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

b)

2001 - Doktor Nauk Biologicznych w zakresie biologii. Tytut rozprawy doktorskiej:
»<Anatomiczne uwarunkowania osiowej homodromii i antydromii w pedach roslin
szpilkowych” praca wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Beaty Zagorskiej-Marek, w
Zaktadzie Botaniki Ogolnej (obecnie Zaktad Biologii Rozwoju Roslin), Wydziat Nauk
Przyrodniczych (obecnie Wydziat Nauk Biologicznych) Uniwersytetu Wroctawskiego

1993 - Magister Edukacji w zakresie biologii nauczycielskiej, Instytut Botaniki, Wydziat
Nauk Przyrodniczych (obecnie Wydziat Nauk Biologicznych) Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Od 2002 do chwili obecnej — adiunkt w Zakfadzie Biologii Rozwoju RoS$lin, Instytut
Biologii Eksperymentalnej, Uniwersytet Wroctawski

05/2006 — 11/2006; staz podoktorski, Department of Forest Genetics and Plant
Physiology, Umea Plant Science Center (UPSC), Swedish University of Agricultural
Sciences (SLU), Umea, Szwecja

1993 — 2002 — asystent Zaktadzie Botaniki Ogoélnej (obecnie Zaktad Biologii Rozwoju
Roslin), Instytut Botaniki (obecnie Instytut Biologii Rozwoju Ros$lin), Uniwersytet
WroctawsKi

1991 — 1993 — pracownik techniczny w Zaktadzie Botaniki Ogdlnej (obecnie Zaktad
Biologii Rozwoju Roslin), Instytut Botaniki, Uniwersytet Wroctawski

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

a)

tytut osiggniecia naukowego

Rola auksyn w regulacji proceséw rozwojowych w pedach Arabidopsis

b)

Publikacje wchodzgce w skfad osiggniecia naukowego

(IF zgodny z rokiem opublikowania, punkty MNiSW wedtug listy z dn. 26 stycznia 2017r;



* odnosi sie do autora korespondencyjnego, *

autorstwa w pracy)

odnosi sie do wspoélnego pierwszego

P1. Banasiak. Putative dual pathway of auxin transport in organogenesis of Arabidopsis.
Planta (2011) 233: 49-61. [IF 3.23; MNiISW 40]

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji, zdobyciu finansowania,
zaplanowaniu i wykonaniu eksperymentow, interpretacji wynikow i przygotowaniu
manuskryptu. Méj udziat procentowy wynosi 100%.

P2. Banasiak A.", Biedron M., Doizbtasz A., Berezowski MA. Ontogenetic changes in auxin
biosynthesis and distribution determine the organogenic activity of the shoot apical meristem
in pinl mutants. International Journal of Molecular Sciences (2019), 20, 180;
doi:10.3390/ijms20010180 [IF 3.687; MNiSW 30]

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji, zdobyciu finansowania i
zaplanowaniu wszystkich eksperymentéw. Ponadto przeprowadzitam analizy budowy
anatomicznej pedow, struktury trojwymiarowej systemu przewodzgcego | ekspresji
YUCL::GUS i YUC4::4. Bratam rowniez udziat w eksperymentach z immunolokalizacjg
auksyny i ekspresjg reportera odpowiedzi auksynowej DR5rev::GFP, a takze interpretowatam
wszystkich uzyskane wyniki. Byfam odpowiedzialna za przygotowanie manuskryptu; jestem
autorem korespondencyjnym. Méj udziat procentowy szacuje na 60%.

P3. Dolzblasz A.**, Banasiak A.?, Vereecke D.* Neovascularization during leafy gall formation
on Arabidopsis thaliana upon Rhodococcus fascians infection. Planta (2018), 247(1): 215-228
[IF 3.249; MNiSW 40]

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu analiz zmian w budowie
anatomicznej pedéw kwiatostanowych Arabidopsis thaliana, indukowanych infekcjg
Rhodococcus fascians i opracowaniu modelu waskularyzacji gala lisciowego. Ponadto
wspolnie z dr Alicjg Dotzbtasz opracowaty$my system zmian w odpowiedzi auksynowej w
procesie tworzenia ,leafy gall”. Uczestniczytam rowniez w pisaniu manuskryptu i byftam
odpowiedzialna za przygotowanie figur. Jestem jednym z dwéch pierwszych autoréw tej pracy.
Méj udziat procentowy szacuje na 45%.

P4. Biedron M., Banasiak A*. Auxin-mediated regulation of vascular patterning in Arabidopsis
thaliana leaves. Plant Cell Reports (2018) 37: 1215-1229. [IF 2.989; MNiSW 35]

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji, wspoétudziale w pisaniu i
redagowaniu wszystkich rozdziatow, napisaniu rozdziatu podsumowujgcego i opracowaniu
sekwencji zdarzen podczas waskularyzacji liscia. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

P5. Sokotowska K., Kizinska J, Szewczuk Z, Banasiak A*. Auxin conjugated to fluorescent
dyes — a tool for the analysis of auxin transport pathways. Plant Biology (2014) 16 (5), 866-
877. [IF 2.633; MNiSW 35]

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji, zdobyciu finansowania,
zaplanowaniu eksperymentow i przeprowadzeniu wiekszosci analiz dotyczgcych aktywnosci
biologicznej koniugatéw. Ponadto wspdlnie z dr Katarzyng Sokotowskg i Joanng Kizifskg
realizowatam czeSC¢ projektu dotyczacg analizy dystrybucji egzogennie aplikowanych



koniugatow w tkankach roslinnych. Petnitam tez gtdwng role w przygotowaniu manuskryptu;
Jjestem autorem korespondencyjnym. Moj udziat procentowy szacuje na 40%.

Sumaryczny Impact Factor wedtug listy Journal Citation Raport (JCR) dla prac stanowigcych
osiggniecie habilitacyjne wynosi: 15,788

Sumaryczna liczba punktow wedtug MNiSW dla prac stanowigcych osiggniecie habilitacyjne
wynosi: 180

c) omodwienie celu naukowego Ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omdwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Rozwojowi roslin towarzyszy szereg ztozonych procesow, zachodzgcych zaréwno na
poziomie komorkowm jak i ponad-komorkowym takich jak . podziaty, wzrost elongacyjny,
specyfikacja typow komdrkowych i ich réznicowanie, a takze organogeneza czy formowanie
przestrzennych wzoréw rozmieszczenia organow i tkanek. Realizowany program rozwojowy
moze ulegac takze dodatkowym modyfikacjom pod wptywem zmieniajgcych sie warunkow
srodowiskowych, a takze stresu biotycznego i abiotycznego [3,34]. Te wszystkie procesy
wymagajg $cisle kontrolowanej regulacji i koordynacji na poziomie catego organizmu.

Podstawowg czgsteczkg sygnalizacyjng integrujgcg caty organizm roslinny i bedaca
pierwotnym czynnikiem odpowiedzialnym za niemal wszystkie aspekty zwigzane z rozwojem
roslin jest auksyna [39]. Jej dystrybucja, zréznicowana komérkowo i tkankowo, a takze ztozony
system oddziatywan na poziomie transkrypcyjnym i nietranskrypcyjnym, powodujg
zréznicowang odpowiedz komoérek, tkanek i catego organizmu [17]. Jednak mechanizmy jej
dziatania w poszczegdlnych procesach rozwojowych nie zostaty dotgd doktadnie wyjasnione.

Rozwdj rosliny jest zwigzany z potencjalnie nieograniczong, postembrionalng
organogenezg i réznicowaniem pasm waskularnych, ktére fgczg inicjowane organy z
waskulaturg pedu, zapewniajgc im zaopatrzenie w wode i zwigzki odzywcze, ale takze - ze
wzgledu na udziat w transporcie czgsteczek sygnalizacyjnych - ich komunikacje z innymi
rejonami rosliny [18]. Dla prawidtowego funkcjonowania roslin wazne jest wiec zachowanie
ciggtosci i integralnosci systemu przewodzgcego, a takze wzajemne przestrzenne
dopasowanie jego struktury i wzoru rozmieszczenia organéw. Znaczenie tego $cistego
dopasowania organ-waskulatura jest rowniez widoczne podczas nietypowej organogenezy
indukowanej infekcjg organizmami patogennymi, w wyniku ktorej wytwarzane sg tumorowe
narosla, konkurujgce z normalnymi organami o wode i zwigzki odzywcze. Skutecznos¢ infekciji
jest warunkowana uruchomieniem mechanizmow, ktére umozliwig wytworzenie nowych pasm
waskularnych i potgczenie tkanek tumorowych z waskulaturg rosliny [37]. Zaréwno w trakcie
normalnego rozwoju jak i podczas powstawania narosli wzajemne dopasowanie lokalizacji
organow i systemu przewodzgcego wymaga mechanizmu ponad-komorkowej regulaciji tego
procesu. Mechanizm ten, jako kluczowy dla rozwoju roslin, jest od lat przedmiotem wielu
badan, jednak nadal pozostaje nie do konca zrozumiaty [5,8,15,32].

Tematyka moich badah koncentruje sie na procesach morfogenetycznych, ktére
towarzyszg rozwojowi pedu rosliny modelowej Arabidopsis thaliana. Rozwdj pedu jest
warunkowany aktywnoscig gtéwnie dwoéch podstawowych merystemow i obecnych w nich
komérek macierzystych (z ang. stem cells): merystemu wierzchotkowego pedu (z ang. shoot
apical meristem, SAM), ktory jest odpowiedzialny za powstawanie nowych organdéw oraz
prokambium umozliwiajgcego rozwaj ciggtych pasm przewodzgcych zaopatrujgcych te organy



i merystem. Poczagtek obu procesow, organogenezy i waskularyzacji, ma miejsce w strefie
peryferycznej (organogenicznej) merystemu wierzchotkowego pedu i w obu procesach
kluczowg role odgrywa auksyna oraz jej polarny transport (z ang. polar auxin transport, PAT)
zalezny od obecnosci transporteréw btonowych z rodziny PIN-FORMED (PIN) [21,28], ktorych
polarna lokalizacja nadaje kierunek transportowi auksyny [38]. U Arabidopsis, wystepuje osiem
biatek z rodziny PIN, ale PAT uczestniczgcy w indukcji organogenezy i waskularyzacji pedu w
SAM, jest regulowany specyficznie przez biatka PIN1 [14,15].

Wedtug modelu opartego na PAT, wyjasniajacego mechanizm regulacji organogenezy
i roznicowania pasm waskularnych, auksyna syntetyzowana w rozwijajgcych sie lisciach jest
transportowana powierzchniowo (w epidermie i warstwie L1 merystemu), z udziatem biatek
PIN1, akropetalnie do strefy peryferycznej SAM. Tam w wyniku zmian polaryzacji tych biatek
tworzg sie maksima jej koncentracji, indukujgce organogeneze, wedtug okreslonego wzoru
przestrzennego - filotaksji. W rozwijajagcym sie zawigzku auksyna jest transportowana
powierzchniowo do czesci szczytowej, gdzie przechodzi do warstw wewnetrznych, a nastepnie
sptywa bazypetalnie, rowniez z udziatem biatek PIN1, w kierunku najblizszych zréznicowanych
pasm tkanki przewodzgcej wyznaczajgc miejsce formowania nowego pasma [16,28].
Powstajace pasma tgczg si¢ ze sobg w pedzie tworzac regularny wzor przestrzenny, zgodny z
rozmieszczeniem organéw na powierzchni pedu. Ten model zaktada, ze PAT z udziatem biatek
PIN1 w warstwie L1 jest odpowiedzialny za proces inicjacji organow, ale takze przestrzenny
wzor ich rozmieszczenia i lokalizacje pasm waskularnych. Jednak sam model auksynowej
regulacji za posrednictwem PAT i biatek PIN1 nie wyjasnia wszystkich aspektéw tych
proceséw [8]. Przypuszcza sie, ze waznymi dodatkowymi elementami tej regulacji mogg by¢
takze: lokalna biosynteza auksyny w merystemie [9], sygnalizacja cytokininowa [7], a takze
sygnaty pochodzgce z tkanek wewnetrznych [15]. Jednak rola tych czynnikow nie zostata
dotad ustalona. Jedng z przyczyn trudnosci w badaniach nad rolg auksyn w roznych procesach
jest niewatpliwie brak skutecznych metod bezposredniej lokalizacji auksyny i jej transportu w
tkankach roslinnych. Opracowanie takich narzedzi jest obecnie réwniez jednym z waznych
kierunkow badan nad auksynowg regulacjg procesow rozwojowych [24].

