Zatacznik nr 3

UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Autoreferat

Dr Krystyna Musial

Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
Instytut Botaniki
Zaktad Cytologii i Embriologii Ro$lin

Krakow, marzec 2014



1. Imig¢ i Nazwisko: Krystyna Musial

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;.

1985 — Magister biologii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

19801985 studia magisterskie na kierunku biologia, Uniwersytet Jagiellonski,
Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi, Instytut Botaniki, praca magisterska pod
tytutem ,,Badania embriologiczne gatunku Solidago canadensis L. var.

canadensis”
Promotor: Doc. dr hab. Janina Malecka
Recenzent: Prof. dr hab. Eugenia Pogan

1997 — Doktor nauk biologicznych, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

stopien naukowy uzyskany na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi na podstawie
rozprawy doktorskiej pod tytulem ,Embriologiczne aspekty zapylen
napromieniowanym pytkiem u wybranych przedstawicieli Angiospermae”
Promotor: Prof. dr hab. Lestaw Przywara

Recenzenci: Prof. dr hab. Romana Czapik, Prof. dr hab. Maciej Zenkteler
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stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr

65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiggnigcia naukowego/artystycznego

Procesy rozwojowe w zalazkach amfimiktycznie i apomiktycznie rozmnazajacych
si¢ przedstawicieli rodzaju Rudbeckia i Taraxacum (Asteraceae) w badaniach
histochemicznych, ultrastrukturalnych oraz immunocytochemicznych.
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(IF2012 = 2,855; pkt. wg listy MNiSW = 25)

3. Musial K., Gérka P., Koscitiska-Pajak M., Marciniuk P. 2013, Embryological studies
in Taraxacum udum Jordan (sect. Palustria). Botany 91(9): 614—620.
(IF2012 = 1,225; pkt. wg listy MNiSW = 25)

4 Musial K., Kos’ci"uﬁska-Pajqk M. 2013. Egg apparatus in sexual and apomictic species
of Taraxacum: structural and immunocytochemical aspects of synergid cells. Acta
Biologica Cracoviensia Series Botanica 55/1: 1071 13.

(IF2012 = 0,612; pkt. wg listy MNiSW = 20)

5. Plachno B.J., Musial K., Swfétek P., Tuleja M., Maréiniuk J., Grabdwska-
Joachimiak A. 2014. Synergids and filiform apparatus in the sexual and apomictic
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217. (IF2012 = 2,855; pkt. wg listy MNiSW = 25)

Sumarycznie: IF = 9,263; pkt. wg listy MNiSW = 120;
W czterech publikacjach (w wykazie pozycje 1-4) jestem autorem pierwszym
1 korespondencyjnym.

¢) omdwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.
Wstep
Nasienie to rozwijajaca sie z zalazka struktura, ktora jest formg przetrwalnikows
roslin nasiennych i jednoczesnie stuzy do ich rozprzestrzeniania si¢. Rozwoj nasion jest
Jednym z podstawowych czynnikdw w hodowli roglin decydujacym o wydajnosci
upraw. Dlatego wszechstronne poznanie i zrozumienie mechanizméw warunkujacych
powstawanie nasienia jest kluczowe dla podniesienia efektywnosci produkcji roslin
uzytkowych, zar6wno w aspekcie jakosciowym jak i ilosciowym.
U wigkszosei roslin okrytozalazkowych nasiona powstaja na drodze plciowe;j
(amfimiktycznej), ktéra obejmuje przejscie z fazy diploidalnej do haploidalnej,

formowanie gamet, zaplodnienie, rozwdj endospermy i zarodka, ktéry jest genetycznie
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odmienny od roslin rodzicielskich. Jednakze droga amfimiktyczna nie jest jedynym
sposobem rozwoju nasion u Angiospermae, bowiem u niektérych roslin w pelni
wartosciowe nasiona formuja sie na drodze aseksualnej. Ta naturalna forma
rozmnazania bezplciowego poprzez nasiona okreélana jest jako apomiksja lub
agamospermia (Nogler 1984). W szlaku rozwojowym roslin apomiktycznych ominigte
89 procesy plciowe zwigzane z przemiang faz jadrowych, czyli podziat redukcyjny
1 zaplodnienie komérki Jjajowej, ale zachowana jest  przemiana pokolen
sporofit/gametofit, a pokolenia majg ten sam poziom ploidalnosci (Nogler 1984, Asker
i Jerling 1992). Zapoczatkowane w ubiegtym stuleciu intensywne badania cytologiczne
i embriologiczne umozliwily poznanie oraz szczegéltowe opisanie réznych proceséw
apomiktycznych.

Rozmnazanie apomiktyczne moze by¢ realizowane na drodze apomiksji gametofitowej
lub embrionii przybyszowej, okreslanej takze jako apomiksja sporofitowa (Nogler 1984,
Asker 1 Jerling 1992, Koltunow i Grossniklaus 2003, Bicknell i Koltunow 2004, Tucker
i Koltunow 2009, Drews i Koltunow 201 1, Barcaccia i Albertini 2013).

W embrionii przybyszowej, ktéra zostata opisana m.in. u Mangifera indica, kilku
gatunkow Citrus i w obrebie rodziny Orchidaceae, spontaniczna embriogeneza
inicjowana jest w komorkach somatycznych ostonki lub o$rodka zalazka
w bezposrednim sasiedztwie rozwijajacego sie woreczka zalgzkowego (Naumova 1992,
Koltunow i in. 1995, Teppner 1996, Bicknell i Koltunow 2004). Pomyslny rozwéj oraz
dojrzewanie zarodkow przybyszowych zalezne sg od zaplodnienia gametofitu zenskiego
i formowania endospermy, ktéra stanowi zrédio niezbednych zwigzkéw odzywezych
oraz substancji wzrostowych. Nasiona powstate na drodze embrionii przybyszowej
czgsto zawieraja wiele zarodkow, roznigcych si¢ pochodzeniem i stad majacych
odmienne genotypy (zarodki zygotyczne oraz zarodki przybyszowe).

