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4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego:
»Wybrane aspekty rozwoju meskiego gametofitu roslin oraz badania
poréwnawcze Allium sativum, A. ampeloprasum 1 A. ampeloprasum var.
ampeloprasum”
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4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

(Wartosci IF wg JCR, podano IF 5 letni. Punktacje MNiSW podano zgodnie z ujednoliconym
wykazem czasopism naukowych w latach 2013-2016; *autor korespondencyjny)

1. *Tchorzewska D., Derylo K., Btaszczyk L., *Winiarczyk K. (2015) Tubulin
cytoskeleton during microsporogenesis in the male-sterile genotype of Allium sativum
and fertile Allium ampeloprasum L. Plant Reproduction, 28(3):171-182. DOI
10.1007/s00497-015-0268-0

IFs15e: 2,937; MNiSW: 30 pkt.

MOoj udziat szacuje na 75%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu
koncepcji badan, przygotowaniu materiatu badawczego do analiz
immunocytochemicznych, przeprowadzeniu analiz Zywotnosci i zdolnosci do kietkowania
pytku materiatu badawczego, interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu, redakcji
manuskryptu po recenzjach, jestem autorem korespondencyjnym tej publikacji.

2. *Tchorzewska D., Derylo K., Winiarczyk K. (2017) Cytological and biophysical
comparative analysis of cell structures at the microsporogenesis stage in sterile and fertile
Allium species. Planta, 245:137-150. DOI 10.1007/5s00425-016-2597-0

I[Fs1a: 3,696; MNiSW: 40 pkt.

MOoj udziat szacuje na 85%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu
koncepcji badan, przygotowaniu materiatu badawczego do analiz spektralnych w
mikroskopie konfokalnym, przeprowadzeniu analiz cytochemicznych, opracowaniu i
integracji danych, interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu, redakcji manuskryptu
po recenzjach, jestem autorem korespondencyjnym tej publikacji.

3. *Tchorzewska D., Luchowski R., Gruszecki W.I., Winiarczyk K. (2018) Comparative
studies of live tapetum cells in sterile garlic (Allium sativum) and fertile leek (Allium
ampeloprasum) using the Fluorescence Lifetime Imaging analytical method. South
African Journal of Botany, DOI 10.1016/j.sajb.2018.05.021.

[Fsia: 1,491; MNiISW: 25 pkt

Moj udziat szacuje na 75%. Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu
koncepcji badan, przygotowaniu materiatu badawczego do analiz Fluorescence Lifetime
Imaging, interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu, redakcji manuskryptu po
recenzjach, jestem takze autorem korespondencyjnym tej publikacji.

4. *Tchérzewska D. (2017) Chondriokinesis during microsporogenesis in plants. Planta,
246:1-18. DOI 10.1007/s00425-017-2706-8

IF 514 3,696; MNiSW: 40 pkt.

MGdj udziat wynosi 100%.

5. Najda A., Btaszczyk L., Winiarczyk K., Dyduch J. and *Tchérzewska D. (2016)
Comparative studies of nutritional and health-enhancing properties in the “garlic-like”
plant Allium ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) and A. sativum. Scientia
Horticulturae, 201: 247-255. DOI 10.1016/j.scienta.2016.01.044
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IFsp5: 1,883; MNiSW: 35 pkt.

Moj udzial szacuje na 65%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegatl na: opracowaniu
koncepcji  badan, przeprowadzeniu analizy morfologii materiatu  badawczego,
interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu, redakcji manuskryptu po recenzjach,
jestem autorem korespondencyjnym tej publikacji.

6. *Tchorzewska D., Bocianowski J., Najda A., Dabrowska A., Winiarczyk K. (2017)
Effect of environment fluctuations on biomass and allicin level in Allium sativum (cv.
Harnas, Arkus) and Allium ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L). Journal of
Applied Botany and Food Quality, 90:106-116. DOI 10.5073/JABFQ.2017.090.013
IFs15e: 1,064; MNiSW: 20 pkt.

MOoj udziat szacuje na 70%. Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu
koncepcji badan, fenologicznych i morfologicznych analizach materiatu badawczego,
interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu, redakcji manuskryptu po recenzjach,
jestem autorem korespondencyjnym tej publikacji.

4.3. Bibliometryczne podsumowanie osiaggni¢cia naukowego

Publikacje Liczba | Wskaznik IF | Punkty

5 lat MNiSW
Eksperymentalne 5 11,071 150
Przegladowe 1 3,696 40
Razem 6 14,767 190

4.4. Omowienie celu naukowego prac skladajacych si¢ na osiagniecie naukowe i
uzyskanych rezultatow wraz z omowieniem ich potencjalnego wykorzystania

4.4.1. Wprowadzenie

Prace badawcze realizowane w ramach osiagnigcia habilitacyjnego dotyczyly dwoch
komplementarnych nurtéw badawczych: pierwszy aspekt to analiza rozwoju mgskiego
gametofitu roslin w kontekscie okre§lenia mechanizméw lezacych u podstaw meskiej
sterylnosci u Allium sativum (czosnek). W badaniach zwrdcitam uwage na zmiany
strukturalne w komorkach dzielacych sie mejotycznie, jak cytoszkielet czy kalozowa $ciana
mejocytéw oraz tapetum u wybranych gatunkow z rodzaju Allium. Zebratam takze informacje
na temat kluczowego procesu w rozwoju meskiego gametofitu jakim jest chondriokineza w
mikrosporogenezie. Drugi nurt badawczy to analizy porownawcze wiasnosci prozdrowotnych
A. sativum oraz A. ampeloprasum var. ampeloprasum, ktéry w réznych regionach §wiata
uzywany jest zamiennie z czosnkiem 1 jest nazywany popularnie "Great-Headed-Garlic
(GHG)".

A. sativum jest uprawiany na masowa skale na wszystkich kontynentach od tysigcy lat.
Obecnie hodowany komercyjnie czosnek jest sterylny i rozmnazany wylacznie na drodze
wegetatywnej. Z jednej strony propagacja wegetatywna jest pozadang cechg dla produkcji
roslinnej na skale przemystowa, jednak z drugiej strony jest niekorzystnym zjawiskiem, gdyz
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rozmnazanie piciowe zapewnia zmienno$¢ genetyczng, co jest naturalnym mechanizmem
adaptacji gatunku do zmieniajacego si¢ srodowiska, ale co najwazniejsze z punktu widzenia
hodowli przemystowej, jest najprostszym sposobem otrzymania nowych odmian o
pozadanych cechach spetniajacych oczekiwania obecnego konsumenta.

Na wstepie nalezy podkresli¢, ze ptodne ekotypy A. sativum wystepuja tylko w
naturalnych siedliskach i rosng w specyficznych warunkach $rodowiskowych w goérach
Tienszan (na granicy miedzy Kazachstanem a Chinami). Generatywne rozmnazanie tych
roslin w odmiennych niz naturalne warunkach klimatycznych nie powiodio si¢, tj. po
introdukcji do warunkow klimatu umiarkowanego zdolno$¢ plciowego rozmnazania
stopniowo zanikata 1 ostatecznie nastgpowala catkowita jej utrata (Etoh 1 wsp. 1988). W
ramach wielu prac badawczych podjeto proby majace na celu przywrdcenie ptodnosci u
czosnku, np. poprzez hodowle tkankowe i selekcje ptodnych ekotypoéw. Jednakze wysitki te
nie daty pozadanych rezultatow, wprawdzie w niektorych probach uzyskiwano osobniki
wytwarzajace nasiona, ale kietkowanie tych nasion trwalo bardzo dlugo (nawet 12 miesigcy),
a otrzymane sadzonki wykazywaly deformacje morfologiczne i w koncowym rezultacie
tracity plodnos¢ (Jenderek 1998). Prowadzone byly réwniez badania majace na celu
przetamanie meskiej sterylnosci u czosnku, ale takze bez spodziewanych rezultatow
(Kamenetsky 1 Rabinovitch 2001, 2002; Bhagyalakshmi i wsp. 2005). Obecnie opisano szereg
nieprawidlowos$ci rozwojowych wystepujacych u czosnku, ktére moga leze¢ u podstaw
sterylnosci tej tak waznej ro$liny uzytkowej. Wskazano na zaburzenia w przebiegu
mikrosporogenezy, megasporogenezy i gametogenezy (Kononkov 1953; Shemesh Mayer i
wsp. 2013), zwrocono takze uwage na nieprawidtowosci w rozwoju tkanki odzywczej
tapetum (Novak 1972). Ponadto, sugerowano, ze moze pojawiac si¢ zjawisko niedozywienia
kwiatow, w wyniku konkurencji pomigdzy generatywnymi a wegetatywnymi elementami
kwiatostanu (Koul 1 Gohil 1970). Natomiast analizy genetyczne wskazaly na zaburzenia w
materiale genetycznym, objawiajace si¢ delecjami chromosoméw (Etoh 1986). Uwaza sig, ze
u obecnie uprawianych komercyjnie ekotypow czosnku sterylno$¢ zostata utrwalona na
poziomie genetycznym i powrdt do formy plodnej jest niemozliwy. Wystepujace obecnie w
réoznych regionach $wiata formy w obrebie gatunku A. sativum, ktére tworza populacje
(ekotypy) czosnku, powstaty prawdopodobnie w wyniku spontanicznych mutacji a nast¢pnie
selekcji 1 w mniejszym lub wigkszym stopniu, roéznig si¢ miedzy soba nie tylko
morfologicznie, ale takze zaburzeniami w rozwoju gametofitu meskiego i1 zenskiego. Dlatego
na bazie obserwacji anatomiczno-cytologicznych, wyrdzniono kilka typow sterylnosci u
czosnku. Typ 1 jest calkowicie sterylny (zaburzenia w linii zenskiej 1 meskiej); typ 2 jest
mesko-sterylny a zaburzenia wystepuja tylko w linii meskiej podczas mikrosporogenezy; typ
3 jest rowniez mesko-sterylny, formowane sa ziarna pytku, ktore jednak nie sa ptodne; typ 4
to zenska sterylno$¢ (Shemesh Mayer i wsp. 2013). Nalezy podkresli¢, ze chociaz opisano
wiele przejawow sterylnosci u czosnku, jak dotad brak jest jednoznacznych doniesien na
temat molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw tego zjawiska.

Czosnek jest najwazniejszym ekonomicznie gatunkiem zaliczanym do rodzaju Allium i
uprawiany jest na calym $wiecie ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ wielu bioaktywnych
komponentow, ktore wystepuja w podziemnej cebuli oraz mlodych lisciach 1 wykazujg
wielokierunkowe dziatanie farmakologiczne. Biologicznie aktywne substancje zawarte w
czosnku, ktore posiadajg wlasciwosci prozdrowotne, mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy.
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Pierwsza, 1 najbardziej znana, to zwigzki zawierajace siarke, np. allina i jej pochodna allicyna,
wykazujaca dziatanie przeciwbakteryjne. Druga grupa to bardzo liczne zwiazki organiczne
pozbawione siarki, zaliczane do polifenoli, jak: antocyjany, flawonole, garbniki, flawonoidy,
kwasy fenolowe, fitosterole, glikozydy, karotenoidy, saponiny, ktére wptywaja pozytywnie na
metabolizm cztowieka. Ponadto, czosnek jest nie tylko zrodlem ztozonych bioaktywnych
substancji o charakterze wtérnych metabolitow, ale takze, jest bogatym zrédlem egzogennych
aminokwasow, ktére sg niezbedne dla organizmu cztowieka i muszg by¢ dostarczone wraz z
pozywieniem. Zatem, dzieki wysokiej zawartosci licznych biokomponentéw czosnek posiada
cenne walory odzywcze 1 prozdrowotne. Ro$lina ta ma charakterystyczny zapach zwigzany z
zawarto$cig duzej ilosci lotnych olejkéw. Natomiast smak czosnek zawdzigecza gltéwnie
allicynie, ktora jest pochodng alliny. Allina w podstawowej formie jest substancja bezwonng i
bez smaku. Jednakze jest ona niestabilna chemiczne i w podwyzszonej temperaturze lub
poddana dziataniu tlenu do$¢ fatwo ulega spontanicznemu rozpadowi do licznych pochodnych
z grupy monosiarczkow, disiarczkow 1  trisiarczkow, ktore nadaja czosnkowi
charakterystyczny zapach. Najwazniejsze jednak, z punktu widzenia wlasciwosci
prozdrowotnych, jest przeksztatcenie alliny w allicyng na drodze biokonwersji. Proces ten
zachodzi na skutek uszkodzenia mechanicznego tkanki roslinnej, co prowadzi do uwolnienia
enzymu allinazy, ktora katalizuje przemiang¢ nieaktywnej biologicznie alliny do allicyny.
Allicyna jest jednym z najwazniejszych i najlepiej poznanych zwigzkow siarkowych u
czosnku, a jej poziom moze siega¢ nawet do 70% wszystkich zwigzkow zawierajacych siarke
wystepujacych u tego gatunku (Lawson 1998). Allicyna posiada ogromne znaczenie
farmakologiczne, glownie jako antybiotyk o dziataniu antybakteryjnym (Fozieh i wsp. 2014),
ale czosnek w medycynie tradycyjnej uzywany jest takze jako srodek przeciwzapalny (Singh i
Singh 2008), przeciwgrzybiczy (Akinmusire 1 wsp. 2014) i przeciwwirusowy (Gebreselema 1
Mebrahtu 2013). Zanotowano takze przeciw-proliferacyjne dzialania wyciggu z czosnku na
komorki nowotworowe, co otwiera nowe, mato poznane dotychczas mozliwosci zastosowania
tej rosliny (Fleischauer i wsp. 2000). Ponadto zaobserwowano, ze zwiazki czynne zawarte w
czosnku wptywaja aktywnie na metabolizm cztowieka, np.: rozrzedzaja wydzieling z oskrzeli,
obnizaja ci$nienie  tg¢tnicze, zmniejszaja  stezenie  cholesterolu LDL, dzialaja
przeciwzakrzepowo 1 fibrynolitycznie we krwi, oraz pobudzaja wydzielanie zolci i soku
zoladkowego w uktadzie pokarmowym (Buddoff i wsp. 2004). W zwiazku z powyzszym
mozna powiedzie¢, ze czosnek jest jedng z najbardziej interesujacych roslin o niezwyktych
wlasciwosciach prozdrowotnych.

Podsumowujac, mozna zatem stwierdzi¢, ze tak niezwykle wazna dla zdrowia cztowieka
ro$lina wymaga z jednej strony badan podstawowych, ukierunkowanych na lepsze poznanie
biologii gatunkow z rodzaju Allium, jak na przyktad kwesti¢ genezy sterylnosci czosnku. Z
drugiej strony wymaga takze badan w aspekcie aplikacyjnym, majacych na celu poznanie
parametrow biochemicznych czosnku zwigzanych z jego dzialaniem prozdrowotnym oraz
zidentyfikowanie nowych ekotypéw 1 gatunkow o podwyzszonych wlasciwosciach
prozdrowotnych.

