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Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora
Praca magisterska

Tytul magistra biologii (specjalnos¢: biologia ogélna) uzyskatam w 1993 roku na
podstawie pracy magisterskiej pt. ,,Flora ros§lin naczyniowych miasta Nowego Sacza”
wykonanej w Zaktadzie Geobotaniki, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej pod kierunkiem
naukowym prof. dr hab. Floriana Swigsa. Srodowisko naturalne cechuje si¢ specyficznym dla
danego terenu skladem gatunkowym roslin. Rozmieszczenie ros$lin w s$rodowisku, ich
wzajemny wplyw na siebie, jak réwniez wpltyw warunkéw S$rodowiskowych na obecnosé
charakterystycznego sktadu florystycznego jest przedmiotem wielu badan geobotanicznych. W
obszarze moich zainteresowan byla ro§linno$¢ synantropijna, ktdrej obecnos¢ zwiazana jest z
aktywnoscia czlowieka, w tym szczegdlnie zjawisko przenoszenia obcych gatunkow na dany
teren poprzez, migdzy innymi, systemy komunikacyjne oraz zjawisko zanikania niektorych
gatunkéw na danym obszarze. Srodowisko miejskie posiada charakterystyczna flore, ktora w
szczegOlnie dynamiczny sposob podlega zmianom na skutek dziatalnosci cztowieka. Wazna
zatem jest charakterystyka sktadu gatunkowego i dokumentacja florystyczna w danym okresie
czasu i na danym terenie, ktora umozliwia badanie zmienno$ci i migracji ros$lin w dlugiej
perspektywie czasowej. Celem mojej pracy magisterskiej bylo sprawdzenie, jaki jest skiad
gatunkowy wybranego terenu i poréwnanie go z danymi literaturowymi. W wyniku mojej pracy
powstatl zielnik zdeponowany w Zakladzie Geobotaniki, liczacy 249 gatunkow roslin,
zebranych w sezonie wegetacyjnym w roku 1991 i 1992. Podczas pracy nie odnaleziono 163
gatunkow opisanych dla badanego terenu w latach 1925-1968. Wiedz¢ florystyczna, ktora
zdobytam podczas przygotowywania pracy magisterskiej z powodzeniem wykorzystuje teraz w

pracy z roslinami.

Praca doktorska

Prace doktorska pt. ,Ruchy cyrkumnutacyjne todygi a aktywnos¢ elektryczna
Helianthus annuus L.” wykonatam pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Tadeusza
Zawadzkiego na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydzial Biologii i Biotechnologii)
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej. Moja praca doktorska byla pionierska praca na temat
parametrow cirkumnutacji u stonecznika. Praca ukierunkowana byla réwniez na pomiar i
analize réznorodnych form zmian potencjatu bielektrycznego. W pracy zostal przedstawiony
calos$ciowy opis zmian potencjatu elektrycznego u stonecznika. Opis obejmowat dtugotrwajace
dobowe zmiany potencjalu elektrycznego, depolaryzacje i hiperpolaryzacje wystepujace
odpowiednio po zaciemnieniu i o$wietleniu ro$liny, potencjal wariacyjny po podaniu bodzca
uszkadzajacego, ultradialne oscylacje potencjalu oraz potencjaly czynno$ciowe. Podczas

pomiaréw metoda zewnatrzkomorkowa przy uzyciu elektrod chlorosrebrowych, zastosowatam
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nowy sposob wkluwania elektrod do todygi tylko na glebokos¢ jednego milimetra. Pozwolito to
stwierdzi¢ ok. 20 mV falg depolaryzacji po stronie wklgstej i fale hiperpolaryzacji po stronie
wypuktej cirkumnutujacej todygi podczas ultradialnych oscylacji potencjatu elektrycznego. W
pracy doktorskiej opisatam nieliczne potencjaty czynnosciowe, ktore propagowaly sie¢ w
kierunku akropetalnym lub basipetalnym, obejmujac caty przekroj todygi. Do najwazniejszych
osiagnie¢ mojej pracy doktorskiej mozna zaliczy¢: charakterystyke cirkumnutacji oraz zmian
potencjatu elektrycznego po zastosowaniu bodzca uszkadzajacego. Udalo si¢ ustali¢, ze
propagacja potencjatu wariacyjnego tylko po jednej stronie todygi po przypaleniu liscia
wywolywata charakterystyczne zaburzenia trajektorii cirkumnutacji (Stolarz i wsp. 2003).
Obraz zmian trajektorii zalezal od miejsca przypalenia i sposobu propagacji potencjatu
wariacyjnego wzdhuz todygi. Szczegolnie szeroko i dokladnie zostaly przedstawione zmiany
kierunku cirkumnutacji. Zapoczatkowane w pracy doktorskiej badania nad relacjami pomiedzy
cirkumnutacjami a szeroko pojeta aktywnosScia elektryczna zostaty rozwinigte i poglebione w
dalszych latach w badaniach nad potencjalem czynno$ciowym oraz relacjami cirkumnutacji ze
wzrostem. Podczas pracy doktorskiej zainicjowatam rowniez badania nad ultradialnymi
oscylacjami potencjatu elektrycznego, ktéore w pdzniejszym czasie zostaly rozwinigte przez
Kurende i wsp. (2014). Badania przeprowadzone przed uzyskaniem stopnia doktora byly

tematem 4 artykulow opublikowanych w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym:

1. Tregbacz K, Stolarz M, Dziubinska H, Zawadzki T (1997) Electrical control of plant
development. In: Travelling shot on plant development. Edited by Hubert Greppin,
Claude Penel and Patrice Sitnon. University of Geneva, ISBN 2-88164-009-5,
pp. 165-181

2. Favre P, Krdl E, Stolarz M, Szarek I, Grppin H, Trgbacz K, Degli Agosti R (1999)
Action potentials elicited in the liverwort Conocephalum conicum (Hepaticae) with
different stimuli. Archives Des Sciences, Geneve, 52: 175-185
IF 1990 -/ 1F2011 0,296 / IF2017 - Scopus CiteScore 550,57
MNiSW 999 -/ MNiSWy16 = YL, wep of science 7

3. Stolarz M, Dziubinska H, Krupa M, Buda A, Trebacz K, Zawadzki T (2003)
Disturbances of stem circumnutations evoked by wound-induced variation potentials
in Helianthus annuus L. Cellular & Molecular Biology Letters 8: 31-40
IF2003 0,455 / 1F3017 1,291;  MINiSW 3993 -/ MNiSW 2016 15 IF 5year 1,558

Cyt- Web of Science 2



4. Buda A, Zawadzki T, Krupa M, Stolarz M, Okulski W (2003) Daily and infradian
rhythms of circumnutation intensity in Helianthus annuus. Physiologia Plantarum 119:

582-589. 1F3003 1,767/ 1F30172,580  IF 5years20172,986 MNiSWyg3 -/ MNiSW416 40

Cyt- Web of Science 7

Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Mboj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 9 oryginalnych prac
eksperymentalnych oraz 3 artykuly przegladowe opublikowane w czasopismach
migdzynarodowych i 1 artykut przegladowy opublikowany w czasopismie krajowym. Dziewigc
prac znajduje si¢ w czasopismach z bazy JCR. Laczny impact factor zgodny z rokiem
opublikowania wynosi 23,872, a sumaryczna liczba punktow wg wykazu czasopism MNiSWs 6
wynosi 316. Ponadto wyniki zostaly przedstawione w 28 komunikatach prezentowanych na
konferencjach krajowych i migdzynarodowych oraz w raporcie koncowym z realizacji projektu
badawczego, ktorego bylam kierownikiem (projekt finansowany przez Uniwersytet Marii

Curie-Sktodowskiej w Lublinie, 2007-2008).

Wskazanie osiagnigcia naukowego
Wskazanie osiagnigcia 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 osiagnigcia naukowego:
Rola cirkumnutacji i potencjaléw czynnoSciowych we wzroscie Helianthus

annuus L.

b) Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego:
(Przy kazdej pozycji podano impact factor (IF) zgodnie z rokiem opublikowania
oraz za rok 2017, a takze punktacje¢ MNiSW wg wykazu czasopism zgodnie z rokiem

opublikowania oraz z dn. 26.01.2016; sredni pigcioletni wskaznik IF w dn. 10.07.2018)

Publikacje wchodzace w sktad zgtaszanego osiagnigcia naukowego to 6 oryginalnych

prac eksperymentalnych oraz 1 praca przegladowa:

P1. Stolarz M, Krdl E, Dziubinska H, Zawadzki T (2008) Complex relationship between
growth and circumnutations in Helianthus annuus stem. Plant Signaling & Behavior

3: 376-380 IF 2908 =/ IF 2017 - MNISW 3908 -/MNIiSW 3916 = €Yt. wep of science 7



P2. Stolarz M, Krdl E, Dziubinska H, Kurenda A (2010) Glutamate induces series of action
potentials and a decrease in circumnutation rate in Helianthus annuus. Physiologia
Plantarum 138: 329-338  1F5019 3,067 / IF2017 2,580 MNiSW 541932/ MNiSW 5,46 40
IF syear 2,986 €Yt wep of science 6

P3. Stolarz M, Kr6l E, Dziubinska H (2010) Glutamatergic elements in an excitability
and circumnutation mechanism. Plant Signaling & Behavior 5:1108-1111

IF3010 -/ IF3917- MNiISW 2919 2/ MNIiSW 3016 = €Yt web of Science 2

P4. Stolarz M, Zuk M, Krél E, Dziubinska H (2014) Circumnutation Tracker: novel
software for investigation of circumnutation. Plant Methods 10:24  1Fj¢4 3,102 /
IF2017 4,269  MNIiSW 3014 35/ MNISW 3016 40 IF s5ycar 4,502 CYt. yep of science 3

P5. Stolarz, M, Krdl E, Dziubinska H (2015). Lithium distinguishes between growth
and circumnutation and augments glutamate-induced excitation of Helianthus annuus
seedlings. Acta Physiologiae Plantarum 37 (4):69 1F,y5 1,563 / IF517 1,438
MNiISW 2915 25/ MNiSW 201625 IF 5year 1,691  CYt. yih o science 2

P6. Stolarz M, Dziubinska H (2017) Spontaneous action potentials and circumnutation
in Helianthus annuus. Acta Physiologiae Plantarum 39:234  1F,;; 1,438
MNiISW 301625 IF syear 1,691

P7. Stolarz M, Dziubinska H (2017) Osmotic and salt stresses modulate spontaneous and
glutamate-induced action potentials and distinguish between growth and circumnutation
in Helianthus annuus seedling. Frontiers in Plant Science 8:1766 1F2017 3,678

MNiSW 201540 IF 5year 4,354

Wszystkie prace skladajace si¢ na osiagnigcie naukowe zostaly opublikowane w
czasopismach migdzynarodowych, w tym 5 w czasopismach z bazy JCR. Ich sumaryczny
impact factor zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 12,848, sumaryczna liczba punktow
MNiSW;6 to 170, a sumaryczna liczba cytowan wynosi 20 (Web of Science 4y paapases N2 dzien
10.07.2018, bez autocytowan). We wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad osiagnigcia
naukowego jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym, a moj wktad w ich
powstanie wynosi od 85 do 95%. Wklad poszczegdlnych autoréw do publikacji
udokumentowano w osobnym zataczniku nr 5. W dalszej czg$ci autoreferatu prace wchodzace
w sktad przedstawionego do oceny cyklu sa przywotywane jako P1 — P7.
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Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikow wraz z omowieniem

ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Wzrost ro§lin to nieodwracalne powigkszanie masy, objgtosci i dlugosci organow
roslinnych. Wydtuzaniu si¢ organéw roslinnych towarzysza endogenne, rytmiczne ruchy zwane
cirkumnutacjami. Cirkumnutacje sa szeroko rozpowszechnione wsrdd roslin, a ich mechanizm
oparty jest na skoordynowanych zmianach objetosci komoérek (7-3). Do koordynacji procesow
wzrostowych i rozwojowych organizmu niezbg¢dne sa sygnaly migdzykomorkowe w tym
sygnaly elektryczne. Wérdd sygnatow elektrycznych wyrozniamy potencjaly czynnos$ciowe
(APs action potentials), ktore sa przejsciowa depolaryzacja btony komorkowej propagujaca si¢
na dhugie dystanse. Potencjaly czynnosciowe sa typowe dla organizméw zwierzecych, ale
wystepuja rowniez u roslin. Wywotywane sa one przez bodzce $srodowiskowe oraz uczestnicza
w regulacji proceséw fizjologicznych takich jak zmiany intensywnos$ci oddychania, fotosyntezy,
1 wzrostu, a takze uczestnicza w wywotywaniu bardzo szybkich ruchow organdéw roslinnych np.
u Dionaea muscipula i Mimosa pudica (4-8).

Tematem moich badan bylo poznanie roli cirkumnutacji i APs w regulacji wzrostu
roslin stonecznika (Helianthus annuus L.). Szczegdlna uwagg poswigcitam zalezno$ciom
pomigdzy cirkumnutacjami i wzrostem oraz zalezno$ciom pomigdzy pojawianiem si¢ APs a
cirkumnutacjami. Badania zwiazku APs z cirkumnutacjami maja charakter pionierski.

