych markeréw chemotaksonomicznych 1 oceng¢ zmiennosci skladu

chemicznego woskoéw z uwzglednieniem wptywu na ten sktad warunkéw zewnetrznych,

b) oparta na cechach chemicznych Kklasyfikacje dwoch grup dzikich i uprawnych
gatunkow roslin psiankowatych: (1) oberzyny (S. melongena), komplekséw baklazana
szkartatnego (S. aethiopicum) oraz baktazana gboma (S. macrocarpon) 1 dzikich gatunkow

pokrewnych; oraz (2) pomidora jadalnego (S. lycopersicum) 1 gatunkow pokrewnych, ze
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szczegblnym uwzglednieniem odpornego na stres abiotyczny 1 biotyczny gatunku

S. pennellii,

c) zastosowanie profilu wybranych grup metabolitow pierwotnych i1 wtornych do
oszacowania stopnia udomowienia (tu rozumianego jako odmienno$¢ od dzikich
gatunkéw spokrewnionych) szeregu nowych afrykanskich roslin uprawnych z rodzaju

Solanum L.

Identyfikacja markerow chemotaksonomicznych oraz klasyfikacja oberzyny (Solanum

melongena) i gatunkow pokrewnych [O1-O3]

Zastosowanie sktadnikow woskow powierzchniowych w badaniach chemotaksonomicznych
tzw. "kolczastych psianek" bylo juz wczesniej opisywane w literaturze (Zygadlo i in. 1994;
Halinski 1 in. 2011; Da Silva i in. 2012). Prace te nie mialy jednak na celu zbadania
uzytecznosci w okresleniu przynalezno$ci systematycznej taksonow o watpliwej pozycji,
a jedynie probe zastosowania produkowanych przez rosliny metabolitéw wtornych jako
markeréw przydatnych w badaniach tego typu. Celem prac O1-O3 byla zatem identyfikacja
sktadnikow  woskéw  kutykularnych —afrykanskiego baklazana gboma (Solanum
macrocarpon) 1 ocena stabilno$ci tych markerow pomigdzy odmianami (O1), nastgpnie
proba oszacowania wplywu stresu abiotycznego na sktad woskéw powierzchniowych
oberzyny (S. melongena) jako gatunku modelowego w badanej grupie roslin (02), wreszcie
za$ wyselekcjonowanie markerow o najwyzszej stabilno$ci i wykorzystanie ich w analizie
chemotaksonomicznej szeregu taksondw o niepewnej pozycji w obrebie rodzaju Solanum
(03). W szczegolnosci dotyczyto to dwoch gatunkow afrykanskich psianek, znajdujacych
si¢ na wczesnym etapie udomowienia: baktazana gboma oraz baklazana szkarlatnego
(S. aethiopicum), wraz z gatunkami uwazanymi za dzikich przodkéw tych ro$lin
(odpowiednio, S. dasyphyllum Schum. & Thonn. oraz S. anguivi Lam.). Dodatkowo,
zakladano mozliwos$¢ wykorzystania markeréw chemotaksonomicznych w celu identyfikacji
dzikich/zdziczatych form oberzyny, klasyfikowanych dotad w obrebie kilku odrebnych

taksonow, zazwyczaj jedynie na podstawie cech morfologicznych.

Kompleksowa i wnikliwa analiza chemiczna woskow powierzchniowych lisci baktazana

gboma (pozycja O1) wykazata, ze sktad lipidow kutykularnych rézni si¢ znaczaco od sktadu
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woskow pokrywajacych liscie innych uprawnych gatunkow z rodzaju Solanum, w tym
ziemniaka jadalnego (S. tuberosum L.) oraz blizej spokrewnionej oberzyny (Szafranek
1 Synak 2006; Halinski 1 in. 2009). Przede wszystkim, dominujgce w sktadzie woskdéw obu
wspomnianych gatunkéw roslin weglowodory, ktore stanowity tam 70-82% catkowitej
masy woskow, w przypadku baklazana gboma byty nadal glowna frakcja lipidow
powierzchniowych, ale ich udziat wynosit zaledwie 47-56%. taczna ilos¢ woskow
kutykularnych takze byta nizsza, nie przekraczajac 3 pg cm™ powierzchni liScia, co byto
wartoscig ok. dwukrotnie nizsza, niz w przypadku wiekszosci odmian ziemniaka (Szafranek
1 Synak 2006), oraz prawie sze$ciokrotnie nizsza, niz stwierdzono dla oberzyny (Halinski
1in. 2009). Pozostate roznice dotyczyly glownie obecnosci zwigzkéw cyklicznych: woski
kutykularne lisci S. macrocarpon zawieraly 19-32% steroli. Wedlug mojej wiedzy, tak
wysoki udziatl tych substancji nie byl wczes$niej opisany dla lipidow powierzchniowych
zadnego gatunku ro$liny wyzszej. Frakcja weglowodorow kutykularnych S. macrocarpon
charakteryzowata si¢ bardzo wysoka stabilnosciga sktadu chemicznego pomiedzy
odmianami. Jest to zgodne z wczes$niejszymi doniesieniami na temat woskow
powierzchniowych oberzyny (Halinski iin. 2011). Podobnie, jak w cytowanym zrddle,
takze 1 w przypadku S. macrocarpon kwasy thuszczowe, triterpeny i sterole cechowata
wieksza zmienno$¢ sktadu frakcji, za$ alkohole alifatyczne byly reprezentowane zaledwie
przez kilka zwigzkéw dominujacych we frakcji. Niska, laczna ilos¢ woskow
powierzchniowych oraz mniejszy niz u innych psiankowatych udziat weglowodorow w ich
skladzie, zostaly po raz pierwszy zaproponowane jako cechy, ktore byly uwazane za
korzystne w procesie selekcji baktazana gboma w trakcie jego udomowienia. W odrdznieniu
od wigkszosci gatunkéw uprawnych roslin psiankowatych, S. macrocarpon jest bowiem

rosling o jadalnych li§ciach.

Oberzyna, jako gatunek udomowiony w stosunkowo odleglej przesztosci (Meyer 1 in. 2012;
Aubriot 1 in. 2018), zréznicowany morfologicznie (Kumar i in. 2008), ale jednolity
genetycznie (Ali i in. 2011), a jednoczes$nie stosunkowo odporny na umiarkowany niedobor
wody (Behboudian 1977), zostal zastosowany jako gatuneck modelowy w badanej grupie
spokrewnionych roslin, w celu okreslenia wpltywu stresu abiotycznego na sktad woskow
powierzchniowych (pozycja 02). Pozostale przewidziane do analiz taksonomicznych
ros$liny sg bardziej zréznicowane genetycznie, a jednoczes$nie lepiej przystosowane do

trudnych warunkéw S$rodowiskowych, przez co przewidywalny efekt stresu zwigzanego
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z niedoborem wody bylby mniejszy (Lester i Daunay 2001). Niedobér wody wptlynat
negatywnie na $rednig powierzchni¢ liscia, jednocze$nie jednak nie zmienit w sposob
statystycznie istotny ilosci woskow powierzchniowych, wyrazanej w jednostce masy na
jednostke powierzchni liscia. Zaobserwowano znaczng zmienno$¢ w catkowitej iloSci
lipidéw powierzchniowych pomigedzy osobnikami, ktéra byla wigksza w roslinach
narazonych na niedobér wody. Weglowodory kutykularne, w sktad ktorych wchodzity n-
alkany, 2-metyloalkany oraz 3-metyloalkany, wykazaly bardzo wysokg stabilnos$¢
wzglednego sktadu frakcji, wyrazong niskim zrdznicowaniem wartosci $redniej dtugosci

fancucha alifatycznego (ACL), obliczonych wedtug nastepujacego wzoru:

Y. %C xn
100

ACL=

gdzie: n — liczba atoméw wegla w tancuchu, %C, — udziat procentowy zwigzku o n atomach
wegla w sktadzie frakcji. Kwasy tluszczowe oraz alkohole alifatyczne wykazaty znacznie
wigkszg zmienno$¢. Wsrod zwigzkow cyklicznych, triterpeny charakteryzowaty sie
wzglednie statym sktadem frakcji, ale wystepowalty w niewielkich ilo$ciach, natomiast sktad
frakcji steroli zmieniat si¢ w sposoOb statystycznie istotny pomigdzy grupa kontrolng i grupa
poddang stresowi. W tej drugiej zaobserwowano wyzsza zawarto$¢ cholesterolu, natomiast
nizszg — stigmasterolu i B-sitosterolu. Jest to jedno z nielicznych doniesien, w ktorych
cholesterol stanowit jeden z dominujgcych sktadnikow frakcji steroli w woskach
powierzchniowych ro$lin. Uzyskane wyniki sa zbiezne z wcze$niejszym doniesieniem,
wedlug ktorego weglowodory w woskach kutykularnych oberzyny cechowata najwyzsza
stabilno§¢ sktadu zar6wno w obrebie pojedynczej odmiany pomigdzy sezonami
wegetacyjnymi, jak 1 pomigdzy odmianami (Halinski i in. 2011). Zmiany zaobserwowane
w sktadzie woskow powierzchniowych, wywotane niedoborem wody, sa odmienne od
zazwyczaj obserwowanych: zwigkszenie lub zmniejszenie ilosci weglowodorow, a takze
zwigkszenie dlugosci lancucha weglowego, sa stosunkowo najczesciej notowanymi
efektami stresu wodnego (Shepherd 1 Griffiths 2006). Uzyskane wyniki wskazujg jednak, ze
w przypadku oberzyny (i prawdopodobnie takze spokrewnionych gatunkow) zjawisko to nie
ma miejsca, co czyni weglowodory kutykularne potencjalnie przydatnymi markerami

chemotaksonomicznymi.
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Na podstawie wynikow opisanych w pozycjach O1-O2, podjeto probe klasyfikacji grupy
gatunkow spokrewnionych z oberzyng na podstawie profilu weglowodoréow kutykularnych
(pozycja O3). Badania oparto na wzglednym sktadzie frakcji weglowodordw, stosujac jako
markery n-alkany, 2-metyloalkany oraz 3-metyloalkany, oznaczone ilosciowo w ekstraktach
uzyskanych ze $wiezego materialu roslinnego, pobranego od roslin uprawianych
w porownywalnych, poét-naturalnych warunkach. Chromatografia gazowa z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID) zostala zastosowana jako technika analiz
ilosciowych, za$ identyfikacji zwigzkow dokonano na podstawie eksperymentow
z wykorzystaniem chromatografii gazowej sprze¢zonej ze spektrometria mas (GC-MS).
W badaniach wykorzystano nasiona, pozyskane od podmiotéw komercyjnych (oberzyna)
oraz z uznanych bankéw nasion (oberzyna i pozostate gatunki; World Vegetable Center,
Tainan, Tajwan; Center for Genetic Resources, Wageningen, Holandia). Weryfikacja
przynalezno$ci gatunkowej roslin, zadeklarowanej przez dostawcoéw nasion, byla oparta na
cechach morfologicznych. Dokonat jej dr John Samuels, specjalizujacy si¢ w taksonomii
oberzyny 1 gatunkow pokrewnych. Badane taksony obejmowaty: oberzyn¢ S. melongena;
grupe¢ dzikich gatunkow o bliskim pokrewienstwie, obejmujaca S. campylacanthum Hochst.
ex A. Rich., S. capsicoides All., S. linnaeanum Hepper & P.-M.L. Jaeger oraz S. violaceum
Ortega; kompleksy afrykanskich psianek — baktazana gboma (S. macrocarpon —
S. dasyphyllum) 1 baklazana szkartatnego (S. aethiopicum — S. anguivi); oraz ziemniaka
jadalnego S. tuberosum jako grupg¢ zewnetrzng. Uzyskane wyniki analiz ilo§ciowych zostaly
poddane obrdbce przy zastosowaniu wielowymiarowych technik analizy danych, w tym
analizy skupien (HCA) =z wielokrotnym losowaniem ze zwracaniem z proby,

dwuwymiarowej analizy skupien oraz analizy gtéwnych sktadowych (PCA).

Uzyskane w pracy O3 wyniki pozwolity na jednoznaczne oddzielenie 15 badanych linii
oberzyny oraz spokrewnionych gatunkéw dzikich (S. campylacanthum, S. capsicoides) od
pozostalych taksonéw. Odmiany zaawansowane i lokalne oberzyny nie ro6znity si¢ od siebie
w zauwazalny sposob. Profil weglowodorow pozwolit takze na wydzielenie w osobnych
grupach obu kompleksoéw afrykanskich psianek, wskazujac jednoczesnie na ich stosunkowo
bliskie pokrewienstwo z S. linnaeanum i S. violaceum. Co najwazniejsze, uzyskana
klasyfikacja pozwolita na sformutowanie wnioskow w zakresie wszystkich wymienionych
we wprowadzeniu kwestii spornych w taksonomii tej grupy roslin. Po pierwsze, wykazano

brak odmiennos$ci odrebnej morfologicznie dzikiej formy oberzyny (S. melongena subsp.
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cumingii (Dunal) J. Samuels.) od odmian uprawnych tej rosliny. Po drugie, dostarczono
dowoddéw na brak zrdznicowania pomiedzy gatunkami dzikimi oraz formami uprawnymi
w kompleksach baklazana szkartatnego i baktazana gboma, co bylo juz postulowane przez
innych autorOw na podstawie analiz morfologicznych oraz przy zastosowaniu markerow
molekularnych (Bukenya i Carasco 1994; Stedje i Bukenya-Ziraba 2003; Acquadro 1 in.
2017). Po trzecie, potwierdzono postulowane w najnowszych zrodlach bliskie
pokrewienstwo pomiedzy kompleksami baklazana gboma 1 baktazana szkartatnego
(Vorontsova 1 in. 2013; Aubriot iin. 2016). Wszystko to sugeruje duza przydatnos¢
weglowodordéw kutykularnych jako markerow taksonomicznych w omawianej grupie roslin.
Analizy chemotaksonomiczne moga zatem stanowi¢ cenne uzupehnienie badan opartych na
morfologii roslin oraz markerach molekularnych, przy zachowaniu stosunkowo niskich

kosztow jednostkowych w porownaniu z technikami biologii molekularne;.

Ocena stopnia udomowienia afrykanskich psianek o jadalnych liSciach na podstawie

profilu metabolitow pierwotnych i wtérnych [04-O5]

Baktazan szkartatny oraz baklazan gboma sg istotnymi roslinami uprawnymi w wielu
krajach afrykanskich, uprawianymi zaréwno dla owocow, jak i jadalnych lisci, co czyni je
nietypowymi przedstawicielami wykorzystywanych gospodarczo ros$lin psiankowatych. Jak
wspomniano juz w poprzednim rozdziale, znane sg takze dzikie formy obu gatunkéw,
klasyfikowane jako odrebne gatunki, cho¢ genetycznie nie sg istotnie odmienne od form
uprawnych. Konsumpcja zielonych warzyw liSciastych w krajach afrykanskich, wiaczajac
w to baktazana gboma, jest postrzegana jako czynno$¢ wzbogacajaca diete w witaminy
A 1 C oraz mikroelementy (Uusiku 1 in. 2010), zostala tez opisana jako czynnik sprzyjajacy
zapobieganiu anemii oraz niedoborom witaminy A u dzieci (Egbi 1 in. 2018) oraz
zapobiegajacy rozwojowi chorob neurodegeneracyjnych (Ogunsuyi i in. 2018). Wiedza na
temat wartosci odzywczych lisci obu gatunkéw baklazana jest wciaz fragmentaryczna. Dla
baktazana gboma opisano m.in. stosunkowo wysoka zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych
(Oboh 1 Akindahunsi 2004), a takze ogdlng zawarto$¢ biatka, tluszczy, btonnika oraz
wybranych mikroelementéw 1 zwigzkéw antyodzywczych (Oboh 1 in. 2005). W obu
przypadkach oceniono takze wptyw obrobki na wymienione warto$ci. Wskazano takze na

