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WYKAZ OSIAGNIEC W PRACY
NAUKOWO-BADAWCZEJ
ROZPRAWA HABILITACYJA

Wskazanie osiagniecia wynikajacego 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.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

A) Tytul osiagniecia naukowego wraz z lista publikacji wchodzacych w sklad
osiggniecia naukowego

»Zmiany potencjalu transmembranowego jako pierwsza odpowiedz komorki na
zmiany w srodowisku zewnetrznym”

Tabela 1
Srednia  Udzial
Punkty liczba wlasny
Lp Dane bibliograficzne IF MNiSW  cyt/rok %

* *kk

1°*  Krol E., Dziubinska H., Stolarz M., Trebacz K.
(2006) Effects of ion channel inhibitors on cold- 1,19 25 2,11 55
and electrically-induced action potentials in
Dionaea muscipula Biologia Plantarum 50:
p.411-416

2°  Krol E., Dziubifiska H., Trebacz K., Koselski M.,
Stolarz M. (2007) The influence of glutamic and 2,24 35 0,75 80
aminoacetic acids on the excitability of the
liverwort Conocephalum conicum J Plant
Physiol 164: p.773-784

3° Krdl E., Mentzel T., Chinchilla D., Boller T.,
Felix G., Kemmerling B., Postel S., Arents M.,
Jeworutzki E., Al-Rasheid K.A.S., Becker D.,
Hedrich R. (2010) Perception of the Arabidopsis 5,33 35 14,40 35
danger signal peptide 1 involves the pattern
recognition receptor AtPEPR1 and its close
homologue AtPEPR2 J Biol Chem 285: p.13471-
13479

4" Krél E., Dziubifiska H., Trebacz K., (2010) What
do plant need action potentials for? in Action 0 7 0 90
Potential: Biophysical Cellular Context, Initiation,
Phases Propagation; M.L. DuBois (Ed.); Nova
Science Publishers Inc. NY, USA; pp. 1-26

3
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5P Krol E., Ptachno B., Adamec L., Stolarz M.,

Dziubinska H., Trebacz K., (2011) Quite a few 4,03 40 6,00 40
reasons for calling carnivores the most wonderful
plants in the world Ann Bot 109: pp. 47-64
SUMA 12,79 142 23,26 300
SREDNIA 3,75 28,4 4,65 60

* |F zgodnie z rokiem publikacji
** Liczba punktéw za publikacje wedtug wykazu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
*** Qrednia liczba cytowan zgodnie z kalkulacja web of science (Thomson Reuters)

P_ praca przegladowa
¢ praca eksperymentalna
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B) Omowienie osiagnietych wynikéw wraz z odniesieniem sie do danych literaturowych

Kazda zywa komoérke charakteryzuje potencjat transmembranowy, gdzie w stanie spoczynku
cytoplazmatyczna strona blony jest natadowana negatywnie i moze przyja¢ wartosci od -50
do -200 mV. Za powstanie potencjalu spoczynkowego odpowiedzialne sa biatka
transmembranowe - kanaly, transportery i pompy - uczestniczace w selektywnym
przenoszeniu/przepuszczaniu natadowanych czasteczek - jondw. Przemieszczanie si¢ jondw
w obrebie kanatu zachodzi na drodze dyfuzji zgodnie z gradientem elektorochemicznym
(transport bierny). Transportery wspomagaja dyfuzje jondow i moga zachowywac si¢ jak
kanaty, a tylko mniejsza szybko$¢ przemieszczania si¢ jonOw bedzie je wowczas od kanatow
odréznia¢ (Scherzer et al., 2013; Xue et al., 2011). Transportery moga tez wykorzystac¢
gradient elektrochemiczny jednego z jonéw do przeniesienia drugiego sktadnika wbrew
gradientowi tego drugiego (tzw. co-transport). Jesli ruch obu przenoszonych
substratow/jonéw odbywa si¢ w tym samym kierunku, méwimy o symporcie; przeciwstawne
kierunki przenoszenia substratbw to antyport. Zatem, energia zgromadzona w
nieréwnomiernym rozmieszczeniu jednego z jondw moze zosta¢ efektywnie wykorzystana do
transportu drugiego jonu/substratu. Energia ta powstaje w wyniku pracy pomp (transport
aktywny), ktére z kolei wykorzystujg hydrolize zwigzkow wysokoenergetycznych takich jak
ATP lub pirofosforan, PPi. Predkos¢ takiej aktywnej reakcji wynosi ok. 10 jonowi/s;
transportery przenosza jony z szybkoscia 10°-10° jonow/s, za$ kanaty — 10°-10" jon6w/s.