Powyzsze zagadnienia maja nie tylko wartos¢ poznawcza, ale w przyszto$ci moga mieé¢
znaczenie praktyczne. Ostatnio nastapil wzrost zainteresowania ruchami roslin, w tym rowniez
cirkumnutacjami. Znajomo$¢ kinetyki i mechaniki ruchow roslin jest inspiracja do budowy
dynamicznych i adaptujacych sie struktur i materiatdéw wykorzystywanych przez cztowieka (9).
Analiza i badanie ruchéw cirkumnutacyjnych pedow roslin pnacych oraz korzeni jest pomocna
np. w konstruowaniu zrobotyzowanych systeméw do wspinania, chwytania oraz zadan
eksploracyjnych (10). Dodatkowo, nastgpujacy w ostatnich latach bardzo szybki rozwoj technik
rejestrowania i analizowania obrazu pozwoli na bardziej powszechne zastosowanie techniki
analizy obrazu w badaniach cirkumnutacji i wzrostu roslin. Juz obecnie wprowadza si¢ oceng
tempa wzrostu i rozwoju roslin przy uzyciu cyfrowego obrazu z wyspecjalizowanych kamer, nie
tylko pojedynczych roslin, ale nawet upraw szklarniowych i polowych (77, 12). Taki sposob
fenotypowania roslin jest jedna z metod, ktore w przysztosci przyczynia si¢ do lepszego
zrozumienia powigzan pomig¢dzy genotypem a fenotypem i wyodrebniania roslin najlepiej

przystosowanych do niesprzyjajacych warunkow §rodowiska.



Badany przeze mnie stonecznik jest rosling o szczegdlnych wlasciwosciach
uzytkowych. Jest to roslina o jadalnych nasionach nadajacych si¢ do produkcji oleju, jego
zielona masa jest wykorzystywana do produkcji pasz dla zwierzat, oraz ma on walory
dekoracyjne, przez co jest wykorzystywany w ogrodnictwie. Z tego powodu, stonecznik jest
przedmiotem wielu badan biologicznych i biotechnologicznych, szczegdlnie w zakresie
metabolizmu lipidow, totipotencji i regeneracji, proceséw zapylenia, dziedziczenia oraz wptywu
stresu $rodowiskowego. Stonecznik jest rowniez wykorzystywany w pracowni elektrofizjologii
ro§lin w Zakladzie Biofizyki. W 1991 roku Zawadzki i wsp. (/3) scharakteryzowali
pobudliwo$¢ stonecznika opisujac jego zdolnos¢ do generowania APs. Okreslono rowniez jego
prog pobudliwosci, okres refrakcji, reobaze i chronaksj¢ oraz zgodno$¢ z prawem ,,wszystko
albo nic”. Helianthus annuus obok Lupinus angustifolius (14-17) jest kolejna ro$ling
naczyniowa dla ktorej zostaty okreslone parametry i prawa pobudliwos$ci.

Od wielu lat stonecznik jest rowniez bardzo dobrym modelem do badan ruchow
cirkumnutacyjnych. Cirkumnutacje sg rytmicznymi i napedzanymi zmianami turgoru komorek
ruchami organéw roslinnych (/-3, 18, 19). Bodzce $rodowiskowe takie jak grawitacja, Swiatlo,
temperatura i substancje chemiczne (auksyny, lit, aluminium) moga wptywac na parametry
cirkumnutacji (Stolarz, 2009). Stonecznik jest rowniez powszechnie znany ze swojego
dobowego ruchu $ledzacego potozenie Stonca (20). W Zaktadzie Biofizyki od roku 1993 sa
prowadzone badania nad cirkumnutacjami obejmujace badania rytmu oraz wptywu czynnikdéw
zewngetrznych, w tym stabych oddziatywan grawitacyjnych pochodzacych od sit plywowych
(21-23).

Decydujace znaczenie dla wyboru przeze mnie tematu badan miat fakt, ze mechanizmy
AP, cirkumnutacji i wzrostu maja wspolne podstawy jonowe. Transmembranowe przeplywy
jonow potasu, chloru, wapnia oraz protondéw jak i aktywno$¢ pomp i kanaldw jonowych
stanowia podstawe mechanizmu tych trzech wybranych przeze mnie procesow fizjologicznych.
Przeptyw jonow przez btong komorkowa jest przyczyna zmian turgoru komorkowego, ktory jest
podstawa zmian objetosci komorki i thumaczy zjawiska ruchu organow roslinnych i wzrostu
oraz lezy u podstaw utrzymania napigcia elektrycznego na btonie komorkowej (potencjatu
spoczynkowego) i pojawiania si¢ potencjatu czynno$ciowego (24).

Mechanizm  potencjatu  czynnosciowego. Dzigki swej polprzepuszczalnosci i
wlasciwosciom selektywnym, btona komoérkowa utrzymuje napigcie elektryczne o wartosci
kilkadziesigciu miliwoltow miedzy wnegtrzem komorki a przestrzenia zewnatrzkomorkowa,
zwane potencjalem spoczynkowym. U ros$lin, po zadziataniu bodzca, nastepuje przejsciowa
(okoto sekundowa lub minutowa) zmiana polaryzacji blony komorkowej. W poczatkowej fazie
depolaryzacji nastepuje naptyw jonéw Ca’" do cytoplazmy i zmiana jego stezenia w
cytoplazmie z 10-300 nM do ok. 1 pM podczas pobudzenia (25-28). Ten naptyw jonow Ca®*
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otwiera zalezne od Ca®’ i napigcia kanaly chlorkowe w blonie komoérkowej, co powoduje
wyptyw jonow CI skutkujacy dalsza depolaryzacja btony. Repolaryzacja blony jest wywotana
wyptywem jonéw K™ z komoérki. Kluczowe znaczenie dla signalingu komérkowego ma naptyw
Ca®" do cytoplazmy i zmiany jego stezenia, poniewaz Ca’" zwany wtornym przekaznikiem
informacji jest regulatorem proces6w metabolicznych komorki.

Mechanizm cirkumnutacji. Zmiany obj¢tosci komoérek w strefie elongacyjnej organu sa
kluczowe dla cirkumnutacji i wzrostu, a przeptywy jonowe i aktywno$¢ pomp i1 kanatow
jonowych sa w tym procesie niezbedne (2, 3, 29). Schemat sekwencji przeptywow jonowych i
wody podczas cirkumnutacji moze wyglada¢ nastepujaco: H'ATPaza ciagle pracuje co
doprowadza btong¢ komoérkowa do powolnej hiperpolaryzacji. Hiperpolaryzacja powoduje
otwarcie kanalow potasowych bramkowanych napigciem 1 skierowany do wnetrza komorki
naptyw jonéw K'. Dodatkowo, dzigki pracy H'ATPazy, jony CI' sa transportowane do
cytoplazmy przez kotransport (antyport) z jonami H'. Naptyw jonéw K’ i CI" do komorki
powoduje wzrost potencjalu osmotycznego, co umozliwia naptyw wody do wnetrza komorki,
np. poprzez akwaporyny. Naptyw wody powigksza objetos¢ komodrki i napreza blong
komorkowa, co moze spowodowaé otwarcie mechanowrazliwych kanalow Ca®" i wejscie jondw
Ca’" do cytoplazmy. Wejicie jonéw Ca>" do wnetrza komorki poczatkuje depolaryzacje btony
komoérkowej, a depolaryzacja ta moze otwieraé kanaty jonowe K skierowane na zewnatrz, co
obniza potencjal osmotyczny wewnatrz komorki i powoduje wyptyw wody. Zwigkszanie
objetosci komorki zostaje zahamowane. Elektrofizjologiczny mechanizm cirkumnutacji zostat
przeze mnie przedstawiony w pracy przegladowej na temat cirkumnutacji (Stolarz, 2009) w
oparciu o mechanizm zmian objgtosci komorek motorycznych poduszeczek liSciowych.
Rowniez prace Shabali i wsp. (30, 31) opisujace oscylacje przeptywow jonowych i
towarzyszace im nutacje korzeni potwierdzaja kluczowe znaczenie jonéw dla mechanizmu
cirkumnutacji.

Wspolne podtoze jonowe cirkumnutacji i APs pozwalato przypuszczaé, ze zmiany w
intensywnosci jednego zjawiska moga wplywa¢ na intensywnos$¢ drugiego zjawiska.
Dodatkowo, zarowno APs jak i cirkumnutacje sa stabo zbadane, a ich rola we wzroscie roslin

nie jest sprecyzowana.

Cel badan
Glowne problemy do rozwiazania

Wrazliwo$¢ na czynniki $Srodowiskowe i1 zdolnos¢ adaptacji do niesprzyjajacych
warunkow otoczenia jest kluczowa dla roslin, ktore sa organizmami osiadtymi i nie moga
opusci¢ swojego siedliska. Jednym z pierwszych symptoméw dziatania czynnikow srodowiska
na rosliny, bardzo czg¢sto opisywanym w literaturze, jest zahamowanie wzrostu. Badanie relacji
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pomigdzy wzrostem a cirkumnutacjami stalo si¢ tematem moich badan. Powszechnie panuje
przekonanie, ze cirkumnutacje sa nierozerwalnie zwigzane ze wzrostem i ze sa one jedynie
nieunikniona konsekwencja wzrostu. Teoria Engelmanna i Johnssona (2) zaktada, ze
cirkumnutacje zapewniaja stabilno$¢ hipokotyla podczas elongacji. Wedlug tej teorii,
rozluznienie fibryli celulozowych $ciany komdrkowej, ktore jest niezbedne podczas
zwigkszania objetosci komorki w procesie elongacji organu, odbywa si¢ tylko po jednej stronie
organu. Rozluznienie takie obiega sukcesywnie organ dookota. Mechanizm ten zapobiega
destabilizacji organu i podatno$ci na wyboczenia i wyleganie rosliny, ktora nastapitaby w
przypadku rozluznienia $ciany komoérkowej wszystkich komodrek jednocze$nie wokot rosnacego
organu. Opisany mechanizm zaklada, ze rozluznianie $ciany komorkowej podczas wzrostu
odbywa si¢ sukcesywnie w sposob okrezny wokol rosnacego organu i to gwarantuje mu wzrost
na dlugos¢ i jednoczesnie stabilnos¢. Zatem zmiany predkosci cirkumnutacji powinny by¢ w
proporcjonalny sposob zwiazane ze zmianami predkosci wzrostu, a cirkumnutacje mogtyby by¢
markerem predkosci wzrostu. Interesujace bylo rowniez, czy czynniki Srodowiska wptywaja tak
samo na wzrost i cirkumnutacje. W literaturze istnialy doniesienia, ze niektore czynniki
chemiczne jak np. chlorek litu czy jony aluminium moga hamowa¢ cirkumnutacje bez
zahamowania wzrostu (Stolarz, 2009). Celem mojej pracy bylo sprawdzenie, jak po podaniu
r6znych rodzajow bodzcow bedzie si¢ zmienia¢ predkosé wzrostu, a jak cirkumnutacje.

Oprocz zahamowania wzrostu, jednym z pierwszych przejawoéw odpowiedzi roslin na
bodzce s$rodowiskowe sa zmiany potencjalu btonowego, a wigc pojawianie si¢ sygnalow
elektrycznych w tym APs (6). Celem pracy bylo sprawdzanie czy po podaniu réznych rodzajow
bodzcow stonecznik generuje nie tylko jeden, ale wigksza liczbe APs zalezna od rodzaju i sily
bodzca, czy adaptacja stonecznika do zmienionych warunkéw srodowiska moze odbywac si¢ w
obecnosci APs i czy w roéznych warunkach $rodowiska np. stresowych mozna otrzymac
fenotypy slonecznika generujace rozna, mniejsza lub wigksza, liczbe APs. Poza analiza
czgstosci pojawiania sig¢ APs, planowatlam przeprowadzi¢ probg sprawdzenia korelacji
pomigdzy pojawiajacymi si¢ APs a parametrami cirkumnutacji. U roslin analogicznie jak u
zwierzat, istnieje typowy schemat reagowania: bodziec - sygnat - odpowiedz efektora, wigc
zakladatam, ze pojawiajace si¢ u stonecznika APs moglyby wywotywaé zmiany w
cirkumnutacjach.

Podsumowujac, dwoma gtéwnymi celami pracy byto:
1. Podjecie badan, ktore zweryfikuja, czy cirkumnutacje sa jedynie sposobem wzrostu

i jego nieodtaczng konsekwencja.

2. Podjecie pionierskich badan nad problemem istnienia u roslin odpowiedzi na czynniki
zewngetrzne w postaci wielu APs (frequency coding) oraz zwiazkow APs

z cirkumnutacjami.



Do badan wybratam nastgpujace czynniki zewngtrzne: zmiany o$wietlenia ro$liny (zmiana
nat¢zenia $wiatla i fotoperiodu), neuromodulatory (glutaminian, lit), stres solny (jony potasu,
sodu, chloru) i osmotyczny (D-sorbitol) oraz unieruchamianie rosliny.

Zdolno$¢ do reakcji na zmieniajace si¢ W otoczeniu natgzenie i jako$¢ Swiatta jest
kluczowa w procesach adaptacji roslin do §rodowiska. Swiatlo jest czynnikiem niezbednym we
wzroscie roslin 1 dodatkowo nieinwazyjnym podczas zastosowania go w doswiadczeniach
laboratoryjnych. Swiatlo wywotuje nie tylko zmiany w fotosyntezie, ale rowniez zmiany w
pobudliwo$ci oraz cirkumnutacjach (6, 21, 32-34) wplywajac zar6wno na potencjat
spoczynkowy jak i na prac¢ zegara biologicznego. Do tej pory nie prowadzono badan nad
wplywem $wiatla na zmiany relacji cirkumnutacje-wzrost u slonecznika. Wplyw $wiatla na
pojawianie si¢ APs w relacji do ruchow endogennych nie byt takze do tej pory badany. W
moich badaniach zastosowalam fotoperiod §wiatlo/ciemnos¢ 16/8 godz. (P1, P6), ciagle
oswietlenie oraz ciagle, ale bardzo stabe o$wietlenie imitujace dlugotrwate zacienienie lub
pochmurne dni (P6).

