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WYKAZ OSIĄGNIĘĆ W PRACY 
NAUKOWO-BADAWCZEJ 

ROZPRAWA HABILITACYJA 
 
 
Wskazanie osiągnięcia wynikającego 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) Tytuł osiągnięcia naukowego wraz z listą publikacji wchodzących w skład 

osiągnięcia naukowego 
 
 
„Zmiany potencjału transmembranowego jako pierwsza odpowiedź komórki na 

zmiany w środowisku zewnętrznym” 
 
Tabela 1 
 
 
Lp 

 
 

Dane bibliograficzne 

 
 

IF 
* 

 
Punkty 
MNiSW 

** 

Średnia 
liczba 

cyt/rok 
*** 

Udział 
własny 

% 

 
1e 

 
Król E., Dziubińska H., Stolarz M., Trębacz K. 
(2006) Effects of ion channel inhibitors on cold- 
and electrically-induced action potentials in 
Dionaea muscipula  Biologia Plantarum 50: 
p.411-416 

 
 

1,19 

 
 

25 

 
 

2,11 

 
 

55 

 
2e 

 
Król E., Dziubińska H., Trębacz K., Koselski M., 
Stolarz M. (2007) The influence of glutamic and 
aminoacetic acids on the excitability of the 
liverwort Conocephalum conicum  J Plant 
Physiol 164: p.773-784 

 
 

2,24 

 
 

35 

 
 

0,75 

 
 

80 

 
3e 

 
Król 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 
danger signal peptide 1 involves the pattern 
recognition receptor AtPEPR1 and its close 
homologue AtPEPR2 J Biol Chem 285: p.13471-
13479 

 
 
 
 

5,33 

 
 
 
 

35 

 
 
 
 

14,40 

 
 
 
 

35 

 
4p 

 

 
Król E., Dziubińska H., Trębacz K., (2010) What 
do plant need action potentials for? in Action 
Potential: Biophysical Cellular Context, Initiation, 
Phases Propagation; M.L. DuBois (Ed.); Nova 
Science Publishers Inc. NY, USA; pp. 1-26 

 

 
 
0 

 

 
 
7 

 

 
 
0 

 

 
 

90 
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5p 

 
Król E., Płachno B., Adamec L., Stolarz M., 
Dziubińska H., Trębacz K., (2011) Quite a few 
reasons for calling carnivores the most wonderful 
plants in the world  Ann Bot 109: pp. 47-64 
 

 
 

4,03 

 
 

40 

 
 

6,00 

 
 

40 

      
 

 
SUMA 

 
ŚREDNIA 

 
 

 
12,79 

 
3,75 

 
142 

 
28,4 

 
23,26 

 
4,65 

 

 
300 

 
60 

 

      

 
* IF zgodnie z rokiem publikacji 
** Liczba punktów za publikację według wykazu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego 
*** Średnia liczba cytowań zgodnie z kalkulacją web of science (Thomson Reuters)  
 
p – praca przeglądowa 
e – praca eksperymentalna  
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B) Omówienie osiągniętych wyników wraz z odniesieniem się do danych literaturowych 
 

Każdą żywą komórkę charakteryzuje potencjał transmembranowy, gdzie w stanie spoczynku 
cytoplazmatyczna strona błony jest naładowana negatywnie i może przyjąć wartości od -50 
do -200 mV. Za powstanie potencjału spoczynkowego odpowiedzialne są białka 
transmembranowe - kanały, transportery i pompy - uczestniczące w selektywnym 
przenoszeniu/przepuszczaniu naładowanych cząsteczek - jonów. Przemieszczanie się jonów 
w obrębie kanału zachodzi na drodze dyfuzji zgodnie z gradientem elektorochemicznym 
(transport bierny). Transportery wspomagają dyfuzję jonów i mogą zachowywać się jak 
kanały, a tylko mniejsza szybkość przemieszczania się jonów będzie je wówczas od kanałów 
odróżniać (Scherzer et al., 2013; Xue et al., 2011). Transportery mogą też wykorzystać 
gradient elektrochemiczny jednego z jonów do przeniesienia drugiego składnika wbrew 
gradientowi tego drugiego (tzw. co-transport). Jeśli ruch obu przenoszonych 
substratów/jonów odbywa się w tym samym kierunku, mówimy o symporcie; przeciwstawne 
kierunki przenoszenia substratów to antyport. Zatem, energia zgromadzona w 
nierównomiernym rozmieszczeniu jednego z jonów może zostać efektywnie wykorzystana do 
transportu drugiego jonu/substratu. Energia ta powstaje w wyniku pracy pomp (transport 
aktywny), które z kolei wykorzystują hydrolizę związków wysokoenergetycznych takich jak 
ATP lub pirofosforan, PPi. Prędkość takiej aktywnej reakcji wynosi ok. 102 jonów/s; 
transportery przenoszą jony z szybkością 103-105 jonów/s, zaś kanały – 106-107 jonów/s. 

