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Recenzja

osiggniecia naukowego, aktywnosci naukowej oraz dorobku dydaktycznego,
organizacyjnego i popularyzatorskiego dr inz. Dariusza Kulusa w zwiazku
z postgpowaniem o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo

wykonana na podstawie pisma z dnia 8 czerwca 2022 r. (WRiB.531.6.2022.105.2022) Rady
Naukowej Dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo Politechniki Bydgoskiej im. J.J. Sniadeckich,

1.

w zwiazku z uchwata nr 27/2021/2022 o powolaniu mnie na recenzenta w Komisji
habilitacyjnej w postepowaniu habilitacyjnym dr. inz. Dariusza Kulusa.

Informacja o karierze zawodowej i naukowej dr. inz. Dariusza Kulusa

Dr inz. Dariusz Kulus jest absolwentem Wydziatu Rolnictwa 1 Biotechnologii
Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego im. J.J. Sniadeckich w Bydgoszczy
(UTP) (obecnie Politechnika Bydgoska, PB), gdzie w 2011 r. ukonczyt jednolite studia
magisterskie na kierunku biotechnologia. Studia doktoranckie ukonczyl na Wydziale
Rolnictwa i Biotechnologii UTP w Bydgoszczy w dyscyplinie agronomia. Stopien
naukowy doktora nauk rolniczych w dyscyplinie biotechnologia uzyskal na Wydziale
Rolnictwa i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu w 2016 roku.
Rozprawe doktorska pt. ,,.Wplyw krioprezerwacji metoda kapsutkowania-dehydratacji
na stabilnos¢ genetyczng chryzantemy wielkokwiatowej (Chrysanthemum * gran-
diflorum /Ramat./Kitam.)” przygotowal pod kierunkiem dr hab. inz. Anny Mikuly, prof.
PAN, a recenzentami pracy byli Prof. dr hab. Andrzej Wojciechowski (UP w Poznaniu),
dr hab. inz. Bozena Pawlowska (UR w Krakowie). W latach 2014-2017 Habilitant by}
asystentem w Katedrze Roslin Ozdobnych i Warzywnych UTP w Bydgoszczy,
nastepnie adiunktem w Katedrze Roslin Ozdobnych i Warzywnych UTP w Bydgoszczy
(obecnie Pracownia Roslin Ozdobnych i Warzywnych), a od 1 stycznia 2021 r. do
dzisiaj pelni funkcje jej kierownika.

Ocena osiggniecia naukowego

Osiagniecie naukowe stanowi cykl 10 powigzanych tematycznie recenzowanych
publikacji naukowych pod wspolnym tytulem ,,Morfogeneza in vitro, krioprezerwacja
i indukcja zmiennosci u serduszki okazatej (Lamprocapnos spectabilis (L.) Fukuhara):
aspekty fizjologiczne, biochemiczne, (cyto)genetyczne i fenotypowe”. Wszystkie prace,
skladajace sie na osiagniecie naukowe, zostaly opublikowane w czasopismach z bazy
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Journal Citation Reports (JCR). Laczna wartos¢ prac dokumentujacych osiggniecie
naukowe zgodnie z rokiem publikacji wynosi 870 punktéw MEiIN. Sumaryczny Impact
Factor (IF) ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 32,911. Wklad dr.
inz. Dariusza Kulusa w przygotowanie prac wykazanych jako osiagniecie naukowe jest
wiodacy, co potwierdzaja oswiadczenia Habilitanta, jak i wspotautoréw publikacji.

Obiektem badan przedstawionych przez Habilitanta jako osiagniecie naukowe
jest serduszka okazata (Lamprocapnos spectabilis (L.) Fukuhara, znana tez pod
wezesniejsza nazwa Dicentra spectabilis (L.) Lem.) — popularna w Polsce i na $wiecie
bylina ogrodowa o duzym znaczeniu dekoracyjnym w parkach, ogrodach, na balkonach
1 jako kwiat cigty oraz o duzym potencjale zastosowan medycznych, farmakologicznych
i kosmetycznych. Pomimo szerokiej dostgpnosci odmian uprawnych, tradycyjne
metody rozmnazania wegetatywnego gwarantujgce powtarzalnos¢ cech roslin
matecznych sa malo wydajne, a populacje endemiczne tego gatunku sg nieliczne
i w niedalekiej przyszlosci moze on zosta¢ zaliczony do zagrozonych wyginieciem.
Z powyzszych wzgledéw wybdr tego gatunku do badan nalezy uzna¢ za w pelni
uzasadniony. Zakres badan skladajacych si¢ na osiggniecie naukowe rowniez znajduje
pelne uzasadnienie, gdyz L. spectabilis w obszarze zastosowania réznych systemow
kultur in vitro kreuje liczne problemy badawcze, na ktore Habilitant usitowal znalezé
odpowiedzi. Nadrzgdny cel badawczy zostal okreslony jako stworzenie podstaw
wegetatywnego rozmnazania in vitro oraz dtugoterminowego przechowywania tkanek
L. spectabilis w cieklym azocie, a takze poszerzenia zakresu zrdznicowania
genetycznego u tego gatunku z wykorzystaniem klasycznych i nowoczesnych narzedzi
biotechnologicznych.