4.4.2. Cel badan
Celem moich badan, ktorych wyniki przedstawiono w formie osiagnigcia naukowego,
bylo rozszerzenie wiedzy na temat rozwoju megskiego gametofitu roslin ze szczegdlnym
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uwzglednieniem problemu badawczego jakim jest meska sterylno$¢ u Allium sativum. W
ramach tematu sklasyfikowatam takze chondriokineze w mikrosporogenezie, ktora jest
kluczowym procesem w formowaniu zdolnych do zaplodnienia meskich gametofitow. Do
badan wykorzystatam gatunki nalezace do rodzaju Allium, ktére charakteryzuja si¢ réznym
stopniem zaawansowania rozwoju meskiego gametofitu. Realizowane zadania badawcze byty
prowadzone na poziomie organdéw 1 tkanek ro$linnych oraz poszczegdlnych struktur
komorkowych z  wykorzystaniem tradycyjnych technik (mikroskopii  $wietlne;j,
fluorescencyjnej, elektronowej transmisyjnej i elektronowej skaningowej). Zostaly takze
zaimplementowane innowacyjne technologie z zakresu analiz biofizycznych, jak
Autofluorescence Spectral Imaging — ASI oraz Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy —
FLIM, rzadko stosowane w badaniach embriologiczno-cytologicznych komorek roslinnych.
Jako punkt odniesienia w realizowanych badaniach zostal wykorzystany A. ampeloprasum
(por), ktory jest gatunkiem ptodnym i blisko spokrewnionym filogenetycznie z czosnkiem. W
trakcie realizacji prac badawczych opisano 4. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L),
ktéry pochodzit z uprawy niekomercyjnej. Ze wzgledu na nieznane zrodto pochodzenia
okreslono jego pozycje filogenetyczng i nazwano GHG-L, z dopiskiem "L" (Lublin). W wielu
krajach GHG uzywany jest zamiennie, a nawet jest mylony, z czosnkiem, a w literaturze jest
opisywany czesto jako ,.garlic-like plant”. Stwierdzitam, Ze jest to gatunek filogenetycznie
blisko spokrewniony zar6wno z czosnkiem, jak i porem. Co ciekawe, przeprowadzone przeze
mnie analizy anatomiczno-cytologiczne GHG-L wykazaty, ze odznacza si¢ on gleboka meska
sterylnos$cia, przez co stanowil doskonaly material badawczy, nigdy dotad nieanalizowany
pod katem anatomiczno-cytologicznym i biofizycznym. Nalezy podkresli¢, ze w ramach prac
stanowigcych osiggniecie naukowe, nie tylko skoncentrowatam si¢ na tematach z zakresu
badan podstawowych, ale swojg uwage skupitam takze na aspekcie aplikacyjnym analizujac
wlasnos$ci prozdrowotne 4. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) 1 czosnku.

4.4.3. Cele szczegolowe badan
Do zakresu poszczegélnych zadan badawczych wchodzacych bezposrednio w sktad
osiggnig¢cia naukowego zaliczam:

1. Badania rozwoju meskiego gametofitu u sterylnych gatunkow z rodzaju Allium (Allium
sativum 113, A. sativum cv. Harna$, A. sativum cv. Arkus, 4. ampeloprasum var.
ampeloprasum GHG-L) oraz gatunku ptodnego (4. ampeloprasum), w tym przeprowadzenie:
* morfologicznej, anatomicznej i cytochemicznej charakterystyki Allium sativum L13,
A. sativum cv. Harna$, 4. sativum cv. Arkus, A. ampeloprasum var. ampeloprasum
oraz A. ampeloprasum,
* analizy konfiguracji tubulinowego cytoszkieletu w komorkach mejotycznych
podczas mikrosporogenezy z wykorzystaniem techniki immunocytochemicznej oraz
mikroskopii fluorescencyjne;j,
* analizy strukturalnej $ciany kalozowej komorek dzielacych si¢ mejotycznie oraz
tkanki odzywczej (tapetum) podczas mikrosporogenezy z wykorzystaniem metody
biofizycznej, takiej jak spektralna analiza autofluorescencji z uzyciem mikroskopu
konfokalnego firmy Zeiss LSM780 (Autofluorescence Spectral Imaging — ASI).
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* analizy stanu metabolicznego tkanki odzywczej — tapetum z wykorzystaniem czasow
zycia fluorescencji (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy — FLIM) jako metody
analityczne;.

2. Opracowanie aktualnej klasyfikacji chondriokinezy u roslin oraz opisanie jej roli w
procesie formowania meskiego gametofitu u roslin.

3. Badania wtasciwosci prozdrowotnych 1 odzywczych A. ampeloprasum var. ampeloprasum
(GHG-L) w poréwnaniu z powszechnie uprawianym A. sativum:
* okreslenie pozycji filogenetycznej GHG-L wérdd innych gatunkéw nalezacych do
rodzaju Allium,
* analiza porownawcza cech fenologicznych i morfologicznych A. sativum 1 GHG-L,

* jakosciowe 1 ilosciowe badania biochemiczne aminokwasow endogennych,
aminokwasow egzogennych, polifenoli, kwasow fenolowych w liSciach i cebuli oraz
poziomu allicyny w cebuli 4. sativum i GHG-L,

* analizy poré6wnawcze plonowania i poziomu allicyny u A. sativum 1 GHG-L z
uwzglednieniem wptywu $rednich temperatur oraz sumy opadéw w kolejnych
sezonach wegetacyjnych.

4.4.4. Wyniki

Analiza tubulinowego cytoszkieletu w mikrosporogenezie u sterylnego czosnku (Allium
sativum) i plodnego pora (A. ampeloprasum)

Wyniki te przedstawiono w publikacji: *Tchorzewska D., Deryto K., Blaszczyk L.,
*Winiarczyk K. (2015) Tubulin cytoskeleton during microsporogenesis in the male-sterile
genotype of Allium sativum and fertile Allium ampeloprasum L. Plant Reproduction,
28(3):171-182. DOI 10.1007/5s00497-015-0268-0. *autorzy korespondencyjni

Najczesciej opisywanym typem sterylnosci u réznych ekotypdéw czosnku jest meska
sterylno$¢ polegajaca na zaburzeniach w procesie mikrosporogenezy (typ 2) lub
gametogenezy (typ 3). Zaburzenia w obrgbie tych procesow u licznych ekotypow wystepuja
na réznych etapach rozwoju meskiego gametofitu, dlatego bardzo trudno jest okresli¢
zalezno$ci przyczynowo skutkowe w sterylnosci u czosnku. Wyjasnienie mechanizmu tego
zjawiska to zadanie, ktore podejmowane bylo od lat przez wiele grup badawczych, a sukces w
tym zakresie w znacznym stopniu zblizylby nas do przelamania meskiej sterylnosci u tego
gatunku. Jak dotad, w badaniach zaburzen rozwoju meskiego gametofitu u czosnku nigdy nie
zwrdcono uwagi na tubulinowy szkielet cytoplazmatyczny w komorkach dzielagcych sig
mejotycznie podczas mikrosporogenezy. Tubulinowy cytoszkielet w procesie mejozy jest
niezwykle labilng strukturg i wszelkie zaburzenia w dynamicznie zmieniajacych si¢
konfiguracjach mikrotubul (MTs) skutkujg zaburzeniami catego procesu mikrosporogenezy, a
co za tym idzie brakiem mozliwos$ci utworzenia funkcjonalnego meskiego gametofitu (Brown
1 Lemmon 2001).
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Celem moich badan byta analiza tubulinowego cytoszkieletu na poszczegdlnych etapach
mikrosporogenezy u mesko-sterylnego A. sativum, co stanowi probe wgladu w przyczyny
meskiej sterylnosci u tego gatunku. Materiatem kontrolnym byt ptodny 4. ampeloprasum
(por), ktéry produkuje liczne nasiona. W celu precyzyjnej charakterystyki materiatu
badawczego podjetam wspolprace z panig dr Lidig Blaszczak z Zaktadu Genetyki Patogendéw
i Odpornosci Roslin PAN w Poznaniu, aby wykona¢ analizy genetyczne badanych gatunkow.
W toku tych analiz z lisci 4. sativum oraz A. ampeloprasum, wyizolowano DNA i wykonano
badania genetyczne w celu identyfikacji roslin na bazie charakterystycznych sekwencji
kodujacych rybosomalny RNA. Uzyskane sekwencje porownano z dostepnymi sekwencjami,
zdeponowanymi w bazie danych GenBank, co pozwolito na jednoznaczne okreslnie bliskiego
filogenetycznego pokrewienstwa miedzy czosnkiem i porem. W celu przeanalizowania
tubulinowego cytoszkieletu na pierwszym etapie badan opracowatam parametry techniczne
metody immunocytochemicznego barwienia tubuliny, wykorzystujac do tego celu tkanke
somatyczng pochodzaca z merystemu wierzchotkowego korzenia badanego czosnku. Po
opracowaniu metody analitycznej i uzyskaniu pozytywnego wyniku (czyli prawidlowego i
pelnego obrazu wrzeciona kariokinetycznego w dzielacej si¢ mitotycznie komorce),
przystgpitam do immunocytochemicznego barwienia mikrotubul w dzielagcych sie¢
mejotycznie komoérkach macierzystych pytku (PMC) w kolejnych etapach mikrosporogenezy:
od profazy I do tetrady mikrospor u A. sativum L13 1 od profazy I do etapu wolnych
mikrospor u A. ampeloprasum. Badania immunocytochemiczne mejocytow w telofazie II
rozszerzytam o analizy z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), w
celu pordéwnania cytologicznego obrazu zamierajacych tetrad czosnku z prawidtowo
rozwijajacymi si¢ tetradami pora. Analiza ta pozwolita jednoznacznie okresli¢, ze na etapie
tetrady mikrospor u czosnku wszystkie struktury komérkowe ulegaja stopniowej degeneracji
w  przeciwienstwie do prawidlowo wyksztalconych elementow  komorkowych
obserwowanych w tetradach pora. Ponadto, swoje badania rozszerzytam o analize Zywotno$ci
powstatych ziaren pylku pora, przeprowadzajac test Alexandra, ktory wykazal, ze u tego
gatunku wystepuje duzy procent zywotnego pytku, a tym samym potwierdzit wysoka
wydajno$¢ procesu mikrosporogenezy. W celu dalszej
weryfikacji zdolnosci do kietkowania pyltku pora,
przeprowadzitam kietkowanie in planta, a nastgpnie
wykonalam barwienie cytochemiczne stupka badanego
gatunku, w celu obrazowania pytku kietkujacego w
fagiewki na znamieniu stupka. Analiza ta pokazata
jednoznacznie, ze u pora znaczny procent pytku
wytwarza tagiewki pytkowe wrastajace w szyjke shupka,
a tym samym potwierdzitam wysoki potencjal tego

gatunku do zaptodnienia zenskiego gametofitu.
C Ryc. 1 a-b Mejocyty w stadium metafazy I, widoczne wrzeciono
karokinetyczne i metafazowe chromosomy u Allium sativum L13 (a) 1 A. ampeloprasum (b). c-d Tetrada

mikrospor z widocznym cytoszkieletem kortykalnym u Allium sativum L13 (¢) 1 A. ampeloprasum (d).
Mikrotubule barwione immunocytochemicznie, DNA barwione DAPI.
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Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze analizy filogenetyczne, oraz cytochemiczne (TEM i
LM jasnego pola i analiza z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej) wykonane u pora
wykazaly, ze jest on prawidlowo dobranym materialem badawczym, begdacym plodng
kontrolg dla sterylnego czosnku. Natomiast przeprowadzone analizy immunocytochemiczne
pozwolily stwierdzi¢, ze podczas mikrosporogenezy u mesko-sterylnego A. sativum 113
tubulinowy cytoszkielet w mejocytach formuje typowe dla kolejnych stadiow mejozy
konfiguracje, ktore takze obserwowatam u plodnej kontroli. Jednakze, nalezy podkresli¢, ze
pomimo prawidlowego uktadu MTs u czosnku, kolejne konfiguracje charakteryzowaty sie
ubozszym cytoszkieletem, w stosunku do konfiguracji u pora (np. podczas metafazy 11 Il u
czosnku wrzeciono kariokinetyczne zbudowane byto z nielicznych za to szerokich pasm MTs,
oraz brak bylo prawidtowego cytoszkieletu kortykalnego na etapie tetrady mikrospor, Ryc. 1).
Roéznice te nie wpltywaly na przebieg kariokinezy, chondriokinezy oraz cytokinezy i w
konsekwencji nastgpowato zakonczenie mikrosporogenezy. Jednakze nalezy podkresli¢, ze
tubulinowy cytoszkielet odpowiedzialny jest nie tylko za prawidlowy przebieg podzialu
komorki, ale takze odgrywa kluczowa role w transporcie wewnatrzkomérkowym. Na
przyktad kortykalne MTs kontrolujg kierunek wydtuzania si¢ komorki poprzez orientacje
odktadania substancji formujacych mikrofibryle w $cianie komoérkowej. Zatem zaburzenia w
formowaniu cytoszkieletu kortykalnego na etapie tetrady mikrospor, wplywajac na
uposledzenie transportu wewnatrzkomorkowego, moga by¢ przyczyng procesu degeneracji
mikrospor na samym poczatku gametogenezy u A. sativum L13.

Analizy spektralne autofluorescencji struktur komorkowych mejocytow oraz komorek
tapetum podczas mikrosporogenezy sterylnych gatunkéw z rodzaju Allium (Allium
sativum cv. Harna$, A. sativum cv. Arkus, A. ampeloprasum var. ampeloprasum) oraz
plodnej kontroli (A. ampeloprasum)

Wyniki te przedstawiono w publikacji: *Tchdrzewska D., Deryio K., Winiarczyk K.
(2017) Cytological and biophysical comparative analysis of cell structures at the
microsporogenesis stage in sterile and fertile Allium species. Planta, 245:137—150. DOI
10.1007/500425-016-2597-0. *autor korespondencyjny

W  celu zrozumienia mechanizméw zwigzanych z obserwowanymi u czosnku
zaburzeniami w rozwoju mgeskiego gametofitu, zwrdcitam swoja uwage na proces
mikrosporogenezy 1 gametogenezy u mesko-sterylnego A. sativum kultywar Harna$§ i
kultywar Arkus. Dodatkowo do badan wykorzystatam A. ampeloprasum var. ampeloprasum
(GHG-L), ktory jest rosling filogenetycznie blisko spokrewniong z czosnkiem. W
zainicjowanych badaniach punkt odniesienia, tj. ptodng kontrole stanowit 4. ampeloprasum
(por), ktory jest filogenetycznie spokrewniony zaréwno z czosnkiem, jak i GHG-L.

Na pierwszym etapie badan przeanalizowatam przebieg mikrosporogenezy u wszystkich
badanych gatunkéw, wykorzystujac do tego celu mikroskop $wietlny (LM) z kontrastem
Nomarskiego. Analizy te wykazaty, ze u GHG-L komoérki macierzyste pytku (PMC)
rozpoczynaly wprawdzie mejoze, ale juz na poczatku profazy I nastgpowaty degeneracyjne
zmiany elementow komorkowych 1 mejocyty zamieraty. U A. sativum kultywar Harna$
powstawaty tetrady mikrospor z obrazem cytologicznym nieodbiegajacym od ptodne;j
kontroli. Jednakze nie nastgpowal rozpad tetrady na wolne mikrospory, natomiast miata
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miejsce degeneracja komorek w obrebie kalozowej §ciany tetrady. Natomiast u czosnku cv.
Arkus, stwierdzilam, Ze zard6wno mikrosporogeneza jak 1 gametogeneza przebiegaja
prawidlowo, formowane sg dwujadrowe oraz dwukomorkowe ziarna pytku, jednakze obraz
cytologiczny takich ziaren pytku znaczaco odbiegat od ptodnej kontroli i na tym etapie ziarna
pytku cv. Arkus zamieraly. W celu wykazania wydajnosci procesu gametogenezy swoje
badania rozszerzytam o analize zywotno$ci powstatych ziaren pytku u A. sativum cv. Arkus
oraz u A. ampeloprasum, przeprowadzajac test Alexandra. Test ten wykazal, ze u czosnku
wszystkie powstate ziarna pylku sa niezywotne, natomiast u pora wystepuje 85-90%
zywotnego pylku, co jest potwierdzeniem obserwacji cytologicznych, ktore przeprowadzitam
w mikroskopie $wietlnym. Zatem na bazie przeprowadzonych obserwacji, mozna stwierdzi¢,
ze zgodnie z klasyfikacja zaproponowang przez Shemesh Mayer 1 wsp. (2013), A.
ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) reprezentuje kompletnie sterylny typ 1, gdyz
zaburzenia nast¢puja zaré6wno w linii meskiej (podczas mikrosporogenezy na poczatku
profazy I) oraz w linii zenskiej (linia zenska — dane niepublikowane). A. sativum cv. Harna$
mozna zaliczy¢ do mesko-sterylnego typu 2, poniewaz blokada rozwoju me¢skiego gametofitu
nastepuje pod koniec telofazy II (tetrada mikrospor). Natomiast A. sativum cv. Arkus
produkuje ziarna pytku, ktore jednak sg sterylne, w zwigzku z tym gatunek ten zaliczymy do
mesko-sterylnego typu 3 (Ryc. 2, szary stupek).

