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1. Imie¢ i Nazwisko
Katarzyna Niedojadto

Web of Science ResearcherID: 0O-3116-2015
ORCID: 0000-0003-0104-0058

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

1999 dyplom magistra biologii — Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (BiNoZ), Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu (UMK w Toruniu), specjalno$¢ biologia molekularna,
tytut pracy magisterskiej: ,,Immunocytochemiczna lokalizacja kalretikuliny
w  niezapylonym i zapylonym  stupku  Petunia hybrida  Hort.”,
promotor: prof. dr hab. Elzbieta Bednarska-Kozakiewicz;

1999 dyplom  ukonczenia  Miedzywydzialowego  Studium  Pedagogicznego  —
UMK w Toruniu;

2007 dyplom doktora nauk biologicznych — Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
UMK w Toruniu, tytul pracy doktorskiej: ,,Badania nad ekspresjg genu efektora
apoptozy Apaf-1 w znamionach barwnikowych, czerniaku pierwotnym i jego
przerzutach u cztowieka”, promotor: prof. dr hab. Barbara W. Chwirot;

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1999-2001 mtodszy asystent, Poradnia Onkologiczna, Wojewodzki Szpital Zespolony
im. L Rydygiera w Toruniu (etat), UMK w Toruniu, Interdyscyplinarny Zespot
Optycznych Metod W-czesnego Wykrywania Nowotworéw, Pracownia
Autofluorescencji Znamion (miejsce pracy);

2004-2007 asystent (1/2 etatu), Zaklad Biologii Medycznej, Wydziat BiNoZ,
UMK w Toruniu;

2007-2009 asystent, Zaktad Biologii Komorki, Wydziat BiNoZ, UMK w Toruniu;

01.10.2009 adiunkt, Zaktad Biologii Komorki (od 2018 Katedra Biologii Komorkowej
i Molekularnej), Wydziat BiOS, UMK w Toruniu.

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

a) tytul osiggnigcia naukowego

Wybrane elementy czasowo-przestrzennej organizacji ekspresji genow podczas
roznicowania gamet, zaplodnienia oraz wczesnej embriogenezy
u Hyacinthus orientalis L.
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b) publikacje wchodzace w zakres zglaszanego osiggniecia naukowego (autor/autorzy,
tytub/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

Osiagniecie naukowe bedace podstawg do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego
stanowi spdjny tematycznie cykl pigciu prac eksperymentalnych. L.aczny Impact Factor wg
JCR (zgodnie z rokiem opublikowania) tych pozycji wynosi 17,775, natomiast sumaryczna
liczba punktow wg listy MNiSW (zgodnie z rokiem opublikowania) wynosi 190.

Dane bibliometryczne Biblioteki Gliownej UMK w Toruniu znajdujq sie w Zatgczniku nr 7,
natomiast Oswiadczenia wszystkich wspotautorow, okreslajgce indywidualny wkiad kazdego z
nich w powstanie poszczegolnych publikacji zawiera Zatgcznik nr 6.

1. Zienkiewicz K®, Suwinska A, Niedojadlo K, Zienkiewicz A, Bednarska E (2011)
Nuclear activity of sperm cell during Hyacinthus orientalis L. in vitro pollen tube growth.
J Exp Bot 62(3): 1255-1269. IF: 5,364; 45 pkt. MNiSW
Moj wktad w powstanie tej pracy obejmowat wspotuczestnictwo na etapie opracowania
koncepcji badan oraz wspotudziat we wszystkich doswiadczeniach. Wykonalam reakcje
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) pierwotnego (ITS1 pre-rRNA) i dojrzatego
26S rRNA, interpretowatam wyniki badan oraz wspotuczestniczytam w  korekcie
ostatecznej wersji manuskryptu.
Swoj udziat procentowy w powstaniu pracy szacuje na 25%.

2. Niedojadlo K™, Piccinski S, Smolinski DJ, Bednarska-Kozakiewicz E (2012a)
Transcriptional activity of Hyacinthus orientalis L. female gametophyte cells before and
after fertilization. Planta 236(1): 153-169. IF: 3,347; 40 pkt. MNiSW
MOoj wktad w powstanie tej pracy obejmowat wspotudzial w opracowaniu koncepcji badan
oraz zaangazowanie na wszystkich etapach pracy eksperymentalnej. Przeprowadzitam
reakcje immunocytochemicznej lokalizacji catkowitej puli polimerazy RNA Il oraz jej
formy inicjacyjnej i elongacyjnej na poziomie mikroskopu swietlnego i elektronowego
(w tym przygotowanie materiatu oraz polcienkich i ultracienkich skrawkéw). Wykonatam
analize statystyczng i uczestniczylam w interpretacji wszystkich wynikow badan.
Przygotowatam manuskrypt pracy 1 dokonafam korekty wydawniczej jako autor
korespondencyjny.

Swoj udzial procentowy w powstaniu pracy szacuje na 70%.

3. Niedojadlo K¥, Piccinski S, Smolinski DJ, Bednarska-Kozakiewicz E (2012b)
Ribosomal RNA of Hyacinthus orientalis L. female gametophyte cells before and after
fertilization. Planta 236(1): 171-184. IF: 3,347; 40 pkt. MNiSW
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wspotudziale w opracowaniu koncepcji
badan | przeprowadzeniu wszystkich doswiadczen. Wykonatam reakcje fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) dojrzatych i niedojrzatych  transkryptow rRNA
oraz U3 snoRNA (w tym przygotowanie materiatu oraz polcienkich skrawkow) i analize
statystyczng otrzymanych wynikow. Dokonafam interpretacji uzyskanych wynikow badan,
przygotowalam manuskrypt pracy oraz korekte wydawniczg jako autor korespondencyjny.
Swoj udziat procentowy w powstaniu pracy szacuje na 80%.

4. Niedojadlo K™, Lenartowski R, Lenartowska M, Bednarska-Kozakiewicz E (2015) Late
progamic phase and fertilization affect calreticulin expression in the Hyacinthus orientalis
female gametophyte. Plant Cell Rep 34(12): 2201-2215. IF: 3,088; 35 pkt. MNiSW
Moj wktad w powstanie tej publikacji to wspotudziat w opracowaniu koncepcji badan
oraz zaangazowanie we wszystkie etapy pracy doswiadczalnej. Wykonatam reakcje
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fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) mRNA kalretikuliny oraz immunolokalizacji
biatka na poziomie mikroskopu swietlnego i elektronowego (w tym przygotowanie
materiatu oraz polcienkich skrawkow), wspotuczestniczylam w analizie Western blot.
Dokonatam analiz ~ statystycznych, interpretowatam uzyskane wyniki  badan,
przygotowalam manuskrypt pracy oraz dokonafam korekty wydawniczej jako autor
korespondencyjny.

Swoj udziat procentowy w powstaniu pracy szacuje na 80%.

5. Koztowska M", Niedojadlo K** Brzostek M, Bednarska-Kozakiewicz E (2016)
Epigenetic marks in the Hyacinthus orientalis L. mature pollen grain and during in vitro
pollen tube growth. Plant Reprod 29(3): 251-263. IF: 2,629; 30 pkt. MNiSW
* wskazani autorzy majq rowny udziat procentowy w powstaniu pracy
MO;j wktad w powstanie tej pracy obejmowal wspotudziat w opracowaniu koncepcji badan
I wszystkich pracach eksperymentalnych. Wykonatam takze analize statystyczng,
interpretowatam uzyskane wyniki badan, przygotowatam manuskrypt pracy oraz korekte
wydawniczg jako autor korespondencyjny.

Swoj udziat procentowy w powstaniu pracy szacuje na 45%.

5. Komentarz autorski do publikacji stanowigcych osiaggniecie naukowe
Cytowania prac wlasnych wchodzgcych w sktad osiggnigcia naukowego zostaly wyréinione.

5.1 Wprowadzenie

W przeciwienstwie do zwierzat, komorki rozrodcze roslin okrytonasiennych nie
roznicujg si¢ z komorek pomejotycznych, lecz sa3 wytworem kilkukomoérkowego gametofitu,
ktory powstaje w wyniku podziatbw mitotycznych zredukowanych spor - megaspor
w zalgzkach stupka i mikrospor w pylnikach.

Gametofit meski (ziarno pyiku)

Dojrzaty gametofit meski roslin okrytozalazkowych w okresie wypylenia moze by¢ dwu- lub
trojkomorkowy. Dwukomorkowe ziarno pytku zbudowane jest z komorki wegetatywnej
I generatywnej, natomiast w pytku tréjkomorkowym, poza komorka wegetatywna, obecne sg
dwie komorki plemnikowe powstate po podziale komorki generatywnej. Komorki pytkowe
pelnia odmienne funkcje biologiczne. Komorka generatywna i powstajace z niej komorki
plemnikowe (gamety meskie) przekazuja meski materiat genetyczny do zenskich komorek
docelowych podczas podwojnego zaptodnienia. Natomiast komdrka wegetatywna, otaczajaca
calkowicie komorke generatywng spelnia funkcje somatyczne (odzywcze), a po zgodnym
zapyleniu wyrasta w tagiewke pytkowa. W przypadku pylku dwukomorkowego podziat
komorki generatywnej na dwie komorki plemnikowe odbywa si¢ w rosngcej w stupku
tagiewce pytkowej. U wigkszosci roslin okrytonasiennych, w tym u Hyacinthus, dojrzate
ziarna pytkowe sg dwukomorkowe. Natomiast trojkomorkowy pyltek jest produkowany przez
jednoli$cienne trawy oraz niektore rosliny dwuliscienne, w tym z rodziny Cruciferae,
np. Arabidopsis.



Zatl. Nr 2 Autoreferat przedstawiajgcy opis dorobku i osiggnie¢ naukowych

Dosy¢  powszechnym  zjawiskiem  obserwowanym  zarbwno w  dwu-,
jak 1 tréjkomorkowych ziarnach pytkowych/rosnacych tagiewkach pytkowych jest obecnosé
tzw. meskiej jednostki rozrodczej (ang. Male Germ Unit - MGU), opisanej po raz pierwszy
u Plumbago (Russell i Cass 1981). W obrebie tej struktury jadro komoérki wegetatywnej
wystepuje w bliskim sasiedztwie komorki generatywnej, a po jej podziale w fizycznym
zwigzku z dwiema komdrkami plemnikowymi. MGU to wyspecjalizowana jednostka
transportujgca, Ktora warunkuje transport gamet meskich w lagiewce pytkowej rosngcej
w kierunku zenskiego gametofitu. W ostatnich latach postuluje sie, ze MGU stanowi takze
kompleks funkcjonalny, umozliwiajgc komunikacje oraz wymiang czasteczek sygnatowych
miedzy poszczegdlnymi jego elementami (Slotkin i wsp. 2009; McCue i wsp. 2011).

Gametofit zenski (woreczek zalazkowy)

U ok. 70% roslin okrytozalazkowych, w tym u H. orientalis, dojrzaty zenski gametofit jest
siedmiokomorkowy, zbudowany z haploidalnej komorki jajowej i diplohaploidalnej komorki
centralnej oraz pigciu komoérek towarzyszacych — dwoch haploidalnych synergid i trzech
antypod czesto polihaploidalnych. Komoérki zenskiego gametofitu petnig odmienne funkcje
biologiczne. Komédrka jajowa i centralna s3 komoérkami docelowymi dla meskich gamet,
bezposrednio uczestniczacymi w podwojnym zaptodnieniu. ROwnie wazne sg takze
synergidy, ktore wydzielaja chemoatraktanty ukierunkowujace wzrost tagiewki pytkowej
do woreczka zalgzkowego, a nast¢pnie sg miejscem uwolnienia komoérek plemnikowych.
Pozbawione ruchu komorki plemnikowe sg przemieszczane w obrgbie gametofitu zenskiego
w kierunku komorki jajowej i centralnej przy udziale cytoszkieletu aktynowego
(Higashiyama 2002). Podkreslajac  funkcjonalne zréznicowanie komorek woreczka
zalazkowego wprowadzono pojecie zenskiej jednostki rozrodczej (ang. Female Germ Unit —
FGU), rozumianej jako minimalny zestaw komorek konieczny do zajscia efektywnego
procesu podwdjnego zaptodnienia. Strukturalnie FGU tworzy aparat jajowy (komdrka jajowa
i synergidy) oraz komoérka centralna (Dumas i Mogensen 1993; Russell 1993). Z kolei
antypody pelnig funkcje odzywcze 1 czgsto degenerujg przed zaptodnieniem.

U roslin okrytozalazkowych fuzj¢ gamet poprzedza tzw. faza progamiczna obejmujaca
kolejno zapylenie, kietkowanie ziaren pytkowych na znamieniu stupka, ukierunkowany
wzrost tagiewki pytkowej w szlaku transmisyjnym stupka oraz uwolnienie komorek
plemnikowych w synergidzie. Efektem fuzji meskiej gamety z komorka jajowa jest zygota,
z ktorej rozwija si¢ zarodek, natomiast z zaptodnionej komorki centralnej roznicuje si¢ tkanka
odzywcza w postaci triploidalnego bielma (Boavida i wsp. 2005a, 2005b).