Przemieszczaniu si¢ jonow w poprzek blony towarzysza zmiany potecjalu
transmembranowego, ktore mozna mierzy¢ bezposrednio przy uzyciu technik
(mikro)elektrodowych (Yan et al., 2009) lub posrednio z zastosowaniem technik optycznych
(Konrad and Hedrich, 2008). W swoich dotychczasowych badaniach postugiwatam si¢
wylacznie mikroelektrodami zar6wno do pomiardw potencjalu transmembranowego
(Carpaneto et al., 2007; Koselski et al., 2008; Krdl et al., 2006; Krol et al., 2003; Krdl et al.,
2004; Krol et al., 2007; Krol and Trebacz, 1999; Trebacz et al., 1997) jak i przy pomiarze
pradow plynacych przez badane kanaty/transportery (Carpaneto et al., 2007; Scherzer et al.,
2013). Zmiany potencjalu transmembranowego byly wywolane zaréwno przez bodzce
abiotyczne (zmiany w o$wietleniu, spadek temperatury, wzrost zewnatrzkomorkowego
stezenia soli alkalicznych) jak i biotyczne (obecno$¢ patogennego antygenu, aminokwasow,
fitochormonow), a depolaryzacja blony (strona cytoplazmatyczna staje si¢ mniej ujemna)
stata si¢ stalym zjawiskiem, ktéremu towarzyszyly r6zne mechanizmy jonowe. Analiza tych
mechanizmoéw zajmowatam si¢ od poczatku pracy naukowej, rozpoczynajac swe badania od
pobudliwej rosliny ladowej — watrobowca Conocephalum conicum. W pracy doktorskiej
(Favre et al., 1999; Krdl et al., 2003; Krél and Trebacz, 1999; Krol and Trebacz, 2000)
udato mi si¢ potwierdzi¢, ze mechanizm jonowy potencjaldow czynnosciowych (action
potentials, APs) opiera si¢ na nastepujacej po sobie aktywacji kanatéw anionowych (wyptyw
aniondbw z komorki = depolaryzacja) i potasowych (wyptyw potasu z komorki =
repolaryzacja; powrét do stanu spoczynkowego) oraz, ze potencjatom czynnosciowym U
Conocephalum conicum zawsze towarzyszy sktadowa wapniowa (Krol et al., 2003; Krol and
Trebacz, 1999). Zrodlem jonéw wapniowych podczas AP moze byé zardwno apoplast
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(Beilby, 2007) jak i zasoby wewnatrzkomoérkowe (Beilby, 2007; Thiel and Dityatev, 1998), a
udzial obu tych kompartmentéw byt postulowany w mojej pracy doktorskiej. Waznym
wnioskiem wyptywajacym z tych badan byto doniesienie, ze sktadowa wapniowa potencjalow
czynnosciowych nie podlega prawu ,,wszystko-albo-nic” (jej amplituda zalezy od sity bodzca)
I nie rozprzestrzenia si¢ wzdluz blony komodrkowej (w przeciwienstwie do anionowo-
potasowych pradéw AP). Najprawdopodobniej kanaty wapniowe, ktérych struktura
molekularna do tej pory nie jest znana (Hedrich, 2012), nie sag bramkowane napi¢ciem lub ich
gestos¢ w obrebie blony jest zbyt mata, aby umozliwi¢ propagacj¢ sygnatu (Krol et al., 2003;
Krdl and Trgbacz, 1999). Probe charakterystyki kanatow wapniowych podjetam w trzech
kolejnych pracach, z ktorych jedna weszta w sktad niniejszej rozprawy habilitacyjnej
(Carpaneto et al., 2007; Krol et al., 2006; Krdl et al., 2004).

Zmiany potecjatu membranowego wywolane bodzcami abiotycznymi

Dzi¢ki zastosowanej farmakologii (Krol et al., 2004) oraz bezposrednim pomiarom pradow
pojawiajacych si¢ w odpowiedzi na szok chtodu (Carpaneto et al., 2007) stalo si¢ mozliwe
wysuni¢cie wniosku, ze za rejestrowang depolaryzacj¢ btony komorkowej podczas spadku
temperatury (rys. 1A) odpowiedzialne sg kanaty wapniowe, ktorych prawdopodobienstwo
otwarcia wzrasta wraz ze spadkiem temperatury (cold-activated Ca-channels). Ich obecnos¢
zarowno w plazmalemmie jak i w tonoplascie otaczajagcym wakuole byta postulowana tak
przeze mnie (Krol et al., 2004) jak i przez inne grupy badawcze (Knight et al., 1996; Knight,
2002; Lewis et al., 1997; Plieth et al., 1999). Udziatl kanatow wapniowych nie tylko w
procesie percepcji chtodu lecz takze podczas aklimatyzacji (Knight, 2002), gdzie tzw. ,,podpis
wapniowy” (calcium signature) oraz wigzaca si¢ z nim regulacja kanalow wapniowych ulega
zmianie wraz ze zmiennym hartowaniem nasion (obecno$¢ wernalizacji VS jej brak), byt
przeze mnie badany na siewkach rzepaku Brassica napus, a uzyskane wyniki zaprezentowane
w postaci posteru na konferencji The First Symposium on Plant Neuroscience we Florencji
(Krdl et al., 2005).