Cel badan

Celem prowadzonych przeze mnie badan, stanowigcych prezentowane osiggniecie
habilitacyjne, byto ustalenie roli auksyny i jej polarnego transportu w dwéch powigzanych ze
sobg procesach tj. organogenezie i waskularyzacji, a takze w ich koordynacji podczas
normalnej i indukowanej stresem biotycznym organogenezy, w pedzie rosliny modelowej
Arabidopsis thaliana. W swoich badaniach podjetam réwniez probe opracowania i ulepszenia
metod badawczych, ktore pozwolityby na bezposrednig wizualizacje auksyny, a tym samym
poznanie jej rzeczywistej tkankowej dystrybucji, sposobdéw transportu i mechanizmdéw
dziatania, podczas réznych proceséw rozwojowych u roslin.

Osiagniecie naukowe:

P1. Banasiak. Putative dual pathway of auxin transport in organogenesis of Arabidopsis.
Planta (2011) 233: 49-61.




Moje zainteresowanie regulacjg organogenezy i waskularyzacji, a takze powstawaniem
regularnych wzoréw przestrzennych, pojawito sie juz podczas studiow, kiedy rozpoczetam
prace w zespole Pani Profesor dr hab. Beaty Zagorskiej-Marek, w Zaktadzie Biologii Rozwoju
Roslin (dawniej — Zaktad Morfologii Roslin). Pod wptywem interesujgcych dyskusji z Panig
Profesor rozpoczetam pod Jej kierunkiem badania nad tymi procesami u roslin szpilkowych,
ktére kontynuowatam az do zakonczenia studidw doktoranckich. Ich wyniki, dotyczace
mozliwej roli systemu waskularnego w determinacji miejsca inicjacji organéw na merystemie
wierzchotkowym pedu (SAM), staty sie dla mnie inspiracjg do dalszych, pogtebionych studiow
nad procesem organogenezy i waskularyzacji, ale juz u rosliny modelowej Arabidopsis
thaliana. Prowadzone przeze mnie badania poczatkowo byly finansowane z grantu
wewnetrznego Uniwersytetu Wroctawskiego. Natomiast w latach 2009-2012 uzyskatam grant
badawczy finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego i kierowatam
projektem pt. ,Alternatywny szlak akropetalnego transportu auksyn i jego znaczenie dla
organogenezy podczas rozwoju pedu Arabidopsis thaliana”. Efektem realizacji tego projektu
sg dwie prace wchodzgce w skitad cyklu prezentowanego jako osiggniecie habilitacyjne [P1 i
P5].

Pierwsza z tych prac [P1] dotyczy problemu indukcji organogenezy i réznicowania
waskularnego w pedach mutanta pinl. Zgodnie z modelem auksynowej regulacji [16,28] oba
te procesy sg zalezne od auksyny plyngcej na zasadzie PAT z udziatem biatek PIN1, w
zwigzku z tym mutacja w genie kodujgcym te biatka, powinna zahamowac te procesy.
Tymczasem organogeneza jest zablokowana tylko na wczesnych etapach rozwoju pedu
kwiatostanowego, w pozniejszych etapach pojawiajg sie ha nim sporadycznie organy boczne,
natomiast w fazie wegetatywnej SAM jest aktywny organogenicznie, tworzac liscie, ktore
rozwijajg sie w dojrzate struktury. Mutacja w genie PIN1 nie blokuje réwniez réznicowania
waskularnego [20]. To sugeruje obecnosc¢ jeszcze innego zrédta sygnatu morfogenetycznego,
ktory w sposob niezalezny od PAT i biatek PIN1 indukuje rozwdj lisci i roznicowanie tkanek
przewodzacych. W oparciu o moje wczesniejsze wyniki, uzyskane z analiz roslin szpilkowych
postawitam wiec hipoteze, Zze dodatkowym zrédiem sygnatu dla obu procesdw sg
zréznicowane pasma systemu przewodzgcego. W celu weryfikacji tej hipotezy
przeprowadzitam badania rozwojowo-anatomiczne potgczone z pomiarami odlegtosci
pomiedzy najmtodszymi zréznicowanymi elementami protoksylemu a strefg organogeniczng
SAM u roslin z uszkodzonym PAT (mutanta pinl i roslin typu dzikiego (WT) traktowanych
inhibitorem PAT — NPA), a takze roslin WT jako kontroli, zarbwno w wegetatywnej jak i
generatywnej fazie rozwoju. Waznym osiggnieciem tej czesci pracy bylo stwierdzenie
opo6znienia réznicowania elementéw protoksylemu podczas rozwoju pedu kwiatostanowego u
roslin z uszkodzonym PAT i wykazanie Scistej zaleznosci pomiedzy ich lokalizacjg a
aktywnoscig organogeniczng SAM. Organy mogty by¢ inicjowane mimo uszkodzenia PAT, ale
tylko wtedy, gdy zréznicowany protoksylem byt obecny w poblizu miejsca inicjacji. Te wyniki
wskazaty na system przewodzacy, jako mozliwg $ciezke akropetalnego transportu sygnatu
morfogenetycznego, ktory jest odpowiedzialny za indukcje organogenezy u roslin z
uszkodzonym PAT. Waznym osiggnieciem tej pracy bylo réwniez wykazanie, ze brak
zahamowania organogenezy u tych roslin w fazie wegetatywnej jest wynikiem silnego
skrocenia miedzywezli w rozecie lisciowej, ktore sprawia, ze mimo opdznienia roznicowania
tkanek waskularnych elementy protoksylemu sg zawsze w wystarczajacej odlegtosci od strefy
organogenicznej, zeby dyfundujacy z nich sygnat mégtindukowaé powstawanie lisci. Pokazaty
to eksperymenty z wydtuzaniem miedzywezli w rozecie lisciowej, poprzez stosowanie
giberelin, z jednoczesnym wykorzystaniem linii transgenicznej z genem reporterowym GUS
pod promotorem genu LEAFY (LFY), ktérego ekspresja jest zwigzana specyficznie z
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merystemem generatywnym. U roslin z uszkodzonym PAT, wydtuzenie miedzywezli pomiedzy
lisStmi spowodowato opdznienie réznicowania ksylemu i jego odsuniecie od strefy
organogenicznej SAM, a w konsekwencji zahamowanie organogenezy juz w wegetatywnej
fazie rozwoju. Uzyskane wyniki pokazujg, ze u roslin z uszkodzonym PAT, opdznienie
réznicowania ksylemu powoduje zahamowanie organogenezy niezaleznie od fazy rozwoju, co
dowodzi znaczenia zréznicowanych pasm waskularnych, jako potencjalnego zrédta sygnatu
dla tego procesu. Ponadto efekty morfogenetyczne indukowane sygnatem pochodzgcym z
systemu przewodzgcego sg podobne do tych indukowanych auksyng transportowang na
zasadzie PAT, wskazujgc, ze w obu wypadkach moze nim by¢ auksyna. W zwigzku z tym
zaproponowatam hipoteze podwojnej drogi transportu auksyny do SAM, indukujgcej
organogeneze. Zgodnie z nig, auksyna jest transportowana do merystemu akropetalnie
zaréwno powierzchniowo z udziatem biatek PIN1 jak i wewnetrznie w zréznicowanych
pasmach tkanki przewodzacej. Tylko wtedy, gdy obie sciezki jej transportu zostang
uszkodzone dochodzi do catkowitego zahamowania organogenezy.

P2. Banasiak A.", Biedron M., Dotzbtasz A., Berezowski MA. Ontogenetic changes in auxin
biosynthesis and distribution determine the organogenic activity of the shoot apical meristem
in pinl mutants. International Journal of Molecular Sciences (2019); 20, 180;

Auksyna transportowana na zasadzie PAT z udziatem biatek PIN1 indukuje
organogeneze ale réwniez jest odpowiedzialna za réznicowanie waskularne [13,21,28].
Jednak uszkodzenie PAT nie tylko nie blokuje zadnego z tych procesow, ale jak sie okazato
podczas moich badan prowadzonych z udziatem magistranta Mateusza Berezowskiego,
powoduje stopniowe ich nasilanie, w pdzniejszych etapach rozwoju pedu kwiatostanowego.
To wskazuje na alternatywne zrédto auksyny dla tych proceséw i jej akumulacje podczas
ontogenezy. Gtdwnym celem dalszych badan byto wiec sprawdzenie czy u mutanta pinl
podobnie jak u WT organogeneza i waskularyzacja sg ze sobg powigzane i czy sg
rzeczywiscie regulowane wysokim poziomem auksyny, a jesli tak, to jakie sg jej mozliwe
zrodta, mechanizmy transportu i sposoby dziatania, gdy PAT z udziatem biatek PIN1 jest
niefunkcjonalny. Badania te byly prowadzone jako czes¢ wiekszego, kierowanego obecnie
przeze mnie projektu pt. ,Sygnalizacja auksynowa i funkcja genéw AtHB8 i MP/ARF5 w
tworzeniu potgczen waskularnych podczas organogenezy u Arabidopsis thaliana”,
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (NCN), w ramach programu OPUS. Ich
efektem jest jedna z prac wchodzgcych w sktad mojego osiggniecia habilitacyjnego [P2]. W
badaniach uczestniczyta rowniez doktorantka — mgr Magdalena Biedron i dr Alicja Dotzbtasz
z Zaktadu Biologii Rozwoju Roslin, ktora jest biologiem molekularnym i byta odpowiedzialna
za genetyczng czesc¢ projektu.

Aby odpowiedzie¢ na postawione wyzej pytania przeprowadzono szereg
eksperymentow, wykorzystujgc w nich linie transgeniczne z genami reporterowymi, uzyskane
przez nas krzyzéwki tych linii z mutantem pinl, metode tréjwymiarowej rekonstrukcji uktadu
pasm ksylemowych w mikroskopie konfokalnym, a takze analizy anatomiczne, analizy
poziomu transkrytow metodg qRT-PCR i dopracowany przez nas protokdt metody
immunolokalizacji auksyn.

Jednym z gtéwnych osiggnieC tej pracy byto pokazanie, po raz pierwszy w sposéb
bezposredni, lokalizacji auksyny w merystemie u roslin WT i mutanta pinl. Uzyskane wyniki
dowiodly, ze jest ona zawsze obecna w merystemie, niezaleznie od tego czy PAT z udziatem



biatek PIN1 jest funkcjonalny, a wiec nie jest on jej jedynym zrédtem dla merystemu. Ponadto
auksyna jest obecha w merystemie nawet wtedy, gdy nie wykrywamy ekspresji reportera
odpowiedzi auksynowej pDRb5rev::GFP stosowanego jako wyznacznik jej wysokiego,
komérkowego stezenia. U mutanta pinl lokalizacja auksyny w obrebie SAM rézni sie jednak
od tej u roslin WT, a dodatkowo ulega zmianom podczas ontogenezy, wykazujgc trzy rozne
wzory. W mtodych, pozbawionych organéw pedach kwiatostanowych auksyna jest obecna
tylko w wewnetrznych warstwach merystemu, w starszych pedach ze sporadyczng
organogenezg pojawia sie rowniez w warstwie L1 strefy organogenicznej, natomiast w
najstarszych pedach z intensywng organogenezg jest obecna w warstwie L1 catego
merystemu. Badania te pozwolity udowodni¢, ze proces organogenezy jest bezposrednio
zwigzany z obecno$cig auksyny w warstwie L1 strefy organogenicznej i co najwazniejsze, jej
lokalizacja w tym rejonie nie jest zalezna wytgcznie od PAT.

Kolejnym waznym osiggnieciem tej pracy bylo wykazanie, ze auksyna obecna w
warstwie L1 merystemu u mutanta pinl moze pochodzi¢ z dwoch zrédet, aktywowanych
kolejno podczas ontogenezy. Jednym z nich jest biosynteza auksyn. Analizy ekspresji genow
YUC1, YUC4 i TAAL, zwigzanych z podstawowg Sciezkg biosyntezy auksyn u Arabidopsis
zalezng od tryptofanu [25,41] udowodnity, ze auksyna jest syntetyzowana w merystemie i
moze uczestniczyé w procesie organogenezy, ale tylko w pdzniejszych etapach ontogenezy
pedu kwiatostanowego, zwigzanych z intensywng produkcjg organéw. Natomiast zrédiem
auksyny dla sporadycznej organogenezy, we wczesniejszych etapach rozwoju, sg pasma
waskularne.

