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hab. Franciszek Dubert, prof. dr hab. Stefan Malepszy.

0Obecna nazwa Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

2Obecna nazwa Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

1.07. 2017—obecnie: Adiunkt w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun (urlop bezptatny w zwigzku z zagranicznym stazem

podoktorskim).

15.05.2016—obecnie: Staz podoktorski w Zaktadzie Biochemii Ros$lin, Uniwersytet w

Getyndze, Niemcy (Department of Plant Biochemistry, University of Gottingen).

15.05.2014-14.05.2016: Staz podoktorski w Department of Biochemistry and Molecular
Biology, Great Lakes Bioenergy Research Center, Michigan State University, East Lansing,

Stany Zjednoczone.



dr Agnieszka Zienkiewicz Zatgcznik nr 3 Autoreferat w jezyku polskim

1.01.2014-14.05.2014: Staz podoktorski w Zaktadzie Biologii Reprodukcyjnej Roslin,

Estacién Experimental del Zaidin, Spanish National Research Council. Grenada, Hiszpania.

1.01.2011-31.12.2013: Stypendysta w ramach programu JAE Doc w podoktorski w Zaktadzie
Biologii Reprodukcyjnej Roslin, Estacion Experimental del Zaidin, Spanish National

Research Council, Grenada, Hiszpania.

1.11.2008-31.12.2010: Staz podoktorski w Zaktadzie Biologii Reprodukcyjnej Roslin,

Estacion Experimental del Zaidin, Spanish National Research Council. Grenada, Hiszpania.
1.10.2008-30.06.2016: Adiunkt w Zakfadzie Fizjologii i Biologii Molekularnej Roslin’,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun (urlop bezptatny w zwigzku z zagranicznym stazem

podoktorskim).

2003-30.09.2008: Asystent w Zakfadzie Fizjologii i Biologii Molekularnej Roslin' Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika.

'Obecna nazwa Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii



dr Agnieszka Zienkiewicz Zatgcznik nr 3 Autoreferat w jezyku polskim

4. Wskazanie osiggnigcia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(dz. u. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4 1. Tytut osiggniecia naukowego

Cykl publikacji z lat 2010-2016, pod wspdlnym tytutem:

»Metabolizm Substancji Zapasowych Podczas Rozmnazania Piciowego oraz

Wczesnych Etapéw Rozwoju Oliwki Europejskiej (Olea europaea L.)"“.

4.2. Lista publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe (Impact Factor (IF) roku wydania wg

bazy Journal Citation Reports, liczba cytowan wg bazy Web of Science, punkty wg MNiSW)

4.2.1. Jiménez-Lopez JC*, Zienkiewicz A*, Zienkiewicz K, Alché JD, Rodriguez-Garcia MI.
(2016) Biogenesis of protein bodies during legumin accumulation in developing olive (Olea
europaea L.). Protoplasma 253: 517-530. (IF2016=2.870; punktacja MNiSW=30).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: 1) wspotudziale w tworzeniu koncepcji pracy
oraz zaplanowaniu doswiadczen; 2) wykonaniu doswiadczen polegajgcych na:
przygotowaniu i analizie prob przy uzyciu laserowego mikroskopu konfokalnego oraz
mikroskopu $wietlnego, izolacji biatek, SDS-PAGE oraz wykonaniu Western-blottingu;
[wyniki tych badan zostaly zamieszczone na rycinach: 1, 2, 3, oraz 5]; 3) wspétudziale w
interpretacji wynikoéw; 4) wspétudziale w napisaniu wstepnej wersji manuskryptu oraz w
korekcie pracy. Méj udzial procentowy szacuje na 35% (* réwny wktad w powstanie pracy).

4.2.2. Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Rején JD, Alché JD, Castro AJ, Rodriguez-Garcia M.
(2014a) Olive seed protein bodies store degrading enzymes involved in mobilization of oil
bodies. Journal of Experimental Botany 65: 103-115. (IF2014=5.526; punktacja MNiSW=45).

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: 1) opracowaniu koncepcji pracy oraz
zaplanowaniu doswiadczen; 2) wykonaniu nastepujgcych eksperymentow: wykrywanie
aktywnosci enzymatycznych w zelach poliakrylamidowych, izolacja biatek, SDS-PAGE oraz
wykonanie Western-blottingu, qRT-PCR, analiza aktywnosci enzymatycznych przy uzyciu
laserowego mikroskopu konfokalnego; [wyniki tych badan zostaty zamieszczone na rycinach:
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1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, S2, S4] 3) napisaniu w catosci tekstu oraz korekcie manuskryptu po
recenzjach. Moj udziat procentowy szacuje na 65%.

4.2.3. Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Rodriguez-Garcia MI. (2014b) Storage lipids in
developing and germinating pollen grain of flowering plants. W: Ramawat KG, Sukhadia ML,
Merillon JM, Shivanna KR. Reproductive Biology of Plants. CRC Press Taylor & Francids,
Boca Raton, FI (USA). ISBN: 9781482201321, str. 133-146. (IF2014=0; punktacja MNiSW=5).

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: 1) opracowaniu koncepcji pracy; 2) opracowaniu
graficznym wynikéw i schematéw [rycina 3, 4 oraz 5]; 3) napisaniu trzech podrozdziatow
tekstu oraz korekcie manuskryptu po recenzjach. Méj udziat procentowy szacuje na 80%.

4.2.4. Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Rején JD, Rodriguez-Garcia MI, Castro AJ. (2013) New
insights into early steps of oil body mobilization during pollen germination. Journal of
Experimental Botany 64: 293-302. (IF2013=5.794; punktacja MNiSW=45).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: 1) opracowaniu koncepcji pracy oraz
zaplanowaniu doswiadczen, 2) wykonaniu nastepujgcych eksperymentéw: wykrywanie
aktywnosci enzymatycznych w zelach poliakrylamidowych, izolacja biatek, SDS-PAGE oraz
wykonanie Western-blottingu, analiza aktywnosci enzymatycznych przy uzyciu laserowego
mikroskopu konfokalnego, analiza statystyczna; [wyniki tych badan zostaty zamieszczone na
rycinach: 1,2, 3,5,6,7,S1,S2, S3, S6, S7, S8, S9]; 3) napisaniu catosci tekstu oraz korekcie
manuskryptu po recenzjach. Moéj udziat procentowy szacuje na 65%.

4.2.5. Rejon JD, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI, Castro AJ. (2012) Profiling and
functional classification of esterases in olive (Olea europaea) pollen during germination.
Annals of Botany 110: 1035-1045. (IF2012=3.449; punktacja MNiSW=40).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: 1) wspétudziale w tworzeniu koncepcji pracy
oraz zaplanowaniu doswiadczen; 2) wykonaniu doswiadczen polegajgcych na: wykrywaniu
aktywnosci enzymatycznych w Zzelach poliakrylamidowych; [wyniki tych badan zostaty
zamieszczone na rycinach: 3 oraz 5]; 3) rownym wspétudziale w pisaniu wstepnej wersiji
manuskryptu z pierwszym autorem, 4) wspoétudziale przy korekcie pracy. Moéj udziat
procentowy szacuje na 35%.

4.2.6. Zienkiewicz A*, Jiménez-Lépez JC*, Zienkiewicz K, Alché JD, Rodriguez-Garcia M.
(2011a) Development of the cotyledon cells during olive (Olea europaea L.) in vitro seed
germination and seedling growth. Protoplasma 248: 751-765. (IF2011=1,922; MNiSW=20).
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Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na: 1) wspétudziale w tworzeniu koncepcji pracy
oraz zaplanowaniu doswiadczen, 2) wykonaniu doswiadczen polegajgcych na: izolacji biatek,
SDS-PAGE oraz wykonaniu Western-blottingu, immunofluorescencji, barwieniach
histochemicznych, [wyniki tych badan zostaty zamieszczone na rycinach: 2, 4, 5, 6]; 3)
rownym wspotudziale przy pisaniu wstepnej wersji manuskryptu; 4) rownym wspétudziale
przy korekcie pracy. Moj udzial procentowy szacuje na 40% (* rowny wkifad w powstanie
pracy).

4.2.7. Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI, Castro AJ. (2011b)

Characterization of a caleosin expressed during olive (Olea europaea L.) pollen ontogeny.
BMC Plant Biology 11: 122. (IF2011=3.447; punktacja MNiSW=40).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: 1) wspétudziale w tworzeniu koncepcji pracy
oraz zaplanowaniu do$wiadczen; 2) wykonaniu doswiadczen polegajgcych na: izolacji biatek,
SDS-PAGE oraz wykonaniu Western-blottingu; [wyniki tych badan zostaty zamieszczone na
rycinach: 2, 6, 8]; 3) wspdtudziale przy pisaniu wstepnej wersji manuskryptu ;4) wspétudziale
przy korekcie pracy. Moj udzial procentowy szacuje na 35%.

4.2.8. Zienkiewicz K, Castro AJ, Alché JD, Zienkiewicz A, Suarez C, Rodriguez-Garcia MI.
(2010) Identification and localization of a caleosin in olive (Olea europaea L.) pollen during
in vitro germination. Journal of Experimental Botany 61: 1537-1546. (IF2010=4.818; punktacja
MNiSW=32).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: 1) wspoétudziale w tworzeniu koncepcji pracy
oraz zaplanowaniu do$wiadczen; 2) wykonaniu doswiadczen polegajgcych na: izolacji biatek,
SDS-PAGE oraz wykonaniu Western-blottingu, analizie statystycznej; [wyniki tych badan
zostatly zamieszczone na rycinach: 1, 2, 4]; 3) wspoétudziale przy pisaniu wstepnej wersiji
manuskryptu; 4) wspétudziale przy korekcie pracy. Méj udziat procentowy szacuje na 15%.

Sumaryczny Impact Factor (IF — dla roku opublikowania) prac wchodzacych w skfad

osiggniecia wynosi: 27,826

Suma punktéw MNiISW w pracach wchodzgcych w sktad osiggniecia wynosi: 257

tgczna liczba cytowan wedtug: Web of Science: 58, Google Schoolar: 123
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4.3. Omoéwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Osiggniecie naukowe stanowi cykl oryginalnych publikacji naukowych opublikowanych w
latach 2010-2016 w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports oraz w
jednym rozdiale ksigzkowym. Sumaryczny Impact Factor (zgodny z rokiem opublikowania)

tych pozycji wynosi 27,826 a sumaryczna liczba punktow MNiSW to 257.

4.3.1. Wstep

Substancje zapasowe gromadzone w roslinnych tkankach spichrzowych zuzywane sg na
réznych etapach wyrostu i rozwoju roslin, np. w czasie kietkowania nasion, wzrostu tagiewki
pytkowej czy w odpowiedzi na niekorzystne dla roslin warunki srodowiska (Bewley i Black,
1994). Do najwazniejszych substancji zapasowych magazynowanych w komodrkach
roslinnych nalezg: cukry (min. skrobia magazynowana w postaci charakterystycznych
ziaren), biatka zapasowe (magazynowane min. w postaci ciat biatkowych) oraz ttuszcze
(magazynowane min. w postaci ciat olejowych) (Herman i Larkins, 1999, Ball i Morell, 2003,
Zienkiewicz i wsp., 2011a, Zienkiewicz i wsp., 2013, Zienkiewicz i wsp., 2014a, Zienkiewicz
iwsp., 2014b). Substancje zapasowe odgrywajg istotng role w zyciu roslin stanowigc materiat
energetyczny oraz budulcowy wykorzystywany podczas okresbw wzmozonej aktywnosci
metabolicznej (Bewley i Black, 1994, Murphy 2012). Przewazajgca liczba organizméw
eukariotycznych gromadzi ttuszcze jako gtdwny materiat zapasowy. Jednym z miejsc
gromadzenia sie ttuszczu zapasowego, a takze jego mobilizowania w komdérce sg sferyczne
organelle zwane ciatami olejowymi (ang. oil bodies) lub kroplami ttuszczowymi (ang. lipid
droplets) (Murphy 2012). Organelle te gromadzone sg min. w organach i tkankach roslin
oleistych takich jak nasiona, owoce (Baud i Lepiniec, 2010, Zienkiewicz i wsp., 2011a), ziarna
pytku oraz tagiewka pytkowa (Rodriguez-Garcia i wsp., 2003, Jiang i wsp., 2009, Zienkiewicz
i wsp., 2010). Wnetrze ciat olejowych sktada sie z rdzenia ztozonego z triacylogliceroli (TAG),
otoczonego pojedynczg warstwg fosfolipidowg w ktdrej zakotwiczone sg biatka petnigce
funkcje strukturalne (Huang, 1994) (Ryc. 1). Ciata olejowe izolowane z nasion oleistych
charakteryzujg sie obecnoscig biatek strukturalnych nalezgcych do trzech rodzin: kaleozyn
(kaleozyna 1), oleozyn oraz steroleozyn (Huang, 2008) (Ryc. 1). Z kolei ciata olejowe
syntetyzowane w komorkach starzejgcych sie lisci posiadajg w swej budowie odmienny
zestaw biatek strukturalnych do ktérych zaliczamy: kaleozyne 3, biatko zwigzane z ciatami
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olejowymi (ang. lipid droplet-associated protein, LDAP), oraz a-dioksygenaze (DOX1) (Ryc.
1) (Shimada i wsp., 2015).
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Rycina 1. Schemat ilustrujacy strukture cial olejowych w nasionach oraz lisciach A. thaliana.
Powierzchnie ciat olejowych tworzy pojedyncza warstwa fosfolipidowa otaczajgca hydrofobowy rdzen
zawierajgcy tluszcze obojetne gtéwnie triacyloglicerole (TAGs). W skifad ciat olejowych nasion pozostajgcych
w stanie spoczynku wchodzg trzy biatka strukturalne — kaleozyna 1, oleozyna oraz steroleozyna. Ciata olejowe
lisci charakteryzujg sie obecnoscig trzech gtownych biatek strukturalnych do ktérych nalezy - kaleozyna 3,
LDAP, oraz a-dioksygenaza.