Od wielu lat badacze roslin zastanawiaja sig, jaka moze by¢ fizjologiczna lub
ekologiczna rola substancji neuroaktywnych obecnych w ro$linach (35). Jedna z takich
substancji jest kwas glutaminowy, najwazniejszy neurotransmiter ukladu nerwowego, a u
ro$lin najwazniejszy endogenny aminokwas bioracy udzial w metabolizmie azotu (36, 37).
Kwas glutaminowy jest kluczowy w poczatkowym etapie syntezy aminokwasdéw nastepujacej
po pobraniu azotu z podltoza w formie azotanéw i1 soli amonowych. W warunkach
fizjologicznych kwas glutaminowy wystepuje w przewazajacej formie jako glutaminian, czyli
anion karboksylowy kwasu glutaminowego. Istotne jest, ze w ostatnim czasie u roslin zostat
odkryty receptor glutaminianu podobny do receptora glutaminianu wystgpujacego w uktadzie
nerwowym (38). Z tego powodu w ostatnich latach prowadzone sg badania nad sygnalnym
znaczeniem glutaminianu w regulacji procesow fizjologicznych u roslin (P3). W moich
doswiadczeniach zastosowalam roztwory glutaminianu o réznych st¢zeniach wstrzykiwane do
todygi Iub hipokotyla stonecznika (P2, P5, P7). Po raz pierwszy zastosowalam metodg
wstrzyknigcia substancji neuroaktywnej do rosliny. Pobudzenie uzyskiwane ta metoda na calej
roslinie staratam si¢ modulowa¢ innymi czynnikami takimi jak lit oraz stres osmotyczny i solny.
Jednym z najbardziej znanych neuroprotektantow modulujacych pobudliwo$é u zwierzat jest lit
(39, 40). Lit jest jonem wspotzawodniczacym z potasem. Jest skladnikiem lekoéw
neuroaktywnych, ponadto jest stosowany w badaniach nad rytmami. Jest on regulatorem zegara
biologicznego u czlowieka, gryzoni, organizmoéw jednokomoérkowych i ro§lin. Lit zostal
zastosowany przeze mnie jako sktadnik pozywki lub byt wstrzykiwany do hipokotyla (PS5).
Zaroéwno glutaminian jak i lit oddzialuja na transport membranowy organizmow (38, 40).
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W ostatnim czasie, z powodu deficytow wody w licznych ekosystemach, stres suszy jest
przedmiotem intensywnych badan w wielu laboratoriach. Stresowi suszy towarzyszy zaréwno
stres solny jak i stres osmotyczny. Stonecznik jest dobrym obiektem do tego typu badan ze
wzgledu na swoja zwigkszona odpornosé na susze. Dodatkowo, zrédlo tego stresu czyli jony
Na’, K" i CI' sa bezposrednio zaangazowane w transport membranowy lezacy u podstaw
utrzymania potencjatu btonowego, potencjatu osmotycznego i turgoru komorki. W swoich
badaniach zastosowatam KCI, NaCl oraz D-sorbitol jako sktadnik pozywki hydroponicznej oraz
jako sktadnik roztworu do wstrzyknigcia (P7). Po raz pierwszy zostal sprawdzony wptyw
sktadu jonowego pozywki na cirkumnutacje oraz pojawianie si¢ APs na catych roslinach.

Dodatkowym typem eksperymentéw byly badania z unieruchomieniem rosliny jako
ingerencja w endogenna motoryke stonecznika i sprawdzenie wplywu cirkumnutacji todygi na
pojawianie si¢ APs (P6).

Do moich badan wykorzystywalam zaréwno siewki jak i trzytygodniowe ro$liny

stonecznika uprawiane w glebie i kulturach hydroponicznych.

Szczegolowe cele badawcze obejmowaly

1. Zbadanie wptywu §wiatla na zalezno$¢ wzrost — cirkumnutacje w fotoperiodzie
swiatto/ciemnos¢ u trzytygodniowego stonecznika.

2. Okreslenie znaczenia glutaminianu w signalingu elektrycznym i cirkumnutacjach.

3. Okreslenie wptyw litu na cirkumnutcje i pobudzenia indukowane glutaminianem.

4. Zbadanie wplywu $wiatla na pojawianie si¢ spontanicznych APs w relacji do ruchow
endogennych.

5. Zbadanie wplywu stresu osmotycznego i solnego na cirkumnutacje oraz pojawianie si¢
APs spontanicznych i indukowanych glutaminianem.

6. Zbudowanie oprogramowania stuzacego do analizy filmoéw time-lapse 1 opracowywania
parametroéw cirkumnutacji.

7. Okreslenie teoretycznych podstaw mechanizmu dziatania glutaminianu, litu i stresu

solnego na cirkumnutacje i APs u ro$lin.

Podczas pracy nad cirkumnutacjami zauwazytam, ze istnieje kilka ré6znych sposobow
analizy cirkumnutacji przez rdznych badaczy i niektérych wynikdw nie daje si¢ porownywac.
Zauwazylam rowniez, ze brak jest ogolnie dotgpnego oprogramowania, dzigki ktéoremu
moznaby wystandaryzowac i przys$pieszy¢ opracowywanie cirkumnutacji. Moim celem stato si¢
zbudowanie takiego oprogramowania.

W Zakladzie Biofizyki Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej od wielu lat
prowadzone sa badania pobudliwosci roslin metoda mikroelektrodowa i aktywnos$ci kanatow
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jonowych metoda patch-clamp. Badania te obejmuja zmiany elektryczne na btonie komorkowej
i tonoplascie w krotkim czasie (sekundy, minuty) po podaniu bodzca. Celem mojej pracy, byty
pomiary APs i cirkumnutacji na calych ro§linach, prowadzone podczas wielogodzinnych i
wielodniowych pomiaréw jako uzupetnienie badan prowadzonych na poziomie komorkowym.
Dodatkowym celem pracy bylo wykorzystanie bardzo dobrze rozwijajacej si¢ techniki
filmowania w interwale (4/) do wykonania filmoéw przedstawiajacych cirkumnutacje, ktore
moglyby stanowi¢ material pogladowy oraz stuzy¢ do celow dydaktycznych i popularyzacji

wiedzy na temat cirkumnutacji.

Wyniki
ZALEZNOSCI POMIEDZY WZROSTEM I CIRKUMNUTACJAMI

Charakterystyka zaleznosci pomigdzy wzrostem i cirkumnutacjami byla jednym z
dwoch gltownych celow badawczych w publikacjach zglaszanych w ramach osiagnigcia
naukowego. W roku 2007 otrzymalam grant pt. ,,Badanie zalezno$ci pomigdzy wzrostem a
ruchami cyrkumnutacyjnymi todygi Helianthus annuus”. Kierowanie Projektem Prorektora
Uniwersytetu Marii  Curie-Sktodowskiej pozwolito mi przeprowadzi¢ badania z
wykorzystaniem metody filmowania z interwalem (time-lapse) 1 jednoczesnego pomiaru
predkosci wzrostu za pomoca katowego czujnika wzrostu. Wyniki tych badan, zostaty
przedstawione w pierwszej pracy (P1) cyklu publikacji zgtaszanych jako osiagnigcie naukowe.
Badany by! trzytygodniowy stonecznik, w fotoperiodzie zblizonym do naturalnego, to jest
swiatto/ciemnos¢ 16/8 godz. Wyniki ujawnity, ze zard6wno predkos¢ wzrostu jak i predkosé
cirkumnutacji wykazuja dobowe zmiany zwigzane z wyltaczeniem i wlaczeniem $wiatla, jednak
ich przebiegi réznia sig. Szczegdlnie interesujacym byt fakt, Ze podczas okresu $wiatla
nast¢puje zmniejszenie predkosci cirkumnutacji bez zahamowania predkosci wzrostu todygi.
Potwierdzito to przypuszczenie oparte na danych literaturowych, ze w niektérych warunkach
cirkumnutacje nie sa proporcjonalne do wzrostu. Doswiadczenia moje wykazaly po raz
pierwszy, ze przy takiej samej predkosci wzrostu (4-5 um min” tj. 0,6-0,7 cm 24 h)
cirkumnutacje moga by¢ dhlugie podczas ciemnosci (3-6 cm) i mate na $wietle (0,5-2 cm).
Podczas pierwszych godzin o$wietlenia rosliny $wiatto inaczej wplywa na wzrost a inaczej na
cirkumnutacje. To $wiadczy o mozliwosci rozprzegnigcia tych dwoch wydawaloby sig
nierozerwalnych procesow oraz wskazuje, ze nie sa one w pelni tozsame. Czy cirkumnutacje sa
bardziej czute na czynniki srodowiska niz sam wzrost? Jezeli cirkumnutacje nie sa jedynie
konsekwencja wzrostu to moglyby one uczestniczy¢ we wczesnej detekcji czynnikow
srodowiska, zanim nastgpi zahamowanie wzrostu. Jednym z pierwszych przejawoéw niektorych
dysfunkcji czy chorob wywotanych czynnikami egzogennymi lub endogennymi u zwierzat sa
zaburzenia motoryki wystepujace bez widocznych zmian anatomicznych czy morfologicznych.
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Rowniez u ro$lin zaburzenia cyrkumnutacji mogtyby by¢ markerem wczesnych zmian
fizjologicznych, podczas ktorych nie sa jeszcze uposledzone procesy wzrostowe. Zaburzenia
cirkumnutacji moglyby by¢ uznane za wczesna oznake dziatania czynnikoéw srodowiska, w tym
réwniez czynnikow patogennych.

Podczas pracy opisanej w publikacji P1 przeprowadzitam rowniez pionierskie badania
sposobOw zmian trajektorii cirkumnutacji po zaciemnieniu i o$wietleniu stonecznika. Analizy
takie nie byly do tej pory przez nikogo prowadzone. Po zaciemnieniu dochodzi do 10-15
minutowego zatrzymania cirkumnutujacej todygi stonecznika, a w niektérych przypadkach
moze dochodzi¢ nawet do zmiany kierunku cirkumnutacji. Nalezy zauwazy¢, ze trajektoria
cirkumnutacji widziana z goéry odzwierciedla wzér zmian turgoru komoérek wewnatrz strefy
motorycznej, w ktdre zaangazowane sa przeptywy jonowe. Poznanie geometrycznych wzorow
trajektorii jest wigc zarazem poznaniem wzoru zmian turgoru komorek wewnatrz organu i moze
wnosi¢ nowe informacje na temat signalingu mi¢dzykomorkowego.

Opisane powyzej wyniki ujawnily pewien stopien niezalezno$ci cirkumnutacji od
predkosci wzrostu. Nastgpna seria eksperymentow z zastosowaniem chlorku litu (P5) oraz
stresu osmotycznego i solnego (P7) u siewek stonecznika umieszczonych w uprawie
hydroponicznej pozwolity zweryfikowac¢ te obserwacje.

Lit jest pierwiastkiem $ladowym wystgpujacym naturalnie w organizmach (39, 40).
Wystepuje on w glebie oraz zasobach wodnych i jest pobierany przez wszystkie rosliny.
Pomimo ze lit nie jest klasyfikowany jako pierwiastek niezbedny, to jednak wiadomo, ze u
ro§lin wplywa on na wiele procesow fizjologicznych. Ponadto lit ma wlasciwosci
neuroprotekcyjne oraz wptywa na pobudliwos¢ 1 motoryke u zwierzat. Hamujacy wptyw litu na
cirkumnutacje u stonecznika i fasoli zostat opisany wczesniej (3, 42). Wplywat on réwniez na
ruchy lisci Cassia fasciculata i przylistkow Desmodium motorium. Lit byl wigc odpowiednim
czynnikiem, ktory mégt wywolywaé zmiany w pobudliwosci i motoryce siewek stonecznika. W
serii doswiadczen przedstawionych w pracy PS5 aplikowatam chlorek litu o st¢zeniu 0,2-80 mM
do pozywki w hydroponiku. W pracy badatam dlugo$¢ hipokotyli, $wieza masa siewek oraz
intensywnos$¢ i okres cirkumnutacji. Pierwsze analizy wykazaly, ze predkos¢ cirkumnutacji
zalezy od dilugosci hipokotyla. Aby rozrozni¢ czysta predko$¢ cirkumnutacji na tle zmian
dlugosci hipokotyla, sformutowalam po raz pierwszy parametr okreslajacy czysta predkosé
cirkumnutacji tzw. intensywno$¢ cirkumnutacji. Intensywno$¢ cirkumnutacji okre$lalam
dzielac predkos¢ cirkumnutacji przez dlugos$¢ hipokotyla. Parametr ten zostat p6zniej rowniez
uzyty w analizach w publikacji P7. Wyniki wykazaly, ze intensywno$¢ cirkumnutacji nie zalezy
od dhugosci hipokotyla ani od $wiezej masy. W mikro- i milimolowych st¢zeniach chlorku litu
istotne zahamowanie wzrostu nie powodowato zmian w intensywnosci cirkumnutacji. U ro$lin
rosnacych w 40 mM stezeniu LiCl zaobserwowano natomiast brak zahamowania wzrostu
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siewek oraz towarzyszacy mu istotny spadek intensywno$ci cirkumnutacji. Wynik ten byt
podobny do obserwacji zahamowania cirkumnutacji bez zahamowania wzrostu, jakie
uzyskatam we wczesniej przeprowadzonych eksperymentach z zastosowaniem zaciemnienia i
o$wietlenia w pracy P1. Potwierdzato to, ze wzrost i cirkumnutacje moga by¢ rozdzielone i
moga by¢ regulowane w niezalezny sposob przez czynniki zewngtrzne. W pracy PS5
sprawdzatam rowniez korelacje pomigdzy $wieza masa stonecznika a cirkumnutacjami. Okres i
intensywno$¢ cirkumnutacji nie zalezaty od $wiezej masy siewek. Cirkumnutacje byly takie
same u siewek, ktére réznity si¢ miedzy soba $Swieza masa nawet dwukrotnie. Zatem, jakie
znaczenie we wzroscie moga mie¢ cirkumnutacje jezeli sa one takie same (okres i
intensywno$¢) u roslin, ktoére roéznia si¢ migdzy soba nawet dwukrotnie S$wieza masa?
Potwierdza to autonomi¢ cirkumnutacji wzgledem wzrostu.