Pierwszym zagadnieniem badawczym bylo opracowanie procedur
umozliwiajacych regeneracj¢ i rozmnazanie in vitro L. spectabilis o wysokiej jakosci.
Temu celowi poswiecone jest 6 publikacji wchodzacych w skiad osiagniecia
naukowego (P1-P4, P8, P10). W artykutach P1 i P2 zbadano wplyw regulatorow
wzrostu na rozwdj, jakos¢ i stan fizjologiczny dwdch odmian L. spectabilis (‘Gold
Heart’ i “White Gold’) rozmnazanych in vitro na modyfikowanej pozywce Murashige
1 Skoog (MS) z jednowezlowych fragmentow pedow. W badaniach wykazano, ze
uzycie takich eksplantatow inicjalnych pozwala uzyska¢ kaulogeneze, ryzogeneze
i embriogenezg somatyczng, ale odpowiedz morfogenetyczna eksplantatow na rézne
regulatory wzrostu dodawane do pozywki jest zalezna od odmiany serduszki.
Suplementacja pozywki roznymi regulatorami wplywata takze na zawartosé
pierwotnych i wtérnych metabolitéw w pedach i kalusie. Dodatek IAA stymulowat
syntezg chlorofilu @ w pedach ‘Gold Heart’, podczas gdy dodatek BA i KIN mial
negatywny wplyw na zawartos$¢ chlorofilu & w pedach tej odmiany. Dodatek zadnego
z regulatoréw wzrostu nie wptywal na wzrost poziomu barwnikéw w odmianie ‘White
Gold’. Zbadano takze przezywalno$¢ mikrosadzonek po przeniesieniu do warunkow ex
vitro, ktora zalezala od skladu pozywki uzytej do namnazania pedéw (P2). W artykule
P2 przedstawione zostaly wyniki analiz genetycznych (SCoT oraz RAPD), ktore
potwierdzily stabilno$¢ genetyczna roslin rozmnozonych metods in vitro na pozywkach
dajacych najwyzszy wspolczynnik rozmnazania (0,5 mg-L! IBA i 2,0 mg:L"! BA dla
‘White Gold’ oraz pozywka bez suplementacji regulatorami wzrostu dla ‘Gold Heart’),
co jest niezwykle wazne dla mozliwosci wykorzystania opracowanych protokotow
w komercyjnym mikrorozmnazaniu L. spectabilis.




W toku dalszych badan (P3) sprawdzono mozliwos¢ wykorzystania
niemerystematycznych fragmentéw pedow (cale liscie, ogonki lisciowe i miedzywezla)
wykladanych na pozywki z dodatkiem BA, IAA, NAA, 2,4-D Iub PIC w réznych
stezeniach i kombinacjach do regeneracji in vitro L. spectabilis odmiany ‘Alba’. Rodzaj
eksplantatu i sklad pozywki wptywal na mas¢ otrzymanego kalusa, ale wydajnos¢
organogenezy przybyszowej byla zaskakujaco niska w poréwnaniu do danych
literaturowych dla innych rodzin botanicznych. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze serduszka
jest gatunkiem tzw. trudnym w rozmnazaniu in vitro, bo podobne problemy ze
stymulacja regeneracji in vitro opisano takze u innych przedstawicieli z rodziny
Papaveraceae. Wydajnos¢ embriogenezy somatycznej byla zdecydowanie wyzsza, ale
uzalezniona od typu eksplantatu i sktadu pozywki. Niezaleznie od powyzszego, pewne
watpliwosci budzi fakt przeprowadzenia tych badan na innej odmianie niz we
wezesniejszych  eksperymentach  dotyczacych regeneracji na  eksplantatach
merystematycznych. A Habilitant sam wykazal w artykutach P1 i P2, ze odpowiedz
morfogenetyczna eksplantatow na rézne regulatory wzrostu dodawane do pozywki jest
zalezna od odmiany.

Intersujgce badania Habilitanta dotyczyly dziatania naturalnych ekstraktow
roslinnych i nanoczgsteczek w kulturach in vitro serduszki okazalej. W artykule P8
zaprezentowano wyniki eksperymentéw nad poréwnaniem przydatnosci tradycyjnych
regulatorow wzrostu i ekstraktow roslinnych (pulpy kokosowej, nasion owsa, ryzu
i sezamu) w indukcji regeneracji i namnazania pedow bocznych dwoch odmian
serduszki — ‘Gold Heart’ i ‘White Gold’. Na podkreslenie zastuguje to, ze ekstrakty
z nasion wyzej wymienionych roslin uzyte zostaly po raz pierwszy w roslinnych
kulturach in vitro. Reakcja kultur na ekstrakty roslinne zalezna byla od odmiany oraz
badanej cechy roslin. Wazne jednak, ze wykazano ich pozytywny wplyw, np. ekstrakt
kokosowy stymulowal proliferacje pedéw i podnosil wspolczynnik namnazania
odmiany ‘Gold Heart’, a ekstrakt ryzowy stymulowal kallogenez¢ odmiany ‘White
Gold’ i pozwolit uzyska¢ dwukrotnie wyzszy wspolczynnik namnazania niz tradycyjne
regulatory wzrostu. Do tego wyciagi roslinne sa znacznie tansze niz komercyjne
auksyny i cytokininy. Innym interesujagcym i waznym wynikiem jest uzyskanie
dwukrotnie wyzszego wspolczynnika namnazania pedéw dla odmiany ‘Valentine’
serduszki okazalej po dodaniu do pozywki nanoczasteczek ziota w pordéwnaniu do
suplementacji pozywki tradycyjnymi regulatorami wzrostu (P10).

Waznym watkiem badan dotyczacych opracowania procedur umozliwiajacych
regeneracje in vitro L. spectabilis o wysokiej jakosci bylo sprawdzenie wplywu
szeroko-spektralnych diod elektroluminescencyjnych (LED) na morfogeneze.
Eksperymentami (P4) obj¢to jedng odmiang serduszki (‘Gold Heart’) i wykazano, ze
moduly LED o wysokiej zawartosci swiatla czerwonego oraz dalekiej czerwieni sa
optymalne dla uzyskania wspotczynnika namnazania oraz parametréw biometrycznych
roslin poréwnywalnych do tych obserwowanych pod lampami fluorescencyjnymi, ale
przy dwukrotnie nizszym poborze energii elektryczne;.