Przeprowadzone badania pokazaty, ze u mutanta pinl, auksyna zawsze jest obecha w
rozwijajacych sie pasmach tkanki przewodzgcej i potgczonych z nimi wewnetrznych
warstwach merystemu, nawet wtedy, gdy w merystemie nie ma aktywnych genéw biosyntezy
auksyny co wskazuje, ze pasma te sg miejscem transportu auksyny z rozety lisciowej, gdzie
jest syntetyzowana, do merystemu. Niezréznicowane pasma prokambialne transportujg
auksyne najprawdopodobniej w symplascie do warstw wewnetrznych merystemu, ale
obecnos¢ auksyny tylko w tych rejonach nie jest wystarczajgca do indukcji organogenezy.
Pojawienie sie auksyny w warstwie L1 i indukcja organogenezy korelujg z pojawieniem sie w
poblizu merystemu zréznicowanych elementow ksylemu, czemu towarzyszy apoplastowy
sygnat auksyny we wszystkich komorkach w tym rejonie. Na tej podstawie zaproponowatam
dwa alternatywne mechanizmy, ktére mogtyby odpowiadaé za transport auksyny z pasm
waskularnych do warstwy L1 merystemu. Jednym z nich jest postulowana juz wczesniej
przeze mnie mozliwos¢ transportu auksyny w pasmach ksylemowych, skad mogtaby
rozprzestrzeniaé sie na drodze dyfuzji w apoplascie. Drugim proponowanym mechanizmem
jest roztadunek auksyny z symplastu do apoplastu w rejonie réznicowania ksylemu, z udziatem
transporteréw auksyny innych niz PIN1.

Waznym osiggnieciem tej pracy byto rowniez pokazanie, ze u mutanta pinl
réznicowanie waskularne moze zachodzi¢ w sposob zalezny i niezalezny od obecno$ci
organdbw na merystemie, prawdopodobnie z udziatem dwoch réznych mechanizmow.
Réznicowanie niezalezne od organdw przebiega akropetalnie, zawsze w sposéb ciggly ze
zroznicowanymi juz tkankami i nie aktywuje reportera odpowiedzi auksynowej pDR5rev::GFP.
Natomiast roznicowanie waskularne zalezne od organow zawsze jest zwigzane z
powstawaniem licznych, przejsciowych nieciggtosci pasm waskularnych, ich dwukierunkowym
réznicowaniem i silng aktywacjg reportera pDR5rev::GFP. Ponadto udato sie pokazac, ze te
poczatkowo nieciggte pasma waskularne tgczg sie ze sobg i tworzg ciggty system mimo braku
funkcjonalnego PAT z udziatem biatek PIN1.



P3. Dolzblasz A.*, Banasiak A., Vereecke D.* Neovascularization during leafy gall formation
on Arabidopsis thaliana upon Rhodococcus fascians infection. Planta (2018), 247(1): 215-
228.

Kolejnym moim osiggnieciem naukowym byta charakterystyka, zaleznego od
sygnalizacji auksynowej, procesu neowaskularyzacji pedu i waskularyzacji gala lisciowego u
Arabidopsis thaliana rozwijajgcego sie w nastepstwie infekcji Rhodococcus fascians, w
ramach projektu realizowanego przez dr Alicjg Dotzbtasz z Zaktadu Biologii Rozwoju Roslin i
dr Danny Vereecke, z Uniwersytetu w Gent, do ktérego zostatam zaproszona ze wzgledu na
moje doswiadczenie w badaniach nad procesem waskularyzacji roznych struktur roslinnych i
auksynowg regulacja tego procesu [P3].

Rosliny oprécz normalnej aktywnosci organogenicznej na SAM sg zdolne do
wytworzenia organéw nietypowych np. tumorowych, w odpowiedzi na stres biotyczny, jakim
jest infekcja organizmami patogennymi. W przypadku wielu infekcji bakteryjnych dochodzi do
wyksztatcenia struktury podobnej do kalusa nazywanej naroslg guzowatg (z ang. crown gall),
ktéra nie posiada organizacji tkankowej [1]. Natomiast w przypadku infekcji przez R. fascians
powstaje tzw. naro$l lisciasta (z ang. leafy gall), skladajgca sie ze zmienionych, ale w peni
zorganizowanych tkankowo organéw [34]. W obu przypadkach powstajgce struktury sg
miejscami, ktdre sg preferencyjnie zaopatrywane w wode i sktadniki odzywcze, co powoduje
ich silny wzrost kosztem innych rejondw, upos$ledzajgc rozwdj rosliny. Preferencyjne
zaopatrzenie narosli, a tym samym skuteczna infekcja, sg mozliwe jedynie wtedy, gdy
patogenne bakterie uruchomig mechanizm waskularyzacji de novo, co spowoduje
wytworzenie pasm tkanki przewodzacej, ktére bedg przejmowaty wode i zwigzki odzywcze
transportujgc je do struktury tumorowej [1,37]. Celem projektu bylo wiec poznanie
mechanizmow prowadzgcych do rozwoju narosli typu leafy galls i jej waskulatury zaréwno na
poziomie aktywacji merystemow jak i réznicowania tkanek.

W czesci projektu dotyczacej etapdw waskularyzaciji narosli po infekcji R. fascians,
wykorzystane zostaty rosliny Arabidopsis infekowane R. fascians przez dr Alicje Dotzbtasz
podczas jej wizyty w Ghent, dopracowang przez nig metodg miejscowej, nieinwazyjnej
inokulacji. Stosujgc metode trojwymiarowej rekonstrukcji utozenia pasm ksylemowych, a takze
analizy anatomiczne, wyznaczylySmy kolejne etapy rozwoju pasma waskularnego
zaopatrujgcego leafy gall: 1) wzrost proliferacji kambium w istniejgcych pasmach
waskularnych pod miejscem infekcji, co prowadzi do rozrostu tych pasm; 2) indukcja kambium
miedzywigzkowego, czego efektem jest powstanie jednego, szerokiego pasma waskularnego
3) odréznicowanie komorek miekiszowych sagsiadujgcych z tym pasmem i ich przeksztatcanie
w pasmo tkanek przewodzacych; 4) wnikanie tak uformowanego pasma waskularnego do
rozwijajgcego sie tkanki tumorowej; 5) akropetalny rozwéj pasma w obrebie rozwijajgcego sie
gala lisciowego. Tworzgce sie pasma przewodzgce przez caty czas zachowujg ciggtosc¢ z
waskulaturg pedu rosliny gospodarza. Na podstawie tych analiz i uwzgledniajgc kierunkowosc¢
kolejnych etapéw waskularyzacji, skonstruowatam model przestrzenny struktury systemu
waskularnego zaopatrujgcego narosl typu leafy galls, co byto jednym z moim osiggniec,
podczas realizacji tego projektu.

Chociaz gtéwnym hormonem zwigzanym z infekcjg R. fascians sg cytokininy [26,34],
znanym czynnikiem indukujgcym rozwdj pasm waskularnych jest auksyna [2,33], dlatego
wspolnie z dr. Alicjg Dotzbtasz przeprowadzitySmy analizy zmian w odpowiedzi auksynowe;j
podczas procesu waskularyzacji leafy gall, wizualizowanej z uzyciem syntetycznego reportera
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DR5::GUS. Wykazatysmy, ze sekwencja tych zmian jest zgodna z kolejnymi etapami rozwoju
waskulatury narosli. Sygnat GUS najpierw pojawia sie w wigzkach przewodzacych pod
miejscem infekcji, pdzniej w rejonie miedzywigzkowym, nastepnie w komdrkach miekiszowych
kory pierwotnej i rdzenia catego zainfekowanego sektora pedu, a po potgczeniu szerokiego
pasma waskularnego z rozwijajgcg sie naroslg jest utrzymywany tylko w tym szerokim pasmie
i rozwijajacych sie tkankach waskularnych tkanek tumorowych. Pokazatysmy rowniez, ze
kierunek progresywnego rozprzestrzeniania sie sygnatu DR5::GUS w kazdym kolejnym etapie
waskularyzacji, jest zgodny z kierunkiem procesu réznicowania elementow przewodzgcych
drewna. Nasze wyniki dowodzg wiec, ze waskularyzacja narosli typu leafy galls jest procesem
zaleznym od auksyny.

Moim waznym osiggnieciem byto rowniez pokazanie ze narosl rozwijajgca sie u
Arabidopsis thaliana pod wptywem punktowej infekcji R. fascians, wykazuje specyficzng
strategie rozwoju wtasnej waskulatury, dla ktorej zaproponowatam hipoteze, nazwang pozniej
przez dr Danny Veerecke, ,sidetracking gall hypothesis”. Indukowany leafy gall rozwija sie na
pedzie kwiatostanowym Arabidopsis przez proliferacje i odréznicowanie tkanek liscia
wspierajgcego i powstajgcego w jego pachwinie odgatezienia bocznego, wykorzystujgc pasma
waskularne tgczgce te struktury z systemem przewodzacym pedu (Slad lisciowy i $lady
gateziowe). Z ich udziatem tworzy wtasny system przewodzgcy z silng hipertrofig waskularna.
Co najwazniejsze slady lisciowe i gateziowe nie zaopatrujg pedu powyzej miejsca infekcji,
dlatego tez zwiekszenie w nich liczby tworzonych naczyn jest korzystne jedynie dla narosli
umozliwiajgc jej preferencyjne przejmowanie wody i zwigzkéw odzywczych.

P4. Biedron M., Banasiak A*. Auxin-mediated regulation of vascular patterning
in Arabidopsis thaliana leaves. Plant Cell Reports (2018) 37: 1215-1229

Obecna wiedza na temat waskularyzacji pochodzi gtéwnie z badahn nad procesem
formowania wzoru uzytkowania w lisciu, ktéry stat sie strukturg modelowg w tych badaniach
[31,33]. Ich efektem jest identyfikacja kilku waznych czynnikow, ktére wspotdziatajgc ze sobg
powodujg powstawanie ciggtego, regularnego, przestrzennego wzoru rozmieszczenia tkanek
waskularnych. Wspdélnie z doktorantkg Magdaleng Biedron podjety$my sie opracowania pracy
przeglagdowej, ktéra podsumowataby obecng wiedze na ten temat [P4]. Z dostepnej literatury
wynika, ze pierwotnym czynnikiem warunkujgcym rozwdj systemu przewodzgcego jest
auksyna transportowana polarnie z udziatem biatek PIN1, a takze jej biosynteza i indukowane
auksyng geny AtHB8 i MP/AFB5. Jednak mechanizm wspétdziatania ze sobg tych wszystkich
czynnikéw, mimo zaproponowania kilku hipotez nie zostat dotad w petni wyjasniony. W naszej
pracy przegladowej zebratySmy dostepng wiedze na temat wszystkich tych czynnikdw i na jej
podstawie skonstruowatysmy czasowo-przestrzenng mape zmian ich ekspresji w odniesieniu
do formowania prokambium — pierwszego morfologicznie odrdznialnego etapu rozwoju
uzytkowania w liciu. W przypadku gendw i biatek z progresywnymi zmianami ekspres;ji zostaty
réwniez uwzglednione kierunki tych zmian. Waznym osiggnieciem tej pracy byto wskazanie na
rozbieznosci w opisywaniu stadiéw preprokambium i prokambium, wynikajgce ze stosowanej
metody ich identyfikacji. StwierdzitySmy rowniez, ze wyrdznianie tylko dwoch stadiow rozwoju
dla wczesnych etapow waskularyzacji jest niewystarczajgce aby zrozumie¢ ztozonosc¢ tego
procesu. Brak wyroznienia stadiow posrednich, moze by¢ powodem trudnosci w integraciji
wynikow pochodzgcych z réznych badan i stworzenia jednego wspdlnego modelu
mechanizmu waskularyzacji. Waznym osiggnieciem tej pracy byto rowniez zaproponowanie,
na podstawie zebranych informacji i reinterpretacji niektérych wynikéw, szczegodtowej
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sekwencji zdarzenh, prowadzacej do powstania pojedynczego pasma waskularnego. W pracy
wskazujemy takze wcigz otwarte pytania i problemy w badaniach nad waskularyzacjg, a takze
dyskutujemy mozliwos¢ istnienia kilku mechanizméw regulujgcych rozwoj systemu
przewodzacego i ich mozliwe wspétdziatanie.