Opisane powyzej przejawy sterylnosci u czosnku, badane na poziomie komdrkowym i
prowadzone z wykorzystaniem tradycyjnych technik badawczych (LM, TEM, SEM),
umozliwialy obserwacje jedynie bardzo zaawansowanych cytologicznie zmian strukturalnych,
na koncowych etapach degeneracji mejocytow lub mikrospor. Zatem, rejestrowane
patologiczne zmiany morfologiczne byly koncowym efektem wcze$niejszych, nieznanych
przemian biochemicznych zachodzacych w obrebie degenerujacych komorek. W zwigzku z
tym, tradycyjnymi metodami nie mogltam okresli¢, na jakim etapie rozwojowym w
mikrosporze pojawiaja si¢ zmiany patologiczne. Wiedza ta pomoglaby wskaza¢ zalezno$ci
przyczynowo—skutkowe warunkujagce meska sterylno$¢ u czosnku. Zatem w ramach
realizowanych prac badawczych podjetam probg okreslenia zmian biochemicznych na
poszczegolnych etapach rozwoju meskiego gametofitu w korelacji z zaburzeniami na
poziomie komoérkowym. W badaniach zastosowatam nowatorskie podejscie analityczne
wykorzystujace zaawansowany system mikroskopii konfokalnej oparty o mikroskop firmy
Zeiss LSM780, umozliwiajacy analizy spektralne zwigzkow chemicznych wchodzacych w
sktad poszczegdlnych struktur komorkowych na poziomie pojedynczej zywej komorki
roslinnej. Obrazowanie z wykorzystaniem analiz spektralnych jest mozliwe dzigki
charakterystycznym parametrom licznych zwiazkéw chemicznych, ktore maja wihasciwosci
fluoroforow, 1 naturalnie wystepuja w komorkach ro$linnych. Zwigzki te wykazuja
specyficzne parametry biofizyczne zwigzane z ich fluorescencja w zakresie okreslonej
dlugosci fali, co umozliwia przeprowadzenie ogoélnej identyfikacji tych zwigzkow w
poszczegolnych strukturach komoérkowych. W swoich analizach uwage skupitam na
kalozowej S$cianie otaczajagcej PMC. Nalezy wspomnieé, ze podczas prawidlowej
mikrosporogenezy w poczatkowych etapach mejozy warstwa kalozy wokot mejocytow
zwigksza si¢, podczas gdy na koncowym etapie — w telofazie II, kaloza jest stopniowo
degradowana przez enzym kalazg¢, co prowadzi do uwolnienia haploidalnych mikrospor.
Procesy te sg $cisle zsynchronizowane z poszczeg6lnymi stadiami mejotycznymi, a wszelkie
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zaburzenia mogg mie¢ fundamentalne znaczenie w formowaniu funkcjonalnych ziaren pytku.

W celu okres$lenia zmian biochemicznych w $cianie kalozowej, wykorzystatam tzw.
obrazowanie spektralne w pelnym zakresie widma autofluorescencji (Autofluorescence
Spectral Imaging — ASI). Badanie ASI pozwolilo na wykonanie analiz poréwnawczych
biofizycznych/biochemicznych parametréw kalozowej $ciany PMC we wszystkich stadiach
mejozy u GHG-L, 4. sativum cv. Harnas i cv. Arkus oraz A. ampeloprasum. Analizie ASI
poddano takze sporoderme ziaren pytku u czosnku cv. Arkus 1 u pora. Dodatkowo zwrdcitam
uwage na autofluorescencje tkanki odzywczej (tapetum) u sterylnych gatunkow w
poréwnaniu z ptodng kontrolg. W oparciu o zastosowang analiz¢ ASI stwierdzitam, ze na
pierwszym etapie mikrosporogenezy (wczesna profaza I) u wszystkich badanych gatunkéw
autofluorescencja $ciany kalozowej charakteryzowala si¢ tym samym rozktadem widma
emisyjnego, a analiza spektralna wskazala, Zze dominuje widmo w zakresie $§wiatla
fioletowego. Jednakze zaobserwowatam istotne réznice w intensywnosci fluorescencji, przy
czym najwieksze réznice, w pordéwnaniu z kontrolg (por), wykazywata $ciana kalozowa
GHG-L, u ktorego blokada mikrosporogenezy wystapita najwczesniej. Na kolejnym etapie, tj.
poznej profazy I u A. sativum cv. Harna$, na ktorym to etapie obrazowanie w LM nie
wykazato zadnych nieprawidlowos$ci, analiza spektralna otrzymanego widma $ciany
kalozowej pokazata istotne zmiany w zakresie fioletowo-niebieskiego spektrum $wiatta oraz
pojawila si¢ dodatkowa autofluorescencja w zielono-zoltym zakresie zarejestrowanego
widma, ktory pod koniec profazy I dominuje, a catkowicie zanika autofluorescencja w
fioletowo-niebieskim zakresie, czego nie obserwujemy ani u czosnku cv. Arkus ani u
ptodnego pora. Nalezy podkresli¢, ze od tego etapu mejozy $ciana kalozowa u cv. Harna$
wykazywata catkowicie odmienng autofluorescencje w stosunku do kalozy pora. Co cickawe
zmian¢ w autofluorescencji kalozowej $ciany, podobng do wyzej opisanej u czosnku cv.
Harna$, zaobserwowalam u A. sativum cv. Arkus na etapie tetrady mikrospor pomimo tego,
ze morfologicznie struktura ta nie réznita si¢ od plodnej kontroli. Na podstawie analizy
spektralnej mozna stwierdzi¢, ze w stadium tetrad mikrospor $ciana kalozowa czosnku u cv.
Arkus posiadata odmienng kompozycje chemiczng w stosunku do kalozy pora. Ponadto
analiza ta ujawnita brak obecno$ci sporodermy, ktoérej formowanie rozpoczyna si¢ w tym
stadium u plodnego pora. Na koncowym etapie badan przeanalizowatam parametry
biofizyczne sporodermy jednojadrowych ziaren pytku u A. sativum cv. Arkus i1 A.
ampeloprasum. Analizy te wykazatly, ze tak jak w obrebie kalozowej $ciany na etapie tetrady
mikrospor, takze w obrgbie sporodermy wystepuja zaburzenia metaboliczne, ktore w
konsekwencji moga powodowac sterylnos¢ A. sativum cv. Arkus. Na uwage zastuguje fakt, ze
w czasie rozwoju meskiego gametofitu, niezwykle wazng role odgrywa tkanka odzywcza,
tapetum, w zwigzku z tym komorki tapetum zostaty poddane analizie ASI, we wszystkich
stadiach mejozy PMC. Otrzymane spektra autofluorescencji komodrek tapetum byly
identyczne u wszystkich analizowanych gatunkoéw wskazujac, ze tapetum posiada podobne
parametry biofizyczne, a co za tym idzie, moze posiada¢ zblizong aktywno$¢ biologiczng
zaréwno u sterylnych badanych gatunkow jak i ptodnego pora.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze analiza ASI pozwolila na zaobserwowanie
ilosciowo/jakosciowych zmian w zakresie kompozycji zwigzkéw chemicznych w obrgbie
kalozowej $ciany PMC u wszystkich badanych gatunkéw. Na bazie otrzymanych analiz
spektralnych wykazalam, ze zaburzenia w procesie mikrosporogenezy na poziomie
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formowania si¢ $ciany kalozowej u wszystkich badanych gatunkéw sterylnych, zachodza juz
na bardzo wczesnym etapie rozwoju meskiego gametofitu (Ryc. 2, czarna strzatka).
Otrzymane za pomoca analiz ASI charakterystyczne spektra wskazuja, ze prawdopodobnie w
trakcie rozwoju mikrospory na etapie poznej profazy I (u czosnku cv. Harna$), w $cianie
kalozowej pojawiaja si¢ zaburzenia w poziomie kwaséw fenolowych, np. kwasu
hydroksycynamonowego, ktérego wysoki poziom jest prawdopodobnie niezbgednym
elementem do prawidlowego rozwoju $ciany kalozowej na wczesnym etapie rozwoju ziaren
pytku. Ponadto analizy ASI wskazaty, ze zmiany w kompozycji licznych polifenoli w kalozie
na pozniejszych etapach rozwoju meskiego gametofitu (np. telofazie Il u czosnku cv. Arkus),
prawdopodobnie maja istotny wplyw na rozpad tej struktury i uformowanie ptodnego ziarna
pytku. Nalezy podkresli¢, ze zmian tych nie mozna bylo zaobserwowaé tradycyjnymi
metodami stosowanymi dotychczas w badaniach embriologicznych (LM, TEM, SEM). W
zwigzku z tym technika ASI moze by¢ cennym narzedziem badawczym znaczaco
poszerzajacym mozliwosci konwencjonalnych badan cytologiczno-embriologicznych. Chce
nadmieni¢, iz technika ASI nie byta dotychczas stosowana szeroko w analizach anatomiczno-
embriologicznych materiatu ros§linnego, w zwigzku z tym implementacja tej techniki w
polskim $rodowisku naukowych otwiera nowa droge eksperymentalng. Ponadto, biofizyczna
charakterystyka zaburzen metabolicznych na wczesnym etapie formowania megskiego
gametofitu, moze posiada¢ ciekawy aspekt aplikacyjny, m.in. pozwoli w praktyce na wybor
najlepszych ekotypdéw czy odmian hodowlanych czosnku wykorzystywanych do badan nad

przetamaniem meskiej

sterylnosci u tego gatunku.
GHG-L I

Ryc. 2. Etapy mikrosporogenezy i
gametogenezy analizowane w CLM

Harnas @ @ 88 I (szara  strzatka).  Nieprawidlowe
zmiany autofluorescencji w obregbie
l. kalozowej S$ciany otaczajacej PMC
i (czarna strzatka): PI wczesna — Allium
Arkus @ @ @ @ ®I ampeloprasum var. ampeloprasum
(GHG-L); PI pézna — A. sativum cv.
: Harnas; Tetrady mikrospor — A.

P ]
(kum:’,:,a; @ @ @ @ @ @ sativum cv. Arkus. Prawidlowa
: : » autofluorescencja kalozowej $ciany —
early PI late PI PII Tetrads Pollen'grain A. ampeloprasum (por). Zamieranie

mejocytow lub ziaren pytku — szary
ﬂ ﬁ ﬂ ﬁ stupek.

Analiza stanu metabolicznego tkanki odzywczej — tapetum z wykorzystaniem czasow
zycia fluorescencji (Fluorescence Lifetime Imaging —FLIM) jako metody analitycznej
Wyniki te przedstawiono w publikacji: *Tchorzewska D., Luchowski R., Gruszecki W.I,
Winiarczyk K. (2018) Comparative studies of live tapetum cells in sterile garlic (Allium
sativum) and fertile leek (Allium ampeloprasum) using the fluorescence lifetime imaging
analytical method. South African Journal of Botany, DOI 10.1016/j.sajb.2018.05.021.

*autor korespondencyjny

W badaniach prowadzacych do okreslenia mechanizméw lezacych u podstaw meskiej
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sterylnosci u 4. sativum skupiatam si¢ nie tylko na komodrkach generatywnych, ale takze
zwrécitam uwage na stan metaboliczny tkanki odzywczej (tapetum) podczas rozwoju
meskiego gametofitu u czosnku. Nalezy nadmienié, ze tapetum stanowi niezwykle istotny
element w procesie mikrosporogenezy, gdyz nawet nieprawidlowa czasowa korelacja
programowanej $mierci tapetum (ang. developmental PCD — dPCD) z formowaniem i
dojrzewaniem mgskiego gametofitu, moze prowadzi¢ do mgskiej sterylnosci u roslin. Nalezy
podkresli¢, iz klasyczne obrazowanie komoérek tapetum wykorzystujace mikroskopie swietlng
czy mikroskopi¢ elektronowa, podobnie jak ma to miejsce w przypadku mikrospor, wnosi
jedynie og6lny wglad w obraz morfologiczny komorek, jedynie na koncowych etapach zmian
patologicznych, co znaczaco utrudnia jednoznaczne okre§lenie przyczyn zaburzen
rozwojowych. Zaprezentowana praca stanowi kontynuacje wczes$niejszych badan z
wykorzystaniem  technik  biofizycznych do  obrazowania komorek  roslinnych
(Autofluorescence Spectral Imaging — ASI). Pomimo interesujacych obserwacji dotyczacych
rozwoju meskiego gametofitu u czosnku, otrzymanych z wykorzystaniem ASI, metoda ta
posiada ograniczenia, ktére nie pozwolily mi na biofizyczng charakterystyke tapetum. W
konsekwencji skierowatam swoja uwage na technike obrazowania wykorzystujaca zjawisko
tzw. czasow zycia fluorescencji, zwang ang. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy —
FLIM. Obrazowanie z wykorzystaniem FLIM nalezy do nowatorskich technik w mikroskopii
fluorescencyjnej 1 nie jest jeszcze powszechnie stosowanie do analiz cytologiczno/
anatomocznych tkanek ro$linnych, aczkolwiek pojawiaja si¢ juz doniesienia naukowe
wykorzystujace t¢ technike do analizy materialu roslinnego. FLIM stanowi bardzo czule
narzgdzie do badan licznych zwigzkéw organicznych o charakterze fluoroforéw, ktore w
duzej ilosci wystepuja w komoérkach roslinnych. Parametry tych zwiazkéw, mierzone
technikg FLIM, opisywanie jako tzw. czasy zycia fluorescencji, sa uzaleznione od stanu
metabolicznego komorki. Analizie takiej mozna poddawac przede wszystkim komorki zywe,
dzieki czemu eliminuje si¢ chemiczne utrwalanie badanej tkanki, co jak wiadomo czgsto
znieksztalca ostateczny obraz tkanki, a co najwazniejsze nie zapewnia wgladu w stan
metaboliczny badanej komorki.

Przy zastosowaniu tradycyjnych metod obrazowania tj. LM, TEM i SEM, stwierdzitam,
ze cytologicznie i morfologicznie tapetum podczas mikrosporogenezy u A. sativum cv.
Harna§ i cv. Arkus roznilo si¢ od tapetum u ptodnej kontroli (por) jedynie na etapie
zamierania mikrospor (cv. Harna$) i zamierania ziaren pytku (cv. Arkus). Natomiast,
monitorowanie komponentow chemicznych komorek tapetum za posrednictwem czasow
zycia fluorescencji (FLIM), pozwolito na okres§lenie stanu metabolicznego tej tkanki u
czosnku cv. Harna$ i cv. Arkus w stosunku do ptodnego pora. W toku badan stwierdzitam,
wysoka heterogenno$¢ zarejestrowanych czasow zycia fluorescencji generowanych przez
metabolity tapetum, co mozna powigza¢ z zaburzeniami w dPCD tej tkanki podczas
mikrosporogenezy u A. sativum cv. Harna$ i1 cv. Arkus. Obserwacja ta moze wskazywac, ze
zamieranie tapetum nie zachodzi synchronicznie w stosunku do rozwoju mikrospor. Nalezy
podkresli¢, ze zaburzenia te mozna bylo zaobserwowaé juz na bardzo wczesnych etapach
rozwoju meskiego gametofitu, czyli w poczatkowych fazach programowanej $§mierci tapetum,
a co za tym idzie moga one poprzedza¢ zmiany patologiczne w obrgbie mikrospor. Natomiast
obserwowane stany metaboliczne tapetum u A. ampeloprasum (ktory stanowil ptodna
kontrole) obrazowane z wykorzystaniem FLIM, wykazuja homogenno$¢ w sygnale FLIM na
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wszystkich etapach rozwoju mikrospor, co wskazuje na to, ze zachodza zharmonizowane
przemiany w tapeptum, ktére w konsekwencji moga zapewni¢ prawidtowy rozwdj mikrospor
1 ziaren pytku u tego gatunku.