W  przeciwienstwie do zwierzat, badania skupione na komorkowych
i molekularnych mechanizmach wlaczonych w proces generatywnego rozmnazania
roslin okrytonasiennych sg znacznie mniej zaawansowane. Wiedza w zakresie czasowo-
przestrzennej organizacji ekspresji gendow w komorkach zenskiego i meskiego gametofitu
oraz podczas aktywacji genomu zygotycznego (ang. Zygotic Genom Activation — ZGA)
i pierwotnej komorki bielmowej jest wrecz fragmentaryczna. Wynika to przede wszystkim
z trudnosci technicznych. U wigkszo$ci roslin okrytozalagzkowych komorki plemnikowe
powstaja dopiero w rosnacej w sthupku tagiewce pylkowej, natomiast komorka jajowa
1 komorka centralna zamknigte s3 w woreczku zalagzkowym, otoczonym wieloma warstwami
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komorek somatycznych zalazka 1 stupka. Dojrzaty zalazek jest takze miejscem zaptodnienia
I embriogenezy. Taka lokalizacja utrudnia prowadzenie cytologicznych i molekularnych
badan komoérek rozrodczych oraz mechanizméw funkcjonujacych podczas fuzji gamet
I wczesnego rozwoju zarodka w warunkach in vivo.

Jednym z wcigz nierozstrzygnietych aspektéw plciowego rozmnazania roslin
okrytozalazkowych jest wielopoziomowa regulacja ekspresji genébw w komdrkach linii
plciowej, zygocie oraz rozwijajacym si¢ bielmie. Wickszos$¢ dostepnych danych pochodzi
z badan transkryptomicznych. Analizy transkryptomiczne sa istotne w poznaniu funkcji
badanych komorek, jednak nie wyja$niajg wiclu etapow metabolizmu RNA. Poznanie
procesow takich jak transkrypcja genow kodujacych biatka, stabilizacja mMRNA, nastepnie
translacja i dystrybucja biatka sg kluczowe w zrozumieniu regulacji ekspresji gendw.

Analiza transkryptoméw komorek FGU u Arabidopsis (Wuest i wsp. 2010), Oryza
(Ohnishi i wsp. 2011) oraz Triticum (Domoki i wsp. 2013) ujawnila wystgpowanie
w komorkach zenskiego gametofitu transkryptow, ktore odzwierciedlajg ich specyficzne
funkcje biologiczne. Komorka centralna uwazana jest tez za zrodto transkryptow
transpozonowych, ktéore wilaczone sa w stabilizacje/reprogramowanie genomu zenskiej
gamety i zarodka (Law i Jacobsen 2010).

Badania komodrek meskiego gametofitu w zasadzie ograniczone sa do analizy
transkryptomow  dojrzatych  trojkomorkowych — ziaren pytkowych. W  komorkach
plemnikowych zidentyfikowano obecnos¢ transkryptow biatek zwigzanych z naprawg DNA,
progresja cyklu komorkowego oraz zalezng od ubikwityny degradacja biatek (Borges 1 wsp.
2008). Z kolei komoérka wegetatywna zawiera transkrypty zwigzane gtownie z kietkowaniem
ziarna pytkowego i wzrostem tagiewki pylkowej (Pina i wsp. 2005; Wang i wsp. 2008).
Dodatkowo w komorce tej ma miejsce ekspresja transpozondw, ktorych transkrypty stanowia
prekursory SIRNA uczestniczace w utrzymaniu integralnosci genomu gamet (Slotkin
i wsp. 2009; Borges i wsp. 2011), a po zaptodnieniu prawdopodobnie rowniez
w reprogramowaniu genomu zarodka (Calarco i wsp. 2012). Do tej pory brak jest danych
transkryptomicznych komorek plemnikowych, ktore powstaja w wyniku podzialu komorki
generatywnej w tagiewce pytkowej podczas fazy progamicznej.

Uwaza si¢, ze komorki uczestniczace w podwojnym zaptodnieniu maja niska
aktywno$¢ metaboliczng. Jednakze to, czy ich dojrzalos¢, a tym samym ,,nabycie potencjatu”
do zaplodnienia jest skorelowana z transkrypcyjnym wyciszeniem pozostaje kwestia
otwarta. Brak takze odpowiedzi na pytanie, czy faza progamiczna jest etapem
»biernego” oczekiwania komorek woreczka zalazkowego na komorki plemnikowe,
czy tez zapylenie indukuje zmiany w poziomie ich transkrypcji.

Postuluje si¢, ze u roslin okrytonasiennych, podobnie jak u zwierzat, wczesny rozwaj
zarodka kontrolowany jest przez matczyne transkrypty, a genom ojcowski pozostaje
wyciszony (Vielle-Calzada i wsp. 2000; Baroux i wsp. 2001; Grimanelli i wsp. 2005; Pillot
i wsp. 2010; Anderson i wsp. 2017). Jednak nie wiadomo, czy transkrypty uczestniczace
W pierwszym etapie embriogenezy sa wczeSniej gromadzone w komdrce jajowej
(tzw. dlugowieczny mRNA), czy tez sa syntetyzowane de novo w wyniku aktywacji
genomu  zygotycznego (ZGA). Badania u Arabidopsis sa niejednoznaczne.
W 2-4 komédrkowych zarodkach transkrypty matczyne stanowia 88%, dopiero w stadium
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globularnym 15% puli transkryptow to transkrypty ojcowskie (Autran i wsp. 2011). Z kolei
badania Nodine i Bartel (2012) wskazuja na obecno$¢ zar6wno matczynych, jak i ojcowskich
transkryptow juz w 1-2 komorkowym zarodku. Nierozstrzygni¢tym zagadnieniem pozostaje
réwniez kwestia, czy podczas zaplodnienia komorka plemnikowa wnosi do komérki
jajowej ojcowskie transkrypty.

Zdecydowana wiekszo$¢ badan dotyczacych regulacji ekspresji gendw w komorkach
uczestniczacych w generatywnym rozmnazaniu roslin okrytozalagzkowych prowadzona jest
u Arabidopsis. Jest to ro§lina o malym, w pelni poznanym genomie, dzigki czemu powstato
wiele okreslonych mutantow. Arabidopsis stanowi zatem bardzo dobry model do badan
genetycznych i molekularnych. Jednak niewielkie organy generatywne (preciki i stupki)
utrudniajg prowadzenie badan cytologicznych w zakresie biologii rozwoju u tej modelowej
rosliny. Krotka szyjka stupka Arabidopsis uniemozliwia prowadzenie precyzyjnych analiz
w obrebie zenskiego i meskiego gametofitu podczas fazy progamicznej, a niewielkich
rozmiarow woreczek zalgzkowy utrudnia obserwacje poszczegdlnych komorek. Dodatkowo
wykluczone sg badania procesOw zwigzanych z wytwarzaniem komorek plemnikowych
podczas wzrostu tagiewki pylkowej, poniewaz pytek Arabidopsis jest tréjkomorkowy
w momencie wypylenia. Dlatego swoje badania prowadzitam u Hyacinthus. Jest to gatunek
produkujacy duze, dwukomoérkowe ziarna pytku, ktore w warunkach in vitro stosunkowo
tatwo kietkuja 1 wyrastaja w lagiewki pytkowe. Opracowatam autorska technike uzyskiwania
komorek plemnikowych w hodowanych in vitro tagiewkach pytkowych, ktora umozliwita mi
analiz¢ procesOw zachodzacych w warunkach in vivo podczas fazy progamicznej. W kwiatach
hiacynta obecne sg duze stupki 0 stosukowo dtugich szyjkach (ok. 2-3 mm), 7 — komoérkowe
woreczki zalgzkowe sg duze - tatwo rozrézni¢ w nich biegun mikropylarny i chalazalny oraz
zlokalizowane na nich komoérki zenskiego gametofitu. Faza progamiczna u hiacynta trwa
ok. 24 h, a od zapylenia do zaptodnienia mija ok. 48 h, co jest duzg zaletg podczas obserwacji
kolejnych zdarzen reprodukcyjnych. Jest to zatem dogodny model do badan z zastosowaniem
technik biologii komorkowej i molekularnej, takich jak fluorescencyjna hybrydyzacji in situ
(FISH) czy badania immunocytochemiczne.

5.2 Cel badan

Weczesniejsze badania prowadzone w zespole prof. dr hab. Elzbiety Bednarskiej—Kozakiewicz
pozwolity pozna¢ wzorzec czasowo-przestrzennej organizacji ekspresji genow w komorkach
réznicujacego si¢ ziarna pytkowego i rosnacej in vitro tagiewki pytkowej u H. orientalis
(Zienkiewicz i wsp. 2006, 2008a, 2008b). Badania te nie obejmowaly analizy komorek
plemnikowych. Stwierdzono, ze komorki pytkowe roznig si¢ aktywnosciag transkrypcyjna
przez caly okres roznicowania pytku — poziom nowo syntetyzowanych transkryptéw jest
wyzszy w komorce wegetatywnej anizeli w komorce generatywnej. Zroznicowana aktywnos¢
transkrypcyjna komorek meskiego gametofitu jest pozytywnie skorelowana z poziomem
molekut splicingowych. Tuz przed wypyleniem, w obu komorkach pytkowych odnotowano
wyciszenie transkrypcji, jednakze w ich jadrach nadal obserwowano elementy systemu
splicingowego. Wzorzec aktywnosci transkrypcyjnej komoérki wegetatywnej i generatywne;j
jest odmienny od wzorca dystrybucji i poziomu obecnych w nich transkryptéw poli(A) RNA.
Na krétko przed anteza, tj. w okresie hamowania transkrypcji, w komorce wegetatywnej silnie
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wzrastat poziom poli(A), gléwnie w jej cytoplazmie. Pomimo obecnosci dlugowiecznego
mRNA w rosngcej tagiewce pytkowej odnotowano czasowe wznowienie transkrypcji,
najpierw w jadrze wegetatywnym, a nastgpnie w jadrze generatywnym. Jednak nieznane sa
mechanizmy wlaczone w regulacje dynamiki aktywnos$ci transkrypcyjnej komérek
meskiego gametofitu, szczegélnie w okresie od dojrzalosci ziaren pylkowych
do wytworzenia komdérek plemnikowych.

Pierwsze badania zmierzajace do poznania wzorca ekspresji gendw w komorkach
zenskiego gametofitu H. orientalis dotyczyty ustalenia poziomu i lokalizacji poli(A) RNA
oraz elementdéw splicingowych w niezaptodnionym i zaptodnionym woreczku zalgzkowym
(Pigcinski 1 wsp. 2008). Stwierdzono, ze w komorce jajowej 1 centralnej poziom poli(A) RNA
oraz molekutl splicingowych jest niski, lecz gwattownie wzrasta po zaptodnieniu. Wyniki
te wskazujg, ze komorki docelowe dla meskich gamet nie gromadza duzej puli
matczynych transkryptow mRNA, jednak nie wyjasniaja czasu aktywacji genomu
zygotycznego.

Po dofaczeniu do =zespolu prof. dr hab. Elzbiety Bednarskiej-Kozakiewicz
postanowitam kontynuowa¢ badania zwigzane z problematyka aktywnosci transkrypcyjnej
komorek linii ptciowej oraz komoérek powstatych po fuzji gamet, tj. zygoty 1 bielma.

Celem badan stanowigcych podstawe osiagniecia naukowego bylo poznanie czasowo-
przestrzennej organizacji ekspresji gendw w komérkach meskiego gametofitu oraz
woreczka zalazkowego przed i po zaplodnieniu u Hyacinthus orintalis L.

W gametoficie meskim prowadzitam badania zmierzajace do:

e poznania aktywnos$ci transkrypcyjnej, organizacji systemu splicingowego, poziomu
i dystrybucji poli(A) RNA oraz metabolizmu rRNA w komoérkach plemnikowych
(Zienkiewicz i wsp. 2011, publikacja nr 1);

e ujawnienia wzorca wybranych modyfikacji epigenetycznych w komdrkach
wegetatywnej, generatywnej i gametach podczas wzrostu tagiewki pylkowej
w warunkach in vitro (Koztowska i wsp. 2016, publikacja nr 5).

Badania gametofitu zenskiego objety:

e okreslenie dynamiki transkrypcji jader rdéznicujacego si¢, dojrzalego oraz
zaptodnionego woreczka zalazkowego (Niedojadto i wsp. 20123, publikacja nr 2);

e poznanie metabolizmu rRNA w komorkach niezaptodnionego i zaptodnionego
woreczka zalazkowego (Niedojadto i wsp. 2012b, publikacja nr 3);

e analiz¢ wzorca ekspresji genu kalretikuliny (CRT) w komorkach zenskiego
gametofitu przed i po zaptodnieniu (Niedojadto i wsp. 2015, publikacja nr 4).