Do niedawna ciata olejowe traktowane byty jako bierne organelle komorkowe magazynujgce
ttuszcze wykorzystywane nastepnie jako zrodto energii. Dopiero badania z ostatnich lat
wykazaty, ze ciata olejowe sg wysoce dynamicznymi strukturami komorkowymi, aktywnie
zaangazowanymi w tworzenie bton biologicznych jak réwniez w kontrolowanie metabolizmu
ttuszczy na poziomie komdérkowym (Barbosa i Siniossoglou, 2017). Z uwagi na fakt, iz
nasiona roslin oleistych gromadzg gtéwnie ttuszcze jako materiat zapasowy i posiadajg liczne
i prominentne ciata olejowe w swoich komodrkach, to wtasnie te organy byly pierwszym
modelem w badaniach nad biologig, metabolizmem i strukturg ciat olejowych u roslin (Tzen i
Huang, 1992, Chen i wsp., 1998, Miquel i wsp., 2014). Pomimo licznych badan
prowadzonych na ciatach oleistych wcigz wiele zagadnien dotyczgcych ich roli oraz
metabolizmu zaréwno w nasionach jak réwniez w innych organach i tkankach pozostaje bez
odpowiedzi. W publikacjach skfadajgcych sie na osiggniecie naukowe zostaty przedstawione
nowe wyniki badan nad regulacjg metabolizmu ttuszczu zapasowego w komdrkach
roslinnych. Obiektem badawczym wykorzystanym w niniejszych pracach byly nasiona i
Ziarna pytku oliwki europejskiej (Olea europaea L.) — gatunku powszechnie uprawianego w
krajach Europy potudniowej (Hiszpania, Portugalia, Grecja). Oliwka europejska zaliczana jest
do grupy roslin oleistych, ktérych nasiona oraz owoce zawierajg od 20 do 70% ttuszczu,
magazynowanego w formie ciat olejowych, (Ryc. 2), dlatego tez sg jednym z gtéwnych

surowcow wykorzystywanych do produkcji olejow roslinnych.



dr Agnieszka Zienkiewicz Zatgcznik nr 3 Autoreferat w jezyku polskim

Rycina. 2. Lokalizacja cial olejowych w réznych komoérkach oliwki europejskiej (Olea europeae L.).
Tluszcze zapasowe (strzatki) zostaty wybarwione przy uzyciu Czerwieni Nilu. A) mezokarp, B) tupina nasienna,
C) bielmo, D) zarodek, E) tagiewki pytkowe, F) fragment fagiewki pytkowej, G) stupek, H) znamie stupka, CB-
ciata biatkowe (dane nie publikowane)

Wiekszos¢ badan majgcych na celu poznanie roli i funkcji biatek biorgcych udziat w
formowaniu oraz degradacji ciat olejowych jest prowadzonych z wykorzystaniem modelowej
rosliny oleistej Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity). Duzym utatwieniem w tych
badaniach jest fakt, iz T-DNA mutanty A. thaliana sg powszechnie dostepne co umozliwia
funkcjonalng analize biatek regulujgcych metabolizm ciat olejowych. Niestety pomimo
mozliwosci wykorzystywania mutantow A. thaliana brak jest danych na temat biologii tych
organelli szczegolnie w trakcie rozwoju ziarna pytkowego oraz wzrostu tagiewki pytkowe;.
Moze to wynika¢ z faktu iz kwiaty A. thaliana, a co za tym idzie réwniez ziarna pyiku,
charakteryzujg sie nie wielkim rozmiarem, co znacznie utrudnia przeprowadzenie wielu
doswiadczen. Dlatego tez wykorzystanie kwiatéw oliwki europejskiej po raz pierwszy
umozliwito szczegdtowqg analize ekspresji i lokalizacji biatek zaangazowanych w metabolizm
ciat olejowych podczas rozwoju ziarna pytkowego oraz wzrostu tagiewki pytkowej. Ponadto
stosujgc szeroki zakres technik mikroskopowych oraz biochemicznych przeprowadzitam
takze kompleksowg analize zmian zachodzgcych na poziomie komoérkowym podczas
rozwoju i kietkowania nasienia oraz wzrostu siewki oliwki europejskiej. Wyniki moich badan
wchodzgcych w sktad 7 publikacji naukowych oraz jednej monografii w jezyku angielskim
przedstawitam ponizej w postaci dwéch mini rozdziatbw. W pierwszej czesci opisatam

metabolizm substancji zapasowych podczas rozwoju ziarna pytku oraz wzrostu tagiewki
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pytkowej oliwki europejskiej. W drugiej czesci zaprezentowatam natomiast wyniki
doswiadczen dotyczgcych metabolizmu substancji zapasowych w trakcie rozwoju i

kietkowania nasienia oraz wzrostu siewki oliwki europejskie;.

Metabolizm Substancji Zapasowych Podczas Rozwoju Ziarna Pytku oraz Wzrostu tagiewki

Pytkowej Oliwki Europejskiej (Olea europaea L.)

Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Rodriguez-Garcia MI. (2014b) Storage lipids in developing
and germinating pollen grain of flowering plants. W: Ramawat KG, Sukhadia ML, Merillon JM,
Shivanna KR. Reproductive Biology of Plants. CRC Press Taylor & Francids, Boca Raton, Fl
(USA). ISBN: 9781482201321, str. 133-146.

Zienkiewicz K, Castro AJ, Alché JD, Zienkiewicz A, Suarez C, Rodriguez-Garcia MI. (2010)
Identification and localization of a caleosin in olive (Olea europaea L.) pollen during in vitro
germination. Journal of Experimental Botany 61: 1537-1546.

Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI, Castro AJ. (2011b) Characterization of
a caleosin expressed during olive (Olea europaea L.) pollen ontogeny. BMC Plant Biology
11: 122.

Rozwdj oraz kietkowanie ziaren pytku i wzrost tagiewki pytkowej sg procesami o kluczowym
znaczeniu podczas ptciowego rozmnazania roslin okrytozalgzkowych. Wzrost fagiewki
pytkowej jest procesem wymagajgcym duzego naktadu energii, ktéra jest uzyskiwana min.,
podczas mobilizacji substancji zapasowych (Zienkiewicz i wsp., 2011b, Zienkiewicz i wsp.,
2014b). Substancje zapasowe gromadzone sg w trakcie rozwoju ziarna pytku obejmujgcego
mikrosporogeneze oraz gametogeneze (McCormick, 1993, Zienkiewicz i wsp., 2014b), a ich
synteza odbywa sie gtéwnie na terenie cytoplazmy komérki wegetatywnej rozwijajgcego sie
ziarna pytku (Bednarska, 1988, McCormick, 1993, Zienkiewicz i wsp., 2011b). Podczas
rozwoju ziarna pytku oliwki europejskiej gtowny materiat zapasowy jakim sg ttuszcze
(triacyloglicerole) magazynowany jest w formie ciat olejowych, ktorych liczba wzrasta liniowo
osiggajgc najwyzszy poziom w dojrzatym ziarnie pylku (Zienkiewicz i wsp., 2011Db,
Zienkiewicz i wsp., 2014b). Obecnos¢ ciat olejowych w dojrzatym ziarnie pytku potwierdzono
rébwniez dla takich gatunkéw jak Brassica napus, Tradescantia bracteata, Gossypium
hirsutum, Lilium longiflorum czy Arabidopis thaliana (Mepham i Lane, 1970, Charzynska i
wsp., 1989, Wetzel i Jensen, 1992, Van Aelst i wsp., 1993, Jiang i wsp., 2007). Z kolei

podczas kietkowania ziarna pytku obserwuje sie znaczny spadek liczby tych struktur
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zwigzany z ich mobilizacjg w trakcie wzrostu fagiewki pytkowej (Zienkiewicz i wsp., 2010,
Zienkiewicz i wsp., 2014b). Na podstawie opisanego wzorca liczebnosci ciat olejowych w
réznicujgcym sie i kietkujgcym pytku oliwki zatozono, iz ciata olejowe stanowig gtéwne Zrodto

energii potrzebnej do szybkiego wzrostu tagiewki pytkowe;j.

Wczesniejsze badania prowadzone na ciatach olejowych izolowanych z nasion roslin
oleistych wykazaty obecnosc¢ trzech biatek strukturalnych zwigzanych z tymi organellami:
oleozyny, kaleozyny oraz steroleozyny (Frandsen i wsp., 1996, Lin i Tzen, 2004). Analiza
struktury ciat olejowych izolowanych z ziaren pytku lilii (Lilium longiflorum) wykazata,
obecnos$¢ jedynie dwdch biatek strukturalnych: oleozyny oraz kaleozyny (Jiang i wsp., 2008).
Poréwnanie sekwencji biatkowej kaleozyny zidentyfikowanej w ciatach olejowych
izolowanych z ziaren pytku lilii z sekwencjami biatkowymi kaleozyn zdeponowanych w banku

gendéw (www.ncbi.nlm.nih.gov) wykazato wysoki stopiehh homologii pomiedzy sekwencjg tego

biatka a sekwencjg kaleozyny 3 zidentyfikowanej u rzodkiewnika pospolitego. Interesujgcy
wydaje sie fakt, ze u A. thaliana kaleozyna 3 jest biatkiem strukturalnym zwigzanym z ciatami
olejowymi gromadzgcymi sie w starzejgcych sie lisciach (Shimada i wsp., 2015). W genomie
rzodkiewnika pospolitego zidentyfikowano osiem genéw kodujgcych kaleozyne (Shen i wsp.,
2014). Grupa ta obejmuje osiem kaleozyn (1-8) o masie molekularnej od 25 kDa do 35 kDa,
ktére posiadajg trzy wysoce konserwowane domeny - pojedynczy centralny region
hydrofobowy, ktéry kotwiczy biatko w btonie i w rdzeniu ciata olejowego oraz dwie
amfipatyczne, C- i N-koncowe domeny o charakterze hydrofilnym skierowane do cytozolu
(Naested i wsp., 2000). Charakterystyczng cechg N-kohca kaleozyny jest obecnosc
pojedynczego motywu typu ,EF-hand”, odpowiedzialnego za wigzanie jonéw wapnia (Ca®*)
(Naested i wsp., 2000). W celu okreSlenia, czy kaleozyna réwniez wchodzi w sktad ciat
olejowych izolowanych 2z ziaren pytku oliwki europejskiej zastosowano metode
immunoprecypitacji w ktérej wykorzystano przeciwciato pierwszorzedowe skierowane
przeciwko kaleozynie 3 z A. thaliana (Zienkiewicz i wsp., 2010). W rezultacie otrzymano
pasmo biatkowe o masie okoto 30 kDa, ktore nastepnie poddano analizie za pomocg techniki
spektometrii mas. Na podstawie uzyskanych danych potwierdzono, iz biatko to wykazuje
podobienstwo na poziomie sekwencji aminokwasowej do kaleozyny zidentyfikowanej w
ciatach olejowych izolowanych z ziaren pytku lili (Zienkiewicz i wsp., 2010). Poniewaz
wykorzystane w powyzszych doswiadczeniach przeciwciatlo pierwotne okazato sie
specyficzne wzgledem kaleozyny w ziarnach pytku oliwki europejskiej zadecydowatam sie

wykonac¢ rowniez analize poziomu ekspresji tego biatka w trakcie rozwoju ziarna pytku

11


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

dr Agnieszka Zienkiewicz Zatgcznik nr 3 Autoreferat w jezyku polskim

(Zienkiewicz i wsp., 2011b) oraz podczas wzrostu tagiewki pytkowej in vitro (Zienkiewicz i
wsp., 2010) stosujgc technike Western-blottingu. W doswiadczeniach tych obserwowano
stopniowy wzrost poziomu kaleozyny w trakcie rozwoju ziarna pytkowego (Zienkiewicz i wsp.,
2011b) oraz jego spadek w trakcie wzrostu tagiewki pytkowej w warunkach in vitro
(Zienkiewicz i wsp., 2010). Uzyskane wyniki potwierdzajg, iz akumulacja oraz spadek
poziomu kaleozyny jest scisle skorelowany z, odpowiednio, syntezg ciat olejowych, podczas
rozwoju ziarna pytku oraz ich degradacjg w trakcie kietkowania i wzrostu tagiewki pytkowe;.
W celu okreslenia lokalizacji komdrkowej kaleozyny wykonano detekcje powyzszego biatka
przy uzyciu wspomnianego juz przeciwciata pierwotnego, zarbwno na poziomie mikroskopu
fluorescencyjnego jak i mikroskopu elektronowego (Zienkiewicz i wsp., 2010, 2011b).
Podczas rozwoju ziarna pytku oliwki europejskiej kaleozyne lokalizowano zaréwno w
komorkach tapetum oraz na terenie Sciany komorkowej i cytoplazmy rozwijajgcej sie
mikrospory. Wykorzystanie mikroskopu elektronowego potwierdzito obecnos¢ ziaren
koloidalnego ztota swiadczgcych o obecnosci kaleozyny w dojrzatym ziarnie pytku zaréwno
w obszarze $ciany komorkowej i cytoplazmy oraz na powierzchni ciat olejowych (Zienkiewicz
i wsp., 2010). Wysoki poziom fluorescencji swiadczgcy o obecnosci kaleozyny wykazano
réwniez na obszarze ciat olejowych oraz w pojedynczej btonie (tonoplast) wakuoli w trakcie
kietkowania i wzrostu tagiewki pytkowej in vitro (Zienkiewicz i wsp., 2011b). Dodatkowo
stosujgc metode immunolokalizacji z wykorzystaniem oczyszczonych ciat olejowych
izolowanych z dojrzatego oraz kietkujgcego ziarna pytkowego potwierdzono kolokalizacje
kaleozyny z tymi organellami, ktore identyfikowano za pomocg barwienia Czerwienig Nilu
(ang. Nile Red). Czerwien Nilu nalezy do grupy zwigzkow powszechnie stosowanych do
wykrywania struktur bogatych w ttuszcze zaréwno w tkankach roslinnych oraz zwierzecych
(Greenspan i wsp., 1985, Siloto i wsp., 2006). Opisane wyniki dotyczgce ekspresji oraz
lokalizacji kaleozyny dostarczyty pierwszych informacji na temat przypuszczalnej roli tego
biatka podczas rozwoju ziarna pytku oraz wzrostu tagiewki pytkowej. Lokalizacja kaleozyny
na terenie sciany komorkowej ziarna pytku moze swiadczy¢ o istotnej roli tego biatka podczas
kietkowania ziarna pytku na znamieniu stupka. Ponadto fakt lokalizacji kaleozyny na terenie
tonoplastu moze wskazywac na jej udziat w interakcjach pomiedzy ciatami olejowymi oraz
wakuolg. Istotnie, w badaniach na kietkujgcych nasionach A. thaliana wykazano, ze
kaleozyna jest odpowiedzialna za interakcje pomiedzy ciatami olejowymi oraz wakuolg oraz

bierze udziat w ich degradacji na terenie wakuoli (Poxleitner i wsp., 2006).
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Jak wspomniano powyzej kaleozyny posiadajg pojedynczy motyw typu ,EF-hand”
odpowiedzialny za wigzanie jonéw wapnia (Ca?*). Wiekszo$¢ biatek wigzacych Ca?*.
charakteryzuje sie wystepowaniem dwoch motywéw typu ,EF-hand” odpowiedzialnych za
wigzanie dwoch jonow wapnia w tzw. hydrofobowej kieszeni (lkura, 1996). Dlatego tez w
przypadku kaleozyny zaproponowano odmienny model wigzania jondéw wapnia.
Proponowana hipoteza zaktada iz wigzanie Ca?* zachodzi pomiedzy motywem typu ,EF-
hand” dwdch czgsteczek kaleozyny w obrebie tego samego ciata olejowego lub tez poprzez
potgczenie dwdch kaleozyn pochodzgcych z roznych ciat olejowych (Naested i wsp., 2000,
Purktova i wsp., 2008). Wykazano roéwniez, ze zwigzanie Ca?* nie ma wptywu na
drugorzedowg strukture kaleozyny ale znacznie wptywa na jej strukture trzeciorzedowag
(Purktova i wsp., 2007). W zwigzku z tym kaleozyny ze zwigzanym jonem wapniowym
migrujg szybciej w zelach poliakrylamidowych, najprawdopodobniej w wyniku zmiany
struktury czgsteczkowej na bardziej kompaktowg po zwigzaniu Ca?* (Purktova i wsp., 2007).
W celu potwierdzenia wigzania Ca?* przez kaleozyne z pytku oliwki europejskiej, frakcja
biatkowa izolowana z ciat olejowych ziaren pytku oraz frakcja biatkowa izolowana z samego
ptaszcza pytkowego bedgcego czescig sSciany komorkowej pytku byta inkubowana w
pierwszym etapie z EGTA w celu wyeliminowania wewnetrznej puli jonéw wapnia. Nastepnie
proby inkubowano z jonami Ca?*, Ca?* z EGTA lub wytacznie z EGTA (Zienkiewicz i wsp.,
2010). Frakcje biatkowe rozdzielano elektroforetycznie w Zzelu poliakrylamidowym a
nastepnie wykonano Western-blotting z wykorzystaniem pierwotnych przeciwciat
skierowanych przeciwko kaleozynie 3 z rzodkiewnika pospolitego. W doswiadczeniu tym
obserwowano szybszg migracje w zelu poliakrylamidowym kaleozyny zwigzanej z jonami
Ca?* w poréwnaniu do kaleozyny wykrywanej we frakcji biatkowej traktowanej EGTA.
Uzyskane wyniki potwierdzity, iz kaleozyna izolowana z ciat olejowych ziaren pytku oraz z
ptaszcza pytkowego podobnie jak wczesniej opisane kaleozyny posiada zdolnos¢ wigzania
Ca?* (Zienkiewicz i wsp., 2010).