Jednym z kandydatéw kanatow wapniowych biorgcych udzial w percepcji zimna u
Arabidopsis jest AtGLR3.4 (Meyerhoff et al.,, 2005). AtGLR (glutamate receptors) —
receptory glutaminianu stanowig rodzing 20 nieselektywnych kanatéw kationowych
bramkowanych obecnoscig roznych aminokwasoéw w zalezno$ci od przynaleznosci do jednej
z trzech grup utworzonych zgodnie z homologia sekwencji kodujacych (Chiu et al., 2002;
Dietrich et al., 2010; Tapken et al., 2013). Jak dotad proby ich ekspresji w oocytach
afrykanskiej zaby Xenopus laevis lub w ssaczych liniach komorkowych (np. HEK - human
embryonic kidney cell) skonczyty si¢ niepowodzeniem dla wigkszosci z nich; wyjatkiem sa
AtGLR1.1, AtGLR1.4, AtGLR3.4 i AtGLR3.7 (Meyerhoff et al., 2005; Roy et al., 2008;
Tapken et al., 2013; Tapken and Hollmann, 2008; Vincill et al., 2012). Réwnie wielu
trudnosci przysparza fenotypowa analiza pojedynczych mutantow, gdyz wiele homologow
GLR ulega jednoczesnej ekspresji w danej tkance (Chiu et al., 2002; Roy et al., 2008), wiec
brak jednego z nich wydaje si¢ by¢ maskowany przez obecno$¢ pozostatych. Tylko dla
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nielicznych homologéw GLR udalo si¢ odnalez¢ fenotyp zwiazany z zaburzong ekspresja

pojedynczego genu, np.:

-glrl.1 — wykazuje si¢ zwigkszonym poziomem endogennego ABA, a stad obnizong
zdolnoscia do kietkowania i zwigkszong czutoscig na egzogenny ABA (Kang et al., 2004);

-glrl.2 — ma zaburzony wzrost i morfologi¢ tagiewki pytku (Michard et al., 2011);

-glr3.3 — wykazuje brak depolaryzacji w odpowiedzi na obecnos¢ Gly i Glu (Qi et al., 2006)
oraz zaburzona odpowiedz grawitropiczng korzeni (Miller et al., 2010);

-glr3.2 i gIr3.4 — majg zaburzong zwigkszong liczbe¢ miejsc powstawania korzeni bocznych
oraz zaburzong ich lokalizacje (Vincill et al., 2013); nadekspresja AtGLR3.2 wywotuje
nadwrazliwo$¢ na stres jonowy i objawy niedoboru wapnia (Kim et al., 2001);

-glr3.1 — ma zaburzony wzrost wierzchotkowy korzeni ryzu (Li et al., 2006); nadekspresja
GLR3.1 u Arabidopsis zaburza funkcjonowanie komérek szparkowych (Cho et al., 2009).

Skuteczng alternatywa w kontynuacji badan nad fizjologiczng rola GLR wydaje si¢ by¢ zatem
generacja podwajnych, potréjnych, poczwdérnych (itd.) mutantéw. Zgodne z tym zatozeniem i
niezwykle ciekawe z punktu widzenia badan nad pobudliwo$cig ro$lin pojawily si¢ ostatnio
dwa doniesienia (tej samej grupy naukowej) z podwoéjnego mutanta glr3.3glr3.6 u
Arabidopsis, u ktorego wykryto zaburzong transmisje AP wzdhiz wigzek floemu po
zastosowaniu bodzcow uszkodzeniowych (Mousavi et al., 2013; Salvador-Recatala et al.,
2014). Zwigzek generacji AP ze zwigkszong obecno$cig aminokwasow w apoplascie (czy to
na skutek uszkodzenia, czy poprzez omycie rosliny roztworem aminokwasu) zostat rowniez
wykazany przez nasza grup¢ badawczg, gdzie postulowany udzial GLR zachodzi na
wczesnym etapie pobudzenia (Krol et al., 2007; Stolarz et al., 2010a; Stolarz et al., 2010b).
Wydaje si¢ bardzo prawdopodobne, ze GLR uczestniczg w powstawaniu w pobudliwych
komodrkach tzw. potencjalu receptorowego, ktdry — jes$li osiggnie warto$¢ progowag —
doprowadzi do generacji potencjatu czynnosciowego (AP).

Zmiany potencjatu membranowego wywotane bodzcami biotycznymi

W blonie otaczajacej komorki roslinne obecne sg roznorodne receptory typu PRR /pathogen
related receptors/ dla PAMPs /pathogen associated molecular paterns/ i DAMPs /damage
associated molecular paterns/ (Boller and Felix, 2009), ktére dzigki swej aktywnosci
kinazowej rozpoczynajg transdukcj¢ i transmisj¢ sygnalu — kaskadowa aktywacje kolejnych
enzymow wiodgaca do uruchomienia takich mechanizmoéw obronnych jak:

- pojawienie si¢ potencjatow czynnosciowych, jesli bodziec zdota obja¢ zywe komorki tkanki
przewodzacej (rys.1 - badania wlasne niepublikowane);

- produkcja reaktywnych form tlenu i NO (Dubiella et al., 2013);

- indukcja szlaku kinaz CDPK (Boudsocq et al., 2010) oraz indukcja szlaku kinaz MAPK
wiodace do ekspresji genow odpowiedzi immunologicznej, ktéra ma na celu przekierowanie
metabolizmu rosliny z fazy ,,wzrost i rozwéj” na faze ,,obrona” (Pajerowska-Mukhtar et al.,
2012); zwigksza si¢ wowczas stezenie hormonow stresu (ABA, SA, JA, etylen), pojawiaja
si¢ bialka stresu (czynniki transkrypcyjne, biatka sygnatowe, PRR, zwigksza si¢ aktywnos¢
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monooksygenaz FMO1, PAD3 i enzym6w kontrolujgcych metabolizm $ciany komorkowej),
nastepuje produkcja fitoaleksyn i metabolitow wtdrnych o dziataniu bakteriobdjczym,
bakteriostatycznym, owadobojczym, a $ciana komérkowa ulega wzmocnieniu.