Poznane wzorce aktywnos$ci transkrypcyjnej badanych komorek meskiego i zenskiego
gametofitu hiacynta dyskutowane byly na tle ujawnionych zmian w organizacji/stopniu
kondensacji chromatyny jadrowe;.
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Podczas realizacji badan dokonatam analizy:

e organizacji/stopnia kondensacji chromatyny komorek zenskiego 1 meskiego
gametofitu: na poziomie mikroskopu $wietlnego metoda DAPI oraz mikroskopu
elektronowego — analiza ultrastrukturalna;

e poziomu i dystrybucji nowo powstatych transkryptoéw w komorkach roéznicujacego si¢
gametofitu zenskiego metodg immunolokalizacji inkorporowanego 5-bromouracylu
(Bru);

e dystrybucji 1 poziomu polimerazy RNA II, w tym calkowitej puli oraz jej formy
inicjacyjnej (Pol RNA 1lA) i elongacyjnej (Pol RNA 1IO) z uzyciem techniki
immunofluorescencyjnej w komorkach meskiego 1 zenskiego gametofitu oraz
immunoztotowej (mikroskopia elektronowa) w komorkach woreczka zalazkowego
przed i po zaptodnieniu;

e wzorca/poziomu modyfikacji epigenetycznych, takich jak 5-metylocytozyny (5metC),
acetylowanego histonu 4 (acH4), deacetylazy histonowej 1 (HDT1) w komorkach
rozwijajacego si¢ gametofitu meskiego po  wypyleniu z uzyciem techniki
immunofluorescencyjnej;

e metabolizmu rRNA w komorkach meskiego i zenskiego gametofitu oraz w zygocie
i pierwotnej komorce bielmowej poprzez okreslenie poziomu nowo transkrybowanego
1 dojrzatego rRNA technika FISH z uzyciem sond molekularnych do ITS1 pre-rRNA
oraz 26S i 5S rRNA, a takze do U3 snoRNA,

e wzorca ekspresji genu CRT w komorkach niezaptodnionego i zaptodnionego
woreczka zalgzkowego — transkrypt lokalizowatam technikg FISH a biatko CRT
technikg immunofluorescencyjna.

5.3. Glowne tezy osiagniecia naukowego

Gametofit meski

1. Powstajgce w rosngcej lagiewce pylkowej komorki plemnikowe przechodzg okres
dojrzewania, podczas ktérego nastepuje wigczenie ich aktywnosci transkrypcyjnej

Zienkiewicz K, Suwinska A, Niedojadlo K, Zienkiewicz A, Bednarska E (2011) Nuclear
activity of sperm cell during Hyacinthus orientalis L. in vitro pollen tube growth.
J Exp Bot 62(3): 1255-1269 (publikacja nr 1)

Ze wzgledu na wysoki stopien kondensacji chromatyny i niewielkg zawartos¢ cytoplazmy
postulowano, ze komorki plemnikowe roslin okrytozalazkowych sg metabolicznie wyciszone
(McCormic 1993) i zalezne catkowicie od aktywnos$ci jadra wegetatywnego (Eady i wsp.
1995). Badania transkryptomiczne, prowadzone przede wszystkim na dojrzatych,
trojkomorkowych ziarnach pytku Arabidopsis i Oryza (Rutley i Twell 2015), nie daja
jednoznacznej odpowiedzi, czy obecne w komorkach plemnikowych transkrypty sa
syntetyzowane w nich de novo, czy tez pochodza z komorki generatywnej. Dlatego celem
prowadzonych badan bylo poznanie aktywnosci transkrypcyjnej jader komorek
meskiego gametofitu hiacynta przed podzialem komorki generatywnej oraz podczas
dojrzewania gamet. Badania prowadzitam w rosngcych in vitro tagiewkach pytkowych,
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w ktorych obserwowatam MGU. Dzigki opracowanej eksperymentalnic metodologii
w wydhluzajacych si¢ tagiewkach pytkowych dochodzito do podzialu komorki generatywnej
(w tagiewkach wzrastajacych w warunkach in vitro na standardowych pozywkach
nie obserwuje si¢ tego efektu), co umozliwito mi dokonanie analizy meskich gamet. W toku
badan okreslono:

e catkowitg pule nowo syntetyzowanych transkryptow; badania przeprowadzono na
zywym materiale technikg inkorporacji BrU, ktory nastepnie lokalizowano
immunocytochemicznie;

e immunolokalizacj¢ inicjacyjnej, hypofosforylowanej (Pol RNA 11A) i elongacyjnej,
hyperfosforylowanej (Pol RNA 110) polimerazy RNA Il oraz elementow systemu
splicingowego (TMG snRNA, SC35) — molekut uczestniczacych w transkrypcji
i dojrzewaniu mRNA; zatozono, ze obecno$¢ Pol RNA IIA jest wyznacznikiem
przygotowania aparatu transkrypcyjnego do szybkiego podjecia transkrypcii,
natomiast obecnos¢ Pol RNA 110 ujawnia aktywng transkrypcje, gtownie mRNA;

e obecno$¢ niedojrzatych (ITS1 pre-rRNA) i dojrzatych (26S rRNA) transkryptow
rRNA, jako parametr metabolizmu jaderka (aktywno$ci transkrypcyjnej rDNA);
analize przeprowadzono z uzyciem techniki FISH.

W zastosowanych warunkach eksperymentalnych podziat komoérki generatywnej
wystepowal w 8-12 h wzrostu tagiewek pytkowych. W tym okresie oraz podczas dalszej
hodowli (do 24 h) jadro wegetatywne wykazywalo wysoka aktywnos$¢ transkrypcyjna.
Nowo powstate transkrypty wystepowaty zarowno w nukleoplazmie, jak i na terenie
cytoplazmy. Dodatkowo, w jadrze wegetatywnym obserwowatam wysoki poziom
inicjacyjnej, jak i elongacyjnej Pol RNA Il oraz nagromadzenie molekut splicingowych.
Wskazuje to, iz podczas wzrostu tagiewki pytkowej w jadrze wegetatywnym zachodzi proces
transkrypcji 1 sktadania mRNA. Pomimo braku zorganizowanego jaderka w jadrze tym
obecny byl rRNA, co moze sugerowac, ze niewielka pula rDNA jest wcigz aktywna.
W koncowym etapie hodowli (36 h) poziom badanych czgsteczek byt niski, co wskazuje
na wyciszanie aktywnosci metabolicznej jadra wegetatywnego.

Tuz przed podzialem jadro komorki generatywnej bylo transkrypcyjnie wyciszone,
jednakze w obszarach interchromatynowych obecne byly obie formy Pol RNA II oraz
molekuty splicingowe. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze czynniki te sa przekazywane
do komorek plemnikowych. W nowo powstalych gametach obserwowano aktywacje
procesu transkrypcji, jednak na poziomie nizszym anizeli w jadrze wegetatywnym.
W komorkach plemnikowych transkrypty zawierajace BrU lokalizowano zar6wno w jadrach,
jak i cytoplazmie. W puli nowych transkryptow obecny jest zapewne mRNA, 0 czym
swiadczy obecnos¢ Pol RNA 1II oraz czynnikow splicingowych. Ponadto w jadrach gamet
lokalizowatam ITS1 pre-rRNA oraz 26 rRNA, co moze $wiadczy¢ o syntezie podjednostek
rybosomowych. Po okoto 24 h hodowli tagiewek pytkowych aktywno$é transkrypcyjna
komorek plemnikowych ulegala wyciszeniu, a nastgpnic nowo powstate transkrypty
oraz Pol II RNA nie byly wykrywane. Dojrzewaniu komorek plemnikowych towarzyszyta
réwniez eliminacja elementdw maszynerii splicingowej oraz rRNA.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze powstajace w lagiewce pylkowej Hyacinthus
komorki plemnikowe:

e przechodza okres roznicowania/dojrzewania, ktoérego wyrazem jest krotkotrwala
aktywnos¢ transkrypcyjna, prawdopodobnie wigczajgca synteze mRNA oraz rRNA;

e po osiagnigciu ,,dojrzalosci” ulegaja transkrypcyjnemu wyciszeniu oraz eliminuja
czynniki splicingowe i rRNA; pozwala to wnioskowa¢, ze me¢skie gamety nie wnosza
tych molekut do komérek docelowych podczas podwdjnego zaptodnienia.

2. Epigenetyczne modyfikacje chromatyny zaangaiowane sq w regulacje aktywnosci
transkrypcyjnej komorek meskiego gametofitu

Koztowska M, Niedojadlo K, Brzostek M, Bednarska-Kozakiewicz E (2016) Epigenetic
marks in the Hyacinthus orientalis L. mature pollen grain and during in vitro pollen tube
growth. Plant Reprod 29(3): 251-263 (publikacja nr 5)

Dynamiczne zmiany aktywno$ci metabolicznej komorek meskiego gametofitu H. orientalis
w okresie jego dojrzewania (Zienkiewicz i wsp. 2006, 2008a) oraz w rosngcej tagiewce
pytkowej (Zienkiewicz i wsp. 2008b, 2011- publikacja nr 1) staly si¢ podstawa
do sformulowania hipotezy, ze w regulacj¢ struktury chromatyny i jej aktywnosci
transkrypcyjnej zaangazowane sa mechanizmy epigenetyczne, w tym metylacja DNA
i potranslacyjne modyfikacje biatek histonowych. Dlatego tez kolejnym etapem moich
badan bylo poznanie wzorca lokalizacji i poziomu wybranych znacznikow
epigenetycznych w komorkach meskiego gametofitu podczas powypyleniowego rozwoju
ziarna pylkowego. W komodrce wegetatywnej/tagiewce pylkowej oraz komorce
generatywnej/komorkach plemnikowych wykonatam immunocytochemiczng lokalizacje oraz
analize ilosciowa znacznikobw nieaktywnej chromatyny: 5-metylocytozyny (5metC)
i deacetylazy histonowej 1 (HDT1) oraz markera aktywnej euchromatyny - acetylowanego
histonu 4 (acH4). Nalezy podkresli¢, ze do tej pory nie analizowano udziatu procesow
epigenetycznych w regulacji aktywnosci transkrypcyjnej komorek podczas powypyleniowego
rozwoju meskiego gametofitu.

Badania ujawnity, ze DNA obu komorek dojrzalego, odwodnionego ziarna pylku
hiacynta jest wysoce zmetylowane, przy czym poziom 5metC w jadrze generatywnym jest
wyzszy anizeli w jadrze wegetatywnym. W nieaktywnych transkrypcyjnie jadrach
(Zienkiewicz i wsp. 2008a) nie obserwowatam obecnosci znacznika aktywnej chromatyny
acH4. W tym okresie w obu jadrach pytkowych nie wystepowal enzym kontrolujacy
deacetylacj¢ histonow HDT1. Jednak podczas uwodnienia pytku, w jadrze wegetatywnym
przygotowujacym si¢ do wznowienia procesu transkrypcji (Zienkiewicz i wsp. 2008b),
wzorzec dystrybucji badanych znacznikow epigenetycznych ulegal zmianie. Dekondensacji
chromatyny towarzyszyta zmiana wzorca dystrybucji SmetC (ze skupiskowej na bardziej
homogenny), aczkolwiek w jadrze nadal nie potwierdzitam wystepowania znacznika
euchromatyny acH4. Natomiast w cytoplazmie komorki wegetatywnej obserwowatam
obecno$¢ enzymu HDTI1, co wskazuje, iz jest on syntetyzowany de novo po uwodnieniu
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pytku. Z kolei w komorce generatywnej wzorzec dystrybucji i poziom badanych znacznikow
nie ulegat istotnym zmianom podczas uwodnienia ziaren pytkowych, obserwowano w niej
nadal wysoki poziom 5metC oraz brak acH4 na terenie jej jadra.

Podczas kielkowania i wezesnych etapow wzrostu lagiewki pylkowej chromatyna
jadra wegetatywnego ulegala dalszej dekondensacji, co byto skorelowane z obnizeniem
poziomu metylacji DNA (5metC), acetylacjg histonu H4 i obecnoscig enzymu HDT1. W tym
okresie jadro tagiewki hiacynta wznawia aktywnos$¢ transkrypcyjna (Zienkiewicz
i wsp. 2008b). Chromatyna komorki generatywnej zlokalizowanej w rosnacej lagiewce
takze ulegala stopniowej dekondensacji. Procesowi temu towarzyszyto obnizenie poziomu
5metC, pojawienie si¢ acH4 i enzymu HDT1. Z badan wczesniejszych wiadomo, ze jest to
okres czasowego wiaczenia aktywnosci transkrypcyjnej jadra generatywnego (Zienkiewicz
i wsp. 2008b). Z kolei krotko przed podziatem komorki generatywnej hamowaniu syntezy
RNA (Zienkiewicz i wsp. 2011, publikacja nr 1) towarzyszylo obnizenie poziomu
znacznikow aktywnej chromatyny i wzrost poziomu 5metC. W tym okresie jadro
wegetatywne z rozproszong chromatyng nadal pozostawalo aktywne transkrypcyjnie
(Zienkiewicz i wsp. 2011, publikacja nr 1).

