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1. Imig i nazwisko Agnieszka Kamila Kowalkowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe
v’ 29.06.2009 — doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, Uniwersytet Gdanski,

Wydziat Biologii, Dyplom nr 3128
Tytut rozprawy doktorskiej, wykonanej w Katedrze Taksonomii Roslin i Ochrony
Przyrody:
»Analiza poréwnawcza struktur kwiatowych zwabiajacych owady u wybranych
gatunkow Bulbophyllinae i Pleurothallidinae (Orchidaceae)”
Promotor: prof. dr hab. Dariusz L. Szlachetko

v’ 23.06.2003 — magister biologii w zakresie biologii srodowiskowej (z wyrdznieniem),
Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Geografii i Oceanologii,
Dyplom nr 5235/B/2003
Tytul pracy magisterskiej, wykonanej w Katedrze Taksonomii Ro$lin 1 Ochrony
Przyrody:
»Analiza taksonomiczna, geograficzna i ekologiczna storczykow Gwinei”
Promotor: prof. dr hab. Dariusz L. Szlachetko

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

v’ 0d 2011-02 - adiunkt naukowo-dydaktyczny,
Katedra Cytologii i Embriologii Roslin,

v 0d 2010-04-01 do 2011-01-31 - starszy specjalista naukowo techniczny,
Katedra Cytologii i Embriologii Roslin,

v" od 2009-10-15 do 2010-03-31 - specjalista naukowo techniczny,
Katedra Cytologii i Embriologii Roslin,

v' od 2008-09-01 do 2009-10-14 - starszy referent techniczny,
Katedra Cytologii i Embriologii Roslin,

v 0d 2007-01-01 do 2008-08-31 - starszy referent techniczny,
Katedra Taksonomii Roslin i Ochrony Przyrody,

v 0d 2006-09-01 do 2006-12-31 - starszy technik,
Katedra Taksonomii Roslin i Ochrony Przyrody.

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
0 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 osiggnigcia naukowego

Analiza kwiatowych struktur wydzielniczych u wybranych przedstawicieli
Bulbophyllum Lindl. i Epipactis Zinn. (Orchidaceae)
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B. Publikacje wchodzace w sktad osiaggnigcia naukowego

Publikacje dotyczace rodzaju Bulbophyllum Lindl.:

1. Kowalkowska AK, Kozieradzka-Kiszkurno M, Turzynski S (2015) Morphological,
histological and ultrastructural features of osmophores and nectary of Bulbophyllum
wendlandianum (Kraenzl.) Dammer (B. section Cirrhopetalum Lindl., Bulbophyllinae
Schitr., Orchidaceae). Plant Systematics and Evolution 301(2): 609-622.

IF =1,361; sredni 5-letni IF = 1,291; MNiSW = 20 pkt.
Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

2. Kowalkowska AK, Turzynski S, Kozieradzka-Kiszkurno M, Wisniewska N (2017) Floral
structure of two species of Bulbophyllum section Cirrhopetalum Lindl.: B. weberi Ames
and B. cumingii (Lindl.) Rchb.f. (Bulbophyllinae Schltr., Orchidaceae). Protoplasma
254(3): 1431-1449.

IF = 2,457; Sredni 5-letni IF = 2,658; MNiSW = 30 pkt.
Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

3. Wisniewska N, Kowalkowska AK, Kozieradzka-Kiszkurno M, Krawczynska AT,
Bohdanowicz J (2018) Floral features of two species of Bulbophyllum section Lepidorhiza
Schltr.: B. levanae Ames and B. nymphopolitanum Kraenzl. (Bulbophyllinae Schitr.,
Orchidaceae). Protoplasma 255(2): 485-4909.

IF = 2,457; Sredni 5-letni IF = 2,658; MNiSW = 30 pkt.
MOoj udziat procentowy szacuje na 35%.

Publikacja dotyczaca rodzaju Epipactis Zinn.:

4. Kowalkowska AK, Pawlowicz M, Guzanek P, Krawczynska AT (2018) Floral nectary
and osmophore of Epipactis helleborine (L.) Crantz (Orchidaceae). Protoplasma DOI:
https://doi.org/10.1007/s00709-018-1274-5

IF = 2,457; $redni 5-letni IF = 2,658; MNiSW = 30 pkt.
MOoj udziat procentowy szacuje na 55%.

Osiagniecie naukowe, stanowigce podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego, przedstawitam w 4 monotematycznych publikacjach naukowych
opublikowanych w latach 2015-2018 w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports. Laczny IF = 8,732 oraz sumaryczna liczba punktow MNISW = 110.
W trzech publikacjach jestem pierwszym autorem, w jednej - drugim, we wszystkich pracach
- autorem korespondencyjnym.

W autoreferacie prace wchodzace w sktad przedstawionego osiggniecia sg przywotywane
jako [poz. 1-4].



https://doi.org/10.1007/s00709-018-1274-5
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C. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

W kwiatach Orchidaceae na skutek presji owadow zapylajagcych wyksztalcity sie roznorodne
struktury i mechanizmy zapylania. Podejmowana problematyka badawcza dotyczy struktur
wydzielniczych na ptatkach kwiatow u wybranych gatunkéw Bulbophyllum Lindl. -
zapylanych glownie przez Diptera (Christenseen 1994) i Epipactis Zinn. - zapylanych
gtownie przez Diptera i Hymenoptera (Jakubska-Busse i Kadej 2011). W kwiatach
sapromiofilnych, zapylanych przez muchéwki, zottych do brazowo-purpurowych, gtownym
atraktantem jest zapach (van der Pijl i Dodson 1969; Jones i Gray 1976; van der Cingel 1995),
czesto podobny do rozktadajacych si¢ zwigzkow biatkowych, glownie amin, amoniaku
i indoli (Proctor i in. 1996). Kwiaty sapromiofilne wytwarzaja niewiele nektaru lub wcale
(Jurgens i in. 2006; van der Niet i in. 2011). Natomiast kwiaty zapylane przez Hymenoptera
charakteryzuja si¢ jasng barwa, przyjemnym dla ludzi zapachem i nektarem wydzielanym
na powierzchni warzki (van der Pijl i Dodson 1969).