A zatem na koncu kaskady znajda si¢ czynniki transkrypcji (np. WRKY, TBF1), biatka
regulatorowe (np. NPR1,2,3,4) oraz biatka nieenzymatyczne (np. PGIP, PEP, systemina) i
enzymy warunkujace prawidtowa odpowiedz immunologiczng (np. kinazy receptorowe FRK,
oksydazy, metyltransferazy, glukosyltransferazy, esterazy pektynowe, hydrolazy
glukozydowe). Cata t¢ kaskad¢ uruchamia natomiast depolaryzacja plazmalemmy bedaca
efektem aktywacji kanaléw jonowych. W dwaoch pracach eksperymentalnych udato mi si¢
wykazaé, ze depolaryzacja ta jest nierozerwalnie zwigzana ze wzrostem stezenia wolnych
jonéw wapnia w cytoplazmie (Jeworutzki et al., 2010; Krol et al., 2010b). Takze tutaj udziat
zarobwno GLR jak i CNGC (cyclic nucleotide gated channel) jest sugerowany jako gtownych
molekut zaangazowanych w dokomérkowe przewodzenie Ca”* (Dietrich et al., 2010).
Pomimo ze konsekwencje wzrostu [Ca2+]cyt sa dobrze udokumentowane, a badania nad
rozszyfrowaniem tzw. ,,podpisu wapniowego” wydaja si¢ by¢ obecnie w fazie szczytowej
(Boudsocqg and Sheen, 2013), proces aktywacji kanatow jonowych prowadzacy do
»uwolnienia” jonow wapnia i depolaryzacji btony po rozpoznaniu PAMPs/DAMPs nie zostat
jak dotad rozszyfrowany. Wiadomo, ze wzrost [Ca2+]cyt aktywuje m.in. NADPH oksydaze
(Kobayashi et al., 2007), ktorej aktywacja jest niezb¢dna do kontroli kanatow wapniowych w
komérkach szparkowych (Klusener et al., 2002), nie jest jednak konieczna do inicjacji
odpowiedzi immunologicznej w komdrkach miekiszu (Krél et al., 2010b). Z dowoddéw
posrednich wiadomo takze, ze wzrost [Ca2+]cyt jest niezbedny do aktywacji kanalow
anionowych (Jeworutzki et al., 2010; Krol et al., 2010b). Dtugotrwata depolaryzacja btony
komoérkowej utrzymujaca sie przez ok. godzing nawet po usuni¢ciu podniety
(PAMPS/DAMPs) ze srodowiska zewnetrznego jest skutkiem wyptywu anionow z komorki
dzigki aktywacji kilku réznych kanatéw anionowych, prawdopodobnie typu SLAC/SLAH
(slowly activating anion channel/slowly activating anion channel homologue) i
QUAC/ALMT (quickly activating anion channel/aluminium acitvated malate transporters).
Najprawdopodobniej dochodzi do fosforylacji kanaléw anionowych przez kinazy typu BIK
(Jak ma to miejsce w przypadku NADPH oksydazy: Kadota et al., 2014; Li et al., 2014) lub
OST1 (R. Hedrich — dane niepublikowane), ktore z kolei ulegly fosforylacji przez kinazy
receptorowe PRR rozpoznajace PAMPs/DAMPs. Cho¢ jony wapnia moga bezposrednio
aktywowa¢ dobrze scharakteryzowane u zwierzat kanaty anionowe typu CaCC (calcium-
activated chloride channel) (Caputo et al., 2008; Schroeder et al., 2008), a istnienie takich
kanatow od dawna postulowano u glondéw (Beilby, 1984; Beilby, 2007), za$ ostatnio odkryte
pojedyncze kopie genéw CaCC u Arabidopsis thaliana, Cucumis melo, Solanum
lycopersicum, Vitis vinifera, Brachypodium distachyon, czy Oryza sativa wykazuja duza
homologie do ich zwierzecych odpowiednikow, to jednak brak jest do dnia dzisiejszego