P5. Sokotowska K., Kizinska J, Szewczuk Z, Banasiak A*. Auxin conjugated to fluorescent
dyes — a tool for the analysis of auxin transport pathways. Plant Biology (2014) 16 (5), 866-
877.

Dla petnego zrozumienia dziatania auksyny i jej roli roznych procesach rozwojowych i
morfogenetycznych niezbedna stata sie mozliwos¢ monitorowania jej lokalizacji i transportu
bezposrednio w tkankach roslinnych. Obecnie wykorzystuje sie gtéwnie metody posredniej
detekcji auksyny oparte przede wszystkim na wykrywaniu biatek i proceséw zwigzanych z
sygnalizacjg auksynowg zalezng od jadrowych receptoréw z rodziny TIR1/AFB1-5, a takze na
lokalizacji transporterow biatkowych, biorgcych udziat w transporcie auksyny i biatek
enzymatycznych odpowiedzialnych za jej biosynteze. Te metody majg jednak pewne
ograniczenia, ktére nie zawsze sg mozliwe do wyeliminowania nawet podczas tgczenia kilku
metod w jednym eksperymencie, co mogtam odczuc¢ takze w swoich badaniach. Dosztam do
wniosku, ze narzedziem, ktére pozwolitoby na bezposrednig wizualizacje auksyny i jej
transportu mogtby by¢ koniugat auksyny ze znacznikiem fluorescencyjnym, ktéry mozna
bytoby podawac¢ egzogennie do tkanek roslinnych i monitorowac jego rozprzestrzenianie.
Postanowitam podjaé probe uzyskania takiego narzedzia [P5]. Realizacje tego projektu
umozliwito mi uzyskanie grantu wewnetrznego Uniwersytetu Wroctawskiego, a nastepnie
grantu MNiSW, w ktérym koniugacja auksyny byta jednym z zadan badawczych, wiekszego,
kierowanego przeze mnie, projektu. Do wspotpracy zaprositam dr Katarzyne Sokotowska,
ktora ma doswiadczenie w syntezie znakowanych biatek i podjeta sie potgczenia auksyny ze
zwigzkami fluorescencyjnymi. Do uzyskania koniugatéw wykorzystane zostaty dwa zwigzki
fluorescencyjne, réznigce sie sposobem transportu w tkankach roslinnych: symplastowo
transportowany FITC (fluorescein isothiocyanate) i apoplastowo transportowany RITC
(rhodamine isothiocyanate). Udato sie potgczy¢ auksyne z kazdym z tych fluorochromow, co
potwierdzity analizy LC-MS/MS przeprowadzone ha Wydziale Chemii UWr, przez Profesora dr
hab. Zbigniewa Szewczuka, a uzyskane zwigzki wykazaty stabilnos¢ in vitro. Aby jednak mogty
by¢ wykorzystywane w badaniach jako analogi wolnej auksyny musiaty spetni¢ kilka
warunkow: mie¢ aktywnos¢ biologiczng auksyny, by¢ transportowanymi tak jak wolna auksyna
i by¢ stabilnymi takze w tkankach roslinnych.

Wprawdzie auksyna w formie koniugatu zachowata wszystkie cechy, ktore zgodnie
aktualnym stanem wiedzy, sg uwazane za najwazniejsze aby wigzata sie z obu znanymi
typami receptoréw auksyny ABP1 i TIR1/AFB1-5 [12], jednak jej rzeczywista aktywnos¢ w tej
formie wymagata weryfikacji. Aby to sprawdzi¢ przeprowadzitam trzy typy eksperymentéw. W
pierwszym sprawdzona zostata aktywno$¢ koniugatéw w indukcji organogenezy na SAM u
mutanta Arabidopsis pinl, pokazujgc, ze oba koniugaty podobnie jak wolna auksyna indukujg
rozwoj organéw na merystemie, podczas gdy same barwniki, stosowane jako kontrola, nie
wykazujg aktywnosci biologicznej. Drugim typem eksperymentow byt test na wyginanie
koleoptyli owsa, pozwalajgcy na sprawdzenie aktywnosci biologicznej koniugatéw w procesie
wydtuzania komorek, w ktorym koniugaty rowniez wykazaty aktywnos¢ biologiczng takg jak
wolna auksyna. Ostatnim rodzajem testow aktywnosci biologicznej koniugatow,
przeprowadzonych z udziatem mojej magistrantki Joanny Kizinskiej, byly eksperymenty z
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indukcjg reakcji grawitropijnej w korzeniu z wykorzystaniem linii transgenicznej Arabidopsis
pDR5rev::GFP, ktéra pozwala na monitorowanie transkrypcyjnej odpowiedzi auksynowej na
drodze zaleznej od jgdrowego receptora auksyny TIR1/AFB1-5. Aplikacja wolnej auksyny i
koniugatu auksyny dawata ten sam efekt powodujgc podobne wygiecie korzenia, a takze
indukowata analogiczne zmiany w lokalizacji ekspresji reportera odpowiedzi auksynowej
pDR5rev::GFP, wskazujgc, ze koniugat nie tylko ma aktywnos¢ biologiczng auksyny, ale ze
jego dziatanie jest zwigzane jgdrowym receptorem auksyny.

Kolejnym czynnikiem, waznym dla uzytecznosci fluorescencyjnych koniugatow
auksyny w badaniach jest sposdb ich transportu w tkankach roslinnych. Przytgczenie auksyny
do czgsteczki barwnika fluorescencyjnego zwiekszyto jej wielkoS¢ i mogto zmieni¢ réwniez
sposob transportu. W zwigzku z tym, wspolnie z dr Katarzyng Sokotowskg i Joanng Kizinskag
przeprowadzitySmy doswiadczenia majgce na celu sprawdzenie, czy uzyskane koniugaty sg
transportowane jak wolna auksyna. W tym celu poréwnatySmy dystrybucje egzogennie
podawanych koniugatéw, barwnikéw fluorescencyjnych oraz mieszanin tych barwnikow z
wolng auksyng. Dystrybucja tkankowa byta analizowana w rejonie tkanek zréznicowanych
korzenia, w merystemie korzenia gtéwnego i w rejonie formowania korzeni bocznych. W
kazdym z badanych rejonéw oba koniugaty auksyny miaty taki sam wzér dystrybucji,
niezaleznie od tego, czy do koniugacji z auksyng uzyty zostat barwnik symplastowy czy
apoplastowy. Ten wzor byt jednoczesnie zupetnie inny niz samych barwnikow i ich mieszanin
z auksyng. Sygnat koniugatéw byt generalnie znacznie stabszy niz samych barwnikéw, ale
wykazywat wzmocnienie w rejonie cylindra waskularnego, w strefie QC i komorkach
inicjalnych, a takze ich najblizszych pochodnych w kolumelli — rejonach uznanych, na
podstawie ekspresji DR5:GUS i analiz lokalizacji transporteréw auksyny, za miejsce
akumulacji auksyny [6,30]. Same barwniki, niezaleznie od tego, czy byly transportowane
apoplastem czy symplastem, nie byly do tych rejondéw transportowane. Dodatkowym mocnym
dowodem wskazujgcym na to, ze koniugaty sg transportowane tak jak auksyna, byta ich silna
akumulacja w komodrkach perycyklu, w ktérych indukowany byt rozwéj zawigzkéw korzeni
bocznych i w merystemach wierzchotkowych rozwijajgcych sie juz miodych korzeni. Sg to
rejony z dobrze udokumentowanym tworzeniem maksiméw koncentracji auksyny, ktore
powstajg dzieki jej aktywnemu transportowi z udziatem biatek PIN [11,30]. Te doswiadczenia
pokazaty, ze koniugaty sg transportowane w sposéb podobny do auksyny i ze raczej nie
ulegajg rozpadowi na barwnik i auksyne po podaniu do tkanek roslinnych, chociaz
ograniczonej ich hydrolizy nie udato sie catkowicie wykluczy¢.

Gléwne osiaggniecia cyklu habilitacyjnego:

1. Udowodnienie udzialu zroznicowanego systemu przewodzgcego w indukgciji
organogenezy na SAM

2. Zaproponowanie mechanizmu podwodjnej sciezki transportu auksyny do SAM i
podwojnego mechanizmu auksynowej regulacji organogenezy

3. Pokazanie, ze dla procesu organogenezy niezbedna jest obecnos¢ auksyny w
warstwie L1 merystemu

4. Udowodnienie, ze poza PAT istniejg jeszcze co najmniej dwa mechanizmy
odpowiedzialne za obecnos¢ auksyny w warstwie L1 merystemu: jej biosynteza
zalezna od tryptofanu i jej transport z rozety lisciowej

5. Opisanie dwoch réznych sposobdéw waskularyzacji pedu mutanta pinl,
niezaleznego i zaleznego od obecnosci organéw na merystemie. Pokazanie, Ze te
dwa sposoby roznig sie komorkowg odpowiedzig na auksyne wizualizowang z

11



wykorzystaniem reportera pDR5::GFP, co moze sie wigza¢ z aktywacjg dwoch
réznych mechanizmoéw.

6. Skonstruowanie modelu przestrzennego dla procesu neowaskularyzacji pedu i
waskularyzaciji narosli typu leafy galls w nastepstwie infekcji patogenng bakterig R.
fascians.

7. Wykazanie, ze procesy waskularyzacji indukowane infekcjg R. fascians sg zalezne
od auksyny

8. Zaproponowanie hipotezy, nazwanej pozniej ,sidetracking gall hypothesis”,
objasniajgcej strategie przejmowania wody i zwigzkéw odzywczych przez leafy
galls

9. Opracowanie na podstawie dostepnej literatury wspdlnej mapy przestrzenno-
czasowych zmian w lokalizacji ekspresiji gtdwnych czynnikdw zaangazowanych w
proces waskularyzacji liscia.

10. Zaproponowanie sekwencji zdarzen prowadzacych do powstania pojedynczego
pasma waskularnego podczas rozwoju uzytkowania

11. Udowodnienie, ze uzyskana znakowana fluorescencyjnie auksyna ma aktywnos$é
biologiczng wolnej auksyny i jest podobnie do niej transportowana, dlatego moze
by¢ stosowana w eksperymentach jako analog auksyny

Podsumowanie

Prowadzone przeze mnie badania, stanowigce osiggniecie naukowe, koncentrowaty
sie gtownie na dwoch procesach rozwojowych regulowanych przez auksyne: organogenezie i
waskularyzacji oraz na ich wzajemnych interakcjach. Uzyskane przeze mnie wyniki pozwolity
przede wszystkim wykazac, ze PAT z udziatem biatek PIN1, uwazany za gtéwny regulator tych
wszystkich procesoéw, nie jest jedynym mechanizmem za nie odpowiedzialnym.
Przeprowadzone eksperymenty udowodnity znaczenie systemu przewodzgcego i
transportowanej w nim auksyny, a takze lokalnej aktywac;ji biosyntezy auksyn, jako kolejnych
waznych elementow tej regulacji. Otrzymane wyniki pokazaty rowniez, Zze auksyna jest
niewatpliwie gtébwnym czynnikiem odpowiedzialnym za powstawanie funkcjonalnego
pofgczenia waskularnego pomiedzy rozwijajgcym sie organem a zréznicowanym systemem
przewodzgcym zaréwno w typowej organogenezie jak i indukowanej stresem biotycznym.
Jednak jej dziatanie nie jest procesem jednokierunkowym, bazypetalnym, zgodnym z
kierunkiem PAT w tkankach centralnych, jak sie powszechnie uwaza [5,16,28,33], ale
dwukierunkowym, pozwalajgcym na wzajemng komunikacje organ-waskulatura. Ta
dwukierunkowos¢ komunikacji auksynowej moze ttumaczyé problemy z wyjasnieniem
mechanizmu formowania uzylkowania w liciu, poprzez zaproponowane modele, oparte
wytgcznie na polarnym transporcie auksyny. Prowadzone przeze mnie badania pozwolity
takze na zaproponowanie nowych narzedzi w badaniach nad auksynowg regulacjg procesow
rozwojowych. Pierwszym takim narzedziem jest fluorescencyjny koniugat auksyny, ktéry ma
potwierdzong aktywnosc biologiczng wolnej auksyny i podobny do niej sposob dystrybuciji.
Drugim natomiast jest dopracowana, czuta metoda immunolokalizacji auksyny z
wykorzystaniem znacznikéw fluorescencyjnych. Obie metody sg uniwersalne i mogg byc¢
stosowane w roznych uktadach eksperymentalnych z wykorzystaniem réznych gatunkéw
roslin.
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Plany naukowe

Obecnie jestem w trakcie realizacji projektu finansowanego przez NCN z programu OPUS,
ktéry ma na celu poznanie roli genéw AtHB8 i MP w regulacji procesu waskularyzacji
zaleznego i niezaleznego od PAT, a takze okreslenie ich wzajemnych oddziatywan w tych
procesach.