Podstawa apomiksiji gametofitowe] jest tworzenie niezredukowanego gametofitu
zenskiego, ktory moze rozwija¢ si¢ na drodze aposporii badZz diplosporii.
W przypadku aposporii niezredukowany woreczek zalazkowy rozwija si¢ z somatycznej
komorki osrodka zalgzka, ktdra realizuje program rozwojowy wiasciwy dla megaspory
funkcjonalnej. W zalazkach roslin aposporowych zwykle inicjowany jest szlak plciowy
poprzez wyréznicowanie komorki macierzystej megaspor, ktéra wkracza w mejoze.
Réwnoczesnie, w poblizu dzielacej sie mejotycznie komorki macierzystej megaspor lub
blisko powstatych megaspor, roznicuja si¢ aposporowe komérki inicjalne, z ktorych na
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drodze podziatow mitotycznych rozwijajg sie woreczki zalgzkowe. Apospori¢ opisano
m.in. u gatunkéw Hieracium z podrodzaju Pilosella, u Hypericum, Ranunculus, u wielu
traw z rodzajow Brachiaria, Cenchrus, Panicum, Paspalum, Pennisetum, Poa, Sorghum
(Barcaccia i Albertini 2013). Wyniki badan u Hieracium piloselloides i H. aurantiacum
ujawnily, ze réznice mig¢dzy gatunkami mogg dotyczy¢ nie tylko liczby powstajacych
inicjatéw aposporowych, ale przede wszystkim odnosza sie do czasu ich pojawiania sie
w trakcie rozwoju zalgzka, co moze by¢ genetycznie determinowane gatunkowo
specyficznymi czynnikami (Koltunow i in. 1998, 2000). U niektorych apomiktow, np. u
Hieracium, Pennisetum, inicjacja aposporii powoduje zakonczenie procesu plciowego
rownolegle zachodzacego w zalazku, ale np. u Brachiaria rozwo] plciowy jest
kontynuowany i w zalazkach funkcjonuja zaréwno aposporowe jak i mejotyczne
woreczki zalgzkowe (Tucker i in. 2001, Koltunow i Grossniklaus 2003). Obserwowane
W aposporii  wspllistnienie  badz degeneracja  komorek plciowych  sg
najprawdopodobniej efektem interakcji na poziomie komérkowym pomiedzy procesem
plciowym i apomiktycznym (Tucker i Koltunow 2009).

W diplosporii niezredukowany gametofit zeski rozwija si¢ z wyréznicowanej komérki
generatywnej (komérka archesporu lub komérka macierzysta megaspor) z pominigciem
podzialu redukcyjnego lub jego zaburzeniem. Jakkolwiek na podstawie badan
embriologicznych wyrézniono siedem typdw diplosporii (Antennaria, T araxacum,
Ixeris, Allium, Blumea, Elymus, Eragrostis) (Bhat et al. 2005), to proces ten moze byé
rozpatrywany w dwoch ogélnych kategoriach, mianowicie jako diplosporia mitotyczna
i diplosporia mejotyczna. W diplosporii mitotycznej komérka macierzysta megaspor
bezposrednio dzieli sie mitotycznie, zapoczatkowujac rozwdj niezredukowanego
woreczka zalazkowego, co udokumentowano np. u Antennaria, Tripsacum. Natomiast
w diplosporii mejotycznej, opisanej np. u Taraxacum, Chondrilla, Erigeron, Ixeris,
w komoérce macierzystej megaspor inicjowany jest I podzial mejotyczny, jednakze
wskutek zaburzenia koniugacji chromosoméw homologicznych jego przebieg jest silnie
zaktécony i w rezultacie, zamiast dwéch haploidalnych jader, formuje si¢ jadro
restytucyjne. Drugi podziat mejotyczny przebiega regularnie i najczgsciej prowadzi do
powstania dwdch  niezredukowanych megaspor,  tworzacych tzw. diplodiade.
Z chalazalnej megaspory po trzech mitozach rozwija si¢ gametofit zenski. Niekiedy, jak

np. u Ixeris, drugi podziat mejotyczny nie jest potaczony z cytokineza i w rezultacie



powstaje dwujadrowa cenomegaspora, z ktérej po dwoch podziatach mitotycznych
formowany jest woreczek zalazkowy,

W apomiksji gametofitowe]j zarodek rozwija si¢ partenogenetycznie z apomejotycznej
(niezredukowanej)  komorki jajowej.  Rosliny apomiktyczne sg najczesciej
pseudogamiczne, tzn. ze do rozwoju zarodka niezbedne jest zaplodnienie komorki
centralnej oraz rozwoj endospermy. Jednak u niektorych apomiktéw, np. w rodzaju
Alchemilla, Chondrilla, T. araxacum, endosperma formuje sie autonomicznie bez udziatu
pytku. Nalezy podkregli¢, ze wigkszosé apomiktycznie rozmnazajacych sie roslin to
apomikty fakultatywne, ktore zachowuja takze zdolnosé rozmnazania plciowego
(Koltunow i Grossniklaus 2003).

W niektérych systemach klasyfikacji apomiksji uwzgledniana jest takze hemigamia
jako forma apomiksji gametofitowej (Nogler 1984). W tym procesie, okreslanym
inaczej jako semigamia, podczas zaplodnienia jadro komorki plemnikowej wnika do
komorki jajowej lecz nie dochodzi do jego fuzji z jadrem gamety zenskiej. Jadra obu
gamet dziela si¢ niezaleznie, co prowadzi do formowania chimerycznego zarodka
mozaikowego, ktdry zawiera sektory tkanek o odmiennym pochodzeniu, tj. matecznym
1 ojcowskim. Wystepowanie hemigamii zostalo opisane gléwnie w rodzaju Rudbeckia
z rodziny Asteraceae, zaréwno u pseudogmicznych apomiktéw jak i u seksualnie
rozmnazajacych sie roslin (Battaglia 1955; Solntzeva 1978, Kosciniska 1980).
Hemigami¢ wykorzystuje sie obecnie w praktyce, w celu uzyskania roglin
haploidalnych bawetny (Turcotte i Feaster 1969).