Po podziale komorki generatywnej w jadrach gamet odnotowatam wysoki poziom
5metC oraz deacetylazy histonow HDT1. Wykazatam takze wystgpowanie acH4. Obecno$¢ w
chromatynie obszaré6w potencjalnie zdolnych do wlaczenia transkrypcji  wskazuje,
ze aktywacja genomu gamet jest mozliwa. Dojrzewanie komorek plemnikowych zwigzane
jest z reorganizacjg ich chromatyny. DNA plemnikowe ulega dalszej metylacji, natomiast
poziom acH4 i HDT obniza si¢, czego efektem jest wzrost kondensacji chromatyny
i jej transkrypcyjne wyciszenie (Zienkiewicz i wsp. 2011, publikacja nr 1).

Analiza wzorca dystrybucji badanych modyfikacji epigenetycznych wykazata,
ze podczas wzrostu fagiewki pytkowej hiacynta w obszarze blisko$ci jadra wegetatywnego
i komorki generatywnej, tj. w obrebie MGU, wzorzec dystrybucji badanych znacznikow
epigenetycznych byt  szczegblny. Obserwowatam obnizenie poziomu znacznika
heterochromatyny, tj. 5metC oraz wzrost poziomu markera euchromatyny - acH4
oraz obecnos¢ enzymu HDTI1 wuczestniczacego w regulacji poziomu acetylacji biatek
histonowych. Wskazuje to na potencjalnie podwyzszong aktywnos$¢ transkrypcyjng
chromatyny w tych obszarach, w ktorych nie mozna wykluczy¢ lokalizacji gendw
specyficznych dla prawidtowego funkcjonowania MGU oraz komunikacji jego elementow
sktadowych. Ten aspekt pozostaje jednak kwestia otwarta i wymaga dalszych badan,
m.in. na poziomie ultrastrukturalnym.

Przeprowadzone obserwacje zmian poziomu i wzorca dystrybucji markerdw
hetero- i euchromatynowych pozwolily mi na sformulowanie nastepujacych wnioskow:

e jadro wegetatywne oraz generatywne/komorek plemnikowych roznig si¢ poziomem
metylacji DNA oraz wzorcem modyfikacji biatek histonowych (acH4, HDT1),
co skutkuje odmienng organizacja ich chromatyny;

e W jadrach badanych komorek obecne sg te same znaczniki epigenetyczne, jednakze
w bardziej aktywnym transkrypcyjnic jadrze wegetatywnym poziom markerow
euchromatynowych jest wyzszy i pojawiajg si¢ W Nnim wczesniej, anizeli w mniej
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aktywnym jadrze generatywnym;

o dojrzewaniu komorek plemnikowych i wylaczaniu ich aktywnosci transkrypcyjnej
(Zienkiewicz i wsp. 2011, publikacja nr 1) towarzyszy postepujaca kondensacja
chromatyny, wzrost poziomu metylacji DNA oraz eliminacja markera euchromatyny
(acH4).

Gametofit zenski

3. Funkcjonalne zroinicowanie komorek woreczka zalgikowego wyraza si¢ odmiennym
wzorcem ich aktywnosci transkrypcyjnej

Niedojadlo K, Piccinski S, Smolinski, DJ, Bednarska-Kozakiewicz E (2012a) Transcriptional
activity of Hyacinthus orientalis L. female gametophyte cells before and after fertilization.
Planta 236(1): 153-169 (publikacja nr 2)

W celu poznania dynamiki transkrypcji jader zenskiego gametofitu analizowatam poziom
i dystrybucj¢ nowo powstatych transkryptow, catkowitej puli polimerazy RNA I
(Pol RNA 1), jej hypofosforylowanej formy inicjacyjnej (Pol RNA 1lA) oraz
hyperfosforylowanej formy elongacyjnej (Pol RNA 110). Badania prowadzilam w
réznicujacym si¢ i dojrzatym woreczku zalagzkowym a nastepnie w okresie fazy progamicznej
i po zaplodnieniu.

W  roznicujacym si¢  woreczku zalagzkowym, tj. przed otwarciem kwiatu,
obserwowatam wysoki poziom nowo powstatych transkryptéw, obecnych gtownie na terenie
cytoplazmy. Wysokiej aktywnosci transkrypcyijnej jader komoérkowych towarzyszyt wysoki
poziom formy inicjacyjnej i elongacyjnej Pol RNA Il. Poziom badanych molekut byt tylko
nieznacznie nizszy od obserwowanego w komorkach somatycznych niedojrzatego zalazka.
Istotne réznice w poziomie syntezy RNA w komdrkach peiacych funkcje rozrodcze
i komorkach somatycznych odnotowatam w dojrzatym woreczku zalazkowym po antezie.
Wowczas w aparacie jajowym najwyzszy poziom nowo powstatych transkryptow, puli
Pol RNA 1II oraz obu form enzymu obserwowatam w synergidach. Wysoka aktywnos¢
transkrypcyjna tych komorek pozostaje w zgodzie z ich funkcja, bowiem synergidy
wydzielajg atraktanty, ktore ukierunkowuja wzrost tagiewek pytkowych. W synergidach
nowo powstate transkrypty lokalizowatam gléwnie w cytoplazmie okolojadrowej, gdzie
obecne sg liczne kanatly retikulum endoplazmatycznego. Z kolei w komdrkach docelowych
dla meskich gamet w komorce jajowej i centralnej, ktore charakteryzowaly sie
rozluzniona chromatyna, obserwowalam niski poziom aktywnosci transkrypcyjnej, przy
czym poziom nowo powstalych transkryptéw byl nieco wyzszy w komérce centralnej.
Aktywno$¢ transkrypcyjna skorelowana byla z poziomem catkowitej puli Pol RNA Il
W komorkach aparatu jajowego potwierdzitam wystepowanie obu form Pol RNA I,
przy czym poziomy Pol RNA IIA byty porownywalne we wszystkich komorkach, natomiast
poziom formy elongacyjnej Pol RNA IIO byl nieco nizszy w jadrze komorki jajowej
w poréwnaniu do synergid i enzym lokalizowatam glownie w  obszarach
interchromatynowych. Wyzszy poziom Pol RNA IIO obserwowatam rowniez w komorce
centralnej oraz w petniacych funkcje odzywcze antypodach.
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Faza progamiczna, to okres dalszego wyciszenia metabolicznego gamet.
Relatywnie niski poziom nowo powstatych RNA utrzymuje si¢ w obu komorkach, w ktorych
poziomy Pol RNA II nie ulegatly istotnym zmianom. Nieznaczne obnizenie aktywnosci
transkrypcyjnej podczas fazy progamicznej odnotowatam réwniez w  synergidach
oraz w antypodach.

Natomiast zaptodnienie indukuje istotne zmiany aktywnosci transkrypcyjnej komoérek
woreczka zalgzkowego. Najwyzszy poziom nowo Syntetyzowanych transkryptow
obserwowalam w zygocie oraz zaptodnionej komorce centralnej, z ktérej rozwinie si¢ bielmo.
Wynik ten wskazuje, ze u hiacynta aktywacja genomu zygotycznego oraz bielmowego
zachodzi tuz po zaplodnieniu, podczas pierwszej interfazy cyklu zyciowego komorek.
Procesom tym towarzyszy zmiana organizacji struktury chromatyny. W zaptodnionej
komorce jajowej, w ktorej widoczne jest juz drugie jaderko, chromatyna kondensuje w rdznej
wielko$ci agregaty, a jadro swojg strukturg przypomina siateczkowate jadra komorek
somatycznych zalagzka. W zygocie i pierwotnej komorce bielmowej dochodzi takze
do syntezy nowej puli Pol RNA II, ktéra ulega hiperfosforylacji (obserwowatam wysoki
poziom formy elongacyjnej enzymu). W zygocie enzym lokalizowatam glownie w obszarach
perichromatynowych, w obrgbie agregatow chromatyny. Obecno$¢ inicjacyjnej formy
enzymu odnotowatam takze w obszarach interchromatynowych. Poziomy badanych form
Pol RNA 11 sa poréwnywalne z poziomami znakowania enzymu w komorkach somatycznych
zalazka. Z kolei w degenerujacych w tym okresie synergidach i antypodach nastepowato
obnizenie aktywnosci metabolicznej komorek, w ktérych poziom nowych transkryptow
oraz Pol RNA II byt bardzo niski.

Otrzymane wyniki badan staly si¢ podstawg do wyciagni¢cia wniosku, ze w badanym
okresie funkcjonowania gametofitu zenskiego mozemy wyrézni¢ 3 etapy rozwoju
rozniace si¢ aktywnoscig transkrypcyjna jego jader, a takze poziomami i dystrybucja
Pol RNA 11, w tym formy inicjacyjnej i elongacyjnej enzymu:

o FEtap | — wysoka aktywnosc¢ transkrypcyjna jgder rozmicujgcego sie woreczka
zalgzkowego, W wielojadrowym gametoficie oraz tuz po _jego celularyzacji
aktywno$¢ transkrypcyjna jader jest porownywalnie wysoka, co prawdopodobnie
zwigzane jest z dojrzewaniem komoérek woreczka zalgzkowego;

o Etap Il — obnizanie aktywnosci transkrypcyjnej komorek docelowych dla meskich
gamet, w dojrzalym woreczku zalazkowym, tj. w_okresie antezy dochodzi
do wyciszenia aktywnosci transkrypcyjnej zdekondensowanej chromatyny
komorki jajowej 1 centralnej, czemu towarzyszy obnizenie poziomu elongacyjnej
formy Pol RNA 1I; wysoki poziom syntezy RNA nadal wystepuje w synergidach,
ktore maja tez wyzszy poziom Pol RNA IlI; niska aktywno$¢ transkrypcyjna
komorki jajowej i1 centralnej utrzymuje si¢ W_fazie progamicznej, co wskazuje
ze zapylenie nie indukuje istotnych zmian w ich metabolizmie. W tym okresie
sukcesywnie obniza si¢ poziom transkrypcji synergid, czemu towarzyszy
obnizanie poziomu Pol RNA II;

e FEtap Il — aktywacja genomu zygoty i pierwotnej komorki bielmowej,
po zaplodnieniu dochodzi do szybkiej reorganizacji chromatyny i uruchomienia
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transkrypcji zarowno w zygocie jak i pierwotnej komdrce bielmowej, co jest
skorelowane z wzrostem poziomu oraz zmianami wzorca dystrybucji
Pol RNA 1.

Uzyskane wyniki badan stanowily pierwsze doniesienie dotyczace aktywnos$ci
transkrypcyjnej komorek zenskiego gametofitu roslin okrytozalazkowych w warunkach
in situ.

4. Komorka jajowa i centralna magazynujq niedojrzale transkrypty rRNA, a zaplodnienie
inicjuje ich dojrzewanie oraz wznowienie ekspresji ojcowskiego rDNA

Niedojadlo K, Pigcinski S, Smolinski DJ, Bednarska-Kozakiewicz E (2012b) Ribosomal
RNA of Hyacinthus orientalis L. female gametophyte cells before and after fertilization.
Planta 236(1): 171-184 (publikacja nr 3)

W kolejnym etapie badan okreslitam, czy w roznigcych si¢ aktywnoscia metaboliczng
komorkach zenskiego gametofitu hiacynta, ws$rod nowo syntetyzowanych transkryptow
znajduje si¢ pula rybosomalnego RNA. Aby wykaza¢ aktywno$¢ transkrypcyjng jaderka
wykrywatam niedojrzate transkrypty zawierajace sekwencje ITS1 (pre-rRNA) na tle
dojrzatych transkryptow rRNA (26S 1 5S rRNA). Intensywno$¢ dojrzewania pierwotnych
transkryptow pre-rRNA okreslitam lokalizujac mate jaderkowe U3 snoRNA, biorgce udziat
w pierwszych etapach dojrzewania i modyfikacji pre-rRNA.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze wszystkie komorki woreczka zalazkowego
zawieraly wysoka pule cytoplazmatycznego rRNA, natomiast roznity si¢ poziomem
ITS1 pre-rRNA oraz U3 snoRNA. W dojrzalym woreczku zalgzkowym jaderko komorki
jajowej bylo miejscem nagromadzenia ITS1 pre-rRNA, przy czym tylko w strefie
peryferycznej jaderka lokalizowatam 26S 1 5S rRNA. Proces dojrzewania tych czasteczek
wydawat si¢ by¢ jednak powolny, gdyz na terenie jaderka poziom U3 snoRNA byl niski
I podczas fazy progamicznej ulegal dalszemu obnizeniu. W wyciszonej transkrypcyjnie
komorce jajowej nie odnalaztam nowo powstatych transkryptow na terenie jaderka
(Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja nr 2), komoérka takze nie gromadzita poli(A) RNA
(Pigcinski 1 wsp. 2008). To pozwala mi wnioskowaé, ze przed zaptodnieniem jgderko
komorki jajowej stanowi miejsce przechowywania niedojrzalych transkryptéw pre-
rRNA, a wiekszosé¢ cytoplazmatycznych rRNP nie jest zaangazowana w translacje
i stanowi pule nieaktywnych podjednostek rybosomowych.