Substacje zapachowe sg produkowane w gruczotach zapachowych (osmoforach),
ktore moga morfologicznie wyrdzniaé si¢ lub nie sposrod innych tkanek kwiatow (Stern i in.
1987; Vogel 1990). Osmofory moga tworzy¢ struktury zwane ,antenami”, ktore
sa powigkszonymi wierzchotkami petali (dwoch bocznych ptatkéw okotka wewnetrznego
okwiatu) i/lub sepali (ptatkow okotka zewnetrznego okwiatu: grzbietowego i dwoch
bocznych), np. u Bulbophyllum cerambyx J. J. Sm., Myoxanthus reymondii (H. Karst.) Luer,
Restrepia antennifera Kunth. Moga by¢ rowniez zlokalizowane w wydluzonych
wierzchotkach wszystkich ptatkow okwiatu (tepali), zwlaszcza sepali, np. u Dracula Luer,
Masdevallia Ruiz & Pav. lub nawet jako gruczoly na zrosénigtych sepalach u Scaphosepalum
verrucosum (Rchb. f.) Pfitzer (= Scaphosepalum ochthodes (Rchb. f.) Pfitzer) (van der Cingel
1995). Vogel (1990) opisat dwa heterogeniczne centra zapachowe u Bulbophyllum
ornatissimum: wydluzone osmofory z zapachem tranu oraz zapach trimetyloaminy
wydzielany z powierzchni warzki, co bylo decydujace, by szczegdétowym badaniom poddac
kazdy z ptatkow gatunkow Bulbophyllum. Natomiast kwiaty Epipactis wydzielaja silne
zwigzki aromatyczne, takie jak eugenol i wanilina, ktére mogg by¢ kluczowe w zwabianiu
muchéwek (Jakubska i in. 2005; Jakubska-Busse i Kadej 2011). Ze wzgledu na
cytotoksycznos$¢, substancje zapachowe sa wydzielane okresowo i nie akumulujg si¢ na
powierzchni osmoforow (Vogel 1990).

Najbardziej powszechnym atraktantem krotkiego dystansu jest nektar (van der Pijl
i Dodson 1969), gromadzony w kwiatowych lub pozakwiatowych miodnikach
(= nektarnikach). Termin ,,nektarnik” odnosi si¢ do miejsca produkcji i oferowania nektaru,
by widoczny byt dla zwierzat zapylajacych, a nie do powstawania czy umiejscowienia
w kwiecie (Pacini i in. 2003), gdyz nektarniki znacznie si¢ rézniag pod katem topografii,
morfologii, anatomii, ultrastruktury i procesow wydzielniczych (Nepi  2017).
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U przedstawicieli omawianych rodzajow  Bulbophyllum i Epipactis opisywano
powierzchniowe nektarniki na warzce (van der Pijl i Dodson 1969; Nilsson 1978; Vogel
1990; Borba i Semir 1998). Badania De Padua Teixeira i in. (2004) zwrocily mojg uwage
na cechy warzki: role miodnika pehita tkanka w ptytkim, podluznym rowku warzki,
a dodatkowo brodawki na latkach bocznych wykazywaty funkcje osmoforows. Chociaz
sktadnikami rozpuszczonymi w nektarze mogg by¢ rézne zwigzki: weglowodany, kwasy
aminowe, jony, biatka, sktadniki zapachowe (Raguso 2004), enzymy i antyoksydanty
zapewniajace homeostaze sktadu nektaru (Carter i Thornburg 2004), a takze zwiagzki
toksyczne odstraszajace niechcianych konsumentow (Adler 2001), to badacze zaczeli
by¢ ostrozni w nazywaniu nektarem ptynu wydzielanego na warzkach Bulbophyllum.
Wydzieling warzkowa okreslono jako nektar u B. epiphytum, B. glutinosum, B. regnellii,
B. rothschildianum (De Padua Teixeira i in. 2004) i u Bulbophyllum z sekcji Didactyle (Nunes
iin. 2014), jako bogate w lipidy wydzieliny u afrykanskich Bulbophyllum (Stpiczynska
iin.2015), jako $luz bogaty w biatka u Bulbophyllum w sekcji Racemosae (Davies
i Stpiczynska 2014; Stpiczynska i Davies 2016).

Omowienie celu naukowego i osiggnigtych wynikow

Celem podjetych badan byla:

a) identyfikacja tkanki wydzielniczej w kwiatach u wybranych gatunkéow z klimatu
tropikalnego:  azjatyckich ~ gatunkow  z  rodzaju Bulbophyllum Lindl.:
Bulbophyllum wendlandianum (Kraenzl.) Dammer [poz. 1], B. cumingii (Lindl.) Rchb. f.
i B. weberi Ames [poz. 2], B. levanae Ames i B. nymphopolitanum Kraenzl. [poz. 3]
oraz z klimatu umiarkowanego z rodzaju Epipactis Zinn.: Epipactis helleborine (L.)
Crantz [poz. 4], charakteryzowanych w literaturze jako posiadajace powierzchniowe
nektarniki,

b) analiza i opisanie kwiatowych struktur wydzielniczych u gatunkéw Bulbophyllum
(zapylanych gtéwnie przez muchowki Diptera) i1 Epipactis (zapylanych gltownie
przez Diptera i Hymenoptera).

Do opisania cech tkanki wydzielniczej uzyto metod makro- i mikromorfologicznych,
histochemicznych oraz ultrastrukturalnych.

