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Osiagnigcie naukowe stanowigce podstawe do ubiegania o stopien doktora habilitowanego
stanowi osiem prac opublikowanych w latach 2010-2015. Sumaryczna liczba punktéw wg listy
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) wynosi 272 (31 grudnia 2014),
sumaryczny S-letni Impact Factor (IF) tych pozycji wynosi 33,790 (Web of Science, 2013)
Indeks Cytowan (IC) wynosi 62 (parametry wg ISI Web of Science, 23.02.2015). W pigciu
publikacjach jestem pierwszym autorem, w trzech publikacjach jestem drugim autorem, ktory
wnidst réwnorzedny wklad w jej powstanie, w trzech publikacjach jestem autorem
korespondencyjnym (*). Kopie prac wraz z oswiadczenia wspétautoréw i opisem ich udziahu w
przygotowaniu powyzszych publikacji zostaty zebrane w Zataczniku nr 6.

Temat badan, stanowigcych podstawe osiagniecia, zostal przeze mnie podjety w 2006 roku.
Dotyczy mechanizméw integrujacych procesy aklimacji do streséw abiotycznych z indukcjg
odpornosci na patogeny oraz procesami rozwojowymi, ktére kompleksowo mogg
determinowa¢ konkurencyjnos¢ Darwinowska roslin. W sposob szczegdlny badania
poswigcone s3 stresom abiotycznym indukujgcym stan nadmiaru energii wzbudzenia w
chloroplastach, ktéry dotychczas uwazany byt wylgcznie jako stan niekorzystny dla roslin, oraz
gléwna przyczyna uszkodzen komorek i kompartmentéw subkomoérkowych. Badania, ktore
staly si¢ trzonem publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia wskazaly jednak, ze nadmiar
energii wzbudzenia moze by¢ wykorzystany do uruchomienia mechanizméw odpornosciowych
i rozwojowych. Prace eksperymentalne w tym temacie rozpoczelam w laboratorium prof.
Stanistawa Karpiriskiego (Departament of Botany, Stockholm University, Szwecja). Do grupy
badawczej dolgczytam w ramach projektu Intra-European Grant, MC Actions (PLANT
RESISTANCE). Niewatpliwie, podjeta wéwczas tematyka nalezata do nowatorskich w skali
co najmniej europejskiej, o czym moze $wiadczyé prestiz przyznanego projektu i
opublikowanie wynikéw pracy w czasopismie The Plant Cell (publikacja 2). Badania
kontynuowatam w Instytucie Fizjologii Roslin Polskiej Akademii Nauk w Krakowie oraz
Szkole Giéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, jako kierownik lub gtowny
wykonawca: European Re-Integration Grant (wyniki w publikacji 2), projektu programu
WELCOME 2008/1 (publikacje 1-6), projektu akcji COST, 595/N-COST/2009/0 (publikacja
6), projektu Programu Badan Stosowanych, PBS1/A8/16/2013 (publikacje 1 oraz 5).

¢) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wstep: O najwazniejszych sprawach w zyciu roslin
Dostepnos¢ swiatta podczas wegetacji roslin, jest czesto uwazana za czynnik powodujacy
reakcje o rozkladzie zero-jedynkowym, czynnik stanowigcy bezkompromisowe ,by¢ albo nie
by¢” dla organizmu fotosyntetyzujacego. W ukladach biologicznych pomimo sprzezenia
reakeji ezoergicznych z endoergicznymi wymagany jest ciagly doptyw energii zewngetrzne;j,
dlatego organizmy autotroficzne fotosyntetyzujace, z definicji potrzebujg energii Swietlnej do
prawidfowego metabolizmu. Bez dostgpu $wiatta, mozliwy jest wzrost, przynajmniej czasowy,
pedow etiolowanych, czy kultury komorek w warunkach in vitro, a nawet kompletna
ontogeneza, jak w przypadku swoistego albinosa $wiata roslin Monotropa uniflora. Jednak
rosliny te muszg korzysta¢ z alternatywnych zrodet energii (Yang i Pfister 2006).

Zmienne warunki Srodowiska powoduja, ze zapotrzebowanie roslin na energie $wiatla
Jest wypadkowa wielu czynnikéw ksztattujacych aktualny stan fizjologiczny rosliny. Stad,
niezbalansowanie dostgpnej energii $wietlnej z aktualnym jej wykorzystaniem, jest stanem
znacznie bardziej powszechnym, anizeli optimum proceséw energetycznych. Pomimo, ze
rosliny wyewaluowaly mechanizmy umozliwiajace elastyczne funkcjonowanie zaréwno w
warunkach obnizonej dostgpnosci energii stonecznej jak i w warunkach jej nadmiaru, mozna



stwierdzi¢, ze stres indukowany labilnoscig warunkow $wietlnych na poziomie molekularnym,
komorkowym, tkankowym i catego organizmu jest rdwniez czynnikiem permanentnym.

Stan nadmiaru energii wzbudzenia (EEE, ang. Excess Excitaion Energy), stanowiacy
swoisty poczatek wszystkiego, co stanowi obiekt moich zainteresowan naukowych, zwiazany
jest z zaabsorbowang i przekazywang za posrednictwem anten fotosystemu II i I (PSII i PSI)
energig kwantow swiatla, ktora jest wieksza niz ta, faktycznie potrzebna dla fotosyntetycznego
transportu elektronéw, reakcji ciemnych fotosyntezy i asymilacji CO,. Wbrew definicji, EEE
nie jest zalezny od bezwzglednej wartosci natezenia swiatla, ale kombinacji czynnikow, na tle
ktérych tylko czgs$¢ zaabsorbowanej energii bedzie wykorzystana do reakeji fotochemicznych,
natomiast jej nadwyzka indukowaé bedzie efekty stresowe. W zwigzku z powyzszym, dla
roslin zaaklimatyzowanych do niskich nat¢zen $wiatta, ekspozycja na 200-500 umol fotonéw
m? s bedzie indukowaé EEE, podczas gdy rosliny zaaklimatyzowane do wysokiego natgzenia
swiatla bedg utrzymywac sprawnos$¢ PSII i fotosyntetycznego transportu elektronéw nawet
powyzej 500 pmol fotonéw m? s, Podobnie, EEE i stan stresu moga by¢ indukowane w
wyniku traktowania roslin natezeniem $wiatta 800-2000 umol fotonéw m? s w temperaturach
umiarkowanych, jednak w nizszych temperaturach, w warunkach suszy, uszkodzenia
mechanicznego roslin, czy podczas infekcji patogena, $wiatlo o znacznie nizszym natezeniu
moze rdwniez wywotaé stan EEE.

Jesli zatozymy, ze optimum dla sumy aktualnych czynnikéw srodowiskowych stanowi
bardzo waski zakres wartosci, to wnioskowaé mozna, ze stres dla rosliny jest naturalnym,
dynamicznym stanem, w ktérym dazy ona do zbalansowania odpowiedzi naprawczych i
wzrostowych dla wydania plonu i podniesienia konkurencyjnosci w okreslonym ekosystemie.
Z drugiej jednak strony, roslina (komorka) ma skonczona i ograniczong pule reakcji na
poszczegblne czynniki stresowe, dlatego nie jest niespodzianka, ze podobne mechanizmy i
odpowiedzi moga by¢ indukowane przez rdzne, wzajemnie niezalezne czynniki stresowe. W
obszarze nauki, w ktérym prowadze badania, stwierdzono podobienstwo mechanizméw
aklimacji do EEE (indukowanego przez stres abiotyczny) i indukowanej odpornosci na
patogeny (stres biotyczny) (Karpinski et al. 1999). Nabyta systemowa aklimatyzacja (SAA,
ang. Systemic Aquired Acclimation) do EEE jest regulowana bowiem, przez ten sam
genetyczny uklad, co reakcje nadwrazliwosci (Mateo i in. 2004, Miihlenbock i in. 2007,
Miihlenbock i in. 2008, Szechynska-Hebda i in. 2010) i nabyta systemowa odporno$¢ na
patogeny (SAR, ang. Systemic Aquired Resistance) (Coll i in. 2011, Luna i in. 2012, Luna i
Ton 2012). Procesy te obejmuja szereg tych samych reakcji: (1) produkcje reaktywnych form
tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species) (Karpinski i in. 1999, Wendehenne i in. 2001,
Fufezan i in. 2002, Fryer i in. 2003, Mateo i in. 2004, Miihlenbock i in. 2008, Szechynska-
Hebda i in. 2010), indukowang przez zmiany w PSII i fotosyntetycznym tancuchu transportu
elektronéw (Karpinski i in. 1999, Arias i in. 2003, Berger i in. 2004, Frenkel i in. 2009); (2)
aktywacj¢ drog sygnatowych zaleznych od kwasu salicylowego, kwasu jasmonowego, etylenu,
glutationu (Sharma i in. 1996, Kunkel i Brooks 2002, Ball i in. 2004, Clarke i in. 2004) oraz
aktywacje sygnatow fotoelektrochemicznych (Szechynska-Hebda i in. 2010); (3) regulacje tych
samych gendéw (Karpinski i in. 1997, Chang i in. 2004, Szechynska-Hebda i in. 2015) i loci
cech ilosciowych (QTL, ang. Quantitative Trait Loci, Szechynska-Hebda i in. 2011,
Szechynska-Hebda i in. 2015), zwiazanych z wydajnoscia fotosyntezy podczas aklimatyzacji,
odpornoscia na patogeny i akumulacja biomasy; (4) indukcje programowanej $mierci komaérki
(Fryer 1in. 2003, Mateo i in. 2004). Z tych danych wynika jednoznacznie potrzeba weryfikacji
klasycznego podejscia, wskazujacego EEE jako czynnik negatywny, uszkadzajacy struktury
komoérkowe, a w skrajnych przypadkach powodujacy zamieranie tkanek i catych roslin.
Opublikowane prace, stanowigce osiagniecie naukowe (publikacje 1-8), reprezentuja nowy
poglad na zagadnienie i okreslajg EEE, jako czynnik holistycznie indukujgcy mechanizmy
aklimatyzacyjne i odpornosciowe, niezbedne dla przezycia w niekorzystnych warunkach
srodowiska, zaréwno aktualnych, jak i mogacych mie¢ miejsce w przysztosei. Z tego zalozenia
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wylania si¢ niezwykle elegancki w swojej prostocie schemat ,najwazniejszych spraw w zyciu
roslin”: $wiatlo, jako najwazniejszy energetycznie czynnik funkcjonowania roslin stanowi
jednoczesnie centralny determinant krétko- i dfugoterminowych reakcji stresowych; ktore sg z
kolei najwazniejszym elementem indukujacym wyksztalcenie szerokiej gamy mechanizméw
adaptacyjnych, gwarantujacych osiagniecie najwazniejszego celu zycia roélin tj.
konkurencyjnosci Darwinowskiej i sukcesu ewolucyjnego.