potencjalne ryzyko spozywania lisci S. macrocarpon w formie nieprzetworzonej (Oboh
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2005), nie identyfikujac jednak substancji za to odpowiedzialnych. W zakresie bardziej
szczegotowych analiz, dostepne sa wyniki opisujace sktad i1 zawartos¢ kwasow
thuszczowych, aminokwaséw oraz wybranych mikroelementéw (Glew 1 in. 2010). Brak
analogicznych doniesien na temat lisci baktazana szkarlatnego, ktore bylyby opublikowane
w zaufanych zrodtach. Jednoczes$nie, w przypadku obu gatunkéw nie opisano zawartos$ci
potencjalnie toksycznych glikoalkaloidéw steroidowych w lisciach, chociaz wiadomo, ze
zwiazki te wystepujga w owocach baklazana szkartatnego i1 baktazana gboma w znacznych
ilosciach, szczegdlnie w przypadku S. macrocarpon (Sanchez-Mata i in. 2010). W zwigzku
z powyzszym, celem prac O4-OS5 byta wstgpna identyfikacja wybranych grup metabolitow
pierwotnych i wtérnych w li§ciach bardziej rozpowszechnionego jako warzywo liSciaste
baktazana gboma, a nastgpnie proba oceny, czy proces udomowienia doprowadzil do
podwyzszenia zawartosci zwigzkoéw odzywczych oraz obnizenia st¢zenia substancji

toksycznych.

Analiza chemiczna kwaséw thuszczowych 1 steroli w formie wolnej oraz zwigzanej oraz
oznaczenie zawartosci glikoalkaloidow w lisciach S. macrocarpon, a takze oszacowanie
wplywu obrobki termicznej na sktad chemiczny lisci, zostaty opisane w pozycji O4. Laczna
zawarto$¢ kwasoéw thuszczowych byta znacznie wyzsza, niz raportowana wczesniej (Glew
iin. 2010), osiagajgc warto$ci nawet do ok. 32 mg g suchej masy materiatu ro§linnego po
obrébce termicznej, co czyni S. macrocarpon potencjalnie bogatym zrodiem tych zwigzkow.
Dodatkowo, zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami, dominujagcymi zwigzkami byly
wielonienasycone kwasy tluszczowe 18:2 1 18:3, a ich taczny wktad w sktad frakcji wynosit
64-69%. Roéwniez zawarto$¢ steroli byta znaczna, osiagajac wartosci 3-4 mg g™ suchej masy
materiatu roslinnego, podczas gdy raportowane dla wielu r6znych warzyw wartosci wahaty
sie w granicach 0,6-4,1 mg g’ suchej masy, z najwyzszg zawarto$cig stwierdzong dla
kalafiora 1 brokutow (Piironen i in. 2003). Podobnie, jak w wigkszosci z warzyw
analizowanych w cytowanej pracy, gtownym skladnikiem frakcji w liSciach baktazana
gboma byt B-sitosterol, stanowigcy 35-38% catkowitych steroli. Zawarto$¢ glikoalkaloidoéw,
ktére nie zostaly jednak w peini zidentyfikowane, przekroczyta uwazang za bezpieczng
dawke 200 mg kg' $wiezej masy zywnosci, wyznaczong dla zwigzkdéw obecnych
w ziemniakach (Mensinga 1 in. 2005). Krotkotrwala obrobka termiczna w sposob
statystycznie istotny obnizyta jednak ich poziom do 91-157 mg kg’ $wiezej masy.

Przedstawione wyniki wykazaly wstgpnie, ze — pomimo stosunkowo niedawnego
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udomowienia — poziom wybranych sktadnikow pozadanych jest w liSciach S. macrocarpon
wysoki 1 porownywalny z warzywami o najwyzszej zawarto$ci kwasow thuszczowych oraz
steroli. Jednoczesnie jednak, zawarto$¢ potencjalnie toksycznych zwigzkdéw obronnych jest
wysoka, co wymaga ostroznosci przy spozyciu, szczeg6lnie jesli nie jest stosowana obrobka
termiczna. Moze to wyjasnia¢ raportowany wczesniej, niekorzystny wplyw diety

zawierajacej nieprzetworzone liScie S. macrocarpon na gryzonie (Oboh 2005).

Biorac pod uwage zarowno doniesienia zawarte w literaturze, jak i wyniki uzyskane w pracy
04, podjeto probe oceny stopnia udomowienia czterech linii S. macrocarpon oraz pigciu
linii S. aethiopicum (grupy Aculeatum, Kumba i Gilo), porownujac profile wybranych
metabolitow pierwotnych i wtérnych zawartych w liSciach tych ro$lin oraz ich dzikich
przodkow S. dasyphyllum 1 S. anguivi. W przypadku baklazana gboma, analizie poddano
takze lini¢ nalezaca do odmiany sapinii, ktorej pozycja taksonomiczna nie jest w petni jasna,
ale sugerowane bylo, ze rosliny tego typu sg mieszancami pomi¢dzy uprawng forma S.
macrocarpon 1 dzika ro$ling S. dasyphyllum (Bukenya i Carasco 1994). Dodatkowo, do
zbioru badanych ro$lin dodano takze dwie linie S. scabrum Mill., jako przyklad psianki
nieco bardziej odleglej taksonomicznie (Lester i Daunay 2001), ktorej formy uprawne sa
praktycznie nieodroznialne od form dzikich zaréwno morfologicznie, jak 1 genetycznie,
a ktora jest rowniez wykorzystywana jako zrodto jadalnych lisci (Manoko i in. 2008).
Sugeruje to bardzo wczesny etap procesu udomowienia, nawet w poréOwnaniu z innymi
afrykanskimi psiankami, u ktorych notuje si¢ roéznice w morfologii form dzikich oraz
uprawnych, cho¢ we wszystkich przypadkach nie sposéb wskaza¢ chocby przyblizony czas
rozpoczecia tego procesu. Wszystkie zastosowane w pracy OS ros$liny pochodzity z kolekeji
Center for Genetic Resources (Wageningen, Holandia) i byly uprawiane w warunkach
szklarniowych od nasion. Grupa badanych metabolitow obejmowata: kwasy thuszczowe,
sterole, zwigzki fenolowe (w tym wyznaczenie ich zdolnos$ci przeciwutleniajacych), a takze

glikoalkaloidy steroidowe oraz saponiny.

Mechanizmy selekeji ro$lin uprawnych w procesie udomowienia mozna podzieli¢ na
swiadome (conscious), ktore wynikaja z celowego wyboru okreslonych pozadanych cech,
oraz nieswiadome (unconscious), ktore sa efektem przeniesienia ro$lin dzikich do
srodowiska utrzymywanego przez cztowieka oraz nastepujacej utraty cech niepotrzebnych