U B. wendlandianum [poz. 1] nektarnik byt zlokalizowany w centralnym rowku
na powierzchni wewnetrznej (doosiowej) warzki 1 sktadat si¢ z epidermy wydzielniczej
i kilku warstw subepidermalnych. Ggsta cytoplazma zawierata liczne mitochondria,
rozbudowane retikulum endoplazmatyczne (ER), w peli rozwinigte diktiosomy, rybosomy,
ciata lipidowe oraz ciata wielopecherzykowe 1 figury mielinopodobne. W wakuoli obecne
byly materiaty tanino-podobne. Duza liczba mitochondriéw jest odzwierciedleniem wysokiej
aktywno$ci metabolicznej komorek, co bylo wczesniej opisane zarowno w tkankach
nektarowych, jak i osmoforowych (Pridgeon i Stern 1983; Stpiczynska i in. 2005b). Obecnos¢
licznych profili ER i diktiosomow jest zwigzana z wydzielaniem nektaru (Figueiredo i Pais
1992; Stpiczynska 1 in. 2005a). Ponadto czesto wystgpowaly ciala osmofilne
(prawdopodobnie lipidowe) (Pais i Figueiredo 1994; Stpiczynska 1997; Stpiczynska i in.
2004). Taniny pelnig role ochronng przed patogenami, ro§linozercami i promieniowaniem UV
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(Brillouet i in. 2013 oraz literatura tam cytowana). Wykazano, ze cala powierzchnia
wewngtrzna warzki posiada cechy wydzielnicze, ale nie obserwowano histologicznych
czy ultrastrukturalnych réznic miedzy brodawkami na tatkach bocznych warzki a rowkiem
warzki, jak u neotropikalnych Bulbophyllum (De Padua Teixeira i in. 2004). Aktywno$¢
osmoforowg u B. wendlandianum wykryto na rozgalgzionych, wielokomérkowych
wyrostkach grzbietowego sepalum i petalach. Badania ultrastrukturalne wyrostkow ujawnity
obrzmienia kutykuli wlasciwej, co bylo pierwsza taka obserwacjg dla gatunkéw z rodzaju
Bulbophyllum. Dodatkowo obserwowano kutykule siatkowata, u ktorej na powierzchni
komorek, w miejscach zakonczenia mikrokanatow, odnotowano pozostatosci wydzielin,
co potwierdza ich role transportowg. Obecnos$¢ kutykuli z mikrokanatami, bioragcymi udziat
w transporcie sktadnikow zapachowych, zostala opisana m.in. u Anacamptis pyramidalis
f. fumeauxiana (Kowalkowska i in. 2012) czy u afrykanskich Bulbophyllum (Stpiczynska i in.
2015).

W kwiatach Bulbophyllum cumingii i B. weberi [poz. 2] aktywnos$¢ wydzielniczg
wykazano na grzbietowych sepalach obu gatunkow i petalach B. weberi (prawdopodobne
osmofory) oraz na wewnetrznej (doosiowej) powierzchni warzki obu gatunkéw
(prawdopodobne nektarniki). Petale B. cumingii byly raczej nieaktywne w procesie
wydzielniczym. W komoérkach wydzielniczych gesta cytoplazma zawierata duza liczbe
organelli: mitochondria, ER, diktiosomy, ciata lipidowe, co wskazuje na wysoka aktywno$¢
metaboliczng w tkankach wydzielniczych (Pridgeon i Stern 1983; Figueiredo i Pais 1992;
Stpiczynska 1997; Stpiczynska i in. 2005a). Warzka u obu gatunkéw byla tukowato wygicta,
z centralnym, podluznym rowkiem, otoczonym przez dwa grzbiety i wzniesione tatki boczne.
Tkanka wydzielnicza, podobnie jak u B. wendlandianum [poz. 1], skladata si¢ z jednej
warstwy epidemy i kilku warstw subepidermalnych. Mimo podobiefistw makro- i
mikromorfologicznych B. cumingii i B. weberi, tkanka wydzielnicza w rowku warzki réznita
si¢ histochemicznie i ultrastrukturalnie. U B. weberi komorki epidermy zawieraly
w cytoplazmie: lipidy, biatka, ziarna skrobi, dihydroksyfenole w wakuolach i kwasy
pektynowe/sluz na powierzchni warzki, podczas gdy u B. cumingii wykryto niewiele
lipidow, ziaren skrobi, brak biatek, dihydroksyfenoli i §luzu. W badaniach ultrastrukturalnych
zaobserwowano material wydzielany na powierzchni warzki B. weberi oraz pecherzyki
wbudowujace si¢ w plazmalemme¢, a u drugiego gatunku wykazano wrosty S$cian
komorkowych, mikrokanaty i pecherzyki. Obserwacje wrostow na wewnetrznych
tangencjalnych Scianach komérkowych epidermy w warzce u B. cumingii i petalach
B. weberi sg pierwszym doniesieniem u Bulbophyllum. Wypuktosci $ciany komorkowej moga
funkcjonowac¢ jako komorki transferowe — wysoko wyspecjalizowane komorki, w ktorych
zachodzi aktywny transport sktadnikow przez plazmalemme (Gunning i Pate 1974). U obu
gatunkow obecno$¢ wrostéw 1 kutykuli z mikrokanatami ulatwiata wydzielanie i resorpcje
nektaru, co opisano wczesniej u Fritillaria (Stpiczynska i in. 2012). W warzce B. cumingii
wrosty moga potwierdza¢ funkcje nektarnika, natomiast w petalach drugiego gatunku raczej
wskazujg na funkcje osmoforowg (bez akumulacji wydzielin na powierzchni). Wrosty $ciany
komorkowej wystepowaty takze u Epipactis atropurpurea (nektar bogaty w heksoze),
podczas gdy u Limodorum abortivum byty nieobecne (nektar bogaty w sacharoze) (Pais
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i Figueiredo 1994). W odniesieniu do tych obserwacji, nektar bogaty w sacharoze mogt by¢
obecny na powierzchni warzki B. weberi, a w heksoze - u B. cumingii.