Artykuly wchodzace w sklad osiagnigcia naukowego stanowig realizacje kolejnych celéw
naukowych:

Cel 1 (publikacja 1) Dyskusja uwarunkowar fizjologicznych i genetycznych funkcjonowania
roslin w zmiennych warunkach $wietlnych oraz na poszczegdlnych etapach ontogenezy, ze
szczegblnym uwzglednieniem roli reaktywnych form tlenu i enzymatycznego systemu
antyoksydacyjnego.

Cel 2 (publikacja 2) Zdefiniowanie mechanizméw, sktadowych elementéw systeméw
sensorowych i drég sygnatowych, ktére prowadza do lokalnej i systemowej, krotko- i
dugotrwatej aklimatyzacji roslin do nadmiaru energii wzbudzenia i odpornosci na patogeny.

Cel 3 (publikacja 3) Prezentacja scenariusza zdarzen prowadzacych do systemowe]j nabytej
aklimatyzacji i systemowej nabytej odpornosci, z wskazaniem szczegolne] roli kwasu
salicylowego, zaleznej od diugosci fali $wiatta, oraz postawienie nowych hipotez dotyczacych
integracji retrosygnatéw zaangazowanych w te procesy.

Cel 4 (publikacja 4) Charakterystyka programowanej $mierci komérki, jako elementu
integrujacego mechanizmy aklimatyzacji do stresu wysokiego natezenia $wiatla i indukc;ji
odpornosci na patogeny, ze szczegélnym uwzglednieniem regulatorowej roli LSDI1, EDSI i
PAD4 oraz sygnaléw generowanych w réznych interwatach czasowych.

Cel 5 (publikacja 5) Okreslenie specyficznej roli PAD4 w holistycznych mechanizmach
aklimatyzacyjnych i odpornosciowych.

Cel 6 (publikacja 6) Weryfikacja zalozenia, ze nadmiar energii wzbudzenia indukowany w
warunkach nizszych intensywnosci $wiatla przy obnizonej temperaturze moze by¢
odpowiedzialny za integracj¢ mechanizméw wzrostowych i rozwojowych, aklimatyzacyjnych i
odpornosciowych na poziomie fizjologicznej i genetycznej regulacji procesu fotosyntezy.

Cel 7 (publikacja 7) Wskazanie, ze nadmiar energii wzbudzenia w warunkach nizszych
intensywnosci $wiatta przy obnizonej temperaturze indukuje reakcje odpornosciowe i
aklimatyzacyjne na poziomie podstawowych reakcji obronnych tj. fortyfikacji Sciany
komorkowej poszezegdlnych tkanek liscia.

Cel 8 (publikacja 8) Potwierdzenie zaleznej od $wiatla roli H2O» w zbalansowania podziatéw
komorkowych i $mierci komorki dla kontroli proceséw rozwojowych.



Cel 1 (publikacja 1): Retrosygnaly roslin wyiszych zaleine od intensywnosci Swiatla

W pracy zaprezentowalam najnowsze badania i poglady dotyczace fizjologicznych i
molekularmych konsekwencji percepcji $wiatla przez rosling w zakresie natezenia od 0 do 2500
pmol fotonéw m™ s™'. W sposéb szczegélny moim celem bylo wskazanie mechanizméw
prowadzacych do uruchamiania specyficznych retrosygnaléw na poszezegélnych etapach
ontogenezy rodlin, podziat tych sygnaléw ze wzgledu na miejsce i czas indukeji, oraz
okreslenie typu i odleglosci miejsca docelowego sygnatlu na poziomie komérkowym i
mi¢dzykomérkowym. Publikacja ma charakter pracy przegladowej, jednak jej obszerny
fragment stanowia wyniki wlasnych analiz bioinformatycznych, ktére przeprowadzitam w
oparciu 0 dane uzyskane z baz National Center for Biotechnology Information (NCBI) i
Universal Protein Resource (UniProt) oraz metaanalize eksperymentéw mikromacierzowych z
zastosowaniem narzedzia Genevestigator (1).

Przeglad najnowszych doniesien literaturowych umozliwit wskazanie zaleznych od
swiatta mechanizméw, ktére na wezesnych etapach biogenezy chloroplastéw zaangazowane Sg
w indukuj¢ sygnatow przekazywanych w kierunku od proplastydow do jadra komorkowego dla
regulacji ekspresji ok. 6500 genéw. Zestawilam i opisatam mechanizmy z udzialem: (1)
komponent6éw biatkowych kontroli biogenezy plastydéow GUN1-6 (GENOMES UNCOUPLED
1-6) 1 szlakéw syntezy chlorofilu, ze wskazaniem hemu, jako bezposredniej czasteczki
sygnatowej; (2) statusu redox fotosyntetycznego transportu elektrondw: (3) zaburzen edycji
RNA; (4) fotoreceptoréw, jako czynnikéw odpowiedzialnych za usuwanie represoréw
fotomorfogenezy COP1  (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1) i PIFs
(PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS) oraz akumulacje pozytywnych czynnikow
transkrypcyjnych HYS (LONG HYPOCOTYL 5), LAF1 (LONG AFTER FAR-RED LIGHT
1), HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FARRED 1) i GLKs (GOLDEN2-LIKEs); (5) biatka
DELLA pehigcego funkcje w regulacji aktywnosci PIF i ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych  typu GATA: GNC (GATA, NITRATE-INDUCIBLE, CARBON-
METABOLISM INVOLVED) i GNL (GNC-LIKE).

W kolejnych podrozdziatach pracy okreslitam zrédta i typy retrosygnalow
generowanych przez swiatlo w dojrzatych chloroplastach. Wskazatam, ze w przypadku roslin
zaaklimatyzowanych do bardzo niskich natgzen swiatta (0~10 wmol fotonéow m 2 s71), $wiatto
prowadzi do przeprogramowania genetycznego za posrednictwem sygnatéw angazujacych
enzymy stromy chloroplastéw, biatka EXECUTER1, EXECUTER2 i indukcji 'O, ukfadu
antyoksydantéw i kwasu abscysynowego. Niskie natezenia swiatta (do 100 umol fotonéw m™2
s™!) generuja natomiast retrosygnaly zalezne od statusu redoks puli PQ (plastoquinone), ROS,
TRX (THIOREDOXIN), karotenoidéw, STN7 i STN8 (THYLAKOID-BOUND SERINE-
THREONINE PROTEIN KINASE), ICS1 (ISOCHORISMATE SYNTHASE 1) i kwasu
salicylowego, oraz KIN10 i KIN11 (biatek z rodziny SnRK1). Z kolei absorpcja energii $wiatla
w nadmiarze (300-1200 pmol fotonéw m™ s7!) indukuje zmiany stanu redoks sktadnikéw
tafcucha fotosyntetycznego transportu elektronéw (redoks status PQ wraz z aktywnoscia
PTOX, PLASTID TERMINAL OXIDASE), zakwaszenie lumenu chloroplastéw i modyfikacje
niefotochemicznego wygaszania nadmiaru energii (NPQ, ang. Non-Photochemical
Quenching), cykliczny transport elektronéw, ROS i mechanizmy antyoksydacyjne np.
glutation, TRX i Fd (FERREDOXIN). Majac na uwadze tradycyjne podejscie, bardzo wysokie
natgzenie Swiatta (900-2500 pmol fotonéw m™ s™) uszkadza chloroplasty i komérki z powodu
nadmiernej redukcji sktadnikéw lafcucha przenosnikéw elektronéw, nadprodukcji ROS,
uszkodzen biatka D1 i fotoinhibicji. Jednak w prezentowanej pracy zaproponowatam i
przedyskutowatam alternatywne podejscie, ktore eksperymentalnie potwierdzone zostalo w
pracach 2-6. Wskazalam bowiem, ze powstawanie mikrouszkodzen pod wptywem EEE nie

! https://www.genevestigator.ethz.ch/




ogranicza zywotnosci calej rosliny, jest formg indukowanej $mierci komorki i elementem
mechanizméw prowadzacych do systemowej nabytej aklimacji w warunkach stresow
abiotycznych oraz systemowej nabytej odpornosci podezas stresow biotycznych. W dyskusji
tych zjawisk, uwzglgdnitam rol¢ mechanizméw zaleznych od: zmian redox PQ, aktywnosci
LSDI (LESION SIMULATING DISEASE 1), EDS1 (ENHANCED DISEASE
SUSCEPTIBILITY 1), PAD4 (PHYTOALEXIN DEFICIENT 4) oraz EIN2 (ETHYLENE
INSENSITIVE 2), ROS, kwasu salicylowego i enzyméw antyoksydacyjnych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem APX (ASCORBIC PEROXIDASE).

Dyskutujac ostatni etap ontogenezy tj. starzenie lisci i degradacje chloroplastow
wskazalam sygnaly, ktére obejmowaty remobilizacje zredukowanych form azotu do innych
organdw roslinnych, sygnaly powstajace w wyniku degradacji chlorofilu i karotenoidéw, oraz
mechanizmy wrazliwe na zmiany poziomu cukréw.