Caly powyzszy watek badan skladajacy si¢ na osiagnigcie naukowe Habilitanta
nalezy uzna¢ za niezwykle owocny i wnoszacy szereg ciekawych i nowatorskich
aspektow pozwalajgcych na zaproponowanie efektywnych systeméw rozmnazania in
vitro serduszki okazalej, tym cenniejszych, bo gatunek ten nalezy uznaé za tzw.
Ltrudny” w kulturach in vitro. Pewien niedosyt budzi jedynie fakt, Zze nie wszystkimi
eksperymentami obje¢to te same odmiany, a powszechnie wiadomo, a nawet wykazano



w badaniach wilasnych, ze nie mozna pomina¢ cech odmianowych roslin przy
sprawdzaniu wptywu roznych czynnikéw na odpowiedz morfogenetyczna eksplantatow
oraz dalszy wzrost i rozwo6j kultur in vitro.

Drugim zagadnieniem badawczym skladajacym si¢ na osiggnig¢cie naukowe dr.
inz. Dariusza Kulusa bylo poréwnanie skutecznosci rdznych strategii krioprezerwacji
pakow wierzchotkowych serduszki okazalej. Wyniki badan z tego zakresu Habilitant
zamiescil w pieciu artykutach naukowych (P5-P9). Poniewaz skuteczno$é techniki
kapsutkowania-dehydratacji okazala si¢ ograniczona w odniesieniu do badanej odmiany
‘White Gold’ L. spectabilis (artykut P5), Habilitant zajal si¢ badaniem mozliwosci
zastosowania trzech innych metod krioprezerwacji: witryfikacji, kropli-witryfikacji
oraz kapsulkowania-witryfikacji (publikacje P6 i P7). Przeprowadzone analizy
pozwolily wskaza¢ roztwor witryfikacyjny 3 jako najbardziej skuteczny
w zabezpieczeniu kriotraktowanych tkanek serduszki, zaréwno pod wzgledem
przezywalnosci jak i jakosci zregenerowanych z nich roslin. Stwierdzono takze, ze
tolerancja kapsutkowania eksplantatow serduszki na dlugotrwale odwadnianie jest
zdecydowanie wyzsza niz nieotoczkowanych pakow wierzchotkowych, a dalej roéwniez,
ze technika kapsutkowania-witryfikacji zapewnia najwyzszg przezywalnos¢ materiatu
biologicznego (ponad 73%), jak réwniez najbardziej intensywny rozwdj roslin po
rozmrozeniu eksplantatow. Najmniej efektywna okazala si¢ metoda witryfikacji.
Ostatecznym  wyznacznikiem mozliwosci stosowania konkretnej procedury
krioprezerwacji jest brak zmian genetycznych w przechowywanych tkankach. Dlatego
Habilitant przeprowadzit analizy molekularne ISSR, RAPD i SCoT, ktore wskazaty
metode kapsutkowania, jako technike w 100% zabezpieczajgca stabilnos¢ genetyczng
materiatu biologicznego.

Bardzo ciekawym i nowatorskim eksperymentem w odniesieniu do badan nad
krioprezerwacja serduszki okazalej bylo sprawdzenie uzytecznosci ekstraktow
roslinnych dodawanych do pozywki na etapie prekultury (P8), ktore wezesniej zbadano
w systemach rozmnazania in vitro tego gatunku. Zastosowanie ekstraktéw roslinnych
nie poprawilo — co prawda - przezywalnosci pakdéw wierzcholkowych
przechowywanych w cieklym azocie, ale ekstrakt kokosowy stymulowal proliferacje
i rozwoj pedow po odmrozeniu eksplantatéw, co wskazuje na potrzebe dalszych badan
w tym zakresie. Innym niezwykle ciekawym watkiem badan byto sprawdzenie wpltywu
nanoczgsteczek zlota na efektywnos¢ krioprezerwacji metoda kapsutkowania-
witryfikacji. Nanoczasteczki te w réznych stezeniach byly dodawane zaréwno do
pozywki do prekultury, do alginianowej otoczki lub do post-mrozeniowe] pozywki
wzrostowej. Udalo sie wykaza¢ pozytywny wplyw nanoczasteczek zlota dodawanych
do otoczki alginianowej na przezywalnos$¢ eksplantatow, w przypadku dodawania
AuNPs do pozywek do prekultury wyniki byty niejednoznaczne, a dodatek
nanoczasteczek do post-mrozeniowej pozywki wzrostowej wplywal negatywnie na
przezywalnos¢ eksplantatéw i zwickszatl si¢ wraz ze wzrostem stezenia.

Podsumowujgc to zadanie badawcze, nalezy podkreslié, ze po raz pierwszy
opracowano efektywna i bezpieczng pod wzgledem stabilnosci genetycznej metode
krioprezerwacji serduszki okazalej. Po raz pierwszy tez w badaniach nad
krioprezerwacjg merystemow wykorzystano nanonoczasteczki, ktére w niskich
stezeniach spowodowaly podniesienie efektywnos$ci technik kriogenicznych nawet
020%. Wynik ten uznaje za niezwykle wazny dla dalszego rozwoju technik
dlugoterminowego przechowywania materiatu biologicznego w cieklym azocie.



Podobnie jak w pierwszym zadaniu badawczym, takze tutaj pewne watpliwosci
budzi fakt przeprowadzania réznego zakresu eksperymentéw na pojedynczych, ale
innych odmianach serduszki okazalej. Wyniki prezentowane w pracy P5 dotycza
odmiany ‘White Gold’, w pracy P6 — odmiany ‘Gold Heart’, podczas gdy w pracach P7
i P9 obiektem badan byta odmiana ‘Valentine’, a w pracy P8 juz dwie odmiany: ‘Gold
Heart” i ‘White Gold’. Nie umniejsza to jednak waznosci, oryginalnosci, a nawet w
pewnych aspektach zupeinej innowacyjnosci badan i uzyskanych wynikow.