Laczac wezesniejsze analizy ASI i analizy FLIM, uzupehione o tradycyjne obrazowanie,
zaproponowatam metaboliczny model rozwoju mikrospor i przemian tapetum u gatunkow z
rodzaju Allium, co pozwoli wyjasni¢ przyczyne meskiej sterylnoSci u A. sativum.
Zaproponowatam zatem, ze =zaburzenia w rozwoju tapetum poprzedzaja zaburzenia
rozwojowe mikrospor obserwowane w formie zmian w S$cianie kalozowej, a zatem
obserwowany nieprawidlowy rozwoj $ciany kalozowej moze stanowi¢ efekt wtorny, co
wskazuje, ze zaktocenia koordynacji czasowej dPCD w pylniku moga by¢ uwazane za
gléwna przyczyne meskiej sterylno$ci u 4. sativum cv. Harna$ i cv. Arkus.

Chondriokineza podczas podzialu mejotycznego u roslin — opracowanie aktualnej
klasyfikacji

Wyniki te przedstawiono w publikacji: *Tchorzewska D. (2017) Chondriokinesis during
microsporogenesis in plants. Planta, 246:1-18. DOI 10.1007/s00425-017-2706-8. *autor

korespondencyjny

U ro$lin w wyniku wieloetapowego procesu mikrosporogenezy, powstaje haploidalne
pokolenie komoérek meskiej linii generatywnej, bezposrednio zaangazowane w rozmnazanie
plciowe. Podczas mejotycznego podziatu takich komorek, nastepuje rozdzial materiatu
genetycznego migdzy komorki potomne. Na sukces tego procesu sklada sie szereg wysoko
zharmonizowanych zjawisk, ktére zapewniaja prawidtowy przebieg kariokinezy (podziat
jadra) i cytokinezy (podziat cytoplazmy). Juz na przetomie XIX 1 XX wieku, obserwowano,
ze oprocz kariokinezy 1 cytokinezy, podczas podzialu mejotycznego zachodza
charakterystyczne przegrupowania organelli komoérkowych zwane chondrokinezg (Fullmer
1899). W pozniejszych latach zauwazono, ze organella komdrkowe (chondrion) podczas
mejozy nie przemieszczajg si¢ w przypadkowy sposob, ale wedlug okreslonego wzorca oraz,
ze przegrupowania chondrionu sg rownie wazne dla komorki, jak rozdzial chromosomow
potomnych (Guilliermond 1924). Na podstawie szeregu obserwacji, w 1938 roku,
usystematyzowano chondriokinez¢ zachodzaca podczas podziatu mejotycznego u roéznych
grup roslin (Bakowski 1938). W klasyfikacji tej wyr6zniono cztery gléwne typy
chondriokinezy: obojetny, otoczkowy, biegunowy oraz rownikowy. Oprocz tego opisano typy
posrednie np. otoczkowo-biegunowy oraz ztozone np. obojetny w telofazie réwnikowy.
Kluczowym kryterium, ktore postuzyto do okreslenia poszczeg6lnych typéw chondriokinezy,
bylo polozenie organelli w dwoch fazach mejozy: metafazie I i telofazie I. W opracowaniu z
1938 roku Autor opisat liczne warianty chondriokinezy, wskazujac jednocze$nie, Ze istnieje
duza réznorodno$¢ rodzajow przemieszczen organelli komoérkowych podczas mejozy, ktore
sa charakterystyczne dla poszczegélnych gatunkoéw roslin. W zwiazku z tym, ze pierwsza
klasyfikacja (Bakowski 1938) zostata oparta na pracach pochodzacych z konca XIX i
poczatku XX wieku, wykonanych niedoskonalymi metodami i narzgdziami badawczymi, w
znaczacy sposob ograniczato to wglad w proces chondriokinezy. Pozniejsze lata przyniosty
duzy postep technologiczny, co pozwolito nie tylko na weryfikacje wczesniejszych
obserwacji, ale takze na znaczace poszerzenie naszej wiedzy na temat mejotycznego podzialu
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komorki roslinnej. Jednak, jak dotad nie pojawito si¢ nowe opracowanie, klasyfikujace 1
rozszerzajace aktualny stan wiedzy.

W zwiazku z powyzszym, wykorzystujac swoje kompetencje naukowe w sposob
kompleksowy opisatam chondriokineze u wielu gatunkow roslin, rozszerzytam wczesniejsza
klasyfikacje np. o chondriokineze u gatunkéw monoplastydowych oraz wskazatam
mechanizmy molekularne, ktére odpowiedzialne sa za rozdziat chondrionu. W mojej pracy
przedstawitam 11 typow chondriokinezy z doktadnym opisem przemieszczen organelli
komorkowych na poszczegdlnych etapach mejozy oraz z podaniem gatunkow, u ktorych
opisano takie przemieszczenia chondrionu, weryfikujac 1 uzupelniajac wczesniejsza
klasyfikacj¢. Ponadto zamie$citam, wyczerpujace zestawienie rodzajow chondriokinezy
zachodzacej podczas sporo- i mikrosporogenezy wraz ze wszystkimi opisanymi dotychczas
gatunkami ro$lin oraz autorami tego opisu, z zaznaczeniem gatunkow, u ktorych w
pozniejszych pracach opisywano inny rodzaj przemieszczen organelli komdrkowych, niz to
przedstawia w swojej klasyfikacji Bakowski (1938). W zestawieniu tym umiescitam takze
chondriokineze monoplastydowa, ktora dotychczas nie byta klasyfikowana. Nalezy takze
podkresli¢, ze rola chondriokinezy nie zostala jak dotad syntetycznie przedstawiona, a
obecnie istnieje wiele danych wskazujacych na zréznicowane znaczenie tego procesu w
podziale mejotycznym komorki roslinnej. W zwiazku z tym w mojej pracy zwrocitam uwage
takze na funkcje chondriokinezy. Proces ten zapewnia przede wszystkim efektywna
segregacj¢ autonomicznych organelli komorkowych a w raz z nimi cytoplzmatycznego DNA
1 jego wlasciwe dziedziczenie, co ma fundamentalne znaczenie w formowaniu prawidtowych
komoérek potomnych. Ponadto, w pracy podkreslitam, ze chondriokineza, w czasie ewolucji
komorki roslinnej nabyta nowe funkcje, zwigzane ze wsparciem kariokinezy, polaryzacja
mejocytdow, wyznaczeniem plaszczyzny podziatu, jak 1 formowaniem tubulinowego
cytoszkieletu. Nalezy nadmieni¢, ze w pracy zamie$citam aspekt molekularny, opisujacy
mechanizmy rzadzace podziatem chondrionu w komorce roslinnej. Obecnie, jest to jedyna
praca przegladowa syntetycznie przedstawiajaca proces chondriokinezy od 80 lat.

Badania porownawcze wlasciwosci prozdrowotnych i odzywczych A. sativum (czosnek)
oraz A. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L)

Wyniki te przedstawiono w publikacji: Najda A., Blaszczyk L., Winiarczyk K., Dyduch J. and
*Tchorzewska D. (2016) Comparative studies of nutritional and health-enhancing properties
in the “garlic-like” plant Allium ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) and A. sativum.
Scientia Horticulturae, 201: 247-255. DOI 10.1016/j.scienta.2016.01.044  *autor

korespondencyjny

Drugi nurt badawczy w mojej dziatalnosci naukowej dotyczyl analizy wlasnosci
prozdrowotnych i odzywczych czosnku oraz A. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG).
Na wstepie nalezy wspomnieé¢, ze do rodzaju Allium naleza gatunki zaliczane do geofitow
cebulowych, ktére charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem zarowno pod wzgledem
morfologicznym jak i fizjologicznym. Nalezg tu zaro6wno rosliny uprawne, majace duze
znaczenie przemystowe, jak 1 gatunki dziko rosngce. Badany przeze mnie GHG jest rosling
uprawiang niekomercyjnie we wschodniej Polsce, niezadomowiong. Do celow badawczych,
uzyty material roslinny zostal nazwany GHG-L, z dopiskiem "L" z racji na zrodto

16



Dorota Tchorzewska

pochodzenia (Lublin).

Pierwszym etapem moich badan byto okreslenie pozycji filogenetycznej GHG-L wsrod
innych gatunkéw nalezacych do rodzaju Allium. Analizy genetyczne przeprowadzono we
wspolpracy z Zaktadem Genetyki Patogendéw i Odpornosci Roslin, PAN w Poznaniu. W toku
tych badan z lisci 4. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L), wyizolowano DNA i
wykonano badania genetyczne w celu identyfikacji rosliny na bazie charakterystycznych
sekwencji kodujacych rybosomalny RNA. U GHG-L zidentyfikowano 2 allele GHG-L(a) i
GHG-L(b), nastepnie uzyskane sekwencje nukleotydowe poréwnano z dostgpnymi
sekwencjami, zdeponowanymi w bazie danych GenBank, NCBI. Na podstawie analizy
filogenetycznej mozna stwierdzi¢, ze allel GHG-L(a) jest identyczny z allelami gatunkéw
nalezacych do A. ampeloprasum (por) a GHG-L(b) wykazuje homologi¢ z allelami 4. sativum
(czosnku). Uzyskane sekwencje nukleotydowe zdeponowano w bazie National Center for
Biotechnology Information (GeneBank): Rekord nr: KT809295, Rekord nr: KT809296.
Mozna zatem podsumowaé, ze badany material roslinny, tj. GHG-L, filogenetycznie jest
blisko spokrewniony zaréwno z czosnkiem, jak i porem. Przeprowadzona identyfikacja
genetyczna, pozwolila na wprowadzenie 4. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) do
kolekcji Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie (nr
katalogowy 105/2013).

Posiadajac zdefiniowany genetycznie materiat roslinny, przeprowadzitam badania w celu
opisania cech fenotypowo-morfologicznych GHG-L w stosunku do czosnku i pora, wedtug
klasyfikacji opracowanej dla czosnku i opisanej przez Keller (2002). Stwierdzitam, ze na
wczesnych etapach rozwoju miody ped GHG-L, a nastgpnie starsze liscie pokrojem i
wielko$cig sa podobne do lisci pora. U GHG-L lisci zwykle jest od 9 do 11 i po osiggnieciu
takiej liczby wyrasta dhlugi (ok. 1,5 m) ped kwiatostanowy. Ped kwiatostanowy jest
wyprostowany 1 posiada kwiatostan typu baldach, ktéry na poczatku rozwoju okryty jest
szerokim przeksztatconym lisciem okrywy, tzw. pochwa kwiatostanowa. Kwiatostan zlozony
jest tylko z pojedynczych kwiatow, brak elementow plonnych — cebulek powietrznych,
charakterystycznych dla czosnku. Nastepnie przeanalizowalam budowe morfologiczng pedu
podziemnego GHG-L i stwierdzitam, ze tworzy on jasnozoétta cebule, ktdra jest podzielona na
zabki. Dojrzate cebule GHG-L osiagaja duze rozmiary (do okoto 11 cm $rednicy), zabkow
jest niewiele (3-6), ale maja duza S$rednicg, pojedynczy zabek moze osiggnaé nawet 6 cm
srednicy. Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze ped nadziemny GHG-L wraz z kwiatostanem
morfologicznie podobny jest do pora, natomiast ped podziemny ma form¢ cebuli podzielone;j
na zabki jak u czosnku, jednak $rednica takiej cebuli jest znacznie wigksza u GHG-L niz u
czosnku.

Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, iz GHG-L charakteryzuje si¢ tagodniejszym
zapachem i smakiem w stosunku do czosnku, co moze sugerowaé, ze odzywczo i
prozdrowotnie nie jest ro$ling tak wartosciowa jak powszechnie uzywany czosnek. W
zwigzku z tym, przeprowadzitam porownawcze badania biochemiczne GHG-L i czosnku we
wspotpracy z dr hab. Agnieszka Najda z Laboratorium Jakosci Warzyw 1 Surowcoéw
Zielarskich, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Wykonano jakosciowe i1 ilosciowe
badania sktadu poszczegolnych aminokwaséw endogennych w lisciach 1 podziemnej cebuli u
GHG-L oraz A4. sativum. Sposrod 10 przebadanych aminokwaséw w liSciach, tylko 3
wystepuja w wigkszej ilosci u czosnku, natomiast w podziemnej cebuli u GHG-L ilo$¢
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wszystkich przebadanych aminokwaséw jest wyzsza. Ponadto na 7 przeanalizowanych
aminokwasoéw egzogennych, zarowno w liSciach, jak 1 podziemnej cebuli, tylko jeden
aminokwas wystepowal w wigkszej ilosci u czosnku. Podsumowujgc, catkowita ilo$¢
aminokwasoéw endo- i egzogennych zar6wno w lisciach, jak i cebuli u GHG-L przewyzsza
znacznie warto$ci zanotowane u czosnku wskazujac, ze GHG-L posiada lepsze walory
odzywcze. Druga, bardzo istotng grupe substancji bioaktywnych, o wysokim znaczeniu w
diecie cztowieka, stanowig zwigzki zaliczane do polifenoli. Catkowita ilo$¢ polifenoli i
kwasow fenolowych, zarowno w li§ciach, jak 1 w cebuli byta wyzsza u GHG-L niz u czosnku.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze GHG-L jest gatunkiem blisko filogenetycznie
spokrewnionym zardwno z porem, jak i1 czosnkiem. Ped nadziemny GHG-L wraz z
kwiatostanem morfologicznie podobny jest do pora, natomiast ped podziemny ma forme
cebuli podzielonej na zabki, jak u czosnku. Natomiast jesli chodzi o wlasciwosci odzywcze,
GHG-L przewyzsza czosnek, tj. zawiera wigksza ilos¢ badanych aminokwaséw endo- i
egzogennych oraz zwigzkow fenolowych.

Wplyw poziomu opadow atmosferycznych oraz temperatur na plonowanie i poziom
allicyny u A. sativum (czosnek) oraz A. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L)
Wyniki te przedstawiono w publikacji: *Tchorzewska D., Bocianowski J., Najda A.,
Dgbrowska A., Winiarczyk K. (2017) Effect of environment fluctuations on biomass and
allicin level in Allium sativum (cv. Harnas, Arkus) and Allium ampeloprasum var.
ampeloprasum (GHG-L). Journal of Applied Botany and Food Quality, 90:106-116. DOI
JABFQ.2017.090.013. *autor korespondencyjny

Takie cechy klimatu jak temperatura i opady, sg gtdwnymi czynnikami abiotycznymi
srodowiska, wplywajagcymi na plonowanie u roslin uprawnych. Obserwowane obecnie w
Europie zmiany klimatu, a przede wszystkim tendencja wzrostowa $rednich miesigcznych
temperatur oraz zmniejszania si¢ ilosci opaddéw atmosferycznych, uzasadniaja
przeprowadzenie systematycznych analiz umozliwiajacych opisanie i wyselekcjonowanie
gatunkoéw roslin, nie tylko posiadajacych jak najlepsze cechy uzytkowe, ale takze najlepiej
przystosowujacych si¢ do zmian klimatycznych. Dlatego tak waznym jest, aby prowadzi¢
badania poréwnawcze kluczowych cech czosnku w konteks$cie wpltywu ztozonych czynnikéw
klimatycznych, na jego rozwdj i plonowanie. Jednak, jak dotad, brak jest informacji
opisujacych wpltyw $rodowiska na istotne z punktu widzenia uzytkowego cechy czosnku,
takie jak plonowanie oraz zawartos¢ zwigzkoéw biologicznie aktywnych, obecnych w
czg$ciach podziemnych tej rosliny.