Apomiksje¢ opisano w ponad 400 rodzajach z okofo 40 réznych rodzin Angiospermae,
reprezentujacych zardwno roliny jedno- i dwuliscienne, ale szczegolnie czesto
wystepuje w obrgbie trzech rodzin, tj. Poaceae, Rosaceae i Asteraceae (Asker i Jerling
1992, Drews i Koltunow 201 1). Réznorodnosé procesdow apomiktycznych oraz fakt, ze
apomiksja wystgpuje w obrebie wielu niespokrewnionych rodzin moga sugerowac, Ze ta
forma rozmnazania pojawita sie wiclokrotnie w toku ewolucji roslin okrytozalazkowych
(Tucker i Koltunow 2009, Rodriguez-Leal i Vielle Calzada 2012). Apomiksja
i rozmnazanie amfimiktyczne nie wykluczajg si¢ wzajemnie, mogg zachodzi¢ w tej
samej roslinie a nawet w tym samym zalazku i nalezy szczegolnie zaznaczy¢, 7e
W przypadku wszystkich typow apomiksji zapoczatkowanie procesu plciowego
poprzedza proces apomiktyczny (Koltunow i Grossniklaus 2003). To sugeruje, ze
inicjacja rozmnazania plciowego moze byé warunkiem wstgpnym dla procesow
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apomiktycznych a takze, ze apomiksja moze zosta¢ wpisana w podstawowy program
seksualnego rozwoju, przejmujac kontrole nad kluczowymi etapami rozmnazania
pleiowego i tym samym Zmieniajac jego program genetyczny w kierunku procesow
apomiktycznych i wytworzenia nasion o cechach ro$liny matecznej (Tucker i Koltunow
2009). Obecnie przyjmuje sie, ze apomiksja moze byé¢ rezultatem deregulacji
podstawowych mechanizméw rozmnazania seksualnego, w odniesieniu do miejsca
i czasu, co prowadzi do zmiany losu komérki, a w efekcie do ominigeia krytycznych
etapéw rozmnazania plciowego, czyli mejozy i zaptodnienia (Grimanelli i in. 2001,
Bicknell i Koltunow 2004, Tucker i Koltunow 2009, Barcaccia i Albertini 2013).

Nasienie powstale na drodze apomiksji zawiera zarodek genetycznie identyczny
z rosling mateczng. A zatem w przeciwienstwie do rozmnazania ptciowego, podczas
ktorego dochodzi do rozszczepienia cech, rozmnazanie apomiktyczne prowadzi do
rozwoju klonalnego potomstwa o genotypie matecznym (Bicknell i Koltunow 2004,
Tucker i Koltunow 2009, Drews i Koltunow 2011). Z tego wzgledu apomiksja jest
niezwykle pozadang cechg w hodowli roélin i od wielu lat pozostaje w centrum
zainteresowania wielu liczacych si¢ na $wiecie osrodkéw badawczych, ktérych
dziatalno$¢ koncentruje sie na badaniach genetycznego podloza apomiksji oraz na
probach wyjasnienia molekularnych mechanizméw regulujgcych ten proces, a takze na
poznaniu ewolucyjnych aspektéw rozmnazania apomiktycznego. Jednakze apomiksja
nie wystepuje u wickszosci waznych roslin uZytkbwych, zostata odnotowana tylko
u przedstawicieli rodzaju Beta, Malus, u tropikalnych i subtropikalnych drzew
owocowych z rodzaju Citrus, Mangifera, Garcinia oraz u paszowych traw m.in.
z rodzaju Panicum, Pennisetum, Brachiaria, Dichanthium (Van Dijk i Van Damme
2000, Bicknell i Koltunow 2004). Wprowadzenie apomiksji do roslin uprawnych
umozliwiloby m.in. utrwalenie efektu heterozji oraz zachowanie w kolejnych
generacjach nasion wyselekcjonowanych genotypéw, przy jednoczesnym skroceniu
czasu cyklu hodowlanego i znaczacym obnizeniu kosztéw produkceji wysoko wydajnych
nasion mieszancoéw, mozliwe byloby réwniez uniknigcie szeregu komplikacji
zwiazanych z rozmnazaniem plciowym, takich jak np. bariery niezgodnosci oraz
probleméw zwigzanych z rozmnazaniem wegetatywnym, jak np. przenoszenie zakazen
wirusowych (Spillane i in. 2001, Tucker i Koltunow 2009, Barcaccia i Albertini 2013).
Jednak dotychczasowe proby przeniesienia apomiksji poprzez miedzygatunkowe
krzyzowanie amfimiktycznie rozmnazajacych si¢ roslin uprawnych z dzikimi
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apomiktycznie rozmnazajacymi sie gatunkami pokrewnymi, ktére podjeto odpowiednio
u kukurydzy i ZTripsacum dactyloides, ryzu 1 Elymus rectisetus oraz u prosa
i Pennisetum squamulatum, nie przyniosty pomyslnych rezultatéw (Ozias-Akins i Van
Dijk 2007).

Podsumowanie najnowszych doniesien dotyczacych wynikéw badan podioza
genetycznego i mechanizméw molekularnych procesow apomiktycznych przedstawiono
w wielu artykutach przegladowych, ktére ukazaly si¢ w ostatnich latach, np. Tucker
1 Koltunow 2009, Grimanelli 2012, Rodriguez-Leal i Vielle Calzada 2012, Barcaccia
i Albertini 2013. W badaniach podioza genetycznego apomiksji podstawe stanowig
kontrolowane krzyzowania roslin amfimiktycznych i apomiktycznych, w ktorych
donorem pytku jest apomikt, a nastepnie analiza uzyskanego potomstwa. Pionierskie
badania Noglera i Savidana z poczatku lat 80. ubiegtego wieku dowiodly, ze apomiksja
jest procesem genetycznie uwarunkowanym, aczkolwick jej ekspresia moze by¢
modyfikowana zaréwno czynnikami genetycznymi jak i srodowiskowymi (Koltunow
1 Grossniklaus 2003). Rezultaty dotychczasowych badan wskazuja, ze poszczegblne
procesy apomiktyczne s3 pod kontrola wielu genow, jednakze wyizolowanie
z naturalnych apomiktéw genéw apomiksji okazato si¢ bardzo skomplikowane,
poniewaz u wigkszosci gatunkéw geny te zwigzane sg z duzymi fragmentami genomu,
w ktorych rekombinacja jest sthumiona (Vijverberg at al. 2010). Aktualnie wiadomo, ze
u wigkszosci badanych apomiktéw podstawowe procesy apomiktyczne warunkowane sa
przez jeden lub dwa dominujace loci, ktére kontroluja odpowiednio formowanie
niezredukowanych komérek jajowych oraz partenogenezg. Wyjasnienie genetycznej
kontroli oraz mechanizméw regulacji apomiksji jest bardziej skomplikowane niz
oczekiwano i do pelego ich zrozumienia niezbgdne jest poznanie molekularnych
podstaw kluczowych etapéw rozmnazania plciowego, zwlaszcza jesli powszechnie
przyjmuje sie, ze podstawa apomiksji jest zmiana miejsca i czasu ekspresji genow
aktywnych podczas rozmnazania seksualnego. Najnowsze badania molekularne
seksualnie rozmnazajacych sie roslin modelowych wskazuja, ze w regulacji
megagametogenezy 1 formowania nasion bardzo istotng role odgrywaja takze
mechanizmy epigenetyczne modyfikujace ekspresj¢ gendw kontrolujacych kluczowe
procesy, ktore odrézniaja rozwdj seksualny od apomiktycznego (Rodriguez-Leal
i Vielle Calzada 2012). Ostatnie doniesienia wskazujg, ze RNA-zalezne zmiany wzoru
metylacji DNA, zachodzace podczas procesdw plciowych w zalazku, maja zasadnicze
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znaczenie dla prawidiowego przebiegu rozmnazania u roslin i moga by¢ kluczowe dla
odréznienia rozmnazania apomiktycznego i seksualnego (Grimanelli 2012).
Ostatnie doniesienia wskazujg takze, ze procesy prowadzace do formowania nasienia sg
wyraznie powiazane z transkrypcyjng aktywnoscig otaczajacych tkanek somatycznych
zalazka (Ingram 2010, Bencivenga i in. 201 Ik