Trzecim zadaniem badawczym skladajacym si¢ na osiagnigcie naukowe dr. inz.
Dariusza Kulusa byla identyfikacja enzymatycznej i nieenzymatycznej odpowiedzi
komorek na warunki kultur in vitro L. spectabilis. Pedy i kalus serduszki uzyskane
w badaniach przedstawionych w publikacjach P1-P3 oraz P10 analizowano pod katem
zawartosci barwnikéw kluczowych dla procesu fotosyntezy oraz nieenzymatycznych
przeciwutleniaczy. Ponadto w roslinach serduszki ‘Valentine® (publikacje P9 1 P10)
okreslono aktywno$¢ wybranych enzyméw antyoksydacyjnych. Interesujagcym
wynikiem przeprowadzonych badan jest wykazanie, ze dodatek do pozywki auksyny
NAA wplywa na zwigkszenie zawartosci wybranych metabolitow (barwnikow
fotosyntetycznych i polifenoli) w kalusie, co pozwala na symultaniczng nadprodukcje
tych substancji. Kolejne badania pozwolily pozna¢ enzymatyczna odpowiedz komorek
serduszki okazatej poddanych dziataniu ré6znych stresoréw. To wazne osiagniecie, gdyz
niewiele wiadomo bylo dotychczas na temat systemu antyoksydacyjnego tego gatunku.
W eksperymentach dotyczacych krioprezerwacji oraz indukowanej mutagenezy,
najwigkszy wzrost aktywnosci zaobserwowano u peroksydazy gwajakolowej, co
sugeruje ze jest najczulszym markerem stresu oksydacyjnego serduszki uczestniczagcym
w mechanizmach obronnych roéliny. Natomiast najbardziej stabilnym sposréd
przebadanych biatek katalitycznych w warunkach stresu okazata si¢ reduktaza
glutanionowa. W badaniach wykazano ponadto, ze nawet dlugotrwaty stres wywolany
dzialaniem nanoczasteczek zlota, nie powodowal wyraznych zmian aktywnosci
badanych enzymow, co podkresla dodatkowo zasadnosé stosowania nanoczasteczek
zlota w kulturach in vitro serduszki okazalej.

Czwartym zadaniem badawczym skladajgcym sie na osiggnigcie naukowe dr.
inz. Dariusza Kulusa bylo wykorzystanie zmiennosci somaklonalnej i indukowanej
mutagenezy w poszerzaniu zakresu zmiennosci genetycznej. Zmienno$¢ somaklonalng
serduszki (P2) zostala stwierdzona na poziomie sekwencji DNA, gdy eksplantaty
regenerowaly w obecnosci auksyn i cytokinin w pozywce. Zmiennos¢ ta zostala
wykryta przez markery RAPD (na poziomie 69,1%) oraz markery SCoT (na poziomie
36,8%). Jednak wiekszos¢ tej zmiennosci zostalo uznane za nieistotna po wykonaniu
analizy skupien i obliczeniu dystansu genetycznego. Jedynie cztery genotypy réznity
sie istotnie od roslin kontrolnych, ale nie wykazywaly réznic fenotypowych. Dlatego
Habilitant zdecydowal sie na zastosowanie kilku czynnikéw mutagennych celem
zaindukowania wigkszej zmiennosci (P10). Sprawdzono wplyw nanoczasteczek zlota,
mikrofal oraz promieniowania X, w réznych dawkach. Zweryfikowano takze
uzytecznosé roznych metod do wykrywania zmiennosci — cytometrii przeptywowej oraz
markeréw SPAR — DAMP, RAPD, SCoT oraz ISSR. Interesujacym wynikiem jest
wysoka przezywalnos¢ eksplantatow in vitro po zastosowaniu mutagendw wynoszgca
od 86 do 100%, co swiadczy o duzej odpornosci tego gatunku na stres wywolany
czynnikami mutagennymi. Daje to szans¢ wykorzystania serduszki okazalej
w programach hodowlanych opartych zaréwno na tradycyjnym krzyzowaniu, jak i na
hybrydyzacji czy transformacji. Po raz pierwszy okreslono wielko$¢ genomu serduszki




okazalej, ktdra na podstawie analizy cytometrycznej okazata si¢ bardzo mata (1281 Mpz
oraz 1,314 pg jadrowego DNA). Gatunek o tak malym genomie moze by¢ wykorzystany
jako organizm modelowy w badaniach z zakresu biologii eksperymentalnej. Analizy
SPAR potwierdzity uzytecznos¢ tej grupy markeréw dla badania zmiennosci serduszki
okazalej. Mutacje zostaly wykryte u 7,5% roélin przy zastosowaniu markerow DAMP,
RAPD 1 SCoT, ale nie przez ISSR. W dalszym etapie zaobserwowano takze zmiany
fenotypowe dotyczace ksztaltu lisci u roslin naswietlanych promieniowaniem X lub
uroélin traktowanych nanoczgsteczkami zlota, cho¢ w tym pierwszym przypadku
czesciej. Zmiany te sg na tyle interesujace, ze Habilitant ma nadzieje na uzyskanie
nowych odmian serduszki okazale;j.

Na podkreslenie wagi wynikéw tej czesci osiggniecia naukowego zastuguje
nowo$¢ badan zmierzajacych do zwigkszenia zmiennosci badanego gatunku na drodze
indukowane] mutagenezy oraz zastosowanie po raz pierwszy w tym celu
nanoczasteczek zlota w wysokich stezeniach. Innowacyjne jest takze wykorzystanie
mikrofal jako taniego i powszechnie dostepnego zrodla promieniowania mutagennego.
Pionierskie bylo ponadto okreslenie wielkosci genomu serduszki okazale;.

Podsumowujac osiagniecie naukowe dr. inz. Dariusza Kulusa, stwierdzam,
iz przedstawiony cykl powigzanych ze soba publikacji skladajacych si¢ na
osiggni¢cie naukowe jest oryginalnym i spéjnym opracowaniem naukowym
o wartoSci poznawczej i aplikacyjnej i stanowi znaczacy wklad w rozwdj
dyscypliny naukowej rolnictwo i ogrodnictwo.