Przemieszczaniu się jonów w poprzek błony towarzyszą zmiany potecjału 
transmembranowego, które można mierzyć bezpośrednio przy użyciu technik 
(mikro)elektrodowych (Yan et al., 2009) lub pośrednio z zastosowaniem technik optycznych 
(Konrad and Hedrich, 2008). W swoich dotychczasowych badaniach posługiwałam się 
wyłącznie mikroelektrodami zarówno do pomiarów potencjału transmembranowego 
(Carpaneto et al., 2007; Koselski et al., 2008; Król et al., 2006; Król et al., 2003; Król et al., 
2004; Król et al., 2007; Król and Trębacz, 1999; Trębacz et al., 1997) jak i przy pomiarze 
prądów płynących przez badane kanały/transportery (Carpaneto et al., 2007; Scherzer et al., 
2013). Zmiany potencjału transmembranowego były wywołane zarówno przez bodźce 
abiotyczne (zmiany w oświetleniu, spadek temperatury, wzrost zewnątrzkomórkowego 
stężenia soli alkalicznych) jak i biotyczne (obecność patogennego antygenu, aminokwasów, 
fitochormonów), a depolaryzacja błony (strona cytoplazmatyczna staje się mniej ujemna) 
stała się stałym zjawiskiem, któremu towarzyszyły różne mechanizmy jonowe. Analizą tych 
mechanizmów zajmowałam się od początku pracy naukowej, rozpoczynając swe badania od 
pobudliwej rośliny lądowej – wątrobowca Conocephalum conicum. W pracy doktorskiej 
(Favre et al., 1999; Król et al., 2003; Król and Trębacz, 1999; Król and Trębacz, 2000) 
udało mi się potwierdzić, że mechanizm jonowy potencjałów czynnościowych (action 
potentials, APs) opiera się na następującej po sobie aktywacji kanałów anionowych (wypływ 
anionów z komórki = depolaryzacja) i potasowych (wypływ potasu z komórki = 
repolaryzacja; powrót do stanu spoczynkowego) oraz, że potencjałom czynnościowym u 
Conocephalum conicum zawsze towarzyszy składowa wapniowa (Król et al., 2003; Król and 
Trębacz, 1999). Źródłem jonów wapniowych podczas AP może być zarówno apoplast 
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(Beilby, 2007) jak i zasoby wewnątrzkomórkowe (Beilby, 2007; Thiel and Dityatev, 1998), a 
udział obu tych kompartmentów był postulowany w mojej pracy doktorskiej. Ważnym 
wnioskiem wypływającym z tych badań było doniesienie, że składowa wapniowa potencjałów 
czynnościowych nie podlega prawu „wszystko-albo-nic” (jej amplituda zależy od siły bodźca) 
i nie rozprzestrzenia się wzdłuż błony komórkowej (w przeciwieństwie do anionowo-
potasowych prądów AP). Najprawdopodobniej kanały wapniowe, których struktura 
molekularna do tej pory nie jest znana (Hedrich, 2012), nie są bramkowane napięciem lub ich 
gęstość w obrębie błony jest zbyt mała, aby umożliwić propagację sygnału (Król et al., 2003; 
Król and Trębacz, 1999). Próbę charakterystyki kanałów wapniowych podjęłam w trzech 
kolejnych pracach, z ktorych jedna weszła w skład niniejszej rozprawy habilitacyjnej 
(Carpaneto et al., 2007; Król et al., 2006; Król et al., 2004). 

 

Zmiany potecjału membranowego wywołane bodźcami abiotycznymi 

Dzięki zastosowanej farmakologii (Król et al., 2004) oraz bezpośrednim pomiarom prądów 
pojawiających się w odpowiedzi na szok chłodu (Carpaneto et al., 2007) stało się możliwe 
wysunięcie wniosku, że za rejestrowaną depolaryzację błony komórkowej podczas spadku 
temperatury (rys. 1A) odpowiedzialne są kanały wapniowe, których prawdopodobieństwo 
otwarcia wzrasta wraz ze spadkiem temperatury (cold-activated Ca-channels). Ich obecność 
zarówno w plazmalemmie jak i w tonoplaście otaczającym wakuolę była postulowana tak 
przeze mnie (Król et al., 2004) jak i przez inne grupy badawcze (Knight et al., 1996; Knight, 
2002; Lewis et al., 1997; Plieth et al., 1999). Udział kanałów wapniowych nie tylko w 
procesie percepcji chłodu lecz także podczas aklimatyzacji (Knight, 2002), gdzie tzw. „podpis 
wapniowy” (calcium signature) oraz wiążąca się z nim regulacja kanałów wapniowych ulega 
zmianie wraz ze zmiennym hartowaniem nasion (obecność wernalizacji vs jej brak), był 
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 
(Król et al., 2005). 