ROS sa zaangazowane w odpowiedzi aklimatyzacyjne do wiekszosci oméwionych
typow warunkow swietlnych. W pracy rozwazalam zatem nastepujgce zagadnienie: jezeli ROS
stanowia uniwersalny element transdukcji sygnatéw $wietlnych, w jaki sposob rosliny sg
zdolne do indukowania bardzo réznych, specyficznych odpowiedzi komérek, wykorzystujac
stosunkowo niewielka liczbg aktywnych czasteczek. ROS moga dzialaé bezpodrednio jako
"czasteczki sygnatowe" lub posrednio jako "produkty uboczne", jednak dodatkowe aspekty
muszg zosta¢ rozwazone wzgledem udzialui ROS w mechanizmach regulacji specyficznych
odpowiedzi na konkretne warunki swietlne: typ czasteczki, jej lokalne stezenie progowe i
odpowiednia komérkowa lokalizacja, lub kombinacja wszystkich trzech czynnikéw. Wskazane
elementy podlegaja regulacji przez odpowiednie skladniki enzymatycznego systemu
antyoksydacyjnego w réznych przedziatach komérkowych. Dlatego tez najbardzie] obszerng
czgs¢ publikacji stanowi opis wynikéw metaanalizy eksperymentow mikromacierzowych,
ktéra przeprowadzitam dla genéw kodujacych 38 izoform enzymow antyoksdacyjnych
Arabidopsis thaliana odpowiednio podezas: (1) deetiolacji roslin po przeniesieniu z ciemnosci
do niskiego natezenia $wiatta (10-80 pmol fotonéw m™ s7!); (2) przeniesienia roglin ze
standardowych warunkéw $wietlnych (150 umol fotonéw m 2 s7!) do ciemnosci, do niskiego
natgzenia swiatta (50-75 umol fotonéw m™ s71), wysokiego natezenia $wiatla (400 pmol
fotonéw m™ s7') i do nadmiaru $wiatta (1000~1800 pmol fotonéw m=2 s™1); (3) indukcji SAA
w zacienionych lisciach (40-70 pumol fotonéw m™2 s71) rozetki czesciowo eksponowanej na
nadmiar $wiatta (1000-1800 umol fotonéw m™ s™'). Wyniki metaanalizy wskazaty, ze
traktowanie swiatlem powoduje wzrost ekspresji wigkszosci genéw wybranych do analizy,
podczas gdy przeniesienie z wyzszych do nizszych natezen $wiatla lub ciemnosci powoduje ich
supresj¢. Jednak istnieje $cista zalezno$¢ poziomu ekspresji od intensywnosci $wiatla,
lokalizacji komérkowej enzymu kodowanego przez okreslony gen oraz stadium r0ZWO0jowego
rosliny. Dlatego postawitam i zweryfikowatam zalozenie, ze kazda zmiana w intensywnosci
swiatla indukuje specyficzny wzor ekspresji genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne, i
umozliwia jednoznaczng rolg poszezegdlnych ROS w specyficznych odpowiedziach:

(1) Podczas deetiolacji specyficznie indukowana byla ekspresja genéw kodujacych
chloroplastowe izoformy dysmutaz ponadtlenkowych FSD2 i FSD3, enzymow
odpowiedzialnych za rozktad anionorodnika ponadtlenkowego. Sposrod gendw kodujacych
enzymy usuwajgce nadtlenek wodoru najwazniejsza role petnity peroksydazy askorbinianowe
tAPX i peroksyredoksyny PRX. Ponadto, potwierdzitam role chloroplastowych peroksydaz
glutationowych GPX6 i GPX7 oraz glutaredoksyn (GR) na poziomie ekspresji ich genéw.
Poréwnujge enzymy o lokalizacji pozachloroplastowej stwierdzitam zwiekszony poziom
transkryptow dla cytozolowej izoformy APX1, mikrosomalnych izoform APX3 i APX4, oraz
izoformy katalazy CAT2 wystepujacej w réznych kompartmentach komoérkowych np.
mitochondriach, cytozolu, peroksysomach, rybosomach i stromulach.

(2) Przeniesienie roslin z warunkéw $wietlnych standardowych dla wzrostu, do ciemnosei, lub
nizszego natgzenia Swiatla specyficznie indukowalo geny peroksysomowej isoformy
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dysmutazy ponadtlenkowej CSD3 oraz zlokalizowanej w membranie komorkowej GPXS.
Wzér ekspresji genéw roslin traktowanych wysokim natezeniem $wiatla wskazywal na
chloroplastowe enzymy zaangazowane w cykl woda-woda, FSD3, sAPX, GPX6 i GPX7 oraz
cytoplazmatyczne izoformy APXs i DHARI. Geny kodujagce APX2 byly indukowane
specyficznie jedynie w przypadku najwyzszych intensywnosci $wiatla.

(3) Natomiast w indukcji SAA gldéwna rolg odgrywaty geny chloroplastowych GPX7 i PRXB
oraz zlokalizowanych w réznych kompartmentach komoérki DHARI.

Na podstawie przeprowadzonej metaanalizy zaproponowatam schemat mechanizméw
regulujgcych 1 integrujgcych odpowiedzi na poziomie ROS i systemu antyoksydacyjnego dla
poszczegdlnych warunkéw $wietlnych.

W ostatnich dwéch podrozdziatach pracy, rozwazajac czasy pottrwania i odlegtosci, od
miejsca generowania sygnatu do miejsca docelowego, wskazatam na mozliwosé roli 'O, i
H>O» jako bezposrednich czasteczek sygnalowych. Ponadto, wskazatam czasteczki innego
typu, ktére moga by¢ bezposrednimi przekaznikami sygnatéw przez membrane chloroplastu do
cytozolu i dalej jadra komérkowego: hem, glutation, PTM (CHLOROPLAST ENVELOPE-
BOUND PLANT HOMEODOMAIN TRANSCRIPTION FACTOR), PAP (3'-
PHOSPHOADENOSINE 5°-PHOSPHATE), PRIN2 (PLASTIDREDOX INSENSITIVE 2),
MEP (METHYLERYTHRITOL PHOSPHATE PATHWAY), Whyl (WHIRLY1) oraz
znaczenie systemow transportu zredukowanych produktéw chloroplastowych z udziatem OAA
(THEMALATE/OXALOACETATE) i TP/PGA (TRIOSE-PHOSPHATE/3-
PHOSPHOGYLCERATE). W podsumowaniu artykutu przedyskutowatam potencjalne
mechanizmy przekazywania informacji systemowo do innych komérek, tkanek, organéw
roslinnych oraz integracj¢ tych sygnatéw na poziomie calego organizmu. Szczegdlng uwage
poswigcitam mozliwosci przekazywania informacji w postaci sygnatu elektrycznego
generowanego w chloroplastach przez zintegrowany system membran poszczegdlnych
chloroplastéw, jadra komérkowego, retikulum endoplazmatycznego, membrany komérkowe;.
Wskazatam réwniez hipotezy, ktére w przysztosci powinny zostaé zweryfikowane dla
kompleksowego poznania mechanizméw rozchodzenia si¢ sygnatéw indukowanych przez
swiatto o réznej intensywnodci. Ich czeSciowa weryfikacja eksperymentalna zostala
przeprowadzona w kolejnych pracach wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego.

Informacje dodatkowe dotyczgce pracy

Duze zainteresowanie tematyka wskazuje utrzymywanie si¢ publikacji przez pierwsze miesiace
po jej opublikowaniu na wysokich pozycjach listy najczesciej pobieranych artykuléw Journal
of Plant Physiology oraz 12 cytacji (wg Google) po 16 miesigcach od daty opublikowania.

Cel 2 (publikacja 2) Dowody istnienia sygnatéw fotoelektrofizjologicznych specyficznych
wigledem diugosci fuli swiatla oraz pamigci o epizodach nadmiaru swiatla u Arabidopsis

Jak wskazano w poprzedniej pracy organizmy fotosyntetyzujace wyksztalcity mechanizmy
sygnalowe umozliwiajgce przekazywanie informacji o zmiennych warunkach $wietlnych z
chloroplastow do jadra komorkowego, celem uruchomienia odpowiedniej puli genow.
Publikacja 2 jest praca eksperymentalna, ktéra porusza w sposob szczegdlny zagadnienia
absorpcji ilosei energii $wiatta wigkszej niz ta potrzeba dla procesu fotosyntezy. Dotychczas
nadmiar energii rozpatrywany byl wylacznie, jako czynnik indukujacy reakcje stresowe i
wymagajacy uruchomienia mechanizméw naprawczych. Postawitam jednak hipoteze, ze
sygnaly indukowane przez nadmiar swiatla mogg prowadzi¢ do kompleksowych odpowiedzi
aklimatyzacyjnych i odpornosciowych, a dzieki temu gwarantuja roslinie przezycie
niekorzystnych warunkéw srodowiska. W prezentowanej pracy udowodnitam dla modelowej
rosliny rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana), ze odpowiedzi indukowane
nadmiarem swiatla, zaréwno lokalne (komoérki traktowane nadmiarem $wiatla) jak i systemowe
(zacienione komérki tej samej rozetki), sa zwiazane w pierwszej kolejnosci, z indukcja
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specyficznego sygnatu w  chloroplastach, nazwanego w publikacji jako PEPS (ang.
PhotoElectroPhysiological Signaling). Miedzyorganellowa i miedzykomérkowa transdukcja
PEPS obejmuje falowo rozchodzace si¢ zmiany NPQ i ROS przy wspétudziale enzymu
peroksydazy askorbinianowej APX2, jak rowniez zmiany potencjatu elektrycznego membran
komérkowych. Sygnat PEPS moze rozprzestrzeniaé si¢ zaréwno w lisciach jak i pedach
kwiatowych, i jego konsekwencja jest wystepowanie grup komérek z obnizonymi wartosciami
NPQ, wysokim poziomem H>O» i indukcja ekspresji APX:LUC, zlokalizowanych
naprzemiennie z grupami komoérek o podwyzszonych wartosciach NPQ, niskim poziomie H,O»
i inhibicja genéw APX:LUC. Dodatkowo, w mutantach apx2-/ stwierdzitam rozregulowanie
mechanizméw przekazywania sygnatu elektrycznego oraz odpowiedzi systemowych. Procesy
te powigzalam ze zmianami redoks w PSII i ladcuchu przekaznikéw fotosyntetycznego
transportu elektronéw oraz zmianami w metabolizmie glutationu podczas traktowania
chloroplastéw wysokim natezeniem $wiatla. Zastosowanie inhibitora DCMU (3-(3.4-
dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) w pojedynczym lisciu eksponowanym na wysokie nate¢zenie
swiatla blokowalo bowiem lokalng i systemowsa indukcje APX1:LUC, APX2:LUC, NPQ i
sygnat elektryczny. Podobnie, deregulacja PEPS oraz zmiany puli PQ i jego stanu redoks
obserwowana byla w recesywnych mutantach cad? i raxl zwigzanych z metabolizmem
glutationu.

Przeprowadzitam réwniez dodatkowe doswiadczenia, ktore miaty na celu wskazanie
prawdopodobnych drég miedzykomérkowego i miedzyorganowego przekazu sygnatu PEPS.
Udowodnitam, ze sygnat PEPS jest przekazywany przez komoérki pochwy okotowiazkowe;.
Mechaniczne uszkodzenie tego typu komorek (ale nie komérek mezofilu) lub uzycie inhibitora
kanatéw jonowych LaCls blokowalo przekazywanie sygnatu elektrycznego zwiazanego ze
zmianami $wiatla.