U gatunkéw Bulbophyllum levanae i B. nymphopolitanum [poz. 3] odnotowano tkanke
wydzielniczag w rowku warzki oraz w wydluzonych wierzcholtkach sepali i1 petali
(prawdopodobne osmofory). Ponadto, na bocznych petalach i bocznych sepalach
B. nymphopolitanum obserwowano zmodyfikowane aparaty szparkowe z widocznymi
wydzielanymi substancjami, ktére rowniez moga funkcjonowaé jako osmofory. Najbardziej
charakterystyczna cecha w epidermie warzek bylo wystepowanie przestrzeni
peryplazmatycznej. Jednak u B. levanae przestrzenh byla trzykrotnie wigksza niz
u B. nymphopolitnum. Cecha ta byta prawdopodobnie zwigzana 2z wydzielaniem
merokrynowym, kiedy komorka po wydzielaniu pozostaje zywa i kontynuuje swoja
aktywno$¢ wydzielniczg. Ponadto syntetyzowane substancje mogty by¢ transportowane
z udziatem pegcherzykow (wydzielanie granulokrynowe) do przestrzeni peryplazmatycznych,
a nastgpnie na powierzchni¢ komorki (Fahn 1979; Pacini i Nepi 2007; Paiva 2016). Proces ten
powszechnie wystepuje w nektarnikach czy zaglebieniach wydzielajacych gumy, oleje
I zywice. Materialy akumulowane w przestrzeni peryplazmatycznej redukuja powierzchnig
zajmowang przez protoplast stopniowo zwiekszajac cisnienie, przez co cytoplazma staje si¢
gestsza i bardziej zwarta (Paiva 2016). W _warzce B. levanae zardéwno przestrzen
peryplazmatyczna, jak i mikrokanaly wystepuja réwnocze$nie, co nie bylo wczesniej
odnotowane w literaturze. Wedtug Paiva (2016) wydzielanie przez pory lub hydrofilne kanaty
wystepuje w komodrkach nierozwijajacych przestrzeni peryplazmatyczne;.

Kolejna praca dotyczy tkanki wydzielniczej Epipactis helleborine [poz. 4]. Warzka jest
zbudowana z dwoch polaczonych czesci: nasadowej — hypochilu i wierzchotkowej — epichilu

z guzkami. W przekroju poprzecznym hypochil byt zbudowany z jednej warstwy epidermy,
kilku warstw subepidermalnych i parenchymy, natomiast w guzkach epichilu parenchyma
zawierala przestrzenie miedzykomorkowe i liczne idioblasty. Caty hypochil i guzki epichilu
wydzielajg nektar. Zapach pochodzi prawdopodobnie ze sktadnikow aromatycznych nektaru
oraz jest wydzielany przez tkanki epichilu i wierzchotki tepali (osmofory). Pofaldowana
powierzchni¢ hypochilu z odstajaca kutykula wykazano juz w stadium paka (o dlugosci
ok. 8 mm), natomiast na guzkach epichilu widoczne byto niewielkie odseparowanie kutykuli
od $ciany komorkowej. Natomiast u Epipactis palustris (L.) Crantz (Kowalkowska i in. 2015)
nektarnik byt obecny na przesmyku wewnetrznej powierzchni hypochilu i na zgrubieniu
epichilu, gdzie zaobserwowano odstajaca kutykule. Obserwacje odstajacej kutykuli, zar6wno
u E. helleborine, jak i E. palustris (Kowalkowska i in. 2015) wskazywaty na akumulacje¢
nektaru pod kutykulg. Nektar moze nast¢pnie by¢ uwalniany na zewnatrz komorki poprzez
rozerwanie kutykuli pod wptywem narastajgcego ci$nienia (Curry i in. 1991). W przekrojach
poprzecznych pakow E. helleborine obserwowano znaczng wydzieling na hypochilu, a
niewielka jej i1los¢ na guzkach epichilu. Ponadto, poréwnanie zapylonych i niezapylonych
kwiatow od stadium paka do szesnastego dnia kwitnienia E. helleborine [poz. 4] wykazato, ze
zapylone kwiaty szybko wysychaly, a w kwiatach niezapylonych heterogeniczna wydzielina
z frakcja fenolowg (nieobserwowang wczesniej) pojawita sie przy koncu antezy. Moze to
intensyfikowa¢ percepcje zapachu przez potencjalne owady zapylajace. Na podstawie tych
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obserwacji, do proponowanego hipotetycznego schematu wptywu chemicznych sktadnikow
na zapylajace i wizytujace owady u E. helleborine (Jakubska i in. 2005), zaproponowano
dodanie trzeciego stadium: w ostatnim dniu antezy niezapylonych kwiatow — maksymalne
wydzielanie (,,roztadunek™) nektaru z komoérek (zwlaszcza na guzkach) i intensyfikacja
zapachu przez pojawienie si¢ materialu fenolowego W wydzielinie. Odnotowano takze
obecno$¢ przestrzeni peryplazmatycznej w trzecim dniu antezy w kwiatach E. helleborine,
wczesniej odnotowane U B. levanae i B. nymphopolitanum [poz. 3]. Kutykularne kanaty
(mikrokanaty) wystepowaty w komorkach hypochilu 1 guzkach epichilu. Mikrokanaty
i przestrzen peryplazmatyczna réwnoczesnie wystepowaty w komorkach u E. helleborine,
jak u wczesniej opisanego B. levanae [poz. 3].