Whniosek ten zostal nastgpnie jeszcze raz zweryfikowany przez zastosowanie stresu
solnego 1 osmotycznego u siewek stonecznika, co przedstawiono w publikacji P7. Odpowiednie
stezenie jondw w glebie oraz w apoplascie i cytoplazmie jest niezbedne dla utrzymania
potencjalu blonowego oraz wilasciwego turgoru komorek, a tym samym ich zdolnosci do
wzrostu (24). W kolejnej serii eksperymentow wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego
przedstawionych w pracy P7 badatam wzrost i cirkumnutacje u tygodniowych siewek
stonecznika poddanych stresowi osmotycznemu i solnemu w zakresie 160-300 mOsm.
Aplikowatam KCI, NaCl i D-sorbitol o stezeniu 80-160 mM do pozywki w hydroponiku. Stres
solny ma swoja komponent¢ osmotyczna i jonowa. Z literatury wiadomo, ze komponenty te w
sposob zréznicowany moduluja ekspresje gendéw oraz przeptywy jonowe (29, 43-45). W
przeprowadzonych przeze mnie do$§wiadczeniach stres osmotyczny hamowal wzrost i
cirkumnutacje, natomiast stres solny hamowat tylko wzrost. Wyniki te wykazaly, ze mozna
rozdzieli¢ cirkumnutacje i wzrost. Diugos¢ hipokotyla byla silnie zmniejszana przez stres
osmotyczny i solny (o 10-30 %), natomiast intensywno$¢ cirkumnutacji spadata tylko pod
wplywem stresu osmotycznego (woda destylowana i D-sorbitol), ale nie solnego (P7). W
fagodnym i silnym stresie solnym cirkumnutacje byly intensywne i nie réznily si¢ od
kontrolnych, pomimo zahamowania wzrostu. Wida¢ wigc wyraznie, ze inhibicji wzrostu
hipokotyla nie towarzyszylo zmniejszenie intensywno$ci cirkumnutacji, tak samo jak to
wczesniej wykazano stosujac lit (P5).

Zegar biologiczny. Cirkumnutacje sa zjawiskiem rytmicznym i doskonale nadaja si¢ do
obserwowania aktywno$ci wewngtrznego zegara Dbiologicznego, ktorego sa widoczna
,wskazowka” (2, 18, 30). Istotne wyniki uzyskane zostaty podczas analizy okresu cirkumnutacji
po zastosowaniu chlorku litu oraz stresu osmotycznego i solnego. Okres cirkumnutacji siewek
stonecznika nie zalezat od dlugosci hipokotyla ani od §wiezej masy siewek. Przy stezeniach 0,5
1 20 mM lit powodowat wydtuzenie okresu cirkumnutacji o 18% (30 min), co potwierdzilo, ze
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oscylator ultradialny jest wrazliwy na lit. Po aplikacji litu o stgzeniu nawet 60 mM i
towarzyszacemu jej silnemu zahamowaniu wzrostu, okres pozostawatl taki sam jak u roslin
kontrolnych. To dodatkowo dowodzi, ze mechanizm cirkumnutacji jest czgSciowo niezalezny
od wzrostu. Podobne wnioski uzyskano po wykonaniu eksperymentéw z zastosowaniem stresu
osmotycznego i solnego (P7). Okres cirkumnutacji wzrastal istotnie do 245 min jedynie w
wodzie destylowanej (wydhuzenie o ok. 70 min.), natomiast w stresie solnym utrzymywat si¢ na
statym poziomie zblizonym do kontroli (ok. 164 min). Hipokotyle o takiej samej dlugo$ci miaty
kompletnie inny okres w warunkach stresu osmotycznego i solnego, co jeszcze raz podkresla
brak ,sztywnego” zwiazku pomigdzy cirkumnutacjami i wzrostem. Najistotniejsza byla
obserwacja, ze pomimo redukcji dtugosci hipokotyla (po podaniu litu i stresu solnego), okres
pozostawatl na kontrolnym poziomie, co $wiadczy o duzej odpornosci mechanizmu
ultradialnego oscylatora na lit i stres solny. Pokazuje to rowniez jeszcze raz pewien stopien
autonomii cirkumnutacji wzgledem wzrostu.

Podsumowujac, przeprowadzone eksperymenty ujawnily, ze w pierwszych godzinach
po oswietleniu cirkumnutacje sa bardzo male a wzrost szybki (P1). Podobnie chlorek litu o
stezeniu 40 mM hamowat tylko cirkumnutacje, ale nie wzrost (P5). Odwrotnie byto po
zastosowaniu 0,2-20 mM LiCl i stresu solnego (80-160 mM KCI i NaCl), ktore to hamowaty
wzrost, ale nie zmienialy intensywnosci cirkumnutacji (P5, P7). Przedstawione wyniki
potwierdzity, ze cirkumnutacje moga by¢ w pewnym stopniu niezalezne od wzrostu. Wyniki te
podtrzymuja réwniez hipoteze przedstawiona przez Hayashi i wsp (46), ze zahamowanie
cirkumnutacji jest pierwsza faza reakcji na stres jeszcze przed zahamowaniem wzrostu.
Otrzymane przeze mnie wyniki, wskazuja rowniez, ze zahamowanie wzrostu moze nastapic¢ bez
zahamowania cirkumnutacji. Zatem uogolniajac, cirkumnutacje moga by¢ zahamowane zanim
jeszcze wzrost zostanie zaburzony (P1, P5) i odwrotnie: wzrost moze by¢ zahamowany, ale nie
cirkumnutacje (PS5, P7). Wskazuje to na pewien stopien autonomii cirkumnutacji wzgledem
wzrostu 1 sugeruje, ze moga one pehic¢ specjalne ekologiczne lub fizjologiczne funkcje nie
bedac jedynie sposobem wzrostu. Cirkumnutacje, jako proces czg¢sciowo autonomiczny
wzgledem wzrostu organu bedacy przestrzennym poruszaniem si¢ organu, sa dobrym
kandydatem do miana modelu w badaniach behawioralnych roslin. Zachowanie si¢ ro§lin moze
by¢ opisywane na podstawie cirkumnutacyjnego ruchu organéw czg§ciowo autonomicznego
wzgledem wzrostu. Na podstawie przedstawionych przeze mnie wynikéw badan, cirkumnutacje
moglyby by¢ rozpatrywane jako czynnik wzrostu, a nie jedynie jego konsekwencja. Moje
badania wykazaly, ze cirkumnutacje nie s precyzyjnym markerem predkosci wzrostu, ale

raczej ztozonego zachowania roslin czgsciowo autonomicznego wzglgdem wzrostu.
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ZALEZNOSCI POMIEDZY POTENCJALAMI CZYNNOSCIOWYMI
I CIRKUMNUTACJAMI

Drugim gltéwnym celem moich badan zglaszanych jako osiagnigcie naukowe byto
ustalenie czy stonecznik moze generowa¢ wiele APs w odpowiedzi na dziatanie czynnikow
zewngtrznych oraz ustalenie ewentualnych zwiazkow APs z citkumnutacjami.

Potencjat czynno$ciowy u roslin, jego jonowy mechanizm i funkcja fizjologiczna sa
dobrze udokumentowane w literaturze (4, 6, 8, 13, 14, 34). Bierze on udziat w zamknieciu lisci
Mimosa pudica i liscia putapki Dionaea muscipula. Ponadto wykazano jego udziat w regulacji
elongacji (Luffa cilindrica), oddychania i zaptodnienia oraz ekspresji genow (4-8, 13, 32). Dla
gatunkow Conocephalum conicum, Lupinus angustifolius 1 Helianthus annuus zostaty okreslone
parametry i prawa pobudliwo$ci: prog pobudliwosci, okres refrakcji, reobaza, chronaksja,
prawo ,,wszystko albo nic” oraz drogi propagacji wzdhuz rosliny (4, 8, 13, 14, 47). Nastepnym
etapem w rozwoju elektrofizjologii roslin powinno byé¢ sprawdzenie, czy analogicznie jak u
zwierzat, u roslin rowniez istnieje kodowanie czestotliwosciowe (frequency coding) w oparciu o

APs (8).

Indukowane bodzcem serie APs

Serie APs zostaty wczesniej opisane u Conocephalum conicum, Arabidopsis thaliana,
oraz Helianthus annuus. Byly one zwykle wywotane bodzcem uszkodzeniowym oraz
wystepowaly na tle potencjalu wariacyjnego (8, 32, 48). Poniewaz udokumentowane w
literaturze stymulacje elektryczne wywotywaty tylko jeden AP, postanowitam sprawdzi¢
mozliwo$¢ wywolania wielu APs przez stymulacj¢ glutaminianem, ktory jest gloéwnym
neurotransmiterem w ukltadzie nerwowym. Stosunkowo niedawne odkrycie receptora
glutaminianu u ro$lin (38) dato dodatkowy impuls do badan nad znaczeniem glutaminianu dla
signalingu elektrycznego u roslin. Wczesniej w badaniach, w ktorych bralam udzial, zostaty
stwierdzone serie APs u ro$liny nizszej, watrobowca Conocephalum conicum, metoda
mikroelektrodowa (Krél i wsp. 2007).

Badania opisane w omawianej ponizej publikacji (P2) finansowane byly z funduszy
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (grant No. N301 464534). Celem pracy byta
charakterystyka pobudliwosci i cirkumnutacji po wstrzyknigciu roztworu glutaminianu do
lodygi trzytygodniowego stonecznika. W pracy wykorzystatam technik¢ zewnatrzkomorkowego
pomiaru potencjalu elektrycznego na catej roSlinie przez zastosowanie elektrod
chlorosrebrowych wktuwanych do todygi. Wyniki wykazatly serie APs i przejsciowe zmiany w
cirkumnutacjach wywolywane glutaminianem (P2). Eksperymenty te po raz pierwszy

wykazaty serie APs indukowane glutaminianem u rosliny naczyniowe;j.
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W tej pracy po raz pierwszy zostala zastosowana i opisana przeze mnie pionierska
metoda wstrzykiwania substancji aktywnej do ciala rosliny w okres§lonym miejscu todygi.
Okazata si¢ ona bardzo dobra metoda, umozliwiajaca badanie pobudzenia elektrycznego na
catych roslinach, dzigki czemu mozliwe bylo réwnoczesne obserwowanie cirkumnutacji.
Metoda ta, zostata rowniez wykorzystana w dalszych eksperymentach na siewkach stonecznika
w celu wykazania modulowania pobudzenia elektrycznego indukowanego glutaminianem przez
czynniki zewngtrzne (lit, stres solny i osmotyczny, w publikacjach P5 i P7) oraz wykazania
roznych jakos$ciowo serii APs po wstrzyknieciu innych substancji np. roztworéw KCI, NaCl,
wody destylowanej, lub D-sorbitolu (w publikacji P7). Metoda ta byta rowniez wykorzystywana
do aplikowania inhibitoréw kanaléw jonowych w badaniach nad oscylacjami potencjatu
elektrycznego w todydze stonecznika (Kurenda i wsp. 2014). Przeprowadzilam réwniez
porownanie skutecznosci podawania substancji przez wstrzyknigcie do hipokotyla a dodaniem
jej do pozywki w hydroponiku. W badaniach, w ktoérych zastosowatam chlorek litu, sprawdzono
efekt dziatania litu po wstrzyknigciu i pordwnano go z efektem uzyskanym przez dhugotrwata
ekspozycje na lit w pozywce w uprawie hydroponicznej (PS). Wyniki wykazaly, ze aplikacja
litu przez wstrzyknigcie do hipokotyla stonecznika przynosi podobny efekt jak podanie litu w
pozywce w hydroponiku. Podsumowujac, wprowadzona metoda iniekcji substancji aktywnej
jest skuteczna, podobnie jak dodanie substancji do pozywki.

Indukowane glutaminianem serie APs miaty bardzo wysoka powtarzalno$¢ i zostaty
scharakteryzowane za pomoca takich parametréow jak czas trwania serii (min), liczba APs w
serii i predko$é propagacji APs (cm min™'). Parametry serii APs zalezaly od stezenia
roztworu glutaminianu. W pracy wykazano, ze najbardziej efektywnym stgzeniem
glutaminianu byto stezenie 50 mM (6-7 APs w serii), natomiast 200 mM i 5 mM wywolywalo
mniej APs (3-4 APs w serii). Pokazana zostala mozliwos$¢ propagacji APs na odleglos¢ 20-25
cm w kierunku akropetalnym, basipetalnym oraz akropetalnym i basipetalnym réwnoczesnie,
nawet podczas jednej serii. Podanie 50 mM glutaminianu wywotywalo serie APs u ponad 75%
roslin. Poniewaz udokumentowane w literaturze stymulacje elektryczne wywolywaly tylko
jeden AP, podanie glutaminianu okazalo si¢ by¢ dobrym, alternatywnym sposobem
wywolywania kilku APs, a zarazem dobra, wystarczajaco wystandaryzowana metoda do
studiowania problemu liczby pojawiajacych si¢ APs w zalezno$ci od rodzaju i sily bodzca
u roslin (P5, P7).