Obecnie, mimo zaawansowanych badan na poziomie molekularnym, podkreslane
jest takze znaczenie analiz cyto-embriologicznych roslin rozmnazajacych si¢
apomiktycznie, zwlaszcza w aspekcie poréwnawczym z roslinami rozmnazajacymi sie
amfimiktycznie. W ostatnim czasie moje zainteresowania badawcze koncentrujg sie na
zagadnieniach  dotyczacych  biologii  rozmnazania wybranych  taksonow
reprezentujgcych rodzing Asteraceae, w ktorej wystepowanie apomiksji jest szczegdlnie
czeste. Najwazniejsze wyniki moich badan w tym zakresie zostaly zawarte w cyklu
pigciu  oryginalnych prac naukowych opublikowanych w latach 2012-2014

w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports.

Jednym z obiektéw moich zainteresowan badawczych sa gatunki z rodzaju Rudbeckia,
w ktorym udokumentowano proces hemigamii. Rezultaty moich badan opublikowatam

W pracy:

» Musial K., Koscinska-Pajak M., Sliwinska E., Joachimiak A.J. 2012.
Developmental events in ovules of the ornamental plant Rudbeckia bicolor Nutt.
Flora 207: 3-9.

(IF2012 = 1,716; pkt. wg listy MNiSW = 25)

Glownym celem badan bylo rozstrzygniecie czy opisana u R. bicolor hemigamia jest
procesem obligatoryjnym, czy tez ograniczona jest do konkretnych populacji. Po raz
pierwszy w odniesieniu do rodzaju Rudbeckia zostala przeze mnie zastosowana
technika przejasniania tkanek w salicylanie metylu, umozliwiajaca obserwacje zalazni
in toto w kontrascie Nomarskiego i rownoczesng szczegdlowg analize procesow
rozwojowych w  zalgzkach. Ponadto okredlenie ploidalnosci tkanek zarodka
i endospermy mozliwe bylo dzieki zastosowaniu cytometrii przeptywowej, ktéra
dotychczas nie byla wykorzystywana do badan nad hemigamig u przedstawicieli
Rudbeckia. Analiza embriologiczna ujawnila wystepowanie pewnych procesow

dotychczas nie opisywanych u tego gatunku, m.in. poliembrionii, zaburzef
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W embriogenezie i formowaniu endospermy, ktorym towarzyszyla nadmierna
proliferacja komérek endotelium. Z kolei wyniki pomiaréw zawartodci jadrowego DNA
ujawnily, Ze zarodki i endosperma rozwijaly si¢ wskutek normalnego procesu
podwdjnego zaptodnienia.

Za nowe dla nauki uznaje¢ odkrycie, ze hemigamia u Rudbeckia bicolor nie wystepuje
obligatoryjnie i moze by¢ procesem uzaleznionym od genotypu oraz ustalenie po raz

pierwszy u tego gatunku sredniej wartosci 2C DNA.

Najwieksze znaczenie, w $wietle badan nad apomiksjg podejmowanych w wielu
swiatowych o$rodkach, maja moje wyniki uzyskane w toku badan prowadzonych
w obrebie agamicznego rodzaju Taraxacum, zwlaszcza, ze rodzaj ten jest jednym
z modelowych systeméw wykorzystywanych w badaniach nad rozmnazaniem
apomiktycznym. Pod wzgledem taksonomicznym jest to niezwykle zrdznicowany
i bardzo trudny rodzaj, zawierajacy okolo 3 tysigcy gatunkéw zgrupowanych w 55
sekcjach (Zaveskd Drabkova i in. 2009, Martonfiova i in. 2010). Taksonomiczna
roznorodno$¢ jest nastepstwem systemu rozmnazania w obrebie rodzaju, ktory obejmuje
zarowno  seksualnie rozmnazajace si¢ gatunki diploidalne (2n=2x=16) jak
1 apomiktyczne gatunki poliploidalne (najezesciej triploidy i tetraploidy), u ktérych
nasiona formowane s drodze mejotycznej diplosporii, partenogenezy i autonomicznego
rozwoju endospermy. Dotychczas w Polsce potwierdzono wystepowanie 373 gatunkow
Taraxacum z 12 lub 13 (zaleznie od ujeé taksonomicznych) sekcji, jednak nadal
opisywane sa nowe gatunki (Marciniuk i in. 2012a, Marciniuk i in. 2012b). Zaréwno
swiatowa jak i polska flora mniszkéw jest wciaz niewystarczajaco poznana. Badania
kariologiczne oraz embriologiczne polskiej flory mniszkéw sa fragmentaryczne.
Dotychczas tylko nieliczne taksony byty obiektem badan embriologicznych i tylko 9%
gatunkow bylo analizowanych kariologicznie (Malecka 1965, 1971, 1973; Gacek i in.
2011). Badania cyto-embriologiczne w obrebie polskich populacji mniszkdéw zostaty
zainicjowane na przelomie lat 60. i 70. ubieglego wieku w moim macierzystym
Zakladzie Cytologii i Embriologii Roélin Instytutu  Botaniki Uniwersytetu
Jagielloniskiego w Krakowie przez Profesor Janine Malecka,. Obecnie, po wieloletniej
przerwie, wznowiliSmy badania, ktore prowadzimy na réznych poziomach