Jednym z kandydatów kanałów wapniowych biorących udział w percepcji zimna u 
Arabidopsis jest AtGLR3.4 (Meyerhoff et al., 2005). AtGLR (glutamate receptors) – 
receptory glutaminianu stanowią rodzinę 20 nieselektywnych kanałów kationowych 
bramkowanych obecnością różnych aminokwasów w zależności od przynależności do jednej 
z trzech grup utworzonych zgodnie z homologią sekwencji kodujących (Chiu et al., 2002; 
Dietrich et al., 2010; Tapken et al., 2013). Jak dotąd próby ich ekspresji w oocytach 
afrykańskiej żaby Xenopus laevis lub w ssaczych liniach komórkowych (np. HEK - human 
embryonic kidney cell) skończyły się niepowodzeniem dla większości z nich; wyjątkiem są 
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). Równie wielu 
trudności przysparza fenotypowa analiza pojedynczych mutantów, gdyż wiele homologów 
GLR ulega jednoczesnej ekspresji w danej tkance (Chiu et al., 2002; Roy et al., 2008), więc 
brak jednego z nich wydaje się być maskowany przez obecność pozostałych. Tylko dla 
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nielicznych homologów GLR udało się odnaleźć fenotyp związany z zaburzoną ekspresją 
pojedynczego genu, np.: 
-glr1.1 – wykazuje się zwiększonym poziomem endogennego ABA, a stąd obniżoną 

zdolnością do kiełkowania i zwiększoną czułością na egzogenny ABA (Kang et al., 2004); 
-glr1.2 – ma zaburzony wzrost i morfologię łagiewki pyłku (Michard et al., 2011); 
-glr3.3 – wykazuje brak depolaryzacji w odpowiedzi na obecność Gly i Glu (Qi et al., 2006) 

oraz zaburzoną odpowiedź grawitropiczną korzeni (Miller et al., 2010); 
-glr3.2 i glr3.4 – mają zaburzoną zwiększoną liczbę miejsc powstawania korzeni bocznych 

oraz zaburzoną ich lokalizację (Vincill et al., 2013); nadekspresja AtGLR3.2 wywołuje 
nadwrażliwość na stres jonowy i objawy niedoboru wapnia (Kim et al., 2001); 

-glr3.1 – ma zaburzony wzrost wierzchołkowy korzeni ryżu (Li et al., 2006); nadekspresja 
GLR3.1 u Arabidopsis zaburza funkcjonowanie komórek szparkowych (Cho et al., 2009). 

 
Skuteczną alternatywą w kontynuacji badań nad fizjologiczną rolą GLR wydaje się być zatem 
generacja podwójnych, potrójnych, poczwórnych (itd.) mutantów. Zgodne z tym założeniem i 
niezwykle ciekawe z punktu widzenia badań nad pobudliwością roślin pojawiły się ostatnio 
dwa doniesienia (tej samej grupy naukowej) z podwójnego mutanta glr3.3glr3.6 u 
Arabidopsis, u którego wykryto zaburzoną transmisję AP wzdłuż wiązek floemu po 
zastosowaniu bodźców uszkodzeniowych (Mousavi et al., 2013; Salvador-Recatala et al., 
2014). Związek generacji AP ze zwiększoną obecnością aminokwasów w apoplaście (czy to 
na skutek uszkodzenia, czy poprzez omycie rośliny roztworem aminokwasu) został również 
wykazany przez naszą grupę badawczą, gdzie postulowany udział GLR zachodzi na 
wczesnym etapie pobudzenia (Król et al., 2007; Stolarz et al., 2010a; Stolarz et al., 2010b). 
Wydaje się bardzo prawdopodobne, że GLR uczestniczą w powstawaniu w pobudliwych 
komórkach tzw. potencjału receptorowego, który – jeśli osiągnie wartość progową – 
doprowadzi do generacji potencjału czynnościowego (AP). 

 

Zmiany potencjału membranowego wywołane bodźcami biotycznymi 

W błonie otaczającej komórki roślinne obecne są różnorodne receptory typu PRR /pathogen 
related receptors/ dla PAMPs /pathogen associated molecular paterns/ i DAMPs /damage 
associated molecular paterns/ (Boller and Felix, 2009), które dzięki swej aktywności 
kinazowej rozpoczynają transdukcję i transmisję sygnału – kaskadową aktywację kolejnych 
enzymów wiodącą do uruchomienia takich mechanizmów obronnych jak: 
- pojawienie się potencjałów czynnościowych, jeśli bodziec zdoła objąć żywe komórki tkanki 

przewodzącej (rys.1 - badania własne niepublikowane);  
- produkcja reaktywnych form tlenu i NO (Dubiella et al., 2013); 
- indukcja szlaku kinaz CDPK (Boudsocq et al., 2010) oraz indukcja szlaku kinaz MAPK 