Kolejny planowany projekt bedzie dotyczyt obiegu auksyny w roslinach, a takze jej
metabolizmu i jego dobowych zmian, bezposrednio zwigzanych z regulacjg procesow
rozwojowych. Projekt ten bedzie wymagat wspotpracy ze specjalistami w dziedzinie chemii. W
chwili obecnej jest na etapie wstepnych konsultacji z Panem Prof. Zbigniewem Szewczukiem,
ktéry jest specjalistg w badaniach z wykorzystaniem spektrometrii mas na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego.

Trzeci obszar badan, ktory chciatabym rozwingé¢ potgczytby moje doswiadczenie w badaniach
nad auksynami z wiedzg i doswiadczeniem dotyczgcymi struktury i metabolizmu Sciany
komérkowej. Ostatnie badania pokazujg, ze metabolizm, a tym samym struktura Sciany
komérkowej ulegajg modyfikacjom pod wptywem warunkéw stresowych i ze wazng role w tym
procesie moze odgrywac sygnalizacja hormonalna. Chciatabym doktadniej zajg¢ sie tym
problemem, w ramach kontynuacji mojej wspétpracy z Panig Prof. Ewg Mellerowicz.

d) Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Dorobek naukowy

Poza gtéwnym obszarem moich zainteresowan badawczych, dotyczacych auksynowej
regulacji procesow rozwojowych, ktérego wyniki stanowig cykl habilitacyjny, jestem rowniez
zaangazowana w projekty z dwoéch innych obszaréw badawczych. Pierwszy z nich, wynikajgcy
ze wspodtpracy z Panig Prof. Beatg Zagoérskg-Marek, zainspirowany Jej ogromng pasjg i
szerokg wiedzg, dotyczy powstawania regularnych, przestrzennych wzoréw, ich wzajemnych
odziatywan, uniwersalnosci, przyczyn =zaburzen i mechanizmow regulujgcych ich
powstawanie. Drugi obszar jest zwigzany ze strukturg i metabolizmem wtérnej Sciany
komodrkowej i jest wynikiem stazu podoktorskiego, ktéry odbytam w UPSC w Umea w Szwec;ji
w laboratorium Pani Prof. Ewy Mellerowicz, dzieki czemu miatam mozliwos¢ uczestniczenia w
wielu ciekawych projektach badawczych. Efektem tych zainteresowan, a takze wspoétpracy
zarowno z Panig Prof. Zagorska-Marek jak i Panig Prof. Ewg Mellerowicz jest méj udziat w
jedenastu opublikowanych artykutach naukowych, z ktérych osiem to prace oryginalne, a trzy
to artykuty przegladowe. Wszystkie te prace sg recenzowane, a dziewie¢ z nich zostato
opublikowanych w czasopismach indeksowanych w Journal Citation Reports (JCR).
Sumaryczny Impact Factor tych prac, zgodny z rokiem opublikowania (bez prac stanowigcych
osiggniecie naukowe), wynosi 30.5, a suma punktéw zgodnie z aktualnym systemem punktaciji
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW; wg listy z dnia 9 grudnia 2016 r.) wynosi
315. Prace w moim dorobku, poza cyklem habilitacyjnym, dotyczg czterech aspektéw:
Formowania periodycznych wzorow w rozwoju pedu, Aktywnosci hydrolaz glikozydowych w
Scianach komoérkowych, Powstawania i funkcjonowania warstwy Zelatynowej wtdkien drewna
tensyjnego, Struktury Sciany komoérkowej i jej modyfikacji. Wiekszos¢ z tych prac jest
wieloautorskich, wynikajgcych ze wspétpracy wielu osrodkéw badawczych.
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Inne prace naukowe nie zwigzane z cyklem habilitacyjnym

1.

10.

11.

Zagorska-Marek B.*, Banasiak A. Related to phyllotaxis interlocked systems of
vascular sympodia and cortical resin canals in Abies and Picea shoots. Acta Soc Bot
Pol (2000) 69(3): 165-172 [IF 0.235; MNiSW 25]

Banasiak A.S. Polarny transport auksyny-hipotezy i odkrycia. Postepy Biologii
Komorki (2003) 30(4): 605-618

Banasiak A.S., Zagorska-Marek B. Signals flowing from mature tissues to shoot apical
meristem affect phyllotaxis in coniferous shoot. Acta Soc Bot Pol (2006) 75(2): 113-121
[IF 0.148; MNiSW 25]

Nishikubo N., Awano T., Banasiak A., Bourquin V., Ibatullin F., Funada R., Brumem
H., Tenri T.T., Hayashi T., Sundberg B., Mellerowicz E. 2007. Xyloglucan endo-
transglycosylase (XET) functions in gelatinous layers of tension wood fibers in poplar
— a glimpse into the mechanism of the balancing act of trees. Plant Cell Physiol (2007)
48(6): 843-855 [IF 3.594; MNiSW 40]

Takahashi J., Rudsander U.J., Hedenstrom H., Banasiak A., Harholt J., Amelot N.,
Immerzeel P., Rydel P., Mendo S., Ibatullin F.M., Brumer H., del Campillo E., Master
E.R., Scheller H.V., Sundberg B., Teeri T.T., Mellerowicz E.J. KORRIGAN1 and its
Aspen Homolog PttCel9A1 Decrease Cellulose Crystallinity in Arabidopsis Stems.
Plant Cell Physiol (2009) 50: 1099 — 1115 [IF 3.654; MNiSW 40]

Ibatullin F.M. %, Banasiak A. !, Baumann M.J., Greffe L., Takahashi-Schmidt J.,
Mellerowicz E., Brumer H. A real-time fluorogenic assay for the visualization of
glycoside hydrolase activity in planta. Plant Physiology (2009) 151: 1741-1750 [IF
7.054; MNiSW 45]; 1 wspolne pierwsze autorstwo w publikacji

Banasiak A. Evolution of the cell wall components during terrestrialization. Acta
Societatis Botanicorum Poloniae (2014) 83(4): 349-362 [IF 1.174; MNiSW 25].

Banasiak A., Ibatullin F.M., Brumer H., Mellerowicz E.J. Glycoside Hydrolase
Activities in Cell Walls of Sclerenchyma Cells in the Inflorescence Stems of Arabidopsis
thaliana Visualized in Situ. Plants (2014) 3: 513-525

Gorshkova T.*, Mokshina N., Chernova T., Ibragimova N, Salnikov V, Mikshina P.,
Tryfona T., Banasiak A., Immerzeel P., Dupree P., Mellerowicz E.J*. Aspen Tension
Wood Fibers Contain b-(1—4)-Galactans and Acidic Arabinogalactans Retained by
Cellulose Microfibrils in Gelatinous Walls. Plant Physiology (2015) 169: 2048—2063 [IF
6.28; MNiSW 45]

Gola E.M.*, Banasiak A. Diversity of phyllotaxis in land plants in reference to the shoot
apical meristem structure. Acta Soc Bot Pol (2016) 85(4): 3529. [IF 0.917; MNiSW 25]

Pawar P.M-A., Derba-Maceluch M., Chong S-L., Leonardo D. Gémez L.D., Miedes E.,

Banasiak A, Ratke Ch., Gaertner C., Mouille G., McQueen-Mason S.J., Molina A.,
Sellstedt A., Tenkanen M., Mellerowicz E.J.*. Expression of fungal acetyl xylan
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esterase in Arabidopsis thaliana improves saccharification of stem lignocellulose. Plant
Biotechnology Journal (2016) 14: 387-397. [IF 7.443; MNiSW 45]

Formowanie periodycznych wzoréw w rozwoju pedu

Zagorska-Marek B.*, Banasiak A. Related to phyllotaxis interlocked systems of vascular
sympodia and cortical resin canals in Abies and Picea shoots. Acta Soc Bot Pol (2000) 69(3):
165-172

Banasiak A.S., Zagorska-Marek B. Signals flowing from mature tissues to shoot apical
meristem affect phyllotaxis in coniferous shoot. Acta Soc Bot Pol (2006) 75(2): 113-121

Banasiak A.S. Polarny transport auksyny-hipotezy i odkrycia. Postepy Biologii Komorki (2003)
30(4): 605-618

Gola E.M.*, Banasiak A. Diversity of phyllotaxis in land plants in reference to the shoot apical
meristem structure. Acta Soc Bot Pol (2016) 85(4): 3529.

Od poczatku swojej pracy naukowej jestem zwigzana z Zaktadem Biologii Rozwoju
Roslin (dawniej — Zaktad Morfologii Roslin), gdzie zaczetam pracowac juz na trzecim roku
studiow jako asystent techniczny Pani Prof. Beaty Zagorskiej-Marek i zainspirowana Jej
badaniami zainteresowatam sie problemami formowania przestrzennych wzoréw
rozmieszczenia organow u roslin. Wkrétce potem, pod Jej kierunkiem, rozpoczetam realizacje
projektu badawczego dotyczacego roznorodnosci wzordw filotaktycznych u roslin szpilkowych,
a takze ich zwigzku ze strukturg systemu przewodzgcego i uktadem korowych kanatéw
zywicznych. Efektem tego projektu bylta moja praca magisterska zatytutowana “Chiralnos¢
filotaksji w rozgateziajgcych sie pedach jodly i Swierka”, a nastepnie praca opublikowana w
Acta Societatis Botanicorum Poloniae [Zagérska-Marek i Banasiak 2000]. Moj udziat w tej
pracy polegat na przetestowaniu hipotezy Pani Prof. Zagorskiej-Marek dotyczgcej
wzajemnego zwigzku liczby kanatéw zywicznych i liczby sympodiéw waskularnych, poprzez
analizy morfologiczne i anatomiczne mtodych pedow jodty i Swierka. Pedy te charakteryzowaty
sie rozng srednicg anatomiczng i réznymi wzorami filotaktycznymi. Przeprowadzone analizy
pozwolity ustali¢, ze liczba sympodiow waskularnych i liczba kanatéw zywicznych sg zawsze
liczbami nalezgcymi do ciggu filotaktyczngo, ktory opisuje wzor rozmieszczenia organéw na
powierzchni pedu. Ponadto liczba kanatéw zywicznych jest zawsze mniejsza od liczby
sympodiéw o jedno miejsce w ciggu, a ich orientacja chiralna jest taka, jak parastychy
odpowiadajgcej tej samej liczbie w danym ciggu. Oznacza to, ze kanaty zywiczne i sympodia
waskularne sg zawsze w stosunku do siebie przeciwnie nachylone. Najwazniejszymi
osiggnieciami tego projektu byto: 1) opisanie nowego zjawiska indukcji heterogenicznej
pomiedzy trzema réznymi systemami: wzorem filotaktycznym, systemu waskularnym i
korowymi kanatami zywicznymi; 2) pokazanie, ze stwierdzona, przeciwna orientacja chiralna
sympodidow waskularnych i kanatow zywicznych moze by¢ waznym czynnikiem
biomechanicznym, wzmacniajgcym strukture pedu; 3) opracowanie nowej metody szybkiego
wyznaczania liczby sympodiéw w pedzie.