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej kaleozyn zidentyfikowanych u réznych gatunkéw
roslin wykazato obecnos¢ pojedynczej cysteiny na koricu C wszystkich analizowanych biatek
(Chen i wsp., 1999, Naested i wsp., 2000). Fakt ten wykorzystano w celu sprawdzenia czy
koniec C kaleozyny zwigzanej z ciatami olejowymi ziarna pytku oliwki jest réwniez skierowany
do cytozolu. W tym celu wykonano doswiadczenie w ktéorym zastosowano glikol
polietylenowy (PEG) modyfikowany resztg meleimidowg (PEG-MAL). Potgczenie PEG-MAL
z grupg sulfhydrylowg (-SH) cysteiny skutkuje zwiekszeniem masy czgsteczkowej biatka o0 5
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kDa. Dlatego tez liczba pasm biatkowych otrzymanych po rozdziale elektroforetycznym w
zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS koresponduje do ilosci dostepnych cystein w
danym biatku. Ciata olejowe izolowane z ziaren pytku oliwki inkubowano zatem z PEG-MAL,
a nastepnie rozdzielano elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym po czym wykrywano
kaleozyne metodg Western-blottingu z wykorzystaniem pierwotnych przeciwciat
skierowanych przeciwko kaleozynie 3 z rzodkiewnika pospolitego. W doswiadczeniu tym
wykazano obecnosc¢ tylko jednego dodatkowego pasma biatkowego o wyzszej masie
molekularnej, co swiadczy o tym iz tylko jedna cysteina zostata zwigzana z PEG-MAL. Na
podstawie uzyskanych wynikow zatozono, ze podobnie jak w przypadku kaleozyny zwigzanej
z ciatami olejowymi nasion A. thaliana, kohce C oraz N kaleozyny izolowanej z ciat olejowych

ziaren pytku oliwki sg skierowane do cytozolu (Zienkiewicz i wsp., 2010).

Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Rejon JD, Rodriguez-Garcia MI, Castro AJ. (2013) New
insights into early steps of oil body mobilization during pollen germination. Journal of
Experimental Botany 64: 293-302.

Rejon JD, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI, Castro AJ. (2012) Profiling and functional
classification of esterases in olive (Olea europaea) pollen during germination. Annals of
Botany 110: 1035-1045.

Na podstawie powyzej scharakteryzowanych prac wchodzgcych w sktad niniejszego
osiggniecia zatozono, iz ciata olejowe petnig bardzo istotng funkcje jako zrodio energii
potrzebnej do szybkiego wzrostu tagiewki pytkowej oliwki. W celu potwierdzenia tej hipotezy
analizowano liczbe ciat olejowych podczas wzrostu tagiewki pytkowej in vitro na pozywce
zawierajgcej sacharoze (zrodto energii) oraz na pozywce pozbawionej sacharozy. Usuniecie
zrodta energii (sacharoza) z pozywki podczas wzrostu tagiewki pytkowe;j in vitro nie wptyneto
W znaczacy sposoéb na wydajnosc¢ kietkowania ziarna pytku oraz szybkos¢ wzrostu tagiewki
pytkowej co sugeruje, iz kwasy ttuszczowe zgromadzone w ciatach olejowych pytku oliwki sg
wystarczajgcym zrodtem wegla podczas wczesnych etapow tych procesow (Zienkiewicz i
wsp., 2013). Jednakze, analiza liczby ciat olejowych w trakcie wzrostu tagiewki pytkowej
wykazata iz mobilizacja ciat olejowych zachodzi szybciej na pozywce nie zawierajgcej

sacharozy. Uzyskane wyniki wskazujg zatem, ze ciata olejowe istotnie sg podstawowym
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zrodtem energii niezbednym do prawidtowego wzrostu tagiewki pytkowej (Zienkiewicz i wsp.,
2013).

Dotychczasowe badania majgce na celu poznanie mechanizmu odpowiedzialnego za
degradacje ciat olejowych prowadzono gtéwnie w trakcie kietkowania nasion i wzrostu siewki
(Kelly i wsp., 2011, 2013). W nasionach mobilizacja ttuszczu zapasowego zachodzi gtéwnie
pod wptywem lipazy triacyloglicerolowej (Kelly i wsp., 2011). Lipaza ta katalizuje hydrolize
triacylogliceroli w ciatach olejowych w wyniku ktorej zostajg uwolnione kwasy ttuszczowe,
diacyloglicerole, monoglicerole oraz glicerol (Graham 2008, Kelly i wsp., 2011). Glicerol jest
po fosforylacji i utlenianiu wtgczany do szlaku katabolicznego weglowodanoéw (glikoliza) z
kolei wolne kwasy ttuszczowe podlegajg w peroksysomach (glioksysomach) degradacji do
acetyl-koenzymu A w procesie B-oksydacji (Eastmond i Graham, 2001). Pomimo istotnej
funkcji ciat olejowych podczas kietkowania ziarna pytku oraz wzrostu fagiewki pytkowej
wiedza na temat mobilizacji ttuszczu zapasowego w tych strukturach biologicznych jest
stosunkowo nie wielka. Dlatego tez moje dalsze badania koncentrowaty sie na poznaniu
mechanizméw odpowiedzialnych za rozktad triacylogliceroli zmagazynowanych ciatach
olejowych podczas kietkowania ziarna pytku i wzrostu tagiewki pytkowej in vitro u oliwki

europejskie;.

W pierwszym etapie tych badan zbadatam aktywno$¢ enzymatyczng lipazy w Zzelu
poliakrylamidowym. W tym celu zele poliakrylamidowe inkubowano w roztworze
zawierajgcym a-naphthyl palmitate, ktory petni funkcje substratu dla lipaz (Zienkiewicz i wsp.,
2013). W zwigzku z tym, iz a-naphthyl palmitate jest substratem powszechnie uzywanym do
detekcji zarowno lipaz aktywnych w srodowisku kwasnym oraz neutralnym, zastosowanie tej
metody pozwolito na wykrycie szerokiej puli lipaz, aktywnych w ekstraktach biatkowych
izolowanych z roznego materiatu roslinnego (Rején i wsp., 2012, Zienkiewicz i wsp., 2013).
Analiza aktywno$éci lipazy w catkowitym ekstrakcie biatkowym izolowanym z dojrzatego
Ziarna pytkowego ujawnita obecnos¢ szesciu pasm biatkowych o r6znej masie molekularnej
widocznych na zelu poliakrylamidowym (Rejon i wsp., 2012). Podjetam takze probe detekcji
aktywnosci lipazy w ekstrakcie biatkowym uzyskanym z ciat olejowych izolowanych z
dojrzatego oraz kietkujacego ziarna pytku. Analiza uzyskanego zymogramu wykazata
obecno$¢ jednego pasma biatkowego (44.6 kDa) o aktywnos$ci lipazy we frakcji biatkowej
izolowanej z ciat olejowych dojrzatego ziarna pytku oraz jednego pasma biatkowego (43.1
kDa) o aktywnosci lipazy we frakcji biatkowej izolowanej z ciat olejowych kietkujgcego ziarna
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pytku. W celu zbadania czy usuniecie zrédta energii (sacharozy) wptynie na aktywnos¢ lipaz
w catkowitym ekstrakcie biatkowym, biatka izolowano zaréwno z fagiewek pytkowych
rosngcych in vitro na pozywce z sacharozg jak bez sacharozy. Uzyskane wyniki wykazaty,
ze wyzszy poziom aktywnosci lipazowej obserwowano w catkowitym ekstrakcie biatkowym
izolowanym z tagiewek pytkowych rosngcych in vitro na pozywce pozbawionej sacharozy
anizeli w ekstrakcie biatkowym izolowanym z tagiewek pytkowych rosngcych in vitro na
pozywce zawierajgcej sacharoze. Wyniki te sugerujg, ze lipazy odgrywajg kluczowg role w
mobilizacji ciat olejowych podczas kietkowania tagiewki pytkowej. Co wiecej, wzrost
aktywnosci lipazowej byt pozytywnie skorelowany ze wzmozonym uruchamianiem ttuszczy
zapasowych w odpowiedzi na deficyt cukru w trakcie wzrostu fagiewek pytkowych in vitro.
Zalezno$¢ tg potwierdzono takze w badaniach wptywu Ebelaktonu B, zaliczanego do
substancji hamujgcej aktywno$¢ enzymatyczng lipaz, na kietkowanie oraz wzrost tagiewki
pytkowej. Dodanie Ebelaktonu B do pozywki objawiato sie radykalnym zahamowaniem
kietkowania ziarna pytkowego oraz wzrostu tagiewki pytkowej czemu towarzyszyto takze
nagromadzenie sie ciat olejowych tuz przy aperturze ziarna pytku (Zienkiewicz i wsp., 2013).
W celu lokalizacji in situ specyficznej aktywnosci lipazowej wzgledem triacyloglicerolu
zastosowano syntetyczny substrat o nazwie 1,2-O-dilauryl-rac-3-glycero-glutaric acid-
rezorufin ester (Gupta i wsp., 2003). W wyniku reakgcji lipazy z tym substratem dochodzi do
uwolnienia rezorufiny, ktéra wzbudzana $wiattem o emisji fali 544 nm emituje czerwong
fluorescencje widoczng na poziomie mikroskopu fluorescencyjnego. Wysoki poziom tej
fluorescencji wykazano zaréwno w aperturze ziarna pytkowego jak i w cytoplazmie tagiewki
pytkowej, gdzie przyjmowat on postac licznych, regularnych skupisk. Opisana metoda zostata
réwniez wykorzystana do detekcji aktywnosci lipazowej na powierzchni ciat olejowych. W tym
celu reakcje enzymatyczng przeprowadzono na ciatach olejowych izolowanych z dojrzatego
oraz kietkujgcego ziarna pytkowego. Co ciekawe, w odréznieniu od metody z wykorzystaniem
a-naphthyl palmitate, w tym przypadku sygnat sSwiadczacy o aktywnosci lipazy
triacyloglicerolowej widoczny byt wytgcznie na powierzchni ciat olejowych izolowanych z
kietkujgcego ziarna pytku a nie z dojrzatego pytku. Wyniki te mogg wskazywaé, iz lipaza
zwigzana z powierzchnig ciat olejowych w pytku oliwki posiada kilka typow aktynosci
lipazowej. Jeden z nich (niespecyficzny) jest aktywny zaréwno w dojrzatym jak i kietkujgcym
ziarnie pytku, natomiast ten specyfinczy wzgledem triacyloglicerolu bytby aktywowany chwili
uwodnienia pytku i rozpoczecia procesu kietkowania. Mozliwe, ze ten odmienny profil
aktywnosci opisywane;j lipazy jest zwigzany z réznicami w konformaciji tego biatka pomiedzy
dojrzatym i kietkujgcym ziarnem pyiku, ktére z kolei mogtyby zachodzi¢ w odowiedzi na
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uwodnienie pytku i zwigzang z nim aktywacje okreslonych szlakéw sygnatowania

komorkowego.

W ostatnich latach zaproponowano nowy model procesu uruchamiania ttuszczy zapasowych
w nasionach roslin oleistych (Rudolph i wsp., 2011). Zaktada on, iz przed lipoliza, specyficzna
lipooksygenaza Kkatalizuje utlenianie nienasyconych kwasow zwigzanych estrowo w
ttuszczach a ponadto fosfolipaza A zawierajgca patatyno-podobng domene odpowiedzialna
jest za trawienie btony fosfolipidowej ciat olejowych. W wyniku tego procesu zwartosc ciat
olejowych staje sie dostepna dla lipazy oraz lipooksygenazy co w konsekwenciji prowadzi do
uruchomienia hydrolizy triacylogliceroli (Rudolph i wsp., 2011). Moje kolejne badania miaty
zatem na celu sprawdzenie czy opisany model funkcjonuje takze w ziarnie pytkowym i

rosngcej tagiewce pytkowej oliwki.

Lipooksygenazy nalezg do grupy enzymow katalizujgcych utlenianie wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych i estréw o uktadzie cis,cis-1,4-pentadienu. Gtownymi produktami tej
reakcji sg sprzezone nienasycone kwasy ttluszczowe i wodorotlenki. W warunkach
fizjologicznych substratami dla LOX u roslin sg kwasy linolowy (C18:2) i linolenowy (C18:3).
U A. thaliana stwierdzono wystepowanie 6 aktywnosci lipooksygenazowych okreslonych
mianem AtLOX. Substratami dla AtLOX1 oraz AtLOXS, ktérych produktem dziatania sg
gtéwnie 9-hydroksynadtlenki (9-LOX) sg kwas linolowy oraz linolenowy. Z kolei dla AtLOX2,
AtLOX3, AtLOX4 i AtLOX6, ktére sg odpowiedzialne za powstawanie 13-
hydroksynadtlenkoéw (13-LOX), substratem jest tylko kwas linolenowy (Bannenberg i wsp.,
2009). W celu detekcji aktywnosci enzymatycznej lipooksygenazy wciatach olejowych
dojrzatego i kietkujgcego pytku oliwki zele poliakrylamidowe po rozdziale biatek izolowanych
z tych organelli inkubowano w roztworze zawierajgcym kwas a-linolenowy bedgcy
substratem dla 9-LOX oraz 13-LOX lub tez w roztworze zawierajgcym kwas a-linolenowy
oraz cyjanek sodu. Cyjanek sodu zostat zastosowany w celu wyeliminowania detekcji
aktywnosci enzymatycznej dodatkowych biatek zawierajgcych w swej strukturze hem, ktére
rbwniez mogg wykorzystywa¢ kwas a-linolenowy jako substrat. W doswiadczeniu tym
wykazano obecnos¢ jednego pasma biatkowego (99 kDa) o aktywnosci lipooksygenazy tylko
we frakcji biatkowej izolowanej z ciat olejowych kietkujgcego ziarna pytkowego. Dodatkowo
obecnos¢ lipooksygenazy o masie 99 kDa we frakcji biatkowej izolowanej z ciat olejowych
kietkujgcego ziarna pytkowego potwierdzono stosujgc metode Western-blottingu. W tym celu