Zatem, majac na wzgledzie powyzsze aspekty, zainicjowalam fenologiczno-
morfologiczno-biochemiczne badania porownawcze A4. sativum cv. Harna$ i1 cv. Arkus oraz
A.ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) w celu przeanalizowania cech waznych
ekonomicznie (ocena biomasy i poziomu allicyny) oraz wptywu fluktuacji srodowiskowych
na te cechy. Wszystkie badane rosliny hodowano w uprawie ekologicznej (bez uzycia
herbicydow 1 pestycydéw). Badania prowadzono w okresach wegetacyjnych w latach
2013/2014 oraz 2014/2015, ktore diametralnie réznity si¢ $srednimi temperaturami i sumami
opadéw atmosferycznych. Lato w 2014 roku bylo typowe dla klimatu umiarkowanego,
natomiast w 2015 roku wystapity znacznie wyzsze temperatury i zanotowano okresowg susz¢
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w okresie wegetacyjnym.

Przeprowadzone analizy fenologiczne wykazaty, ze niektore etapy w rozwoju badanych
gatunkow, takie jak: utworzenie pierwszego liscia i utworzenie pgdu kwiatostanowego u
czosnku cv. Arkus i cv. Harna§ zachodza synchronicznie, natomiast u GHG-L zachodzity w
pozniejszym terminie niz u czosnku. Na podstawie obserwacji prowadzonych w dwodch
kolejnych sezonach wegetacyjnych (2013/2014 i1 2014/2015), ktoére znacznie réznity si¢
sumami opadow oraz §rednimi dziennymi temperaturami, stwierdzitam, ze nie wystepuja
istotne roznice w fenologii badanych taksonéw. Mozna zatem powiedzie¢, ze jesli chodzi o
periodyczne etapy rozwoju roslin, wystapily nieznaczne réznice mi¢dzy czosnkiem a GHG-L
oraz brak istotnych réznic w zwiazku z fluktuacja pogody. Co ciekawe, badania morfologii
czgsci nadziemnej takze wskazaty na niewielkie roznice miedzy badanymi gatunkami oraz
brak wplywu S$rednich opadow i temperatury na te organy. Mozna zatem stwierdzi¢, ze w
poczatkowych etapach wzrostu zasoby wody zgromadzone w glebie we wczesnych
miesigcach wiosennych byly wystarczajace do efektywnego rozwoju czgsci nadziemnej, a
okresowe niedobory opadéw atmosferycznych majace miejsce w podzniejszym etapie rozwoju
rosliny, nie wywotaty negatywnego efektu w obrebie pedow nadziemnych.

Nastepnie przeprowadzitam analizy porownawcze biomasy czg¢sci podziemnej czosnku i
GHG-L oraz poziomu allicyny, waznej bioaktywnej substancji charakterystycznej dla
gatunkow z rodzaju Allium. Analiza porownawcza morfologii czesci podziemnych pozwolita
stwierdzi¢, ze cechy takie jak ksztalt cebuli i rozmieszczenie zagbkow byly takie same u
wszystkich badanych gatunkéw, natomiast r6znily si¢ one kolorem i liczbg zabkéw w cebuli.
Ponadto GHG-L posiadat charakterystyczne cebulki osadzone na szyputkach, czego nie
obserwowano u czosnku cv. Harna§ i cv. Arkus. Analizujac dwa sezony wegetacyjne,
mozemy powiedzie¢, ze réznice Srednich temperatur i sumy opadéw nie mialy wplywu na
wyzej wymienione cechy czgsci podziemnych u cv. Harnas, cv. Arkus i GHG-L. Natomiast
analizujac plonowanie poprzez pomiary $rednicy i1 wagi cebul i zabkéw u badanych roslin
stwierdzitam, Zze wystepuja roznice pomiedzy cv. Harnas, cv. Arkus i GHG-L. Przy czym
nalezy podkresli¢, Zze roznice te pomigdzy cv. Harnas i cv. Arkus sg niewielkie, natomiast u
GHG-L zanotowano znacznie wigksza $rednice oraz wage cebul i zabkdw w poréwnaniu do
czosnku. GHG (zwany takze popularnie ,,elephant garlic”’) znany jest z duzych rozmiarow
podziemnej cebuli i jest uprawiany na wszystkich szerokosciach geograficznych jako
zamiennik czosnku (Figliuolo i wsp. 2001; Hirschegger i wsp. 2010). Mozna zatem
stwierdzi¢, ze istotna ekonomicznie cecha, jakg jest rozmiar cebul, stawia GHG na pierwszym
miejscu wsrod gatunkow z rodzaju Allium. Na uwage zastuguje takze analiza pordwnawcza
poziomu plonowania badanych roslin w dwu sezonach wegetacyjnych o znaczaco roznej
pogodzie. Zaobserwowano, ze wystepujace w 2015 roku okresowe susze, zwlaszcza w
miesigcu czerwcu i lipcu, miaty istotny wplyw na wielko$¢ 1 mas¢ czgsci podziemnych u
badanych gatunkow. Wszystkie ro§liny w 2015 roku tworzyly cebule o mniejszej $rednicy 1
wadze w stosunku do 2014 roku, co wskazuje na to, ze w wyniku niekorzystnych warunkéw
termicznych 1 wilgotnosciowych, nastgpito obnizenie plonu u wszystkich badanych
kultywaréw. Nalezy podkresli¢, ze niezaleznie od obnizenia plonowania, GHG-L posiadat
wyzszg biomas¢ w stosunku do czosnku w obu analizowanych sezonach wegetacyjnych. Jak
wspomniatam, GHG-L ma znacznie fagodniejszy od czosnku smak 1 zapach, zatem nasuwa
si¢ pytanie czy gatunek ten ma nizszy poziom allicyny, a co za tym idzie stabsze wlasciwosci
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antybakteryjne od tradycyjnie uprawianego czosnku. W trakcie prowadzonych prac
badawczych, we wspotpracy z Laboratorium Jakosci Warzyw 1 Surowcoéw Zielarskich, UP w
Lublinie, wykonatam analizy poziomu allicyny w podziemnej cebuli u A. sativum cv. Harnas$ i
cv. Arkus oraz GHG-L, w celu okre$lenia wtasciwosci prozdrowotnych oraz wptywu
czynnikdw pogodowych na poziom allicyny u badanych gatunkéw. Badania porownawcze
tego zwiazku w cebuli (zabkach), przyniosly interesujace wyniki. Poziom allicyny zawartej w
zabkach byt zroéznicowany nie tylko mig¢dzy cv. Harnas, cv. Arkus i GHG-L, ale co
wazniejsze takze miedzy sezonami badawczymi. Na uwage zastuguje fakt, ze u wszystkich
badanych roslin w 2015 roku poziom allicyny byl wyzszy, pomimo tego, ze plon byt nizszy w
stosunku do 2014 roku. Zanotowane réznice temperatur oraz sumy opadoéw — okresowe duze
niedobory wody w 2015 roku, spowodowaly gromadzenie substancji czynnych w organach
spichrzowych (cebuli) u wszystkich badanych taksonow.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze niezaleznie od fluktuacji pogodowych, GHG-L
posiadat znacznie wyzsza biomas¢ oraz wyzszy poziom allicyny niz czosnek hodowany w
tych samych warunkach. Co ciekawe, niekorzystne warunki termiczne i wilgotnosciowe,
pomimo obnizenia plonowania, u czosnku i GHG-L, podwyzszaja parametry prozdrowotne,
w formie zwigkszonej produkcji allicyny. Mozna zatem stwierdzi¢, ze przeprowadzone
analizy pozwolily nie tylko na wskazanie, ktore z cech 4. sativum 1 GHG-L podlegaja
modyfikacji w wyniku zmiennych klimatycznych, ale takze ktore z badanych gatunkow sa
lepiej przystosowane do niekorzystnych zmian klimatycznych.

4.4.5. Whnioski wynikajace z przeprowadzonych badan wchodzacych w sklad osiagniecia

Najwazniejsze wnioski wynikajace z moich badan przeprowadzonych w ramach
jednotematycznej serii prac stanowigcych osiggni¢cie naukowe sg nastepujace:
1. Badania rozwoju meskiego gametofitu u sterylnych gatunkéow z rodzaju Allium
wskazaty, ze:

® zahamowanie rozwoju mg¢skiego gametofitu u A. sativum cv. Harna$ oraz A.
ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) zachodzi na réznych etapach
mikrosporogenezy, tj. u GHG-L zaburzenia nast¢puja podczas mikrosporogenezy na
poczatku profazy I, u 4. sativum cv. Harna$ blokada rozwoju meskiego gametofitu
nastepuje pod koniec telofazy II (tetrada mikrospor), 4. sativum cv. Arkus wprawdzie
produkuje ziarna pytku, ktore sg jednak sterylne. Natomiast 4. ampeloprasum formuje
zywotne, zdolne do zaplodnienia ziarna pytku. Wyniki te wskazujg na to, Ze istnieje
duza ré6znorodno$¢ w przejawach sterylnosci u czosnku.
* tubulinowy cytoszkielet w mikrosporogenezie u sterylnego czosnku i ptodnego pora
nie roézni si¢ jakosciowo, ale wystepuja wyrazne roznice ilosciowe (szczegdlnie w
konfiguracjach na etapie metafazy I, Il i w tetradzie mikrospor), co nie wplywa na
przebieg kariokinezy, chondriokinezy czy cytokinezy i w konsekwencji nastepuje
zakonczenie mikrosporogenezy. Jednakze zaburzenia w formowaniu cytoszkieletu
kortykalnego na etapie tetrady mikrospor, wpltywajac na upo$ledzenie transportu
wewnatrzkomorkowego, moga przyczynia¢ si¢ do degeneracji mikrospor na samym
poczatku gametogenezy u badanego A. sativum.
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* $ciana kalozowa mejocytow podczas mikrosporogenezy u sterylnego A. sativum cv.
Harna$, cv. Arkus, A. ampeloprasum var. ampeloprasum juz na bardzo wczesnych
etapach rozwoju meskiego gametofitu wykazuje znaczace roznice w skladzie
biochemicznym w stosunku do plodnej kontroli (4. ampeloprasum). Wykorzystanie
metody biofizycznej, takiej jak spektralna analiza autofluorescencji z uzyciem
mikroskopu konfokalnego (Autofluorescence Spectral Imaging — ASI) pozwolito
zarejestrowaé tego typu zmiany, czego nie mozna bylo uchwyci¢ tradycyjnymi
metodami obrazowania (LM). Obserwowana autofluorescencja u badanych sterylnych
gatunkow wskazuje na niski poziom kwasow fenolowych w kalozie, co moze byc¢
przyczyng patologicznych zmian w rozwoju mikrospory juz na bardzo wczesnym
etapie rozwoju meskiego gametofitu. Niekorzystne fluktuacje w skladzie polifenoli w
pozniejszych etapach jej rozwoju moga przyczynia¢ sie¢ do zaburzen w rozpadzie
kalozy i1 formowaniu ziaren pytku.

* zmiany metaboliczne w obrgbie tkanki odzywczej (tapetum) u czosnku zachodza w
sposob nieskoordynowany, co wskazuje na zaburzenia w procesie apoptozy w
komorkach tapetum, za$ u ptodnego pora tapetum wykazuje harmonijne przemiany, co
moze bezposrednio rzutowaé¢ na prawidtowy rozwoj meskiego gametofitu u tego
gatunku. Wykorzystanie alternatywnej metody obrazowania, tj. Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy - FLIM wniosto nowg jako$¢ w obrazowaniu przede wszystkim
zmian metabolicznych, co jest poza zasiggiem tradycyjnych metod mikroskopowych.
Potacznie danych z wykorzystaniem ASI i FLIM pozwolito na zaproponowanie
modelu metabolicznego, ktory wskazuje, ze zaburzeniaw dPCD  tapetum  moga
stanowi¢ zasadniczg przyczyn¢ meskiej sterylnosci u czosnku, za§ patologiczne
zmiany rozwojowe mikrospor sg tego efektem.

2. Opracowanie aktualnej klasyfikacji chondriokinezy u ro$lin (ostatnio opisanej w 1938
roku) pozwolilo na rozszerzenie wiedzy dotyczacej jednego z aspektéw rozwoju meskiego
gametofitu:

* uzupehitam klasyfikacj¢ chondriokinezy w oparciu o opis procesu u nowych
gatunkéw roslin oraz zweryfikowatam opisy i klasyfikacj¢ z poczatku XX wieku,

* rozszerzytam klasyfikacj¢ o chondriokinez¢ monoplastydowa,

* opisatam rol¢ chondriokinezy w procesie formowania meskiego gametofitu u roslin,
* przedstawilam mechanizmy molekularne rzadzace podzialem chondrionu w komorce
ro$linne;j.

3. Okreslenie pozycji filogenetycznej, cech fenologicznych i morfologicznych oraz zbadanie
wiasciwosci prozdrowotnych i odzywcezych A. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) w
poréownaniu z powszechnie uprawianym 4. sativum wskazaty, ze:
* hodowany niekomercyjnie 4. ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) jest
filogenetycznie blisko spokrewniony zar6wno z porem, jak i czosnkiem,
® analiza poréwnawcza cech fenologicznych i morfologicznych A. sativum 1 A.
ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-L) wykazala, ze jesli chodzi o periodyczne
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etapy rozwoju analizowanych ro$lin, wystapily nieznaczne rdznice pomiedzy
czosnkiem a GHG-L, natomiast morfologicznie ped nadziemny GHG-L wraz z
kwiatostanem podobny jest do pora w przeciwienstwie do pedu podziemnego, ktéry
ma forme cebuli podzielonej na zabki jak u czosnku.