Ocena pozostalego dorobku naukowego dr. inz. Dariusza Kulusa

Dorobek naukowy dr. inz. Dariusza Kulusa, poza 10 publikacjami stanowigcymi
cykl skladajacy si¢ na osiggniecie naukowe, obejmuje 30 publikacji w recenzowanych
czasopismach naukowych i 11 rozdzialéw w monografiach z list punktowanych MEiN
oraz - dodatkowo - 3 publikacje naukowe w materialach konferencyjnych
niepunktowanych. Na podkreslenie zashuguje fakt, ze az 10 publikacji oryginalnych
(poza cyklem skladajacym sie na osiagniecie), a ktore ukazaly sie po doktoracie, to
artykulty z IF. W przypadku 20 publikacji (poza cyklem stanowigcym osiagniecie
naukowe) dr inz. Dariusz Kulus jest jedynym autorem, a w zdecydowanej wigkszosci
jest pierwszym i/lub korespondencyjnym autorem. Sumaryczny IF Habilitanta wynosi
66,918, co po odliczeniu sumarycznego IF z cyklu publikacji stanowiacych osiggniecie
naukowe, daje 33,007. Laczny dorobek punktowy dr inz. Dariusza Kulusa to 2216
punktéw MEIN (zgodnie z rokiem wydania), z czego 2027 punkty stanowia dorobek
punktowy po uzyskaniu stopnia doktora, a 870 punktéw obejmuje cykl publikacji
stanowiacych osiggnigcie. Z liczby 2216 punktow, 396 stanowily punkty uzyskane
przed 2019 rokiem). Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Science wynosi 325
(230 bez autocytowan), a indeks Hirsha 10, wg bazy Scopus 341 (233 bez autocytowan)
i indeks Hirsha takze 10.

Dorobek naukowy Habilitanta obejmuje takze 37 referatow i 28 posterow
przedstawianych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych, z czego 14
referatow i 23 postery prezentowane byly w jezyku angielskim.

Poza tematyka badawcza przedstawiong jako osiagnigcie naukowe, dr inz. Dariusz
Kulus zajmowal si¢ innymi zagadnieniami dotyczacymi nie tylko roslin ozdobnych, ale
takze gatunkow rolniczych, leczniczych, owocowych i warzywnych.



Najszerszym zagadnieniem byly badania nad krioprezerwacja materialu
ro$linnego. Habilitant rozpoczat je wkrotce po ukonczeniu studiow magisterskich we
wspélpracy z dr hab. Anng Mikula, prof. PAN, z Ogrodu Botanicznego w Powsinie,
ktora poOzniej zostala promotorem Jego pracy doktorskiej. Badania wstgpne
zaowocowaly kilkoma artykulami przegladowymi, rozdzialami w monografiach
i publikacjami, a najwazniejsze na tym etapie wydaje si¢ zoptymalizowanie procedury
krioprezerwacji, ktéra moze by¢ wykorzystana do utworzenia kriobanku polskich
odmian chryzantem uzyskanych na drodze radiomutacji.

Rozprawa doktorska Dariusza Kulusa dotyczyla krioprezerwacji chimer
roslinnych oraz analizy ich stabilnosci po przechowywaniu w cieklym azocie, na
przyktadzie trzech odmian chryzantemy wielkokwiatowej. W trakcie prac przebadano
wptyw kilku procedur krioprezerwacji na odpowiedz morfogenetyczng eksplantatow,
(I1.4.12 1 I1.4.15) uzyskujac wysoka przezywalnos¢ pagkow wierzchotkowych. Nastepnie
zweryfikowano stabilno$¢ genetyczng materiatu roslinnego. Analizy histologiczne oraz
ultrastrukturalne (TEM) pozwolily zrozumie¢ w jaki sposob uszkodzenia
poszczegdlnych warstw histogenowych merystemu, primordiow oraz mlodych lisci
pakow wierzchotkowych w trakcie krioprezerwacji wplywaja na rézne typy odpowiedzi
morfogenetycznej eksplantatow po ich odmrozeniu (I11.4.14). Przeprowadzone analizy
genetyczne, cytometryczne oraz biochemiczne i biometryczne potwierdzily zachowanie
cech odmianowych roslin wyjsciowych. Stwierdzono jednak wplyw krioprezerwacji
metoda kapsutkowania-dehydratacji na rozwdj organéw wegetatywnych (czgsciowo
nizsze i bardziej zwarte rosliny) oraz przebieg kwitnienia jednej z odmian chryzantem.
W publikacji 11.4.18 stwierdzono, ze krioprezerwacja ,nie wplyneta na termin
kwitnienia chryzantem”, natomiast w przypadku odmiany ‘Lady Salmon’ kwiatostany
otwieraly sie wolniej, ale szybciej blakly. W autoreferacie, ktory nie podlega ocenie,
Habilitant napisal (Zalacznik nr 3, str. 32): ,Stwierdzono natomiast wplyw
krioprezerwacji na rozwdj organéw wegetatywnych oraz termin kwitnienia
chryzantem.” Jest tu zatem pewna niescisto$¢ w odniesieniu do tekstu publikacji.

Powyzsze badania z zakresu krioprezerwacji chryzantem oceniam bardzo
wysoko, gdyz po raz pierwszy udowodniono mozliwos$¢ bezpiecznego przechowywania
chimer roslinnych w cieklym azocie, bez oddzielania ich komponentow.

7 tego obszaru badan na podkreslenie zastuguje takze pionierska praca
dotyczaca krioprezerwacji ajanii  spokojnej (Ajania pacifica), gatunku blisko
spokrewnionego z chryzantemg (I1.4.11). Ponadto Habilitant wykazal si¢ duza
aktywnos$cia publikacyjng z tego obszaru w pracach przegladowych, rozdziale
w monografii oraz doniesieniach konferencyjnych krajowych i zagranicznych.