wykorzystano przeciwciato pierwotne skierowane przeciwko lipooksygenazie z soi
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zwyczajnej (Glycine max). Specyficznos¢ powyzszego przeciwciata zostata potwierdzona
stosujgc metode immunoprecypitacji oraz analize uzyskanego pasma biatkowego za pomocag
techniki spektometrii mas (Zienkiewicz i wsp., 2013). W ramach tych badan analizowatam
rowniez aktywnosc¢ lipooksygenazowg w catkowitej frakcji biatkowej izolowanej z fagiewek
pytkowych rosngcych in vitro przez 3 godziny na pozywce zawierajgcej sacharoze lub bez
sacharozy. W tym przypadku wykazano obecnosc trzech pasm biatkowych o aktywnosci
lipooksygenazowej o masie czgsteczkowej 99, 90 oraz 63 kDa. Dodatkowo dla wszytkich
trzech zidentyfikowanych aktywnosci intensywnos¢ byta wyzsza we frakcji biatkowej
izolowanej z fagiewek rosngcych in vitro na pozywce nie zawierajgcej sacharozy anizeli w
przypadku fagiewek rosngcych na pozywnce zawierajgcej ten cukier. Na podstawie
uzyskanych wynikow zatozono iz oddziatywanie pojedynczej lipooksygenazy (99 kDa) z
ciatami olejowymi zachodzi podczas pierwszych etapow kietkowania ziarna pytku. Fakt iz
pasmo to wykrywano rowniez w catkowitym ekstrakcie biatkowym swiadczy o wystepowaniu
cytoplazmatycznej puli powyzszego biatka. Masa pasm biatkowych 99 oraz 90 kDa
wykrywanych na Zelu poliakrylamidowym jest zgodna z zakresem mas czgsteczkowych
opisanych dla lipooksygenaz scharakteryzowanych u innych gatunkéw roslin (Andreou i
Feussner, 2009). Obecnos$¢ trzeciego pasma biatkowego o masie 63 kDa moze swiadczy¢ o
proteolizie jednego z dwdch wiekszych pasm biatkowych (99 lub 90 kDa) co zostato opisane
we wczesniejszych pracach dotyczgcych lipooksygenazy (Maccarone i wsp., 2001). Badania
lokalizacji lipooksygenazy w rosngcej tagiewce pytkowej oliwki z wykorzystaniem
specyficznego przeciwciata wykazaty wysoki poziom fluorescencji na terenie cytoplazmy
tagiewki rosngcej 1 godzine w hodowli in vitro. Po 3 godzinach wzrostu sygnat o wysokim
natezeniu obserwowano w cytoplazmie tagiewki w postaci charakterystycznej, punktowej
fluorescenciji. Stosujgc jednoczesnie barwienie ciat olejowych czerwienig Nilu wykazano
kolokalizacje lipooksygenazy z ciatami olejowymi. Interakcja ta zostata takze potwierdzona
w doswiadczeniach w ktorych przeprowadzono immunolokalizacje badanego biatka na
oczyszczonych ciatach olejowych. Podobnie jak w przypadku aktywnosci lipazowej,
fluorescencje, swiadczacg o obecnosci lipooksygenazy wykrywano tylko na terenie ciat
olejowych izolowanych z kietkujgcego a nie z dojrzatego ziarna pytku. Obecnosé
lipooksygenazy na terenie ciat olejowych potwierdzono rdéwniez na poziomie
ultrastrukturalnym przy uzyciu mikroskopu elektronowego. Obecnos¢ lipooksygenazy we
frakcji ciat olejowych potwierdzona w moich badaniach jest zgodna z wczesniejszymi
wynikami w ktoérych potwierdzono wystepowanie oraz aktywnos¢ 13-LOX we frakcji ciat

olejowych izolowanych z liscieni ogérka siewnego (Cucumis sativus) (Rudolph i wsp., 2011).
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Istote funkcjonalnego zwigzku pomiedzy lipoxygenazg i ciatami olejowymi ostatecznie
potwierdzito doswiadczenie w ktérym zastosowano inhibitor lipooksygenazy — kwas ferulowy.
Dodanie tego zwigzku do pozywki objawiato sie catkowitym zahamowaniem kietkowania
ziarna pytku oraz nagromadzeniem ciat olejowych w aperturze ziarna pytkowego. Wyniki te
jednoznacznie wskazujg na kluczowg role lipooksygenazy w metabolizmie ciat olejowych, a

w konsekwencji takze w procesie wzrostu i rozwoju tagiewki pytkowej.

Poprzednie badania wykazaty takze istotng role fosfolipazy A w procesie mobilizacji ttuszczy
zapasowych podczas kietkowania nasion (Rudolph i wsp., 2011). Fosfolipazy tworzg duzg
grupe enzymow, ktére katalizujg hydrolize fosfolipidéw. Gtéwnymi substratami tych enzymoéw
sg glicerolofosfolipidy wchodzace w sktad bton biologicznych. Fosfolipazy A1 oraz A2 nalezg
do acylohydrolaz ro zktadajgcych wigzania estrowe, odpowiednio, w pozycji sn-1 oraz sn-2
fosfolipidow. Lokalizacje fosfolipazy A podczas wzrostu tagiewki pytkowej oliwki in vitro
analizowano stosujgc fluorescencyjnie znakowane fosfolipidy (4,4-Difluoro-5,7-Dimethyl-4-
Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene-3-Undecanoyl)-sn-Glycero-3-Phosphocholine, BODIPY® FL
C11-PC) powszechnie stosowane do monitorowania aktywnosci fosfolipaz A. Wysoki poziom
fluorescencji swiadczgcy o aktywnosci fosfolipazy A w komdrkach eukariotycznych
obserwowano na terenie cytoplazmy rosngcej fagiewki pytkowej gdzie wykazano jej
kolokalizacje z opisang wczesniej aktywnoscig lipazy. Interesujgcy wydaje sie fakt, iz
analizujgc aktywnosc fosfolipazy A er frakcji oczyszczonych ciat olejowych wykazano sygnat
o wysokim natezeniu zaréwno na powierzchni ciat olejowych izolowanych z dojrzatego jak

réwniez kietkujgcego ziarna pytku.

Prowadzone przeze mnie badania w duzym stopniu przyczynity sie do poznania
mechanizmoéw odpowiedzialnych za mobilizacje ciat olejowych podczas kietkowania ziarna
pytku oraz wzrostu in vitro tagiewki pytkowej oliwki europejskiej. W trakcie mojej pracy
badawczej wykazatam ze:

+ Pytkowo specyficzna kaleozyna jest syntetyzowana w pylniku i rozwijajgcych sie ziarnach
pytkowych oliwki a jej poziom jest pozytywnie skorelowany z iloscig ciat olejowych podczas
rozwoju i kietkowania pytku

+ Zidentyfikowana kaleozyna uczestniczy najprawdopodobniej w mobilizacji ciat olejowych

oraz reorganizaciji btony tych organelli podczas wzrostu tagiewki pytkowej in vitro
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+ Lipaza, lipooksygenaza oraz fosfolipazy A sg zaangazowane w uwalnianie oraz
degradacje triacyloglieroli zmagazynowych w ciatach olejowych obecnych w rosngcej

tagiewce pytkowej oliwki

Mobilizacja Substancji Zapasowych w Rozwijajgcym i Kietkujgcym Nasieniu oraz Podczas

Wzrostu Siewki Oliwki Europejskiej (Olea europaea L.)

W dalszej czesci mojego autoreferatu przedstawie wyniki doswiadczen prowadzonych na
nasionach oliwki europejskiej (Olea europaea L.) podczas rozwoju oraz kietkowania nasienia
jak rowniez podczas pierwszych etapow wzrostu i rozwoju siewki. Wyniki tych badan zostaty

opublikowane w trzech publikacjach naukowych opisanych ponizej.

Jiménez-Lépez JC, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Alché JD, Rodriguez-Garcia MI. (2016)
Biogenesis of protein bodies during legumin accumulation in developing olive (Olea europaea
L.). Protoplasma 253: 517-530.

Dojrzate nasiona oliwki europejskiej (Olea europaea L.) sktadajg sie z trzech zasadniczych
czesci: dwulisciennego zarodka, tkanki spichrzowej (bielmo) oraz tupiny nasiennegj
(Zienkiewicz i wsp., 2011a). Podczas embriogenezy roslin jedno- i dwuliciennych
zapoczatkowanej powstaniem zygoty, w komodrkach nasienia zachodzg réznorodne
przemiany morfologiczne i biochemiczne, w tym magazynowanie substancji zapasowych (Liu
i wsp., 2017, Zhao i wsp. 2018). U oliwki europejskiej role organéw spichrzowych petnig
zaréwno liscienie jak i bielmo. W celu przesledzenia zmian metabolicznych zachodzgcych w
trakcie rozwoju nasienia zastosowatam szereg metod mikroskopowych umozliwiajgcych
zaréwno komorkowg lokalizacje ttuszczy jak i biatek. Do badan wykorzystatam nasiona oliwki
europejskiej (Olea europaea L.) w roznych stadiach rozwojowych. We wczesnym stadium
rozwojowym (20 dni po otwarciu kwiatu) kiedy nie mozna rozrézni¢ komérek zarodka od
bielma wiekszos¢ komérek charakteryzowata sie centralng wakuolg, przysciennie
rozmieszczonym jgdrem komaorkowym oraz nielicznymi ciatami ttuszczowymi. Po 60 dniach
od otwarciu kwiatu, kiedy mozliwe jest rozroznienie komorek bielma od komorek liscieni
wykonano szczegdtowg analize lokalizacji komoérkowej ttuszczy oraz biatek zapasowych w
tych dwoch typach tkanek. Do detekcji ttuszczy zapasowych zastosowano barwienie

Czerwienig Nilu, natomiast catkowitg pule biatek wykrywano stosujgc barwienie btekitem
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Coomassie Brilliant Blue (CCB). CCB, jako powszechnie uzywany roztwor do barwienia
biatek na zelach poliakrylamidowych, jest rowniez z powodzeniem stosowany do detekdji
tych molekut w materiale roslinnym in situ (Liu i wsp., 2017). Zastosowane techniki badawcze
wykazaty, ze w trakcie rozwoju nasienia zarobwno w komodrkach bielma jak i lisScienia ma
miejsce stopniowy wzrost liczby ciat olejowych co potwierdzono rowniez na poziomie
mikroskopu elektronowego. Co ciekawe, 60 dni po otwarciu kwiatu obserwowano wiekszg
liczbe ciat olejowych na terenie komorek bielma anizeli w komorkach liscienia. W
poczatkowych stadiach rozwoju nasienia zarowno w komdérkach bielma oraz licienia, biatka
magazynowane sg na terenie centralnej wakuoli. W komadrkach roslinnych zidentyfikowano
dwa typy wakuoli: wakuole lityczne charakterystyczne dla komorek wegetatywnych oraz
wakuole magazynujgce biatka (ang. protein storage vacuole). Podczas rozwoju zarodka
wakuole lityczne zostajg zastgpione przez wakuole magazynujgce biatka, ktére odktadajg
biatka zapasowe potrzebne dla rozwoju zarodka. W trakcie rozwoju nasienia oliwki
europejskiej zaobserwowano iz wspomniane wakuole magazynujgce biatka ulegajg
podziatowi na kilka mniejszych struktur wypetnionych biatkami zapasowymi ktére u oliwki
europejskiej nazwano ciatami biatkowymi (ang. protein bodies — PBs). Ponadto w komaérkach
liscienia potwierdzono wspotwystepowanie licznych ciat biatkowych o duzych i matych
rozmiarach podczas gdy w komorkach bielma liczne ciata biatkowe charakteryzowaty sie
zblizonym rozmiarem i ksztaltem. Jednoczesnie w dojrzatym nasieniu zaréowno w komorkach
bielma oraz liscienia ciata olejowe obserwowano wokot ciat biatkowych oraz wzdtuz Sciany
komédrkowej. Szczegdtowg analize struktury komorkowej bielma oraz liscienia wykonano
takze przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego. W badaniach tych
potwierdzono przestrzenne rozmieszczenie ciat olejowych w analizowanych tkankach
zaobserwowane uprzednio na poziomie mikroskopu elektronowego. Dodatkowo w celu
detekcji kolejnej, po ttuszczach i biatkach, substancji zapasowej — polisacharydéw, wykonano
reakcje PAS stosowang powszechnie do wykrywania wielocukréw w preparatach
histochemicznych i opartej na zastosowaniu kwasu nadjodowego oraz odczynnika Schiffa.
Metoda ta pozwolita gtéwnie na detekcje polisacharydéw bedgcych elementem strukturalnym
Sciany komorkowej zarbwno w komoérkach bielma oraz liscienia oliwki. Na podstawie
uzyskanych wynikow zatozono iz gtdwnymi materiatami zapasowymi w nasionach oliwki
europejskie sg tluszcze oraz biatka zapasowe. Ponadto ustalono, ze akumulacja ciat
olejowych oraz biatek zapasowych odbywa sie pdzniej w komdrkach liscienia niz ma to

miejsce w przypadku komorek bielma. Co wiecej wyrazne réznice w czasowo-przestrzenne;j
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organizacji ciat biatkowych pomiedzy komoérkami bielma oraz liscieni odzwierciedlajg

najprawdopodobniej réznice w aktywnosci metabolicznej analizowanych tkanek.

Biatka zapasowe magazynowane w nasionach roznych gatunkow roslin zostaty podzielone
na cztery grupy ze wzgledu na réznice w ich rozpuszczalnosci: albuminy — rozpuszczalne w
wodzie, globuliny — rozpuszczalne w roztworach soli, prolaminy — rozpuszczalne w
alkoholach oraz gluteliny — rozpuszczalne w roztworach zasadowych lub kwasnych.
Najbardziej rozpowszechnionymi biatkami zapasowymi w roslinach sg globuliny
(Chmielnicka i wsp., 2017). Globuliny ze wzgledu na statg sedymentac;ji (S) podzielono na
dwie grupy: 7S wiciliny i konwiciliny oraz 11S leguminy (Shewry i wsp., 1995). Globuliny sg
syntetyzowane jako propolipeptydy o réznych masach czasteczkowych, ktorych
proteolityczna obrébka nastepuje w wakuolach magazynujgcych biatka. Wczesniejsze
badania potwierdzity, iz komorki liscieni oliwki europejskiej magazynujg biatka zapasowe
gtébwnie w postaci globulin (Alché i wsp., 2006). Autorzy tych badan stosujgc specyficzne
przeciwciato anty-11S wykazali, iz 11S legumina jest gtbwnym biatkiem zapasowym nasion
oliwki europejskiej. Przeciwciato pierwotne anty-S11 rozpoznaje dwa polipeptydy o masie 41
oraz 47.5 kDa, nazywane fancuchami a (podjednostka kwasna) oraz B (podjednostka
zasadowa) ktore potgczone sg mostkiem dwusiarczkowym (Alché i wsp., 2006). Ponadto w
warunkach denaturujgcych oraz redukujgcych powyzsze polipeptydy (41 oraz 47.5 kDa)
ulegajg rozpadowi odpowiednio na dwie oraz trzy podjednostki rozpoznawane przez
przeciwciato anty-S11 i opisane w pracy Alché i wsp., (2006) jako p1-p5. Korzystajgc z
mozliwosci zastosowania wyzej wymienionego przeciwciata wykonano detekcje 11S
globuliny w trakcie rozwoju nasienia oliwki europejskiej zarbwno w ekstrakcie biatkowym
izolowanym z komorek bielma jak i liscienia. W wyniku zastosowania warunkow
denaturujgcych oraz redukujgcych wykrywano pie¢ podjednostek tych biatek o roznej masie
czgsteczkowej (p1-20.5, p2-21.5, p3-25.5, p4-27.5, p5-30.0). Nalezy zaznaczy¢, ze wyzszy
poziom podjednostek p1-p5 obserwowano w ekstrakcie biatkowym izolowanym z komorek
bielma 60 dni po otwarciu kwiatu niz w ekstrakcie biatkowym izolowanym z komérek liscieni.
Wyniki te pozostajg w zgodzie z danymi uzyskanymi podczas obserwacji formowania ciat
biatkowych na poziomie mikroskopowym. W celu uzyskania szerszej wiedzy na temat
biosyntezy globuliny w trakcie rozwoju nasienia wykonano takze jej immunolokalizacje,
zaréwno na poziomie mikroskopu fluorescencyjnego oraz elektronowego. Sygnat o wysokiej
intensywnosci $wiadczgcy o obecnosci 11S leguminy obserwowano na terenie centralnej

wakuoli w komorkach zarowno bielma jak i liscieni we wczesnych stadiach rozwojowych
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nasienia. Najwyzszy poziom fluorescencji oraz liczne ziarna koloidalnego ztota wykazano w
uformowanych juz ciatach biatkowych widocznych w pdzniejszych stadiach rozwojowych

nasienia.

Zienkiewicz A, Jiménez-Lopez JC, Zienkiewicz K, Alché JD, Rodriguez-Garcia MI. (2011a)
Development of the cotyledon cells during olive (Olea europaea L.) in vitro seed germination
and seedling growth. Protoplasma 248: 751-765.