w nowym $rodowisku (Heiser 1988; Zohary 2004). Hipotetyczne $wiadome mechanizmy
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selekcji w przypadku omawianych roslin obejmuja: selekcje w kierunku wyzszej warto$ci
odzywczej, nizszej zawarto$ci zwigzkdw gorzkich i trujagcych oraz utraty mechanicznych
form obrony (wloskéw oraz kolcéw). Wszystkie wymienione mechanizmy powinny by¢
bardziej nasilone w przypadku roslin uprawianych dla jadalnych lisci. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze zawartos¢ zwiazkow pozadanych (kwasdéw tluszczowych, steroli, zwigzkow
fenolowych) utrzymuje si¢ na podobnym poziomie w lisciach roslin dzikich i uprawnych,
atakze w liniach o jadalnych 1 niejadalnych lisciach. Co wigcej, w przypadku
nienasyconych kwaséw tluszczowych w kompleksie baklazana szkarlatnego, wyzsza
zawarto$¢ tych substancji stwierdzono w liSciach ro$lin dzikich. Poroéwnanie pomiedzy
kompleksami baktazana szkarlatnego i1 baklazana gboma sugeruje, ze rosliny nalezace do
tego pierwszego s3 bogatszym zrodlem zwigzkéw fenolowych. Jednoczesnie jednak,
zawierajg takze wieksze ilosci zwigzkow potencjalnie szkodliwych. W lisciach baktazana
gboma oraz jego dzikiego przodka wykryto umiarkowane ilo$ci glikoalkaloidow
zawierajacych aglikon solasodyng; formy dzikie i uprawne nie réznily si¢ w tej kwestii w
sposob istotny, natomiast postulowana forma mieszancowa S. macrocarpon var. sapinii jako
jedyna zawierata potencjalnie niebezpieczng dawke glikoalkaloidow. Liscie S. aethiopicum
1S. anguivi zawieraly znaczne, cho¢ bardzo zmienne, ilo$ci saponin o strukturze opartej na
diosgeninie. Obnizenie zawarto$ci zwigzkéw obronnych bylo juz postulowane jako cecha
charakterystyczna dla ros$lin udomowionych (Moreira 1 in. 2018), a w przypadku roslin
psiankowatych zostalo potwierdzone dla ziemniaka jadalnego 1 dzikich gatunkéw
spokrewnionych (Johns i Alonso 1990). W przypadku badanych roslin, podobne zjawisko
nie zostalo zanotowane, a jedynym mechanizmem $wiadomej selekcji wydaje si¢ by¢
redukcja mechanicznych $rodkéw obrony, przede wszystkim kolcow, co bylo juz opisane
dla innych gatunkéw roslin psiankowatych (Heiser 1988). Moze to potwierdza¢, ze oba
gatunki bakltazana znajduja si¢ wcigz na wczesnym etapie udomowienia. W przypadku
odrgbnego gatunku S. scabrum, stwierdzono niska zawarto$§¢ zwigzkow odzywczych
(w szczegblnosci kwasow tlhuszczowych) oraz bardzo wysokie stezenie saponin o strukturze
opartej na tigogeninie, co jest zgodne z niedawno opublikowanym doniesieniem (Yuan i in.
2018). Potwierdza to wczes$niej postulowany, bardzo wczesny etap udomowienia tego
gatunku (Manoko i in. 2008). Prezentowane wyniki s3 jedng z pierwszych prob oceny

stopnia udomowienia ros$lin o jadalnych lisciach, jednoczesnie wskazuja tez, ze takie
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podejscie moze by¢ przydatne w identyfikacji ro$lin, u ktérych §wiadome mechanizmy

selekcji nie sg jeszcze dominujace.

Klasyfikacja pomidora jadalnego (S. Ilycopersicum) i gatunkow pokrewnych na

podstawie analiz chemotaksonomicznych [06-O7]

Analogicznie do oméwionego wczesniej zastosowania sktadnikéw woskéw kutykularnych
jako markeréow chemotaksonomicznych w klasyfikacji oberzyny 1 gatunkéw pokrewnych,
w pracach O6-O7 podjeto probe oszacowania przydatnosci tych zwigzkow jako markeréw
taksonomicznych pomidora zwyczajnego oraz dzikich gatunkéw spokrewnionych, ze
szczegblnym uwzglednieniem odpornego na stres abiotyczny gatunku S. pennellii (Corell)
D'Arcy. W pracy O6 oszacowano zmienno$¢ w zawartosci i sktadzie poszczegolnych frakcji
woskow powierzchniowych, w obrebie pojedynczej odmiany oraz w obrebie gatunku.
Podobnie, jak w przypadku oberzyny, gidwna i jednocze$nie najbardziej stabilng frakcje
woskoéw stanowity weglowodory. Sktad chemiczny frakeji byt zblizony do raportowanego
wcezesniej (Smith 1 in. 1996), cho¢ w cytowanej pracy wykryto znacznie mniejszg liczbe
zwiazkow. Zroznicowanie w sktadzie frakcji, ktoére znalazto odzwierciedlenie w roéznicach
w warto$ciach $redniej dtugosci tancucha weglowego (ACL), bylo bardzo niskie w obrebie
szesciu linii pomidora zwyczajnego, oraz umiarkowanie niskie wséréd pieciu linii
S. pennellii. Potwierdza to prawdopodobnie sugerowane od dawna, stosunkowo wysokie
zréznicowanie genetyczne tego dzikiego gatunku (Rick 1 Tanksley 1981). Pozostate frakcje
woskéw powierzchniowych wykazalty wyzsza zmienno$¢, co sugeruje szczegdlng
przydatnos¢ weglowodorow jako markerow taksonomicznych. Dodatkowo, poszczegdlne
linie S. pennellii wykazaly znacznie wyzsza, calkowita mase woskow powierzchniowych, co
wigzato si¢ zarbwno z wyzszg zawartoscig weglowodorow, jak 1 — w  wigkszosci
przypadkéw — steroli oraz kwasoéw tluszczowych. W konsekwencji, ilos¢ woskow na
powierzchni lici S. pennellii mieScita si¢ w zakresie 2,3-4,0 ug g suchej masy, podczas
gdy w przypadku pomidora zwyczajnego warto$¢ ta wahata sie w granicach 1,0-2,1 pg g
suchej masy. Mieszaniec mi¢dzygatunkowy S. lycopersicum x S. pennellii charakteryzowat
sie przejsciowg masg woskow (2,7 pg g suchej masy) oraz glownych ich sktadnikow.
Potencjalnie interesujacy byt sktad frakcji triterpendw: w woskach lisci S. lycopersicum byta

zdominowana przez B-amyryne, ktora nie zostala wykryta na powierzchni lisci S. pennellii,
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gdzie dominujacym triterpenem byl lupeol lub a-amyryna. Co ciekawe, triterpeny nie
zostaty wykryte w woskach pokrywajacych kutykule owocow S. pennellii, a w przypadku
pomidora zwyczajnego sklad frakcji byt wyraznie odmienny, z dominujgca 6-amyryng, na
powierzchni lici obecng tylko w niewielkich ilo$ciach (Yeats i in. 2012). Ze wzgledu na
niskie stgzenia triterpenow, wykryte w woskach powierzchniowych lisci, nie zdecydowano

si¢ na uzycie ich jako markeréw chemotaksonomicznych.

Na podstawie wynikow uzyskanych w pracy 06, profil weglowodoréw kutykularnych
zostat zastosowany do klasyfikacji 27 linii pomidoréw, nalezacych do siedmiu gatunkéw
(pozycja O7). Analizie poddano sktad frakcji weglowodoréw 11 linii z grupy Lycopersicon
(siedem linii S. lycopersicum, trzy linie S. pimpinellifolium oraz jedna linia S. cheesmaniae),
4 linii nalezacych do grup Eriopersicon i Arcanum (jedna linia S. chilense, dwie linie
S. peruvianum oraz jedna linia S. arcanum), 10 linii nalezacego do grupy Neolycopersicon
gatunku S. pennellii oraz dwdoch mieszancow miedzygatunkowych (S. lycopersicum x
S. pennellii oraz S. lycopersicum x S. pimpinellifolium). Gtownym celem pracy bylo
uszczegotowienie pozycji taksonomicznej S. pennellii, w ktéorego przypadku — jako
dodatkowe markery — zastosowane zostaly wydzielane na powierzchni¢ rosliny estry
sacharozy oraz krotkotancuchowych kwaséw tluszczowych. Zastosowane linie S. pennellii
pochodzity z calego obszaru naturalnego wystgpowania tego gatunku, tj. potudniowo-
zachodniego Peru (Rick i Tanksley 1981). Rosliny byly uprawiane w warunkach
szklarniowych, z nasion pochodzacych z kolekcji Tomato Genetics Resource Center
(TGRC, Davis, USA) oraz Center for Genetic Resources (Wageningen, Holandia).
Weglowodory byly analizowane tak, jak opisano wcze$niej dla pozycji O3, natomiast
profile estrow sacharozy uzyskano za pomoca techniki spektrometrii mas z analizatorem
czasu przelotu oraz jonizacja technika desorpcji laserowej z udzialem matrycy (MALDI-
TOF MS). Uzyskane wyniki analiz ilo§ciowych zostaly poddane obrdbce przy zastosowaniu
wielowymiarowych technik analizy danych: analizy skupien z wielokrotnym losowaniem ze

zwracaniem z proby oraz analizy gléwnych skladowych.