Ponadto wskazatam, ze nadmiar energii indukuje zmiany metaboliczne nie tylko w
czasie rzeczywistym, ale informacja o nadmiarze energii moze byé ,wykorzystana” po
dfuzszym okresie czasu od ekspozycji na $wiatto. Ten dlugotrwaly efekt umozliwia
optymalizacj¢ procesu fotosyntezy podczas aklimatyzacji do wysokiego natezenia $wiatla, ale
rowniez jednoczesng indukcje mechanizméw obrony przed patogenami. W liciach
infekowanych bakteryjnym patogenem Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 rozwoj
choroby ograniczony byt jedynie w przypadku przeprowadzenia infekcji po ekspozycji na
nadmiar swiatla, podczas gdy ekspozycja na $wiatlo zastosowana godzine po infekcji nie
indukowata mechanizméw obronnych. Ponadto, wydtuzenie okresu pomiedzy ekspozycja na
nadmiar Swiatla i infekeja (w zakresie 8-24h) powodowat efektywniejsze hamowanie rozwoju
patogena. Zjawisko to zostalo okreslone w publikacji jako “pamieé¢ komérkowa.

Udowodnitam réwniez, e integracja mechanizméw aklimatyzacyjnych i
odpornosciowych jest Scisle zalezna od jakosciowej kompozycji $wiatta. Zaréwno wzor
przekazywanego sygnatu PEPS i jego poszczegdlnych elementéw (sygnat elektryczny, APX,
H202, NPQ), predkos¢ propagacji systemowej PEPS, jak i efekt ,,pamieci” komérkowej jest
specyficzny dla $wiatta niebieskiego (450 nm), czerwonego (650 nm) i biatego, pomimo
podobnej ilosci energii, ktora zostala przeliczona i zastosowana dla fotondw o okreslonej
dugosci fali. Najbardziej efektywne w réwnoczesnej indukcji aklimatyzacji do EEE oraz
odpornosei na patogeny bakteryjne bylo $wiatlo czerwone, a nastepnie biale.

Informacje dodatkowe dotyczgce pracy

W pracy postawitam i zweryfikowalam hipotezy oraz przedstawilam wnioskowanie,
wzbudzajace niejakie kontrowersje w $wiecie naukowym: (1) przekazywanie sygnatu PEPS do
komorek, ktdre nie doswiadczyly stresu, indukuje zmiany, ktére sa utrzymywane przez rosline
minimum 24h, celem ,przygotowania” calego organizmu na potencjalne, przyszle stresy; (2)
fizjologiczne zmiany s3 na tyle uniwersalne, e uruchamiajg odpowiedzi aklimatyzacyjne do
stresow abiotycznych i odpowiedzi obronne wzgledem streséw biotycznych.



Kontrowersyjnos¢ zawartej w pracy idei polega w sposob szczegdlny na wprowadzeniu
pojecia ,,pamigci” komérkowej. Z tego powodu praca spowodowata zywa dyskusje w prasie
lokalnej i $wiatowej, na forach naukowych, a nawet mediach (2, 3, 4, 3, 6, 7.%)

W prasie poréwnywano przedstawiony w pracy systemowy sygnal elektryczny do
impulséw elektrochemicznych w systemie nerwowym: ,,Okazuje sie, ze o potrzebie pozbycia
si¢g [nadmiaru energii] czesci rosliny potrafig si¢ informowaé przy pomocy impulsow
elektrochemicznych, takich jak w zwierzecym ukladzie nerwowym. Co wiecej, rosliny potrafig
tez obliczyé ilos¢ zaabsorbowanego sSwiatla iwykorzystaé te informacje” (). ,,Odebrane
bodzce swietlne (czyli fotony) zamieniane sq w sygnaly elektrofizjologiczne. Rozchodzq sie one
co prawda znacznie wolniej niz u zwierzqt (u nas jest to ok. dwdch metrow na sekunde, u roslin
nie wigcej niz centymelr na sekunde), ale roslinom calkowicie to wystarcza. W kovicu nie muszq
one uciekaé przed wrogiem (...). O ile szybkosé przewodzenia sygnatéw jest stosunkowo
niewielka, o tyle wytworzone potencjaly i amplituda przemieszczajqcej sie fali sq u roslin i
zwierzgt bardzo podobne. Co ciekawe, profil sygnalu jest zupetnie inny dla swiatla biatego,
czerwonego czy niebieskiego. Przewodzeniem sygnaldw zajmujq sie glownie komorki tzw.
wigzek okotopochwowych. To komdrki sgsiadujgce z naczyniami (popularnie nazywanymi
nerwami) liscia. Teraz okazuje sig, ze owa popularna nazwa - "nerwy” liscia - ma swoje
glebsze uzasadnienie” (). ,,Szczepionka ze Swiatla: Rosliny nie tylko zapamietujg barwy
Swiatla, ale wykorzystujq te pamieé do walki z chorobami. Innymi stowy, rosliny sq zdolne do
autoimmunizacji przy pomocy $wiatla” ().

Oprécz aspektéw popularnonaukowych i entuzjastycznej interpretacji wynikow w
prasie, naukowcy o $wiatowe]j renomie komentowali bardzo pozytywnie opublikowana prace.

Professor Christine Foyer (the University of Leeds) dla BBC News (*) wyrazita opini¢
ze: “The study took our thinking one step forward. Plants have to survive stresses, such as
drought or cold, and live through it and keep growing, this requires an appraisal of the
situation and an appropriate response - that's a form of intelligence. What this study has done
is link two signalling pathways together [aklimacja i odpowiedzi obronne] ... and the electrical
signalling pathway is incredibly rapid, so the whole plant could respond immediately to high
light."”

Professor Terence Murphy (University of California-Davis) stwierdzit w wywiadzie dla
BBC News (°): “shining light on that first leaf could have any number of effects (...) that's
going o have a real effect on how it communicates through the phloem (vascular system) to
other leaves. It's not unreasonable that you could illuminate one leaf and affect the other
leaves, the trick is finding out how the other leaves are informed - and that's what appears to
have been done in the Polish study. Bundle sheath cells surround the veins in leaves, stems and
roots, so it's reasonable to think they transmit the electrical impulse.”

Professor William John Lucas (University of California-Davis) wskazal (°): “4
particular tissue within a plant needs to be able to signal to the rest of the plant in terms of
what are its conditions (...) If a young leaf is emerging out of a plant, it would be nice for that
leaf to know about the conditions in which it is going to emerge. (...) There are no neurons in
plants, but there is a communication network that we don't fully understand. There are
important implications for these kinds of studies."

? Todnik Powszechny » Cywilizacja » 8 sierpnia 2010 » ,,Intymne zycie roslin”

* Gazeta Wyborcza » Nauka > 19 lipiec 2010 > ,Rozumne zycie roslin”

* BBC News » Science & Environment > 14 lipiec 2010 »*Plants can think and remember”

° Popular Science Magazine > CES 2014 515 lipiec 2010 » “Can Plants Think?”

§ Scientific American » 16 lipiec 2010 » Plants cannot “think and remember,” but there’s nothing stupid about
them: They’re shockingly sophisticated.”

7 Science News » 15 lipiec 2010 > “Plants show they can 'remember’ light”

¥ China CN »16 lipiec 2010 > “Plants can think and remember”
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Z nieco wigkszg rezerwsg odnosit sie do tematu redaktor Scientific American w
dziedzinie neurologii i psychologii, Ferris Jabr (°): “Plants cannot “think and remember”, but
there’s nothing stupid about them: They're shockingly sophisticated. But plants do produce
electrical signals and the function of these signals in response to light is the real focus of the
new study — the most recent contribution to a growing body of work about electrical signaling
in plants. (...) With such surprising examples of plants’ abilities to process information and
adapt to their environments, there’s no need to try and endow plants with intelligence, thought,
memory or other cognitive abilities they do not truly possess and do not need. They're plenty
smart already.”

Praca zdobyta trzy nagrody w 2011 roku:

The PSEPB — Carl Zeiss Award for the best publication in the experimental plant biology in
years 2009-2010

Nagrodg I stopnia Rektora SGGW dla pracy zespotowej za publikacje

Nagrode Dyrektora [FR PAN za najlepszg publikacje

Cel 3 (publikacja 3) Komdrkowa pamigé o Swietle, sygnaly fotoelektrochemiczne i
retrosygnaly u roslin

Opisane mechanizmy w publikacjach 1 i 2 sg istotne dla przetrwania roslin w warunkach
wieloczynnikowego stresu. Wezesniej powszechnie uwazano, ze fizjologiczne odpowiedzi
roélin na EEE sg systemowo (globalnie w catym organizmie) regulowane przez ROS, hormony
i inne czgstki sygnatowe. Wskazanie, ze informacja o EEE jest przekazywana do odlegtych
czegsci roslin przez fotoelektrofizjologiczne sygnaty, zmiany w niefotochemicznym wygaszaniu
nadmiaru energii wzbudzenia w obrgbie PSII, w statusie redoks puli glutationu oraz
fotosyntetycznych nosnikéw elektronéw (np. PQ), umozliwita postawienie nowych hipotez o
prawdopodobnej kolejnosci zdarzen prowadzacych do SAA i SAR. Hipotezy te sa
konfrontowane w publikacji 3, ktéra ma charakter artykulu przegladowego, ale zawiera
rowniez wyniki wiasnych badan i analiz wskazujacych na komplementarng role kwasu
salicylowego w percepcji zmian jako$ciowych $wiatla.