Rosliny w trakcie rozwoju nasion odktadajg substancje zapasowe w zarodku oraz tkance
spichrzowej aby zapewni¢ rezerwy wegla, azotu oraz siarki potrzebne do podzniejszego
wzrostu i rozwoju. Nasiona oliwki zaliczamy do nasion oleistych magazynujgcych ttuszcze
jako gtowny materiat zapasowy celem ich pézniejszego wykorzystywania jako substratu
energetycznego podczas procesu kietkowania nasienia i wzrostu siewki. Jednakze poza
ttuszczami zapasowymi, biatka zapasowe magazynowane w ciatach biatkowych stanowig
drugg grupe gtéwnych substancji zapasowych w rozwijajgcym sie nasieniu oliwki europejskiej
(Jiménez-Lopez i wsp., 2016). Badania mobilizacji substancji zapasowych na poziomie
komorkowym prowadzono na liscieniach izolowanych z zarodkoéw dojrzatych i speczniatych
nasion oliwki oraz z zarodkdéw kietkujgcych in vitro na statej pozywce mineralnej. Analiza
cytochemiczna oraz ultrastrukturalna komorek liscieni dojrzatych nasion oliwki potwierdzita,
iz komorki te magazynujg biatka zapasowe na terenie ciat biatkowych a ttuszcze zapasowe
w ciatach olejowych. W trakcie kietkowania zarodkéw oraz wzrostu siewek obserwowano
zmniejszenie liczby ciat biatkowych oraz widoczny spadek ogolnej puli biatek zapasowych w
komorkach liscieni. Redukcja liczby ciat biatkowych zwigzana jest zapewne ze stopniowym
procesem fgczenia sie tych organelli w jedng centralng wakuole. Podczas tego procesu
dochodzi do mobilizacji biatek zapasowych, ktére wykorzystywane sg w trakcie kietkowania
jako zrédto aminokwasow. W momencie uwolnienia biatek zapasowych centralna wakuola
nabiera cech wakuoli litycznej, ktora stopniowo zwiekszajgc swojg objetos¢ wspomaga
wzrost i ekspansje komorek licienia. Dodatkowo, w trakcie procesu kietkowania nasienia i
wzrostu siewek oliwki wykazano spadek poziomu 11S leguminy metodg Western-blottingu,
w ktérej wykorzystano specyficzne przeciwciato anty-11S. Wyrazny spadek poziomu dwdch
polipeptydédw o masie 41 oraz 47.5 kDa odpowiadajgcych podjednostce kwasnej oraz
zasadowej 11S leguminy obserwowano w trakcie kietkowania zarodka in vitro az do ich
catkowitego zaniku w liscieniach 25 dniowych siewek. Ponadto, stosujgc metode

immunolokalizacji wykazano, ze najwyzszy poziom fluorescencji Swiadczacy o obecnosci
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biatka 11S wykrywano w ciatach biatkowych liscieni izolowanych z dojrzatych i speczniatych
nasion. Podczas dalszych etapow kietkowania zarodkéw obserwowano stopniowy spadek
sygnatu na terenie zlewajgcych sie ciat biatkowych i jego jednoczesny wzrost na terenie
cytoplazmy. Uzyskane wyniki sugerujg przemieszczanie sie badanego biatka z ciat
biatkowych do cytoplazmy. Sygnat korespondujgcy do biatka 11S, jednakze o najnizszym
natezeniu wykazano takze na terenie formujgcej sie wakuoli co $wiadczy o intensywnej
mobilizacji tego biatka w trakcie wzrostu siewek. Badania te potwierdzajg wczesniejsze
zatozenie, iz biatka zapasowe gromadzone podczas dojrzewania nasienia ulegajg
mobilizacji/hydrolizie w komdérkach liscieni co pozostaje w zgodzie rezultatami badan
prowadzonych na innych gatunkach roslin (Mintz i wsp., 2001, Otegui i wsp., 2006). Wysoka
specyficznos¢ uzytego w powyzszych badaniach przeciwciata anty-11S jak rowniez
opracowanie specyficznej metody lokalizacji biatka 11S na poziomie mikroskopu
fluorescencyjnego pozwolito na jego wykorzystanie jako specyficznego markera ciat
biatkowych u oliwki (Jiménez-Lépez i wsp., 2016, Jiménez-Lopez i Hernandez-Soriano,
2014).

W komorkach liscieni zarodkéw kietkujgcych 3 dni, na obszarze ciat biatkowych wykazano
obecnosc¢ regularnego ksztattu obszarow pozbawionych sygnatu swiadczgcego o obecnosci
biatka S11. Analiza na poziomie mikroskopu elektronowego wykazata, ze struktury te
charakteryzujg sie znacznie wiekszg gestoscig elektronowg i srednicg rzedu od 1 do 3 um.
Interesujgcy wydaje sie fakt, iz na terenie wyzej opisywanych struktur stwierdzono obecnosé
fluorescencji oraz ziaren koloidalnego ztota $wiadczgcych o obecnosci peroksydazy.
Peroksydazy nalezg do grupy enzymow zaliczanych do klasy oksydoreduktaz katalizujgcych
utlenianie nadtlenkiem wodoru réznorodnych substratow. Enzymy te mogg réwniez
wykorzystywa¢ wodoronadtlenki kwasow tluszczowych jako donory tlenu do
wewnatrzczgsteczkowych oraz miedzyczgsteczkowych reakcji epoksydacji wigzan
podwdjnych (Almagro i wsp., 2009). Obecnos$¢ peroksydaz w ciatach biatkowych jest
zaskakujgca i trudna do interpretacji rowniez z powodu braku danych literaturowych.
Jednakze, nowe Swiatto na przedstawione wyniki rzucita praca Zienkiewicz i wsp., (2014a),
ktora zostanie oméwiona w dalszej czesci autoreferatu. Analiza dystrybucji ciat olejowych w
komorkach liscieni prowadzona byta przy uzyciu czerwieni Nilu. Stosujgc nowoczesne
techniki mikroskopii konfokalnej wykazano, iz w komérkach liscieni izolowanych z dojrzatych

nasion ciata olejowe akumulujg sie wokoét ciat biatkowych oraz w przysciennych warstwach
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cytoplazmy. Podczas kietkowania zarodkéw oraz wzrostu siewek obserwowano zaréwno
spadek liczby jak i wielkosci ciat olejowych co jest zgodne z zatozeniem ze organelle te
gromadzone podczas dojrzewania nasienia sg wykorzystywane w licznych procesach
katabolicznych (min. jako zrédto energii) podczas jego kietkowania. Na uwage zastuguje fakt
iz ciata olejowe pozostawaty zwykle w bliskim kontakcie z btong ciat biatkowych co moze

sugerowac wystepowanie interakcji pomiedzy tymi organellami.

Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Rejon JD, Alché JD, Castro AJ, Rodriguez-Garcia MI. (2014a)
Olive seed protein bodies store degrading enzymes involved in mobilization of oil bodies.
Journal of Experimental Botany 65: 103-115.

Liczne badania prowadzone gtéwnie na A. thaliana umozliwity przynajmniej czesciowo
poznanie mechanizmow odpowiedzialnych za degradacije triacylogliceroli magazynowanych
w ciatach olejowych podczas kietkowania nasienia oraz wzrostu i rozwoju siewki (Eastmond
2006, Kelly i wsp., 2011 12013). Jak wspomniano w pierwszej czesci autoreferatu w hydrolize
ttuszczy zapasowych zaangazowane sg trzy gtdwne enzymy: lipaza, lipooksygenaza oraz
fosfolipazy A (Kelly i wsp., 2011, Rudolph i wsp., 2011). Wzrost aktywnosci lipazy
obserwowano w trakcie kietkowania nasion A. thaliana az do momentu catkowitego zaniku
ciat olejowych (Lin i Huang, 1983). W ostatnich latach zidentyfikowano ponadto specyficzng
lipaze triacyloglicerolowg odpowiedzialng za mobilizacje ciat olejowych w nasionach A.
thaliana. Lipaza ta posiada domene patatynowg charakterystyczng dla fosfolipaz z grupy A
(Eastmond, 2006, Kelly i wsp., 2011). W celu zbadania aktywnosci lipazy w liscieniach oliwki
europejskiej przeprowadzono reakcje enzymatyczng w zelu poliakrylamidowym. Po rozdziale
elektroforetycznym Zele inkubowano w roztworze zawierajgcym oa-naphthyl palmitate, ktory
pemni funkcje substratu dla lipaz. Analiza uzyskanego zymogramu wykazata obecnosé
siedmiu pasm o aktywnosci lipolitycznej. Pasmo o masie molekularnej 53 kDa wykrywano
zarowno we frakcji biatek cytoplazmatycznych jak réwniez we frakcji biatek izolowanych z
oczyszczonych ciat biatkowych. Brak aktywnosci enzymatycznej obserwowano w przypadku
frakcji biatek izolowanych z ciat olejowych. W celu uzupetnienia powyzszych badan
wykonano jednoczes$nie lokalizacje ttuszczy zapasowych oraz aktywnosci lipolitycznej na
poziomie mikroskopu $wietlnego. Zastosowanie Sudanu czarnego B pozwolito na wykrycie
ttuszczy zapasowych zarbwno w ciatach olejowych jak rowniez na terenie ciat biatkowych

podczas gdy sygnat Swiadczgcy o aktywnosci lipazy obserwowano tylko na terenie ciat
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biatkowych. Podobnie jak w przypadku rosnacej in vitro tagiewki pytkowej w celu lokalizacji
in situ specyficznej lipazy triacyloglicerydowej zastosowano syntetyczny substrat 1,2-O-
dilauryl-rac-3-glycero-glutaric acid-rezorufin ester. W zywych komaorkach liscieni izolowanych
z zarodkow dojrzatych nasion oliwki sygnat swiadczacy o aktywnosci lipazy (czerwona
fluorescencja) obserwowano wytgcznie na terenie ciat biatkowych. Brak aktywnosci lipazy na
terenie ciat olejowych potwierdzono réwniez inkubujgc oczyszczone ciata olejowe z
powyzszym substratem. W komaorkach liscieni izolowanych z zarodkow speczniatych nasion
aktywnos¢ lipazy widoczna byta zaréwno na terenie ciat biatkowych oraz ciat olejowych.
Aktywnos¢ lipazy w postaci czerwonej fluorescencji wykrywano takze na powierzchni
oczyszczonych ciat olejowych. Na podstawie uzyskanych wynikow zatozono, iz w trakcie
kietkowania zarodkéw dochodzi do mobilizacji ciat olejowych na terenie cytoplazmy jak
réwniez do przemieszczania sie czesci ttuszczy zapasowych na teren ciat biatkowych, gdzie
prawdopodobnie ulegajg hydrolizie przy udziale zaréwno lipazy triacyloglicerolowej oraz lipaz
wykrywanych za pomocg a-naphthyl palmitate. Istotnie, wczesniejsze badania potwierdzity
mozliwos¢ wystepowania lipazy na terenie ciat biatkowych (Fernandez i Staehelin, 1987,
Bhatla i wsp., 2009). Ostatnie badania wykazaty ponadto, iz nowa lipaza zidentyfikowana u
A. thaliana — AtOBL1 (ang. oil body lipase 1) odpowiedzialna jest przynajmniej czesciowo za
hydrolize triacylogliceroli w ciatach olejowych podczas kietkowania nasienia (Mduller i
Ischebeck, 2018). Ponadto lipaza ta wykazuje aktywnos¢ w srodowisku kwasnym oraz
lokalizuje sie zarbwno na terenie ciat biatkowych oraz ciat olejowych (Muller i Ischebeck,
2018). Odmienna lokalizacja aktywnosci lipazowej w zaleznosci od zastosowanego substratu
sugeruje iz w liscieniach oliwki europejskiej jedynie lipaza triacyloglicerolowa jest
zaangazowana w mobilizacje ciat olejowych na terenie cytoplazmy. Przedstawione wyniki
Swiadczg rowniez o wielofunkcyjnosci ciat biatkowych oraz ich zaangazowaniu w mobilizacje

ttuszczy zapasowych.

W celu analizy aktywnosci lipooksygenazowej podczas kietkowania nasion oraz we
wczesnych fazach wzrostu i rozwoju siewki oliwki zastosowano kwas linolenowy jako
substrat. Po przeprowadzeniu reakcji enzymatycznej w zelu poliakrylamidowym wykazano
obecnos$¢ trzech pasm o aktywnosci lipooksygenazowej o masach molekularnych 100 kDa,
98 kDa i 96 kDa charakterystycznych dla roslinnych lipooksygenaz. Ponadto wykazano, ze
aktywnos¢ wykrywanych lipooksygenaz wzrasta w poczatkowych fazach kietkowania

zarodkow oliwki a nastepnie spada w trakcie wzrostu siewki. Ten wzorzec aktywnosci
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lipooksygenaz jest pozytywnie skorelowany ze spadkiem liczby ciat olejowych w komérkach
liscieni oliwki. Analizujgc zmiany poziomu mMRNA oraz aktywnosci enzymatycznej
lipooksygenaz sformutowano hipoteze iz w komorkach liscieni oliwki intensyfikacja procesu
mobilizacji ttuszczu zapasowego ma miejsce juz od pierwszych etapdéw kietkowania
zarodkow. Stosujgc metode immunolokalizacji na poziomie mikroskopu fluorescencyjnego
oraz elektronowego wykazano, iz lipooksygenazy lokalizujg sie zarbwno na terenie ciat
biatkowych jak i olejowych. Najwyzszy poziom fluorescencji obserwowano w ciatach
biatkowych w 6 godzinie kietkowania zarodkéw. W kolejnych godzinach kietkowania
wykazano spadek poziomu lipooksygenazy na terenie ciat biatkowych przy jednoczesnym
wzroscie sygnatu na terenie cytoplazmy oraz ciat olejowych. Podobne wyniki uzyskano
analizujgc aktywnosc lipooksygenaz in situ na poziomie mikroskopu swietlnego. Wysoki
poziom aktywnosci lipooksygenazowej wykrywano zarowno na terenie ciat biatkowych oraz
olejowych w pierwszych fazach kietkowania zarodkéw. Uzyskane wyniki sugerujg mozliwos¢
syntezy lipooksygenaz na terenie ciat biatkowych oraz ich przemieszczania sie z ciat
biatkowych do cytoplazmy, gdzie wchodzg one w interakcje z ciatami olejowymi umozliwiajgc
mobilizacje ttuszczu zapasowego. W celu potwierdzenia czasowej interakcji lipooksygenazy
Z ciatami ttuszczowymi inkubowano oczyszczone ciata olejowe z komaorek liscieni nasion
pozostajgcych w spoczynku oraz z nasion speczniatych przeciwciatem pierwotnym anty-LOX
i analizowano obecnos$¢ sygnatu za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego. W przypadku
ciat olejowych izolowanych z nasion pozostajgcych w spoczynku nie stwierdzono obecnosci
sygnatu wskazujgcego lipooksygenazy. Z Kkolei ciata olejowe izolowane z nasion
speczniatych charakteryzowaty sie obecnoscig fluorescencji korespondujgcej do
lipooksygenazy na ich powierzchni. Wyniki te pozostajg w zgodzie z wczesniejszymi
badaniami prowadzonymi na kietkujgcych nasionach ogérka, ktére wykazaty istnienie
specyficznej lipooksygenazy zwigzanej z ciatami olejowymi, ktéra wigzgc tlen do
zestryfikowanych kwasow tluszczowych odpowiedzialna jest za uwalnianie kwasow
ttuszczowych do cytoplazmy (Rudolph i wsp., 2011). Na uwage zastuguje fakt, ze podczas
analizy lokalizacji komorkowej lipooksygenazy wykazano silny poziom fluorescencji na
terenie wspomnianych wczesniej kulistych obszaréw zlokalizowanych w obrebie ciat
biatkowych w komodrkach liscieni zarodkow kietkujgcych 3 dni, gdzie. wykazano réwniez
obecnos¢ peroksydazy (Zienkiewicz i wsp., 2011a). Co wiecej w badaniach z
wykorzystaniem Sudanu czarnego B potwierdzono obecno$¢ ttuszczy w formie kulistych
struktur na terenie ciat biatkowych w tym samym stadium rozwojowym. Na podstawie

opisanych wynikow zaproponowano model, w ktorym kolokalizacja lipooksygenazy oraz
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peroksydazy wskazuje na mozliwos¢ zaangazowania tych dwéch enzymdéw w rozkiad
ttuszczy wykrywanych na terenie opisywanych struktur w ciatach biatkowych. Wczesniejsze
doniesienia naukowe wykazaty, Zze wodorotlenki lipidowe powstate przy udziale
lipooksygenaz mogg by¢ wykorzystane jako bezposredni substrat dla peroksydazy (Kolijak i
wsp., 1997, Brash, 1999).