Eksperymenty te ujawnity, ze w todydze stonecznika funkcjonuje dlugodystansowy
signaling elektryczny z udziatlem APs i glutaminianu. Pokazuje to, ze glutaminian bedacy
najwazniejszym  neurotransmiterem  zaangazowanym w  mechanizmy  aktywnosci
neuromotorycznej zwierzat zar6wno wywoluje APs jak i wplywa na cirkumnutacje, czyli
endogenng aktywnos$¢ motoryczng stonecznika. W opisywanej publikacji (P2) stwierdzono, ze
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podanie 20 pl 50 mM glutaminianu u podstawy todygi stonecznika hamowato predkosé
cirkumnutacji o 40-60% na okres okoto 5 godzin. Istotne bylo to, Ze bodziec podany u podstawy
lodygi wywolywal APs, ktore propagowaly si¢ wzdluz todygi, a odpowiedZ w postaci
zahamowania cirkumnutacji (effector response) nastgpowala w obszarze strefy motorycznej,
oddalonej o okoto 12 cm od miejsca podania bodzca.

Problem udziatu glutaminianu i elementéw glutaminianergicznych w signalingu
elektrycznym i cirkumnutacjach ro$lin zostal przedstawiony w nastepnej mojej publikacji P3
majacej charakter pracy przegladowej. Przeprowadzone przeze mnie analizy teoretyczne
wskazaly, ze sktadniki systemu glutaminianergicznego moga posredniczy¢ w powstawniu APs i
zmianach w cirkumnutacjach wywotanych przez bodziec srodowiskowy.

Jak wykazano w pracy P2, trzytygodniowe rosliny slonecznika uprawiane w glebie
generuja rozna liczbg APs po wstrzyknigciu glutaminianu. Nast¢pna seria dos§wiadczen miata na
celu sprawdzenie, czy siewki slonecznika uprawiane w hydroponiku réwniez reaguja na
glutaminian oraz czy zastosowanie litu (P5) i stresu solnego oraz osmotycznego (P7) moduluje
te¢ aktywno$¢. Uprawa w hydroponiku daje mozliwo$¢ aplikowania substancji aktywnych
dokorzeniowo, a dobrze rozpuszczalny w wodzie chlorek litu, jako neuroprotektor, byt
potencjalnie bardzo dobra substancja, aby sprawdzi¢ mozliwo$¢ zmian pobudliwos$ci siewek po
jego aplikacji. U roslin stosuje si¢ dawki chlorku litu od stgzen mikromolowych do 100 mM.
Wyniki potwierdzily moje zalozenie. Aplikowanie chlorku litu o stezeniu 40 i 60 mM
wydluzalo serie APs indukowane glutaminianem. Zwigkszata si¢ zaréwno liczba APs
($rednio z 4 do 11 na serig) oraz czas trwania serii (z ok. 10 do 30 min). Wyniki byty identyczne
po wstrzyknigciu chlorku litu do hipokotyla oraz przez podanie go dokorzeniowo w pozywce
hydroponicznej. Dla poréwnania, po traktowaniu siewek silnym stresem solnym (160 mM KCl
lub NaCl) serie wywotane glutaminianem byly zahamowane z $rednio 10 APs na seri¢ do 2-3
APs na seri¢ (wyniki przedstawione w publikacji P7). Serie APs wywotane glutaminianem byly
hamowane w silnym stresie solnym (2-3 APs na serig), ale nie w tagodnym stresie solnym i
stresie osmotycznym (5-10 APs na serig). Przedstawiono tu po raz pierwszy modulacje
pobudzenia elektrycznego wywolanego glutaminianem przez zasolenie. Stres osmotyczny nie
zmienial serii APs indukowanych glutaminianem.

W pracach P2, P3, P5, i P7 przedstawitam istnienie signalingu glutaminianergicznego u
ro$lin oraz wykazalam zdolno$¢ egzogennego glutaminianu do wywolywania serii APs i
mozliwo$¢ modulacji ich przez aplikacjg litu i stresu solnego u stonecznika. U ro$lin istnieje
zatem przekaznictwo glutaminianergiczne i moze ono by¢ modulowane przez warunki
odzywcze (stezenie litu, potasu, sodu), w ktérych ro§lina rosnie. Wydaje si¢ zatem, ze
glutaminian, kluczowy ,uczestnik” metabolizmu azotu u roslin, uczestniczy roéwniez w
signalingu elektrycznym opartym na APs. Badania tego typu w przysztosci pozwola lepiej
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zrozumie¢ zasady nawozenia mineralnego roslin, w tym szczegdlnie wazne w ogrodnictwie
zalezno$ci pomigdzy nawozeniem potasowym i azotowym. Badania te rzucaja roéwniez
dodatkowe $wiatlo na signaling elektryczny zwiazany z uszkodzeniem rosliny. Mozna przyjac,
ze pojawianie si¢ APs po uszkodzeniu rosliny (32, 33) jest wynikiem dziatania glutaminianu,
ktory podczas uszkodzenia wydostaje si¢ z komoérek do apoplastu i dziata na znajdujace si¢ w
btonie komoérkowej receptory glutaminianu. Badania te sa réwniez istotne dla problematyki
signalingu zwiazkéw azotu zawartych w glebie, ze szczeg6lnym uwzglednieniem mozliwosci
wykorzystywania aminokwasow znajdujacych si¢ w glebie jako zrodta azotu (36, 37).

W publikacji P2 wykazatam, ze wstrzyknigcie glutaminianu do hipokotyla i todygi
stonecznika wywoluje jakosciowo zréznicowane serie APs, ale podobne serie moga by¢
rowniez wywolane przez aplikacj¢ innych roztwordow np. wstrzyknigcie hiperosmotycznego
roztworu NaCl lub KCl lub wstrzyknigcie wody destylowane;j. Serie takie zostaly przedstawione
w publikacji P7. Zaprezentowalam w niej serie sktadajace si¢ z 3 do 24 APs propagujacych si¢
wzdhuz todygi na odlegtos¢ ok. 15 cm. Na przyktad wstrzyknigcie 250 mM KCl wywotywato
nawet kilkanascie APs, natomiast po wstrzyknigciu 250 mM NaCl brak bylo APs. To
doswiadczenie wykonane na calej roslinie potwierdza zréznicowane dzialanie jonow potasu i
sodu wykazane wczesniej metoda patch-clamp 1 mikroelektrodowa. W pracy tej, rowniez po raz
pierwszy, ujawniono istnienie APs wywotanych osmotycznie i propagujacych si¢ wiele
centymetrow wzdtuz todygi.

Podsumowujac, zlokalizowane podanie bodzca tj. wstrzyknigcie ré6znych substancji o
roznych stezeniach u podstawy hipokotyla lub todygi indukuje r6zna liczbg¢ APs, ktére z r6zna
skutecznos$cia propaguja si¢ wzdhuz organu. Dodatkowo zostal tu réwniez potwierdzony
uniwersalny charakter sygnatu, jakim jest AP, poniewaz wiele réoznych czynnikéw wywoluje
taki sam AP. Przedstawiona powyzej mozliwo$¢ wywolywania wigkszej lub mniejszej liczby
APs 1 sposob ich analizy jest dobra podstawa metodyczna do dalszych badan nad problemem

kodowania czgstotliwo$ciowego u roslin.

Ultradialne serie spontanicznych APs i cirkumnutacje

U roslin, oprocz APs wywotanych bodzcem (np. elektrycznym, $wietlnym,
mechanicznym, temperaturowym lub substancjami chemicznymi), istnieja jeszcze spontaniczne
APs (SAPs) opisane po raz pierwszy u stonecznika przez Zawadzkiego i wsp. w 1995 roku (49)
w Zakladzie Biofizyki oraz pozniej przez Macedo i wsp. u pomidora (50). Spontaniczne APs to
APs, ktorych bezposrednia przyczyna nie jest obecnie znana.

W serii eksperymentéw przedstawionych w nastepnej publikacji P6 wchodzacej w
sktad osiagnigcia naukowego badatam wystgpowanie SAPs, a takze ich zwiazek z
cirkumnutacjami todygi u trzytygodniowego stonecznika w roznych warunkach o$wietlenia.
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Kazdy pomiar trwal trzy doby. Zastosowatam fotoperiod §wiatto/ciemnos¢ 16/8 godz., ciagte
o$wietlenie (25-40 pmol m™ s) oraz ciagle bardzo stabe oswietlenie (5 pumol m? s™). W
eksperymentach tych oprocz swobodnie cirkumnutujacych roslin przebadano roéliny z
unieruchomionymi todygami. Ogdlnie, dlugos¢ i okres cirkumnutacji, jak rowniez liczba SAPs
roznily si¢ w zalezno$ci od warunkéw swietlnych. Cirkumnutacje byly bardzo intensywne lub
nawet calkowicie zatrzymane. W fotoperiodzie $wiatto/ciemno$¢ rosliny cirkumnutowaty w
rytmie dobowym oraz pojawialy si¢ liczne SAPs, szczeg6lnie w okresie ciemno$ci. W pracy tej
po raz pierwszy zastosowatam sformulowana przeze mnie nowa miarg pobudliwosci tj. liczbe
SAPs w ciagu doby u jednej ro§liny. Wykazatam, ze liczba ta moze sig¢ r6zni¢ u roslin
poddawanych roéznym warunkom $wietlnym oraz u roslin swobodnie cirkumnutujacych i
unieruchomionych. Obserwowane byly SAPs o amplitudzie 5-60 mV, trwajace ok. 1 minuty i
propagujace si¢ z predkoscia 8-19 cm min™. Swobodnie cirkumnutujgce rosliny mialy dwa
razy wiecej SAPs (10 SAPs/24h/roslin¢) niz rosliny unieruchomione (5 SAPs/24h/rosling), a
interwal pomiedzy kolejnymi APs wydluzal si¢ dwukrotnie (z ok. 120 min do ok. 240 min).
Wiyniki te sugeruja, ze cirkumnutacje zwi¢kszaja liczbe¢ SAPs u stonecznika.

Dla uniknigcia zaburzen cirkumnutacji (P1) i wywolania AP zaciemnieniem lub
o$wietleniem (6) zastosowano ciaglte o$wietlenie. Przeprowadzono seri¢ do$wiadczen z
zastosowaniem bardzo stabego o$wietlenia imitujacego pochmurny dzien lub przedtuzajace si¢
zacienienie ro$liny. Po eksperymencie z trzydniowym niedoborem S$wiatla rosliny byly
przetrzymywane w komorze wegetacyjnej, gdzie przeszly typowy rozwoj wegetatywny oraz
zakwitly. To wskazywato, ze zastosowany stres niedoboru $wiatla miescit si¢ w zakresie
tolerancji fizjologicznej stonecznika. W ciaglym bardzo stabym os$wietleniu, cirkumnutacje byly
stabe i nieregularne, a SAPs wystgpowaty ale nie wykazywaly rytmu dobowego. Liczba SAPs
wynosita 4-5 SAPs/24h/rosling i byla taka sama u roslin swobodnie cirkumnutujacych oraz
unieruchomionych. W tych warunkach wystgpowaly dwa rodzaje serii SAPs: ultradialne serie
dlugodystansowych SAPs propagujace si¢ ok. 20-35 cm wzdtuz todygi oraz serie lokalnych
SAPs propagujace si¢ ok. 5 cm wzdhluz lodygi i trwajace ok. 1 godziny o interwale 3-4 min
pomigdzy kolejnymi APs. Serie lokalnych SAPs pojawialy si¢ najcze$ciej podczas braku
cirkumnutacji w ciagu trzeciej doby pomiaru. Liczba APs w takich seriach skorelowana byta z
czasem trwania serii, co $wiadczy o pewnej stalej czgstotliwosci SAPs. Te lokalne serie
przypominaty serie otrzymywane po wstrzyknigciu glutaminianu, KCI czy D-sorbitolu opisane
w pracach P2, PS5 i P7 przedstawionych powyzej. By¢ moze endogenne zasoby glutaminianu
lub inne czynniki endogenne np. lokalne zmiany st¢zenia jonéw lub naprgzenia tkanek rowniez
moga wywotywac serie APs.

Najciekawszym wynikiem przedstawionym w prezentowanej pracy (P6) byla

obserwacja, ze SAPs pojawiaja si¢ w seriach w rytmie ultradialnym, a interwal pomiedzy
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kolejnymi SAPs wynosil ok. 160 minut i byl taki sam jak okres cirkumnutacji w tych
warunkach. We wszystkich zastosowanych warunkach $wietlnych wigcej SAPs propagowato
si¢ w kierunku basipetalnym (ok.75%) niz akropetalnym (25%). SAPs propagujace si¢ w obu
kierunkach zdarzaty si¢ sporadycznie. Szczegétowe dane na temat serii SAPs i kierunku
propagacji kazdego APs u poszczegdlnych rosélin umieszczono w tabelach w materiatach
dodatkowych zataczonych do publikacji. Dane te moga zosta¢ jeszcze raz wykorzystane do
analiz w poszukiwaniu powtarzalnych sekwencji APs, ktére potencjalnie moglyby stanowic
pewien kod informac;ji.