Oprocz wyzej wymienionych cech charakterystycznych dla kazdego z gatunkéw,
wyrozniono cechy tkanki wydzielniczej wspdlne dla wszystkich gatunkow. Plastydy
z plastoglobulami opisano w wyrostkach grzbietowego sepalum i petali B. wendlandianum
[poz. 1], w grzbietowym sepalum B. cumingii, w petalach i warzce B. weberi [poz. 2],
w warzce B. levanae i B. nymphopolitanum oraz w petalach B. levanae [poz. 3], w warzce E.
helleborine [poz. 4]. Plastydy z plastoglobulami obserwowano zaréwno w komorkach

nektarnikow, jak 1 osmoforéw (Figueiredo 1 Pais 1992; Stpiczynska 1997; Stpiczynska i in.
2005a). W  barwieniu na  obecno$¢  dihydroksyfenoli ~ (FeCls)  wykazano,
ze dihydroksyfenolowe globule byly obecne w cytoplazmie tepali u tych gatunkow,
ale nie w wakuolach. Natomiast plastydy z licznymi plastoglobulami byly widoczne
W cytoplazmie w badaniach ultrastrukturalnych. Skoro plastoglobule byly zwigzane
z produkcja zapachu, a sktadniki fenolowe czesto wystepowaly w zapachu kwiatow
u gatunkow sapromiofilnych i byly uwazane za zwabiajagce muchowki (Jirgens i in. 2006),
wnioskowano, ze plastoglobule barwig si¢ w FeCls. System wzajemnie powigzanych bton:
wewnetrzne btony plastydowe, btona zewnetrzna plastydu i ER potozone blisko siebie

pozwalaty na transport produkowanych w plastoglobulach sktadnikéw zapachu przez ER
do plazmalemmy lub niezalezne przemieszczanie si¢ jako lipofilne lub osmofilne krople
W cytoplazmie (Pridgeon i Stern 1985; Stern i in. 1987; Pais i1 Figueiredo 1994; Stpiczynska
1997; Kowalkowska i in. 2012). Wydzielina byta prawdopodobnie transportowana wewnatrz
pecherzykéw  (pochodzacych z ER lub diktiosomoéw), ktore wbudowywaly sig
do plazmalemmy. Na podstawie obserwacji nieregularnej plazmalemmy i pecherzykoéw
wbudowujacych si¢ w blong lub wystepujacych w poblizu [poz. 1-4] wnioskowano
0 transporcie materialu na powierzchni¢ komorki w drodze wydzielania granulokrynowego,
co opisano m.in. u Gymnadenia conopsea (Stpiczynska i Matusiewicz 2001), Platanthera
chlorantha (Stpiczynska i in. 2005b), Anacamptis pyramidalis (Kowalkowska i in. 2012) i E.
palustris (Kowalkowska i in. 2015).

Ziarna skrobi w plastydach, bedace zrodlem energii dla produkcji zapachu i nektaru
(Vogel 1990; Nepi 2007; Pacini i Nepi 2007), obserwowano w antezie u B. cumingii,
B. weberi oraz B. levanae [poz. 2, 3]. W kwiatach B. wendlandianum [poz. 1]
i B. nymphopolitanum [poz. 3] skrobia mogta zosta¢ zhydrolizowana podczas antezy,
co wymaga dalszych badan. Wedtug Nepi (2007) zrodto i ilo$¢ skrobi w tkance wydzielniczej
sa skorelowane ze sposobem wydzielania nektaru. Gatunki z wydzielaniem ekrynowym
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zawierajg bardzo duzo skrobi, a te z niewielkg iloscig skrobi lub jej brakiem mogg takze
odzwierciedla¢ wydzielanie granulokrynowe. Dodatkowo, w stadium paka E. helleborine
[poz. 4], zuzywanie skrobi rozpoczynato si¢ od komodrek epidermy. Polimorficzne ksztalty
plastydow obserwowano takze u E. palustris (Kowalkowska i in. 2015), co jest zwigzane z
redukcja skrobi (Stpiczynska i in. 2005a).

Liczne idioblasty z krysztalami szczawianu wapnia w formie rafidow obserwowano
w tepalach u Bulbophyllum [poz. 1-3], natomiast ich mniejsza liczbe u Epipactis [poz. 4]. W
grzbietowym sepalum i petalach u B. wendlandianum [poz. 1], B. cumingii i B. weberi [poz.
2] rozwdj idioblastow powodowal wzrost objetosci komorek, co byto widoczne jako
charakterystyczne grupy wyniesionych komoérek na powierzchni platkow. Oprocz
wyeliminowania dodatkowego wapnia z cytozolu (Paiva i Machado 2008), idioblasty odbijaja
swiatlo 1 kierujg uwage owadoéw do centrum kwiatow (van der Cingel 1995; Franceschi
2001). W warzkach idioblasty obserwowano najczeSciej pod jednowarstwowa epidermg u
Bulbophyllum Iub w parenchymie guzkow epichilu u Epipactis, co takze chroni kwiat przed
ro$linozercami (Prychid i Rudall 1999).

Za najwaziniejsze osiggnigcia naukowe zawarte w cyklu publikacji przedstawionych
W przewodzie habilitacyjnym uwazam:

Po raz pierwszy opisanie dla gatunkéw Bulbophyllum:

- obrzmien kutykuli na wyrostkach grzbietowego sepalum i petali u B. wendlandianum,

- wrostow $cian komorkowych w warzce B. cumingii i petalach B. weberi,

- przestrzeni peryplazmatycznych w warzce B. levanae i B. nymphopolitanum,

- rOwnoczesne wystgpowanie przestrzeni peryplazmatycznych i mikrokanatow w epidermie
warzki B. levanae.

Po raz pierwszy opisanie dla gatunku Epipactis:

- heterogeniczej wydzieliny z dodatkowg frakcja fenolowa w ostatnim stadium antezy
kwiatow niezapylonych u E. helleborine,

- rdwnoczesnego wystepowania przestrzeni peryplazmatycznej i mikrokanatow

u E. helleborine, podobnie jak u B. levanae.

Kierunki i perspektywy dalszych badan

Odnotowanie réznych struktur w tkance wydzielniczej po raz pierwszy zachegca do dalszych
badan kwiatow Bulbophyllum i Epipactis. Badania te s3 wkladem w rozumienie biologii
zapylania tych gatunkow i planowania ich dalszej ochrony gatunkowej. Badania nad
gatunkami sapromiofilnymi Bulbophyllum oraz nad autogamiag u Epipactis sa kontynuowane
w ramach dwoch rozpraw doktorskich, w ktorych jestem promotorem pomocniczym (mgr
Natalia Wisniewska, mgr Patrycja Guzanek).
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Poza oméwionymi powyzej czterema publikacjami sktadajagcymi si¢ na osiggnigcie naukowe,
moj dorobek naukowy sktada si¢ z 17 publikacji o sumarycznym IF = 19,936 (MNiSW =
282 pkt.). W szeSciu z ponizszych publikacji jestem pierwszym autorem, w siedmiu autorem
korespondencyjnym. Ponizej znajduje si¢ krotkie omowienie tych prac.