Po ukonczeniu studiéw magisterskich Pan Prof. Stanistaw Marek, 6wczesny kierownik
Zaktadu Morfologii Roslin, zaproponowat mi stanowisko asystenta naukowego, a nastepnie
rozpoczetam badania w ramach studiow doktoranckich. Pod kierunkiem Pani Prof. Zagorskiej-
Marek zrealizowatam projekt pt. ,Anatomiczne uwarunkowania osiowej homodromii i
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antydromii w pedach roslin szpilkowych”. Projekt ten uzyskat finansowanie Komitetu Badan
Naukowych w ramach grantu promotorskiego, dzieki czemu miatam mozliwosé
zaprezentowania wynikow swoich badah, w formie ustnego wystgpienia, na corocznej
konferencji Botanical Society of America ,Botany 2000” w Portland OR, USA. Efektem mojej
pracy doktorskiej byta praca opublikowana w Acta Societatis Botanicorum Poloniae [Banasiak
i Zagorska-Marek 2006] przedstawiajgca dwie rézne strategie regulacji formowania wzoréw
filotaktycznych i dowody na mozliwy udziatu systemu przewodzgcego w wyznaczaniu miejsca
inicjacji organu na merystemie. Badania prowadzitam na czterech gatunkach roslin
szpilkowych z filotaksjg skretolegtg: Taxus baccata, Abies concolor, Cephalotaxus fortunei i
Torreya nucifera. W przypadku wszystkich tych gatunkow pojedynczy merystem
wierzchotkowy pedu tworzy liscie asymilacyjne w rocznych cyklach, przedzielonych etapem
inicjacji lisci tuskowatych, dlatego wzdtuz pojedynczego pedu wystepujg na zmiane rejony z
lis¢mi asymilacyjnymi i rejony lisci tuskowatych. Wykorzystujgc metode identyfikacji wzoru
filotaktycznego z uzyciem pary parastych kontaktowych, a takze metode pomiaru katow
pomiedzy kolejno inicjowanymi lis¢mi, analizowatam wzory filotaktyczne i ich konfiguracje
chiralng w kolejnych rejonach inicjowanych wzdtuz tego samego pedu. Waznym osiggnieciem
tej czesci projektu byto wykazanie ze badane gatunki majg rézna strategie funkcjonowania
merystemu w procesie organogenezy. Merystem moze by¢ catkowicie autonomiczny w tym
procesie, jak to ma miejsce u Torreya lub podlega¢ wptywom tkanek zréznicowanych, co
wystepuje w przypadku pozostatych badanych gatunkéw. Gtéwnym osiggnieciem catego
projektu byto pokazanie, ze przyczyng autonomii merystemu Torreya w procesie
organogenezy jest najprawdopodobniej zanik sygnatu pochodzgcego ze réznicowanego
protoksylemu, ze wzgledu na jego izolacje, poprzez specyficznie zlokalizowang ptytke
kolenchymatyczna. Badania nad Torreya i autonomig SAM u szpilkowych staty sie punktem
wyjscia do moich przysztych badah na Arabidopsis, ktérych wyniki stanowig moje osiggniecie
habilitacyjne.

Natura sygnalu u szpilkowych, ptyngcego akropetalnie, prawdopodobnie
protoksylemem, nie byla wowczas znana. Hipotetycznie mogta nim by¢é auksyna
transportowana do merystemu, razem ze strumieniem wody. Wskazywat na to fakt, ze hormon
ten jest zaangazowany w regulacje aktywnosci organogenicznej na SAM, a jego egzogenna
aplikacja na merystem indukuje organogeneze [27]. To byto powodem mojego szerszego
zainteresowania auksyng, czego efektem byta praca przeglgdowa opublikowana w Postepach
Biologii Komorki [Banasiak 2003]. Praca ta uwzgledniata najnowszg literature dotyczaca
réznorodnosci proceséw z udziatem tego hormonu, mechanizmoéw odpowiedzialnych za jego
dystrybucje, a takze jego roli w procesie organogenezy na SAM. W swojej pracy opisatam
miedzy innymi znane kierunki polarnego transportu auksyny i tkanki, w ktérych ten mechanizm
zostat zidentyfikowany, z uwzglednieniem molekularych komponentéw tego transportu.
Przedstawitam rowniez nowo zdefiniowany mechanizm dtugodystansowego transportu
auksyny floemem, z udziatem transporteréw importowanej do komorki auksyny z rodziny
AUX1/LAX [35]. Jednym z wazniejszych osiggniec tej pracy byto zwrdcenie uwagi na fakt, ze
dwa procesy indukowane auksyng - powstawanie zawigzkow organéw na SAM i r6znicowanie
tkanek waskularnych - sg ukierunkowane akropetalnie, natomiast PAT, ktéry jest uwazany za
mechanizm je regulujgcy, przebiega w kierunku bazypetalnym. Mojg gtowng tezg w tej pracy
bylo wskazanie argumentow za tym, ze musi istnieC jeszcze jaka$ inna Sciezka transportu
auksyny w pedzie, w kierunku akropetalnym, ktéra mogtaby wyjasni¢ mechanizm tych
procesOw. Postawiona teza, wkrétce zostata potwierdzona w badaniach pokazujgcych, ze
istnieje jeszcze sciezka akropetalnego transportu auksyny w epidermie i warstwie L1 i ze jest
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ona odpowiedzialna za proces organogenezy na merystemie [28]. Badania te nie wyjasnity
jednak akropetalnego kierunku réznicowania waskularnego, co stato sie jednym z gtéwnych
problemoéw badawczych w mojej dalszej pracy naukowej.

Formowanie regularnych przestrzennych wzoréw podczas rozwoju roslin, a
szczegoblnie wzordw rozmieszczenia organdw na merystemie wierzchotkowym pedu,
pozostaje jednym z waznych obszaréw moich zainteresowac. Z tego wzgledu wspdlnie z dr
Edytg Golg przygotowatySmy prace przegladowg do numeru specjalnego Acta Societatis
Botanicorum Poloniae, poswieconego filotaksji [Gola i Banasiak 2016]. W pracy tej
przedstawitySmy zroznicowanie wzorow filotaktycznych u réznych grup roslin ladowych, w
powigzaniu ze strukturg merysteméw wierzchotkowych pedu, odpowiedzialnych za ich
powstawanie. PokazatySmy, ze poziom zréznicowania wzorow filotaktycznych zalezy,
przynajmniej czesciowo, od stopnia ztozonosci merystemu, w tym liczby i potozenia komorek
inicjalnych, a takze od proporcji geometrycznych SAM. Opisatysmy réwniez znany model
auksynowej regulacji ksztattowania wzoru filotaktycznego jako samo-organizujgcego sie
procesu, prawdopodobnie wspolnego dla wszystkich roslin nasiennych, a takze
przedyskutowatysmy ten mechanizm pod katem ewolucyjnym. PrzeanalizowatySmy rowniez
mozliwo$¢ udziatu innych mechanizmow, niezaleznych od PAT w formowaniu wzoréw
filotaktycznych. Jednym z wazniejszych wnioskdéw wynikajgcych z tej pracy jest uniwersalnosé
gtdwnych typow wzorow w Swiecie roslin, niezaleznie od struktury merystemu, a takze
pochodzenia i typu organdw.

Aktywnos$¢ hydrolaz glikozydowych w scianach komérkowych

Ibatullin F.M. 1, Banasiak A.!, Baumann M.J., Greffe L., Takahashi-Schmidt J., Mellerowicz
E., Brumer H. A real-time fluorogenic assay for the visualization of glycoside hydrolase activity
in planta. Plant Physiology (2009) 151: 1741-1750. * wspolne pierwsze autorstwo w publikacji

Banasiak A., Ibatullin F.M., Brumer H., Mellerowicz E.J.. Glycoside Hydrolase Activities in
Cell Walls of Sclerenchyma Cells in the Inflorescence Stems of Arabidopsis thaliana Visualized
in Situ. Plants (2014) 3: 513-525

Podczas mojej pracy naukowej odbytam 6-miesieczny staz podoktorski w laboratorium
Pani Prof. Ewy Mellerowicz w Umea Plant Science Centre, w Szwecji. Podczas tego pobytu
rozwinetam moje zainteresowania rozwojem, strukturg i modyfikacjami $ciany komérkowej,
zwtaszcza sciany wtornej. Zostatam zaangazowana w wiele projektow zwigzanych z tg
tematykg, czego efektem byt moj kilkukrotny pdzniejszy pobyt w tym osrodku i trwata
wspotpraca z Panig Prof. Ewg Mellerowicz. Podczas mojego pierwszego pobytu w UPSC
zostatam zaangazowana w projekt, ktory koncentrowat sie na znalezieniu nowej metody
wizualizacji aktywnoéci hydrolaz glikozydowych zwigzanych 2z przebudowg $Sciany
komodrkowej, bezposrednio w tkankach roslinnych, w czasie rzeczywistym. Efektem jego
realizacji sg dwie publikacje [Ibatullin et al. 2009, Banasiak et al. 2014] W ramach projektu
zsyntetyzowanych zostato pie¢ zwigzkéw potaczonych z fluorochromem - rezorufing,
bedacych potencjalnymi substratami dla réznych grup hydrolaz glikozydowych. Rezorufina
wykazywata $wiecenie dopiero po przecieciu odpowiedniego wigzania w wyniku specyficznej
dla substratu aktywnosci enzymatycznej. M6j udziat w poczatkowym etapie realizacji tego
projektu polegat na testowaniu substratéw bezposrednio w tkankach roslinnych, przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego i opracowaniu metody Sledzenia aktywno$ci eznzymatycznej w
czasie rzeczywistym, a takze ustaleniu dla kazdego z substratow optymalnych warunkow
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reakcji [Ibatullin et al. 2009, Banasiak et al. 2014]. Projekt ten kontynuowatam podczas moich
kolejnych pobytéw w laboratorium Pani Prof. Ewy Mellerowicz. Jego wazng czescig byty
badania aktywnosci biatek enzymatycznych kodowanych przez geny XTH (xyloglucan endo-
transglycosylase/hydrolase), w ktorych uczestniczytam w ramach stypendium wyjazdowego
uzyskanego z programu COST-STSM-E50 ,Cell wall macromolecules and reaction wood
(CEMARE). Biatka kodowane przez geny XTH mogg wykazywac¢ dwie odmienne aktywnosci
enzymatyczne, mogg dziata¢ jako endo-hydrolazy ksyloglukanu, albo mie¢ aktywno$¢ endo-
transglikozylaz ksyloglukanu [29]. Aby zrozumieC dziatanie tych enzymow i regulacje ich
aktywnosci w tkankach roslinnych, wykorzystany zostat zwigzek XXXG-R-Res, ktory byt
specyficznym substratem dla aktywnosci endo-hydrolaz ksyloglukanu (XEH). Udato sie to
potwierdzi¢ zaréwno w testach in vitro jak i in vivo co byto jednym z najwazniejszych osiggnie¢
tej pracy. M¢j udziat w tej pracy polegat na przeprowadzeniu testéw in vitro, ktére pozwolity
zwizualizowac po raz pierwszy aktywnos¢ XEH w czasie rzeczywistym zaréwno w kietkujgcych
nasionach Tropaeolum majus jak i pedach kwiatostanowych Arabidopsis, a takze ustali¢
lokalizacje tej aktywnosci na poziomie tkankowym i komérkowym [Ibatullin et al. 2009].
Bratam rowniez udziat w pisaniu manuskryptu i przygotowaniu ilustracji, jestem jednym z
dwdch pierwszych autorow tej pracy.

Wszystkie zsyntetyzowane substraty dla aktywnosci hydrolaz glikozydowych zostaty
wykorzystane takze w innym projekcie, dotyczgcym analiz aktywnosci in situ BR-1,4-
glukozydaz, R-1,4-glukanaz, [3-1,4-galaktozydaz i ksyloglukanaz w dojrzalych pedach
kwiatostanowych Arabidopsis. Najwazniejszym osiggnieciem opublikowanej pracy [Banasiak
et al. 2014] bylo pokazanie, ze znakowane rezorufing substraty mogg by¢ stosowane do
identyfikacji aktywnosci enzymatycznej poszczegolnych hydrolaz  glikozydowych
bezposrednio w tkankach roslinnych, w czasie rzeczywistym. Moj udziat w tej pracy polegat na
przeprowadzeniu analiz aktywnosci enzymatycznej in situ, ktore wykazaty, ze enzymatyczna
przebudowa sciany komorkowej sklerenchymy jest Scisle zwigzana z odktadaniem kolejnych
warstw Sciany, ale moze zachodzi¢ réwniez po smierci komorki. Ponadto moje analizy
pozwolity udowodni¢, ze rézne aktywnosci enzymatyczne majg zréznicowana, specyficzng dla
nich dystrybucje w obrebie warstw sciany komaorkowej pojedynczej komarki. Uczestniczytam
takze w pisaniu manuskryptu i przygotowywatam wiekszos¢ ilustracji do pracy, jestem w niej
pierwszym autorem.