W nastepnej serii doswiadczen przedstawionych w pracy P7 sprawdzitam zmiany w
pobudliwosci elektrycznej siewek stonecznika poddanych stresowi osmotycznemu i solnemu.
Obecnos¢ jonow K', CI' i Na' jest kluczowa dla utrzymania potencjatu spoczynkowego
komorki. W pracy tej po raz pierwszy wykazatam, ze rosnace w uprawie hydroponicznej siewki
stonecznika generowaly SAPs. Ich amplitudy i predko$¢ propagacji byly podobne jak u
trzytygodniowych ro$lin slonecznika i pomidora uprawianych w doniczkach z gleba.
Obserwacja ta stwarza nowe perspektywy dla badan, w ktorych bedzie mozna modyfikowac
sktad pozywki w celu otrzymania bardziej pobudliwych fenotypoéw stonecznika lub innych
gatunkow roslin. W pracy tej po raz drugi z sukcesem wykorzystalam wprowadzona przeze
mnie nowa miar¢ pobudliwos$ci tj. liczbg SAPs w ciagu doby u jednej ro$liny. Wykazatam
endogenna spontaniczna impulsacj¢ siewek stonecznika, ktéra moze by¢ modulowana przez
sktad pozywki. W publikacji scharakteryzowatam liczbe, predkos¢ i kierunek propagacji SAPs.
Spontaniczne APs propagowaty si¢ akropetalnie lub basipetalnie z predkoscia 12-20 cm min.
Liczba SAP wzrastala 2-3 krotnie (7-10 SAPs/24h/roSling) w lagodnym stresie solnym w
poréwnaniu do liczby SAP w kontroli i silnym stresie solnym (3-4 SAPs/24h/rosling).
Wzmozenie spontanicznej impulsacji u siewek stonecznika w tagodnym stresie solnym jest
bardzo obiecujacym zjawiskiem do dalszych badan. Procentowy rozktad propagowania sig
SAPs w kierunku basipetalnym (75%) i akropetalnym (25%) byt taki sam we wszystkich
zastosowanych wariantach eksperymentéw. Szczegdlnie ciekawe bylo to, ze 75% APs
propagowalo si¢ w kierunku basipetalnym podobnie jak u trzytygodniowego stonecznika, co
przedstawitam w pracy P6. Analiza kierunku propagowania si¢ SAPs moze wnosi¢ nowa
wiedze na temat znaczenia sygnatéw elektrycznych w zyciu roslin. Sygnaly te, propagujac si¢ w
kierunku akropetalnym (od korzeni w kierunku lisci i wierzchotka wzrostu), moglyby nie$¢ inng
informacje niz sygnaly propagujace si¢ w kierunku basipetalnym (od lisci 1 wierzchotka wzrostu
w kierunku korzeni).

To nowe podejScie do okreSlania pobudliwo$ci elektrycznej siewek jako liczby
SAPs u jednej rosliny w podczas jednej doby dla powoli cirkumnutujacego hipokotyla jest
uzasadnione. Powolnym ruchom cirkumnutacyjnym towarzysza serie SAPs o niskiej
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czestoSci (1-45 SAPs/24h/roS$ling). Istnieje wigc endogenna impulsacja elektryczna o
bardzo niskiej ultradialnej czestotliwosci u siewek stonecznika, ktéra mozna by traktowaé
jako specyficzng (dla warunkéw zewnetrznych lub dla danego osobnika) sygnature
elektryczng (kodowanie informacji w oparciu o czestotliwos¢).

Opracowatam roOwniez nowy sposOb  prezentacji  oryginalnych  zapisow
elektrofizjologicznych dokumentujacy ultradialne SAPs wystepujace podczas jednej doby,
przedstawione na filmie zalaczonym jako material dodatkowy do publikacji P7 (Video 2). Taki
sposob przedstawiania dobrze dokumentuje pojawiajace si¢ SAPs i moze by¢ réwniez
wykorzystywany jako tatwy do prezentacji material pogladowy i dydaktyczny (nawet na
smartfonie).

Zaburzenia trajektorii cirkumnutacji. Potencjal czynno$ciowy odgrywa kluczowa role
w transdukcji bodzca srodowiskowego na odpowiedz efektora. Najlepiej poznanym przyktadem
roli AP w wywotywaniu efektu u roélin jest przyktad zamknigcia putapki u Dionaea muscipula
oraz zgigcia liScia u Mimosa pudica. Dane literaturowe wskazuja, ze w ruchach roslin takich jak
tropizmy, nastie i nutacje udzial maja dlugo trwajace zmiany elektryczne typu ultradialne
oscylacje 1 potencjat wariacyjny (Kurenda i wsp. 2014, Stolarz i wsp. 2003). Ruchy organow
ros$linnych (nastie i tropizmy) sa sposobem adaptacji rosliny do zmieniajacych si¢ warunkéw
srodowiskowych, w tym do zmiany o$wietlenia (fotonastie i fototropizm). Stonecznik znany jest
rowniez z ruchéw $ledzacych potozenie Stonca (20). Ponadto reaguje on zaburzeniami
cirkumnutacji po zaciemnieniu i o$wietleniu (P1) jak rowniez wykazuje rytm dobowy i
cirkadialny cirkumnutacji (27, 23). Czy jest mozliwy udziat APs w regulacji ruchow
cirkumnutacyjnych? Kluczowa dla catosci moich badan byla obserwacja, ze trajektorie
cirkumnutacji moga by¢ regularne badz nieregularne w zaleznos$ci od warunkéw swietlnych, co
przedstawitam w publikacji P6 oraz na filmach zawartych w materiatach dodatkowych (Video
1-8). Przy zastosowaniu ciagtego oswietlenia wszystkie rosliny cirkumnutowaty intensywnie, a
trajektorie ich cirkumnutacji byty regularnymi elipsami oraz cechowat je catkowity brak SAPs.
Wskazuje to jednoznacznie na to, ze APs nie sa niezbgedne do generowania cirkumnutacji. Nie
wyklucza to jednak mozliwosci, ze jezeli APs sa obecne, to moga one by¢ powiazane z
cirkumnutacjami. W ciaglym ale bardzo stabym o$wietleniu obserwowano nieregularne
trajektorie cirkumnutacji, ktérym towarzyszyly liczne SAPs. Zdarzaly si¢ sytuacje, rowniez
przedstawione na filmach, ze po pojawieniu si¢ akropetalnie propagujacego si¢ SAPs,
obserwowano zmiane¢ kierunku cirkumnutacji lodygi. AKkropetalnie propagujacym sie
SAPs  towarzyszyly rdéwniez ruchy torsyjne polegajace na gwaltownym
drgni¢ciu/skreceniu todygi o ok. 2-4 mm na tle powolnego ruchu cirkumnutacyjnego, co
roOwniez przedstawitam na filmach. Spontaniczne APs pojawialy si¢ roéwniez podczas
catkowitego zatrzymania si¢ cirkumnutacji, co $wiadczy o tym, ze cirkumnutacje nie sa
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konieczne do wywotania APs, a ich zrodto jest endogenne. Nie wyklucza to jednak sytuacji, ze
podczas wystgpowania cirkumnutacji moga one by¢ regulowane przez pojawiajace si¢
endogennie APs. Publikacja P6 zawiera materialy dodatkowe w postaci oSmiu filmow
dokumentujacych nieregularnos$ci, zmiany Kierunku trajektorii cirkumnutacji i ruchy

torsyjne.

ROZWOJ METODY ANALIZY CIRKUMNUTACJI

Ostatnio, dzigki rozwojowi informatyki i technik analizy obrazu, pojawily sig
publikacje prezentujace rézne oprogramowania do analizy np. wzrostu, rozwoju korzeni,
pomiarow liSci i oceny ksztaltu rozetowatego ulistnienia (/2, 57). Dla wsparcia badan nad
cirkumnutacjami opracowalam nowe oprogramowanie do czaso-przestrzennej analizy
cirkumnutacjii nazwane Circumnutation Tracker (CT) opublikowane w pracy P4. Utworzylam

strong internetowa (Www.circumnutation.umecs.lublin.pl), na ktoérej program jest prezentowany i

moze by¢ pobrany wraz z napisana przeze mnie instrukcja obstugi i plikami demonstracyjnymi i
ktorej czes¢ stanowi integralny element publikacji P4. Program jest dostgpny do swobodnego
uzytku dla naukowcow i studentow oraz wszystkich zainteresowanych ta tematyka. Program CT
W sposob istotny ulatwia 1 przySpiesza analiz¢ cirkumnutacji. Badacze szeroko
rozpowszechnionych wsrod roslin cirkumnutacji uzyskali w ten sposob pierwsze informatyczne
narzgdzie typu open source do analizy wystandaryzowanych parametrow cirkumnutacji w
odniesieniu do kierunkéw geograficznych i mozliwe do zastosowania przy opracowywaniu
cirkumnutacji réznych gatunkow ro$lin. Badanie cirkumnutacji zmierza do ustalenia ich
wewngtrznego mechanizmu oraz udziatu ultradialnego i dobowego oscylatora oraz jest istotne
przy badaniu heliotropizmu, mechanizmu odpowiedzi grawitropowych i zjawiska prawo- i
lewoskretnosci u roslin. Program CT zastosowany wraz z innymi technikami badawczymi moze
by¢ dobrym narzedziem do badan nad grawitropizmem, zegarem biologicznym i transportem
membranowym, to jest procesami zaangazowanymi w mechanizm cirkumnutacji.

W omawianej publikacji (P4) przedstawitam metode analizy parametrow cirkumnutacji
na podstawie analizy ruchéw hipokotyli dwudziestu stonecznikéw rosnacych w hydroponiku.
Zostaly przedstawione wymagania sprz¢towe i sposob pobrania oprogramowania. Nastgpnie,
opisatam og6lny sposéb pracy w CT oraz szczeg6dly dotyczace plikow zrodtowych, sposobow
kalibrowania mierzonego czasu i przestrzeni, korekcje¢ perspektywy i odniesienie do kierunkow
geograficznych. Przedstawione zostaly zalety odniesienia pomiarow do kierunkow
geograficznych i morfologii rosliny. Nastgpnie opisatam procedure rgcznego zbierania
wspotrzednych x iy oraz sposdb automatycznego okreslania parametrow cirkumnutacji. Zostaty
podane tez definicje poszczegdlnych parametrow cirkumnutacji, ktére sa podstawa dla pracy
nad cirkumnutacjami i ktére pozwalaja na wysoka precyzjg podczas badan. Okreslone zostaly
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rowniez pliki wyjsciowe i mozliwe sposoby prezentacji otrzymanych wynikow. Wszystkie
mozliwosci oprogramowania C7 zaprezentowatlam za pomocag plikow demonstracyjnych.
Dziatanie programu przedstawitam na przykladzie analizy cirkumnutacji siewek stonecznika
rosnacych w kulturze hydroponicznej w wodzie destylowanej i pozywce w odniesieniu do ich
morfologii. Ruchy cirkumnutacyjne siewek zostaly tez przedstawione na demonstracyjnym
filmie time-lapse dolaczonym do publikacji. Publikacja ta przedstawia mozliwosci
wykorzystania szybko rozwijajacej si¢ techniki cyfrowego rejestrowania obrazu do badania
ruchow ro$lin. Jest to jedyne do tej pory oprogramowanie do analizy ruchow
cirkumnutacyjnych. Przedstawione oprogramowanie moze by¢ wykorzystywane przez rézne
nisko-budzetowe systemy filmujace w trybie time-lapse. W efekcie wyniki opublikowane w
pracy P4 maja znaczenie praktyczne. Obecnie CT jest wykorzystywany w badaniach i podczas
przygotowywania prac magisterskich w Zaktadzie Biofizyki. CT byt wykorzystywany podczas
opracowywania wynikow przedstawionych w pracach P6 i P7. Publikacja P4 zostata
zacytowana przez trzech badaczy. CT figuruje rowniez jako narzedzie na bioinformatycznych

platformach: Plant Image Analysis (51) oraz OMICTools (52).

Najwazniejsze wyniki zawarte w monotematycznym cyklu prac:

Wykonanie pionierskiego oprogramowania Circumnutation Tracker. CT jest przydatnym
narzedziem standaryzujacym 1 przyspieszajacym opracowywanie i analize¢ parametrow
cirkumnutacji. Zastosowanie C7 i nieinwazyjnej metody filmowania w interwale pozwala na
prowadzenie badan cirkumnutacji zgodnie z jednym z najnowszych trendow w biologii, jakim
jest badanie zachowania si¢ roslin. Program stanowi réwniez materiat zrodlowy dla innych
badaczy, a w przysztosci mozna go rozwijac i doskonali¢ az do wersji w pelni automatyczne;.

Opracowanie niestosowanej do tej pory w zadnym laboratorium metody ciaglego,
wielodniowego, rdéwnoczesnego pomiaru zmian potencjatu elektrycznego i cirkumnutacji na
catych ro$linach. Pomiary sa nieinwazyjne lub maloinwazyjne. Szeroka skala czasowa
pomiaréw (co najmniej trzy doby) pozwolita mi na wprowadzenie nowego parametru
okreslajacego pobudliwo$¢ ro§lin tj. liczbe SAPs w ciagu doby u jednej rosliny
(SAPs/24h/roslina). Analizie podlegat nie jeden AP uzyskany po podaniu bodzZca, ale rézna ich
liczba, od 1 do 45 na dobg, zmieniajaca si¢ w zaleznosci od osobnika lub warunkow
srodowiskowych. Jest to dobra podstawa metodyczna do dalszych badan nad kodowaniem
czestotliwosciowym 1 rola APs u roS§lin. Wprowadzitam rowniez nowa metode
dokumentowania oryginalnych zapisow elektrofizjologicznych SAPs na filmie (Video 2, P7).

Odkrycie, ze wolno cirkumnutujace hipokotyle i lodygi slonecznika generuja rytm SAPs o

niskiej ultradialnej czestotliwo$ci. Po raz pierwszy wykazalam, Ze oprécz ultradialnego
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powolnego rytmu cirkumnutacji istnieje ultradialny powolny rytm SAPs. Interwal
pomiegdzy kolejnymi SAPs jest taki sam jak okres cirkumnutacji i wynosi 2-3 godziny.
Wykonanie charakterystyki spontanicznych serii lokalnych APs o wysokiej czgstotliwosci (1
AP co 3-4 minuty) i ultradialnych serii dlugodystansowych APs (1 AP co 2-3 godziny).
Odkrycie i scharakteryzowanie spontanicznych APs u siewek stonecznika rosnacych w
kulturach hydroponicznych. Wykazalam, ze odpowiednia modyfikacja pozywki w kulturze
hydroponicznej moze zmienia¢ spontaniczne i indukowane glutaminianem pobudzenia
uzyskane na catych siewkach. Badanie pobudliwosci roslin uprawianych na odpowiednio
dobranych pozywkach daje nowe mozliwosci przyszlych badan elektrofizjologicznych.