Uzyskane wyniki wykazaty stosunkowo niewielka przydatno$¢ w klasyfikacji gatunkéw
o czerwonych (grupa Lycopersicon) i zielonych owocach (grupy Eriopersicon oraz
Arcanum). Wszystkie wyzej wymienione taksony tworzyly luzne skupienie, utworzone ze

wzgledu na wysoka zawarto§¢ n-alkanéw o 30-32 atomach wegla w tancuchu, a linie
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pomidora zwyczajnego byly tylko nieznacznie oddzielone od gatunkow z grup Arcanum
oraz Eriopersicon. Znacznie bardziej interesujaco ksztaltowata si¢ klasyfikacja linii
S. pennellii. Na podstawie wynikow wydzieli¢ mozna byto trzy chemotypy tego gatunku:
jeden charakteryzowat si¢ bardzo wysoka zawarto$cig 2-metyloalkanow (ok. 41%
wszystkich weglowodorow), drugi — nadreprezentacja 3-metyloalkanow (ok. 18% frakc;ji),
ostatni za$§ wykazywat profil weglowodorow zblizony do roslin z grupy Lycopersicon i przy
zastosowaniu weglowodorow jako jedynych markerow byt grupowany razem z nimi. Co
ciekawe, typ trzeci obejmowat gltownie linie nalezagce do odmiany S. pennellii var.
puberulum, charakteryzujace si¢ zredukowang liczbag wloskow wydzielniczych oraz
minimalng produkcja estrow glukozy i sacharozy (Shapiro i in. 1994), a takze mieszanca
migdzygatunkowego S. [lycopersicum x S. pennellii. Kazdy z wydzielonych typow
S. pennellii charakteryzowal si¢ takze odmiennym profilem estréw sacharozy, przy czym
ro$liny z trzeciej grupy wykazywaly najmniej spdjny profil, w przypadku mieszanca
miedzygatunkowego silnie zaburzony i zdominowany przez zwigzki o okreslonej masie
czasteczkowej. Dolgczenie estrow sacharozy do uzytego zestawu markerow pozwolito na
wyrazniejsze oddzielenie S. pennellii od pozostatych gatunkéw, nie zaburzajgc przy tym
klasyfikacji. Na podstawie wynikéw zasugerowano, ze linie S. pennellii var. puberulum,
wykazujace znaczne podobienstwo do badanego mieszanca, moga by¢ pozostato$cig po —
do$¢ odleglej w czasie — hybrydyzacji pomiedzy S. pennellii a jednym z gatunkéw
nalezacych do grupy Lycopersicon. Cho¢ nie mozna tego potwierdzi¢ na podstawie
dotychczas uzyskanych wynikow, otwiera si¢ w ten sposdb nowy temat badawczy, mogacy
w przyszto$ci wyjasni¢ bardziej szczegdélowo zrdéznicowanie w obrgbie gatunku S. pennellii
oraz ulatwi¢ prace nad uzyskaniem przydatnych gospodarczo linii mieszancowych,
wykazujacych znaczng odporno$¢ na stres biotyczny 1 abiotyczny. Hybrydyzacje pomigdzy
S. lycopersicum 1 S. pimpinellifolium sugerowano w przeszto$ci jako zrodto pochodzenia
niektorych linii dzikiej formy pomidora zwyczajnego S. lycopersicum var. cerasiforme

(Ranc 1 in. 2008).

Podsumowanie

Pomimo znaczacego rozwoju technik biologii molekularnej, ktore zostaly wiaczone do

badan taksonomicznych i w znacznej mierze wyparly standardowe podejscie, oparte na
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budowie morfologicznej roslin, przynalezno$¢ taksonomiczna wielu, szczegdlnie dzikich
oraz silnie zréznicowanych taksonow, pozostaje niejasna. Opisany w powyzszych
rozdziatach cykl publikacji dokumentuje probe uzupetnienia wiedzy na temat klasyfikacji
wybranych grup roslin psiankowatych, stosujac podejscie chemotaksonomiczne, w ktoérym
markerami sg skladniki woskéw kutykularnych. Na podstawie przeprowadzonych badan
wykazano, ze zarowno w przypadku oberzyny oraz gatunkéw spokrewnionych, jak i wérdd
uprawnych oraz dzikich gatunkéw pomidora, sktadnikami lipidow powierzchniowych
o najbardziej stabilnym skladzie sa weglowodory. Frakcja ta nie wykazuje znaczacych
zmian w profilu pomigdzy osobnikami tej samej linii ro$lin oraz pomi¢dzy réznymi liniami
wiekszosci badanych gatunkéw, a takze nie jest — przynajmniej w przypadku S. melongena
— podatna na zmiany w skladzie pod wplywem dziatania czynnikow zewnetrznych.
Nastepnie, pomys$lnie zastosowano profile weglowodorow kutykularnych do klasyfikacji
szeregu problematycznych taksonéw w obrebie obu badanych grup roslin, a na podstawie

uzyskanych wynikow sformutowano nastepujace gtdéwne wnioski:

e Podejscie chemotaksonomiczne pozwala na potwierdzenie braku istotnych réznic
pomigdzy odmianami zaawansowanymi, liniami lokalnymi oraz formami dzikimi

oberzyny (S. melongena)

e Kompleksy afrykanskich psianek o jadalnych lisciach — baktazana szkartatnego
(S. aethiopicum) oraz baklazana gboma (S. macrocarpon) sa wyraznie odmienne od
oberzyny, a taksony uznawane za dzikich przodkéw obu gatunkéw uprawnych sa
w istocie ich formami dzikimi, odmiennymi jedynie morfologicznie; wnioski te sg
zgodne z najnowszymi doniesieniami na temat taksonomii tej grupy roslin

(Vorontsova i in. 2013; Aubriot i in. 2016)

e Profil weglowodorow kutykularnych nie pozwala na jasne rozroznienie uprawnych
idzikich form pomidora zwyczajnego (S. [ycopersicum) oraz najblize]
spokrewnionych gatunkéw dzikich, pozwala natomiast na wyrazne wydzielenie
trzech odmiennych chemotypow dzikiego, zréznicowanego genetycznie gatunku

S. pennellii

e Jeden z chemotypow S. penmnellii zostal po raz pierwszy zaproponowany jako

powstaty na drodze hybrydyzacji z blizej nieokre§lonym gatunkiem pomidora
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z grupy Lycopersicon, ale potwierdzenie tego przypuszczenia wymaga dodatkowych

badan

Dodatkowo, dla afrykanskich psianek spokrewnionych z oberzyna oceniono zawartos$¢
wybranych zwiazkéw odzywczych (kwasy tluszczowe, sterole), pozadanych w diecie
(zwiazki fenolowe) oraz potencjalnie toksycznych (glikoalkaloidy, saponiny). Na podstawie
porownania zawartos$ci tych substancji w roslinach dzikich 1 uprawnych oraz tych o lisciach
jadalnych i niejadalnych stwierdzono, ze mechanizmy selekcji w tej grupie ro$lin sg na razie
przede wszystkim nieswiadome, a dobor swiadomy dotyczy jedynie cech morfologicznych,
tj. zaniku w formach uprawnych kolcow oraz wloskéw na powierzchni lisci 1 todyg.
Potwierdza to przypuszczenie o niedawnym udomowieniu omawianych gatunkow, a takze
zwraca uwage¢ na potencjalne ryzyko, zwigzane z obecnoscig znacznych ilosci zwigzkow

toksycznych w czesciach zielonych roslin uprawnych.