wiodące do ekspresji genów odpowiedzi immunologicznej, która ma na celu przekierowanie 
metabolizmu rośliny z fazy „wzrost i rozwój” na fazę „obrona” (Pajerowska-Mukhtar et al., 
2012); zwiększa się wówczas stężenie hormonów stresu (ABA, SA, JA, etylen), pojawiają 
się białka stresu (czynniki transkrypcyjne, białka sygnałowe, PRR, zwiększa się aktywność 
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monooksygenaz FMO1, PAD3 i enzymów kontrolujących metabolizm ściany komórkowej), 
następuje produkcja fitoaleksyn i metabolitów wtórnych o działaniu bakteriobójczym, 
bakteriostatycznym, owadobójczym, a ściana komórkowa ulega wzmocnieniu. 

 
A zatem na końcu kaskady znajdą się czynniki transkrypcji (np. WRKY, TBF1), białka 
regulatorowe (np. NPR1,2,3,4) oraz białka nieenzymatyczne (np. PGIP, PEP, systemina) i 
enzymy warunkujące prawidłową odpowiedź immunologiczną (np. kinazy receptorowe FRK, 
oksydazy, metyltransferazy, glukosyltransferazy, esterazy pektynowe, hydrolazy 
glukozydowe). Całą tę kaskadę uruchamia natomiast depolaryzacja plazmalemmy będąca 
efektem aktywacji kanałów jonowych. W dwóch pracach eksperymentalnych udało mi się 
wykazać, że depolaryzacja ta jest nierozerwalnie związana ze wzrostem stężenia wolnych 
jonów wapnia w cytoplazmie (Jeworutzki et al., 2010; Król et al., 2010b). Także tutaj udział 
zarówno GLR jak i CNGC (cyclic nucleotide gated channel) jest sugerowany jako głównych 
molekuł zaangażowanych w dokomórkowe przewodzenie Ca2+ (Dietrich et al., 2010). 
Pomimo że konsekwencje wzrostu [Ca2+]cyt są dobrze udokumentowane, a badania nad 
rozszyfrowaniem tzw. „podpisu wapniowego” wydają się być obecnie w fazie szczytowej 
(Boudsocq and Sheen, 2013), proces aktywacji kanałów jonowych prowadzący do 
„uwolnienia” jonów wapnia i depolaryzacji błony po rozpoznaniu PAMPs/DAMPs nie został 
jak dotąd rozszyfrowany. Wiadomo, że wzrost [Ca2+]cyt aktywuje m.in. NADPH oksydazę 
(Kobayashi et al., 2007), której aktywacja jest niezbędna do kontroli kanałów wapniowych w 
komórkach szparkowych (Klusener et al., 2002), nie jest jednak konieczna do inicjacji 
odpowiedzi immunologicznej w komórkach miękiszu (Król et al., 2010b). Z dowodów 
pośrednich wiadomo także, że wzrost [Ca2+]cyt jest niezbędny do aktywacji kanałów 
anionowych (Jeworutzki et al., 2010; Król et al., 2010b). Długotrwała depolaryzacja błony 
komórkowej utrzymująca sie przez ok. godzinę nawet po usunięciu podniety 
(PAMPs/DAMPs) ze środowiska zewnętrznego jest skutkiem wypływu anionów z komórki 
dzięki aktywacji kilku różnych kanałów 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 kanałów 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), które z kolei uległy fosforylacji przez kinazy 
receptorowe PRR rozpoznające PAMPs/DAMPs. Choć jony wapnia mogą bezpośrednio 
aktywować dobrze scharakteryzowane u zwierząt kanały anionowe typu CaCC (calcium-
activated chloride channel) (Caputo et al., 2008; Schroeder et al., 2008), a istnienie takich 
kanałów od dawna postulowano u glonów (Beilby, 1984; Beilby, 2007), zaś ostatnio odkryte 
pojedyncze kopie genów CaCC u Arabidopsis thaliana, Cucumis melo, Solanum 
lycopersicum, Vitis vinifera, Brachypodium distachyon, czy Oryza sativa wykazują dużą 
homologię do ich zwierzęcych odpowiedników, to jednak brak jest do dnia dzisiejszego 
bezpośrednich dowodów na istnienie funkcjonalnych kanałów typu CaCC u roślin. 