W dalszym etapie moich badan podjetam rowniez prébe lokalizacji fosfolipazy A w zywych
komdérkach liscieni oliwki stosujgc wspomniane juz fluorescencyjnie znakowane fosfolipidy
(4,4-Difluoro-5,7-Dimethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene-3-Undecanoyl)-sn-Glycero-3-

Phosphocholine, BODIPY® FL C11-PC) stosowane do monitorowania aktywnosci fosfolipaz
A. W przypadku oliwki aktywnosc¢ fosfolipazy A wykrywano tylko na terenie ciat biatkowych
komoérek liscieni izolowanych z nasion pozostajgcych w stanie spoczynku. W komdérkach
liscieni izolowanych z nasion speczniatych badang aktywnos¢ enzymatyczng obserwowano
wylgcznie na powierzchni ciat olejowych. Powyzsze wyniki potwierdzono réwniez w
badaniach z zastosowaniem oczyszczonych ciat olejowych. Oméwione wyniki sg pierwszymi
danymi literaturowymi potwierdzajgcymi obecnos¢ fosfolipazy A na terenie ciat biatkowych i
jako pierwsze wskazujg na mozliwos¢ przemieszczania sie tego enzymu w trakcie

kietkowania nasion z ciat biatkowych na powierzchnie ciat olejowych.

Wyniki, ktére uzyskatam podczas moich badan przyczynity sie nie tylko do poznania

mechanizmu odpowiedzialnego za mobilizacje ciat olejowych podczas kietkowania nasienia

oraz wzrostu in vitro siewki oliwki europejskiej, ale rowniez rzucity nowe Swiatto na role ciat

biatkowych w tym procesie. Podsumowujgc, moje badania na rozwijajgcym sie i kietkujgcym

nasieniu oliwki wykazaty, ze:

+ Zarowno tluszcze jak i biatka zapasowe sg syntetyzowane oraz magazynowane w trakcie
rozwoju bielma i zarodka

+ Kietkowaniu nasienia oraz wzrostowi siewki towarzyszy mobilizacja ttuszczy oraz biatek
zapasowych w komarkach liscieni

+ Lipaza, lipooksygenaza oraz fosfolipazy A sg zaangazowane w uwalnianie oraz
degradacije triacyloglieroli zmagazynowych w ciatach olejowych lokalizowanych na terenie
komorek liscieni

+ Ciata biatkowe zaangzowane sg nie tylko w magazynowanie biatek zapasowych ale
réwniez enzymow odpowiedzialnych za degradacje ttuszczy zapasowych na terenie ciat

olejowych oraz ciat biatkowych.
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Podsumowanie

Wyniki uzyskane w ramach niniejszego osiggniecia podsumowano w formie schematu ktory
przedstawia molekularng organizacje maszynerii mobilizacji lipidéow zapasowych podczas
kietkowania ziarna pytku i wzrostu in vitro fagiewki pytkowej oraz podczas kietkowania

zarodka i rozwoju siewki oliwki europejskiej (Ryc. 3).
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Rycina 3. Schemat ilustrujagcy mobilizacje cial olejowych w podczas kietkowania ziarna pytku i wzrostu
in vitro tagiewki pytkowej oraz kietkowania zarodka i rozwoju siewki oliwki europejskiej. LIP — lipaza,

LOX - lipooksygenaza, FLA — fosfolipaza A.

Interesujgcy wydaje sie fakt, iz fosfolipaza A byta wykrywana na terenie ciat olejowych w
dojrzatym ziarnie pytku podczas gdy w nasieniu enzym ten obserwowano wytgcznie na
powierzchni ciat izolowanych ze speczniatych nasion. Z danych literaturowych oraz z moich
badan wiadomo, ze wzrost tagiewki pytkowej jest procesem zachodzgcym bardzo szybko
dlatego tez lokalizacja enzymdw na powierzchni ciat olejowych w dojrzatym ziarnie pytku
moze Swiadczy¢ o potrzebie niezwtocznego rozpoczecia mobilizacji ttuszczy zapasowych w

momencie kietkowania ziarna pytku. A zatem réznice w czasowej oraz przestrzennej
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lokalizacji enzymow odpowiedzialnych za mobilizacje ttuszczy zapasowych pomiedzy
ziarnem pytku a zarodkiem wynikajg najprawdopodobniej z odmiennego zapotrzebowania
energetycznego badanych struktur Scisle zwigzanego z biologicznymi aspektami ich
funkcjonowania. Podsumowujgc, uwazam, iz otrzymane przeze mnie wyniki stanowig bardzo
wazng baze informacyjng, dla dalszych badan majgcych na celu pogtebienie naszej wiedzy
na temat mechanizméw i szlakow sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za metabolizm

substancji zapasowych, a zwtaszcza ttuszczy podczas wzrostu i rozwoju roslin.

5. Oméwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych.

5.1. Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Swojg dziatalnos¢ naukowo-badawczg rozpoczetam w roku 2000 w trakcie realizacji mojej
pracy magisterskiej pod kierunkiem prof. dr hab. Jana Kopcewicza w Zaktadzie Fizjologii i
Biologii Molekularnej Roslin (obecnie Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii), Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika. Celem niniejszej pracy byto zbadanie aktywnosci florigenicznej oraz
sktadu biochemicznego eksudatu floemowego uzyskiwanego z liscieni Pharbitis nil (Ipomoea
nil: wilec wielkokwiatowy). Podczas realizacji mojej pracy magisterskiej opanowatam miedzy
innymi réznorodne techniki z zakresu hodowli roslinnych kultur in vitro jak réwniez

zainteresowatam sie tematykg naukowg zwigzang z fizjologig kwitnienia u roslin wyzszych.

W 2002 roku rozpoczetam realizacje rozprawy doktorskiej rowniez pod kierunkiem prof. dr
hab. Jana Kopcewicza, ktorej celem byto poznanie roli dwoch fotoreceptoréw Swiatta
niebieskiego: ZEITLUPE (ZTL) oraz fototropiny 1 (NPH1-NONPHOTOTROPIC
HYPOCOTYL1) w procesach wzrostowo-rozwojowych u rosliny dnia krotkiego Pharbitis nil
(Ipomoea nil). W trakcie realizacji mojej pracy doktorskiej zastosowatam réznorodne techniki
biologii molekularnej, ktére umozliwity mi zaréwno identyfikacje jak rowniez poznanie
poziomu ekspresji genu oraz biatka ZTL w roslinach Pharbitis nil (Ipomoea nil) rosngcych w
réznych warunkach swietinych. Ponadto, stosujgc roznorodne techniki mikroskopowe takie
jak fluorescencyjna hybrydyzacja in situ czy immunolokalizacja biatek na poziomie
mikroskopu fluorescencyjnego i elektronowego okreslitam komérkowg lokalizacje zaréwno
MRNA genu oraz biatka ZTL w réznych tkankach Pharbitis nil. Wcze$niejsze badania
prowadzone na roslinie dnia diugiego A. thaliana wykazaty iz biatko ZTL jest zaangazowane

w przekazywanie sygnatu swietinego do wewnetrznego oscylatora bedgcego kluczowym
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elementem roslinnego zegara biologicznego (Sommers i wsp., 2000). Dlatego tez w mojej
pracy doktorskiej wykonatam analize zarowno poziomu mRNA genu oraz biatka ZTL w
liscieniach siewek rosngcych w warunkach dnia krotkiego a nastepnie wystawionych na
dziatanie ciggtej ciemnosci lub ciggtego swiatta. Uzyskane wyniki potwierdzity wystepowanie
oscylacji w poziomie transkryptu genu InZTL w warunkach Swiatta ciggtego co Swiadczy, iz
ekspresja badanego genu pozostaje pod kontrolg zegara biologicznego. Poniewaz
nadekspresja biatka ZTL u A. thaliana opdznia kwitnienie w warunkach dnia dtugiego
(Sommers i wsp., 2004) postanowitam zbadacC czy biatko ZTL bierze udziat w regulacji
indukcji kwitnienia Pharbitis nil. W tym celu 16 godzinna noc indukcyjna zostata przerwana
Swiattem czerwonym, ktére w przypadku roslin dnia krotkiego hamuje kwitnienie.
Traktowanie roslin Swiattem czerwonym nie wplyneto znaczgco zarbwno na poziom
badanego transkryptu ani na poziom biatka w liscieniach siewek Pharbitis nil co sugeruje, iz
biatko ZTL nie jest bezposrednio zaangazowane w kontrole kwitnienia u Pharbitis nil.
Ponadto podjetam roéwniez probe przyblizenia roli drugiego fotoreceptora sSwiatta
niebieskiego - fototropiny 1 (NPH1) u tej modelowej rosliny. W tym celu wykorzystatam
przeciwciato anty-NPH1, ktore zastosowatam do okre$lenia tkankowej oraz komorkowe;j
lokalizacji fototropiny 1 w siewkach wilca wielkokwiatowego. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzitam, ze Swiatto wptywa na wewnatrzkomorkowg lokalizacje biatka NPH1 w
komorkach liscieni P. nil, co objawiato sie zmiang wzorca rozmieszczenia sygnatu
ftuorescencyjnego obserwowanego na poziomie mikroskopu fluorescencyjnego. Badania,
ktére wykonatam w ramach mojej pracy doktorskiej byty pierwszymi przyblizajgcymi role ZTL

oraz NPH1 w wzroscie i rozwoju roslin dnia krotkiego.

Wyniki wchodzace w skfad rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w formie 2
oryginalnych prac badawczych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz 2 prac
przeglgdowych w czasopismie o zasiegu krajowym. Publikacja prac przeglagdowych miata
miejsce przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych (2007), z kolei oryginalne

prace badawcze ukazaty sie po obronie mojej pracy doktorskie;.

» Zienkiewicz A, Koztowska E, Kopcewicz J. (2006) Regulacja kwitnienia przez swiatto.
Postepy Biologii Komorki 33: 493-507.

= Zienkiewicz A, Tretyn A, Kopcewicz J. (2004) Molekularne i fizjologiczne podstawy
funkcjonowania roslinnego zegara okotodobowego. Postepy Biologii Komorki 31, 607 -
623.
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= Zienkiewicz A, Smolinski DJ, Zienkiewicz K, Glazinska P, Wojciechowski W,
Kopcewicz J. (2009) Molecular and cytological characterization of ZTL in IJpomoea nil.
Biologia Plantarum 53: 435-443.

= Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Kopcewicz J. (2008) Intracellular distribution of

phototropin 1 protein in the short-day plant Ipomoea nil. Protoplasma 233: 141-147.

W trakcie realizacji mojej pracy doktorskiej bytam rowniez zaangazowana w szereg projektow
nie zwigzanych z tematykg mojej rozprawy doktorskiej. W ramach projektu dotyczgcego
okreslenia roli czgsteczek miRNA oraz cyklazy guanylanowej w regulacji procesow
wzrostowo-rozwojowych u Ipomoea nil wspotpracowatam miedzy innymi z dr Pauling
Glazinska (Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika) oraz dr
hab. Adriang Szmidt-Jaworskg, prof. UMK z tej samej jednostki. Moim zadaniem w
pierwszym projekcie byto wykonanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ na poziomie
mikroskopu fluorescencyjnego w celu analizy lokalizacji komorkowej mRNA genu InAP2-like
oraz InNARF8 w komdrkach réznych organdw Ipomoea nil. Z kolei w badaniach dotyczgcych
roli cyklazy guanylanowej stosujgc metode immunolokalizacji przedstawitam dowody na
komédrkowg lokalizacje tego biatka w komérkach liscieni siewek Ipomoea nil. Wyniki badan
uzyskane w ramach powyzszych projektow zostaty opublikowane w formie 3 oryginalnych

prac badawczych w czasopismach o zasiegu migedzynarodowym.

» Glazinska P, Zienkiewicz A, Wojciechowski W, Kopcewicz J. (2009) The putative
mir172 target gene INAPETALA-like is involved in the photoperiodic flower induction of
Ipomoea nil. Journal of Plant Physiology 166: 1801-1813.

= Glazinska P, Wojciechowski W, Wilmowicz E, Zienkiewicz A, Frankowski K, Kopcewicz
J. (2014) The involvement of INMIR167 in the regulation of expression of its target gene
INARF8, and their participation in the vegetative and generative development of
Ipomoea nil plants. Journal of Plant Physiology 15: 225-234.

= Szmidt-Jaworska A, Jaworski K, Zienkiewicz A, Lenartowska M, Kopcewicz J. (2009)
Guanylyl cyclase activity during photoperiodic flower induction in Pharbitis nil. Plant
Growth Regulation 57: 173-184.

Podjetam rowniez wspotprace z dr hab. Dariuszem Smolinskim, prof. UMK (Katedra Biologii
Komorkowej i Molekularnej, Uniwersytet Mikotaja Kopernika). Badania te miaty na celu
poznanie zaleznosci pomiedzy ekspresjg biatek Sm, formowaniem sie ciat

32



dr Agnieszka Zienkiewicz Zatgcznik nr 3 Autoreferat w jezyku polskim

cytoplazmatycznych, zawierajgcych poszczegdlne komponenty snRNP a powstawaniem de
novo jadrowych ciat Cajala w trakcie roznicowania sie mikrospory modrzewia europejskiego
(Larix decidua Mill). W badaniach tych podjetam sie okre$lenia specyficznosci przeciwciat
pierwotnych, ktore nastepnie zostaty wykorzystane do detekcji biatek Sm. Stosujgc metode
immunoprecypitacji oraz Western-blottingu potwierdzitam specyficznos¢ uzytych przeciwciat
pierwotnych anty-SmD oraz Y12, co umozliwito ich p6zniejsze zastosowanie do lokalizacji
biatek Sm na poziomie mikroskopu fluorescencyjnego oraz elektronowego. Wyniki tych
badan zostaty opublikowane w formie 1 oryginalnej pracy badawczej w czasopismie o

zasiegu miedzynarodowym.

= Smolinski DJ, Wrébel B, Noble A, Zienkiewicz A, Gérska-Brylass A. (2011) Periodic
expression of Sm proteins parallels formation of nuclear Cajal bodies and cytoplasmatic
snRNP-rich bodies. Histochemistry and Cell Biology 136: 527-541.

W trakcie mojej pracy na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika zaangazowana bytam réwniez w
projekt majgcy na celu poznanie organizacji systemu splicingowego podczas réznicowania i
kietkowania ziarna pytku hiacynta wschodniego (Hyacinthus orientalis L.) realizowany przez
dr Krzysztofa Zienkiewicza w Zaktadzie Biologii Komoérki UMK w Toruniu (obecnie
zatrudnionego w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii, UMK).
Wspotpraca ta zaowocowata czterema oryginalnymi pracami badawczymi w czasopismach

0 zasiegu miedzynarodowym.

» Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Smolinski DJ, Rafinska K, Swidzinski M, Bednarska E.
(2008a) Transcriptional state and distribution of poly (A) RNA and RNA polymerase ||
in differentiating Hyacinthus orientalis L. pollen grains. Sexual Plant Reproduction 21:
233-245.

= Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI, Smolinski DJ, Swidzinski M,
Bednarska E. (2008b) Transcriptional activity and distribution of splicing machinery
elements during Hyacinthus orientalis pollen tube growth. Protoplasma 233: 129-1309.

= Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Smolinski DJ, Swidzinski M, Bednarska E. (2008c)
Intracellular organization of the pre-mRNA splicing machinery during Hyacinthus
orientalis L. pollen development. Sexual Plant Reproduction 21: 217-231.
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= Zienkiewicz K, Suwinska A, Niedojadto K, Zienkiewicz A, Bednarska E. (2011) Nuclear
activity of sperm cells during Hyacinthus orientalis L. in vitro pollen tube growth. Journal
of Experimental Botany 62: 1255-12609.

W ramach badan opisanych w wyzej wymienionych publikacjach moja praca polegata na: 1)
zbadaniu poziomu dwoch form biatka polimerazy IIA w roznych tkankach Hyacinthus
orientalis za pomocg techniki Western-blott (Zienkiewicz i wsp., 2008a), 2) okresleniu
specyficznosci przeciwciat pierwotnych anty-SC35 za pomocg metody immunoprecypitacji
oraz Western-blottingu (Zienkiewicz i wsp., 2008b), 3) analizie specyficznosci przeciwciata
anty-Y12 w ekstrakcie biatkowym izolowanym 2z ziarna pytku Hyacinthus orientalis
(Zienkiewicz i wsp., 2008c), oraz 4) sprawdzeniu zmian poziomu catkowitego RNA oraz

biatek podczas wzrostu tagiewki pytkowej Hyacinthus orientalis (Zienkiewicz i wsp., 2011).

5.2. Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

W 2008 rozpoczetam moj pierwszy staz podoktorski w zaktadzie Biologii Reproduktywnej
Roslin kierowanym przez prof. Maria Isabel Rodriguez-Garcia w Estacion Experimental del
Zadin nalezgcej do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) w Grenadzie
(Hiszpania). W trakcie mojego pobytu zainteresowatam sie tematykg badawczg zwigzang z
zagadnieniem mechanizmu mobilizacji materiatdw zapasowych gtéwnie ttuszczy oraz biatek
podczas kietkowania nasion oraz ziaren pytku oliwki europejskiej (Olea europaea L). Wyniki
tych badan stanowig omawiane osiggniecie i zostaty szczegotowo scharakteryzowane w
pierwszej czesci niniejszego autoreferatu. Dodatkowo metoda wykrywania aktywnosci lipazy
na zelach poliakrylamidowych ktérg wykorzystano w publikacjach: Rejon i wsp. 2012,
Zienkiewicz i wsp., 2013 oraz Zienkiewicz i wsp., 2014a zostata opublikowana w formie

osobnego protokotu w czasopismie Bio-protocol.

= Zienkiewicz A, Rejon JD, Zienkiewicz A, Castro A, Rodriguez-Garcia MlI. (2015) In gel

detection of lipase activity in crude plant extracts Olea europaea. Bio-protocol 5.

Podczas pracy z materiatem rodlinnym zawierajgcym wysokg zawarto$¢ tluszczy
zapasowych zaobserwowatam iz zaréwno w przypadku elektroforezy SDS-PAGE oraz
elektroforezy dwuwymiarowej w zelu poliakrylamidowym (2D-PAGE) bardzo wazny jest

wybor odpowiedniej metody izolacji i oczyszczania biatek. Ekstrakty biatkowe izolowane z
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tkanek roslinnych mogg mie¢ w swoim sktadzie stosunkowo wysokg zawartos¢ substanciji
interferujgcych takich jak: ttuszcze, polisacharydy, barwniki czy polifenole, ktdére w istotny
sposob wptywajg na jakos¢ rozdziatu biatek. Elektroforeza dwuwymiarowa jest powszechnie
stosowang metodg rozdziatu biatek. Potgczenie techniki ogniskowania izoelektrycznego
(IEF) oraz standardowej elektroforezy w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE) zapewnia
wyjatkowo dobry rozdziat mieszaniny biatek oraz wysokg powtarzalnos¢ analiz.
Przygotowanie prob biatkowych to etap krytyczny analiz proteomicznych wymagajgcy
stosowania precyzyjnych i niezawodnych procedur, ktére muszg by¢ zaréwno wydajne jak i
niezwykle powtarzalne. Dlatego tez w trakcie moich badan zoptymalizowatam metode izolacji
biatek, ktéra z powodzeniem moze by¢ wykorzystana podczas eksperymentow majgcych na
celu otrzymanie ekstraktow biatkowych z materiatu roslinnego bogatego w tluszcze
zapasowe. Metoda ta zostata opublikowana w formie protokotu bedgcego czescig obszernej

monografii w ramach renomowanej serii Springer Protocols.

= Zienkiewicz A, Rejon JD, Alché JD, Rodriguez-Garcia MlI, Castro AJ. (2014) A protocol
for protein extraction from lipid-rich plant tissues suitable for electrophoresis. Plant
Proteomics, Methods in Molecular Biology 1072: 85-91.

Moje bogate doswiadczenie w zakresie elektroforetycznych technik analizy biatek
wykorzystatam réwniez w badaniach majgcych na celu opracowanie wydajnej metody
identyfikacji alergenéw obecnych w ziarnach pytku oliwki europejskiej (Olea europaea L.).
Pytek oliwki europejskiej jest jednym 2z czynnikbw alergennych w obszarach
Srodziemnomorskich oraz niektorych regionach obu Ameryk i Australii. Standaryzacja
ekstraktéw biatkowych wykorzystywanych w diagnostyce reakcji alergicznych jest
podstawowym warunkiem efektywnej analizy reaktywnosci oraz identyfikacji poszczegolnych
alergenéw w warunkach klinicznych. Celem niniejszych badan byto zbadanie potencjalnych
korzysci z wykorzystania zautomatyzowanego systemu elektroforezy kapilarnej celem
szybkiej, precyzyjnej i wydajnej metody diagnostyki pacjentéw z reakcjg alergiczng na pytek
oliwki. Zastosowanie elektroforezy kapilarnej pozwolito na szybkie i specyficzne okreslenie
profilu biatkowego ekstraktow uzyskanych z pytku oliwki europejskiej oraz detekcje badanych
alergenéw w oparciu o dostepne ekstrakty standardowe. Wyniki tych doswiadczen zostaty

opublikowane w formie oryginalnej publikacji w czasopi$mie o zasiegu miedzynarodowym.
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= Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Florido F, Marco FM, Romero PJ, Castro AJ, Alché JD.
(2014) Chip-based capillary electrophoresis profiling of olive pollen extracts used for

allergy diagnosis and immunotherapy. Electrophoresis 35: 2681-2685.

Powyzsze badania byty kontynuowane w ramach projektu, w ktérym zastosowano
elektroforeze dwuwymiarowg w zelu poliakrylamidowym (2D-PAGE) w celu identyfikacji
licznych izoform badanych alergendw. Opisany w niniejszej pracy system pozwala na szybkg
i wydajng metode jednoczesnej detekcji trzech gtownych alergenéw pytku oliwki — Ole e 1,
Ole e 2 Ole e 5. M06j udziat w tym projekcie polegat na wykonaniu standardowego Western-
blottingu, ktérego wyniki zostaty porownane z analizg prowadzong z wykorzystaniem
elektroforezy dwuwymiarowej oraz detekcji biatek za pomoca techniki Western-blottingu typu
multipleks. Szczegotowy opis przedstawionych metod oraz uzyskanych wynikow zostat

opisany w pracy badawczej wymienionej ponize;j.

= Zienkiewicz K, Alché JD, Zienkiewicz A, Tormo A, Castro AJ. (2015) Identification of
olive pollen allergens using a fluorescence-based 2D multiples method. Electrophoresis
36: 1043-1050.

Uczestniczytam rowniez w projekcie, ktérego celem byta kompleksowa analiza ekspresji
pektyn i biatek arabinogalaktanowych (AGP) podczas rozwoju stupka oraz kietkowania ziarna
pytkowego i wzrostu tagiewki pytkowej Olea europaea L. Pektyny i biatka AGP stanowig
podstawowy element strukturalny Sciany komaorkowej roslin i odpowiadajg za jej fizyczne
wiasciwosci podczas procesdéw wzrostu i roznicowania komoérek. Komponenty sSciany
komorkowej stupka biorg udziat w kluczowych dla procesu rozmnazania zjawiskach, takich
jak rozpoznawanie komorek w interakcjach pytek-stupek, odzywianie tagiewki pytkowej oraz
regulacja jej wzrostu. Dzieki uzyciu kompleksowego zestawu przeciwciat rozpoznajgcych
rézne klasy pektyn (JIM7, JIMS, LM5 oraz LM6) oraz biatka AGP (JIM 13) dokonano
szczegotowej analizy lokalizacji powyzszych molekut w tkankach rozwijajgcego sie stupka.
Najwyzszy poziom pektyn zaréwno estryfikowanych jak i de-estryfikowanych obserwowano
podczas zapylenia stupka oliwki europejskiej. Podobnie pektyny bogate w arabinoze
(arabiniany) oraz biatka AGP wykrywano gtdwnie w eksudacie obecnym na znamieniu
stupka, w scianach komérek sekrecyjnych znamienia oraz w szlaku transmisyjnym stupka
podczas okresu zapylenia. Z kolei w trakcie kietkowania ziarna pytkowego oliwki in vitro

wykazano iz (1 — 4)-3-d-galaktany lokalizujg sie w Scianie komorkowej tagiewki pytkowej, z
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charakterystyczng akumulacjg w regionie wierzchotkowym tagiewki. Z kolei (1 — 5)-a-I-
arabiniany byly gtéwnie deponowane w postaci regularnych pierscieni otaczajgcych strefe
pod wierzchotkowg tagiewki pytkowej. Uzyskane wyniki potwierdzity synteze de novo pektyn
i biatek AGP podczas kietkowania in vitro ziarna pytkowego. Obecnos¢ galaktanow w
kietkujgcym pytku oliwki sugeruje, iz mogg one pefnic role strukturalng wzmacniajgc regiony
tagiewki szczegolnie narazone na rozcigganie (potgczenie tagiewki i ziarna pytkowego) oraz
uszkodzenia mechaniczne (wierzchotek fagiewki). Wyniki tych badan sg czescig

nastepujgcych publikacji naukowych:

= Castro AJ, Suarez C, Zienkiewicz K, Alché JD, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI.
(2013) Electrophoretic profiling and immunocytochemical detection of pectins and
arabinogalactan proteins in olive pollen during germination and pollen tube growth.
Annals of Botany 112: 503-513.

= Suarez C, Zienkiewicz A, Castro AJ, Zienkiewicz K, Majewska-Sawka A, Rodriguez-
Garcia MI. (2013) Cellular localization and levels of pectins and arabinogalactan
proteins in olive (Olea europaea L.) pistil tissues during development: Planta 237: 305-
319.

Wspotpracowatam réwniez z dr Agatg Kucko (Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii,
UMK), ktéra odbywata swoj staz doktorski w Estacién Experimental del Zadin (Hiszpania) w
ramach The International Agrifood Doctorate School finansowanej przez konsorcjum eidA3-
ceiA3. Projekt ten dotyczyt zagadnien zwigzanzch z formowaniem sie warstwy odcinajgcej
kwiatdéw tubinu zottego (Lupinus luteus). Moj udziat w tym projekcie skupiat sie gtdownie na
pomocy przy przygotowaniu materiatu roslinnego do badan prowadzonych na poziomie
mikroskopu fluorescencyjnego oraz elektronowego jak rowniez analizie aktywnosci
enzymatycznej lipooksygenazy oraz lipazy na zelach poliakrylamidowych. Czes$¢é wynikéw

uzyskana w ramach tego projektu zostata opublikowana w nastepujgcych pracach:

= Frankowski K, Ku¢ko A, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Alché JD, Kopcewicz J,
Wilmowicz E. (2017) Ethylene-dependent effects on generative organ abscission of
Lupinus luteus. Acta Societatis Botanicorum Poloniae 86: 1-11.

= Frankowski K, Wilmowicz E, Kucko A, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Kopcewicz J.
(2015) Molecular cloning of the BLADE-ON-PETIOLE gene and expression analyses

during nodule development in Lupinus luteus. Journal of Plant Physiology 1: 35-39.
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= Frankowski K, Wilmowicz E, Kucko A, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Kopcewicz J.
(2015) Profiling the BLADE-ON-PETIOLE gene expression in the abscission zone of

generative organs in Lupinus luteus. Acta Physiologiae Plantarum 37: 220.

W 2014 roku rozpoczetam maj drugi podoktorski staz na Uniwersytecie Stanowym Michigan
(MSU, Stany Zjednoczone) w prestizowej grupie badawczej prof. Christopha Benninga. W
latach 2014-2016 bytam zatrudniona w ramach Great Lakes Bioenergy Research Center
(GLBRC) ktérego czescig jest grupa prof. Christopha Benninga. W tym czasie pogtebitam
mojg wiedze na temat biosyntezy kwasow ttuszczowych oraz triacyloglicerolu u roslin jak
rowniez opanowatam roznorodne techniki izolacji oraz analizy tluszczy w tkankach
roslinnych. Ponadto zapoznatam sie z metodami inzynierii genetycznej majgcymi na celu
uzyskanie roslin transgenicznych o podwyzszonej zawartosci ttuszczy zapasowych, ktére w
przysztosci mogg by¢ wykorzystane do produkcji biopaliw. Nabyte umiejetnosci
wykorzystatam nastepnie w badaniach nad modelowa rosling jednoliscienng Brachypodium
distachyon. Gtdwnym celem moich badan byto uzyskanie transgenicznych linii B. distachyon
z podwyzszonym poziomem ttuszczy zapasowych w organach wegetatywnych takich jak
todyga oraz liscie. W tym celu transformowatam B. distachyon konstruktem sktadajgcym sie
z dwoch funkcjonalnych elementéw: genu kodujgcego czynnik transkrypcyjny WRINKLED 1
(WRIM) oraz genu kodujgcego acyltransferaze diacylglicerolu (DGAT1). W wyniku
transformacji roslin B. distachyon obserwowano wzrost poziomu akumulowanego ttuszczu
zarowno w komorkach lisci jak i todygi. Wzrost zawartosci triacylglicerolu byt réwniez
pozytywnie skorelowany ze wzrostem liczby ciat olejowych wykrywanych w analizowanych
tkankach. Badania ostatnich lat wykazaty, iz nie tylko ro$liny wyzsze mogg stuzy¢ jako zrédto
energii odnawialnej ale takze mikroalgi z powodzeniem mogg by¢é wykorzystywane do
produkcji biopaliw. Dlatego tez jednym z moich projektow realizowanych w laboratorium Prof.
Christopha Benninga byta analiza transkryptomu mikroalgi Nannochloropsis oceanica, ze
szczegolnym uwzglednieniem genow kodujgcych biatka zaangazowane w synteze oraz
degradacje triacylglicerolu. Wykonana przeze mnie analiza przyczynita sie do
wyselekcjonowania kilku gendw ktérych nadekspresja moze postuzy¢ w przysziosci do
uzyskania transgenicznych mikroalg charakteryzujgcych sie duzg zawartoscig ttuszczy. Mgj
pobyt w grupie prof. Christopha Benninga zaowocowat przygotowaniem dwoch
manuskryptow, ktérych jestem pierwszym autorem, a ktore aktualnie sg przez niego
edytowane a takze udziatem w czterech konferencjach na ktérych prezentowatam swoje

wyniki (szczegoty w zatgczniku 4).
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Dodatkowo bytam zaangazowana w liczne projekty zaréwno we wspotpracy z cztonkami
zespotu prof. Christopha Benninga jak rowniez z innymi grupami badawczymi takimi jak
grupa kierowana przez dr Gregory Bonito (Department of Plant, Soil and Microbial Sciences,
MSU), dr Eva Farre (Department of Plant Biology, MSU), dr Curtis Wilkerson (Department of
Plant Biology, MSU) oraz dr Federica Brandizzi (Department of Plant Biology, MSU).
Wspotpraca ta przetozyta sie na publikacje 10 manuskryptow naukowych w prestizowych
czasopismach takich jak: Plant Cell czy Plant Physiology ktorych wyniki zostaty opisane

ponizej.