Z wykorzystaniem technik krioprezerwacji materiatu roslinnego kojarzone sg
bez watpienia banki genéw. Zagadnienia badawcze zwigzane z roslinnymi zasobami
genowymi znalazly sie takze w obszarze zainteresowan dr. inz. Dariusza Kulusa.
Owocem szczegélowego studium literaturowego oraz wilasnych doswiadczen nad
zasobami genowymi pomidora (Solanum lycopersicum) byly 3 publikacje przegladowe
oraz rozdzial proszony w monografii.

Kolejnym watkiem badan Habilitanta, ktére dotyczyly chryzantemy
wiclkokwiatowej, bylo wykorzystanie nanoczasteczek srebra oraz mikrofal do
indukowania zmienno$ci oraz zastosowania cytometrii przeptywowej do wykrywania



zmian w roslinach. Wyniki i doswiadczenia Habilitanta w tym obszarze wplyngto na
kierunki jego dalszych prac badawczych, w tym te skladajace si¢ na przedstawione do
oceny osiggni¢cie naukowe dr. Dariusza Kulusa.

Po raz pierwszy w odniesieniu do chryzantemy przeprowadzone zostaly badania
nad wplywem mikrofal generowanych przez klasyczng kuchenke mikrofalowg na
efektywnosc¢ regeneracji in vitro eksplantatow lisciowych, aklimatyzacje oraz stabilnosé¢
genetyczng i fenotypowa roslin. Wykazano, ze napromienienie eksplantatow przez
dluzszy czas ogranicza ich regeneracj¢, ale wplywa negatywnie na ukorzenianie
i aklimatyzacje. Dodatkowo okazalo sie, ze ten typ napromienienia wywolywal zmiany
fenotypowe kwiatostanoéw chryzantem, ktore zostaly potwierdzone analizami RAPD.
Kolejny etap badan dotyczyt mozliwosci zastosowania po raz pierwszy nanoczasteczek
srebra do zaindukowania zmiennosci u chryzantemy, co okazalo si¢ sukcesem. Wyniki
zostaly opublikowane, a dodatkowym efektem badan bylo uzyskanie dwoch nowych
odmian chryzantem. Innym rodzajem zmiennosci u chryzantem, ktérg Habilitant badat,
a ktora byla wczeéniej obiektem naukowych 1 hodowlanych zainteresowan Profesora
Marka Jerzego oraz Profesor Malgorzaty Zalewskiej, byl chimeryzm. Waznym
osiggnigciem Habilitanta wraz ze wspolautorkami bylo pozytywne zweryfikowanie
mozliwosci zastosowania analizy zawartosci jadrowego DNA technikg cytometrii
przeptywowej do wykrycia somaklonow i/lub zjawiska separacji komponentow
chimery juz na etapie namnazania roslin in vitro (11.4.20).

Jeszcze innym zakresem badan Habilitanta byla embriogeneza somatyczna
i mikrorozmnazanie roslin ogrodniczych. Od tych badan Dariusz Kulus rozpoczynal
swoja kariere naukowa, bo byly to badania jeszcze ramach jego pracy magisterskiej,
a potem kontynuowane w trakcie doktoratu. Te pierwsze badania obejmowaly
sprawdzenie wplywu warunkéw Swietlnych oraz stezenia 2,4-D na przebieg
embriogenezy somatycznej zagrozonego gatunku meksykanskiego kaktusa
Astrophytum asterias (11.2.7 1 11.4.1). Interesujacy byt watek badan dotyczacy
mozliwosci wykorzystania technologii sztucznych nasion w propagacji kilku odmian
chryzantemy (11.4.2) i innych gatunkow z rodziny astrowatych (11.2.10).

W latach 2015-2018) ramach polsko-portugalskiej grupy badawczej, Habilitant
prowadzil prace nad wyselekcjonowaniem nowych linii jezoéwki purpurowe;
(Echinacea purpurea), zasobnych w metabolity wtérme cenne dla przemystu
fitofarmaceutycznego. W toku badan wytypowano 3 linie jezowki o zwiekszonej
zawartosci kwasu cychorynowego 1 wskazano markery genetyczne najbardziej
efektywne w wykrywaniu zmiennosci genetycznej jezowki (I1.4.19 1 I1.7.56).
Z wazniejszych prac z tego zakresu nalezy wymienié opracowanie po raz pierwszy
kompletnej procedury mikrorozmnazania serduszki mieszancowej (Dicentra x hybrida)
‘Amore Rose’ (I1.7.53, 11.4.33 1 I11.3.1), spokrewnionej z serduszka okazalg, na ktore)
Habilitant prowadzit badania wykazane jako osiagnigcie naukowe.

Ostatnim zakresem tematycznym Habilitanta byla fizjologiczna, biochemiczna
i molekularna kontrola roslin ogrodniczych (truskawki, poziomki, bazylii) oraz
rolniczych (pszenicy i pszenzyta) uprawianych w warunkach in vivo. Tak wiec
w dorobku naukowym dr. inz. Dariusza Kulusa pojawia si¢ takze obszar badawczy,
ktéry nie wykorzystuje technik in vitro, wokot ktérych skupia sie wigkszos¢ badan
Habilitanta, a dodatkowo obejmuje inne grupy roslin uprawnych, poza ozdobnymi.
Swiadezy to szerokich horyzontach badawczych Habilitanta, przy zachowaniu



poglebionej specjalizacji biotechnologicznej. Prace z tego zakresu zwigzane byly
przede wszystkim ze wspdlpraca z innymi os$rodkami lub innymi zespolami
badawczymi rodzimej Uczelni (Katedra Agronomii Politechniki Bydgoskiej,
Politechnika Gdaniska i przedsi¢biorstwo NIVISS w Gdynia, Katedra Biologii
i Ochrony Roslin Politechniki Bydgoskiej).