5.1. Osiggniecia w pracy badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Obszar moich zainteresowan naukowych obejmowat nast¢pujaca tematyke badawcza:

A. Badania taksonomiczne Orchidaceae

Podczas pracy magisterskiej oznaczalam gatunki afrykanskie pracujac z arkuszami
zielnikowymi z Muséum National d'Histoire Naturelle z Paryza oraz wykonujgc
specjalistyczne rysunki, czego glownym efektem jest monografia [poz. 1, 2], za ktorag
otrzymatam, wraz z promotorem, Nagrode Rektora Zespotowa I stopnia. Pozostale prace
dotycza rewizji taksonomicznej [poz. 3], opisania nowych gatunkéw dla nauki [poz. 4] czy
form [poz. 5].

1. Szlachetko DL, Kowalkowska AK (2007) Inventaire preliminaire de la flore d'orchidees
de Guinee, Afrique occidentale. Richardiana 7(4): 174-184.

2. Szlachetko DL, Kowalkowska AK (2007) Contributions to the Orchid Flora of Guinea.
Polish Botanical Studies 25: 1-2509.

3. Margonska HB, Kowalkowska AK (2008) Taxonomic revision of Dienia (Malaxidinae,
Orchidaceae). Annales Botanici Fennici 45: 97-104.

4. Szlachetko DL, Kowalkowska A (2008) Two new species of Disperis (Orchidaceae,
Orchidoideae) from Central West Africa. Polish Botanical Journal 53(1): 1-3.

5. Margonska HB, Kowalkowska AK (2008) Une nouvelle forme de Anacamptis pyramidalis
(Orchidaceae). Richardiana 8(1): 1-5.

B. Analiza mikromorfologiczna w badaniach taksonomicznych

Celem badan nad wybranymi gatunkami Malaxidinae [poz. 6] bylo opisanie cech
mikromorfologicznych warzek w szeSciu grupach, wyodrgbnionych na podstawie prac
taksonomicznych. W pracy opisano cechy komoérek epidermy: prazkowanie kutykuli,
obecnos¢ rafidow 1 pozostatosci wydzielin na powierzchni komorek.

6. Kowalkowska AK, Margonska HB (2009) Diversity of labellar micromorphological
structures in selected species of Malaxidinae (Orchidales). Acta Societatis Botanicorum
Poloniae 78(2): 141-150.

5.2. Osiggniecia w pracy badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Obszar moich zainteresowan nhaukowych obejmuje nastgpujaca tematyke badawcza:
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A. Analiza tkanki wydzielniczej u wybranych gatunkow

Badania nad strukturami kwiatowymi Orchidaceae wabiagcymi owady rozpoczg¢tam w ramach
pracy doktorskiej pod kierunkiem prof. dr. hab. Dariusza Szlachetko w Katedrze Taksonomii
Rosdlin i Ochrony Przyrody Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego. Ogromne
zroznicowanie struktur kwiatowych przedstawicieli Bulbophyllinae i Pleurothallidinae na
poziomie mikromorfologicznym byto przyczynkiem do poszerzenia badan tych struktur
0 metody histochemiczne 1 ultrastrukturalne, ktére opisalyby nature tkanki wydzielnicze;.
Jako pracownik Katedry Cytologii i Embriologii Roslin w 2010 roku uzyskatam finansowanie
projektu NCN: , Kwiatowe struktury wydzielnicze rodzaju Cirrhopetalum Lindl. sensu
latissimo” (obecnie Cirrhopetalum jest uznawane jako sekcja w rodzaju Bulbophyllum).
Doswiadczenie zdobyte dzigki wspotpracy z prof. dr. hab. Jerzym Bohdanowiczem i dr hab.
Malgorzata Kozieradzka-Kiszkurno pozwolito mi wypracowa¢ wilasny warsztat badawczy:
zapozna¢ si¢ z technikami anatomicznymi i ultrastrukturalnymi, jak rowniez udoskonalié
technike wykonywania i analizy preparatow mikroskopowych.

[Poz. 7, 8] obejmuje badania warzki i ostrogi u nowej formy fumeauxiana Anacamptis
pyramidalis. W typowych kwiatach Anacamptis, ostroga wyrasta u nasady warzki, ktora jest
ptatkiem wewng¢trznego okotka okwiatu. U formy fumeauxiana dodatkowe ostrogi
wyksztalcily si¢ na bocznych sepalach — platkach okotka zewnetrznego. Ostrogi wyrastajace
na ptatkach dwoch okotkow nie byly wceze$niej opisane. Mutacja tego typu zostala
potwierdzona w badaniach molekularnych. Poréwnanie ostrogi warzki i1 bocznych sepali
ujawnilo te same cechy anatomiczne: jednowarstwowa epiderm¢ wewngtrzng 1 zewnetrzng,
okragty ksztalt komorek epidermy zewnetrznej, grubg pofaldowang kutykule. U nasady obu
ostrog byt obecny niewielki wielokomorkowy wyrostek, silnie barwigcy si¢ w reakcji na
obecno$¢ biatek. Pozostalosci wydzielin byly widoczne na obu powierzchniach ostrogi
warzki, ktora prawdopodobnie funkcjonuje jako osmofor, natomiast w ostrodze bocznych
sepali — na powierzchni wewng¢trznej. Badania nad formg fumeauxiana poszerzono o badania
ultrastrukturalne [poz. 8] i wykazano aktywno$¢ wydzielnicza na powierzchni warzki,
zgrubieniach, wierzchotkach bocznych sepali, obu powierzchni ostrogi warzki i bocznych
sepali. Odnotowano charakterystyczne cechy komodrek osmoforowych: gesta cytoplazme
z licznymi profilami ER, mitochondriami, plastydami z plastoglobulami i tubularnymi
strukturami, duzym jadrem komorkowym, kroplami lipidowymi 1 pgcherzykami faczacymi si¢
z plazmalemmg. Badania te byly podstawg do sformulowania wniosku, Ze ostroga
funkcjonuje jako osmofor. Ponadto, podobienstwo morfologii i anatomii kwiatu, czas
kwitnienia i ta sama grupa owadow zapylajacych A. pyramidalis, A. pyramidalis f.
fumeauxiana i Gymnadenia conopsea sugeruje mozliwy mechanizm oparty na oszustwie
pokarmowym — imitacj¢ obecnosci nektaru w ostrogach Gymnadenia.