Odkryte po raz pierwszy w komórkach szparkowych (Negi et al., 2008; Vahisalu et al., 
2008) kanały typu SLAC/SLAH (1 – 4) od razu stały się przedmiotem wielu badań 
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eksperymentalnych (Hedrich et al., 2012). Obecnie wiadomo, że po stronie cytoplazmatycznej 
zarówno przy końcu N jak i C istnieje wiele miejsc fosforylacji rozpoznawanych przez wiele 
różnych kinaz: OST1 (Geiger et al., 2009); CPK (Geiger et al., 2011; Mori et al., 2006); CPIK 
(Laanemets et al., 2013a). Stąd jeden typ kanału może uczestniczyć w „rozpoznawaniu” wielu 
różnych czynników środowiskowych, a depolaryzacja błony staje się wspólnym schematem. 
Co więcej, te same kinazy mogą fosforylować różne typy kanałów/enzymów np.: OST1 
aktywuje SLAC1 (Brandt et al., 2012), ALMT12 (Imes et al., 2013), NADPH oksydazę 
(Sirichandra et al., 2009) i być może fosforyluje kanały Kin (Laanemets et al., 2013b); CPK21 
aktywuje jednocześnie SLAC1(Geiger et al., 2010) i SLAH3 (Demir et al., 2013). Nic więc 
dziwnego, że kanały jonowe stają się miejscem konwergencji sygnału, a wykluczenie 
pojedynczego homologu nie zawsze pociąga za sobą powstanie fenotypu; pojedynczy mutant 
slah3 (SLAH3 ulega dominującej ekspresji w komórkach miękiszu) nie wykazuje 
upośledzonych odpowiedzi na obecność PAMPs (Jeworutzki et al., 2010) i DAMPs (badania 
własne, niepublikowane); podwójne mutanty (slac1 slah3) i potrójne (slac1 slah3 almt12 oraz 
almt12 almt13 almt14) są obecnie na etapie badań eksperymentalnych (R. Hedrich – praca w 
przygotowaniu). Z drugiej strony ukazało się ostatnio doniesienie, że nadekspresja SLAC1 
sprzyja wzmocnionej odpowiedzi immunologicznej w kulturach tkankowych (Kurusu et al., 
2013). Być może stworzenie roślin o zwiększonej ekspresji białek kanałowych przyniesie 
przełom w badaniach nad ich funkcją w układach natywnych. 

Wywołana wypływem anionów depolaryzacja błony (Rys. 1A) pociąga za sobą aktywację 
napięciowo zależnych kanałów potasowych; ustala się poziom równowagi między wypływem 
obu jonów (A- i K+). Repolaryzacja następuje po ustaniu wypływu A- przy dalszym wypływie 
K+. Pomimo, że opisany tu mechanizm jonowy do złudzenia przypomina AP, należy wyraźnie 
podkreślić, że komórki miękiszu nie są pobudliwe; depolaryzacja plazmalemmy w 
odpowiedzi na obecność czynników patogennych nie ulega propagacji, a jej amplituda zależy 
od „siły bodźca” tj. stężenia PAMPs/DAMPs (Jeworutzki et al., 2010; Król et al., 2010b). 

 

Odpowiedzi systemiczne 

Jeśli bodziec lokalny zdoła dotrzeć do tkanki przewodzącej (Rys. 1B), może dojść do jej 
pobudzenia i przekazania informacji o lokalnym zagrożeniu do odległych części rośliny oraz 
do przygotowania ich do ewentualnej obrony przed rozprzestrzeniającym się patogenem / 
zagrożeniem. Proces ten zwany nabytą odpornością systemiczną, SAR (systemic acquired 
resistance), rozpoznany w latach 30-tych i intesywnie badany w 80-tych do dziś przyciąga 
uwagę 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 – niebiałkowy aminokwas pochodzący z katabolizmu  

Lys (Návarová et al., 2012; Shah and Zeier, 2013); 
- AtPep1-6, Pep13, Sys, HSys – endogenne peptydy (Yamaguchi and Huffaker, 2011); 
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- JA-Ile, ester kwasu jasmonowego i Ile (Koo et al., 2009); 
- ROS (Dubiella et al., 2013); 
- wzrost pHext (Felle et al., 2005); 
- potencjał wariacyjny, VP (Katicheva et al., 2014; van Bel et al., 2014); 

- potencjał czynnościowy, AP (Fromm et al., 2013; Król et al., 2010a; van Bel et al., 2014). 

 

Potencjały czynnościowe u muchołówki (Dionaea muscipula) 