W  pracy 3 zaproponowatam kategoryzacj¢ retorsygnatéw indukowanych w
chloroplastach i potencjalnie regulujacych aklimacje do stresu zwigzanego z EEE i odpornosé
wzgledem patogenéw. Ze wzgledu na zrédio i typ klasyfikacja retorsygnatéw w pierwszej
kolejnosci obejmuje sygnaly pochodzace z wzbudzonego singletowego stanu molekut
chlorofilu w PSII. Ponadto, absorpcji energii fotonéw przez walencyjne elektrony Mg
chlorofilu towarzyszy: rezonans, rozpraszanie energii jako ciepto i fluorescencja, oraz
generowanie 'Oz i 'Car*, ktére réwniez moga stanowié pierwotne zrddto sygnatow i informacji
o zmiennych warunkach $wietlnych. Ten typ retrosygnatéw obejmuje réwniez zmiany wtérme
tj. zakwaszenie chloroplastu, aktywacje cyklu ksantofilowego, synteze kwasu abscysynowego
oraz hipotetyczny proces (niezweryfikowany eksperymentalnie) zmian objetosci chloroplastow
iich temperatury. Wskazane pierwotne i wtdrne elementy indukcji retrosygnatow przez kwanty
swiatla, czesciowo powigzane zostaly z regulacja ekspresji jadrowych genéw kodujacych
APX1 i APX2 (marker molekularny SAA, publikacja 2). Drugi typ potencjalnych
retrosygnatéw chloroplastowych obejmuje mechanizmy transportu elektronéw walencyjnych
pomigdzy donorowymi i akceptorowymi czasteczkami (zmiany redoks) poszczegélnych
przekaznikéw fotosyntetycznego transportu elektrondw w obrebie PSII (np. PQ/PQHa),
glutationu (GSH/GSSG), askorbinianéw (ASA/DHA), oraz zmiany redoks generowane w PSI i
zwigzane z cyklicznym transportem elektronow, NADP/NADPH, oraz aktywnoscia
ferredoksyny, tioredoksyny i glutaredoksyny. Dodatkowo, wskazatam, ze podczas regulacji
odpowiedzi na EEE, glutation jest zwigzkiem zintegrowanym genetycznie i fizjologicznie z
kwasem salicylowym. Wyniki wiasnych analiz wskazaly natomiast, ze zmiany wolnej i
zwigzanej formy kwasu salicylowego sg zalezne od natgZenia i barwy uzytego $wiatla. Swiatla
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o dtugosci fali odpowiadajgcej barwie biatej i czerwonej, ktore byty najbardziej efektywne w
indukcji mechanizméw aklimacyjnych i odpornosciowych (publikacja 2), rowniez w
najwyzszym stopniu indukowaty akumulacj¢ wolnej formy kwasu salicylowego, niezbednej w
szybkich odpowiedziach na stres, jak i zwigzanej formy kwasu salicylowego, ktéra moze
stanowi¢ latwo dostgpng pule w pdzniejszym czasie np. podczas infekcji przez patogena
(publikacja 3). Wymienione powyzej zwiazki moga by¢ czasteczkami przekaznikowymi
samymi w sobie, lub z posrednictwem innych regulatoréw np. LESION SIMULATING
DISEASE 1, ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1 i PHYTOALEXIN DEFFICIENT
4, ktore znane sg jako molekularne regulatory programowanej $mierci komorki, SAA i SAR.
Suma zmian tych sygnaléw zwigzana jest ze specyficzng transkrypcja licznych genow
jadrowych np:  LHC (LIGHT-HARVESTING COMPLEX), RbcS (RIBULOSE-1,5-
BISPHOSPHATE CARBOXYLASE/OXYGENASE SMALL SUBUNIT), ELIP (EARLY LIGHT-
INDUCIBLE PROTEIN), APXI i APX2, (ASCORBIC PEROXIDASE 1 i 2), PRI
(PATHOGENESIS-RELATED GENE 1). Sciezki opisanych dwdch typow retrosygnatldw moga
rowniez krzyzowaé si¢ wzajemnie, poniewaz wielokrotnie stwierdzono interakcje pomiedzy
ROS a glutationem, kwasem salicylowym, kwasem askorbinianowym i NADP. Kolejny, trzeci
typ sygnalow obejmuje produkty koncowe fotosyntezy (np. cukry), oraz anabolizm i
katabolizm chlorofilu, natomiast czwarty typ jest zwigzany z PEPS, opisanym szczeg6towo w
publikacji 2. Dodatkowo praca zawiera hipotezy, rozszerzajace dzialanie czwartego typu
retrosygnatéw, o potencjalng integracj¢ PEPS z systemowym generowaniem 'O» i !Chl*.

W odpowiedzi na kontrowersje zawarte w prasowych recenzjach dotyczacych pracy 2
rozszerzylam rowniez problematyke ,pamicci komoérkowej” i definicji ,.inteligencji® w
aspekeie adaptacji do zmiennych warunkéw srodowiska. Integralna rola transdukeji sygnatéow
wsparta zostala teorig Peak i in. (2004) opisujaca rozprzestrzenianie sie zmian fluorescencji
chlorofilu a i przewodnictwa szparkowego w obrebie liscia wedtug algorytmu matematycznego
i funkcji sinus/l-sinus (odpowiednio dla fluorescencji chlorofilu  a/przewodnictwa
szparkowego). Powigzanie zatozen Peak i in. (2004) z postawionymi hipotezami i uzyskanymi
wynikami (prace 1-3) daje podstawy do znacznie bardziej kompleksowego opisu
mechanizméw integrujacych systemowe procesy aklimatyzacji do streséw abiotycznych z
indukcjg odpornosci na stresy biotyczne. Rozprzestrzeniajacy sie falowo PEPS z szybkoscia
zblizong do rozprzestrzeniania si¢ zmian opisanych przez Peak i in. (2004) jest elementem,
ktory taczy opisane przez nas mechanizmy programowanej $mierci komorki, SAA, SAR z
algorytmowo opisanym mechanizmem przetwarzania informacji na poziomie ligcia i
indukowania odpowiedzi w komoérkach, ktére nie doswiadezyly bezposrednio dzialania
czynnika stresowego.

Cel 4 (publikacja 4) Aklimacja do swiatla, retrosygnaly, smieré komérkowa i mechanizmy
obronne roslin
Kolejna praca wchodzgca w sklad osiagnigcia naukowego podyktowana byta potrzeba
okreslenia roli programowanej $mierci komérki w procesach aklimatyzacji do stresu
wysokiego natezenia $wiatta i indukcji odpornosci na patogeny. Na podstawie dostepne;j
literatury ~ skonfrontowatam hipotezy wiasne z powszechnie panujacymi pogladami.
Zachowatam forme artykuhlu przegladowego, ktory uzupehitam wynikami analizy indukcji
sygnatu elekirycznego oraz przebiegu infekcji po ekspozycji na swiatto o réznej dlugosci fali.
W pracy wskazatam, ze konsekwencjg zaburzen rozpraszania nadmiaru energii jest
powstanie tlenu singletowego, jego udziat w procesie peroksydacji lipidéw, utrata integralnosci
chloroplastow i uruchomienie programowanej $mierci komérki. Obecnosé i stan fizjologiczny
chloroplastéw determinuje te procesy, poniewaz programowana $mieré komérki zachodzi
wylacznie w komorkach zawierajacych w pelni rozwiniete chloroplasty. Postawilam réwniez
zalozenie, ze jezeli indukowana przez nadmiar energii wzbudzenia $mieré komoérki jest
regulowana przez ten sam genetyczny system jak reakcje nadwrazliwodci i odpornosé na
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patogeny, to interakcja obu proceséw zachodzi¢ moze za posrednictwem wspdlnych
retorosygnalow. Prezentujgc wyniki wiasne wskazalam zatem zwiazek pomiedzy: typem
sygnalow, rodzajem $wiatta (0 réznej diugodci fali z zakresu biatego, niebieskiego,
czerwonego) oraz indukcja $mierci komérki po ekspozycji na odpowiednie $wiatlo i infekcji
patogenem wirulentnym Pseudomonas syringae. Wskazatam réwniez, ze mutant 4. thaliana
Isdl, ktory indukuje reakcje nadwrazliwosci i niekontrolowang $mieré komérki, w warunkach
EEE, infekcji, podczas dugiego fotoperiodu i chtodu, moze stanowi¢ model do badan, ktére
wskazg na jakim poziomie odpowiedzi obronne i aklimatyzacyjne sg regulowane wspolnie. Na
podstawie literatury przedstawilam dowody, ze drogi sygnatowe zalezne od LSDI1 obejmujg
regulacje reakcji nadwrazliwosci za posrednictwem:

(1) kodowanych przez geny odpornosci (R-genes) biatek NBS-LRR (NUCLEOTIDE-
BINDING SITE LEUCINE-RICH REPEAT proteins); biatka te rozpoznaja efektory patogena i
aktywujg odpowiedzi obronne;

(2) zintegrowanych proceséw produkcji O>™ przez palazmolemowe ArrbohD, oksydoreductazy
zalezne od NADPH i kwasu salicylowego;

(3) kontroli aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych; réwniez sam LSDI1 moze pehié role
czynnika transkrypcyjnego i regulowaé wiele genéw zaangazowanych zaréwno w SAA i SAR,
jak réwniez inne procesy zalezne od $mierci komérki lub/i aklimatyzacji np. formowanie
aerenchymy i starzenie tkanek;

(4) zmian NPQ, poziomu etylenu, kwasu salicylowego, H>O, i aktywnosci systemu
antyoksydacyjnego oraz przewodnosci szparkowej;

(5) integracji funkcjonowania LSDI1 i dwéch biatek zaangazowanych w podstawowsg
odpornos¢ roslin na patogeny tj. EDS1 i PAD4; ich wspétdziatanie wplywa na poziom ROS,
kwasu salicylowego i etylenu oraz odpowiada za tkankowo specyficzng $mieré komérki np. w
procesie formowania aerenchymy w korzeniach eksponowanych do stresu hypoksji.

Ponadto zaproponowalam w artykule 3 schematyczny podzial retrosygnatéw w
zaleznosei od czasu ich indukcji. Wyréznitam cztery przedzialy czasowe: nano —
mikrosekundy dla indukcji zmian zwigzanych z absorpcja energii w PSII i PSI, tafcuchu
przekaznikow fotosyntetycznego transportu elektronéw, oraz generacja ROS; mikro —
milisekundy dla reakcji redoks wtérnych przekaznikéw informacji, reakcji hormonalnych i
zmian poziomu CO/Oy; sekundy - minuty dla odpowiedzi na poziomie biatek
LDSI/EDS1/PAD4, przewodnosci szparkowej, fotorespiracji, systemu antyoksydacyjnego;
oraz minuty — godziny - dni dla odpowiedzi na poziomie morfologii tkanek, smierci komérki,
SAA, SAR, formowania aerenchymy i starzenia.

Na podstawie literatury, wskazatam i przedyskutowalam mozliwosé zaangazowania
rowniez innych czynnikow w przekazywanie informacji z chloroplastéw do jadra
komérkowego podezas indukcji programowanej $mierci komérki: MEcPP (methylerythritol
cyclodiphosphate), PAP (3'-phosphoadenosine 5'-phosphate) i enzym SALI (bifunctional
3'(2"),5"-bisphosphate nucleotidase and inositol polyphosphate 1-phosphatase) regulujacy
poziom PAP, hem, B-cyclocitral, HSP90 (heat shock protein), sygnaty fotoelektrofizjolgiczne.