Wysoko nalezy oceni¢ takze aktywnos¢ Habilitanta w pozyskiwaniu, grantow
i projektow oraz uczestnictwo w projektach kierowanych przez innych badaczy. Przed
uzyskaniem stopnia doktora Habilitant kierowal projektem badawczym MNiSW
,Juventus Plus” (2015-2017), aktualnie kieruje projektem badawczy NCN ,,Sonata 167,
pt. W drodze do wiecznosci: Wieloaspektowa analiza wplywu nanoczastek na
wlasciwoséci  krioprzechowywanego materialu roslinnego (2021-2024) oraz jest
wykonawca projektu badawczego MRiRW, pt. Wystepowanie Puccinia graminis na
pszenicy 1 pszenzycie, jego zréznicowanie oraz poszukiwanie fenotypowych,
molekularnych i metabolicznych markeréw odpornosci na rdz¢ Zdzbtowa (2021-2025).
Habilitant byl takze jedynym wykonawca lub kierownikiem 7 projektow finansowanych
w ramach wydzialowego funduszu grantowego WRiB dla miodych naukowecow.

Wspdtprace Habilitanta z sektorem gospodarczym nalezy oceni¢ wysoko. Jego
aktywnos¢ na tym polu przejawila si¢ w realizacji trzech projektow (z VITROFLORA
Grupa Producentéw Sp. z 0.0. w Trz¢saczu, Jackiem Moritz z Kolonii Domaszewnica
oraz firmg NIVISS Leszek Losin Sp. J. w Gdyni).

Habilitant zglosit takze do Urzgdu Patentowego RP w 2020 roku 5 wynalazkow
z zakresu ro§linnych kultur in vitro, w tym 4 dotyczace krioprezerwacji pakow
wierzchotkowych serduszki okazatej (Zat. 4, I11.3, str. 32), ale wszystkie znajdujg si¢
jeszcze na etapie weryfikacji merytoryczne;.

Istotna byla takze aktywnos¢ Habilitanta we wspolpracy z innymi osrodkami
krajowymi i zagranicznymi. Wspotpraca badawcza w Polsce obejmowata Laboratorium
Kriobiologii, Pracowni Biotechnologii PAN w Warszawie, Ogrod Botaniczny Centrum
Zachowania Roznorodnosci Biologicznej PAN w Powsinie, Wydzial Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego, Katedra Onkologii i1 Brachyterapii Centrum
Medycznego UMK w Toruniu oraz Zaktad Fizyki Medycznej Centrum Onkologii w
Bydgoszczy. Wspolpraca z osrodkami zagranicznymi — oprdcz wspomnianego juz
zespotu polsko-portugalskiego — obejmowata czterokrotne uczestnictwo Habilitanta w
programie Erasmus+ Mobility for Training (Czechy, Chorwacja, Grecja i Hiszpania)
oraz Erasmus+ Partner Country (Gruzja). Wymieniona w Autoreferacie opieka nad
czterema studentami w Delaware State University, USA, w latach 2017-2018,
wykazana zostala rowniez jako dziatalnos¢ dydaktyczna (punkt 6.1 Autoreferatu, str.
44) i w mojej ocenie winna by¢ uznana gfownie za aktywnos$¢ dydaktyczna. Habilitant
jest aktualnie kierownikiem projektu naukowego NCN Sonata 16, ktory jest
realizowany we wspolpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym w Pradze, Republika
Czeska, oraz Uniwersytetem Warszawskim.

Na ogromne uznanie zashuguje tez wykonanie przez Habilitanta tacznie 130
recenzji artykuléw naukowych (Zat. 4, I1.12, Tabela 3), z czego 85 w czasopismach z
listy JCR.



Podsumowujac pozostaly dorobek naukowy dr. inz. Dariusza Kulusa i jego
aktywnos¢ naukowg stwierdzam, ze dorobek jest bardzo obszerny, wyniki badan
interesujgce i znaczace dla dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo, publikowane
w wigkszo$ci w renomowanych czasopismach z wysokim IF oraz prezentowane na
wielu konferencjach krajowych i zagranicznych. Na podkreslenie zasluguje fakt,
ze poza pracami oryginalnymi Habilitant opublikowal liczne prace przegladowe
i rozdzialy w monografiach, takze zapraszanych, wykonal tez imponujaca liczbe
recenzji prac naukowych, co $wiadczy o glebokiej dojrzalosci naukowej i uznaniu
mi¢dzynarodowym. W zwigzku z powyzszym uwazam, ze dr inz. Dariusz Kulus
spelnia wymagania w tym zakresie kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien
naukowy doktora habilitowanego.

. Ocena dorobku dydaktycznego, organizacyjnego i popularyzatorskiego

Dorobek dydaktyczny Dr. inz. Dariusza Kulusa obejmuje m.in. prowadzenie
zaje¢ dydaktycznych z kilku przedmiotow (,,Biotechnologia w produkcji roslinnej™ -
¢wiczenia laboratoryjne, seminaria dyplomowe w jezyku polskim i angielskim,
»Agrobiotechnology”™ — wyklady i ¢wiczenia w jezyku angielskim), przygotowanie
sylabusow z przedmiotu ,Kriobiologia” w jezyku polskim i angielskim, opieke
naukowa nad studentami krajowymi i zagranicznymi w trakcie doswiadczen do prac
dyplomowych oraz promotorstwo jednej pracy inzynierskiej i dwoch magisterskich.
Oceniam ten dorobek jako znaczacy w odniesieniu do specjalizacji naukowej
Habilitanta, niemniej nie mozna uzna¢ go za imponujacy, a obcigzenie godzinami
dydaktycznymi wydaje si¢ niezbyt wysokie.