Prawie wszystkie komórki pułapki muchołówki są zdolne do generecji AP, jeśli tylko 
potencjał transmembranowy przekroczy wartość progową (Król et al., 2010a; Król et al., 
2012). APs mogą zostać wywołane zarówno przez bodźce świetlne, termiczne, elektryczne, 
uszkodzeniowe, czy mechaniczne, jak i po pdaniu substancji odżywczych (Król et al., 2006; 
Król et al., 2010a; Scherzer et al., 2013). W tym ostatnim przypadku dochodzi do 
uruchomienia elektrogennego transportu, czego następstwem jest pobudzenie błony (Rys. 
1C). Badanie pobudliwości muchołówki oraz udziału, jaki w jej kontroli sprawują 
fitochrmony (ABA, JA) i COR (coronatine, substancja pochodzenia bakteryjnego naśladująca 
działanie JA-Ile) zaowocowało publikacją (Escalante-Perez et al., 2011). Udało się w niej 
wykazać, że transmisji AP towarzyszy wytrącenie pułapki z metastabilnego stanu – stąd jej 
szybkie, trwające ułamek sekundy „kłapnięcie” (Forterre et al., 2005), ale pułapka nie jest 
jeszcze domknięta. „Hermetyczne” zamknięcie następuje w ciągu kilkunastu minut, jeśli 
krytyczna liczba APs zostanie osiągnięta (Król et al., 2012). W tym relatywnie powolnym 
procesie potencjały czynnościowe mogą zostać „zastąpione” jasmonianem (JA) lub COR 
(Escalante-Perez et al., 2011). 

APs nie tylko synchronizują proces zamykania się pułapki (Król et al., 2010a; Król et al., 
2012), lecz są także niezbędne do rozpoczęcia procesu trawienia i absorbcji: indukują 
ekspresję enzymów trawiennych; zwiększają ekspresję transporterów substancji odżywczych 
(Scherzer et al., 2013). Godnym uwagi jest fakt, że wachlarz białek ulegających sekrecji 
podczas trawienia zawiera wiele takich, które poza pułapką pełnią funkcje obronne 
(pathogenesis-related proteins). Wydaje się wielce prawdopodobne, że „system trawienny” 
pułapki wykorzystał do degradacji pożywienia mechanizmy przynależne układowi 
obronnemu roślin (Schulze et al., 2012). 

Niewątpliwie wzrost ekspresji genów transporterów substancji odżywczych trzeba 
przypisać pojawieniu się APs wywołanych mechaniczną stymulacją pułapki (Hedrich –  praca 
w przygotowaniu). Nie obserwuje się go natomiast w korzeniach, gdzie ulegające 
konstytutywnej ekspresji transportery jonu amonowego (DmAMT1) są zlokalizowane w 
niepobudliwych komórkach ryzodermy i korteksu (Gao et al., 2014). Jak przy 
„hermetycznym” domykaniu się pułapki, tak również i w zwiększaniu/inicjacji ekspresji 
genów sygnałowa rola APs może zostać zastąpiona poprzez podanie fitohormonów (JA) lub 
ich substytutów (COR), (Scherzer et al., 2013). Wyłania się zatem spójny schemat, w którym 
generacja potencjałów czynnościowych jest pierwotną odpowiedzią poprzedzającą regulację 
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hormonalną (Escalante-Perez et al., 2011). Tego rodzaju zależność jest już dobrze 
udokumentowana w systemach obronnych roślin (Davies, 1987; Mousavi et al., 2013). 

 

C) Wnioski końcowe 
 

Zmiany potencjału transmembranowego w odpowiedzi na zmienne czynniki środowiska są 
jedną z najwcześniejszych i najszybciej rejestrowanych reakcji biologicznych zachodzących 
w przeciągu od kilku sekund (bodźce abiotyczne) do kilku minut (bodźce biotyczne) od 
momentu zadziałania bodźca. O ich wartości sygnałowej pojawia się coraz więcej doniesień 
naukowych, zaś najczęstszym i najlepiej udokumentowanym jonem zaangażowanym w 
transmisję sygnału wydaje się być Ca2+ (van Bel et al., 2014). Dysponując relatywnie 
ograniczonym repertuarem kanałów jonowych „zespoliła go ewolucja” z zadziwiającą liczbą 
procesów percepcji. Możliwe jest to dlatego, że ten sam typ kanału jest regulowany przez 
liczne i różnorodne białka receptorowe i białka regulatorowe w tkankowo i czasowo zależny 
sposób. Stały motyw //wewnątrzkomórkowy wzrost stężenia jonów Ca2+ → aktywacja 
kanałów anionowych → aktywacja kanałów potasowych// pojawia się w większości 
rejestrowanych przypadków (van Bel et al., 2014) i tylko ko-lokalizacja pozostałych struktur 
tak zwanego sygnałosomu lub jego gęstość w błonie będzie decydować o formie, zakresie, 
czy możliwości rozprzestrzeniania się wywołanej zmiany potencjału transmembranowego. 