Cel 5 (publikacja 5) Wplyw PAD4 (PHYTOALEXIN DEFICIENT 4) na metabolizm ROS,
wlasciwosci sciany komérkowej i drewna topoli hybrydowej (Populus tremula L. x
tremuloides)

Jedno z kolejnych zalozern zweryfikowanych eksperymentalnie dotyczylo czynnikow
regulacyjnych, dotychczas okreslanych prawie wylacznie w aspekcie interakcji roslina-
patogen. Jak wskazatam w zaprezentowanej publikacji 4, regulacja $ciezek sygnatowych z
udziatem LSD1/PAD4/EDS] stanowi wazny etap indukcji SAA i SAR. LSD1 w warunkach
laboratoryjnych i polowych scharakteryzowano dla Arabidopsis w trzech pracach, w ktorych
Jestem wspétautorem (Miihlenbock et al. 2008, Wituszynska i in. 2013, 2015). PAD4 do tej
pory zostal scharakteryzowany wylgcznie w warunkach laboratoryjnych dla Arabidopsis
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thaliana. AtPAD4 koduje TGL (TRIACYLGLYCEROL LIPASE) i jest wymagany dla
aktywacji gendw odpornosci (R genes), metabolizmu kwasu salicylowego, etylenu, ROS, 1
dalej indukcji aklimatyzacji i Smierci komorki (Wituszynska i in. 2013). Prezentowana praca 5
stanowi pierwsze doniesienie dotyczace weryfikacji funkcji PAD4 u gatunku innego niz
Arabidopsis thaliana, w warunkach stresow wieloczynnikowych (warunki naturalne) i w
aspekcie holistyczne] regulacji proceséw przystosowawczych do zmiennych warunkdw
srodowiska. Celem przeprowadzenia eksperymentéw dziki typ topoli Populus tremula x
tremuloides t89 zostal transformowany za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens 1 z
niezaleznych zdarzen transformacyjnych wyprowadzone zostaly trzy linie o réznym poziomie
wyciszenia ekspresji homologéow PAD4. Eksperymenty przeprowadzone dla tych linii
wskazaly, ze morfologia trzyletnich drzew transgenicznych z warunkéw polowych nie rézni si¢
w sposdb istotny od roslin kontrolnych dzikiego typu. Réwnoczesnie jednak, wyciszenie genu
PAD4, podobnie jak u Arabidopsis, powoduje zmiany w metabolizmie ROS. Zaobserwowatam
bowiem akumulacj¢ H»02, wyzsza aktywno$¢ manganowej izoformy dysmutazy
ponadtlenkowej (MnSOD) i katalazy (CAT). Zmiany te obserwowane zarowno w lisciach jak i
pedach, pozytywnie skorelowane byly z formowaniem tkanek drewna oraz ich wlasciwosciami
fizycznymi 1 chemicznymi. Podczas analiz poprzecznych przekrojow peddw transgenicznych
roslin stwierdzitam wyzsze tempo podzialu komorek (szerszy pierscien ksylemu,
spowodowany wickszg liczba poszczegdlnych warstw komorek), zredukowane tempo $mierci
komorek, wzrost grubosci wtérnej $ciany komoérkowej (spowodowany gtéwnie odkladaniem
si¢ kolejnych warstw celulozy, ale nie lignifikacji), zmniejszenie $redniej wielkosci 1 liczby
tracheidow. Te cechy cytologiczne przekladaly si¢ na zmiany parametrow fizycznych 1
mechanicznych drewna pochodzgcego z roslin transgenicznych w poréwnaniu do dzikiego
typu. Obserwowatam wigksza gestodé, obnizone pecznienie podezas hydratacji tkanek oraz
wiekszg elastycznodc¢ drewna.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze PAD4, ktéry bierze udziat w procesach obronnych i
patogenezie, moze by¢ rdwniez uniwersalnym regulatorem zmian dostosowawczych w
szerszym aspekcie, gldwnie posredniczac w regulacji metabolizmu ROS, podziatéw
komorkowych/§mierci komdrki oraz formowania tkanek drewna i biosyntezy celulozy.

Cel 6 (publikacja 6) Zaleiny od fotosyntezy fizjologiczny i genetyczny “crosstalk” pomiedzy
aklimacjg do chiodu i indukowang przez chlod odpornoscig pszeniyta ozimego (Triticosecale
Wittm.) na patogena grzybowego

Reakcje roslin specyficzne dla EEE i smierci komérki moga byé¢ indukowane zar6wno przez
Swiatlo o wysokim natezeniu w temperaturze zblizonej do optymalnej dla wzrostu, jak réwniez
przez $wiatlo o znacznie nizszym natezeniu w warunkach obnizonej temperatury (chtodu). W
obu przypadkach nadmiar energii wzbudzenia, nie moze by¢ wykorzystywany do asymilacji
CO», natomiast zgodnie z zaprezentowanymi dotychczas wynikami prac 1-5 oraz badaniami
przedstawionymi w kolejnych pracach 6-8, nadmiar energii wzbudzenia moze by¢ uzyty do
uruchomienia zintegrowanych mechanizméw kontroli odpowiedzi aklimatyzacyjnych,
odpornosciowych i rozwojowych.

Integracje mechanizmdéw regulacji odpornosci wzgledem patogena z aklimacja do
niskiej temperatury w obecnosci swiatta o standardowym natgzeniu optymalnym dla wzrostu
testowatam w uktadzie doswiadczalnym: pszenzyto ozime - patogen grzybowy Microdochium
nivale. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze traktowanie mlodych siewek przez 28 dni niska
temperatura w warunkach swiatla indukuje odpornos¢ na infekcje, jednak odpornosé ta jest
zalezna od genotypu ro$liny. Uruchamianie reakcji odpornosciowych na poziomie
fizjologicznym 1 genetycznym (publikacja 6 1 Szechynska-Hebda et al. 2011) obserwowatam
bowiem wytacznie dla niektérych odmian lub niektérych linii populacji mapujacej, podczas,
gdy inne odmiany i linie nie nabywaly odpornosci pomimo zastosowania wczes$niejszego
chtodzenia. Jednym z czynnikéw determinujgcych efektywna odporno$é¢ bylo szybsze
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kielkowanie i rozwdj lisci, a w konsekwencji wezesniejsze uzyskanie metabolicznej dojrzatosci
chloroplastow, efektywniejszy proces fotosyntezy i dostarczenie energii niezbednej do
produkcji metabolitdéw zaangazowanych w reakcje obronne. Mechanizm tych proceséw
obejmowal réwniez dostosowanie reakcji w PSII. Genotypy, zdolne do rozwiniecia odpornosci
w warunkach $wiatla i temperatur chodowych, charakteryzowala wyzsza maksymalna
fotochemiczna wydajnos¢ PSII (ang. maximum quantum yield of PSII) oraz bardziej
efektywna integracja reakcji $wietlnej i ciemnej fazy fotosyntezy (ang. performance index).
Genotypy te podczas chlodzenia indukowaty réwniez aktywne mechanizmy ochrony przed
stresem oksydacyjnym, w tym peroksydazy usuwajace nadmiar H>0,. Optymalizacja
fotosyntezy i aklimacja do stresu umozliwiata szybkie omijanie faz wzrostu roslin wrazliwych
na infekcje grzybows. Te same mechanizmy umozliwiaty szybka regeneracje roslin w okresie
po infekcji. Wykazatam takze, ze zalezna od fotosyntezy aklimacja do chtodu, odpornos$é na
patogena indukowana chiodem, akumulacja biomasy, wzrost i aktywno$é systemu
antyoksydacyjnego byla zintegrowana nie tylko na poziomie fizjologicznym, ale réwniez
genetycznym. Moje badania wykonane dla populacji mapujacej SaKa3006 x Modus ztozonej z
95 linii podwojonych haploidéw dowiodly, ze okreslone grupy gendw kontrolujgce aklimacje
do chlodu i indukcje¢ odpornosci byly wspélnie regulowane przez sygnaly zalezne od
fotosyntezy. Na chromosomach 5B i 7R znalaztam rejony zawierajace loci cech ilosciowych
(QTL, ang. Quantitative Trait Loci) zlokalizowane w tej samej, wspdlnej pozycji dla zmian
efektywnosci fotosyntezy podczas chtodzenia, regulacji rozwoju lisci, akumulacji $wiezej i
suchej masy, aktywnosci peroksydaz, i odporno$ci na M. nivale. Ponadto, celem dalszej
weryfikacji zaleznodci pomiedzy odpowiedziami aklimatyzacyjnymi i odpornosciowymi oraz
roli fotosyntezy i systemu antyoksydacyjnego w tych procesach, przeprowadzitam metaanalize
eksperymentéw mikromacierzowych z uzyciem narzedzia Genevestigator, bazujac na
platformie Affymetrix Wheat Genome Array. Stosujac klastrowanie hierarchiczne wskazatam,
ze 83 transkrypty zwigzane z PSII mialy podobny profil ekspresji dla roslin traktowanych
chtodem i infekowanych patogenami grzybowymi. Ten sam system eksperymentalny
zastosowany dla réwnoczesne] analizy 46 transkryptéw zwigzanych z peroksydazami wskazat
na podobng modulacje wzoru ekspresji podczas aklimacji chtodowej i odpowiedzi obronnych,
z zastrzezeniem, ze infekcja wplywala bardziej efektywnie na zmiany ekspresji. Zaréwno
peroksydazy askorbinianowe, jak i glutationowe wydajg sie odgrywaé kluczowa role w tych
procesach.

Cel 7 (publikacja 7) Wplyw indukowanych chlodem zmian w fizycznych i chemicznych
wlasciwosci liscia na odpornos¢ pszeniyta ozimego Microdochium nivale

Szybszy rozwoj lisci i pgdéw odmian, ktdre tatwiej aklimatyzuja sie do chlodu i indukuja
rekcje obronne, umozliwia efektywniejsze procesy metaboliczne, w tym jak wskazano w
poprzedniej pracy, proces fotosyntezy. Wraz z szybkim rdznicowaniem komérek i lisci
postgpuje wzmacnianie ich tkanek, zarowno na poziomie $ciany komorkowej jak i na poziomie
powierzchni epidermy. Cecha ta stanowi istotny czynnik determinujacy podstawowe reakcje
obronne. Rézng efektywnosé odpornosci na patogena grzybowego M. nivale w zaleznosci od
potencjatu roslin pszenzyta ozimego do fortyfikacji tkanek mlodych lisci zaobserwowatam
podczas eksperymentdw opisanych w pracy 7.