W przeciwienstwie do komorki jajowej, jaderko komorki centralnej w okresie
antezy bylo aktywne, bowiem na jego terenie wystepowaly wyzsze niz w komorce jajowej
poziomy niedojrzalych 1 dojrzatych transkryptow rRNA, a takze U3 snoRNA.
Prawdopodobnie jest to takze okres intensywnego transportu podjednostek rybosomowych,
o czym $wiadczy nagromadzenie 26S rRNA w cytoplazmie w rejonie okolojadrowym.
Dojrzewanie podjednostek rybosomowych odbywato si¢ nadal podczas fazy progamiczne;j,
jednakze stopniowemu obnizeniu poziomu 26S 1 5S rRNA w jaderku towarzyszyl wysoki
poziom ITS1 pre-rRNA. Zatem jaderko komorki centralnej, podobnie jak komorka
jajowa, magazynuje niedojrzale transkrypty pre-rRNA.
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Jaderka aktywnych transkrypcyjnie synergid (Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja
nr 2) zawieraja wysoka pule zarowno ITS1 pre-rRNA jak i 26S i 5S rRNA
oraz charakteryzujg si¢ wysokim poziomem U3 snoRNA. Jednoczesna obecno$¢ nowych
i dojrzatych transkryptéw rRNA oraz czynnika uczestniczacego w dojrzewaniu pre-rRNA
wskazuje na stosunkowo wysoki metabolizm jaderek synergid. Z kolei podczas fazy
progamicznej stopniowemu wyciszeniu ogolnej aktywno$ci transkrypcyjnej synergid
(Niedojadlo i wsp. 20123, publikacja nr 2) towarzyszyto obnizenie aktywno$ci genéw rDNA.
W komorkach tych obserwowatam zmniejszenie puli rybosomow az do catkowitego zaniku
rRNA w cytoplazmie jednej z synergid (prawdopodobnie docelowej dla tagiewki pytkowe;j).
W okresie dojrzato$ci kwiatu oraz podczas fazy progamicznej wysoki poziom syntezy
i dojrzewania rRNA utrzymany jest w antypodach.

Zaplodnienie indukuje istotne zmiany w metabolizmie rRNA komoérek woreczka
zalagzkowego. W jadrze zaptodnionej komorki jajowej obserwowalam juz dwa jaderka,
w ktorych obecny byl wysoki poziom ITS1 pre-rRNA, U3 snoRNA oraz dojrzatych
transkryptow rRNA. Wyniki te pozwolity mi wnioskowaé, ze w transkrypcyjnie aktywnej
zygocie (Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja nr 2) dochodzilo do wznowienia syntezy
rRNA, takze z ojcowskiego rDNA. Ponadto w nukleoplazmie oraz na obrzezach obu jaderek
zygoty obecny byt dojrzaty 5S rRNA, co $wiadczy¢ moze o intensywnym procesie sktadania
duzych podjednostek rybosomowych, w tym dojrzewaniu nagromadzonych w jaderku
matczynych ITS1 pre-rRNA. Biogeneza nowej puli rybosomoéw jest zapewne zwigzana
Z pozaptodnieniowg intensyfikacjg translacji, co pozostaje w zgodzie z pojawieniem si¢
w zygocie duzej puli poli(A) RNA (Pigcinski i wsp. 2008).

Wkroétce po zaptodnieniu w jadrze pierwotnej komdrki bielmowej obecne sa trzy
jaderka, w ktérych potwierdzitam obecno$¢ ITS1 pre-rRNA oraz U3 snoRNA. Swiadczy
to o wznowieniu aktywnosci ojcowskiego rDNA, a takze o intensywnym dojrzewaniu
pierwotnych transkryptow rRNA. Podczas tworzenia tkanki odzywczej w jadrach bielma
obserwowalam pojedyncze, duze jaderka, w ktorych intensywnie zachodzit proces syntezy
1 dojrzewania rRNA. Jaderka synergid i antypod, ktore spetnily juz swoja funkcje 1 podlegaja
stopniowemu transkrypcyjnemu wyciszeniu (Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja nr 2),
pozbawione sa 26S i 5S rRNA ale nadal na ich terenie wykrywatam nagromadzone
niedojrzate transkrypty pre-rRNA. Post¢pujacej degradacji komorek towarzyszylo obnizenie
poziomu cytoplazmatycznej puli rRNA.

Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze u H. orientalis:

e w transkrypcyjnie wyciszonej komoérce jajowej i centralnej dojrzalego woreczka
zalgzkowego (Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja nr 2) metabolizm rRNA
skierowany jest na akumulacj¢ niedojrzatych transkryptow pre-rRNA w jaderku
oraz rRNP na terenie cytoplazmy;

e zaptodnienie indukuje dojrzewanie matczynego pre-rRNA oraz wznowienie
aktywnos$ci ojcowskiego rDNA;

e w petnigcych funkcje somatyczne synergidach i antypodach metabolizm jaderkowy
skorelowany jest z aktywnoscig transkrypcyjng komorek, ktora zmienia si¢
w kolejnych etapach rozwoju woreczka (Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja nr 2).
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Sg to pierwsze i prawdopodobnie jedyne dane na temat aktywnosci jaderek w komorkach
zenskiego gametofitu roslin okrytozalgzkowych, uzyskane podczas badan in situ.

Obecnie prowadzg badania dotyczace epigenetycznego zroznicowania komorek zenskiego
gametofitu H. orientalis. Pierwsze wyniki zostaly przedstawione w formie posteru na
XXXI Konferencji Embriologicznej Rosliny-Zwierzeta-Cztowiek w Olsztynie w 2018 roku
(Zatgcznik nr 3) 1 sa przygotowywane do druku.

5. Wzorzec ekspresji genu CRT w komdrkach jajowej i centralnej oraz w zygocie i bielmie
jest skorelowany z og6lnym poziomem ich transkrypcji

Niedojadlo K, Lenartowski R, Lenartowska M, Bednarska-Kozakiewicz E (2015) Late
progamic phase and fertilization affect calreticulin expression in the Hyacinthus orientalis
female gametophyte. Plant Cell Rep 34(12): 2201-2215 (publikacja nr 4)

W kolejnym etapie badan postanowitam okresli¢ wzor czasowo-przestrzennej ekspresji
wybranego genu na tle ogolnej, zréznicowanej aktywnos$ci transkrypcyjnej komorek
zenskiego gametofitu H. orientalis. Zapoczatkowane w zespole prof. dr hab. Elzbiety
Bednarskiej-Kozakiewicz i kontynuowane przez dr hab. Mart¢ Lenartowska, prof. UMK
i dr. hab. Roberta Lenartowskiego badania u Petunia dowodza, ze kalretikulina (CRT)
uczestniczac w mechanizmach magazynowania i mobilizacji jonow Ca?* oraz kontroli jako$ci
bialek wydzielniczych pelni istotng rolg w procesie generatywnego rozmnazania roslin
okrytozalgzkowych (Lenartowska i wsp. 2002, 2009; Lenartowski i wsp. 2014, 2015).
Zatozytam, ze CRT odgrywa rowniez istotng role w wydarzeniach reprodukcyjnych
u hiacynta, a ekspresja tego genu w komorkach zenskiego gametofitu podlega precyzyjnej
kontroli. Dlatego tez celem moich badan bylo okreslenie poziomu mRNA (hybrydyzacja
in situ) i biatka CRT (immunocytochemia) na tle ogdlnej aktywnosci transkrypcyjnej
komorek woreczka zalagzkowego w okresie jego dojrzewania, fazy progamicznej
oraz po zaptodnieniu (Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja nr 2).

Wkrotce po celularyzacji we wszystkich dojrzewajacych komorkach woreczka
zalazkowego obserwowatam wysoki poziom mRNA CRT, co skorelowane byto z ich wysoka
aktywnoscig transkrypcyjna (Niedojadlo i wsp. 20123, publikacja nr 2). Roznice w poziomie
transkryptow CRT odnotowatam podczas antezy oraz fazy progamicznej. W wyciszonej
transkrypcyjnie komorce jajowej i centralnej (Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja nr 2)
poziom mRNA CRT obnizat sig, ale byl nieco wyzszy w komorce centralnej. W komarkach
tych mRNA CRT obecny byl glownie na terenie okotojadrowej cytoplazmy. W aparacie
jajowym najwyzszy poziom transkryptow i biatka CRT obserwowatam z kolei w synergidach
charakteryzujacych si¢ wysoka aktywnoscia transkrypcyjna (Niedojadlo i wsp. 2012a,
publikacja nr 2). Transkrypty lokalizowatam w cytoplazmie ponizej aparatu fibrylarnego.
Badania na poziomie mikroskopu elektronowego wykazaly, ze biatko CRT wystgpuje
zewnatrzkomorkowo na obrzezach elektronowo-gestych obszaréw tej unikalnej struktury,
a takze na terenie cytoplazmy w siateczce $rodplazmatycznej 1 diktiosomach.
Wewnatrzkomorkowa lokalizacja biatka CRT dowodzi, ze w synergidach moze istnie¢ szlak
jego wydzielania z ER poprzez aparat Golgiego do aparatu fibrylarnego, gdzie moze pehic
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istotng role w buforowaniujjonéw Ca?*. Dane literaturowe wskazuja, Zze na terenie aparatu
fibrylarnego obecna jest wysoka pula wolnego i luzno zwigzanego wapnia, odgrywajaca
kluczowa role¢ we wzroscie i ukierunkowaniu flagiewki pylkowej. Ponadto synergidy
wydzielaja atraktanty i nie wykluczone, ze CRT jako biatko opiekuncze kontroluje jako$¢
intensywnie syntetyzowanych polipeptydéw (Lenartowski i wsp. 2014, 2015). W okresie,
kiedy tagiewki dorastaly juz do zalgzni poziom mRNA i1 biatka CRT
w synergidach byt zréznicowany — znaczgco wyzszy w synergidzie docelowej. Wskazuje to,
ze biatko CRT (by¢é moze w sposob posredni poprzez regulacje homeostazy jonow Ca?")
uczestniczy w procesie ukierunkowania tagiewki pytkowej na jedng z siostrzanych synergid.

Istotne zmiany wzorca ekspresji mRNA i bialka CRT w komorkach woreczka
zalazkowego obserwowalam po zaplodnieniu. Aktywacji genomu zygotycznego
i bielmowego (Niedojadlo i wsp. 2012a, publikacja nr 2) towarzyszy wzmozona
transkrypcja genu CRT. Wzrasta takze poziom bialka, ktore lokalizowatam
w okotojadrowej cytoplazmie, glownie na powierzchni dtugich cystern ER. Biatko wystepuje
obficie tuz pod $ciang komorkowa zygoty, w cytoplazmie bogatej w ER i diktiosomy. Taka
lokalizacja CRT pozwala wnioskowaé, ze CRT moze peti¢ istotng role w inicjowaniu
powstawania fali wapniowej podczas fuzji gamet (Hammamura i wsp. 2014; Denninger i wsp.
2014). Stabilizacja homeostazy jonéw Ca?* z udzialem CRT moze by¢ istotna podczas bloku
polispermii a nastgpnie inicjacji programu rozwoju zarodka i bielma. W degenerujacych
synergidach obnizeniu catkowitej aktywnos$ci transkrypcyjnej (Niedojadlo i wsp. 2012a,
publikacja nr 2) towarzyszyt niski poziom mRNA i biatka CRT. Po zaptodnieniu struktura
aparatu fibrylarnego ulegala zmianie, lecz w zanikajacych elektronowo-gestych obszarach
wcigz odnotowatam obecnos¢ CRT.

Podsumowujac, wyniki badan nad ekspresja genu CRT wskazuja, ze:

e W komorkach aparatu jajowego gen CRT podlega ekspresji w okresie funkcjonowania
woreczka zalagzkowego, przy czym poziom transkryptow i biatka CRT jest
skorelowany z ich ogolng aktywnoscia transkrypcyjna (Niedojadlo i wsp. 2012a,
publikacja nr 2);

e W wyciszonych transkrypcyjnie komorkach jajowej i centralnej dojrzatego
woreczka zalgzkowego poziom ekspresji genu CRT jest niski,

e poziom ekspresji genu CRT w aktywnych transkrypcyjnie synergidach
jest wysoki a biatko CRT wystepuje zarOwno wewnatrzkomorkowo
(ER, diktiosomy), jak i zewnatrzkomadrkowo (aparat fibrylarny);

e poziom ekspresji genu CRT wzrasta istotnie po zaptodnieniu podczas aktywacji
genomu zygotycznego oraz pierwotnej komorki bielmowej.