bezposrednich dowoddw na istnienie funkcjonalnych kanatéw typu CaCC u roslin.
Odkryte po raz pierwszy w komorkach szparkowych (Negi et al., 2008; Vahisalu et al.,
2008) kanaly typu SLAC/SLAH (1 — 4) od razu staly si¢ przedmiotem wielu badan
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eksperymentalnych (Hedrich et al., 2012). Obecnie wiadomo, ze po stronie cytoplazmatycznej
zarowno przy koncu N jak i C istnieje wiele miejsc fosforylacji rozpoznawanych przez wiele
r6znych kinaz: OST1 (Geiger et al., 2009); CPK (Geiger et al., 2011; Mori et al., 2006); CPIK
(Laanemets et al., 2013a). Stad jeden typ kanatu moze uczestniczy¢ w ,,rozpoznawaniu” wielu
r6znych czynnikow §rodowiskowych, a depolaryzacja btony staje si¢ wspolnym schematem.
Co wigcej, te same kinazy moga fosforylowac rézne typy kanatow/enzymow np.: OST1
aktywuje SLAC1 (Brandt et al., 2012), ALMT12 (Imes et al., 2013), NADPH oksydaze
(Sirichandra et al., 2009) i by¢ moze fosforyluje kanaty Kj, (Laanemets et al., 2013b); CPK21
aktywuje jednoczesnie SLACI1(Geiger et al., 2010) i SLAH3 (Demir et al., 2013). Nic wiec
dziwnego, ze kanaly jonowe staja si¢ miejscem konwergencji sygnatu, a wykluczenie
pojedynczego homologu nie zawsze pociaga za soba powstanie fenotypu; pojedynczy mutant
slah3 (SLAH3 ulega dominujacej ekspresji w komorkach migkiszu) nie wykazuje
uposledzonych odpowiedzi na obecnos¢ PAMPs (Jeworutzki et al., 2010) i DAMPs (badania
wilasne, niepublikowane); podwadjne mutanty (slacl slah3) i potréjne (slacl slah3 almt12 oraz
almtl12 almt13 almt14) sg obecnie na etapie badan eksperymentalnych (R. Hedrich — praca w
przygotowaniu). Z drugiej strony ukazato si¢ ostatnio doniesienie, ze nadekspresja SLAC1
sprzyja wzmocnionej odpowiedzi immunologicznej w kulturach tkankowych (Kurusu et al.,
2013). By¢ moze stworzenie roslin o zwigkszonej ekspresji bialek kanatlowych przyniesie
przelom w badaniach nad ich funkcja w uktadach natywnych.

Wywotana wyplywem aniondéw depolaryzacja blony (Rys. 1A) pociaga za sobg aktywacje
napigciowo zaleznych kanalow potasowych; ustala si¢ poziom réwnowagi miedzy wyptywem
obu jonéw (A" i K¥). Repolaryzacja nastepuje po ustaniu wyptywu A’ przy dalszym wyptywie
K*. Pomimo, Ze opisany tu mechanizm jonowy do ztudzenia przypomina AP, nalezy wyraznie
podkreslic, ze komoérki migkiszu nie sa pobudliwe; depolaryzacja plazmalemmy w
odpowiedzi na obecnos¢ czynnikow patogennych nie ulega propagacji, a jej amplituda zalezy
od ,,sity bodZca” tj. stezenia PAMPs/DAMPs (Jeworutzki et al., 2010; Krol et al., 2010b).

Odpowiedzi systemiczne

Jesli bodziec lokalny zdota dotrze¢ do tkanki przewodzacej (Rys. 1B), moze dojs¢ do jej

pobudzenia i przekazania informacji o lokalnym zagrozeniu do odlegtych czgsci rosliny oraz

do przygotowania ich do ewentualnej obrony przed rozprzestrzeniajacym si¢ patogenem /

zagrozeniem. Proces ten zwany nabyta odpornoscig systemiczng, SAR (systemic acquired

resistance), rozpoznany w latach 30-tych i intesywnie badany w 80-tych do dzi$ przycigga

uwagg badaczy, a postulowane czynniki odpowiedzialne za sygnaling systemowy to:

- MeSA, ester metylowy kwasu salicylowego (Shah and Zeier, 2013);

- DA, aldehyd kwasu dehydroabietynowego (Shah and Zeier, 2013);

- G3P, glicerylo-3-fosforan (Chanda et al., 2011; Shah and Zeier, 2013);

- AzA, kwas azelainowy (Shah and Zeier, 2013);

- Pip, kwas pipekolowy, homoprolina — niebiatkowy aminokwas pochodzacy z katabolizmu
Lys (Navarova et al., 2012; Shah and Zeier, 2013);

- AtPepl-6, Pepl3, Sys, HSys — endogenne peptydy (Yamaguchi and Huffaker, 2011);
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- JA-lle, ester kwasu jasmonowego i lle (Koo et al., 2009);

- ROS (Dubiella et al., 2013);

- wzrost pHex: (Felle et al., 2005);

- potencjat wariacyjny, VP (Katicheva et al., 2014; van Bel et al., 2014);

- potencjat czynnosciowy, AP (Fromm et al., 2013; Krdl et al., 2010a; van Bel et al., 2014).

Potencjaly czynnosciowe u muchotéowki (Dionaea muscipula)

Prawie wszystkie komorki putapki muchotdwki sa zdolne do generecji AP, jesli tylko
potencjat transmembranowy przekroczy warto$¢ progowa (Krdl et al., 2010a; Krol et al.,