wykorzystujac odpowiednie techniki, zaleznie od podejmowanych celow badawezych.
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Mniszki stanowig dogodny, cho¢ nietatwy obiekt do poréwnawczych badan struktur
1 proceséw embriologicznych u amfimiktycznie i apomiktycznie rozmnazajacych sie
rodlin. Kluczowe znaczenie dla prowadzonych przeze mnie badan w obrebie rodzaju
Taraxacum ma dostepnosé do bogatego a przede wszystkim wiasciwie 0ZNaczonego
materiatu roslinnego, co mozliwe jest dzieki wspolpracy z taksonomami.

Kolejne cztery publikacje, wchodzace w sklad osiggniccia bedacego przedmiotem
niniejszego postepowania, prezentujg najistotniejsze rezultaty moich badan w obrebie

rodzaju Taraxacum.

» Musial K., Ptachno B.J., Swiatek P., Marciniuk J. 2013. Anatomy of ovary and
ovule in dandelions (Taraxacum, Asteraceae). Protoplasma 250; 715-722.
(IF2012 = 2,855; pkt. wg listy MNiSW = 25)

Badania koncentrowaly si¢ na analizie i poréwnaniu struktury zalgzka u seksualnego
T. linearisquameum i apomiktycznego T. gentile. Do wstepnych obserwacji budowy
zalgzka zastosowano technike przejasniania zalazni in foto w salicylanie metylu. Na
skrawkach pélcienkich wykonano reakcje histochemiczne, m.in. reakcje PAS
z fuksyng zasadowa, pozwalajacg na wykrycie i lokalizacje nierozpuszczalnych
polisacharydéw. Gléwnie jednak badano ultrastrukture zalazkow w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym.

Uzyskane rezultaty ujawnily m.in. brak istotnych réznic w strukturze zalgzkow
mniszkéw rozmnazajacych sie seksualnie i apomiktycznie. Wykazano, ze zalazki
Taraxacum, niezaleznie od sposobu rozmnazania gatunku, charakteryzujg sie
wystgpowaniem specyficznej integumentalnej tkanki odzywczej, ktérg tworza komarki
o bardzo silnie zgrubiatych, PAS-pozytywnych  $cianach komoérkowych.
Dotychczasowe badania embriologiczne mniszkow koncentrowaly si¢c gtéwnie na
procesach mikro- i megasporogenezy, formowaniu gametofitu zenskiego, rozwoju
zarodka i endospermy, natomiast analiza budowy zalgzka byla zwykle pomijana.
Wyjatkiem jest praca Coopera i Brinka z 1949 r., ktorzy w zalazkach T. officinale
opisywali obecnos¢ odzywezej tkanki, sugerujgc jednak, ze jest ona miejscem
deponowania biatek.

Pragng podkresli¢, ze prezentowane w mojej pracy wyniki dotyczace ultrastruktury
zalazkéw Taraxacum sq pierwszymi w odniesieniu do tego rodzaju i jednoczesnie

jednymi z nielicznych w obrebie rodziny Asteraceae. Dlatego uwazam, ze stanowig one
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istotne osiagnigcie tej cze$ci moich badaf, zwlaszcza, ze poréwnawcze badania
anatomii  zalgzka  mogg by¢  bardzo przydatne w taksonomicznych

1 filogenetycznych badaniach w rodzinie Asteraceae.,

» Musial K., Gorka P., Koscinska-Pajak M., Marciniuk P, 2013. Embryological
studies in Taraxacum udum Jordan (sect. Palustria). Botany 91(9): 614-620.
(IF2012 = 1,225; pkt. wg listy MNiSW = 25)

Wbrew powszechnemu przekonaniu, ze mniszki sq niezwykle pospolitymi ro$linami,
niektére gatunki zanikaja bowiem dzialalnogé cztowieka sprawia, ze siedliska
preferowane przez te taksony ulegaja degradacji. Przyktadem mogg by¢ mniszki z sekcji
Palustria, ktora obejmuje bardzo rzadkie, stabo poznane i zagrozone wyginigciem
gatunki Taraxacum. A zatem w pelni uzasadnione jest podjecie badan dotyczacych
biologii rozmnazania tych zagrozonych taksondéw. Ponadto badania embriologiczne
dziko rosngcych apomiktow sg kluczowe dla zrozumienia mechanizméw apomiksji
i stanowia podstawe dla dalszych badan w zakresie genetyki populacji.

Celem podjetych przeze mnie badan byto kompleksowe opracowanie embriologiczne
T udum, taksonu, ktérego wystgpowanie w Polsce ogranicza si¢ tylko do Jednego
stanowiska, co wigcej, procesy embriologiczne u tego gatunku nie byly dotychczas
badane. W analizowanym materiale stwierdzitam, Ze rozmnazanie 7. udum obejmuje
mejotyczng  diplosporie typu Taraxacum, partenogeneze i autonomiczny rozwoj
endospermy. Obecno$é¢ zarodkow i endospermy juz w zamknietych kwiatach wskazuje,
ze T. udum jest autonomicznym apomiktem. Chociaz u tego gatunku nasiona formuja
si¢ catkowicie bez udziatu pytku, to jest on wytwarzany w pylnikach, ale zywotnosé
ziaren pytku jest znacznie obnizona.