* jakosciowe 1 ilosciowe badania biochemiczne aminokwasow endogennych,
aminokwasow egzogennych, polifenoli, kwasow fenolowych w liSciach i cebuli oraz
badania poziomu allicyny w cebuli 4. sativum 1 GHG-L wykazaty, ze w swoich
wlasciwos$ciach prozdrowotnych i odzywczych A. ampeloprasum var. ampeloprasum
(GHG-L) przewyzsza A. sativum,

* analiza wpltywu temperatury oraz warunkow wilgotno$ciowych na plonowanie i
poziom allicyny u GHG-L oraz czosnku wykazata, Zze niezaleznie od warunkow
klimatycznych GHG-L przewyzszal czosnek produkowana biomasa oraz poziomem
allicyny w pedzie podziemnym. Zatem, GHG-L jest rosling znacznie lepiej
przystosowang do zmiennych i niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych niz
tradycyjnie uprawiany czosnek.
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5. Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

5.1. Osiagniecia przed uzyskaniem stopnia doktora

Na poczatku mojej kariery naukowej, przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora,
podjetam prace w Zaktadzie Anatomii i Cytologii Roslin, UMCS w Lublinie, 1 wlaczylam si¢
w badania embriologiczne ukierunkowane na poznanie cytologii komorek zaangazowanych w
piciowe rozmnazanie si¢ roslin. Poczatkowo, prowadzitam badania w celu rozszerzenia
wiedzy na temat chondriokinezy oraz struktury cytoszkieletu w komodrkach dzielacych si¢
mejotycznie u paprotnikéw. Materiat badawczy stanowil paprotnik jednakozarodnikowy
Psilotum nudum, ktory reprezentuje interesujacy ewolucyjnie gatunek, zaliczany przez
niektorych autorow do wezesnych roslin naczyniowych (Rothwel 1999). W moich badaniach
opisalam przebieg sporogenezy u P. nudum, w ktorym to procesie chondrion przemieszcza si¢
w sposob typowy dla cytokinezy obojetnej w telofazie rownikowej, a mejoza zachodzi z
cytokineza rownoczesng. W trakcie realizacji zadan naukowych opisatam interesujace
zjawisko, mianowicie w sklad rownikowej plytki organelli komoérkowych (w telofazie I)
wchodzg zaré6wno mitochondria jak i plastydy, tak jak u roslin nasiennych, a zupeinie
odmiennie od paproci, u ktorych ptytka rownikowa ztozona jest wytacznie z mitochondriow.
Cecha ta wskazuje na to, ze paprotnik P. nudum mozna okresli¢ jako forme przejSciowa
migdzy paprotnikami a roslinami nasiennymi, co wskazuje, ze gatunek ten mozna
zakwalifikowa¢ jako zywy relikt wczesnych roslin naczyniowych. Rezultaty tych badan
opublikowalam w czasopi$mie Acta Societatis Botanicorum Poloniae (Tchorzewska 1 wsp.
1996). Ponadto w badaniach moich oprécz przeanalizowania przegrupowan organelli
komodrkowych skupitam si¢ takze na mato wowczas poznanym szkielecie cytoplazmatycznym
w komorkach dzielagcych si¢ mejotycznie. Opisatam konfiguracje tubulinowego cytoszkieletu,
ktory podlega dynamicznym zmianom podczas mejotycznego podzialu komorek u
Ophioglossum vulgatum. Wraz z grupa badawcza pani dr Ireny Gietwanowskiej wyniki tych
badan opublikowatam w Biologia Bratislava (Gietwanowska 1 wsp. 2003). W toku realizacji
badan nabylam kompetencji w zakresie licznych technik obrazowania: mikroskopii
elektronowej 1 S$wietlnej oraz immunocytochemicznego znakowania i1 obrazowania w
mikroskopie fluorescencyjnym. W 1991 roku odbylam staz zagraniczny w Laboratory of
Plant Cell Biology, Department of Plant Sciences, Wageningen University, w Holandii,
szkolgc si¢ w zakresie nowoczesnych technik w biologii roslin, a przede wszystkim w
technikach obrazowania komoérek roslinnych. W 1994 roku uczestniczytam takze w
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kréotkoterminowym stazu naukowym, na ktérym uczytam si¢ technik dotyczacych hodowli
tkanek roslinnych in vitro, ktory odbyt si¢ w Zaktadzie Botaniki Ogdlnej, Instytut Biologii
Eksperymentalnej, Uniwersytet Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Realizujagc badania ukierunkowane na opisanie cytologii komorek dzielacych sie¢
mejotycznie w procesie sporogenezy u P. nudum oprocz kariokinezy cytokinezy i
chondriokinezy przeanalizowatam tubulinowy 1 aktynowy cytoszkielet, a takze
zlokalizowatam vy-tubuling u tego gatunku, co pozwolito wyznaczy¢ centra nukleacji
mikrotubul w komorkach dzielacych si¢ mejotycznie. Na podstawie tych analiz stwierdzitam,
ze w sporogenezie u P. nudum cytoszkielet tubulinowy ulegat przeksztalceniom w kolejnych
stadiach mejozy formujac cztery podstawowe konfiguracje: kortykalng sie¢ w cytoplazmie,
wrzeciono kariokinetyczne, radialny okotojadrowy system mikrotubul i fragmoplast.
Natomiast analizujac aktynowy cytoszkielet w komorkach dzielacych si¢ mejotycznie u tego
gatunku, zaobserwowatam, ze mikrofilamenty (MF) towarzyszyly mikrotubulom (MT) we
wszystkich konfiguracjach, ale oprocz tego we wszystkich fazach mejozy, w formie gestej
sieci otaczaja organella komorkowe w cytoplazmie. Ponadto w telofazie I i II, tuz pod
plazmolema, MF fragmoplastu formowaty charakterystyczne tasmy, ktore otaczaly komorke
w miejscu przysziej Sciany komodrkowej. Uwaza si¢, ze taki aktynowy fragmoplast jest
odpowiednikiem pierScienia preprofazowego w komorkach dzielacych si¢ mitotycznie, i
wyznacza miejsce, w ktorym zostanie uformowana pomejotyczna S$ciana komorkowa.
Kolejnym etapem badan byta immunocytochemiczna lokalizacja y-tubuliny w sporocytach u
P. nudum, ktéra wykazala, Ze polozenie y-tubuliny jest $cisle skorelowane ze stadium mejozy.
W kolejnych stadiach poprzedzajacych polimeryzacje MT vy-tubuling lokalizowalam na
powierzchni jadra, na plazmolemie, na chromosomach i na plastydach. Badania te pozwolity
zweryfikowaé oraz rozszerzy¢ wiedze na temat przemian strukturalnych zachodzacych w
komorkach podczas sporogenezy u paprotnikow.

Nastgpnie swoje badania rozszerzylam o analizy kariokinezy, cytokinezy i
chondriokinezy zachodzacych podczas mejozy w procesie mikrosporogenezy u roslin
okrytonasiennych dwulisciennych. Materiatem badawczym byta Lavatera thuringiaca,
gatunek nalezacy do rodziny Malvaceae, do ktoérej nalezag bardzo wazne przemystowo
gatunki, np. bawetana (Gossypium arboreum). W badaniach tych wykazalam, ze u L.
thuringiaca podczas mikrosporogenezy zachodzi cytokineza réwnoczesna a organella
komoérkowe przemieszczaja si¢ w charakterystyczny sposob, klasyfikowany jako
chondriokineza otoczkowa. Kolejne analizy dotyczyly konfiguracji tubulinowego
cytoszkieletu w mejocytach L. thuringiaca. Badania te przyniosly zaskakujace wyniki,
mianowicie okazalo sie, ze u tego gatunku tubulinowy cytoszkielet formuje konfiguracje
roznigce si¢ nie tylko od tych obserwowanych u P. nudum ale takze od tych opisywanych u
ros$lin nasiennych. Na podstawie moich badan przedstawitam, nigdy dotad nie opisywane,
nowe konfiguracje mikrotubul, ktore w formie sieci, otaczajg agregaty ztozone z organelli
komorkowych wystepujacych wokot jadra (w pdznej profazie 1 i II). Ponadto
zaobserwowalam takze niezwykle silnie rozbudowany okotojadrowy radialny system
mikrotubul, wystepujacy w telofazie I i I u badanego gatunku, oraz obecno$¢ fragmoplastu,
w niewielkiej przestrzeni pozbawionej organelli komodrkowych, miedzy agregatami
ztozonymi z organelli komorkowych otaczajacych jadra potomne. Podsumowujac mozna
stwierdzi¢, ze u L. thuringiaca w mejocytach podczas mikrosporogenezy wystepuje rzadko
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spotykany u innych gatunkéw sposob przemieszania si¢ organelli komorkowych, oraz
charakterystyczne konfiguracje mikrotubul, nigdy dotychczas nie opisywane.

Wyniki powyzszych badan zostaly umieszczone w pracy doktorskiej pt. ,,Wpltyw
szkieletu cytoplazmatycznego na przemieszczenia organelli komoérkowych w mejozie u kilku
gatunkow ro$lin”, ktorag wykonatam pod kierunkiem prof. dr hab. Jézefa Bednary, i
zrealizowatam w Zaktadzie Anatomii i Cytologii Roslin, Instytut Biologii, UMCS.

W okresie przed doktoratem bratam udzial w opracowaniu podrgcznika dla studentow
zawierajacego 11 rozdzialdow (w sumie 250 stron), obejmujacych zagadnienia dotyczace
embriologii roslin okrytonasiennych. Jako wspoétautor uczestniczytam w zebraniu materiatow
zrédtowych, w opracowaniu 1 korekcie tekstu oraz przygotowaniu technicznej strony
podrecznika. Poniewaz po 2 latach od ukazania si¢ pierwszego wydania naktad ksigzki tej
wyczerpat si¢ opublikowano drugie wydanie, ktére zostalo uzupelnione, nieznacznie
zweryfikowane i poszerzone.

W tym okresie otrzymatam nagrode indywidualng ITI° Rektora Uniwersytetu Marii Curie
Sktodowskiej w Lublinie za wyrdzniajaca si¢ prace w roku akademickim 1991/1992.
Natomiast w roku 1994 otrzymatam nagrode zbiorowg I1° Rektora Uniwersytetu Marii Curie
Sktodowskiej w Lublinie za wyrdzniajaca si¢ prace w roku akademickim 1993/1994.

5.1.1. Wykaz opublikowanych prac
(Wartosci IF wg JCR, podano IF 5 letni. Punktacjc MNiSW podano zgodnie z ujednoliconym
wykazem czasopism naukowych w latach 2013-2016; *autor korespondencyjny)

* Prace eksperymentalne

1. *Tchérzewska D., Brukhin V.B., Bednara J. (1996) Plastids and mitochondria
comportment in dividing meiocytes of Psilotum nudum. Acta Societatis Botanicorum
Poloniae, vol. 65(1-2):91-96.
IFsp: 1,161; MNiSW: 25 pkt.

2. *Gietwanowska 1., Szczuka E., Tchorzewska D., Bednara J. (2003) Microtubular
cytoskeleton and organelles during sporogenesis of the homosporous fern Ophioglossum
vulgatum. Biologia (Bratislava), 58/4:851-860.

[F51: 0,803; MNiSW: 20 pkt.

* Podrecznik (dwa wydania)
3. Rodkiewicz B., Sniezko R., Fyk B., Nieweglowska B., Tchérzewska D. Embriologia
Angiospermae - rozwojowa 1 eksperymentalna. Wydawnictwo UMCS, Lublin 1994, pp.
1-250.
MNiSW: 20 pkt.

4. Rodkiewicz B., Sniezko R., Fyk B., Niewegtowska B., Tchorzewska D. Embriologia
Angiospermae - rozwojowa 1 eksperymentalna. Wydanie drugie poszerzone
Wydawnictwo UMCS, Lublin 1996, pp. 1-274.

5.2. Osiagniecia po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowalam prace badawcze ukierunkowane na
scharakteryzowanie procesOw zwigzanych z rozmnazaniem ptciowym. W toku realizacji tego
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tematu podjelam badania anatomiczno/cytologiczne komodrek dzielacych si¢ mejotycznie
podczas mikrosporogenezy u Armoracia rusticana (chrzan), ktory nalezy do rodziny
Brassicaceae. Badany 4. rusticana jest gatunkiem mesko-sterylnym, ktory nie formuje nasion
albo produkuje ich niewielka ilo$¢. Jak dotad nie analizowano rozwoju me¢skiego gametofitu
u tego gatunku, w zwiagzku z tym we wspdlpracy z grupa badawcza pod kierownictwem dr
Krystyny Winiarczyk, przeprowadzitam badania morfologiczne, anatomiczne i cytologiczne
pylnika i komoérek macierzystych pytku (PMC) oraz powstalych ziaren pytku. Na podstawie
tych badan stwierdziliSmy, ze anatomicznie pylnik u A. rusticana zbudowany jest
prawidlowo, posiada dobrze rozwinigte tapetum komorkowe, podczas mejozy PMC
prawidtowo zachodzg procesy: kariokineza, chondriokineza obojetna w telofazie réwnikowa 1
cytokineza réwnoczesna. Tubulinowy cytoszkielet formuje cztery typowe konfiguracje oraz w
powstalych ziarnach pytku wystepuje typowy kortykalny tubulinowy cytoszkielet. Jednakze
podczas antezy w pylnikach u badanego gatunku znajdowato si¢ jedynie 10%
dwukomorkowych ziaren pytku, pozostate mikrospory byly jednojadrowe z wyraznymi
objawami degeneracji cytoplazmy. Stwierdzono zatem, ze zaburzenia w rozwoju mg¢skiego
gametofitu u 4. rusticana zachodza na etapie gametogenezy, podczas ktorej w haploidalnych
mikrosporach nie dochodzi do podzialéw mitotycznych. Rezultaty tych badan zostaly
opublikowane Plant Breeding (Winiarczyk 1 wsp. 2008).

W zwiazku z tym, Ze generatywne rozmnazanie u ro$lin jest wieloetapowym procesem,
patologiczne zmiany na jakimkolwiek etapie tego procesu moga prowadzi¢ do zaburzen a
nawet zaniku zdolno$ci do ptciowego rozmnazania. W zwigzku z tym, obranym kierunkiem
moich badan byto poznanie proceséw zwigzanych z formowaniem si¢ gametofitu meskiego u
ro$lin, a badania prowadzitam na poziomie tkanek, komorek czy organelli komorkowych.
Zainicjowatam szereg projektow naukowych, poczatkowo zwracajac swojg uwage na szkielet
cytoplazmatyczny i okreslenie jego roli w komorkach dzielagcych sie mejotycznie u roznych
gatunkow roslin. Interesujacym materiatem badawczym byty gatunki z rodziny Malvaceae
(Gossypium arboretum, Alcea rosea, Lavatera thuringiaca), ktore charakteryzuja si¢ unikalng
chondriokineza otoczkowa. W takim typie chondriokinezy autonomiczne oragnella
komoérkowe pod koniec profazy I grupuja sie¢ wokoét jadra 1 w takiej ograniczonej przestrzeni
zachodzi kariokineza. Nastepnie w telofazie I otoczki organelli formuja si¢ wokdét dwoch
jader, po czym, w telofazie Il wokot czterech jader. Takie potozenie organelli komérkowych
utrzymuje si¢ nie tylko do konca mejozy, ale takze po jej zakonczeniu, gdy jednojadrowe
ziarna pylku maja juz uformowang sporoderme. Przedstawione powyzej wyniki zostaty
opublikowane Annales UMCS Lublin — Polonia (Tchorzewska 1 wsp. 2013). Kontynuujac
prace badawcze na bazie poczynionych obserwacji chondriokinezy, w powigzaniu z danymi
dotyczacymi tubulinowego cytoszkieletu u L. thuringiaca oraz przy zastosowaniu inhibitorow
cytoszkieletu, opisatam rol¢ zaro6wno chondriokinezy jak 1 tubulinowego szkieletu
cytoplazmatycznego w dzielgcych si¢ mejotycznie komoérkach podczas mikrosporogenezy u
gatunkéw z rodziny Malvaceae. Stwierdzitam, ze charakterystyczne otoczki autonomicznych
organelli u badanych gatunkow rozdzielajg przestrzen, w obrgbie ktérej nastepuje
kariokineza, zastgpujac nieobecng jeszcze S$ciang¢ komorkowa. Natomiast badania
tubulinowego cytoszkieletu, pokazaty, ze mikrotubule odpowiedzialne sg nie tylko za
segregacje chromosoméw, ale takze za charakterystyczne przegrupowania organelli
komorkowych podczas mejozy (chondriokinez¢). Wniosek ten potwierdzito zastosowanie
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kolchicyny, ktora jest alkaloidem wigzacym si¢ specyficznie z MT powodujac zahamowanie
ich polimeryzacji. Zniszczenie tubulinowego cytoszkieletu spowodowato nie tylko brak
prawidlowej segregacji chromosomow, ale takze brak typowego dla chondriokinezy
otoczkowej przemieszczania si¢ autonomicznych organelli komérkowych. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze mikrotubule sg $cisle zwigzane z kariokineza oraz chondriokineza podczas
mikrosporogenezy u L. thuringiaca, a co za tym idzie determinuja formowanie
funkcjonalnych ziaren pytku. Wyniki tych badan opublikowano w czasopismie Protoplasma
(Tchorzewska 1 wsp. 2008). Wniosek ten potwierdzito takze zastosowanie kolchicyny w
dzielacych si¢ mejotycznie komoérkach u P. nudum. Dziatanie tego inhibitora spwodowato nie
tylko zahamowanie polimeryzacji nowych mikrotubul w mejocytach P. nudum, ale takze
zahamowanie depolimeryzacji juz istniejacych tubulinowych konfiguracji. Konsekwencja
tego byly zaburzenia zarowno w przemieszczaniu si¢ chromosomoéw, jak i organelli w
dzielacych si¢ komdrkach i zasadniczo mejocyty nie konczyty podziatu.