Kierunki i perspektywy dalszych badan

Wyniki, uzyskane podczas realizacji eksperymentow opisanych w pracach 01-O7,
jednoznacznie wskazaly dalszy kierunek badan w zakresie omawianych grup roslin.
Niewatpliwie, na szczeg6lng uwage zasluguje mozliwo$¢ rdéznicowania chemotypow
odpornego gatunku S. pennellii na podstawie zmian w profilach wybranych metabolitow.
Uzyskane w ostatnim czasie i jeszcze nieopublikowane wyniki wskazuja, Ze gatunek ten jest
zdolny do biosyntezy mieszaniny glikoalkaloidow steroidowych o wyraznie innym sktadzie,
niz pozostate gatunki pomidora, a réznice uzyskane w ich profilu dla poszczegolnych grup
ros$lin pokrywaja si¢ z opisanymi powyzej dla weglowodoréw kutykularnych oraz estréw
sacharozy. Wzmacnia to tez¢ o mozliwym hybrydowym pochodzeniu niektorych linii
S. pennellii. W dalszej perspektywie, planowane jest zbadanie tego zjawiska na szersza
skale, wlaczenie w plan eksperymentu drugiego silnie zréznicowanego genetycznie gatunku,
jakim jest S. habrochaites S. Knapp & D. M Spooner, a takze — w miar¢ mozliwo$ci — proba
okreslenia szczegdtow szlakow, na ktorych rosliny te syntezuja aglikony glikoalkaloidow
steroidowych. W zakresie psianek afrykanskich o jadalnych lisciach, szczegolnie
interesujace jest obecnie pytanie, czy i w jakim zakresie §wiadoma selekcja obejmowata

cechy inne, niz tylko ograniczenie $rodkéw obrony mechanicznej roslin. Badania sa
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kontynuowane we wspotpracy z doktorem Johnem Samuelsem, i pozwola na oceng zakresu
mechanizmoéw selekcji §wiadomej, mozliwych do zastosowania w warunkach lokalnego,
stosunkowo prymitywnego rolnictwa, jakie dominowatlo w okresie udomowienia

omawianych gatunkoéw na obszarze ich wystgpowania i uprawy.
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function. Plant J. 69:655-666.

Yuan, B., Byrnes, D., Giurleo, D., Villani, T., Simon, J.E., Wu, Q. (2018) Rapid screening of
toxic glycoalkaloids and micronutrients in edible nightshades (Solanum spp.). J. Food

Drug Anal. 26:751-760.

Zohary, D. (2004) Unconscious selection and the evolution of domesticated plants. Econ.

Bot. 58:5-10.

Zuriaga, E., Blanca, J., Nuez, F. (2009) Classification and phylogenetic relationships in
Solanum section Lycopersicon based on AFLP and two nuclear gene sequences. Genet.

Resour. Crop Evol. 56:663-678.

Zygadlo, J.A., Maestri, D.M., Grosso, N.R. (1994) Alkane distribution in epicuticular wax of
some Solanaceae species. Biochem. Syst. Ecol. 22:203-209.

5.  Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

Poza publikacjami, wchodzacymi w sktad zaprezentowanego osiggnigcia naukowego, moj
dorobek naukowy ztozony jest z 13 publikacji w czasopismach uwzglednionych w bazie
Journal Citation Reports o sumarycznym IF = 25,322 (MNiSW = 317) oraz 6 publikacji

w pismach spoza tej bazy i dwoch recenzowanych rozdziatlow w ksigzkach.

5.1. Osiagniecia w pracy badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Dorobek naukowy, powstaly przed uzyskaniem stopnia doktora, obejmuje nastepujace

publikacje:
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I1. L.P. Halinski, B.M. Szafranek, Cuticular waxes from potato leaves — evaluation of

extractions methods. Herba Polonica, 2006, 52, 65-70

I12. M. Golgbiowski, B. Ostrowski, M. Paszkiewicz, M. Czerwicka, J. Kumirska, L.
Halinski, E. Malinski, P. Stepnowski, Chemical composition of commercially available
essential oils from blackcurrant, ginger, and peppermint. Chemistry of Natural Compounds,

2008, 44, 794-796 (IF 0,468; MNiSW 10)

I3. M. Gotlebiowski, E. Malinski, M. Paszkiewicz, L. Halinski, P. Stepnowski, Chemical
composition of commercially available essential oils from eucalyptus, pine, ylang and

juniper. Chemistry of Natural Compounds, 2009, 45, 278-279 (IF 0,572; MNiSW 10)

I4. L.P. Halinski, J. Szafranek, B.M. Szafranek, M. Gotebiowski, P. Stepnowski,
Chromatographic fractionation and analysis of main components from eggplant (Solanum
melongena L.) leaf cuticular waxes. Acta Chromatographica, 2009, 21, 127-137 (IF 0,676;
MNiSW 15)

Moje zainteresowania naukowe na wczesnym etapie pracy obejmowaly rozwdj metod
analitycznych, stuzacych do oznaczania zwigzkéw naturalnych. Opublikowane w tym czasie
prace dotyczyly oceny metod ekstrakcji woskow powierzchniowych roslin wyzszych (I1)
oraz identyfikacji sktadnikéw olejkow eterycznych (I2-13). Ponadto, opracowana zostata
metodyka ekstrakcji, frakcjonowania za pomocg szybkiej chromatografii cieczowej (tzw.
flash chromatography), identyfikacji 1 analizy ilosciowe] woskow powierzchniowych
oberzyny (I4). Bylo to pierwsze doniesienie na temat sktadu woskow kutykularnych lisci
tego gatunku, a opracowana metodyka byta z sukcesem stosowana pozniej, takze w pracach

wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego.

5.2. Osiagniecia w pracy badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Dorobek naukowy, powstaly po wuzyskaniu stopnia doktora, obejmuje nast¢pujace

publikacje:
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I5. L.P. Halinski, J. Szafranek, P. Stepnowski, Leaf cuticular n-alkanes as markers in the

chemotaxonomy of the eggplant (Solanum melongena L.) and related species. Plant Biology,

2011, 13, 932-939 (IF 2,395; MNiSW 32)

I6. L.P. Halinski, P. Stepnowski, GC-MS and MALDI-TOF MS profiling of sucrose esters
from Nicotiana tabacum and N. rustica. Zeitschrift fiir Naturforschung C, A Journal of

Biosciences, 2013, 68, 210-222 (IF 0,569; MNiSW 15)

17. L.P. Halinski, D. Smigiel, M. Czerwicka, M. Paszkiewicz, J. Kumirska, P. Stepnowski,
The derivatization and analysis of anticancer pharmaceuticals in the presence of tricyclic
antidepressants by gas chromatography. Acta Chromatographica, 2014, 26, 473-484 (IF
0,577; MNiSW 15)

I8. L.P. Halinski, P. Stepnowski, Fractionation of cuticular waxes from the leaves of
Solanaceae plant species using microextraction by packed sorbent. Acta Chromatographica,

2015, 27, 729-741 (IF 1,187; MNiSW 15)

19. A. Topolewska, K. Czarnowska, L.P. Halinski, P. Stepnowski, Evaluation of four
derivatization methods for the analysis of fatty acids from green leafy vegetables by gas

chromatography. Journal of Chromatography B, 2015, 990, 150-157 (IF 2,689; MNiSW 30)

110. M. Borecka, G. Siedlewicz, L.P. Halinski, K. Sikora, K. Pazdro, P. Stepnowski, A.
Biatk-Bielinska, Contamination of the southern Baltic Sea waters by the residues of selected

pharmaceuticals: method development and field studies. Marine Pollution Bulletin, 2015,

94, 62-71 (IF 3,099; MNiSW 40)

I11. M. Borecka, A. Biatk-Bielinska, L.P. Halinski, K. Pazdro, P. Stepnowski, S. Stolte,
The influence of salinity on the toxicity of selected sulfonamides and trimethoprim towards
the green algae Chlorella vulgaris. Journal of Hazardous Materials, 2016, 308, 179-186 (IF
6,065; MNiSW 45)

I12. P. Sramska, A. Maciejka, A. Topolewska, P. Stepnowski, L.P. Halinski, Isolation of
atropine and scopolamine from plant material using liquid-liquid extraction and EXtrelut®

columns. Journal of Chromatography B, 2017, 1043, 202-208 (IF 2,603; MNiSW 30)
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I13. L. Fischer, L.P. Halinski, W. Meissner, P. Stepnowski, M. Knitter, Seasonal changes in
the preen wax composition of the Herring gull Larus argentatus. Chemoecology, 2017, 27,