Jednoczesnie analizujac anatomie zalazka, okreslitam na jakim etapie Jjego rozwoju
roznicuje si¢ w integumencie charakterystyczna tkanka odzywcza, otaczajgca
endotelium. Obecnosé takiej tkanki obserwowatam u innych weze$niej badanych przeze
mnie mniszkéw. To sktania mnie do twierdzenia, ze ta cecha struktury zalazka jest
konserwatywna w obrebie calego rodzaju Taraxacum. Wedlig mnie badania te sq
istotne, zwlaszcza w $wietle tego, ze wielu badaczy podkresla, ze cechy struktury

zalazka sa bardzo wazne w rozwazaniach taksonomicznych. Ponadto obecnogé
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somatycznej tkanki odzywczej otaczajgcej gametofit zeriski moze sprzyja¢ ewolucji

apomiksji a takze w pewnym sensie moze promowac autonomiczna apomiksje.

» Musial K., Koscinska-Pajak M. 2013. Egg apparatus in sexual and apomictic
species of Taraxacum: structural and immunocytochemical aspects of synergid
cells. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica 55/1: 107-113.

(IF2012 = 0,612; pkt. wg listy MNiSW = 20)

Glowny nurt tej czesci moich badan stanowily obserwacje konfiguracji cytoszkieletu
tubulinowego w komorkach aparatu jajowego u seksualnego 7. linearisquameum oraz
u autonomicznych apomiktow 7. udum i T. alatum. Zalazki analizowano wstepnie
w kontrascie Nomarskiego po przejasnieniu w salicylanie metylu, co umozliwito m.in.
potwierdzenie autonomicznego rozwoju zarodka i endospermy w zamknigtych kwiatach
apomiktéw, stwierdzenie braku wyraznych roznic w organizacji gametofitu zenskiego
seksualnych i apomiktycznych mniszkéw. Pozytywny wynik bardzo czulej reakcji PAS
z akryflawing potwierdzit nagromadzenie  nierozpuszczalnych polisacharydéw
w zgrubiatych Scianach komdrek somatycznej tkanki odzywczej zalazka wyksztalconej
wokot endotelium, a reakcja z DAPI wskazala, ze protoplasty tych komérek stopniowo
degeneruja, co prawdopodobnie wigze sie z procesem programowane]j $mierci komarki,
Ponadto wydaje sie, ze u badanych apomiktéw w transporcie substancji odzywezych do
woreczka zalgzkowego moga uczestniczy¢ takze synergidy. Przemawia za tym fakt, ze
w woreczkach zalgzkowych z globularnym zarodkiem i endosperma obserwowano
diugo zachowujace si¢ synergidy bez oznak degeneracji.

Badania histochemiczne ujawnily ponadto obecnosé aparatu  wilokienkowego
w synergidach zaréwno mejotycznych jak i diplosporowych woreczkdw zalazkowych.
Jednakze badania immunocytochemiczne wykazaly réznice w  konfiguracji
cytoszkieletu tubulinowego synergid seksualnego i apomiktycznych gatunkéw mniszka.
Konfiguracja cytoszkieletu synergid 7. linerisquameum byta podobna do opisywanej
u innych amfimiktycznie rozmnazajacych sie roslin. Natomiast wystgpowanie ubogiego
cytoszkieletu w komérkach synergid 7. udum i T. alatum moze by¢ powiazane z tym, ze
synergidy autonomicznych apomiktéw nie $q Zaangazowane w przycigganie oraz
recepcj¢ tagiewki pytkowej, bowiem embriogeneza i formowanie endospermy zachodzg

u nich bez udziatu pytku. W pewnym stopniu moze to by¢ takze oznaka, obserwowanej
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u obligatoryjnych apomiktow, ewolucyjnej tendencji do redukeji niepotrzebnych
kosztéw zwigzanych z rozmnazaniem seksualnym, co moze zapewniaé tym taksonom
wigkszy sukces reprodukcyjny.

Pragne podkresli¢, ze organizacja cytoszkieletu w komérkach gametofitu zenskiego
byla dotychczas przedmiotem tylko nielicznych badas, ktére glownie dotyczyly roglin
amfimiktycznych. W przypadku apomiktow badania cytoszkieletu w komérkach
woreczka  zalazkowego prowadzono jedynie u obligatoryjnego autonomicznego
apomikta Chondrilla juncea (Kocinska i Bednara 2006). A zatem podjeta przeze mnie
analiza poréwnawcza konfiguracji cytoszkielety tubulinowego w komérkach aparatu
jajowego u rézniacych sie sposobem rozmnazania taksonéw Taraxacum ma charakter
pionierski. Za najwazniejsze uznaj¢ wykazanie po raz pierwszy roznic w konfiguracji
cytoszkieletu tubulinowego synergid pomigdzy amfimiktycznie i apomiktycznie

rozmnazajacymi sie gatunkami mniszkéw.

> Plachno B.J., Musial K., Swiqtek P., Tuleja M., Marciniuk J ., Grabowska-
Joachimiak A. 2014. Synergids and filiform apparatus in the sexual and apomictic
dandelions from section Palustria (Taraxacum, Asteraceae). Protoplasma 251:
211-217. (IF2012 = 2,855; pkt. wg listy MNiSW = 25)

Podjete obserwacje stanowig kontynuacje¢ prowadzonych przeze mnie wczesniej badan
dotyczacych struktury aparatu jajowego u seksualnych i apomiktycznych mniszkéw
(T. linearisquameum, T. alatum, T, udum). Obiektami tej czesci badan byly kolejne
taksony mniszkéw, seksualnie rozmnazajacy si¢ 7. fenuifolium i apomiktyczny
T. brandenburgicum. Analiza przejasnionych w salicylanie metylu zalazkow wykazata
obecnos¢ zarodka i endospermy w zamknigtych kwiatach T. brandenburgicum, co
swiadezy, Ze gatunek ten jest autonomicznym apomiktem, podobnic jak wezesniej
badane przeze mnie T. alatum i T. udum.