2012). APs mogg zosta¢ wywotane zarOwno przez bodzce $wietlne, termiczne, elektryczne,
uszkodzeniowe, czy mechaniczne, jak i po pdaniu substancji odzywczych (Krdl et al., 2006;
Krdl et al., 2010a; Scherzer et al., 2013). W tym ostatnim przypadku dochodzi do
uruchomienia elektrogennego transportu, czego nastgpstwem jest pobudzenie btony (RYs.
1C). Badanie pobudliwo$ci muchotowki oraz udziatu, jaki w jej kontroli sprawuja
fitochrmony (ABA, JA) i COR (coronatine, substancja pochodzenia bakteryjnego nasladujaca
dziatanie JA-Ile) zaowocowato publikacjg (Escalante-Perez et al., 2011). Udalo si¢ w niej
wykaza¢, ze transmisji AP towarzyszy wytracenie putapki z metastabilnego stanu — stad jej
szybkie, trwajace utamek sekundy ,,ktapniecie” (Forterre et al., 2005), ale putapka nie jest
jeszcze domknieta. ,,Hermetyczne” zamknigcie nast¢puje w ciggu kilkunastu minut, jesli
krytyczna liczba APs zostanie osiggnicta (Krdl et al., 2012). W tym relatywnie powolnym
procesie potencjaty czynnosciowe moga zostac ,,zastgpione” jasmonianem (JA) lub COR
(Escalante-Perez et al., 2011).

APs nie tylko synchronizujg proces zamykania si¢ putapki (Krol et al., 2010a; Krdl et al.,

2012), lecz sg takze niezbedne do rozpoczecia procesu trawienia i absorbcji: indukuja
ekspresje enzymow trawiennych; zwigkszaja ekspresj¢ transporterow substancji odzywczych
(Scherzer et al., 2013). Godnym uwagi jest fakt, ze wachlarz biatek ulegajacych sekrecji
podczas trawienia zawiera wiele takich, ktore poza putapka peinig funkcje obronne
(pathogenesis-related proteins). Wydaje si¢ wielce prawdopodobne, ze ,,system trawienny”
putapki wykorzystat do degradacji pozywienia mechanizmy przynalezne ukladowi
obronnemu ro$lin (Schulze et al., 2012).

Niewatpliwie wzrost ekspresji gendéw transporterow substancji odzywczych trzeba
przypisa¢ pojawieniu si¢ APs wywotanych mechaniczng stymulacjg putapki (Hedrich — praca
w przygotowaniu). Nie obserwuje si¢ go natomiast w korzeniach, gdzie ulegajace
konstytutywnej ekspresji transportery jonu amonowego (DmAMTI1) sg zlokalizowane w
niepobudliwych komorkach ryzodermy i Kkorteksu (Gao et al, 2014). Jak przy
»hermetycznym” domykaniu si¢ pufapki, tak rowniez i w zwiekszaniu/inicjacji ekspresji
gendw sygnatowa rola APs moze zosta¢ zastgpiona poprzez podanie fitohormonow (JA) lub
ich substytutow (COR), (Scherzer et al., 2013). Wytania si¢ zatem spojny schemat, w ktdérym
generacja potencjatow czynnosciowych jest pierwotng odpowiedzig poprzedzajaca regulacje
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hormonalng (Escalante-Perez et al.,, 2011). Tego rodzaju zalezno$¢ jest juz dobrze
udokumentowana w systemach obronnych roslin (Davies, 1987; Mousavi et al., 2013).

C) Whnioski koncowe

Zmiany potencjatu transmembranowego w odpowiedzi na zmienne czynniki Srodowiska sa
jedna z najwczesniejszych i najszybciej rejestrowanych reakcji biologicznych zachodzacych
w przeciggu od Kilku sekund (bodzce abiotyczne) do Kilku minut (bodzce biotyczne) od
momentu zadziatania bodzca. O ich warto$ci sygnalowej pojawia si¢ coraz wiecej doniesien
naukowych, za$ najczestszym 1 najlepiej udokumentowanym jonem zaangazowanym w
transmisje sygnatu wydaje sic by¢ Ca®* (van Bel et al., 2014). Dysponujac relatywnie
ograniczonym repertuarem kanatéw jonowych ,,zespolita go ewolucja” z zadziwiajaca liczba
procesOw percepcji. Mozliwe jest to dlatego, ze ten sam typ kanatu jest regulowany przez
liczne i réznorodne biatka receptorowe i biatka regulatorowe w tkankowo i czasowo zalezny
sposob. Staty motyw //wewnatrzkomérkowy wzrost stezenia jonéw Ca’* — aktywacja
kanaléw anionowych — aktywacja kanaléw potasowych// pojawia si¢ w wigkszosci
rejestrowanych przypadkow (van Bel et al., 2014) i tylko ko-lokalizacja pozostatych struktur
tak zwanego sygnatosomu lub jego gesto$¢ w blonie bedzie decydowac o formie, zakresie,
czy mozliwosci rozprzestrzeniania si¢ wywolanej zmiany potencjatu transmembranowego.