127-139 (IF 1,298; MNiSW 25)

I14. A.M. Naczk, A.K. Kowalkowska, N. Wisniewska, L.P. Halinski, M. Kapusta, M.
Czerwicka, Floral anatomy, ultrastructure and chemical analysis in Dactylorhiza

incarnata/maculata complex (Orchidaceae). Botanical Journal of the Linnean Society, 2018,

187, 512-536 (IF 3,124; MNiSW 35)

Tematy badawcze, podjete po uzyskaniu stopnia doktora, obejmowaty zagadnienia zwigzane
z: (1) opracowaniem metod analitycznych, shuzacych do oznaczania szeregu istotnych
metabolitow pierwotnych 1 wtornych w materiale roslinnym oraz zastosowaniu tych metod
do analiz taksonomicznych (IS, 16, I8, 19, 112); (2) obecnoscig substancji leczniczych
w $rodowisku naturalnym, ich oznaczaniem oraz mozliwymi efektami toksycznymi (17, 110,
I11); (3) zastosowaniem metod chemicznej analizy instrumentalnej w badaniu zjawisk
o charakterze biologicznym, we wspolpracy z doktorantami 1 pracownikami Wydziatu

Biologii Uniwersytetu Gdanskiego (113, 114).

Pierwszy z podjetych tematow dotyczyt gldwnie analizy metabolitow wtoérnych roslin
psiankowatych, a opracowane metody postuzyly takze do realizacji zadan badawczych,
opisanych wczesniej jako elementy osiagnigcia naukowego (IS, 16, 19). Publikacja IS
opisuje pierwsza udang probe zastosowania profilu weglowodorow kutykularnych
w analizach chemotaksonomicznych oberzyny oraz gatunkéw pokrewnych. Najistotniejsze
wnioski ptynace z uzyskanych wynikéw dotycza oceny zmienno$ci sktadu chemicznego
poszczeg6lnych frakcji woskéw powierzchniowych pomiedzy sezonami wegetacyjnymi
oraz mozliwosci przeprowadzenia klasyfikacji omawianych taksonow na podstawie cech
chemicznych, zgodnej z obecng wiedza na temat systematyki roslin psiankowatych.
Zastosowana zostata uproszczona procedura, obejmujaca jedynie profil n-alkanow
kutykularnych, a wyniki cze$ciowo zostaly przedstawione wczesniej w rozprawie
doktorskiej. Stworzenie szybkiej metody analitycznej, pozwalajacej na oznaczenie profilu
estrow sacharozy, wydzielanych jako zwigzki obronne na powierzchni¢ lisci i todyg
niektorych gatunkéw roslin psiankowatych, bylo podstawowym celem pracy I6. Jako
gatunki modelowe zastosowane zostaty tyton szlachetny (Nicotiana tabacum L.) oraz tyton

bakun (N. rustica L.). Podstawowym problemem w analizie estrow sacharozy jest
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wystepowanie znacznej liczby zwigzkoéw izomerycznych, przez co wyniki analiz
chromatograficznych (zazwyczaj z zastosowaniem chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektrometrig mas) sg bardzo trudne w interpretacji. Zaproponowana metoda oznaczania
omawianych zwigzkow obejmowata bezposrednia analize ich obecnosci w ekstraktach przy
zastosowaniu techniki spektrometrii mas z analizatorem czasu przelotu oraz jonizacja
technikg desorpcji laserowej z udzialem matrycy (MALDI-TOF MS). Takie podejscie
powoduje utrate informacji na temat wystgpowania izomerdw, w zamian umozliwiajac
proste wyznaczenie profilu estrow sacharozy o okre§lonej masie czasteczkowej. Wyniki
analiz udowodnity, ze w przypadku wyznaczania tylko wzglednego skladu frakcji, ktory
moze by¢ pdzniej zastosowany w analizach chemotaksonomicznych, opisana metoda
charakteryzuje si¢ precyzja zblizong do klasycznych metod, stosujacych techniki
chromatografii gazowej. Metoda zostala z powodzeniem wdrozona do wyznaczenia profilu
estrow sacharozy wydzielanych przez dzikie gatunki pomidora (pozycja O7 w osiagnigciu
naukowym). Praca I8 przedstawia probe zastosowania zminiaturyzowanej techniki
mikroekstrakcji do fazy stateyj (MEPS) do frakcjonowania ekstraktow woskow
powierzchniowych roslin psiankowatych. Zgodnie z przewidywaniami, niska rozdzielczos¢
techniki nie pozwolita na petne rozdzielenie sktadnikow woskow na frakcje, ale umozliwita
np. wyodrebnienie weglowodorow kutykularnych do analiz chemotaksonomicznych przy
minimalnym naktadzie pracy oraz zuzyciu rozpuszczalnikow organicznych, co moze czyni¢
ja atrakcyjng alternatywa dla klasycznych technik chromatografii cieczowej. Pozycja 19
opisuje uporzagdkowana metod¢ opracowania optymalnej techniki syntezy pochodnych
kwasow thuszczowych do analiz z zastosowaniem chromatografii gazowej. Ocenie poddano
cztery rozne procedury derywatyzacji, w roznych kombinacjach warunkow prowadzenia
reakcji. Uwzgledniono takze specyfike ekstraktow z zielonych czesci roslin, a za gtowny cel
pracy postawiono opracowanie metody przydatnej do oznaczania kwasow ttuszczowych
w ekstraktach lipidow z jadalnych lisci roslin. Opracowana metoda zostata z powodzeniem
zastosowana w pozycji OS5, wchodzace; w sklad opisanego osiggnigcia naukowego.
Publikacja I12 miata za cel porownanie szeregu metod izolacji alkaloidéw tropanowych (na
przyktadzie atropiny 1 skopolaminy), wystepujacych w niektdérych gatunkach ro$lin
psiankowatych, ktére moga stwarza¢ niebezpieczenstwo toksykologiczne w przypadku

niektorych produktow spozywczych. Alkaloidy tropanowe moga takze stanowi
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potencjalnie przydatne markery chemotaksonomiczne. Wdrozenie opracowanej metody do

analiz zywnos$ci oraz analiz taksonomicznych jest planowane w przysziosci.

Pozycje (17, 110, I11) dokumentujg prace nad grupa nowych, §ladowych zanieczyszczen
srodowiska wodnego, jaka sg substancje lecznicze, stosowane w medycynie cztowieka oraz
w weterynarii. Publikacja 17 opisuje opracowanie metody analitycznej, pozwalajacej na
jednoczesne oznaczanie trojpierscieniowych lekow antydepresyjnych oraz wybranych
substancji stosowanych w terapii nowotworéw za pomocg chromatografii gazowej. Praca
I10 przedstawia szeroko zakrojone badania nad obecno$cia wybranych substancji
leczniczych w Morzu Battyckim, wskazujac miejsca potencjalnie najbardziej narazone na
najwyzsze ich stezenia, a takze probujac znalezé korelacje pomiedzy zaobserwowang
efektywnoscia wydzielania oznaczanych substancji z wody oraz parametrami
fizykochemicznymi probki. Jednoczesnie, na tym etapie badan oceniono wykryte stgzenia
substancji leczniczych jako zbyt niskie, by mogly wywota¢ zauwazalny efekt toksyczny
w warunkach $rodowiskowych. Pozycja I11 podejmuje temat ekotoksycznosci wybranych
lekow przeciwbakteryjnych (sulfonamidéw oraz trimetoprimu) wobec glonow Chlorella
vulgaris Beijer., z uwzglednieniem wptywu zasolenia wody na obserwowang toksyczno$¢.
Stwierdzona zostata do$¢ wysoka toksycznos¢ niektérych badanych zwiazkow, wskazujaca
na ryzyko wystgpowania szkod, zwigzanych z ich obecno$ciag w $Srodowisku wodnym.
Dodatkowo stwierdzono, ze rosngce zasolenie wody powoduje obnizenie toksycznosci
omawianych substancji, a jako mechanizm tlumaczacy to zjawisko zaproponowano ich
malejaca biodostepnos¢ ze wzgledu na rosngce stgzenie jondow przy powierzchni komorek

glonéw.