Omówione w niniejszej rozprawie doniesienia literaturowe dotyczą wyłącznie zmian 
pojawiających się na plazmalemmnie. Skomplikowany proces „współgrania” 
transmembranowych białek plazmalemmy ze strukturami błon wewnątrzkomórkowych (ER, 
tonoplast, chloroplast) podczas percepcji bodźca lub pobudzenia jak dotąd został rozpoznany 
tylko u roślin niższych i dotyczy głównie badań nad pobudliwością tonoplastu (Beilby, 2007). 
Poznanie roli czynników cytoplazmatycznych w kontroli potencjałów transmembranowych 
zarówno plazmalemmy jak i błon wewnątrzkomórkowych stanowi obecnie ogromne 
wyzwanie.  
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D) Plany na przyszłość 
 

Bardzo różne w swej naturze bodźce biotyczne (np. organizmy patogenne, symbiotyczne, 
pożywienie, substancje hormonalne) i abiotyczne (np. światło, zimno, stres solny, zranienie) 
są odbierane przez różnorodne receptory o odmiennej lokalizacji (apoplast, błony komórkowe 
lub wewnątrzkomórkowe, cytoplazma). Jeśli jednak percepcja bodźca wiąże się ze zmianą 
potencjału transmembranowego (rys. 1), oznacza to, że pomiędzy receptorem a 
kanałami/transporterami/pompami istnieje fizyczny związek, nawet jeśli trwa on tylko „przez 
chwilę”, np. w momencie stymulacji lub za pośrednictwem zmieniających swą lokalizację 
cytoplazmatycznych partnerów (enzymy, białka kotwiczące, białka 14-3-3). Koegzystencja 
wszystkich uczestników w obrębie sygnałosomu jest faktem niezaprzeczalnym. Badaniem tak 
niełatwych do uchwycenia sprzężeń //kanał/transporter/pompa – receptor// i 
//kanał/transporter/pompa – cytoplazmatyczny efektor// za pomocą technik bio-
molekularnych (Y2H, SU) i bio-optycznych (BiFC, FRET) chciałabym się zająć w najbliższej 
przyszłości. Szczególną uwagę chciałabym poświęcić odpowiedziom immunologicznym. 
Niezwykle ciekawy do rozszyfrowania jawi mi się proces aktywacji kanałów jonowych po 
związaniu PAMP z właściwym receptorem PRR. 

W latach 90-tych, gdy molekularne podłoże potencjałów czynnościowych u zwierząt było 
już odpowiednio dobrze scharakteryzowane, udało sie wywołać serie AP w niepobudliwych 
komórkach CHO (Chinese hamster ovary), stransformowanych genami kanałów sodowych i 
potasowych typu Shaker (Hsu et al., 1993). Podobny eksperyment chciałabym przeprowadzić 
z kanałami jonowymi wyizolowanymi z pobudliwych komórek pułapki muchołówki. 
Relatywnie wysoki poziom ich ekspresji w porównaniu do tkanek niepobudliwych (R. 
Hedrich – badania własne niepublikowane) może świadczyć o ich zaangażowaniu w 
propagację APs. W celu sprawdzenia poprawności powyższego założenia chciałabym 
stranfsormować komórki skórki i miękiszu liści tytoniu (transformacja Agrobacterium) 
odpowiednimi homologami kanałów anionowych i potasowych - DmALMT1 i DmGORK, po 
czym poddać liść badaniom elektrofizjologiczym przy użyciu techniki mikroelektrodowej 
(rejestracja AP po stymulacji elektrycznej). 

DmAMT1 oraz DmHKT1 to dwa transportery wyizolowane z komórek gruczołowych 
muchołówki, które są odpowiedzialne za ułatwioną dyfuzję dodatnio naładowanych jonów 
(NH4

+ oraz Na+). Ponieważ zmiana konformacji z „zamkniętej” na „otwartą” zachodzi tylko 
w obecności substratu, na powierzchni tych transporterów muszą znajdować się struktury 
(aminokwasy) zaangażowane w jego rozpoznanie. Opierając się na dostępnych danych 
literaturowych (homologi obu transporterów zostały sklonowane u bakterii, drożdży, zwierząt 
i roślin) oraz przy użyciu metody selektywnej mutagenezy chciałabym zidentyfikować 
miejsce(a) rozpoznające substrat. Planowana mutageneza umożliwiła m.in. ustalenie 
aminokwasów zaangażowanych w „filtr selektywności” (Cotsaftis et al., 2012; Horie et al., 
2009), „bramkowanie” – miejsce wiązania czynników regulatorowych (Oomen et al., 2012), 
czy też miejsce tworzenia czynnego trimeru (Neuhäuser et al., 2009; Neuhäuser et al., 2007) u 
traw i roślin dwuliściennych. Podobne analizy chciałabym przeprowadzić u muchołówki.  
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Rys. 1. Depolaryzacja błony jako natychmiastowa odpowiedź na zmiany w środowisku zewnętrznym 
(pomiary własne): A) obecność czynników patogennych wywołuje w niepobudliwej komórce 
miękiszowej długotrwałą depolaryzację; poddanie tej samej komórki spadkowi temperatury wywołuje 
depolaryzację o porównywalnej amplitudzie, lecz znacząco krótszym czasie trwania; obraz zapisu 
dwóch różnych zmian potencjału odzwierciedla fakt, że za generację tych zmian odpowiedzialne są 
różne mechanizmy jonowe; B) równoległa rejestracja depolaryzacji w niepobudliwej komórce 
miękiszu (rejestracja wewnątrzkomórkowa, zapis górny) vs AP w wiązce przewodzącej (rejestracja 
zewnątrzkomórkowa, zapis dolny) po podaniu 50 nM flg22; C) seria APs wywołana napływem jonów 
Na+ do pobudliwej komórki gruczołowej muchołówki.   
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C. OMÓWIENIE OSIĄGNIĘĆ NAUKOWO-BADAWCZYCH NIEWCHODZĄCYCH W SKŁAD 
ROZPRAWY HABILITACYJNEJ 
 