Kolejnym krokiem w moich badaniach byto opisanie roli aktynowego cytoszkieletu w
komorkach dzielgcych si¢ mejotycznie w procesie formowania meskiego gametofitu u roslin.
Zastosowanie cytochalazyny, inhibitora stosowanego w badaniach nad aktynowym
cytoszkieletem, pozwolito rozszerzy¢ wiedze na ten temat. Cytochalazyna stanowi wtorny
produkt metabolizmu grzyboéw i jest uzywana do identyfikacji procesow komoérkowych
zaleznych od aktyny, gdyz powoduje zahamowanie wydluzania, a takze rozpad juz
istniejacych MF. Traktowanie cytochalazyng mejocytow P. nudum podczas sporogenezy
spowodowato catkowitg lub czesciowa degradacj¢ aktynowego cytoszkieletu. Mikrofilamenty
w takich komoérkach tworzyly jedynie krotkie fragmenty rozproszone w cytoplazmie, czesto
ulozone w sposob nieukierunkowany, nie tworzyly takze wrzeciona kariokinetycznego i
fragmoplastu. Brak typowych dla dzielacej si¢ mejotycznie komoérki konfiguracji
mikrofilamentow, prowadzit do zaburzenia w przebiegu chondriokinezy, a nawet kariokinezy
(np. nie formowala si¢ rownikowa ptytka chromosoméw metafazowych). Konsekwencja tych
zmian bylo zahamowanie podzialu mejotycznego i stopniowa degeneracja mejocytow.
Rezultaty przedstawionych powyzej badan zostaty opublikowane w czasopi$mie Protoplasma
(Tchoérzewska 1 Bednara 2011).

Na podstawie powyzszych badan moglam zaproponowa¢ model biologiczny
systematyzujacy rolg tubulinowego i aktynowego cytoszkieletu w dzielgcych si¢ mejotycznie
komoérkach podczas rozwoju meskiego gametofitu. Jak dotad uwazano, ze mikrotubule,
formujac podczas podzialu komorki wrzeciono kariokinetyczne czy cytokinetyczne,
odpowiedzialne sg jedynie za segregacj¢ chromosomow oraz formowanie pomejotycznej
Sciany komorkowej. Natomiast opisywane przeze mnie konfiguracje mikrotubul wskazuja na
dodatkowa role tych struktur w procesie chondriokinezy, niezwykle istotnym dla formowania
réwnocennych, zywotnych i zdolnych do zaplodnienia me¢skich gametofitéw. Natomiast na
podstawie badan dotyczacych roli aktynowego cytoszkieletu sformutowatam wniosek, ze
niezaleznie od mikrotubul, mikrofilamenty odgrywaja bardzo wazng role nie tylko w
organizacji cytoplazmy, chondriokinezie czy tworzeniu pomejotycznej $ciany komorkowe;,
ale takze w kariokinezie. Zatem prawidtowe konfiguracje aktynowego -cytoszkieletu,
dynamicznie zmieniajgce si¢ w kolejnych fazach mejozy, na réwni z tubulinowym
cytoszkieletem, warunkuja przebieg procesu formowania zywotnego meskiego gametofitu u
ro$lin.

27



Dorota Tchorzewska

W wyzej wymienionym okresie w ramach wspoipracy badawczej z prof. Krystyna
Winiarczyk prowadzitam badania embriologiczne ro$lin waznych przemystowo takich jak
Secale cereale (zyto). Tematem badan byly analizy morfologiczne ziaren pylku oraz proces
zapylenia u czterech linii S. cereale (linii samozgodnych i samoniezgodnych). Analizy
dotyczyly reakcji ziaren pytku zdeponowanych na samozgodnym lub samoniezgodnym
znamieniu shupka. Proces zapylenia oraz jego konsekwencje, czyli kietkowanie ziaren pytku
na znamieniu shupka, jest kluczowym procesem podczas przemiany pokolen u roslin. W
badanych przez nas liniach S. cereale wszystkie rosliny produkujg prawidtowo zbudowane,
zywotne ziarna pytku. Jednakze, niezaleznie od obfitego zapylenia znamienia stupka
samozgodnych roslin, tylko kilka ziaren pytku tworzy tagiewke pytkowa. Co ciekawe wokot
takiego dojrzalego juz pylku zaobserwowaliSmy resztki tapetum, ktére nie ulegly zuzyciu.
Bardzo czgsto barier¢ w rozmnazaniu generatywnym u roslin stanowi brak kietkowania na
znamieniu stupka ziaren pytku pomimo tego, Zze s one zywotne. Badania te opublikowano w
czasopi$mie Annales UMCS Lublin — Polonia (Winiarczyk i Tchorzewska 2013).

Kolejnym tematem badawczym, ktory realizowatam we wspolpracy z prof. Krystyna
Winiarczyk bylta analiza niezwykle istotnego w rozwoju ontogenetycznym roslin kwiatowych
etapu, jakim jest formowanie kwiatu u Allium sativum (czosnek). W badaniach zwrociliSmy
uwage na morfologie i sekwencje rozwojowe kwiatostanu tego gatunku, ktory jest sterylny 1
nie tworzy nasion. U czosnku zaobserwowano brak regularnej filotaksji 1 specyficzng
sekwencje tworzenia elementow kwiatostanu, co moze §wiadczy¢ o zjawisku rewersji, czyli
powtornej zmianie charakteru merystemu z generatywnego w wegetatywny. Wydaje si¢, ze u
A. sativum rewersja pojawita si¢ spontanicznie i zostata utrwalona przez cztowieka, na drodze
wegetatywnego rozmnazania, ponadto zachodzi ona niezaleznie od warunkéw klimatycznych
1 jest zjawiskiem powszechnym. Na podstawie analiz zostala sformutowana teza, ze w wyniku
rewersji w kwiatostanie A4. sativum wyksztalcily si¢ struktury wegetatywne, zwigkszajace
potencjat reprodukcyjny tego gatunku, ktéry ,,wycofal si¢” z rozmnazania piciowego. W
konsekwencji, mozna stwierdzi¢, iz dzigki temu, ze czosnek zaangazowal do rozmnazania
wegetatywnego zaréwno podziemne jak i nadziemne organy, znaczaco zwigkszyt swoj sukces
reprodukcyjny. Badania te opublikowano w czasopisSmie Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cultus (Winiarczyk 1 wsp. 2018). Ponadto, zaangazowatam si¢ w prace badawcze
wraz z zespotem prof. Krystyny Winiarczyk, w celu analizy procesu formowania si¢
meskiego gametofitu u Tinantia erecta w aspekcie cytologicznym. Szczegdlng uwage
zwrocono na chondriokineze i cytokineze u tego gatunku w powigzaniu z tubulinowym
szkieletem cytoplazmatycznym oraz role autonomicznych organelli w dziedziczeniu
cytoplazmatycznym. Wspotpraca ta zaowocowata publikacjami w czasopismie: Wydawnictwo
Naukowe TYGIEL (Marciniec 1 Tchorzewska 2016; Marciniec 1 wsp. 2017).

W ostatnim czasie podjelam takze wspotprac¢ z dr. Monikg Szymanska-Chargot z
Zaktadu Mikrostruktur 1 Mechaniki Biomateriatow, Instytutu Agrofizyki im. B.
Dobrzanskiego PAN w Lublinie, w zakresie obrazowania komoérek roslinnych z
wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Realizowane prace badawcze dotyczyly zmian
biochemicznych w §cianie komoérek pomidora, a przede wszystkim sktadu polisacharydow,
polifenoli oraz aktywnosci enzyméw pektynolitycznych. W pracach wykorzystano komorki
pomidora jako uklady modelowe, w celu pokazania zmian biochemicznych w $cianie
komorkowej, w czasie rozwoju oraz dojrzewania owocu. Wykonane obrazowanie z
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wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej pozwolito na precyzyjne przedstawienie struktury
anatomicznej komorek 1 zobrazowanie S$ciany komodrkowej wykorzystujac techniki
immunocytochemiczne. Wspolpraca ta zaowocowata publikacjami w czasopiSmie Plant
Physiology and Biochemistry (Chylinska i wsp. 2017).

5.2.1. Wykaz opublikowanych prac

(Wartosci IF wg JCR, podano IF 5 letni. Punktacje MNiSW podano zgodnie z ujednoliconym wykazem
czasopism naukowych w latach 2013-2016; *autor korespondencyjny)

* Prace eksperymentalne
5. *Winiarczyk K., Tchérzewska D. and Bednara J. (2007) Development of the male
gametophyte of an infertile plant Armoracia rusticana Gaertn. Plant Breeding, 126:433—
439.DOI 10.1111/5.1439-0523.2007.01365.x
[Fsat: 1,595; MNiSW: 25 pkt.

6. *Tchoérzewska D., Winiarczyk K., Pietrusiewicz J., Bednara J. (2008) A new type of
microtubular cytoskeleton in microsporogenesis of Lavatera thuringiaca L.
Protoplasma, 232:223-231. DOI 10.1007/s00709-007-0281-8

[Fs1: 2,658; MNiSW: 30 pkt.

7. *Tchérzewska D., Bednara J. (2011) The dynamics of the actin cytoskeleton during
sporogenesis in Psilotum nudum L. Protoplasma, 248:289-298. DOI 10. 1007/s00709-
010-0167-z

[Fs1at: 2,658; MNiSW: 30 pkt.

8. *Chylinska M., Szymanska-Chargot M., Deryto K., Tchérzewska D., Zdunek A.
(2017) Changing of biochemical parameters and cell wall polysaccharides distribution
during physiological development of tomato fruit. Plant Physiology and Biochemistry,
119:328-337. DOI 10.1016/.plaphy.2017.09.010

I[Fs1at: 3,096; MNiSW: 35 pkt.

9. *Krystyna Winiarczyk, Rafat Marciniec, Dorota Tchorzewska (2018) Phenomenon of
floral reversion in bolting garlic (A/lium sativum L.). Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cultus, 17(2):123—-134. DOI: 10.24326/asphc.2018.2.11

IFs15e: 0,550; MNiSW: 20 pkt.

* Inne anglojezyczne publikacje recenzowane
10. *Tchérzewska D., Pietrusiewicz J., Winiarczyk K. (2013) Organelle aggregations
during microsporogenesis with simultaneous cytokinesis in species from the family
Malvaceae (Gossypium arboreum, Alcea rosea, Lavatera thuringiaca). Annales UMCS
Lublin-Polonia, Sectio C. Vol. LXVIII, 2:35-44. DOI 10.2478/v10067-012-0032-x.
MNiSW: 9 pkt.

11. *Winiarczyk K., Tchorzewska D. (2013) Pollen grain on the compatible stigma of
Secale cereale L. Annales UMCS Lublin-Polonia, Sectio C. Vol. LXVIII, 2:45-55. DOI:
10.2478/v10067-012-0033-9.

MNiSW: 9 pkt.
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* Rozdzial w monografii naukowej wieloautorskiej, w ktorej autorstwo rozdzialow jest
oznaczone
12. *Tchérzewska D., Winiarczyk K., Wigcek J., Krawczyk R. (2016) Lasy
Koztowieckie roslinno§¢ wzgdrz morenowych, dolin rzecznych i stawéw. Str. 101-109.
[W:] Czarnecka B. (red.) Na migdzyrzeczu Wisly i Bugu. Krajobrazy roslinne i
dziedzictwo kulturowe srodkowo-wschodniej Polski i zachodniej Ukrainy. Towarzystwo
Wydawnictw Naukowych LIBROPOLIS, Lublin. ISBN 978-83-86-292-54-7.
MNiSW: 5 pkt.

13. *Marciniec R., Tchorzewska D. (2016) Chondriokineza 1 cytokineza podczas
mikrosporogenezy u Angiospermae. Str. 28-46. [W:] Kropiwiec K., Szala M. (red.)
Rosliny — przeglad wybranych zagadnien. Wydawnictwo Naukowe TYGIEL, Lublin.
ISBN 978-83-65598-13-4.

MNiSW: 5 pkt.

14. *Marciniec R., Tchérzewska D., Winiarczyk K. (2017) Dziedziczenie
cytoplazmatyczne u Angiospermae. Str. 126—137. [W:] Maciag M., Maciag K. (red.)
Postep w badaniach nad roslinami — najnowsze doniesienia. Wydawnictwo Naukowe
TYGIEL, Lublin. ISBN 978-83-65598- 64-6.

MNiSW: 5 pkt.

5.3. Obecne badania i plany naukowe

Obecnie prowadz¢ badania we wspotpracy z dr hab. Haling Kucharczyk z Zaktadu
Zoologii Bezkregowcow UMCS. W ramach tej wspotpracy poddaty$my szczegdlowej
morfologiczno-anatomicznej analizie interakcje biologiczne miedzy Thrips nigropilosus
(wciornastek chryzantemowy) a Mentha X piperita (migta pieprzowa), w kontekscie
masowego pojawienia si¢ tego szkodnika w unikalnych warunkach klimatycznych, ktoére
zaistnialy w Polsce w wyniku ocieplenia klimatu. Wyniki tych badan zostaly opisane w
opracowaniu naukowym, ktore zostato ztozone w czasopiSmie naukowym Acta Scientiarum
Polonorum Hortorum Cultus.

*Halina Kucharczyk, Marek Kucharczyk, Krystyna Winiarczyk, Magdalena Lubiarzand *Dorota

Tchorzewska (2018) “Effects of temperature on mass development of Thrips nigropilosus Uzel

(Thysanoptera: Thripidae) on Mentha x piperita L. and the impact of the pest on the host lant.”

Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus (under review).

Kolejne badania, dotyczace analiz morfologicznej i molekularnej réznorodnosci dwoch
gatunkow: Tinantia anomala 1 T. erecta, realizuj¢ we wspotpracy z dr hab. Krystyng
Winiarczyk z macierzystego Zaktadu. Ponizsza praca zostata ztozona do czasopisma Flora i
jest w ocenie merytorycznej.

Lidia Btaszczyk, Joanna Ggbura, Dorota Tchérzewska and *Krystyna Winiarczyk
(2018) “Phylogenetic relationships between two species from the Tinantia genus (family
Commelinaceae) characterized by morphological and molecular approaches.” Flora (under
review).

Planuje kontynuowaé prace badawcze zwigzane z zagadnieniami sterylnosci u czosnku.
W tym nurcie moich dziatan, zamierzam podja¢ wspotprace z chifiskim osrodkiem naukowym
w celu przeprowadzenia analiz ekotypow czosnku, ktéore wystepuja w ogromnej
réznorodno$ci w Chinach, oraz co najwazniejsze w celu pozyskania ptodnego, dziko
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rosngcego czosnku (material unikalny w skali §wiatowej), co pozwoli mi na precyzyjny wglad

w zjawisko sterylnosci u 4. sativum. Prace badawcze beda realizowane w ramach
utworzonego Polsko-Chinskiego Centrum Badawczego "Green Pharmaceuticals" w UMCS.
Dzigki nowym programom badawczym w NCN, tj. SHENG 1 polsko-chinskie projekty

badawcze, planuje pozyska¢ finansowanie na planowane dziatania naukowe.