W warunkach fotoperiodu $wiatto/ciemnos¢ swobodnie cirkumnutujace rosliny sltonecznika
generuja ok. dwa razy wigcej SAPs niz ro§liny unieruchomione, zatem -cirkumnutacje
zwigkszaja liczb¢ SAPs u stonecznika.

Liczba spontanicznych pobudzen jest zalezna od warunkow zewngtrznych. Wykazatam
catkowity brak SAPs u siewek rosnacych w wodzie destylowanej i D-sorbitolu, a zwigkszona
ich liczbe i1 predkos$¢ propagacji w lagodnym stresie solnym. Ujawnitam takze zwigkszong
liczbe SAPs/24h/ros§ling podczas niedoboru $wiatla u trzytygodniowego stonecznika.
Pojawianie si¢ SAPs bylo wywotane stresem niedoboru $wiatta, poniewaz w lepszych
warunkach $wietlnych SAPs nie wystgpowaty. Pojawianie si¢ SAPs i zmiany cirkumnutacji
towarzysza adaptacji roslin stonecznika do warunkéw srodowiska.

Spontaniczne APs towarzysza nieregularnosciom cyrkumnutacji. Udokumentowatam, rowniez
na filmach, ze po przejsciu akropetalnie propagujacego si¢ AP nastgpowata zmiana kierunku
cirkumnutacji lodygi. Akropetalnie propagujacym si¢ SAPs towarzyszyly rowniez ruchy
,torsyjne”.

Zahamowanie cirkumnutacji u siewek rosnacych w wodzie destylowanej i D-sorbitolu, a ich
wysoka intensywno$¢ w tagodnym, a nawet w silnym stresie solnym, podkresla znaczenie
obecnosci jonow potasu, sodu i chloru dla cirkumnutacji. Wskazuje to réwniez na shusznosé
przedstawionego przeze mnie elektrofizjologicznego modelu cirkumnutacji (Stolarz 2009).
Zastosowanie nowej metody wstrzyknigcia do todygi lub hipokotyla stonecznika substancji
neuroaktywnych do badan nad pobudliwoscia elektryczna i motoryka catych roslin.
Glutaminian indukuje serie APs i przejsciowo hamuje cirkumnutacje.

Lit wydluzal, a silny stres solny znacznie hamowat serie APs wywotane glutaminianem.
Signaling elektryczny u roslin moze zatem by¢ modulowany przez warunki $rodowiskowe, a
ujawnia si¢ to w zmienionej liczbie pojawiajacych si¢ APs.

Chlorek potasu, woda destylowana, i D-sorbitol, ale nie chlorek sodu, indukuja serie APs.
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e Zrbéznicowane pod wzgledem liczby APs odpowiedzi na bodzce wskazuja, ze podobnie jak u
zwierzat, rOwniez u ro$lin moze istnie¢ sygnatura czestotliwo$ci APs. Dodatkowo réwniez
rézna liczba SAPs w roznych warunkach o$wietlenia, osmotycznosci i zasolenia pozywki
wskazuje na potencjalna role¢ APs w kodowaniu informacji. Wykazatam mozliwo$é
wystepowania wielu APs w réznych odstgpach czasowych. Moje dwie ostatnie prace
przyczynity sie¢ do potwierdzenia istnienia SAPs u roslin i wykazaly, ze jest to zjawisko
powtarzalne i nie tak ,,kaprysne” jak si¢ wcze$niej wydawato (49).

¢ Otrzymanie fenotypow stonecznikdéw o nizszej i wyzszej liczbie generowanych APs. Rowniez u
roslin pobudliwo$¢ jako zdolno$¢ do generowania APs moze wyrazac si¢ mniejsza lub wigksza
liczba APs pojawiajacych si¢ po podaniu bodzca w zaleznosci od jego jakosci. Otrzymatam
fenotypy stonecznika rézniace si¢ od siebie stopniem pobudliwo$ci w warunkach stabego
swiatla, po traktowaniu litem, w warunkach stresu solnego i osmotycznego.

e (Qpracowanie nowego parametru opisujacego cirkumnutacje z uwzglednieniem dtugosci
hipokotyla tj. intensywnos¢ cirkumnutacji.

e Wykazanie ze $§wiatlo, lit, stres osmotyczny i solny inaczej wptywaja na cirkumnutacje, a
inaczej na wzrost. Cirkumnutacje moga by¢ zahamowane zanim jeszcze wzrost zostanie
zahamowany np. po oswietleniu rosliny oraz zastosowaniu 40 mM chlorku litu oraz odwrotnie:
wzrost moze by¢ zahamowany (stres solny i chlorek litu), ale nie cirkumnutacje. Intensywno$¢
wzrostu 1 cirkumnutacje sa czgsciowo od siebie niezalezne, a zmiany cirkumnutacji moga by¢

raczej precyzyjnym markerem zachowania sig ro$lin, a nie wzrostu.
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Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

Réwnolegle do przedstawionych powyzej badan, ktore wchodza w sktad osiagnigcia

naukowego, uczestniczylam w pracach badawczych, ktorych wyniki znajduja si¢ w

publikacjach, ktorych jestem wspotautorem. Tematyka tych prac obejmowata: cirkumnutacje,

zjawisko oscylacji potencjatlu elektrycznego, i wystgpowanie APs u réznych gatunkéow roslin

(Conocephalum conicum, Dionaea muscipula, Arabidopsis thaliana), w tym réwniez u ro$lin

migsozernych i roslin zyjacych w symbiozie z bakteriami z grupy Rhizobium (Medicago

truncatula).

Cirkumnutacje sa szeroko rozpowszechnione wsrod roslin i jest to jeden z powodow,

dla ktorego zajetam si¢ badaniem tego zjawiska. Cirkumnutuja hipokotyle, koleoptyle, todygi,
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pedy, szyputki kwiatowe, wasy, liscie i korzenie bardzo wielu gatunkéw roslin. Cirkumnutacje
u roznych gatunkow roslin szeroko opisat Karol Darwin w swoim dziele The Power of
Movement in Plants w roku 1880 (/). Dla lepszego zrozumienia roli cirkumnutacji i APs we
wzrosécie stonecznika, moje zainteresowania badawcze ukierunkowane byly na ogdlny opis
zjawiska cirkumnutacji oraz jego podstawy komodrkowe i molekularne. W swojej pracy
przegladowej (Stolarz, 2009) przedstawitam cirkumnutowanie jako widoczna endogenna
aktywnos$¢ i odpowiedz motoryczna rosliny. Cirkumnutacje to zjawisko ztozone, w ktéorym
uczestnicza procesy wzrostowe, procesy komunikacji miedzykomorkowej oraz zegar
biologiczny ultradialny i dobowy. W jednym zintegrowanym opisie, przedstawiona zostata rola
kanaléw jonowych, akwaporyn, syntazy celulozowej, zmian turgoru i zmian potencjatu
membranowego w mechanizmie cirkumnutacji. W przedstawionym przeze mnie
elektrofizjologicznym modelu cirkumnutacji znane dla poduszeczek i komoérek szparkowych
sekwencje przepltywoéw jonowych zostalty zaadoptowane do mechanizmu cirkumnutacji.
Zaprezentowany w pracy hipotetyczny elektrofizjologiczny mechanizm cirkumnutacji byt
podstawa teoretyczna dla moich badan.

Szczegoblnie intrygujaca jest rowniez funkcja cirkumnutacji w zyciu ro§lin. Jest ona
oczywista u roslin pnacych, ktére w ten sposob poszukuja podpory jak podkreslal K. Darwin w
swoim dziele o ruchach roslin (/). Znane sa roéwniez nowsze ekologiczne badania na Lonicera
japonica (Thunb.) dotyczace znaczenia cirkumnutacji dla ekspansji i zajmowania nowych
terendw w Srodowisku (53). Wiekszo$¢ ro$lin nie jest ro$linami pnacymi, a jednak
cirkumnutuje. Wytlumaczeniem funkcji tego ruchu w zyciu rosliny jest teoria Engelmanna i
Johnnssona (2), wedlug ktorej cirkumnutacje zapewniaja stabilno$¢ hipokotyla podczas
elongacji. Jednoczes$nie w literaturze relacje ze wzrostem nie sa jednoznacznie opisane. Moje
pozniejsze prace (P1, P6, P7) przyczynily si¢ do lepszego opisania relacji cirkumnutacji ze
wzrostem 1 stwierdzenia, Ze nie zawsze szybkiemu wzrostowi towarzysza intensywne
cirkumnutacje oraz ze nie zawsze wraz z zahamowaniem wzrostu maleja cirkumnutacje.
Zjawisko cirkumnutowania u roslin jest doskonatym modelem do badan zachowania sig roslin i
dla Dbiologii systemowej. Przedstawiana praca przegladowa (Stolarz, 2009) zostata
opublikowana w czasopismie mi¢dzynarodowym, jest wiele razy cytowana, w tym w
najlepszych czasopismach biologicznych, co potwierdza aktualno$¢ podjetego problemu.
Autorzy chetnie korzystaja z tej pracy poniewaz jest ona najnowsza do tej pory praca

przegladowa i kompendium wiedzy o cirkumnutacjach.

Stolarz M (2009) Circumnutation as a visible plant action and reaction: physiological,
cellular and molecular basis for circumnutations. Plant Signaling & Behavior 4: 380-
387  (Web of Science 25 cytowan, Scopus 30, Google Scholar 37)
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Wykonatam strong internetowa poswigcona cirkumnutacjom i sygnatom elektrycznym

u roslin (www.circumnutation.umcs.lublin.pl), stuzaca udostgpnieniu i popularyzacji moich

wynikow badan. Jest tam zawarta kolekcja 26 filmow time-lapse z opisami cirkumnutacji
réznych gatunkow roslin. Wyniki moich badan maja charakter ogdlnobiologiczny i dotycza
mechanizmu ruchow endogennych i dlugodystansowego signalingu elektrycznego u roslin.
Szeroko rozpowszechnione wsrdd roslin cirkumnutacje nie maja swojej adekwatnej
reprezentacji w nauczaniu o ruchach ro$lin. Stad pomyst by popularyzowaé¢ wiedze o
cirkumnutacjach przez powszechnie dostepna tematyczng strong internetowa. Pozwala to na
szersze wykorzystanie zebranych przeze mnie w trakcie badan materiatéw filmowych w

dydaktyce i nauczaniu o ruchach ro$lin i sygnatach elektrycznych.

Oprocz przedstawionych przeze mnie wywotanych bodzcem i spontanicznych APs (P2,
P5, P6, P7) istotng role¢ w cirkumnutowaniu moga petni¢ dlugotrwajace oscylacje potencjatu
elektrycznego. Uczestniczytam w badaniach oscylacji potencjatu elektrycznego prowadzonych
we wspolpracy z prof. Arturem Zdunkiem z Instytutu Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk w
Lublinie. Badania te byly przeprowadzone przy wsparciu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, grant NN301464534. W pracy opisano depolaryzacje komorek po stronie wklgstej
lodygi i w tym samym czasie hiperpolaryzacj¢ po stronie wypuktej todygi. Nowe bylo
podejécie, w ktorym zastosowano odniesienie potozenia cirkumnutujacego pedu (na
plaszczyznie geograficznej wschod-zachdod, podinoc-potudnie) do potozenia zmian potencjatu
elektrycznego w todydze. Zastosowano elektrody wktuwane pod skorke todygi stonecznika w
odniesieniu do kierunkéw geograficznych. Zastosowana metoda byla modyfikacja mojej
metody zastosowane] w pracy doktorskiej. Dzigki zastosowaniu odniesien do kierunkow
geograficznych mozliwe bylo okreslenie potozenia poszczegdlnych faz cirkumnutacji w
stosunku do depolaryzacji i hyperpolaryzacji poszczegdlnych stron todygi stonecznika. Ponadto
wykazano, ze depolaryzacje/hiperpolaryzacje wyprzedzaja o ok. 30 minut zgigcie todygi. W
pracy tej wykorzystywana zostata rowniez wprowadzona przeze mnie po raz pierwszy metoda
wstrzyknigcia roztworu do todygi (P2). Tutaj przez wstrzyknigcie aplikowane byly inhibitory
kanatéw jonowych. Wyniki zawarte w omawianej publikacji potwierdzily, ze komoérkowy
mechanizm cirkumnutacji zwiazany jest z transmembranowym przeptywem jondw, a zrodlem
cirkumnutacji moga by¢ cykliczne zmiany potencjalu elektrycznego. Potwierdza to, ze
cirkumnutacje moga by¢ wywotywane przez ultradialne oscylacje potencjatu elektrycznego i

wskazuje na elektrofizjologiczne podloze cirkumnutacji.
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Kurenda A, Stolarz M, Zdunek A (2014) Electrical potential oscillations - movement
relations in circumnutating sunflower stem and effect of ion channel and proton pump
inhibitors on circumnutation. Physiologia Plantarum 153:307-317 1F;4 3,138/
1F20172,580 MNiSW 2914 40/MNiSW 2016 40 IF 5ycar 2,986

W moich badaniach zaliczonych do osiagni¢cia naukowego postugiwatam si¢ metoda
zewnatrzkomérkowego pomiaru AP, ktora jest uzupetnieniem metody wewnatrzkomoérkowej,
mikroelektrodowej, od wielu lat stosowanej w naszym zespole badawczym. Podczas pomiarow
mikroelektrodowych rejestrowane sa APs z pojedynczych komorek we fragmentach tkanek. Jest
to precyzyjna rejestracja zmian potencjatu blonowego, ale w krotkim czasie po podaniu bodzca.
Szeroka skala czasowa moich pomiaréow (kilka dni) i zarejestrowanie wielu APs na calej
rosnacej i cirkumnutujacej roslinie jest uzupeinieniem badan na poziomie tkankowym i
komoérkowym prowadzonych metoda mikroelektrodowa. Bratam udzial w cyklu takich badan
prowadzonych w Zakladzie Biofizyki UMCS. Dotyczyly one APs u Dionaea muscipula i
Conocephalum conicum. Zarejestrowane APs byly wywolywane przez rdzne bodzce np.
elektryczne, §wietlne lub glutaminian.