Powstawanie i funkcjonowanie warstwy zelatynowej widkien drewna tensyjnego

Nishikubo N., Awano T., Banasiak A., Bourquin V., Ibatullin F., Funada R., Brumem H., Tenri
T.T., Hayashi T., Sundberg B., Mellerowicz E. 2007. Xyloglucan endo-transglycosylase (XET)
functions In gelatinous layers of tension wood fibers In poplar — a glimpse into the mechanism
of the balancing act of trees. Plant Cell Physiol (2007) 48(6): 843-855

Gorshkova T.*, Mokshina N., Chernova T., Ibragimova N, Salnikov V, Mikshina P., Tryfona T.,
Banasiak A., Immerzeel P., Dupree P., Mellerowicz E.J*. Aspen Tension Wood Fibers Contain
b-(1—4)-Galactans and Acidic Arabinogalactans Retained by Cellulose Microfibrils in
Gelatinous Walls. Plant Physiology (2015) 169: 2048—2063

Podczas pobytu w laboratorium prof. Ewy Mellerowicz uczestniczytam réwniez w
realizowanych przez nig dwoch projektach dotyczgcych formowania $ciany widkien
zelatynowych drewna tensyjnego u topoli i ich funkcjonowania podczas stresu
mechanicznego.
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W pierwszym z projektéw, poprzez analizy chemiczne i enzymologiczne,
zidentyfikowano fukozylowany ksyloglukan, arabinogalaktan i mannan jako sktadniki $cian
widkien drewna tensyjnego (TW). Stwierdzono rowniez, ze gtébwnym nie celulozowym
komponentem warstwy zelatynowej jest ksyloglukan, ktéry typowo wystepuje w pierwotnych
Scianach komorkowych, natomiast nie wystepuje w scianach wtornych. Mdéj udziat w tym
projekcie polegat na potwierdzeniu obecnosci ksyloglukanu w warstwie zelatynowej poprzez
dwa rozne eksperymenty: immunolokalizacje ksyloglukanu z wykorzystaniem monoklonalnych
przeciwciat CCRC-M1, a takze testy aktywnosci enzymatycznej endo-transglikozylazy
ksyloglukanu (XET), dla ktérych ksyloglukan jest substratem. Te eksperymenty pozwolity
rowniez stwierdzi¢, ze podczas dojrzewania wtokien TW dochodzi do zmiany lokalizaciji
aktywnosci enzymatycznej XET w obrebie warstw Sciany komorkowej i ze ta aktywnosc¢ w
Scianie utrzymuje sie jeszcze przez kilka lat po tym, jak zamiera protoplast.

Na podstawie tych wynikdw zaproponowany zostat mechanizm naprawiania potgczenh
pomiedzy warstwami Sciany. Rolg warstwy zelatynowej prawdopodobnie jest rozcigganie
wiokien zelatynowych, w celu wygiecia pnia [4]. Jesli podczas tego procesu mikrofibryle
celulozowe przesuwajg sie wzgledem siebie, moze to powodowacé uszkodzenie stabego
potaczenia pomiedzy warstwg zelatynowg a warstwg Sciany wtornej. To z kolei wymaga
koniecznosci aktywacji mechanizméw ich fgczenia w celu naprawy integralnosci sciany
komodrkowej. Zaproponowalismy, ze dziatanie XET, aktywnych we wibknach zelatynowych,
moze by¢ zwigzane z naprawianiem tych zerwanych potgczen. Ponadto odkrycie produktu
genu XTH i wykazanie aktywnosci XET w kilkuletnich wtdéknach TW wskazuje, ze enzym ten
moze by¢ aktywny nawet w martwych wtdknach zelatynowych.

Drugi z projektow dotyczacy drewna tensyjnego, byt zwigzany z mechanizmem
generujgcym naprezenia we wtoknach zelatynowych [Groshkova et al. 2015]. Na podstawie
wczesniejszych badan postulowano, ze powstajgce naprezenia mogg wynika¢ z uwiezienia
polimerow macierzy sciany komérkowej wewnatrz mikrofibryli celulozowej [22]. W celu
przetestowania tej hipotezy przeprowadzono identyfikacje polimeréw $ciany komérkowej,
ktore sg zatrzymywane przez mikrofibryle celulozy w drewnie tensyjnym i normalnym u osiki
hybrydowej (Populus tremula x tremuloides). Gtéwnymi zidentyfikowanymi, duzymi polimerami
macierzy zatrzymywanymi przez mikrofibryle celulozowe, ktére wystepowaty specyficznie w
drewnie tensyjnym byly: RG-I i B-(1-4)-galaktan. Moj udziat w tym projekcie polegat na
przeprowadzeniu analiz aktywnosci R-1,4-galaktozydazy in situ dla drewna tensyjnego i
drewna normalnego, aby sprawdzi¢ czy mechanizm formowania drewna tensyjnego obejmuje
dziatanie galaktozydaz. Aktywnos¢ tych enzymdéw wykrytam w rozwijajgcych sie Scianach
komodrkowych zaréwno drewna tensyjnego jak i normalnego, ale w drewnie tensyjnym byta
znacznie silniejsza. Sygnat uwalnianej rezorufiny w drewnie tensyjnym byt bardzo intensywny
w warstwie zelatynowej a takze zewnetrznych rejonach $ciany komorkowej, prawdopodobnie
blaszce srodkowej. Te wyniki byty podstawg do zaproponowania hipotezy, ze aktywno$c¢
enzymatyczna R-1,4-galaktozydazy moze regulowaé uwiezienie galaktanu w mikrofibrylach
celulozowych, a tym samym wiasciwosci mechaniczne scian komorkowych w drewnie
tensyjnym.

Oba zrealizowane projekty dotyczgce drewna tensyjnego przyczynity sie do zaproponowania
nowego modelu struktury i funkcjonowania wtdkna zelatynowego [Groshkova et al. 2015].

Struktura sciany komoérkowej i jej modyfikacje
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Banasiak A. Evolution of the cell wall components during terrestrialization. Acta Societatis
Botanicorum Poloniae (2014) 83(4): 349-362

Takahashi J., Rudsander U.J., Hedenstrom H., Banasiak A., Harholt J., Amelot N., Immerzeel
P., Rydel P., Mendo S., Ibatullin F.M., Brumer H., del Campillo E., Master E.R., Scheller H.V.,
Sundberg B., Teeri T.T., Mellerowicz E.J. KORRIGAN1 and its Aspen Homolog PttCel9A1
Decrease Cellulose Crystallinity in Arabidopsis Stems. Plant Cell Physiol (2009) 50: 1099 —
1115

Pawar P.M-A., Derba-Maceluch M., Chong S-L., Leonardo D. Gémez L.D., Miedes E.,
Banasiak A, Ratke Ch., Gaertner C., Mouille G., McQueen-Mason S.J., Molina A., Sellstedt
A., Tenkanen M., Mellerowicz E.J.*. Expression of fungal acetyl xylan esterase in Arabidopsis
thaliana improves saccharification of stem lignocellulose. Plant Biotechnology Journal (2016)
14: 387-397.

Ze wzgledu na moje doswiadczenie w pracy nad strukturg i modyfikacjami $ciany
komérkowej, zostatam poproszona przez Panig Prof. Beate Zagorskg-Marek, ktéra byta
organizatorem mini-konferencji PTBER pt. ,Ewolucja komorki roslinnej”, o wygtoszenie
referatu dotyczgcego ewolucji sciany komoérkowej. Przygotowanie wyktadu zatytutowanego
~Ewolucyjne zmiany w strukturze i sktadzie sciany komoérkowej’ byto dla mnie motywacjg do
pogiebienia wiedzy w zakresie ewolucji skladu, biosyntezy i metabolizmu $ciany komérkowej
u roznych organizmoéw, poczgwszy od bakterii az do najbardziej zaawansowanych ewolucyjnie
grup roslin ladowych. Przyczynito sie to do pdzniejszego opublikowania przeze mnie, réwniez
na zaproszenie Pani Prof. Beaty Zagorskiej-Marek, pracy przeglgdowej w numerze specjalnym
Acta Societatis Botanicorum Poloniae [Banasiak 2014]. Przedstawitam w niej aktualng
wiedze, przede wszystkim na temat polisacharydowych komponentéw scian komérkowych,
zidentyfikowanych gendéw zaangazowanych w ich biosynteze i niektérych aktywnosci
metabolicznych odpowiedzialnych za ich modyfikacje. Ponadto przeanalizowatam znaczenie
tych zmian w kontekscie adaptacji ewolucyjnych, ktére przyczynity sie do sukcesu
ewolucyjnego roslin i ich pdzniejszej dywersyfikacji.

W ramach wspotpracy z Panig Prof. Ewg Mellerowicz bytam réwniez zaangazowana w
projekt dotyczacy roli aktywnosci celulaz w rozwoju wtérnej $ciany komérkowej [Takahashi et
al. 2009]. Uwaza sie, ze mikrofibryle celulozowe obecne w Scianie majg wewnatrz strukture
krystaliczng, natomiast w ich zewnetrznych rejonach fancuchy glukanéw sg mniegj
uporzgdkowane i potgczone z innymi polisacharydami $ciany tworzgc faze amorficzng. U roslin
znane sg dwie rodziny celulaz, ktére sg zdolne do ograniczonej hydrolizy i to tylko celulozy
amorficznej [23]. Wiekszos$¢ roslinnych celulaz nalezy do hydrolaz glikozydowych grupy 9
(GH9) [10]. Jedng z nich jest celulaza zidentyfikowana u Arabidopsis KORRIGAN1 (KOR1),
ktora jest enzymem zwigzanym z btong komérkowg i wydaje sie uczestniczy¢ nie w procesie
hydrolizy, ale biosyntezy celulozy [36]. Aby lepiej zrozumie¢ jej funkcje molekularng,
szczegolnie w kontekscie tworzenia $ciany wtornej i wptywu na strukture celulozy, rozpoczete
byly badania nad celulazami o podobnej funkcji wystepujgcymi u topoli hybrydowej (Populus
tremula x tremuloides). Gtéwnym osiggnieciem tych badan byta identyfikacja PttCel9A1l jako
enzymu ekwiwalentnego funkcjonalnie z KOR1. Ponadto analizy transkryptu a takze
przeprowadzone przeze mnie badania wzoru ekspresji na poziomie tkankowym pokazaty, ze
aktywnos¢ obu genow PttCel9Al i KORL1 silnie wzrasta w rozwijajgcym sie drewnie, co
wskazuje na ich mozliwg funkcje w procesie biosyntezy sciany wtdrne;.
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Waznym osiggnieciem projektu byto rowniez pokazanie, ze PttCel9A1 zaréwno in vitro jak
i in situ moga dziata¢ na potgczone z rezorufing [-cellobiozy, i ze majg one aktywnos¢ endo-
glukanaz (celulaz lub cellobiohydrolaz), a nie exo-glukanaz. M6j udziat w tej czesci projektu
polegat na przeprowadzeniu testow aktywnosci enzymatycznej bezposrednio w tkankach
roslinnych. Pozwolity one pokazac, ze rezorufina jest w wigkszosci uwalniana w rozwijajgcych
sie wtornych $cianach komérkowych co posrednio wskazuje, ze celulaza PttCel9A1/KORL1 jest
Zlokalizowana w btonie komérkowej, z domeng katalityczng od strony $ciany komoérkowej.
Przeprowadzitam réwniez analizy porownawcze morfologii Scian komoérkowych u roslin z
réznym poziomem aktywnosci celulaz na maceratach z drewna roslin WT, linii z nadekspresjg
i dwoch mutantow genu KORL1: korl-1 i irx2. Uzyskane wyniki pokazaty, ze niedobdr funkgcji
PttCel9A1 / KOR1 wywotuje gtebokie defekty w Scianach wtornych komoérek drewna, podczas
gdy nadmiar ich aktywnosci nie powoduje widocznych zmian.