Badania ultrastrukturalne nie wykazaty istotnych réznic w budowie synergid obu
badanych gatunkéw. Zaréwno u 7. tenuifolium jak i u T, brandenburgicum komérki
synergid posiadajq aparat widkienkowy, podobnie jak wykazatam wczesniej u innych
gatunkoéw Taraxacum rézniacych si¢ sposobem rozmnazania. Analiza w mikroskopie

elektronowym ujawnila, ze aparat widkienkowy w synergidach mniszkéw ma postaé
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zgrubialej $ciany o nieregularnym zarysie. Taka postaé aparatu widkienkowego opisano
takze u kilku innych przedstawicieli rodziny Asteraceae, u ktérych badano
ultrastrukture  gametofitu zenskiego. A zatem niniejsze badania ultrastrukturalne
potwierdzajg shuszno$é hipotezy, ze w obrebie danej rodziny organizacja aparatu
widkienkowego jest podobna. W woreczkach zalazkowych T brandenburgicum
zawierajacych globularny zarodek i endosperme, podobnie jak u badanych przeze mnie
wezesniej autonomicznych apomiktow T. alatum i T udum, obserwowane byty
dtugotrwate synergidy. Potwierdza to zatem moja hipoteze, ze u autonomicznych
apomiktéw  synergidy moga aktywnie uczestniczy¢ w transporcie zwigzkow

odzywezych do gametofitu zenskiego.
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5. Oméwienie pozostatych osiagnig¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Oprécz pieciu  prac stanowigcych podstawe  osiagniecia naukowego, bedacego
przedmiotem niniejszego postgpowania habilitacyjnego, jestem autorem 13 publikacji
naukowych w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports
(wykaz poz. IIA 1-13), w szesciu z nich jestem pierwszym autorem (wykaz poz. I1A 1,
3-7). Ponadto jestem autorem § publikacji naukowych w czasopismach
migdzynarodowych i krajowych spoza bazy Journal Citation Reports (wykaz poz. IID
1-8), w pigciu sposréd nich jestem pierwszym autorem (wykaz poz. IID 2-6). Jestem
takze wspolautorem rozdziaty w monografii (wykaz poz. IID 9) oraz autorem 28
doniesien konferencyjnych (wykaz poz. IIK 1-11, IIIB 1-1 7).

Jednym z pierwszych obiektéw moich badan naukowych byt rodzaj Solidago
reprezentujacy rodzine Asteraceae. Badania, ktére prowadzitam w obrgbie tego rodzaju
dotyczyty analizy procesow rozwojowych w pylnikach i zalazkach Solidago canadensis
var. canadensis, S. canadensis var. scabra, S. altissima, S. gigantea, oraz S, virgaurea
var. alpestris. Badania embriologiczne S. canadensis var. canadensis, bedace
przedmiotem mojej pracy magisterskiej wykonanej pod kierunkiem Profesor Janiny
Mateckiej, stanowily pierwsze kompleksowe opracowanie tego gatunku. Rezultaty tych
badan zostaly opublikowane w Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica (wykaz
poz. IIA 1), ponadto byly prezentowane, wraz z wynikami badan embriologicznych S,
canadensis vat. scabra, S. altissima, S, gigantea, na Konferencji Embriologéw Roglin
(wykaz poz. IIIB 1) oraz na Migdzynarodowym Sympozjum (wykaz poz. IID 1, TIIB 2).
Z kolei moje badania nad S virgaurea var. alpestris poswiecone byly glownie
procesowi réznicowania si¢ antypod i tworzenia kompleksu antypodalnego w woreczku
zalazkowym. W toku tych badan dokonatam takze pierwszego catosciowego
opracowania biologii rozmnazania tego gatunku. Uzyskane wyniki prezentowane byly
na migdzynarodowej konferenciji (wykaz poz. IID 2) oraz zostaly opublikowane
w Polish Botanical Studies (wykaz poz. IID 3).

W poézniejszym okresie moje zainteresowania badaweze koncentrowaty sie gtéwnie na
zagadnieniach zwigzanych z partenogenezg u roslin. Zjawisko partenogenezy
prowadzace do powstania haploidow Jest bardzo pozadane, jednakze spontaniczna
partenogeneza u roslin wystepuje bardzo rzadko. Rosliny haploidalne stanowig cenny
material w hodowli roslin i w badaniach genetycznych bowiem umozliwiajg

uzyskiwanie czystych linii homozygotycznych.
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Jedng z eksperymentalnych metod indukcji partenogenezy i rozwoju haploidalnych
zarodkdw moze byé zapylanie napromieniowanym pytkiem. Moje badania zwiazane
z analiza procesow embriologicznych zachodzacych w woreczkach zalazkowych
Actinidia deliciosa var. deliciosa i kilku gatunkoéw Nicotiana po eksperymentalnym
zapyleniu pytkiem napromieniowanym wysokimi dawkami promieni gamma, stanowity
tematyke mojej pracy doktorskiej, ktérej promotorem byl Profesor Lestaw Przywara.
Wyniki tych badan opublikowatam w trzech znaczacych czasopismach naukowych,
Annals of Botany, Sexual Plant Reproduction i Acta Botanica Cracoviensia Series
Botanica (wykaz poz. IIA 3-5), a takze prezentowalam na krajowych
i miedzynarodowych konferencjach (wykaz poz. IIK 2, 4; IIIB 3, 4, 6).

Rozwoj haploidalnych zarodkéw moze by¢ indukowany takze w trakcie kultury in vitro
organdw generatywnych, tj. pylnikéw lub izolowanych mikrospor (mdukqa
androgenezy) oraz niezaptodnionych zalazni lub zalgzkow (indukcja gynogenezy).

W 1994 r. w ramach Programu TEMPUS uzyskatam stypendium naukowe
W Agricultural University (Department of Plany Cytology and Morphology)
w Wageningen (Holandia). W trakcie 3-miesigcznego pobytu w tym zaktadzie miatam
mozliwos¢ uczestniczenia w badaniach zwigzanych z procesem androgenezy
W kulturach mikrospor Brassica napus cv. Topas. Ponadto mialam mozliwosé
zapoznania si¢ z nowoczesnymi technikami immunocytochemicznymi. Wyniki badan,
ktére prowadzitam w trakcie stypendium, zreferowatam na Ogolnopolskiej Konferencii
(wykaz poz. IIK 3).