Omowione w niniejszej rozprawie doniesienia literaturowe dotyczg wylgcznie zmian
pojawiajagcych  si¢  na  plazmalemmnie.  Skomplikowany proces ,wspolgrania”
transmembranowych biatek plazmalemmy ze strukturami bton wewnatrzkomérkowych (ER,
tonoplast, chloroplast) podczas percepcji bodzca lub pobudzenia jak dotad zostal rozpoznany
tylko u roslin nizszych i dotyczy gtownie badan nad pobudliwoscia tonoplastu (Beilby, 2007).
Poznanie roli czynnikdéw cytoplazmatycznych w kontroli potencjatow transmembranowych
zarowno plazmalemmy jak i blton wewnatrzkomorkowych stanowi obecnie ogromne
wyzwanie.
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D) Plany na przyszlosé

Bardzo r6zne w swej naturze bodzce biotyczne (np. organizmy patogenne, symbiotyczne,
pozywienie, substancje hormonalne) i abiotyczne (np. $wiatto, zimno, stres solny, zranienie)
sa odbierane przez roznorodne receptory o odmiennej lokalizacji (apoplast, blony komorkowe
lub wewnatrzkomorkowe, cytoplazma). Jesli jednak percepcja bodZca wigze si¢ ze zmiang
potencjatu transmembranowego (rys. 1), oznacza to, ze pomigdzy receptorem a
kanatami/transporterami/pompami istnieje fizyczny zwiazek, nawet jesli trwa on tylko ,,przez
chwile”, np. w momencie stymulacji lub za posrednictwem zmieniajacych swa lokalizacje
cytoplazmatycznych partneréow (enzymy, biatka kotwiczace, biatka 14-3-3). Koegzystencja
wszystkich uczestnikow w obrebie sygnatosomu jest faktem niezaprzeczalnym. Badaniem tak
nietlatwych do uchwycenia sprzgzen //kanal/transporter/pompa —  receptor// i
/[kanal/transporter/pompa — cytoplazmatyczny efektor// za pomoca technik bio-
molekularnych (Y2H, SU) i bio-optycznych (BiFC, FRET) chcialabym si¢ zaja¢ w najblizszej
przysztosci. Szczegdlng uwage chcialabym poswieci¢ odpowiedziom immunologicznym.
Niezwykle ciekawy do rozszyfrowania jawi mi si¢ proces aktywacji kanatdow jonowych po
zwigzaniu PAMP z wlasciwym receptorem PRR.

W latach 90-tych, gdy molekularne podtoze potencjalow czynnosciowych u zwierzat byto
juz odpowiednio dobrze scharakteryzowane, udato sie wywotac serie AP w niepobudliwych
komédrkach CHO (Chinese hamster ovary), stransformowanych genami kanatéw sodowych i
potasowych typu Shaker (Hsu et al., 1993). Podobny eksperyment chciatabym przeprowadzic¢
z kanatami jonowymi wyizolowanymi z pobudliwych komorek putapki muchotéwki.
Relatywnie wysoki poziom ich ekspresji w poréwnaniu do tkanek niepobudliwych (R.
Hedrich — badania wtasne niepublikowane) moze $wiadczyé o ich zaangazowaniu w
propagacj¢ APs. W celu sprawdzenia poprawnosci powyzszego zatozenia chciatabym
stranfsormowa¢ komorki skorki i migkiszu lisci tytoniu (transformacja Agrobacterium)
odpowiednimi homologami kanatéw anionowych i potasowych - DMALMT1 i DMGORK, po
czym podda¢ lis¢ badaniom elektrofizjologiczym przy uzyciu techniki mikroelektrodowej
(rejestracja AP po stymulacji elektrycznej).

DmAMT1 oraz DmHKT1 to dwa transportery wyizolowane z komorek gruczotowych
muchotowki, ktore sg odpowiedzialne za utatwiong dyfuzj¢ dodatnio natadowanych jonow
(NH," oraz Na"). Poniewaz zmiana konformacji z ,,zamknietej” na ,,otwartg” zachodzi tylko
w obecnos$ci substratu, na powierzchni tych transporterow musza znajdowac si¢ struktury
(aminokwasy) zaangazowane w Jego rozpoznanie. Opierajac si¢ na dostepnych danych
literaturowych (homologi obu transporterow zostaty sklonowane u bakterii, drozdzy, zwierzat
i roslin) oraz przy uzyciu metody selektywnej mutagenezy chciatabym zidentyfikowac
miejsce(a) rozpoznajace substrat. Planowana mutageneza umozliwita m.in. ustalenie
aminokwasow zaangazowanych w , filtr selektywnosci” (Cotsaftis et al., 2012; Horie et al.,
2009), ,,bramkowanie” — miejsce wigzania czynnikow regulatorowych (Oomen et al., 2012),
czy tez miejsce tworzenia czynnego trimeru (Neuh&user et al., 2009; Neuhduser et al., 2007) u
traw i roslin dwuli$ciennych. Podobne analizy chciatabym przeprowadzi¢ u muchotowki.
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Rys. 1. Depolaryzacja btony jako natychmiastowa odpowiedz na zmiany w $rodowisku zewngtrznym
(pomiary wlasne): A) 0Obecno$¢ czynnikOw patogennych wywotuje w niepobudliwej komorce
miekiszowej dlugotrwatg depolaryzacje; poddanie tej samej komorki spadkowi temperatury wywotuje
depolaryzacj¢ o porownywalnej amplitudzie, lecz znaczaco krotszym czasie trwania; obraz zapisu
dwdch réznych zmian potencjalu odzwierciedla fakt, ze za generacje tych zmian odpowiedzialne sg
rézne mechanizmy jonowe; B) rownolegla rejestracja depolaryzacji w niepobudliwej komorce
miekiszu (rejestracja wewngtrzkomdrkowa, zapis gorny) vs AP w wigzce przewodzacej (rejestracja
zewnatrzkomOrkowa, zapis dolny) po podaniu 50 nM flg22; C) seria APs wywotana naptywem jondéw
Na* do pobudliwej komérki gruczotowej muchotowki.
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WYKAZ OSIAGNIEC W PRACY
NAUKOWO-BADAWCZEJ

z wylaczeniem prac wchodzacych w sklad rozprawy habilitacyjnej
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C. OMOWIENIE OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH NIEWCHODZACYCH W SKLAD
ROZPRAWY HABILITACYJNEJ