Badane byly komorki mezofilu putapki liSciowej Dionaea muscipula. Wykazano, ze u
Dionaea muscipula oprocz stymulacji mechanicznej, elektrycznej i bodzca swietlnego, rowniez
zmiana temperatury moze wywota¢ AP. W serii eksperymentéw zastosowano inhibitory
kanatow jonowych potasowych, anionowych, roéznych typéw plazmolemmowych i
wewnatrzkomorkowych kanalow wapniowych. Celem pracy bylo sprawdzenie, czy ogélny
schemat aktywacji kanatow jonowych wapniowych, chlorowych i potasowych, podczas AP,
opisany dla komorek Chara i Conocephalum conicum stosuje si¢ rowniez do APs Dionaea
muscipula. Wyniki eksperymentéw potwierdzily ogoélny schemat zaangazowania wapnia w
pierwszej fazie depolaryzacji, nastgpnie podtrzymywanej przez chlor i w koncowej fazie przez
wyplyw potasu. Ustalono réwniez, ze podczas AP zaréwno zewnatrzkomoérkowe jak i
wewnatrzkomorkowe zasoby stanowig zrodta naptywu jonow wapnia do cytoplazmy.

Uczestniczylam rowniez w badaniach nad wplywem glutaminianu i innych
aminokwaso6w na pobudliwos¢ watrobowca Conocephalum conicum. Badania te byly
finansowane z grantu Komitetu Badan Naukowych 3P04C05325 kierowanym przez prof.
Kazimierza Trebacza. Conocephalum conicum jest ro$ling nizsza nalezaca do watrobowcow,
ktora stosunkowo dobrze pobudza si¢. W Zaktadzie Biofizyki opisano dla niej parametry i
prawa pobudliwo$ci oraz komponent wapniowy AP. W odpowiedzi na bodzce nieuszkadzajace
i uszkadzajace plecha Conocephalum conicum generuje APs, w tym rowniez serie. W
omawianej pracy badany by potencjal spoczynkowy, AP i wapniowa sktadowa AP zwana
potencjalem przejsciowym (voltage transient). Podanie 5 Iub 15 mM glutaminianu lub glicyny
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wywotywato jeden Iub serie APs. Jest to rowniez przyktad zréznicowania sity bodzca (rézne
stezenie) 1 liczby pojawiajacych si¢ APs. W publikacji tej po raz pierwszy zostaly
przedstawione u ro$lin serie APs generowane po podaniu glutaminianu lub glicyny. W
przeprowadzonych po6zniej przeze mnie eksperymentach na stoneczniku przedstawionych w
publikacji P2 serie takie po raz pierwszy zostaly opisane u ro$liny naczyniowej. Badania te
ujawnity, ze u ro$lin istnieje glutaminianergiczna pobudliwos$¢ i ze stanowi ona analogi¢ do

glutaminianergicznej pobudliwosci u zwierzat.

Krél E, Dziubinska H, Stolarz M, Trebacz K (2006) Effects of ion channel inhibitors
on cold- and electrically-induced action potentials in Dionaea muscipula. Biologia
Plantarum 50: 411-416 1F;g06 1,198/ 1F5017 1,424 MNiSW 5596 /MNiSW 5416 25
IF 5year 1,511 CYt. Wep of Science 33

Krol E, Stolarz M, Dziubinska H, Tregbacz K (2006) Receptory glutaminianu u roslin.
Acta Universitatis Lodziensis 3: 67-73 MNiSW 24166

Krol E, Dziubinska H, Trebacz K, Koselski M, Stolarz M (2007) The influence of
glutamic and aminoacetic acids on the excitability of the liverwort Conocephalum
conicum. Journal of Plant Physiology 164: 773-784  1Fjy; 2,239/ 1F5017 2,833
MNiISW 997 -/MNiSW 5416 35 IF syear 3,034 cYt. yeb of science 9

Problem pobudliwos$ci elektrycznej najwczesniej byt przedmiotem badan u roslin
migsozernych, a mechanizm APs roslin migsozernych jest obecnie przedmiotem szczegotowych
badan. Zagadnienia zwiazane z migsozernoscia roslin zostaly obszernie opisane w pracy
przegladowej, w ktdrej jestem wspotautorem, zrealizowanej przy wsparciu Ministerstwa Nauki 1
Szkolnictwa Wyzszego przez grant NN301464534 kierowany przez prof. Kazimierza Trgbacza
oraz przez granty N304002536 i N304220135 kierowane przez prof. Bartosza Plachno z
Zaktadu Cytologii i Embriologii Roslin Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz przez Research
Program of the Academy of Sciences of the Czech Republic, AV0Z60050516 kierowanym
przez prof. Lubomira Adamca. Rosliny migsozerne posiadaja ztozone morfologiczne i
fizjologiczne przystosowania do migsozernosci. Czerpia one korzysci pokarmowe z chwytania
niewielkich zwierzat. Rosliny migsozerne nie maja istotnego znaczenia ekonomicznego w
rolnictwie, ale przyciagaja uwagg naukowcow jako wygodny model badawczy, w tym
szczegOlnie w temacie szybkich ruchow roslin i pobudliwo$ci. Mechanizm AP jest u nich
dobrze poznany. Potencjaly czynnoSciowe Dionaea muscipula i Aldrovanda vesiculosa sa
najszybciej propagujacymi si¢ sygnalami elektrycznymi poznanymi u roslin: 80-250 mm s™,
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natomiast u roélin nie-migsozernych ok. 30 mm s'. Réwniez czas trwania jest krotki od ok. 1 s
do kilku sekund u roslin migsozernych, natomiast u roslin nizszych i naczyniowych wynosi ok.
jednej, a nawet kilku minut. Co ciekawe, wlasnie seria APs, a nie pojedynczy AP,
wygenerowana w pulapce przez powtarzajace si¢ potracenia wloska czuciowego wyzwala
catkowite zamknigcie si¢ putapki. Ro$liny migsozerne sa rowniez przedmiotem badan
genetycznych. Badania nad Dionaea muscipula zmierzaja do znalezienia gendéw
zaangazowanych w ruch pulapki oraz genéw odpowiedzialnych za ekspresje¢ kanatow jonowych
zaangazowanych w AP wyzwalajacy zamknigcie pulapki. Ro$liny migsozerne zasiedlaja
ekstremalnie ubogie siedliska. Dla wspoélczesnej biologii i biotechnologii fizjologia ros$lin
migsozernych jest szczegoélnie ciekawa w kontek$cie alternatywnych sposobdéw pobierania
zwiazkobw azotu przez roSliny w srodowiskach ubogich w makroelementy. Rosliny te
wykorzystuja swoja ofiar¢ gléwnie jako alternatywne zrodlo azotu, fosforu i siarki, ale takze

jako zrodlo jondow, np. potasu i magnezu.

Krol E, Ptachno BJ, Adamec L, Stolarz M, Dziubinska H, Trebacz K (2012) Quite a
few reasons for calling carnivores 'the most wonderful plants in the world'. Annals of
Botany 109: 47-64  1Fz012 4,449/ 1F2017 3,646  MNiSW 5512 40/MNiSW 5916 40
IF 5year 4,246 CYL. Web of Science S2

Innym waznym problemem badawczym wspoélczesnej biotechnologii jest mozliwosé
wykorzystania olbrzymich zasobow azotu atmosferycznego przez rosliny zyjace w symbiozie z
mikroorganizmami. W zwiazku z tym, intensywnie poszukuje si¢ czynnikoéw uczestniczacych w
symbiozie ro§lin z bakteriami brodawkowymi. W ramach migdzynarodowego projektu
badawczego POLONIUM 35377YF ,,Role of electrical signalling in plant-rhizobia symbiosis”
pod kierownictwem prof. Kazimierza Tregbacza bratam udzial w badaniach, ktérych celem byta
charakterystyka sygnalow elektrycznych u modelowej rosliny motylkowej Medicago
truncatula. Projekt byt realizowany we wspolpracy z prof. Jean-Baptiste Thibaud i prof. Hervé
Sentenac z Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) w Montpellier we Francji.
We wspodlpracy z wyzej wymienionym osrodkiem prowadzone byly rowniez badania
pobudliwosci i cirkumnutacji Arabidopsis thaliana u typu dzikiego 1 mutantow akt2 i gork (ze
znokautowanymi genami kodujacymi kanaly potasowe) w ramach projektu POLONIUM
“Disclosing molecular basis of electrical signalling in plants”. Wyniki tych badan zostaly
opisane w raportach merytorycznych z realizacji projektow oraz zostaty przedstawione w 5

doniesieniach konferencyjnych, a w chwili obecnej sa przygotowywane do druku dwa artykuty.
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Plany przyszlych badan

W najblizszej przyszlosci zamierzam kontynuowaé badania nad cirkumnutacjami i
dlugodystansowymi sygnatami elektrycznymi u roslin. Przedstawione wyniki wykazaly
istnienie nowego zjawiska SAPs o ultradialnej czgstotliwo$ci, takiej samej jak okres
cirkumnutacji stonecznika, dlatego w dalszych badaniach planuj¢ dokladniejsza charakterystyke
tego zjawiska. Analiza czgstosci, predkosci i kierunku propagowania si¢ SAPs moze ujawnic
dalsze prawidlowosci w pojawianiu si¢ tych sygnaldéw w zwiazku z cirkumnutacjami,
warunkami $rodowiskowymi lub faza wzrostu ro$lin. Zamierzam prowadzi¢ badania SAPs
zaréwno u slonecznika jak i innych gatunkéw roslin, ze szczegdlnym uwzglednieniem roslin
zyjacych w symbiozie z bakteriami wigzacymi azot atmosferyczny oraz problemow zwiazanych
z nawozeniem mineralnym. Moje wstgpne wyniki potwierdzaja istnienie SAPs u Lupinus
angustifolius 1 Medicago truncatula — modelowych roslin motylkowatych. We wspdtpracy z
badaczami z Institut National de la Recherche Agronomique w Montpellier w badaniach tych
zamierzam wykorzysta¢ mutanty kanalu potasowego 1 receptora glutaminianu Medicago
truncatula. Obiecujace dla dalszych badan wydaje mi si¢ odpowiednie modyfikowanie pozywki
w hydroponiku w celu uzyskiwania ro$lin z nasilona spontaniczna impulsacja. W tym
konteks$cie interesujacy jest temat nawozenia azotowego i potasowego zwigzany rowniez z
problemem wylegania roslin uzytkowych. Przedstawiona przeze mnie problematyka wplywu
litu, glutaminianu, stresu solnego i osmotycznego na pobudliwos¢ i cirkumnutacje u roslin jest
nadal niewyczerpana, a przedstawione wyniki sa dobra podstawa do dalszych odkry¢.

Planuje¢ takze we wspolpracy z informatykami ulepszy¢ oprogramowanie
Circumnutation Tracker, aby analiza filmow time-lapse byla w pelni automatyczna i
wyposazona w odpowiednia analiz¢ statystyczna, co znacznie przy$pieszyloby uzyskiwanie
nowych wynikow. W przyszlych badaniach zamierzam wykorzysta¢ dotychczasowe dobrze
znane mi techniki filmowania i pomiaru potencjatu elektrycznego metoda zewnatrzkomorkowa,
a takze we wspolpracy z innymi badaczami zastosowac technik¢ mikroelektrodowa, patch-
clamp 1 nie-inwazyjna technikg mikroelektrodowa do pomiaréw przeptywow jonowych (MIFE)
i charakterystyki kanatéw jonowych w komorkach motorycznych strefy elongacyjnej
cirkumnutujacych organow.

Planujg¢ réwniez dziatalno$¢ popularyzujaca wyniki moich badan. Zamierzam
rozbudowac¢ moja kolekcje filméw na temat cirkumnutacji i stworzy¢ bazg danych parametrow
cirkumnutacji u roznych gatunkéw roslin. Ulepszona strona internetowa bgdzie mogla stanowic
jeszcze lepszy material zZrodtowy 1 dydaktyczny do popularyzacji wiedzy na temat

cirkumnutacji i wystegpowania dtugodystansowych sygnatow elektrycznych u roslin.
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Suma

Suma}'yczny IF punkiéw Liczba cytowan’
(zgodnie z rokiem : (bez autocytowan)
Bk} - oY . gl of Reianes
i 2016(17) ¢
Praceiopubllkowane przed uzyskaniem 2022 55 16
stopnia doktora
Prace wchodzace w skiad osiagniecia 12,848 170 20
naukowego
Prace nie wchodzace w sklad osiggniecia 11,024 146 119
Wszystkie prace habilitanta (10.07.2018) 26,094 371 155
Index Hirscha (wg. bazy Web of Science) 8
Liczba projektow badawczych w ktérych bralam udzial 6
(kierownik 1, wykonawca 5)
Liczba komunikatéw zjazdowych
(prezentowanych na konferencjach krajowych i zagranicznych) 28
Liczba wygloszonych referatow 5
Liczba wykonanych recenzji do czasopism mi¢dzynarodowych 10
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