W 1998 r. podjetam wspolprace z grupa badawczg z Uniwersytetu w Lublanie (Centre
for Plant Biotechnology and Breeding), ktéra opracowata technike kultury in virro
niezaptodnionych zalazni i zalazkow Allium cepa w celu indukowania gynogenezy
1 uzyskiwania roslin haploidalnych cebuli. Jednakze wydajnos¢ procesu gynogenezy
zalezy w duzym stopniu od stadium rozwojowego eksplantatu, stad istotne byto
podjecie badari embriologicznych, majacych na celu ustalenie jakie stadium rozwojowe
zalazka jest optymalne dla indukeji gynogenezy i rozwoju haploidalnych roglin,
zwlaszcza, ze w przypadku cebuli tego typu badania nie byly wezesniej podejmowane.
Dzigki wspélpracy z Profesorem Borutem Bohancem miatam dostep do szerokiego
materiatu badawczego i podjelam analiz¢ procesu gynogenezy u cebuli, wykorzystujac
swoja wiedze oraz doswiadczenie w zakresie badar embriologicznych. Rezultaty tych
badan zostaly opublikowane w wiodacych czasopismach naukowych, Sexual Plant
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Reproduction i In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant (wykaz poz. IIA 6,
7), byly takze referowane na krajowych i migdzynarodowych konferencjach (wykaz 11K
5, 1B 5, 8, 9). Realizacja tego tematu byla pomocna w przygotowaniu przeze mnie,
pierwszej w jezyku polskim, pracy przegladowej na temat gynogenezy u roslin (wykaz
poz. IID 4). W tym czasie prowadzilam takze kultury in vitro niezaptodnionych zalgzni
i zalazkéw Helianthus annuus i analizowalam procesy embriologiczne zachodzace
w warunkach in vitro w woreczkach zalgzkowych tego gatunku. Wyniki uzyskane
w toku tych badan zaprezentowalam na mig¢dzynarodowej konferencji (wykaz poz. 11IB
B

W moim dotychczasowym dorobku znaczacy jest takze udziat w badaniach nad Rumex
acetosa, dwupiennym gatunkiem z systemem chromosomowe;j determinacji plei,
w ktorego dzikich populacjach obserwuje sie przewage plei zenskiej. W badaniach,
ktore mialy na celu sprawdzenie, czy zachwianie proporcji plei u szezawiu nie wynika
z zaburzen rozwojowych i zwigkszonej $miertelnosci pytku determinujacego plec¢
meska, moéj udzial polegat na przeanalizowaniu toku procesu mikrosporogenezy
i formowania gametofitu meskiego. Wyniki badan zostaly opublikowane w Znaczacym
czasopismie naukowym Sexual Plant Reproduction (wykaz poz. I1A 8).

Uczestniczytam takze w badaniach mejozy w meskim szlaku piciowym u gatunkéw
rodzaju Oenothera, ktory jest modelowym rodzajem w badaniach chromosoméw
mejotycznych poniewaz powszechnie wystepuja tu translokacje heterozygotyczne.
Wyniki badan dotyczace poréwnania konfiguracii chromosoméw w diakinezie,
u roznych linii wiesiotka, byly prezentowane na zjezdzie Polskiego Towarzystwa
Botanicznego (wykaz poz. IIIB 11) oraz zostaly opublikowane w czasopismie
naukowym Genome (wykaz poz. IIA 9).

W toku mojej dziatalnosci naukowo-badawczej bylam takze zaangazowana w badania
proceséw embriologicznych w zalazkach i pylnikach roglin rosngcych na terenach
poprzemystowych. Wyniki badan, w ktorych uczestniczytam byly referowane na
konferencji naukowej (wykaz poz. IIK 6). Ponadto rezultatem zaangazowania sie w te
tematyke jest moj udziat w opracowaniu jednego z rozdzialéw, w majacej sie ukazaé
niebawem, monografii »Ekotoksykologia: rosliny, gleby, metale” pod redakcjg Profesor
Malgorzaty Wierzbickiej (wykaz poz. IID 9 wraz z zatagczonym  stosownym

zaswiadczeniem).
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Ostatnio moja dzialalno$¢ naukowo-badawcza koncentruje sie na zagadnieniach
zwigzanych z biologig rozmnazania w obrebie rodzaju Rudbeckia i Taraxacum, ktére
reprezentujg rodzing Asteraceae. Najistotniejsze rezultaty badas w tym zakresie zostaly
zawarte w  pracach, ktdre stanowia podstawe osiggnigcia naukowego bedacego
przedmiotem niniejszego postepowania habilitacyjnego (wykaz poz. IB 1-5). Pozostate
wyniki analizy struktur i procesdw embriologicznych badanych przeze mnie gatunkow
z rodzaju Rudbeckia i Taraxacum z uwzglednieniem ultrastruktury i technik
immunocytochemicznych prezentowalam na licznych  konferencjach krajowych
i zagranicznych (wykaz poz. IID 5-7, IIK 7-11, IIIB 10, 12-15). Moje gruntowne
przygotowanie embriologiczne oraz duza wiedza odnosnie biologii rozmnazania
mniszkéw sprawily, ze zostalam ostatnio zaangazowana w badania Taraxacum na
poziomie molekularnym. Pierwsze rezultaty tej wspolpracy zostaty juz przedstawione
na krajowej i miedzynarodowych konferencjach (wykaz poz. 11D 8, I1IB 16, 17).

Moje badania w obrebie Taraxacum dotyczg ponadto analizy kariologicznej
wystepujacych w Polsce gatunkéw mniszkow (wykaz poz. IIA 11, 13), w tym nowego
dla polskiej flory 7. zajacii (wykaz poz. ITA 12). W kregu moich zainteresowan sg
réwniez zagadnienia zwigzane z meska sterylnoscig notowang u niektérych taksonéw
Taraxacum, badania w tym zakresie juz rozpoczetam.

Niezaleznie od omdéwionych powyzej badan, ktére stanowia gléwny nurt moich
dokonan naukowych, uczestniczylam takze w realizowanym w moim macierzystym
zakladzie programie dotyczacym opracowania kariologii flory polskich roglin
naczyniowych (wykaz poz. IIA 2). Do swojego dorobku naukowego zaliczam takze
prac¢ opublikowang w Acta Societatis Botanicorum Poloniae (wykaz poz. ITA 10),
ktora przygotowatam wspélnie ze studentka kierunku biologia. Praca dotyczyla opisania
po raz pierwszy w Polsce wystepowania wodnej roéliny Lemna minuta,
przeprowadzona przeze mnie analiza cech anatomicznych lisci pozwolita na

jednoznacznie potwierdzenie statusu tego gatunku.

* w przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/ prace wspélne, nalezy przedstawié
o$wiadczenia wszystkich jej wspétautorow, okreslajace indywidualny wklad kazdego z nich
W jej powstanie
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