5.4. Podsumowanie

Wyniki badan prowadzonych u H. orientalis, stanowigcych podstawg prezentowanego
osiggnigcia naukowego, pozwalaja na sformutowanie nastgpujacych wnioskéw koncowych:

e podczas wzrostu tagiewki pytkowej roznicujace komorki plemnikowe sa aktywne
transkrypcyjnie, a po osiggnieciu dojrzatosci podlegaja metabolicznemu wyciszeniu,
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ktoremu towarzyszy hamowanie syntezy RNA i eliminacja elementdw maszynerii
splicingowej;

e MGU obecna w rosnacej lagiewce, poza funkcja strukturalng, prawdopodobnie
uczestniczy w ,,genetycznej” interakcji miedzy jadrem wegetatywnym a komorka
generatywna,;

e rdznicujacy si¢ woreczek zalagzkowy charakteryzuje wysoka aktywnos¢ transkrypcyjna
jader, natomiast okres dojrzewania komorki jajowej i centralnej skorelowany jest z
hamowaniem syntezy RNA,

e wyciszone transkrypcyjnie dojrzate zenskie i meskie gamety charakteryzuje odmienna
organizacja chromatyny - w komdrkach plemnikowych za silng kondensacje moze
odpowiada¢ wzrost poziomu metylacji DNA i eliminacja znacznika euchromatyny
acH4, natomiast w komdrce jajowej i centralnej chromatyna pozostaje rozproszona;

e zapylenie nie indukuje istotnych zmian w metabolizmie komorki jajowej i centralnej
a faza progamiczna jest okresem utrzymania wyciszonej aktywnosci transkrypcyjne;j
zenskich gamet;

e zaplodnienie indukuje aktywacje genomu zygoty i pierwotnej komorki bielmowej,
w tym ojcowskiego rDNA; aktywacji genomu zygoty towarzyszy reorganizacja
chromatyny z rozproszonej na typowa dla komorek somatycznych
(typ siateczkowaty);

e ekspresja genu CRT skorelowana jest z poziomem aktywnosci transkrypcyjnej
komorek w okresie roznicowania zenskich gamet, zaptodnienia oraz podczas wczesnej
embriogenezy.

5.5 Plany naukowe

W przyszlosci planuj¢ kontynuowa¢ badania zmierzajace do poznania mechanizméw
regulacji ekspresji genéw w komorkach linii plciowej oraz podczas wczesnych etapow
embriogenezy u ro$lin okrytozalazkowych. Obecnie prowadz¢ badania dotyczace wzorca
dystrybucji markeréow epigenetycznych w komorkach zenskiego gametofitu H. orientalis.
Wcigz doskonale swoj warsztat badawczy 1 staram si¢ rozszerzy¢ moje eksperymenty
o metody biologii molekularnej. Kontynuuje badania podjete w grancie NCN pt. ,,Analiza
ekspresji 1 dystrybucji mikro RNA w komorkach meskiego 1 zenskiego gametofitu przed i po
zaptodnieniu u roslin okrytozalagzkowych”. Opracowatam metod¢ izolacji pojedynczych
komorek zenskiego gametofitu Arabidopsis technika mikrodysekcji laserowej. Podjetam sie¢
zadania identyfikacji czasteczek miRNA w zenskich gametach. Pomimo trudnos$ci
technicznych obecnie moje badania koncentruja si¢ na przygotowaniu bibliotek miRNA, ktore
beda sekwencjonowane w oparciu o0 RNA pozyskane z wycigtych komorek. Probuje takze
dopracowa¢ technik¢ qPCR na materiale pochodzacym 2z mikrodysekcji. Dane
bioinformatyczne wraz z wynikami badan uzyskanymi z wykorzystaniem technik biologii
komorkowej z pewnoscig przybliza mnie do zrozumienia procesow zwigzanych z czasowym
wlaczeniem 1 hamowaniem transkrypcji na tle zmieniajacej si¢ organizacji chromatyny
zenskich gamet. Chciatabym réwniez wyjecha¢ na dluzszy zagraniczny staz naukowy do
jednego z wiodacych osrodkéw uniwersyteckich w Europie w zakresie badan dotyczacych
generatywnego  rozmnazania  roslin  okrytonasiennych, np. do laboratorium
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prof. T. Dresselhaus (University of Regensburg), czy laboratorium prof. U. Grossniklaus
(University of Zurich).
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6. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Pozostaty dorobek publikacyjny nie wchodzacy w sklad osiggniecia naukowego stanowi
(Zatgcznik nr 7):

e 9 oryginalnych prac eksperymentalnych, w tym 8 opublikowanych w czasopismach
znajdujacych si¢ w bazie JCR o lacznej wartosci 1F=26,271 (zgodnie z rokiem
opublikowania) oraz 1 bez wspotczynnika wptywu IF; sumaryczna liczba punktow
wg listy MNiSW (zgodnie z rokiem opublikowania) wynosi 263;

e 47 doniesien konferencyjnych prezentowanych na mi¢dzynarodowych i krajowych
konferencjach naukowych.

Rozwdj naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych
Udziat CRT w interakcji pytek—stupek u Petunia hybrida

Prac¢ magisterska pt. ,Immunocytochemiczna lokalizacja kalretikuliny w niezapylonym
i zapylonym stupku Petunia hybrida Hort.” wykonatam pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety
Bednarskiej-Kozakiewicz w Pracowni Biologii Rozwoju (Instytut Biologii Ogo6lnej
i Molekularnej, Wydziat BiNoZ UMK w Toruniu). Badania, ktore prowadzitam w trakcie
realizacji pracy magisterskiej stanowity cze$é projektu dotyczacego udziatu jonow Ca?* oraz
biatek wigzacych Ca?* (kalmoduliny i CRT) w interakcjach pylek-stupek u roélin
okrytozalgzkowych. Moim zadaniem byto wykonanie immunofluorescencyjnej lokalizacji
CRT w stupku Petunia przed i po zapyleniu. Wyniki badan ujawnily obecno$¢ tego biatka
w komorkach szlaku transmisyjnego szyjki stupka, ktore lokalizowatam gldwnie na terenie
cytoplazmy komorek. Natomiast znaczaco wyzszy poziom CRT odnotowatam w rosnacych
w stupku tagiewkach pytkowych, glownie w ich szczytowej cytoplazmie. Otrzymane wyniki
zostaly opublikowane:

e Lenartowska M, Karas* K, Marshall J, Napier R, Bednarska E (2002)
Immunocytochemical evidence of calreticulin-like protein in pollen tubes and styles
of Petunia hybrida Hort. Protoplasma 219(1-2): 23-30. IF: 1,473; 21 pkt. MNiSW

*moje panienskie nazwisko
Diagnostyka i molekularne mechanizmy rozwoju i progresji nowotworow skory cztowieka

Po ukonczeniu studiow w 1999 roku zostalam zatrudniona na stanowisku mtodszego
asystenta w Poradni Onkologicznej WojewoOdzkiego Szpitala Zespolonego w Toruniu.
Jako cztonek Interdyscyplinarnego Zespotu Optycznych Metod Wczesnego Wykrywania
Nowotworow UMK w Toruniu, kierowanym przez prof. dr hab. Barbare W. Chwirot, przez
dwa lata wykonywatam badania pacjentow w celu diagnostyki znamion z wykorzystaniem
nieinwazyjnej fluorescencyjnej metody wczesnego wykrywania czerniaka skory. W tym
okresie, pomimo Ze nie pracowalam na stanowisku naukowym, wlagczona zostatam w projekty
badawcze Zespolu oraz kierowanego przez Panig Profesor Chwirot Zaktadu Biologii
Medycznej (Instytutu Biologii Ogolnej i Molekularnej, Wydziatu BiNoZ UMK w Toruniu).
W 2001 roku rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale BiNoZ UMK w Toruniu,
co pozwolito mi w pehni realizowa¢ moje pasje badawcze. Prowadzone przeze mnie badania
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nadal dotyczyly biologii czerniaka i skupiaty si¢ na probie wyjasnienia zwigzku zaburzen
ekspresji genu Apaf-1 z rozwojem czerniaka i nabywaniem zdolnosci jego komorek
do przerzutowania. Bialko Apaf-1 jest elementem apoptosomu w tzw. mitochondrialnym
szlaku indukcji apoptozy, w ktorym nastepuje aktywacja pierwszej, inicjujacej kaskade
kaspaz prokaspazy-9. Detekcje genu i jego transkryptu prowadzitam technika FISH
z zastosowaniem wygenerowanych przeze mnie sond molekularnych (sensowna
i antysensowna) na postawie sekwencji Apaf-1 cDNA. Bialko lokalizowatam technika
immunohistochemiczng z zastosowaniem tyraminy w celu wzmocnienia (amplifikacji)
sygnatu reakcji (TSA). Analizie poddatam komorki skory, znamion barwnikowych
uwazanych za potencjalne zmiany prekursorowe, czerniakdw pierwotnych w réoznym stadium
zaawansowania oraz przerzutow czerniaka do weztow chlonnych. Badania te pozwolity
stwierdzié, ze:

¢ kluczowym momentem w nabywaniu przez komorki czerniaka zdolno$ci do inwazji
i tworzenia przerzutow moze by¢ zahamowanie ekspresji genu Apaf-1, na co
wskazuja:

— wyrazna, ujemna korelacja w przypadku progresji czerniaka ocenianej wg skali Clarka
oraz istotne obnizenie poziomu mRNA 1 biatka Apaf-1 dla czerniakow Il i 111 stopniu,
co zwiazane moze by¢ z przejSciem nowotworu z poziomej do pionowej fazy wzrostu,

— czestsze zahamowanie ekspresji genu Apaf-1 w czerniakach guzowatych
w poroéwnaniu do czerniakOw szerzacych si¢ powierzchownie,

— zahamowana ekspresja genu Apaf-1 we wszystkich badanych przerzutach czerniaka do
weztow chtonnych;

e zahamowany lub obnizony poziom ekspresji genu Apaf-1 w tagodnych znamionach
barwnikowych dowodzi, ze ich komorki mogty juz przejs¢ pierwsze etapy ztosliwej
transformacji 1 pozwala uznac je za znamiona prekursorowe dla rozwoju czerniaka,

e ocena poziomu ekspresji genu Apaf-1 moze sta¢ si¢ w przysztosci potencjalnym
markerem prognostycznym i/lub predykcyjnym w okreSleniu progresji, rokowan
i doboru terapii dla pacjentdbw, a opracowanie metody przywrdcenia ekspresji
badanego genu mogloby doprowadzi¢ do podjgcia proby opracowania nowej metody
leczenia czerniaka.

Rozprawe doktorskg pt. ,Badania nad ekspresja genu efektora apoptozy Apaf-1
w znamionach barwnikowych, czerniaku pierwotnym i jego przerzutach u czlowieka”
obronitam z wyréznieniem w 2007 roku. Promotorem w przewodzie doktorskim byta
prof. dr hab. Barbara W. Chwirot, a recenzentami prof. dr hab. Lech Chyczewski
(Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku) oraz prof. dr hab. Jan Filipski (Zaktad Genetyki,
UMK w Toruniu). Wyniki zawarte w pracy doktorskiej prezentowatam na konferencjach
miedzynarodowych i krajowych w formie komunikatu ustnego i doniesien plakatowych
(Zatgcznik nr 7) oraz opublikowatam:

e Niedojadlo K, Labadzka K, Lada E, Milewska A, Chwirot BW (2006) Apaf-1
expression in human cutaneous melanoma progression and in pigmented nevi.
Pigment Cell Res 19(1): 43-50. IF: 3,180; 20 pkt. MNiSW
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Rozwdj naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych

Organizacja chromatyny i regulacja ekspresji genow w komorkach linii plciowej
oraz podczas wczesnych etapow embriogenezy u roslin kwiatowych

Od pazdziernika 2007 roku zatrudniona zostalam na stanowisku asystenta (od 2009 roku
adiunkta) w Zaktadzie Biologii Komoérki, Wydziatu BiNoZ UMK w Toruniu, kierowanym
przez prof. dr hab. Elzbiete Bednarskg-Kozakiewicz. Moja kariera naukowa ,,zatoczyta koto”
i powrdcitam do badan na roslinnym materiale embriologicznym. Moje zainteresowania
badawcze skoncentrowaly si¢ na poznaniu procesdw wlaczonych w organizacje
chromatyny i regulacje ekspresji gendbw w komorkach linii plciowej oraz podczas
wczesnych  etapéw embriogenezy u dwdéch modelowych gatunkéw  roslin
okrytozalazkowych Arabidopsis thaliana i Hyacinthus orientalis. W 2008 roku zostatam
gtéwnym wykonawcg w grancie MNiSW N N303 290434 pt. ,Dynamika transkrypcji
i dystrybucja elementéw systemu splicingowego podczas piciowego rozmnazania ro$lin
kwiatowych” (2008-2011, kierownik prof. dr hab. Elzbieta Bednarska-Kozakiewicz).
Szczegolnie istotne miejsce w moich badaniach zajety zagadnienia zwigzane z mechanizmami
transkrypcyjnej i posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw, w tym z udziatem matych
niekodujacych RNA. W latach 2011-2016 kierowatam grantem NCN SONATA
2011/03/D/NZ3/00603 pt. ,,Analiza ekspresji i dystrybucji mikro RNA w komorkach
meskiego 1 zenskiego gametofitu przed i po zaptodnieniu u roslin okrytozalazkowych”.
W 2015 r. zostalam powolana na promotora pomocniczego W przewodzie doktorskim
mgr Marleny Koztowskiej realizujacej prace doktorska pt. ,,Epigenetyczne modyfikacje
chromatyny w komorkach meskiego gametofitu Hyacinthus orintalis L. w okresie
od dojrzatosci pytku do powstania komorek plemnikowych”, Ktdrej obrona odbyta sig
w 2017 roku. Uzyskane przez mnie wyniki badan w tym okresie mojej dziatalno$ci naukowej
zostaly opublikowane 1 weszly w sktad mojego osiggniecia naukowego (opisane w pkt. 4).
Ponadto, wyniki badan prezentowalam na licznych krajowych i miedzynarodowych
konferencjach naukowych w formie wyktadu plenarnego, komunikatow ustnych
oraz doniesien plakatowych (Zafgcznik nr 7). Dwukrotnie w tym okresie otrzymatam
wyroznienie za najlepsza prezentacj¢ posterowa.