Prace opublikowane przez Wang i wspétpracownikow (2018, 2017) przedstawiajg
charakterystyke trzech biatek nalezgcych do jednej grupy chloroplastowych lipaz (PLIP1-
PLIP3) u Arabidopsis thaliana. Moj udziat w tym projekcie obejmowat detekcje
rekombinowanych biatek z GFP na poziomie komoérkowym przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego zaréwno w liniach transgenicznych Arabidopsis thaliana jak rowniez w liSciach

tytoniu (Nicotiana benthamiana). Wyniki tych badan opublikowano w nastepujgcych pracach:

= Wang K, Guo Q, Froehlich JE, Hersh HL, Zienkiewicz A, Howe GA, Benning C. (2018)
Two abscisic acid-responsive plastid lipase genes involved in jasmonic acid
biosynthesis in Arabidopsis thaliana. Plant Cell 30:1006-1022.

= Wang K, Froehlich JE, Zienkiewicz A, Hersh HL, Benning C. (2017) A Plastid
Phosphatidylglycerol lipase contributes to the export of acyl groups from plastids for
seed oil biosynthesis. Plant Cell 29:1678-1696.

Zaangazowana bytam rowniez we wspotprace z dr Yang Yang, ktora zapoczgtkowata
badania nad metabolizmem ttuszczy w jednolisciennej roslinie Brachypodium distachyon w
grupie prof. Christopha Beninnga (MSU). W ramach tych badan wykonatam analize
lokalizacji ciat olejowych na poziomie mikroskopu konfokalnego w nasionach Brachypodium
distachyon oraz analize ultrastruktury komérkowej nasion Arabidopsis thaliana a uzyskane

przeze mnie wyniki tych badan opublikowano w nastepujgcych pracach:

= Yang Y, Munz J, Cass C, Zienkiewicz A, Kong Q, Ma W, Sanjaya S, Sedbrook JC,
Benning C. (2015) Ectopic expression of WRI1 affects fatty acid homeostasis in
Brachypodium distachyon vegetative tissues. Plant Physiology169:1836-47.
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= Yang, Zienkiewicz A, Lavell A, Benning C. (2017) Coevolution of Domain Interactions
in the Chloroplast TGD1, 2, 3 Lipid Transfer Complex Specific to Brassicaceae and
Poaceae Plants. Plant Cell 29:1500-1515.

W trakcie mojego pobytu na MSU bratam takze udziat w wielu badaniach dotyczgcych
metabolizmu tluszczy zarowno u grzybdw (Mortierella elongata) jak i glonow
jednokomorkowych (Chlamydomonas reinhardtii, Nannochloropsis oceanica). W dwoch
publikacjach naukowych (Du i wsp., 2018a, Uehling i wsp., 2017) przedstawitam analize
genomu Mortierella elongata ze szczeg6lnym uwzglednieniem gendw i biatek bedgcych
czescig szlakow odpowiedzialnych za synteze kwasow ttuszczowych oraz ttuszczy
zapasowych. Z kolei w badaniach naukowych przedstawionych w pracach: Du i wsp., 2018b,
Zienkiewicz iwsp., 2017, Polineriwsp., 2015 - przygotowatam analize morfologii chloroplastu
Chlamydomonas reinhardtii na poziomie mikroskopu konfokalnego (Du i wsp., 2018b), oraz
stworzytam konstrukty zawierajgce geny kodujgce biatka DGAT z Nannochloropsis oceanica,
ktére wykorzystatam nastepnie do transformacji drozdzy Saccharomycess cerevisiae typu
dzikiego i mutantow H1266 charakteryzujgcych sie brakiem zdolnosci do syntezy ttuszczy
zapasowych (Zienkiewicz i wsp., 2017). Dodatkowo w pracy Poliner i wsp., 2015 wykonatam
takze lokalizacje jader komorkowych u Nannochloropsis oceanica. Kompletng liste

wymienionych prac przedstawiono ponizej.

= Du ZY, Alvaro J, Hyden B, Zienkiewicz K, Benning N, Zienkiewicz A, Bonito G, Benning
C. (2018a) Enhancing oil production and harvest by combining the marine alga
Nannochloropsis oceanica and the oleaginous fungus Mortierella elongata.
Biotechnology for Biofuels 11:174.

= Du ZY, Lucker BF, Zienkiewicz K, Miller TE, Zienkiewicz A, Sears BB, Kramer DM,
Benning C. (2018b) Galactoglycerolipid lipase PGD1 is involved in thylakoid membrane
remodeling in response to adverse environmental conditions in Chlamydomonas. Plant
Cell 30:447-465.

= Uehling J, Gryganskyi A, Hameed K, Tschaplinski T, Misztal PK, Wu S, Desiro A, Vande
Pol N, Du Z, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Morin E, Tisserant E, Splivallo R, Hainaut
M, Henrissat B, Ohm R, Kuo A, Yan J, Lipzen A, Nolan M, LaButti K, Barry K, Goldstein
AH, Labbé J, Schadt C, Tuskan G, Grigoriev |, Martin F, Vilgalys R, Bonito G. (2017)
Comparative genomics of Mortierella elongata and its bacterial endosymbiont
Mycoavidus cysteinexigens. Environmental Microbiology 19:2964-2983.
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= Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Poliner E, Du ZY, Vollheyde K, Herrfurth C, Marmon S,
Farré EM, Feussner |, Benning C. (2017) Nannochloropsis, a rich source of
diacylglycerol acyltransferases for engineering of triacylglycerol content in different
hosts. Biotechnology for Biofuels 10:8.

= Poliner E, Panchy N, Newton L, Wu G, Lapinsky A, Bullard B, Zienkiewicz A, Benning
C, Shiu SH, Farré EM. (2015) Transcriptional coordination of physiological responses
in Nannochloropsis oceanica CCMP1779 under light/dark cycles. Plant Journal
83:1097-113.

W 2016 roku nawigzatam wspotprace z prof. lvo Feussnerem co zaowocowato mozliwoscig
odbycia stazu podoktorskiego w jego grupie w Zaktadzie Biochemii Roslin na Uniwersytecie
w Getyndze (Niemcy). Podczas mojego pobytu w tej jednostce dostatam szanse na
poszerzenie mojej wiedzy z zakresu nowoczesnych technologii analizy tluszczy (lipidomika).
Aktualnie zaangazowana jestem w dwa projekty naukowe majgce na celu zbadanie roli
sfingolipiddw we wzroscie i rozwoju Arabidopsis thaliana oraz poznanie roli autofagi w
metabolizmie ciat olejowych w nasionach Arabidopsis thaliana. Sfingolipidy jako jeden z
elementow bton komdérkowych wchodzg w skifad tak zwanych tratw lipidowych (ang. lipid
rafts). Tratwy lipidowe sg to wyraznie oddzielone domeny btony komdrkowej ktore ze wzgledu
na roznice upakowania lipiddw oraz ich nasycenia i dlugosci ogondéw hydrofobowych
stanowig faze uporzadkowang (faza LO) btony. Z kolei otaczajgce tratwy lipidowe pozostate
molekulty wchodzg w sktad tak zwanej fazy nieuporzgdkowanej (LD lub La) lipidow
btonowych. Z powodu niewielkich rozmiaréw obserwacja tratw lipidowych jest trudna chociaz
nie niemozliwa. W moich badaniach, aby uwidocznic¢ tratwy lipidowe uzytam fluorescencyjne;j
sondy di-4-ANEPPDHQ ktory w zaleznosci od miejsca zwigzania z btong komorkowg emituje
fluorescencje réznej diugosci fali Swietlnej zalezenie od stopnia uporzgdkowania danego
obszaru btony. Proby analizowatam z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego a wyniki
ktére uzyskatam stosujgc powyzszg metode lokalizaciji tratw lipidowych zostaty opublikowane

w prestizowym czasopismie Science.

= Lenardi¢ T, Albert I, Bohm H, Hodnik V, Pirc K, Zavec AB, Podobnik M, Pahovnik D,
Zagar E, Pruitt R, Greimel P, Yamaji-Hasegawa A, Kobayashi T, Zienkiewicz A,
Gomann J, Mortimer JC, Fang L, Mamode-Cassim A, Deleu M, Lins L, Oecking C,
Feussner I, Mongrand S, Anderluh G, Nurnberger T. (2017) Eudicot plant-specific
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sphingolipids determine host selectivity of microbial NLP cytolysins. Science 15:1431-
1434.

Poza prowadzeniem badan naukowych uczestniczytam takze w przygotowaniu kilku
rozdziatbw do Encyklopedii Lipidomiki (ktéra jest aktualnie przygotowywana do druku)

wymienionych ponize;j:

= Zienkiewicz A. (2017) Digalactosyldiacylglycerol (DGDG) in Plants: Functional
Diversity of. W: Wenk M. (eds) Encyclopedia of Lipidomics. Springer, Dordrecht, doi:
10.1007/978-94-007-7864-1_142-1, ISBN: 978-94-007-7864-1.

= Zienkiewicz A. (2017) Phosphatidylcholine in Plants: Functional Diversity of. In: Wenk
M. (eds) Encyclopedia of Lipidomics. Springer, Dordrecht, doi: 10.1007/978-94-007-
7864-1_142-1). ISBN: 978-94-007-7864-1.

= Zienkiewicz A. (2016) Lipid Composition of Oryza sativa. In: Wenk M. (eds)
Encyclopedia of Lipidomics. Springer, Dordrecht, doi: 10.1007/978-94-007-7864-
1_142-1). ISBN: 978-94-007-7864-1.

6. Plany przysztych badan

Celem mojej kariery naukowej w ostatnich kilku latach byto zdobycie doswiadczenia w
zakresie zarowno biologii molekularnej (np. CRISPR/Cas9 system), biochemii (np. analiza
skladu i poziomu tluszczy roslinnych) jak réwniez nawigzanie wspotpracy z wiodgcymi
jednostkami badawczymi prowadzgcymi badania z zakresu metabolizmu tluszczy w
komdérkach roslinnych. Wszystkie moje dziatania nakierowane byty na doskonalenie mojej
wiedzy i umiejetnosci co mam nadzieje pozwoli mi w przysztosci wroci¢c do mojego kraju
rodzinnego (Polski) i stworzy¢ tutaj mojg wlasng prezng grupe badawczg, w celu
kontynuowania moich badan z zakresu metabolizmu tluszczy roslinnych. Chciatabym skupic
sie gtdbwnie na zagadnieniach zwigzanych z rolg lipaz oraz autofagii w degradacji ttuszczy
zapasowych w komérkach starzejgcych sie lisci. Poznanie tych mechanizmoéw pozwoli nie
tylko zrozumiec¢ ich role w metabolizmie tluszczy ale réwniez otworzy nowe mozliwosci
uzyskania roslin transgenicznych z podwyzszong zawartoscig ttuszczy zapasowych w
tkankach wegetatywnych. Planuje rowniez kontynuowa¢ mojg wspotprace z grupg prof.

Benninga oraz prof. Feussnera, co rowniez pozwoli mi na ubieganie sie 0 miedzynarodowe
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zrodta finansowania w ramach akcji Synergy Grants przyznawanych przez Europejskg Rade
ds. Badan Naukowych (ERC- European Research Council) czy Niemieckiej Fundacji ds.
Badan (DFG — Deutche Forschungsgemeinschaft). W najblizszej przysztosci planuje rowniez
ubiegac sie o finansowanie moich badan z funduszy Narodowego Centrum Nauki (NCN) oraz
Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (FNP).

7. Dzialalnos¢ dydaktyczna i organizacyjna

Podczas mojej pracy w Zaktadzie Fizjologii i Biologii Molekularnej Roslin (2002-2008,
obecnie Katedra Fizjologii i Roslin i Biotechnologii) na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
(obecnie Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska) UMK w Toruniu prowadzitam zajecia
dydaktyczne z przedmiotéw: botanika ogdlna, fizjologia roslin, fizjologia wzrostu i rozwoju
roslin na kierunku Biologia. Sprawowatam réwniez opieke nad 4 pracami magisterskimi i

jedng praca licencjacka.

W ramach dziatalnosci dydaktycznej w latach 2008-2014 podczas mojego pobytu w Estacion
Experimental del Zadin (Hiszpania) prowadzitam w kazdym roku akademickim zajecia dla
studentow i doktorantéw Uniwersytetu w Grenadzie (Hiszpania), zarowno w jezyku
angielskim jak réwniez w hiszpanskim. Zajecia te prowadzitam w ramach nastepujgcych
kurséw: 1) Higher Plants Reproduction Biology, Agronomic and Biotechnologic Implications
(przedmiot do wyboru dla studentow Uniwersytetu w Grenadzie, Hiszpania), jezyk:
hiszpanski, 2) Technical Training Courses ceiA3 - Agrifood International Doctorate School
(kurs dla doktorantéow hiszpanskich uczelni wyzszych i jednostek badawczych), Grenada,
Hiszpania; jezyk: hiszpanski, 3) UNESCO Course: Soil Science, Soil Fertility and Plant
Biology (miedzynarodowy kurs dla studentéw uczelni wyzszych i pracownikéw jednostek
naukowo-badawczych w Hiszpanii), Grenada, Hiszpania; jezyk: angielski. Zaangazowana
bytam takze w zajecia promocyjne majgce na celu popularyzacje nauki w $rodowisku
szkolnym. Prowadzitam zajecia w ramach programu: PIISA dla ucznidow szkdt srednich
Regionu Autonomicznego Andaluzji (Hiszpania) biorgcych udziat w miedzynarodowym
konkursie (Concurso Internacional Ciencia en Accion 13) organizowanym przez Unie
Europejskg. Ponadto prowadzitam warsztaty: Nowoczesne laboratorium w twoich rekach -
Tydzien dla Nauki (Un Laboratorio Moderno en tus Manos - Semana de la Ciencia) dla

ucznidw szkot podstawowych Regionu Autonomicznego Andaluzji (Hiszpania),
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organizowanych przez Autonomiczny Rzad Andaluzji. Bytam réwniez promotorem jednej
pracy magisterskiej finansowanej przez Miedzynarodowg Rade ds. Oliwy (/International Olive
Council), realizowanej na Uniwersytecie w Kordobie oraz w Estacién Experimental del Zadin
w Grenadzie (Hiszpania). W ramach dziatalnosci organizacyjnej bratam takze czynny udziat
w przygotowaniu konferencji: 30 lat mikroskopii w Estacion Experimental del Zadin
(Hiszpania). W okresie 2014-2016 bratam czynny udziat w opiece nad studentami
odbywajgcymi 3 miesieczny staz w grupie Prof. Benninga (MSU) w ramach programu
edukacyjnego Centrum Badawczego Bioenergii Wielkich Jezior (Great Lakes Bioenergy
Research Center). Z kolei w trakcie mojego pobytu w Zaktadzie Biochemii Roslin na
Uniwersytecie w Getyndze (Niemcy) sprawowatam bezposrednig opieke nad realizacjg
jednej pracy licencjackiej, jednej pracy magisterskiej oraz 2 studentami rotacyjnymi podczas

ich 3 miesiecznego stazu w grupie prof. Feussnera.

7. Informacje bibliometryczne

Liczba prac opublikowanych w czasopismach z Impact Factor (IF) | 34
Sumaryczny Impact Factor (IF)* 169.438
Suma punktéw MNiSW 1186.000
Liczba wszystkich cytowan 292 (WoS*™)
517 (GS***)
Indeks Hirsha 11 (WoS*)
15 (GS**¥)

*IF dla roku opublikowania,
**Zrédto: Web of Science (bez autocytowan),

***Zrodto: Google Scholar
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