Pierwsza obserwacja wskazujaca rol¢ wzmocnienia tkanek zwigzana byla z liniowym
wzrostem odpornosci na patogena wraz z wydtuzaniem okresu traktowania chtodem od 0 do 98
dni. Podobnie, jak w poprzedniej pracy, obserwowatam scistg zaleznosé od genotypu rosliny.
Dodatkowe przestanki stanowily mikroskopowe analizy, ktére pozwolily na zaobserwowanie
specyficznego wzrostu strzgpek grzybowych w zaleznosci od stopnia odpornosci. Strategia
grzyba umozliwiajaca dostep do zasobdéw odzywczych odpornego gospodarza polegata na
penetracji tkanek lisci za posrednictwem aparatéw szparkowych, a nastgpnie biotroficznym
wzroscie pojedynczych strzgpek w przestrzeniach miedzykomérkowych i wytwarzaniu
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pojedynczych haustoriow w obrebie sciany komérek mezofilu. Przeciwnie, destruktywna
nekrotroficzng infekcje obserwowatam dla lisci roslin nieodpornych, gdzie strzepki grzybni
przerastaly bezposdrednio przez epiderme, mezofil i nawet tkanki przewodzace. Rézny sposéb
infekcji spowodowany byt zmianami wiasciwosci fizycznych i chemicznych powierzchni lisci
odpornych, ktére zapobiegaly zar6éwno adhezji grzybni M. nivale, jak i bezposredniej
penetracji strzepek. Liscie roslin odpornych, rozwijajace sie w niskiej temperaturze,
charakteryzowaty si¢ bardzo duzg hydrofobowoscia. Byto to konsekwencja wyksztalcenia na
powierzchni licznych drobnych struktur, jak i obecnodci substancji o charakterze lipidéw,
woskdw, fenoli itp. ktére zapobiegaly bezposredniemu zwilzaniu powierzchni. Te cechy licia
niekorzystnie wplywaja na wzrost grzyba silnie zaleznego od obecnosei wilgoci. Dodatkowo
sciany komorek potozonych pod epiderma (mezofil, tkanki przewodzgce) charakteryzowaty sie
obnizong przepuszczalnoscia, co ma znaczenie dla ograniczenia dyfuzji grzybowych enzyméw
trawigcych Sciany komérkowe gospodarza. Specyficzna stabilno$é $ciany komoérkowej, ktora
moze przeciwdziata¢ réwniez mechanicznemu oddziatywaniu strzepek, zostala potwierdzona
w kolejnych eksperymentach z wykorzystaniem réwnoczesnej analizy termograwimetrycznej,
réznicowej kalorymetrii skaningowej i spektrometrii masowej. Na podstawie wynikéw badan
zaproponowatam, Ze stabilno$¢ sciany komorek odpornych jest zwigzana ze specyficznym
utozeniem dlugich mikrofibrylli celulozowych w $cisle zwarte agregaty o charakterze
krystalicznym.

Doswiadczenia zawarte w tej pracy wskazujg, ze sygnaty uruchamiane przez nadmiar
energii wzbudzenia za posrednictwem odpowiednich retrosygnalow (opisanych w publikacjach
1-5) mogg odpowiada¢ za integracj¢ mechanizméw odpornosciowych i aklimatyzacyjnych
rowniez na poziomie podstawowych reakcji obronnych tj. wzmacniania tkanek i $ciany
komodrkowej przed odpowiedniag modyfikacje jej wilasciwosci chemicznych i fizycznych.
Cechy te zabezpieczaja bowiem holistycznie rosling: zardwno przed atakiem patogena, jak i sa
przydatne przy naglym obnizeniu temperatury (zapobieganie utracie wody, zabezpieczenie
przed rozrywaniem tkanek przez formujgce sie krysztaly w temperaturach ujemnych).

Cel 8 (publikacja 8) Wplyw endogennego nadtlenku wodoru indukowanego w warunkach
traktowania chlodem na poprawe efektywnosci regeneracji

Prace 1-5 wykazaly szczegdlng rolg nadtlenku wodoru i systemu antyoksydacyjnego w
indukcji drog sygnatowych, ktorych Zrédlem sa chloroplasty oraz w procesach aktywnej
integracji mechanizméw aklimatyzacyjnych i odpornosciowych. Natomiast prace 5-7
prezentowaly wyniki wskazujace, ze efektywnos$é aklimatyzacji, odpornosci i rozwoju moze
by¢ zalezna od modyfikacji na poziomie podziatéw komérkowych, $mierci komorki i
wiasciwosci Sciany komorkowej. Wspdlne zalozenia wymienionych prac potwierdzitam
rowniez na poziomie rozwoju i morfogenezy w kulturach in vitro. Wyniki zamieszczone w
kolejnej publikacji 8 wskazuja, ze podwyzszona koncentracja endogennego H20:, jego
specyficzna lokalizacja subkomorkowa i kontrola przez system antyoksydacyjny jest
skorelowana z intensywnymi podzialami komérkowymi, z dyferencjacja i w konsekwencji
wielkoscia komorek (zalezng od wihasciwosei scian komérkowych), oraz z uruchamianiem
okreslonych programéw morfogenezy. Kultury in vitro pszenicy ozimej i bobiku, ktore
wykazywaly kompetencje do tatwej regeneracji pedow charakteryzowaly sie matymi
komérkami wypelnionymi gesta cytoplazmag, z duzym potencjatem do podziatéw. Przeciwnie,
kultury nieregenerujace miaty duze, silnie zwakuolizowane komorki, fatwo obumierajgce. Dla
obu analizowanych gatunkéw stwierdzitam, Zze na kazdym etapie kultury, poczawszy od
wyjsciowego eksplantu, indukcji kalusa oraz po zainicjowaniu procesu morfogenezy
(embriogenezy w przypadku pszenicy i organogenezy w przypadku bobiku), tkanki
kompetentne do regeneracji charakteryzowaly sie wysokg zawartoscia H202 i jednoczesnie
silng odpowiedzig systemu antyoksydacyjnego na poziomie aktywnosci bialek i ekspresji
genow kodujgcych te biatka (dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy). Jednoczesnie kultury
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kompetentne tatwiej ulegaly aklimatyzacji do stresu niskiej temperatury (ale nie wysokiej
temperatury) i w tych warunkach regeneracja pedéw przebiegata z wieksza efektywnoscia.
Roéwniez, analiza efektywnosci regeneracjii na pozywkach uzupetnionych substancjami
modyfikujgcymi  poziom stresu oksydacyjnego dostarczyla dodatkowych dowodow,
potwierdzajacych hipotezg, ze H20; jest czynnikiem kontrolujacym procesy wzrostowe i
rozwojowe oraz regulatorem cyklu komoérkowego. Zastosowanie egzogennego HO, oraz
inhibitora katalazy (3-aminotriazole) indukowato powstawanie pedéw, natomiast inhibitor
SOD i FeEDTA silnie ograniczal kompetencje tkanek do regeneracji. Reasumujac, po raz
kolejny wskazalam, ze H202 moze byé uniwersalnym przekaznikiem dla indukcji
holistycznych odpowiedzi zaleznych od podziatéw komérkowych/Smierci komérki.

Podsumowanie

Wyniki moich badain konfrontuja klasyczne podejscie do reakcji aklimatyzacyjnych,
odpornosciowych i rozwojowych z nowymi hipotezami. W pracach wchodzacych w sklad
osiggnigcia naukowego wskazalam, ze procesy te moga byé zalezne od absorpcji nadmiaru
energii $wiatla. Zmiany w intensywnosci $wiatla, jego jakosci, lub zmiany innych czynnikéw,
w tym temperatury, indukujg nadmiar energii wzbudzenia, ktéry przekracza poziom wymagany
dla procesu fotosyntezy. W takich warunkach mozliwa jest indukcja retrosygnatow, ktore
uruchamiaja odpowiednie programy komérkowe, reguluja podzialy komérkowe i $mieré
komorki, odpowiedzi aklimatyzacyjne i odpornosciowe. Rosliny rozwingly system genetyczny,
ktdry holistycznie reguluje te procesy, umozliwiajac funkcjonowanie w zmiennych warunkach
srodowiska. Bazujac na tych wynikach, wraz z wspétpracownikami grupy badawczej prof.
Stanistawa Karpinskiego, zglositam jako wspotautor 2 patenty, dotyczace metod polepszania
wzrostu roslin, zwigkszania odpornosci na patogeny i aklimacji do streséw $rodowiskowych,
poprzez ich ekspozycje na swiatlo o okreslonej intensywnosci (W0/2011/154522) oraz
poprzez wspotdziatanie okreSlonych genéw zaleznych od nadmiaru energii wzbudzenia
(WO/2013/093637).
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo - badawczych.

Oprocz opisanych powyzej, gldéwnych zainteresowan zawodowych, w trakcie mojej kariery
naukowej, podejmowatam réznorodne tematy badawcze. W moich badaniach stosowatam
interdyscyplinarne podejscie obejmujace w sposéb szczegdlny fizjologie, biologie komérki,
biologi¢ molekularna, biochemie i biofizyke.

Na poczgtku kariery naukowej, moje badania koncentrowaty sie na wplywie krétkich
cieplych przerw podczas chlodnej wiosny na procesy fizjologiczne i produktywnosé
kukurydzy, ze szczegélnym uwzglednieniem zmian antyoksydaeyjnego systemu
enzymatycznego. Analizowane warunki srodowiskowe sa specyficzne dla wiosny w Europie
Srodkowej, dlatego podjgta tematyka byla aktualna réwniez w aspekcie praktycznym.
Stwierdzitam, ze zmiany aktywnosci enzymdéw antyoksydacyjnych dla genotypéw wrazliwych
i odpornych na chtod byty istotnie zwigzane z fluktuacjami temperatury. Nawet bardzo krétkie
cieple przerwy w okresie chlodu znacznie zwigkszaly aktywno$é katalazy w odpornych
genotypach. Zmiany temperatury tylko w niewielki sposéb wptywaly na aktywnosé dysmutazy
ponadtlenkowej obu genotypéw. Na podstawie uzyskanych wynikéw wnioskowatam, ze
aklimatyzacja do chlodu i deaklimatyzacja w wyzszych temperaturach sa zalezne od stresu
oksydacyjnego, zwlaszcza zbalansowania nadprodukcji H20: i jego rozkiadu przez system
antyoksydacyjny. W siewkach kukurydzy wrazliwych na chtéd mniej sprawny enzymatyczny
system antyoksydacyjny powodowal gromadzenie nadmiaru H,O, podczas zmian
temperaturowych, prawdopodobnie do poziomu, przy ktérym biatka ulegaly uszkodzeniom
oksydacyjnym.