Czasowo-przestrzenna dystrybucja biatek AGO1 i AGO4 w komorkach
meskiego gametofitu H. orientalis

W ramach projektu dotyczacego roli malych niekodujacych RNA w komorkach zenskiego
i megskiego gametofitu roslin okrytozalagzkowych prowadzone przeze mnie badania in situ
ujawnity, ze mechanizmy transkrypcyjnej (TGS) 1 posttranskrypcyjnej (PTGS) regulacji
ekspresji genow z udziatem biatlek AGO moga odgrywac istotng role w podczas wzrostu
tagiewki pytkowej oraz dojrzewania gamet u hiacynta. Do tej pory jedynie wyniki analiz
transkryptomow trojkomorkowych ziaren pytku Arabidopsis wskazywaty na obecno$¢ mRNA
AGOI1 i AGO4, nieznany wciaz pozostawatl wzorzec lokalizacji tych biatek. W swoich
badaniach immunocytochemicznych wykazatam dynamiczne zmiany poziomu i dystrybucji
biatek AGO1 1 AGO4 podczas dojrzewania pytku oraz powypyleniowego rozwoju meskiego
gametofitu. Wyniki badan dyskutowane na tle zmieniajgcej si¢ aktywnos$ci transkrypcyjnej
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komorek (Zienkiewicz i wsp. 2008b, 2011) a takze wzorca dystrybucji znacznikow hetero —
i euchromatyny (Kozlowska i wsp. 2016) pozwolily mi na wysuni¢cie nastepujacych
glownych wnioskow, ze:

e wzorzec dystrybucji biatka AGOl1 w jadrze komoérkowym skorelowany jest
z aktywnoscig transkrypcyjng badanych komorek,

e stopniowe pojawianie si¢ biatka AGO 1 w cytoplazmie tagiewki pytkowej wskazuje
na wiaczenie szlaku PTGS podczas jej szczytowego wzrostu;

e pojawienie si¢ AGO4 w cytoplazmie podczas kietkowania pytku, a nastepnie
stopniowej akumulacji biatka w jadrach komorek podczas wzrostu tagiewki pytkowe;j
moze odzwierciedla¢ czasowo-przestrzenng organizacj¢ procesu RdDM (ang. RNA-
directed DNA methylation, metylacji DNA zaleznej od RNA) podczas rozwoju
meskiego gametofitu hiacynta,

e lokalizacja bialek AGO1 1 AGO4 w poblizu MGU, moze wskazywa¢ na komunikacje
migdzykomdrkowa w obrebie tej wyspecjalizowanej jednostki strukturalno-
funkcjonalnej.

Otrzymane wyniki prezentowane byly na konferencji w formie komunikatu ustnego
(Zatgcznik nr 4) oraz zostaly opisane w manuskrypcie publikacji, ktora obecnie podlega
recenzji w czasopi$mie Protoplasma:

e Niedojadlo K, Kupiecka M, Kotowerzo-Lubnau A, Lenartowski R, Niedojadto J,
Bednarska-Kozakiewicz E (2019) Dynamic distribution of AGO1 and AGO4 in
Hyacinthus orientalis L. pollen grains and in vitro growing pollen tubes.

Rola apoplastu w procesie podwaojnego zaplodnienia u roslin okrytozalgikowych

Jony Ca?* odgrywaja wazng role w procesach plciowego rozmnazania roslin,
m.in. w ukierunkowanym wzros$cie tagiewki pytkowej, uwolnieniu komorek plemnikowych
w synergidzie oraz zaptodnieniu. Wczesniejsze wyniki badan zespotu prof. Elzbiety
Bednarskiej-Kozakiewicz wykazaly udzial nisko i wysoko estryfikowanych pektyn
(homogalakturonianow HG) w regulacji zewnatrzkomoérkowego stezenia jonéw Ca?* podczas
ukierunkowanego wzrostu tagiewki pytkowej w szlaku transmisyjnym stupka Petunia hybrida
i Haemanthus albiflos (Lenartowska i wsp. 2001, Planta 213(2):182-191; Lenartowska
i wsp. 2011, Protoplasma 248(4):695-705). Nieznany pozostal udziat tych pektyn
w koncowym etapie fazy progamicznej i podczas zaptodnienia, tj. w zalagzku. Dlatego tez
celem moich badan byto okreslenie dystrybucji trzech wariantow HG: o wysokim i niskim
stopniu estryfikacji oraz niskim stopniu estryfikacji sieciowanych jonami Ca?* w zalazkach
Hyacinthus przed i po zaptodnieniu. Przeprowadzone badania wykazatly ze:

e zapylenie indukuje zmiany w dystrybucji HG na drodze wzrostu tagiewki pytkowe;j
w zalgzku; w wyniku lizy HG-Ca** w kanale mikropylarnym dochodzi do uwolnienia
wolnych jonéw Ca**, co warunkuje utworzenie optymalnego $rodowiska wapniowego
dla ukierunkowanego wzrostu tagiewek pytkowych;
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e cstryfikowane HG aparatu fibrylarnego synergid ulegaja demetylacji lecz nie sg
sieciowane jonami Ca?", co prawdopodobnie sprzyja penetracji synergidy docelowe;
przez wrastajaca tagiewke pytkowa,

e podczas fazy progamicznej nastepuje deestryfikacja HG obecnych w chalazalnym
regionie $ciany komorki jajowej promujaca lize pektyn; moze to mie¢ zwigzek
z degradacjg Sciany komorkowej gamety zenskiej] w miejscu przysziej fuzji
z komorka plemnikowa;

e zaplodnienie indukuje rearanzacje pektynowego sktadu HG w kanale mikropylarnym
oraz w aparacie fibrylarnym synergid, co prawdopodobnie stanowi jeden
z potencjalnych elementow mechanizmu blokowania polispermii; obserwowany
wzrost poziomu HG-Ca?" w tych lokalizacjach oraz w aparacie fibrylarnym wskazuje
na udziat tej frakcji pektyn w obnizeniu lokalnego stezenia jonéw Ca**, efektem moze
by¢ hamowanie wrastania kolejnych tagiewek pytkowych do zalgzka i/lub synergid;

e po zaplodnieniu, wokoét zygoty syntetyzowana jest nowa, ciagta Sciana komorkowa
o charakterystycznej strukturze ,,sporoderm-like”, ktéra zawiera wszystkie badane
frakcje HG; $ciana ta prawdopodobnie chroni zygote i/lub bierze posredni udziat
w transporcie zwigzkéw odzywczych miedzy zygota 1 bielmem.

Wyniki badan prezentowane byly na konferencji krajowej (Zafgcznik nr 7) 1 zostaly
opublikowane:

e Niedojadlo K, Hyjek M, Bednarska-Kozakiewicz E (2015). Spatial and temporal
localization of homogalacturonans in Hyacinthus orientalis L. ovule cells before
and after fertilization. Plant Cell Rep 34(1): 97-109. IF: 3,088; 35 pkt. MNiSW

Regulacja ekspresji genow roslin w warunkach fizjologicznych i stresu abiotycznego

Wazng czes$cig mojej aktywnosci naukowej zwigzanej z badaniami regulacji ekspresji genow
w komorkach roslinnych jest udziat w projektach zespotow z innych uczelni oraz innych
jednostek macierzystego Wydziatu.

Wptyw stresu solnego na ekspresje miRNA u Arabidopsis thaliana

Uczestniczylam w badaniach zespotu prof. dr hab. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej
i prof. dr hab. Artura Jarmotowskiego z Zaktadu Ekspresji Gendw (Instytut Biologii
Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu), ktére
dotyczyly wptywu stresu solnego na ekspresjc MiIRNA u Arabidopsis thaliana. Analizy
transkryptomu ujawnity zmian¢ ekspresji zardbwno na poziomie transkrypcyjnym,
jak i posttranskrypcyjnym okoto 40% genéw MIR. Wykazano m.in., ze w odpowiedzi na stres
podwyzszonego stezenia NaCl obniza si¢ poziom pri-miRNAL61 i pri-miRNAL173, a wzrasta
poziom mMiRNA161 oraz miRNA173. Okazato si¢, ze w regulacji ekspresji obu genéw
MIR161 i MIR173 istotng role peini biatko AGOI1, ktore z jednej strony w cytoplazmie
stabilizuje dojrzate czgsteczki miRNA, a z drugiej - w wyniku oddziatywania kompleksu
AGO1/miRNA z nowo syntetyzowanym pri-miRNA. Prowadzi to do przedwczesnej
terminacji transkrypcji przez polimeraze RNA II, demontazu kompleksu transkrypcyjnego
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i uwolnienia krétkich i niepoliadenylowanych transkryptéw. Jest to nowa, nieznana dotad rola
biatka AGO1 w kotranskrypcyjnej regulacji ekspresji roslinnych genéw MIR. Moim zadaniem
badawczym w tym projekcie byta immunolokalizacja biatka AGO1 w komorkach
mezofilowych oraz w ich izolowanych jadrach roslin hodowanych w warunkach kontrolnych
I poddanych stresowi solnemu. Pomimo dostepnosci kilku linii Arabidopsis ze stabilng
transformacjg biatek fuzyjnych zawierajacych AGOI1, wystepowanie biatka byto
zroznicowane pomiedzy liniami. Dlatego tez zdecydowano si¢ na lokalizacjg AGO1
z zastosowaniem sprawdzonych, komercyjnie dostgpnych przeciwciat. Prowadzone przeze
mnie na poziomie mikroskopu konfokalnego analizy jednoznacznie wskazaly na jadrowa
i cytoplazmatyczng immunolokalizacje biatka AGO1l. Wyniki badan zespotu byly
prezentowane na konferencji migdzynarodowej w formie komunikatu ustnego (dr Jakub
Dolata) (Zalgcznik nr 7) i zostaty opublikowane:

e Dolata J, Bajczyk M, Bielewicz D, Niedojadlo K, Niedojadlo J, Pietrykowska H,
Walczak W, Szweykowska-Kulinska Z, Jarmolowski A (2016) Salt Stress Reveals
a New Role for ARGONAUTEL in miRNA Biogenesis at the Transcriptional
and Posttranscriptional Levels. Plant Physiol 172(1): 297-312.
IF: 6,456; 45 pkt. MNiSW

Akumulacja poli(A) RNA w komdrkach roslin poddanych stresowi niedotlenienia

Wraz z zespotem dr. hab. Janusza Niedojadto (Katedra Biologii komorkowej i Molekularnej,
Wydziat BiOS UMK w Toruniu) realizowatam projekt zmierzajacy do poznania roli
akumulacji poli(A) RNA w komorkach roslin poddanych stresowi niedotlenienia (hipoksji).
Przeprowadzone u Arabidopsis badania wykazaty, ze podczas stresu abiotycznego
w komorkach korzeni nastgpuje obnizenie poziomu transkrypcji prowadzonej przez
polimeraz¢ RNA II oraz akumulacja/retencja poli(A) RNA na terenie jadra komorkowego,
w tym w ciatach Cajala (CB, ang. Cajal body). Kumulacji ulega mRNA kodujace biatka
niezwigzane z odpowiedzig na stres hipoksji. Procesowi temu towarzyszy obnizenie poziomu
poli(A) RNA w cytoplazmie i pojawienie si¢ granul stresowych, ktore nie sg miejscem
translacji. Dodatkowo analiza mutantdw Arabidopsis nch-1 (mutanty genu kodujacego biatko
markerowe CB koiliny) w poréwnaniu z ro$linami typu dzikiego (WT) ujawnila, Ze brak CB
w jadrze komorkowym obniza tolerancj¢ roslin na stres hipoksji. Stwierdzilismy ze CB s3
nie tylko zwigzane z magazynowaniem, ale takze ze stabilizacjg i/lub ochrong mMRNA przed
degradacja. Po ustgpieniu czynnika stresujacego, nagromadzony w jadrze komoérkowym
mRNA przemieszcza si¢ do cytoplazmy, gdzie moze podlegaé procesowi translacji.
Zaproponowany przez nas mechanizm retencji poli(A) RNA w jadrze komorkowym jest
zatem elementem strategii obronnej roslin, ktdra podejmowana jest w celu przetrwania
niekorzystnych/stresowych warunkéw srodowiska. Moja rola w tym projekcie koncentrowata
si¢ na lokalizacji U2 snRNA technikg FISH. Jedna z hipotez zakladata, ze szybsza $mierc¢
mutantow ncb-1 w poréwnaniu do ro§lin WT podczas hipoksji moze byé wywotana
obnizonym poziomem splicingowych snRNP, czego konsekwencja jest hamowanie procesu
dojrzewania mMRNA. Wykazatam, ze w przypadku korzeni roslin hodowanych w warunkach
kontrolnych poziomy U2 snRNA sg porownywalne. Jedyne istotne rdznice obserwowatam
po pierwszej godzinie niedotlenienia w roslinach WT, w ktorych poziom U2 snRNA byt
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wyzszy. Obnizenie poziomu U2 snRNA nastepowato jednak w kolejnych godzinach stresu.
Ostatecznie podobne poziomy U2 snRNA u WT i mutanta nch-1 pozwolity na sformutowanie
whniosku, ze 1lo§¢ snRNP nie obniza tolerancji roslin na stres hipoksji.