[Poz. 9] obejmuje badania warzki, struktury tepali i morfologii gynostemium u Epipactis
palustris. Publikacja ta, tylko i wylacznie z przyczyn formalnych, nie wchodzi w sktad
osiggnigcia naukowego. Warzka sklada si¢ z dwoch potaczonych ruchomo czg$ci: czesci
nasadowej (hypochilu) z centralnym szerokim przesmykiem i czgéci wierzchotkowej
(epichilu) ze zgrubieniem. Cata powierzchnia zgrubienia warzki i wewn¢trzna powierzchnia
przesmyku ma cechy komoérek wydzielniczych. Wydzielina pojawiala si¢ na poczatku
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na zgrubieniu, potem na przesmyku, co moze by¢ strategia przedluzenia emisji lotnych
substancji 1 nektaru, i oznacza przedluzenie wabienia owadow zapylajacych. Te¢ hipoteze
potwierdzity badania w mikroskopie transmisyjnym (TEM). Plastydy odnotowane
W zgrubieniu nie zawieraty skrobi, podczas gdy komoérki przesmyku zawieraty czesciowo
zhydrolizowang skrobig. Niektére plastydy w zgrubieniu miaty polimorficzne ksztatty,
co bylo zwigzane z redukcja skrobi. Podczas zmniejszania skrobi w komorkach zgrubienia,
rosta liczba plastoglobul w plastydach, jak rowniez ciata lipdowe pojawity si¢ w cytoplazmie.
Natomiast w komoérkach przesmyku odnotowano proplastydy z fitoferrytyng. Retikulum
endoplazmatyczne w kontakcie z plazmalemma oraz pecherzyki taczace si¢ z plazmalemma
w komorkach wydzielniczych zgrubienia i przesmyku wskazuja na granulokrynowy sposéb
wydzielania. Przekroje poprzeczne przez platki okotka zewngtrznego ujawnily obecnosé
licznych aparatow szparkowych z duzymi jamami przedechowymi na silnie pofaldowanej
powierzchni zewnetrznej. Ziarna pylku przylegajace do rostellum-viscidium potwierdzity
wczesniejsze ekologiczne obserwacje, ze rostellum-viscidium nie jest bariera zapobiegajaca
samozapyleniu.

Kolejna publikacja [poz. 10] dotyczyta badania kwiatdw mykoheterotroficznego storczyka
Epipogium aphyllum nie zawierajagcego chlorofilu. Przeprowadzone analizy dowiodty,
ze nektar jest wydzielany na gornej powierzchni brodawek umieszczonych w grupach
na wieclokomorkowych wyniesieniach, a takze wewnatrz ostrogi, zwlaszcza W jej czesci
wierzchotkowej. Wydzielina na brodawkach byla obecna przez cala antezg, natomiast
W ostrodze pojawiala si¢ okresowo na powierzchni komorek. Wydzielanie nektaru nie byto
zalezne od koloru pedow E. aphyllum.

Badania mikromorfologiczne i ultrastrukturalne Viola odorata [poz. 11] wykazaly
obecno$¢ nektarnikow — wyrostkow precikow skierowanych do ostrogi. Ich powierzchnia
byla pokryta brodawkami. Nektar byt wydzielany przez zmodyfikowane aparaty szparkowe,
skoncentrowane gtownie na szczycie nektarnika.

W publikacji [poz. 12] do badan wybrano 4 gatunki w obrebie kompleksu Dactylorhiza
incarnata/maculata. Wykazano aktywno$¢ wydzielniczg w epidermie przy wejsciu do ostrogi
(prawdopodobne osmofory) i wewnetrznej epidermie ostrog (prawdopodobnie $ladowy
nektar) u Dactylorhiza incarnata, D. maculata subsp. fuchsii i D. majalis subsp. majalis.
Wydzielina byta nieobecna na brodawkach D. maculata subsp. maculata, cho¢ obecnosé
stabo rozwinigtych mikrokanalow, pecherzykow w przestrzeni peryplazmatycznej
i plastoglobul w plastydach moze by¢ odpowiedzialna za produkcje niewielkiej ilosci zapachu
lub nektaru. Wyniki badan pokazaly, ze badane taksony Dactylorhiza byly dobrze
odseparowane roéznymi profilami zapachowymi, co moze by¢ wazne przy izolacji kwiatow
wobec owadow zapylajacych. Prekusory waniliny, obserwowane gitéwnie u D. incarnata
i D. majalis subsp. majalis, sa uwazani za wazne w zwabianiu potencjalnych owadow
zapylajacych.

7. Kowalkowska AK, Margonska HB, Kozieradzka-Kiszkurno M (2010) Comparative
anatomy of the lip spur and additional lateral sepal spurs in a three-spurred form
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(f. fumeauxiana) of Anacamptis pyramidalis. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica
52(1): 13-18.

8. Kowalkowska AK, Margonska HB, Kozieradzka-Kiszkurno M, Bohdanowicz J (2012)
Studies on the ultrastructure of a three-spurred fumeauxiana form of Anacamptis
pyramidalis. Plant Systematics and Evolution 298: 1025-1035.