Dziatalno$¢ organizacyjng Habilitanta oceniam bardzo wysoko. Obejmuje ona
zaréwno dzialalno$¢ na rzecz Uczelni i Wydziatu Rolnictwa i Biotechnologii PBS,
srodowiska studenckiego, a takze uczniow szkot rolniczych (punkt 6.2 Autoreferatu, str.
45 1 46). Jako wazniejsze przyklady takiej dziatalnosci na rzecz Uczelni i Wydziatu
mozna wymieni¢: siedmiokrotng wspotorganizacje ,.Drzwi Otwartych” w UTP
w Bydgoszczy (2014-2020) wraz z wygloszeniem 4 prelekcji, czlonkostwo
w Wydzialowym Zespole ds. Jakosci Ksztalcenia (2014-2016), redakcja oficjalnej
strony Wydzialu na Facebook (2017-) oraz strony internetowej Pracowni Roslin
Ozdobnych 1 Warzywnych, czlonkostwo w Radzie Naukowej Dyscypliny Rolnictwo
1 Ogrodnictwo  (2020-2024), pelnienie funkcji wydzialowego Koordynatora
Migdzynarodowych Programow Badawczych oraz prace w wydzialowych zespotach ds.
optymalizacji wykorzystania aparatury badawczej, ds. Strategii WRiB. Habilitant petni
funkcje kierownika Pracowni Roslin Ozdobnych i Warzywnych WRiB PBS w kadencji
2021-2024.

Na rzecz s$rodowiska studenckiego Habilitant dziatal w Samorzadzie
Doktorantow Wydzialu Rolnictwa i Biotechnologii (2013-2016). Aktywnos¢ dr.
Dariusza Kulusa na rzecz szkot rolniczych, ktéra przejawita sie¢ w kilkukrotnej
prezentacji uczniom laboratoriow i szklarni wydzialowych, najczesciej] w potaczeniu
z prelekcjami oraz w przewodniczeniu bloku Ogrodnictwo, Komitetu Okregowego
Olimpiady Wiedzy i Umiejetnosci Rolniczych (2021). Dr Dariusz Kulus byt tez
czlonkiem Komitetow Naukowych 3 konferencji naukowych (w tym jednej
zagranicznej), sekretarzem Komitetu Organizacyjnego jednej konferencji, a takze
prowadzit sesje referatowg podczas miedzynarodowej konferencji dla doktorantow (zat.
4, 11.8, str. 22). W latach 2018-2021 Habilitant byl redaktorem sekcyjnym kwartalnika
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BioTechnologia wydawanego przez PAN (Zal. 4, I1.12., str. 24), a w ramach pelnienia
tej funkcji dokonal redakcji 42 manuskryptow i wykonal zdjecia prezentowane na 4
oktadkach czasopisma.

W odniesieniu do popularyzowania nauki, zastugi Habilitanta nalezy uzna¢ za
znaczgce. Dr inz. Dariusz Kulus jest m.in. autorem 3 artykuléw popularno-naukowych,
wyglosil 7 wyktadow oraz przeprowadzil 2 warsztaty w ramach Bydgoskiego Festiwalu
Nauki, uczestniczyt w 3 edycjach Biennale Fotograficznego Uniwersytetu Slaskiego
»Nauka w obiektywie” (2012, 2014 oraz 2017 r.), wyglosit 10 wykladow w ramach
Uniwersytetu Dzieciecego UTP, 6 wykladéow dla zewngtrznych instytucji kultury
i zdrowia, przeprowadzil zajecia (wyklady i ¢wiczenia) dla uczniow szkol srednich.
Udzielat takze wywiadoéw prasowych i telewizyjnych. Ponadto byl lub jest cztonkiem
towarzystw naukowych (Kola Naukowego BioX, Polskiego Towarzystwa
Agronomicznego oraz Society for Cryobiology) (Zal. 4, 11.10, str. 23).

Dodatkowo, Habilitant uzyskat 7 wyrdéznien, 11 nagroéd (w tym 7 Rektora UTP
lub PBS) i 8 stypendiéw naukowych lub konferencyjnych (Zat. 3, 6.4, str. 50). W ciagu
ostatnich 10 lat Habilitant niezwykle gleboko rozwijal swoje kompetencje zawodowe,
biorgc udzial w 56 szkoleniach (13 miedzynarodowych), webinariach i warsztatach,
w tym 30 z zakresu biologii, chemii, biotechnologii i nauk rolniczych, 22 z zakresu
biznesu, finansowania nauki i ochrony wilasnosci intelektualnej oraz 4 z zakresu
pedagogiki.

Podsumowujae, dr inz. Dariusz Kulus jest bardzo zaangazowanym
pracownikiem akademickim, aktywnie wlacza si¢ w dzialalnosé¢ dydaktyczna
i organizacyjna swojej Uczelni i Wydzialu i stale podnosi swoje kwalifikacje
zawodowe. Aktywny jest takze udzial Habilitanta w popularyzowanie nauki.
W zwiazku z tym oceniam pozytywnie Jego dorobek dydaktyczny, organizacyjny
i popularyzatorski.

Whiosek koncowy

Po zapoznaniu si¢ z przedlozonym przez dr. inz. Dariusza Kulusa
osiggni¢gciem naukowym (w formie jednego cyklu powiazanych tematycznie
artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych) oraz
pozostalym dorobkiem naukowym, dydaktycznym, organizacyjnym
i popularyzatorskim stwierdzam, ze spelnia on wymogi stawiane kandydatom do
nadania stopnia doktora habilitowanego okreslonego w art. 219 ust. 1 Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. 2018 r.,
poz. 1668 z poz. zm.). Uznaje, ze osiggni¢cia naukowe dr. inz. Dariusza Kulusa
stanowig znaczacy wklad w rozwdéj dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo. Tym
samym pozytywnie opiniuj¢ wniosek dr. inz. Dariusza Kulusa o nadanie stopnia
doktora habilitowanego w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo
i ogrodnictwo.

dr hib. ink. Darlusz Sochach!
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