Kolejnym waznym osiggnieciem pracy byto pokazanie poprzez badania chemiczne i
biochemiczne ze nadekspresja PttCel9Al u Araidopsis powoduje redukcje krystalicznosci
celulozy, podczas gdy mutacja w genie KOR1 - irx2 wykazuje jej wzrost. Ten wynik jest
dowodem potwierdzajgcym hipoteze, ze aktywnos¢ PttCel9A1 w Scianie komdorkowej wptywa
na biosynteze celulozy modyfikujgc sie¢ celulozowa w sposéb, ktéry zwieksza ilos¢ celulozy
niekrystaliczne;j.

Kolejny projekt realizowany przez zespdt Pani Prof. Ewy Mellerowicz, w ktérym
uczestniczytam, dotyczyt post-syntetycznej deacetylacji ksylanu [Pawar et al. 2016]. W celu
sprawdzenia, w jaki sposéb zmniejszenie zakresu O-acetylacji ksylanu wptywa na chemizm
sciany komorkowej, funkcjonowanie roslin i opornos¢ lignocelulozy na sacharyfikacje, w
ramach projektu zostaty skonstruowane i wykorzystane linie transgeniczne, w ktérych gen
Aspergillus niger - AnAXE1l kodujgcy esteraze acetylo-ksylanowg ulegat ekspresji u
Arabidopsis pod kontrolg promotora 35S CAMV lub promotora topoli GT43B, specyficznego
dla drewna. Biatko AnAXEl bylo kierowane do apoplastu przez jego natywny peptyd
sygnatowy, co skutkowato podniesieniem aktywnos¢ esterazy acetylowej w Scianach
komodrkowych oraz zmniejszeniem w nich acetylacji ksylanu.

Waznym osiggnieciem projektu byto wykazanie, ze post-syntetyczna deacetylacja ksylanu
nie wptywa negatywnie na rozwaj rosliny. To oznacza, ze rosliny moga tolerowa¢ dosy¢ duzg
post-syntetyczng redukcje acetylacji ksylanu, ktéra jest lepiej tolerowana niz testowana w
innych badaniach [19,40] redukcja acetylacji majgca miejsce na etapie biosyntezy. Ponadto
uzyskane wyniki pokazaty, ze rosliny z ekspresjg wykazujg zwiekszong odpornosé¢ na
Hyaloperonospora arabidopsidis, co potwierdza znaczenie acetylacji polisacharydéw dla
odpornosci roslin na patogeny. M6j udziat w tym projekcie polegat na przeprowadzeniu analiz
anatomicznych, ktore pokazaty, ze rosliny z ekspresjg AnNAXE1 mimo zmienionych wtasciwosci
chemicznych Scian, nie wykazujg zadnych defektow wzrostowych, ani zaburzeh w strukturze
drewna.

Dzieki badaniom prowadzonym w ramach tego projektu udato sie pokazaé po raz pierwszy,
ze deacetylacja ksylanu z uzyciem heterologicznych AXE bezposrednio w roslinach, znaczgco
poprawia wydajnos¢ fermentacji alkoholowej. W zwigzku z tym post-syntetyczna modyfikacja
polimeréw Sciany komorkowej jest obiecujgcg metodg w dziedzinie produkcji biopaliw.

Oprécz opisanych wyzej prac oryginalnych i przeglagdowych, wyniki moich badan byty
prezentowane na wielu konferencjach krajowych i zagranicznych w formie wystgpien ustnych
lub posterowych (tgcznie 25 doniesien konferencyjnych). Wspétpracuje takze z czasopismami
naukowymi takimi jak Journal of Experimental Botany, Plant Physiology and Biochemistry,
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Acta Physiologiae Plantarum, Acta Societatis Botanicorum Poloniae, American Journal of
Botany i Journal of Plant Nutrition and Soil Science, wykonujgc dla nich recenzje artykutow
naukowych.

Podczas mojej pracy badawczej kierowatam kilkoma projektami, w tym dwoma
finansowanymi ze zrédet zewnetrznych. Pierwszy z nich realizowany w latach 2008-2011,
zatytutowany ,Alternatywny szlak akropetalnego transportu auksyn i jego znaczenie dla
organogenezy podczas rozwoju pedu Arabidopsis thaliana” byt finansowany przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, natomiast drugi, uzyskany w 2015r. i bedgcy w
trakcie realizacji, zatytutowany , Sygnalizacja auksynowa i funkcja genéw AtHB8 i MP/ARF5 w
tworzeniu potgczenn waskularnych podczas organogenezy u mutanta Arabidopsis pin1”,
uzyskat finansowanie Narodowego Centrum Nauki w ramach programu OPUS. Ten ostatni
projekt umozliwit mi potaczenie klasycznych metod analiz rozwojowych i fizjologicznych z
badaniami na poziomie molekularnym. Bratam réwniez udziat w miedzynarodowym programie
badawczym COST-STSM-E50 ,Cell wall macromolecules and reaction wood (CEMARE)”,
realizujgc projekt pt. ,Xyloglucanase activity in situ in developing wood”, w ramach stypendium
wyjazdowego do UPSC, Umea, Szwecja. Ponadto realizowatam staz naukowy w ramach
projektu “Innowacyjny transfer’, wspotfinansowanego przez Unie Europejskg w ramach
poddziatania “ Wsparcie dla wspétpracy strefy nauki i przedsiebiorstw”, prowadzgc badania,
ktérych efektem kohcowym bylo przygotowanie dokumentacji wdrozeniowej dla
przedsiebiorstwa.

Podsumowanie aktywnosci naukowej

Typ Publikaciji Przed Po Razem
doktoratem doktoracie
Prace oryginalne Liczba IF Punkty
MNiSW
Prace stanowigce osiagniecie naukowe
W czasopismach z bazy - 5 5 15.788 180
JCR
Razem - 5 5 15.788 180
Pozostale prace (bez cyklu habilitacyjnego)
W czasopismach z bazy 1 8 9 30.499 315
JCR
w recenzowanych -
czasopismach spoza 2 2 - -
bazy JCR
Razem 1 10 11 30.499 315
Catos¢ dorobku
Razem 1 15 16 46.287 495
Doniesienia konferencyjne Przed Po doktoracie Razem
krajowe | miedzynarodowe doktoratem
(prezentacje ustne i posterowe) 4 21 25
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Impact Factor (IF) podano zgodnie z rokiem publikacji pracy; punkty MNiSW wedtug listy z
dnia 26 stycznia 2017r.

Sumaryczny Impact Factor wedtug Journal Citation Raports (JCR) dla prac stanowigcych
osiggniecie habilitacyjne wynosi: 15.788

Sumaryczna liczba punktow wedtug MNiSW dla prac stanowigcych osiggniecie habilitacyjne
wynosi: 180

Sumaryczny Impact Factor wedtug Journal Citation Raports (JCR) dla pozostatych prac (poza
cyklem prac stanowigcych osiggniecie habilitacyjne) wynosi: 30.499

Sumaryczna liczba punktow MNiISW dla pozostatych prac (poza cyklem prac stanowigcych
osiggniecie habilitacyjne) wynosi: 315

Liczba cytowan wedtug Web of Science: 298; bez autocytowan: 287 (stan z dnia 20.03.2019)
Index Hirscha wedtug Web of Science: 8

5. Dorobek dydaktyczny i organizacyjny

Od momentu zatrudnienia w Zaktadzie Botaniki Ogdélnej Uniwersytetu Wroctawskiego
(obecnie Zaktad Biologii Rozwoju Roslin) na stanowisku asystenta, a pdzniej adiunkta,
dziatalnos¢ dydaktyczna stanowi wazng cze$¢ mojej pracy zawodowej. W trakcie mojej pracy
miatam okazje prowadzi¢ zajecia dla wielu réznych kierunkow studiéw m.in. Biologii, Genetyki
i Biologii Eksperymentalnej, Biotechnologii, Chemii, Mikrobiologii, Geografii z Biologig i
Ochrony Srodowiska, tgcznie z okoto 15 przedmiotéw, w tym gtéwnie z: Biologii komorki
roslinnej, Biologii rozwoju ro$lin, Anatomii rozwojowej roslin, Podstaw budowy roSlin,
Molekularnych mechanizméw komunikacji u roslin, Biopolimeréow roslinnych, Roslin w
przysztoSci i Technik w biologii eksperymentalnej. Jestem rowniez wspotautorkg programow
wielu z tych przedmiotéw wtgczajgc w to: Biopolimery roslinne, Rosliny w przyszto$ci, Techniki
w biologii eksperymentalnej i laboratorium z Biologii rozwoju ro$lin. Stworzytam, wspadlnie z dr
Katarzyng Sokotowskag, caty program prowadzonego przez nas przedmiotu dla studiow
magisterskich na kierunku Genetyka i Biologia Eksperymentalna — Molekularne mechanizmy
komunikacji u roslin. Bratam réwniez udziat w opracowaniu programu przedmiotu Biology dla
studentow biotechnologii w jezyku angielskim. Ponadto zaproponowatam i prowadzitam przez
kilka lat wyktad monograficzny dla studentéw studidw magisterskich pt. Polarny transport
auksyn w procesach rozwojowych u roslin.

Od wielu lat opiekuje sie pracg naukowg studentéw. Sprawowatam opieke nad 5
pracami magisterskimi i 3 pracami licencjackimi, wykonywatam réwniez kilka recenzji takich
prac. Ponadto sprawowatam opieke nad wolontariatem i praktykami odbywanymi przez
studentow w Zaktadzie Biologii Rozwoju Roslin. Obecnie jestem promotorem pomochiczym
stuchaczki 1V roku studiéw doktoranckich na Wydziale Nauk Biologicznych UWTr.

W ramach podnoszenia moich kompetenciji, nie tylko naukowych ale i dydaktycznych,
na przetomie lat 2011/2012 odbytam staz naukowo-dydaktyczny w Departament of Forest
Genetics and Plant Physiology, SLU, Umea, Szwecja, w ramach projektu ,Rozwdj potencjatu
i oferty edukacyjnej Uniwersytetu Wroctawskiego szansg zwigkszenia konkurencyjnosci
Uczelni” finansowanego z programu Kapitat Ludzki Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Jestem zaangazowana w promocje Wydziatu Nauk Biologicznych i Uniwersytetu
Wroctawskiego. Prowadze miedzy innymi odbywajgce sie co roku zajecia popularyzujace
nauke w ramach programu Mo¢j Pierwszy Uniwersytet. Bratam rowniez kilkakrotnie udziat w
przygotowaniu i prowadzeniu warsztatow i pokazow podczas: Miedzynarodowego Dnia Roslin
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(Fascination of Plants Day), Dolno$lgskiego Festiwalu Nauki i Nocy Biologéw, a takze
uczestniczytam w przygotowaniu i prowadzeniu zaje¢, w ramach kursu doksztatcajgcego dla
nauczycieli "Problemy Wspdfczesnej Biologir'.

Od roku 2001 naleze do Polskiego Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej Roslin
(PTBER) i jako cztonek komitetu organizacyjnego bratam udziat w organizacji V Konferencji
PTBER ,Experimental Plant Biology in 3P: Past, Present, Perspectives”, ktéra odbyta sie w
2011 r. we Wroctawiu. Uczestniczytam réwniez w organizacji sesji tematycznej PTBER
"Ewolucja komorki roslinnej” (2008) oraz mini-konferencji miedzynarodowej "Development in
plants: genes, structures and models” (2004), ktére réwniez odbyty sie we Wroctawiu.

W ramach mojej dziatalnosci na rzecz Uniwersytetu Wroctawskiego dwukrotnie
petnitam funkcje opiekuna studentow studiow licencjackich na kierunku Biologia. Bytam
réwniez cztonkiem Komisjii do Spraw Socjalnych. Od 2011 roku wchodzitam w skiad grupy
roboczej opracowujgcej nowy program studiéw na Wydziale Nauk Biologicznych, a w 2013 r
zostatam oficjalnie powotana do Zespotu ds. utworzenia i wdrozenia programu ksztatcenia dla
kierunku ,Genetyka i biologia eksperymentalna” zaréwno na poziomie studiow licencjackich
jak i magisterskiech. Nastepnie jako cztonek Zespotu Kierunkowego dla tego kierunku studiéw
wielokrotnie uczestniczytam w pracach majgcych na celu dostosowanie programu ksztatcenia
do zmieniajacych sie wymagan ustawowych. Za mojg dziatalnos¢ dydaktyczng dwukrotnie
otrzymatam nagrode Rektora.
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