9. Kowalkowska AK, Kostelecka J, Bohdanowicz J, Kapusta M, Rojek J (2015) Studies
on floral nectary, tepals’ structure and gynostemium morphology of Epipactis palustris
(L.) Crantz (Orchidaceae). Protoplasma 252(1): 321-333.

10. Swieczkowska E, Kowalkowska AK (2015) Floral nectary anatomy and ultrastructure
in mycoheterotrophic plant — Epipogium aphyllum Sw. (Orchidaceae). The Scientific
World Journal 2015: 1-11.

11. Wisniewska N, Bohdanowicz J, Kowalkowska AK (2015). Micromorphology
and ultrastructure of the floral nectaries of Viola odorata L. (Violaceae). Modern
Phytomorphology 7: 59-66.

12. Naczk AM, Kowalkowska AK, Wisniewska N, Halinski L.P, Kapusta M, Czerwicka M
(2018) Floral anatomy, ultrastructure and chemical analysis in Dactylorhiza
incarnata/maculata complex (Orchidaceae). Botanical Journal of the Linnean Society
187(3): 512-536, DOI: https://doi.org/10.1093/botlinnean/boy027

B. Analiza cech anatomicznych gynostemium

Opublikowane prace dotyczg wykorzystania cech anatomicznych gynostemium w badaniach
autogamii u Dendrobium biflorum [poz. 13] i Epipogium aphyllum [poz. 14]. Po raz pierwszy
odnotowano u D. biflorum [poz. 13] unikalne formy autogamii: ziarna pytku kietkowaty
bezposrednio z lokuli precika, omijajac znami¢ lub spadajac czy zeslizgujac sig¢
na powierzchni¢ znamienia. Lagiewki pytkowe byty widoczne w kanale stylarnym. Taka
forma autogamii moze by¢ metoda zapylania na Society Islands (a nawet w catej Polinezji
Francuskiej), gdy brak owadow zapylajacych lub wysoko w gorach, gdzie panujg trudne
warunki $rodowiskowe. U E. aphyllum [poz. 14] najwazniejszym doniesieniem byla
obserwacja kietkujacych ziaren pytku zgrupowanych w tetrady po dwoch dniach od recznego
zapylenia kwiatu. W trzecim i czwartym dniu wykazano masowy wzrost tagiewek pytkowych
wzdtuz stylarnego kanatu i1 u wejscia do zalazni.

13. Kowalkowska AK, Margonska HB (2012) Notes on the self-pollination of Dendrobium
biflorum. Acta Societatis Botanicorum Poloniae 81(3): 223-228.

14. Krawczyk E, Rojek J, Kowalkowska AK, Kapusta M, Znaniecka J, Minasiewicz J (2016)
Evidence for mixed sexual and asexual reproduction in the rare European
mycoheterotrophic orchid Epipogium aphyllum, Orchidaceae (ghost orchid). Annals of
Botany 118(1): 159-172.
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C. Analiza cytologiczna i mikromorfologiczna w odniesieniu do badan taksonomicznych
i/lub filogenetycznych u Orchidaceae

[Poz. 15] obejmuje rozdzial w monografii, w ktorym zawarlam opis przygotowania
preparatow do mikroskopii skaningowej. [Poz. 16] zawiera opis cech morfologicznych i/lub
mikromorfologicznych warzki 1 gynostemium Vargasiella wenezuelana 1 Warrea
costaricensis istotnych w badaniach taksonomicznych i filogenetycznych. [Poz. 17] obejmuje
badania kariotypu Paphiopedilum canhii oraz badania makro- i mikromorfologiczne
gynostemium, warzek i powierzchni lisci u wybranych przedstawicieli podrodzajow i sekcji
Paphiopedilum celem wykazania, ze P. canhii tworzy niezalezna lini¢ filogenetyczna.

15. Kowalkowska AK (2013) Scanning Electron Microscopy (SEM), in: Taxonomic
redefinition of subtribe Malaxidinae (Orchidales, Malaxidae). Margonska HB,
Kowalkowska AK, Gorniak M, Rutkowski P. Koeltz Publishing House, 691pp., rozdziat w
monografii.

16. Szlachetko DL, Gorniak M, Kolanowska M, Mytnik-Ejsmont J, Kowalkowska AK,
Kolinski T (2014) Taxonomic position and phylogeny of the genus Vargasiella
(Orchidaceae, Vandoideae) based on molecular and morphological evidence. PLoS ONE
9(6): €98472. DOI: 10.1371/journal.pone.0098472.

17. Gorniak M, Szlachetko DL, Kowalkowska AK, Bohdanowicz J, Canh CX. (2014)
Taxonomic placement of Paphiopedilum canhii (Cypripedioideae; Orchidaceae) based
on cytological, molecular and micromorphological evidence. Molecular Phylogenetics
and Evolution 70: 429-441.

5.3. Pozostale przejawy aktywnosci naukowej

Wyniki moich badan prezentowalam na konferencjach krajowych i migdzynarodowych
w formie 8 referatow i 16 posterow. Uczestniczytam tacznie w 12 projektach, na ktore
uzyskano finansowanie ze $rodkow Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego
i Narodowego Centrum Nauki (3 projekty) oraz ze s$rodkéw Uniwersytetu Gdanskiego
(9 projektow). W 4 projektach petnitam rolg kierownika, w tym w ramach 1 projektu NCN.
W 4 projektach bytam wykonawcg, w tym 1 z MNiSW i 1 grant promotorski. W 4 projektach
pelnitam role opiekuna merytorycznego (funkcja promotora pomocniczego w dwoch
doktoratach). Dwukrotnie otrzymatam Zespotowa Nagrode I stopnia Rektora Uniwersytetu
Gdanskiego za monografie i cykl publikacji naukowych. W latach 2005-2013 pigciokrotnie
przebywalam na krétkoterminowych stazach naukowych w os$rodkach badawczych
w Wielkiej Brytanii i Austrii.

Szczegdtowy wykaz mojego dorobku naukowego, dydaktycznego i popularyzatorskiego
znajduje si¢ w Zalgczniku 3.
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