Z drugiej strony zamierzam takze rozwija¢ unikalne techniki eksperymentalne w oparciu
o spektralne analizy autofluorescencji oraz z wykorzystaniem techniki FLIM do obrazowania
tkanek 1 komorek roslinnych, w ramach nowoczesnej infrastruktury badawczej dostepnej w
macierzystej Uczelni. Podejscie to umozliwi mi doskonalenie warsztatu naukowego i1 pozwoli

na analizy zlozonych procesow biologicznych w komodrkach roslinnych technikami

dotychczas mato wykorzystywanymi w badaniach anatomiczno-embriologicznych roslin.

6. Podsumowanie dorobku naukowego

Opublikowane prace

Rodzaj Wskaz | Punkty | Liczba Liczba
OKkres Jezyk publikacji Liczba nik MNiSW | cytowan | cytowan bez
IFs)a¢ (Sb?‘za “)’eb of | autocytowan
Przed Polski Podrecznik 2 0 20 0 0
(2 wydania)
doktoratem i ski | Z listy JCR 2 1,064 | 45 9 3
Po Polski Monografia 3 0 15 0 0
uzyskaniu (rozdziatl)
stopnia Gléwne
doktora s osiagniecie 6 14,767 190 9 4
Angielski naukowe (JCR)
z listy JCR 10,557 140 14 9
Spoza listy JCR 2 0 18 0 0
Suma 20 27,288 428 32 16
Indeks Hirscha 4

7. Dzialalnos¢ na rzecz Srodowiska naukowego

7.1. Dzialalnos¢ dydaktyczna

7.1.1. Zajecia laboratoryjne
W okresie mojej pracy naukowo-dydaktycznej prowadzitam 10 rodzajow zajec
laboratoryjnych ze studentami biologii, biotechnologii oraz fizyki w zakresie anatomii i
embriologii ro$lin, hodowli in vitro oraz zaje¢ zwigzanych z tematyka biotechnologiczna.
Moja dzialalno§¢ w zakresie ksztalcenia studentéw to takze opracowanie materiatow
studentow, pt.:

dydaktycznych. Wspotuczestniczytam w  pisaniu  podrecznika
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,Embriologia Angiospermae - rozwojowa i eksperymentalna”. Bedac wspotautorem zebratam
materialy Zzrodtowe 1 uczestniczytam w opracowaniu tekstu oraz przygotowaniu technicznej
strony tego podrecznika. Podrecznik ten doczekal si¢ takze wydania drugiego, w ktorym
uczestniczytam w uzupelnieniu i weryfikacji tekstu. Ponadto, w ramach zaj¢¢ ,,Anatomia
ros$lin” opracowatam skrypt dla studentéw zawierajacy najwazniejsze informacje dotyczace:
podstawowych technik laboratoryjnych stosowanych w badaniach cytologicznych, gtownych
zagadnien dotyczacych specyfiki budowy komodrki roslinnej, podzialu komoérek
somatycznych, budowy organow roslin. Opracowatam dwa programy nowych przedmiotow:
,»Metabolizm ligninocelulozy” dla kierunku Biochemia na Wydziale Biologii i Biotechnologii
UMCS oraz ,,Biomateriaty” dla kierunku InZynieria nowoczesnych materialow na Wydziale
Matematyki, Fizyki i Informatyki UMCS. Ponadto, od wielu lat prowadz¢ ¢wiczenia
terenowe na kierunku biotechnologia, na ktorych studenci moga zapozna¢ si¢ m.in. z
unikalnymi stanowiskami rzadkich ros§lin w okolicy Lublina, na przyktad objetego ochrong
catkowita mitka wiosennego (Adonis vernalis) oraz ze zjawiskiem sukcesji w $rodowisku
naturalnym, a takze ze specyfika pracy biotechnologa w réznego typu laboratoriach
analitycznych. Srednia ocena mojej dziatalnosci dydaktycznej w studenckiej ankiecie oceny
zaje¢ wynosi 4,86.

7.1.2. Opieka naukowa

W latach 2000-2016 bylam opiekunem naukowym 10 prac magisterskich oraz
promotorem 6 prac licencjackich. Obecnie jestem opiekunem naukowym pracy doktorskiej pt.
,Kariokineza, chondriokineza oraz cytokineza w procesie formowania m¢skiego gametofitu u
Tinantia erecta (Jacq.) Fenzl.”, ktérg w Zaktadzie Anatomii i Cytologii Roslin realizuje pan
mgr Rafat Marciniec. Ponadto w latach 2007-2010 oraz 2012-2015 pehlitam obowigzki
opiekuna roku I° ksztalcenia na kierunku Biologia ogo6lna i eksperymentalna.

7.2. Dzialalno$¢ recenzencka

Bylam recenzentem 12 publikacji, ktére byly zlozone w mig¢dzynarodowych
czasopismach naukowych (Protoplasma, Sexual Plant Reproduction, Annals of Botany, Plant
Reproduction, Biodiversitas, Journal of Biological Diversity, Journal of Botanical Sciences,
South African Journal of Botany) i krajowych czasopismach naukowych (7Tygiel, Annales
UMCS).

7.3. Dzialalnos¢ popularyzatorska

7.3.1. Organizacja konferencji naukowych

Bylam cztonkiem komitetu organizacyjnego dwoch migdzynarodowych konferencji
naukowych, w ktorych wzi¢li udziat naukowcy ze wszystkich kontynentéw, specjalizujacy si¢
w zagadnieniach szeroko poj¢tej embriologii roslin (VII Conference of Plant Embryologists
of Czech Republic, Slovakia and Poland, 14-16 September 1995, Lublin; 17th International
Congress on Sexual Plant Reproduction, Lublin, Poland, 9-13 July, 2002). Bylam takze
cztonkiem komitetu organizacyjnego krajowej konferencji, w ktoérej uczestniczyto ponad 500
naukowcow z kraju 1 zagranicy (57 Zjazd Polskiego Towarzystwa Botanicznego ,,Botanika —
tradycja i nowoczesnos¢” Lublin, 27 czerwca - 3 lipca 2016).
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7.3.2. Wyklady popularyzujace nauke

Wyktad pt.: "Rosliny GMO - szansa czy zagrozenie?", prezentowalam w ramach
wyktadow otwartych, ktore odbywaly si¢ w Zaktadzie Leczniczym Uzdrowisko Natgczow, w
17.09.2014 roku. Natomiast w ramach seminarium Polskiego Towarzystwa Botanicznego
Oddziat Lubelski, wygtositam wyktad pt.: ,,Allium ampeloprasum var. ampeloprasum (GHG-
L) ,,bezwonny czosnek” alternatywg dla wrazliwych konsumentéw” — 24.04.2018 rok.

7.3.3. Promocja i podnoszenie prestizu Uniwersytetu

W ramach promocji nauki i podnoszenia prestizu lubelskiego osrodka uniwersyteckiego
w latach 2013-2015 zainicjowatam, zorganizowalam i przeprowadzilam cykl wyktadow
otwartych pt.: ,,Edukacja prozdrowotna i promocja zdrowego stylu zycia” w Zakladzie
Leczniczym Uzdrowisko Nateczéw. Organizowane przeze mnie wyktady byly dedykowane
ludziom starszym, przyjezdzajacym z calej Polski do Zaktadu Leczniczego Uzdrowisko
Naleczow. Rozwoj e-spoteczenstwa, wprowadzanie nowych technologii oraz globalizacja
powoduja czesto zjawisko wykluczenia spotecznego ludzi starszych, w wieku
poprodukcyjnym. Dlatego tak wazne jest, aby dostep do wiedzy i rozwdj jednostki odbywat
si¢ przez cale zycie. Wyktady, ktore zorganizowatam prowadzone byly przez pracownikéw
naukowych Wydzialu Biologii 1 Biotechnologii oraz Wydzialu Pedagogiki 1 Psychologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Tematem spotkan byta wiedza na temat
zdrowia w dobie nowoczesnych farmaceutykéw i parafarmaceutykow, starzenia si¢ i poprawy
jakosci zycia w dynamicznie zmieniajgcej si¢ europejskiej spoltecznosci. Organizowane
przeze mnie spotkania stuzyly nie tylko rozwojowi i edukacji osob starszych w wielu
aspektach zycia, ale takze speiniaty funkcje integrujaca i aktywizujaca, co ma ogromne
znaczenie dla osOb w podeszlym wieku, ktore nie sg aktywne zawodowo. Wyklady cieszyty
si¢ duzym zainteresowaniem, gdyz wpisywaly si¢ w ide¢ promowania zdrowego trybu zycia i
aktywnej staroSci w polskim spoteczenstwie oraz zwigkszaty oferte 1 podnosity walor
nowoczesnego uzdrowiska.

Podejmowane przeze mnie dziatania promocyjne polegaly takze na uczestniczeniu w
akcji ,,Dzien ros$lin”, gdzie prezentowatam projekt pt.: ,,Rosliny w mikroskali.”. W projekcie
tym w formie wyktadu i pokazéw laboratoryjnych prezentowatam mozliwosci obrazowania
tkanek, komoérek czy struktur komoérkowych roslin @ w nowoczesnych badaniach
laboratoryjnych. Bratam réwniez udziat w przygotowaniu i realizacji akcji ,,Drzwi otwarte”
na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS, gdzie m.in. prezentowatam tematyke
badawczg oraz potencjal technologiczny laboratorium biologicznego.

7.4. Udzial w projektach infrastrukturalnych
1. ,Krajowe Laboratorium Multidyscyplinarne Nanomateriatow Funkcjonalnych”
POIG.02.02.00-00-025/09 (2010-2014). Wartos¢ projektu — 54 135 857 zt —
wykonawca.

Krajowe Laboratorium Multidyscyplinarne Nanomaterialéw Funkcjonalnych to projekt,
ktory miat na celu stworzenie unikalnego w skali krajowej Laboratorium
Multidyscyplinarnego  Nanomateriatow ~ Funkcjonalnych o  strukturze  optymalnie
wykorzystujacej obecnag alokacje¢ kadr badawczych. Laboratorium umozliwia synergiczny
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rozwdj inzynierii materiatow funkcjonalnych, przy jednoczesnym skupieniu uwagi na
najbardziej aktualnych na $§wiecie tematykach badawczych w zakresie nano-technologii,
biotechnologii, naukach biologicznych, medycznych i ochronie S$rodowiska. Wigkszo$¢
technik doswiadczalnych, ktore zostaly zastosowane w Laboratorium byla w Polsce
catkowicie niedostgpna lub bardzo trudno dostepna. Celem projektu byto przetamanie wtasnie
tej bariery infrastrukturalnej i umozliwienie polskim naukowcom prowadzenia nowatorskich
badan w kraju. Konsorcjum skupito w Polsce grupy badawcze z siedmiu wydziatow i
jednostek migdzywydziatlowych trzech uniwersytetow i szesciu instytutow PAN w dziedzinie
fizyki, chemii, biologii 1 nauk o Ziemi. W zakresie realizacji tego programu konieczna byta
budowa nowoczesnej wspolnej bazy aparaturowej o znaczeniu S$rodowiskowym,
zlokalizowane] w centralnie zarzadzanych laboratoriach specjalistycznych, wzorowanej na
sprawdzonym modelu europejskim. Laboratoria takie utworzono w Warszawie, Poznaniu i w
Lublinie. W ramach w/w Projektu UMCS realizowal zadanie dotyczace otwarcia
Srodowiskowego Laboratorium Przyzyciowego Obrazowania Komoérek”, gdzie gldownym
sprzetem badawczym jest ‘Automatyczny system do przyzyciowego obrazowania komoérek z
wyposazeniem’. Jadrem systemu jest uklad do akwizycji obrazu oparty o mikroskop
konfokalny wraz z unikalnym doposazeniem. System ten pozwala na prowadzenie badan
licznych procesé6w komoérkowych na poziomie molekularnym w pojedynczej zywej komorce
jak 1 duzej ich grupie, na skale piko-sekund, minut, godzin czy dni. Stworzenie na UMCS
»dystemu do przyzyciowego obrazowania komorek” wprowadza nowag jakos¢ do badan,
przenoszac je na poziom dotychczas nieosiggalny dla polskiego laboratorium. W ramach tego
projektu bratam udziat w szkoleniach oraz implementowaniu technik obrazowania i analizy
komoérek roslinnych, wykorzystujacych techniki fluorescencyjne, analizy spektralne oraz
FLIM. Bezposredni udziat w tym projekcie umozliwit mi sprawne wykorzystanie
zaawansowanej mikroskopii konfokalnej do obrazowania komorek roslinnych oraz
interpretacji wynikow.

2. Regionalny Program Operacyjny Wojewddztwa Lubelskiego na lata 2007-2013 —
»Modernizacja i wyposazenie obiektow dydaktyczno-badawczych na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi, Matematyki, Fizyki i Informatyki i Chemii UMCS w
Lublinie” — udziat w realizacji.

3. Program Operacyjny Rozwodj Polski Wschodniej 2007-2013 — ,,Wyposazenie
laboratoriow Wydziatow Biologii i Biotechnologii, Matematyki, Fizyki 1 Informatyki
oraz Wydziatu Chemii pod katem badan substancji o aktywnosci biologicznej i probek
srodowiskowych” — udziat w realizacji.

Programy "Modernizacja 1 wyposazenie obiektoéw dydaktyczno-badawczych na Wydziale
Biologii 1 Nauk o Ziemi, Wydziale Matematyki, Fizyki i Informatyki i Wydziale Chemii
UMCS w Lublinie" i ,,Wyposazenie laboratoriow Wydziatow Biologii 1 Biotechnologii,
Matematyki, Fizyki i Informatyki oraz Wydziatlu Chemii pod katem badan substancji o
aktywnosci biologicznej i probek $srodowiskowych” to programy typowo infrastrukturalne,
ktore zostaly przyznane Uniwersytetowi w celu modernizacji infrastruktury badawczej,
dydaktycznej oraz lokalowej. W ramach realizacji tych projektow uczestniczytam w
organizacji nowoczesnego laboratorium do ktorego zakupiono sprzgt laboratoryjny, w tym:
ultramikrotomu Leica EMUC 7, mikroskopu Nikon z przystawka do fluorescencji 1 z
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oprogramowaniem, komory inkubacyjnej i komory z laminarnym przeptywem powietrza.
Warto$¢ inwestycji w Zaktadzie Anatomii i Cytologii Roélin stanowita ok. 1 000 000 zt.

7.5. Wspélpraca z innymi o$rodkami naukowymi oraz instytucjami

W czasie realizacji projektow badawczych wspolpracowatam z licznymi osrodkami
naukowymi, np.: Laboratorium Jakosci Warzyw i Surowcoéw Zielarskich UP w Lublinie,
Zakladem Genetyki Patogenow i Odpornosci Roslin PAN w Poznaniu, Katedra Metod
Matematycznych i Statystycznych UP w Poznaniu, Instytutem Agrofizyki PAN w Lublinie,
Zakladem Ochrony Srodowiska i Ochrony Krajobrazu KUL oraz z licznymi jednostkami
naukowymi Uniwersytetu Marii Curie Skiodowskiej w Lublinie, jak: Zaktadem Biologii
Molekularnej, Ogrodem Botanicznym, Zaktadem Zoologii Bezkrggowcow, Zakladem
Ochrony Srodowiska, Zakladem Biofizyki. W ramach dzialalnosci popularyzatorskiej
wspolpracowatam z Zakladem Leczniczym Uzdrowisko Naleczow. Natomiast w ramach
dziatalno$ci  dydaktycznej wspdlpracowalam z Instytutem Uprawy Nawozenia 1
Gleboznawstwa w Pulawach, z jednostkami parkow narodowych i krajobrazowych (np.
Dyrekcja Roztoczanskiego Parku Narodowego, Dyrekcja Poleskiego Parku Narodowego)
oraz zakladami produkcyjnymi (Herbapol — Lublin S.A., Stock Polska sp. z 0.0.), gdzie
organizowatam zajecia terenowe dla studentéw biotechnologii UMCS w Lublinie.
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