W publikacjach przed uzyskaniem stopnia doktora gléwny nacisk zostat potozony na
zdolno$¢ propagacji i analiz¢ mechanizmu jonowego roslinnych potencjalow
czynnosciowych (Tabela 2, publ. nr 1, 2, 3, 5, 7, 11, 15). Wnioski wynikajace z tych
badan, ze tylko prady anionowo-potasowe przemieszczajg si¢ na znaczne odleglosci i
stad mogg peti¢ funkcje systemiczne, podczas gdy przeptyw jondw wapnia jest lokalny,
wiec pelni funkcje sygnatowe w ,,pobudzonej” komorce, przyczynity si¢ do skierowania
mojej uwagi na poszukiwanie kanaléw jonowych odpowiedzialnych za uwalnianie Ca®*
do cytoplazmy (Tabela 2, publ. nr 4, 10). Wptyw substancji regulujgcych ptynnos¢ bton
biologicznych na kanaly jonowe uczestniczgce w pobudzeniu byt badany w pracach nr 3,
11, 15, 20, 24 (Tabela 2). Poniewaz wakuola stanowi znaczgcy rezerwuar jonow
wapniowych, a ich ewentualny wktad w pobudzenie (AP) jest obecnie sugerowany (van
Bel et al., 2014; Xiong et al., 2014), probe analizy kanatow SV (slow vacuolar) podjeto w
pracach nr 12, 19 i 24 (Tabela 2).

Jednym z kandydatow odpowiedzialnych za dokomorkowy naptyw jonéw wapnia z
apoplastu sg biatka GLR (glutamate receptors). Ich udziat w generacji AP zostat opisany
i posrednio dowiedziony w publikacji nr 2 z Tabeli 1(rozprawa habilitacyjna) oraz w
niewchodzacych w skfad niniejszej rozprawy publikacjach nr 9, 17, 18 (Tabela 2).
Zwiazek pomigdzy APs a wzrostem wydhluzeniowym lodygi oraz zwigzanymi z nim
ruchami cyrcumnutacyjnymi uwzgledniajg prace nr 13, 17, 18, 25 (Tabela 2). Funkcje AP
u ro$lin zostaty opisane w Kilku pracach przegladowych (Tabela 2, publ. nr 7, 8, 9 oraz
Tabela 1, publ. nr 4).

U roslin nizszych wigkszos¢ komorek (jesli nie wszystkie) jest pobudliwa (Tabela 2,
pub. nr 4, 14), podczas gdy zdolno$¢ do generacji i propagacji APs u roslin wyzszych
zachowaty tylko zywe komorki tkanki przewodzacej (Tabela 2, pub. nr 8, 17, 18). W
zwigzku z tym zmiany potencjatu transmembranowego rejestrowane w komorkach
mezofilu majg charakter lokalny (Rys. 1A, B; Tabela 2 publ. nr 6, 7, 16). Wyjatkiem jest
tu muchotéwka (Dionaea muscipula), u ktorej caty 1lis¢ (putapka) jest pobudliwy.
Latwo$¢ z jaka mozna rejestrowa¢ AP u muchotowki sprzyja wykorzystaniu jej jako
ro$liny modelowej w badaniach elektrofizjologicznych. Stad moje zainteresowanie
ros$linami owadozernymi (Tabela 2, publ. nr 21, 22, 23 oraz rozprawa habilitacyjna). W
dwaoch kolejnych publikacjach udato si¢ wykazac¢, ze pobieranie dodatnio natadowanych
nieorganicznych jonéw zachodzi dzigki stale utrzymywanemu ujemnemu potencjatowi
transmembranowemu (Tabela 2, publ. nr 22, 23). Co wiegcej, powinowactwo do
transportowanego ,,substratu” wzrastato wraz z elektroujemno$cig btony. Zatem we
wnioskach koncowych znalazto si¢ stwierdzenie, ze efektywnos¢ 1 szybkos¢ transportu
natadowanych substancji odzywczych jest kontrolowana przez utrzymywanie
odpowiedniego potencjatlu transmembranowego (Scherzer et al., 2013) lubl/i
pobudliwosci (praca w przygotowaniu). Serie potencjatdéw czynnosciowych pojawiajgce
sie po omyciu putapki 3%-wym roztworem soli alkalicznych mogg tu peti¢ funkcje
ochronne zapobiegajgc nadmiernej akumulacji toksycznych jonow w cytoplazmie, jak to
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zostato przeze mnie zasugerowane na IX Konferencji ,, Techniki Elektrofizjologiczne w

Badaniach Zjawisk Bioelektrycznych” (Lublin, Polska — referat; Acta Neurobiol Exp
2014, Vol. 74, A. 11).
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