W publikacjach przed uzyskaniem stopnia doktora główny nacisk został położony na 
zdolność propagacji i analizę mechanizmu jonowego roślinnych potencjałów 
czynnościowych (Tabela 2, publ. nr 1, 2, 3, 5, 7, 11, 15). Wnioski wynikające z tych 
badań, że tylko prądy anionowo-potasowe przemieszczają się na znaczne odległości i 
stąd mogą pełnić funkcje systemiczne, podczas gdy przepływ jonów wapnia jest lokalny, 
więc pełni funkcję sygnałowe w „pobudzonej” komórce, przyczyniły się do skierowania 
mojej uwagi na poszukiwanie kanałów jonowych odpowiedzialnych za uwalnianie Ca2+ 
do cytoplazmy (Tabela 2, publ. nr 4, 10). Wpływ substancji regulujących płynność błon 
biologicznych na kanały jonowe uczestniczące w pobudzeniu był badany w pracach nr 3, 
11, 15, 20, 24 (Tabela 2). Ponieważ wakuola stanowi znaczący rezerwuar jonów 
wapniowych, a ich ewentualny wkład w pobudzenie (AP) jest obecnie sugerowany (van 
Bel et al., 2014; Xiong et al., 2014), próbę analizy kanałów SV (slow vacuolar) podjęto w 
pracach nr 12, 19 i 24 (Tabela 2). 

Jednym z kandydatów odpowiedzialnych za dokomórkowy napływ jonów wapnia z 
apoplastu są białka GLR (glutamate receptors). Ich udział w generacji AP został opisany 
i pośrednio dowiedziony w publikacji nr 2 z Tabeli 1(rozprawa habilitacyjna) oraz w 
niewchodzących w skład niniejszej rozprawy publikacjach nr 9, 17, 18 (Tabela 2). 
Związek pomiędzy APs a wzrostem wydłużeniowym łodygi oraz związanymi z nim 
ruchami cyrcumnutacyjnymi uwzględniają prace nr 13, 17, 18, 25 (Tabela 2). Funkcje AP 
u roślin zostały opisane w kilku pracach przeglądowych (Tabela 2, publ. nr 7, 8, 9 oraz 
Tabela 1, publ. nr 4). 

U roślin niższych większość komórek (jeśli nie wszystkie)  jest pobudliwa (Tabela 2, 
pub. nr 4, 14), podczas gdy zdolność do generacji i propagacji APs u roślin wyższych 
zachowały tylko żywe komórki tkanki przewodzącej (Tabela 2, pub. nr 8, 17, 18). W 
związku z tym zmiany potencjału transmembranowego rejestrowane w komórkach 
mezofilu mają charakter lokalny  (Rys. 1A, B; Tabela 2 publ. nr 6, 7, 16). Wyjątkiem jest 
tu muchołówka (Dionaea muscipula), u której cały liść (pułapka) jest pobudliwy. 
Łatwość z jaką można rejestrować AP u muchołówki sprzyja wykorzystaniu jej jako 
rośliny modelowej w badaniach elektrofizjologicznych. Stąd moje zainteresowanie 
roślinami owadożernymi (Tabela 2, publ. nr 21, 22, 23 oraz rozprawa habilitacyjna). W 
dwóch kolejnych publikacjach udało się wykazać, że pobieranie dodatnio naładowanych 
nieorganicznych jonów zachodzi dzięki stale utrzymywanemu ujemnemu potencjałowi 
transmembranowemu (Tabela 2, publ. nr 22, 23). Co więcej, powinowactwo do 
transportowanego „substratu” wzrastało wraz z elektroujemnością błony. Zatem we 
wnioskach końcowych znalazło się stwierdzenie, że efektywność i szybkość transportu 
naładowanych substancji odżywczych jest kontrolowana przez utrzymywanie 
odpowiedniego potencjału transmembranowego (Scherzer et al., 2013) lub/i 
pobudliwości (praca w przygotowaniu). Serie potencjałów czynnościowych pojawiające 
się po omyciu pułapki 3%-wym roztworem soli alkalicznych mogą tu pełnić funkcje 
ochronne zapobiegając nadmiernej akumulacji toksycznych jonów w cytoplazmie, jak to 
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zostało 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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