Badania te sg kontynuowane w ramach projektu pt. ,Funkcje cial Cajala
w posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw w komorkach roslin w warunkach
fizjologicznych i stresu abiotycznego” (grant NCN OPUS 11 2016/21/B/NZ3/00367,
2016-2019, kierownik dr hab. Janusz Niedojadto), ktorego jestem jednym z wykonawcow.
Dotychczasowe wyniki zostaty opublikowane w pracy:

e Niedojadto J, Delenko K, Niedojadto K. (2016) Regulation of poly(A) RNA
retention in the nucleus as a survival strategy of plants during hypoxia.
RNA Biol 13(5): 531-543. IF: 3,900; 35 pkt. MNiSW

Udziat auksyny oraz ekspresji genow ARF6, ARFS8 i MIR167 w procesach zwigzanych
z odcinaniem kwiatow

W ramach wspdlpracy podjetej z mgr Mileng Kulasek (Katedra Fizjologii Roslin
i Biotechnologii, Wydziat BiOS UMK w Toruniu) jestem wykonawca w grancie NCN
PRELUDIUM 13 nr 2017/25/N/NZ3/00524 pt. ,.Znaczenie tkankowej lokalizacji auksyny
oraz regulowanej przez miRNA167 akumulacji transkryptow gendw ARF6 i ARF8
w pylnikach i stupkach rozwijajacych si¢ kwiatow tubinu zottego (Lupinus luteus) w procesie
odcinania tego organu” (2018-2020). Mo¢j udziat w realizacji tego projektu polega
na przygotowaniu materiatu (pylniki i stupki L. luteus) do technik mikroskopowych
oraz wykonaniu serii analiz FISH w odniesieniu do transkryptow badanych genéw. Dzigki
tym badaniom mozliwe bedzie poréwnanie wzorca czasowo-przestrzennej dystrybucji
transkryptdw genéw miRNA167 oraz ARF6 i ARF8 w pylnikach i stupkach kwiatow
odpadajacych 1 nieodpadajacych tubinu zottego. Badania te oprécz charakteru poznawczego
majg znaczenie aplikacyjne, bowiem zaktadamy, ze przyblizg nas do opracowania metody
ograniczenia ilosci odrzucanych kwiatow tubinu, co zwigkszy ich plonowanie.

Interakcje mikroorganizméw i roslin

Znajomos¢ technik bioobrazowania (mikroskopii §wietlnej 1 elektronowej) wykorzystalam w
projektach realizowanych we wspotpracy z prof. dr hab. Katarzyng Hrynkiewicz (Zaktad
Mikrobiologii, Wydziat BiOS UMK w Toruniu), ktére koncentrujg si¢ na wzajemnych
relacjach zachodzacych miedzy roslinami a mikroorganizmami, takimi jak grzyby
mykoryzowe oraz ryzosferowe i endofityczne bakterie i grzyby, ktore podwyzszaja tolerancje
ro$lin na biotyczny i abiotyczny stres srodowiskowy.

Mikrobiologiczne wspomaganie fitoremediacji metali cigzkich

W celu zbadania wptywu grzybéw mykoryzowych oraz bakterii na fitoekstrakcje metali
ciezkich, wierzbe wiciowa (Salix viminalis) inokulowano grzybem Hebeloma mesophaeum
i bakteriami Bacillus cereus. Stwierdzono, ze ta podwoéjna inokulacja stymuluje wzrost
1 rozw0] gospodarza roslinnego w glebach zanieczyszczonych metalami cigzkimi. Ponadto,
wytworzona na korzeniach roslin symbioza mykoryzowa i towarzyszace im bakterie B. cereus
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promuja proces fitoekstrakcji Cd?* i Zn?*, co przektada si¢ na ich potencjalna mozliwosé
wykorzystania w procesach remediacji zdegradowanych gleb. Mo6j udziat w tym projekcie
obejmowat badania ultrastrukturalne korzeni wierzb (roslin kontrolnych oraz inokulowanych
grzybami i bakteriami), analiz¢ i dokumentacj¢ wynikow w postaci elektronograméw
oraz ich interpretacje. Wyniki prezentowane byly podczas konferencji krajowej
(Zatgcznik nr 7) i zostaty opublikowane:

e Hrynkiewicz K, Dgbrowska G, Baum C, Niedojadlo K, Leinweber P (2011)
Interactive and single effects of ectomycorrhiza formation and Bacillus cereus on
metallothionein MT1 expression and phytoextraction of Cd and Zn by willows. Water
Air and Soil Pollut 223(3): 957-968. IF: 1,748; 30 pkt. MNiSW

Kolejnym realizowanym zadaniem bylo zbadanie wplywu wyselekcjonowanych
szczepow bakterii na wydajno$é¢ procesu fitoekstrakcji Cd?* z gleby. Analizowalismy wptyw
szczepienia bakteriami wyizolowanymi z ryzosfery, korzeni ektomykoryzowych i owocnikdw
(np. Firmicutes, Proteobacteria i Bacteroidetes) na przyrost biomasy oraz bioakumulacje
jonéw Cd?* w tkankach S. viminalis. Wykazalismy, ze 3 z 15 analizowanych szczepow
(Massilia sp. [111-116-18, Pseudomonas sp. 1V-111-14, and Bacillus sp. ML1-2)
charakteryzowatly si¢ wysokim stopniem wewnatrzkomoérkowej akumulacji Cd?* oraz
obnizaly stezenie toksycznych jonéw w czesciach nadziemnych roslin. Wyselekcjonowane
szczepy moga wigc sta¢ si¢ potencjalnymi kandydatami wykorzystanymi w celu poprawy
wydajnosci procesu fitoremediacji podczas rekultywacji skazonych gleb. Moja rolg w tym
projekcie bylo przygotowanie prob szczepow bakterii Massilia sp. 111-116-18, Pseudomonas
sp. 1V-111-14, Bacillus sp. ML1-2, P. fulva i S. entomophila 1-111-21 hodowanych
w warunkach kontrolnych i na pozywce z dodatkiem 2 mM Cd?" do badan w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym oraz mikroanaliza skladu chemicznego probek technika
rentgenowskiej spektroskopii energodyspersyjnej EDS (EDS- Energy Dispersive X-ray
Spectrometry). Badania prowadzone byly w ramach Europejskiego Programu Wspotpracy
Naukowo-Technicznej (European Cooperation in Science and Technology) FA COST
(FA 1103) ,Endophytes in Biotechnology and Agriculture”, kierowanej w Polsce
przez prof. Hrynkiewicz. Wyniki prezentowane byly na konferencji krajowej i trzech
konferencjach migdzynarodowych (Zalgcznik nr 7) i opublikowane:

e Hrynkiewicz K, Ztoch M, Kowalkowski T, Baum Ch, Niedojadlo K, Buszewski B
(2015). Strain-specific bioaccumulation and intracellular distribution of Cd?*
in bacteria isolated from the rhizosphere, ectomycorrihizae, and fruitbodies
of ectomycorrhizal fungi. Environ Sci Pollut Res, 22(4): 3055-3067.
IF: 2,760; 30 pkt. MNiSW

Wphyw kolonizacji grzybami (symbiotycznym, saprofitycznym i patogennym na wzrost
| rozwdj roslin infekowanych wirusem PVY (PVY+)

Celem badan byto okreslenie wptywu kolonizacji grzybami: symbiotycznym Glomus
intraradices, saprofitycznymi Trichoderma viride i T. harzianum oraz patogennym
Colletotrichum coccodes na wzrost i rozwo6j roslin Solanum tuberosum L. infekowanych
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wirusem PVY (PVY+) i kontrolnych (PVY-). ZalozyliSmy, ze infekcja grzybowa moze
doprowadzi¢ do uruchomienia w roslinie mechanizméw odpowiedzi i obrony w wyniku stresu
biotycznego, a tym samym zakltocenia szlakow metabolicznych i obnizenia negatywnego
wptywu infekcji wirusowej na rosling. Ostatecznie badania wykazaty, ze G. intraradices
stymuluje, a pozostale gatunki grzyboéw nie maja wptywu na wzrost i rozwoj zainfekowanych
wirusem PVY ro$lin. Z kolei w roslinach nie zarazonych inokulacje grzybami hamujg ich
wzrost, z wyjatkiem obojetnego dla ziemniaka grzyba mykoryzowego G. intraradices.
Mo¢j udziat w projekcie dotyczyt identyfikacji jednoczesnej infekcji grzybowej i wirusowej
u ziemniaka Solanum tuberosum L. na poziomie mikroskopu elektronowego.

Wyniki badan prezentowane byly na migdzynarodowej konferencji (Zalgcznik nr 7) i zostaly
opublikowane:

e Thiem D, Szmidt-Jaworska A, Baum Chl, Muders K, Niedojadlo K, Hrynkiewicz K
(2014) Interactive physiological response of potato (Solanum tuberosum L.) plants to
fungal colonization and Potato virus Y (PVY) infection. Acta Mycol, 49; 291-303;

7 pkt. MNiSW

Wiyniki tych badan o charakterze aplikacyjnym sg zachgcajace, dlatego moja wspotpraca
w tym projekcie bedzie nadal kontynuowana.

Interakcja halotolerancyjnych mikroorganizmow endofitycznych z rosling-gospodarzem

W ramach dhlugoletniej wspolpracy zostatam réwniez wykonawca w grancie NCN OPUS 4
nr 2012/07/B/NZ9/01801 pt. ,,Udziat organizméw endofitycznych w toleracji na stres roslin
rosngcych na glebach zasolonych i mozliwosci ich zastosowania w rolnictwie” (2013-2016,
kierownik prof. dr hab. Katarzyna Hrynkiewicz). Badania dotyczyly interakcji
halotolerancyjnych mikroorganizméw endofitycznych z rosling-gospodarzem. Zatozono,
ze specyficzne wlasciwos$ci metaboliczne bakterii moga promowac kolonizowanym ros§linom
wzrost 1 rozw0] w niekorzystnych warunkach §rodowiskowych, takich jak zasolenie gleb.
Celem jednego z zadan badawczych projektu bylo okreslenie udziatu wyselekcjonowanego
z korzeni halofitu Salicornia europaea (solirdd) endofitycznego szczepu bakterii
Pseudomonas stutzeri ISE12 w obnizeniu skutkow stresu solnego inokulowanych roslin
Brassica napus. Uzyskane wyniki wskazuja, ze inokulacja ro$lin halotolerancyjna bakteria
zwigkszata parametry wzrostu zarowno roslin uprawianych w warunkach kontrolnych jak
1 poddanych stresowi solnemu oraz obnizala stres abiotyczny poprzez aktywacje systemu
obrony antyoksydacyjnej ro$lin (obserwowano m.in. spadek proliny oraz nadtlenku wodoru
w organach roslin) i reorganizacje ich Scian komorkowych. Moim zadaniem w tym projekcie
byta immunofluorescencyjna lokalizacja pektyn o niskim i wysokim stopniu estryfikacji
w korzeniach, todydze i lisciach B. napus uprawianych w warunkach kontrolnych
i poddanych stresowi solnemu. Wykazatam, ze jedna z adaptacji do niekorzystnych
warunkéw zasolenia inokulowanych ro$lin sg zmiany w proporcji badanych pektyn, ktore
prowadza do pogrubienia $cian komodrkowych, mniejszej elastyczno$ci  oraz
przepuszczalnos$ci. Zaobserwowatam takze lignifikacje 1 suberynizacje S$cian komorek,
co stanowi jeden z mechanizméw zabezpieczenia przed utrata wody i toksycznym wptywem
jondw Na* i CI". Wyniki badan zostaty opublikowane:
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Zal. Nr 2 Autoreferat przedstawiajqcy opis dovobku i osiqgnie¢ naukowych

e Szymanska S, Dabrowska GB, Tyburski J, Niedojadlo K, Piernik A, Hrynkiewicz K
(2019) Boosting the Brassica napus L. response to salinity by the halotolerant strain
Pseudomonas stutzeri ISE12. Environ Exp Bot IF: 3,666; 40 pkt. MNiSW

Wykaz wszystkich publikacji z moim udzialem oraz pozostate dziatania sktadajace si¢
na mojg dziatalnos¢ naukowa przedstawitam w zatgczonym wykazie opublikowanych prac
wraz z wykazem osiggnie¢ naukowo-badawczych oraz dorobkiem dydaktycznym,
organizacyjnym i popularyzatorskim w Zalgczniku nr 4. Dane bibliometryczne Biblioteki
Glowne] UMK w Toruniu zawiera Zafgcznik nr 7.
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