W ostatnich latach podjatem réwniez wspotprace z pracownikami Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego, w zakresie zastosowania wynikow analiz chemicznych
w interpretacji zjawisk biologicznych. Rezultatem tej wspdlpracy sa w tej chwili dwie
wspolne publikacje (113, I14). Pierwsza dotyczy zmiennosci sezonowej sktadu chemicznego
wydzieliny gruczotu kuprowego mewy srebrzystej (Larus argentatus Pontoppidan). Jej
glownym osiggnigciem jest wykazanie, Ze istnieje istotna roéznica w skladzie wydzieliny
pomigdzy osobnikami badanymi zimg oraz w sezonie legowym, a wicksze rdznice dotycza
samcow, ktore w sezonie legowym czesciej wysiadujg jaja w ciggu nocy. Sugerowany jest

zatem mechanizm obronny, polegajacy na utrudnieniu drapieznikom zlokalizowania
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wysiadujacego osobnika za pomoca wechu. Jednoczesnie wykazano, ze w omawianym
gatunku nie zachodzi opisana dla innych ptakow sezonowa zmiana sktadu wydzieliny,
polegajaca na wydzielaniu diestrow o wyzszych masach czasteczkowych w sezonie
legowym oraz bardziej lotnych monoestrow w okresie zimowym, wystepuja natomiast
bardziej subtelne roznice na poziomie struktury wydzielanych calorocznie monoestrow.
Pozycja 114 podejmuje probe opisania réznic w makro- i mikroskopowej budowie kwiatow
oraz w skladzie wydzielanych zwigzkéw chemicznych ws$rdd czterech taksonow
wchodzacych w sktad kompleksu Dactylorhiza incarnata/maculata. Omawiane ro$liny to
storczyki, wsrdd ktorych dwa taksony stanowig diploidalne linie rodzicielskie, a dwa
kolejne — wywodzace si¢ od nich linie tetraploidalne. Wykrtye zostaty ro6znice zaréwno
w anatomii, jak i sktadzie chemicznym zwigzkoéw zapachowych. Praca stanowi stosunkowo
pionierska probe okreslenia, jakie zmiany w budowie 1 funkcjonowaniu kwiatow roslin
wyzszych moga by¢ efektem poliploidyzacji. Zardéwno wspdlpraca w zakresie chemii
substancji wydzielanych przez storczyki, jak i znaczenia zmian w sktadzie chemicznym

wydzieliny gruczotu kuprowego ptakow, jest kontynuowana.

Ponadto, opublikowane zostaty 2 rozdziaty w ksiagzkach oraz 5 artykuldw polskojezycznych

o charakterze przegladowym:

I15. M. Golebiowski, M. Paszkiewicz, L. Halinski, P. Stepnowski, HPLC of plant lipids.
W: High performance liquid chromatography in phytochemical analysis (Ed. Monika
Waksmudzka-Hajnos, Joseph Sherma), s. 425-452. Boca Raton: CRC Press Taylor &
Francis Group, 2011

I16. M. Caban, L.P. Halinski, J. Kumirska, P. Stepnowski, Gas chromatography applied to
the analysis of drug and veterinary drug residues in food, environmental, and biological
samples. W: Determination of target xenobiotics and unknown compound residues in food,
environmental, and biological samples (Ed. Tomasz Tuzimski, Joseph Sherma), s. 133-168.

Boca Raton: CRC Press Taylor & Francis Group, 2018

I17. M. Caban, L. Halinski, A. Biatk-Bielinska, J. Kumirska, P. Stepnowski, Efekty
matrycowe w chromatografii gazowej. Analityka, 2015, R. 16, nr 4, 4-7
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I18. M. Goflebiowski, L. Halinski, P. Stepnowski, Analiza chemiczna lipidow
kutykularnych ro$lin wyzszych i owadéw, cz. 1. Laboratorium: przeglgd ogolnopolski,

2017, nr 11-12, 62-65

I119. M. Golebiowski, L. Halinski, P. Stepnowski, Analiza chemiczna lipidow
kutykularnych ros$lin wyzszych 1 owadow, cz. 2. Laboratorium: przeglgd ogolnopolski,

2018, nr 1/2018, 16-22

120. L. Halinski, Taksonomia roslin wyzszych — rola analityki chemicznej, Laboratorium:

przeglagd ogodlnopolski, 2018, nr 4/2018, 26-29

121. L. Halinski, Metabolity wtorne roslin jako alternatywne pestycydy, Laboratorium:
przeglagd ogolnopolski, 2019, nr 1/2019, 62-67

Pozycje 115-116 to prace przegladowe, opublikowane jako rozdzialy w recenzowanych,
anglojezycznych ksigzkach, wydanych przez wydawnictwo CRC Press Taylor & Francis
Group. Pierwsza z nich dotyczy zastosowania wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
(HPLC) w analizie chemicznej lipidow roslinnych i jest czgSciowo powigzana tematycznie
z cyklem publikacji, opisanym jako osiggni¢cie naukowe. Druga pozycja przedstawia stan
wiedzy w zakresie analityki substancji stosowanych jako leki weterynaryjne w probkach
biologicznych 1 $rodowiskowych oraz probkach zywnosci, przy zastosowaniu
chromatografii gazowej. Prace I17-121 to polskojezyczne, popularne przeglady stanu
wiedzy na temat wystgpowania efektow matrycowych w chromatografii gazowej (117),
analityki lipidow kutykularnych roslin i owadow (I18, 119), zastosowania ro$linnych
zwigzkow chemicznych jako markeréow taksonomicznych (I20) oraz przydatnosci

metabolitow wtdrnych roslin jako alternatywnych pestycydéw o niskiej szkodliwosci (121).

5.3. Pozostale przejawy aktywnos$ci naukowej

Wyniki badan, ktéore prowadzitem lub wspolprowadzitem, zostaly zaprezentowane na
konferencjach krajowych i migdzynarodowych w formie referatdw mojego autorstwa (2)
oraz wystapien innych autorow (5), a takze w formie posterow (33). Uczestniczylem
w jednym projekcie finansowanym przez Uni¢ Europejska w roli eksperta; w trzech

projektach finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki oraz Ministerstwo Nauki
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i Szkolnictwa Wyzszego (w jednym jako kierownik, w dwoéch jako wykonawca); a takze

w szesciu projektach finansowanych przez Uniwersytet Gdanski (jako kierownik).

Trzykrotnie otrzymalem nagrode zespolowa Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za cykl

publikacji naukowych. Odbylem trzy krétkoterminowe staze zagraniczne w latach 2013-

2017, w osrodkach naukowych w Niemczech i Portugalii. Szczegdélowy wykaz dorobku

naukowego, popularyzatorskiego oraz dydaktycznego zostal przedstawiony w Zalgczniku

3.

5.4. Zestawienie dorobku naukowego i parametréw bibliometrycznych

Stan na 27.03.2019 r. Przed doktoratem | Po doktoracie | W tym osiagniecie Razem
(A) (B) naukowe (A+B)
Indeks H (Web of Science) 7
Liczba publikacji w czasopismach 3 17 ‘ 7 20
indeksowanych przez JCR
Liczba pozostalych publikacji 1 5 0 6
IF sumaryczny 1,716 37,319 13,713 39,035
Liczba cytowan
e bez autocytowan 16 75 10 91
e z autocytowaniami 23 90 17 113
1Rola w publikacjach z osiagniecia
naukowego
e pierwszy autor 7
e autor korespondencyjny 7
e inna 0
Liczba rozdzialéw w ksigzkach 0 2 0 2
Liczba wystapien ustnych na
konferencjach krajowych i
miedzynarodowych
e jako autor referujacy 0 2 2
e jako wspolautor 0 5 5
Liczba prezentacji posterowych 10 23 33
Liczba realizowanych projektow
naukowych
e jako kierownik 0 7 7
e jako wykonawca/ekspert 0 3 3
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