W kolejnych latach podjetam probe okreslenia mechanizméw i sposobu oddziatywania
naturalnych i syntetycznych regulatoréw wzrostu z blonami komérkowymi roélin, oraz
wyjasnienia roli tych interakcji podczas embriogenezy somatycznej in vitro. We wspdlpracy z
prof M. Filek (Instytut Fizjologii Roslin Polskiej Akademii Nauk), dr M. Zembalg (Instytut
Katalizy i Fizykochemii Powierzchni Polskiej Akademii Nauk), prof P. Laggner (Institute of
Biophysics and X-ray Structure Research, Austrian Academy of Sciences, Austria) i prof K.
Trgbaczem (Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, Lublin), wniostam znaczacy wklad
naukowy w tej dziedzinie, wskazujgc, ze auksyny i cytokininy w sposéb specyficzny sa
adsorbowane do fosfolipidowych/sterolowych i biatkowych domen w plazmolemie komorek
pszenicy. 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) tatwiej byt adsorbowany do fosfolipidow i
biatek komorek nieembriogennych, podezas gdy kinetyna specyficznie wiazala sie z
fosfolipidami i biatkami membran komoérek embriogennych. Wyniki te wyjasnily, dlaczego
obecnos¢ auksyn jest niezbgdna do wzrostu komérek nieembriogennych, natomiast obecnogé
cytokinin jest istotna dla komodrek embriogennych. Ponadto, wskazalam, ze absorbowane
fitohormony mogg zmieni¢ wiasciwosci fizyczne domen blonowych np. przepuszczalnosé
dwuwarstwy lipidowej i kanatéw jonowych, powierzchniowego tadunku elektrycznego lipidow
i biatek, a takze grubosci dwuwarstwy lipidowej. Szczegdlnie znaczacy byt wptyw auksyn i ich
analogéw chemicznych na zmiany grubosci dwuwarstwy lipidowej plazmolemy komdrek
embriogennych. Regulatory wzrostu zmieniaty grubo$é membrany komérek embriogennych do
rozmiaru obserwowanego dla membran nieembriogennych, tym samym uzasadniajac
praktyczne podejscie laboratoryjne, w ktérym usuniecie regulatoréw jest wymagane do
wywolania procesu embriogenezy somatycznej. Ponadto zearalenon (toksyna grzybowa) byl
podobny do cytokinin w oddziatywaniu z blonami, jednakze jego wplyw fizjologiczny i
fizyczny zalezat w wigkszym stopniu od pochodzenia kultury (wyjsciowego eksplantu) niz
embriogennych wlasciwosci komorek.

Antyoksydacyjny uklad enzymatyczny komérek embriogennych podlegal réwniez
zmianom pod wplywem zearalenonu w komérkach embriogennych. Wyniki moich badan
wykazaly wplyw zearalenonu na dysmutazg ponadtlenkowa, katalaze i peroksydazy, a w
konsekwencji na poziom endogennego H»O,. Badania kontynuowatam w ramach projektu
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badawczego: "Rola stresu oksydacyjnego w roznicowaniu roslin i procesach regeneracji”.
Wyniki uzyskane podczas jego realizacji wskazaly, ze regeneracja kalusa jest zwigzana z
produkcjg reaktywnych form tlenu modulowanych przez poszczegdlne regulatory wzrostu.
Najwyzsza aktywnos$¢ enzyméw obserwowatam w komdrkach nieembriogennych po
zastosowaniu auksyny oraz w komérkach embriogennych po zastosowaniu cytokininy. Zmiany
we wzorze aktywnosci poszczegdlnych izoform SOD obserwowatam w kulturach kalusa,
hodowanych na pozywkach z dodatkiem auksyny i zearalenonu. W wyniku mojej pracy
eksperymentalnej postawitam konkluzje, ze reaktywne formy tlenu pod kontrola komérkowego
systemu antyoksydacyjnego moga posredniczy¢ w szlakach sygnatowych indukowanych przez
egzogennie zastosowane regulatory wzrostu i odpowiedziach morfogenetycznych komérek. W
kolejnych badaniach wskazalam réwniez réznice pomiedzy embriogeneza somatyczng
regenerujgcych komoérek oraz roznicowaniem komérek nieembriogennych na poziomie
metylacji DNA.

W ramach projektu "Przygotowanie i mikroiniekcja sztucznych liposoméw dla badar
formowania pierwotnej $ciany komérkowej" realizowanego w Plant Cell Biology Laboratory,
Wageninen University, przeprowadzitam eksperymenty majgce na celu poznanie i zrozumienie
mechanizméw formowania pierwotnej $ciany po podziale komérkowym. Badania pozwolily
uzyska¢ odpowiedzi na nast¢pujace pytania: Czy wprowadzone przy pomocy mikroiniekcji
sztuczne liposomy mogg by¢ transportowane i rozmieszczone w koméree? Jaki mechanizm jest
zwigzany z ich ruchem? Czy jest to mechanizm oparty na dyfuzji, czy tez sztuczne liposomy
moga by¢ transportowane czynnie lub biernie za pomocg przeptywu hydrodynamicznego? Czy
moga one by¢ transportowane w fragmoplascie? Czy podczas cytokinezy ulegaja fuzji z
rozwijajgca si¢ pierwotng barierg pomiedzy komérkami potomnym, podobnie jak naturalne
pecherzyki aparatu Golgiego? W komorkach, naturalne organella transportowane sq wzdhuz
elementéw cytoszkieletu, gtéwnie mikrotubul i aktynowych filamentow, ktére maja rozng
konfiguracje zalezng od fazy cyklu komérkowego. W komérce miedzy podziatami organella
przemieszczane sa gldwnie w niciach cytoplazmatycznych, w komérce dzielacej sie
najistotniejszy jest transport pecherzykéw pochodzacych z aparatu Golgiego poprzez
fragmoplast dla tworzenia pierwotnej bariery pomiedzy dwoma komérkami potomnymi.
Analizy z zastosowaniem metody mikroiniekcji wykazaly, ze zachowanie sztucznych
liposoméw jest zalezne od sposobu ich wprowadzenia do komérki. Gdy mala ilogé
fluorescencyjnie znakowanych sztucznych liposoméw wstrzyknetam do komérek wioskow
precika Tradescantia virginiana pecherzyki rozmieszezone zostaly w komoree przez transport
aktywny, zalezny od optaszczenia pecherzykéw naturalnymi biatkami motorycznymi. Wigksza
ilos¢ liposoméw transportowana byfa natomiast z udziatem przeptywu hydrodynamicznego. W
komoérkach dzielgcych si¢ mikroiniekcja sztucznych liposoméw powodowata transport
pecherzykéw poprzez fragmoplast 1 ich akumulacje w powstajacej $cianie komorkowej.
Dodatkowym efektem mojej pracy byla optymalizacja protokotu znakowania mikrotubul i
filamentéw aktynowych metoda ,,whole mount immunolabeling”. Zoptymalizowana metoda
pozwolita na lepsza wizualizacj¢ organizacji mikrotubul i aktynowych filamentéw podczas
kolejnych etapéw podziatu komérki. Uzyskane i opublikowane wyniki wskazalty mozliwosé
stosowania tej metody do znakowania i analizy réznych biatek i czasteczek w komérkach
roslinnych.

Inng podjeta tematyka badan byta interakcja pomigdzy patogenami a komérka rosling
oraz modyfikacje tych interakcji przez stresy abiotyczne. Podczas dwuletniego projektu MC
Intra-European Fellowship realizowanego na Uniwersytecie w Sztokholmie, a nastepnie
projektu Welcome realizowanego w SGGW w Warszawie, bratam udziat w badaniach, ktorych
celem byla identyfikacja funkcjonowania regulatoréw biatkowych LSDI1/EDS1/PAD4
(LESION SIMULATING DISEASE], ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY],
PHYTOALEXIN DEFICIENT4). Wraz z innymi naukowcami wskazalam, ze bialka te
zaangazowane sg w kontrolg programowanej $mierci komorki (odpowiedzi nadwrazliwosci),
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odpowiedzi aklimatyzacyjne do EEE, holistyczne odpowiedzi nabytej opornosei i podstawowe
odpowiedzi obronne. EDS1 i PAD4 zostaly wskazane przez nas jako biatka podlegajgce
regulacji przez etylen za posrednictwem EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE2), przez APX2
(ASCORBATE PEROXIDASE2) oraz ROS. Ekspozycja roélin Arabidopsis do nadmiaru
$wiatla biatego lub $wiatlta o dlugosei fali 680 nm, ale nie $wiatta o dtugosci fali 700 nm,
indukowata programowang $mier¢ komorki. Ekspozycja na $wiatlo z jednoczesnym
traktowaniem roslin etylenem zwiekszala zasigg programowanej smierci komorki, podczas gdy
indukcja smierci komorek mutantow z ograniczong produkcijg etylenu, byla istotnie mniejsza.
LSDI réwniez byt zaangazowany w regulacje odpowiedzi aklimatyzacyjnych do EEE, jako
negatywny regulator PAD4 i EDSI1. Rosliny Isd!l, fenotypowo zwigzane z uruchamianiem
smierci komorki, mialy znaczaco podwyzszona produkcje etylenu oraz nadtlenku wodoru po
ekspozycji na czynniki odpowiedzialne za redukcje plastochinonu. Ta akumulacja etylenu i
nadtlenku wodoru byta ograniczona w podwojnych mutantach pad4/Isdl i edsl/Isdl. Ponadto
niekontrolowana $mier¢ komoérek w /sd/ zostala zmniejszona w rodlinach z mutacjg EIN2,
ktory koduje receptor etylenowy.

Rola LSD1/EDS1/PAD4 okazata si¢ kluczowa w regulacji wzrostu rodlin Arabidopsis i
plonu nasion nie tylko w laboratorium, ale réwniez w warunkach polowych. Niespodziewanie
Isdl, o ktérym wiadomo, ze wykazuje niekontrolowana $mier¢ komérek w niesprzyjajacych
warunkach, okazal si¢ by¢ bardziej tolerancyjny na stres suszy w polgczeniu ze stresem
powodowanym przez wysokie natezenie S$wiatla. Efekt ten byt zalezny od zmian w
efektywnosci wykorzystania wody, zmian poziomu kwasu salicylowego i stezenia nadtlenku
wodoru, modulacji maksymalnej wydajnosci fotosystemu II oraz profilu transkrypcyjnego.
Uzyskane wyniki wskazaly, ze LSD1 vs EDS1 i PAD4 biorg udzial w antagonistycznej
regulacji roznorodnych procesow molekularnych i fizjologicznych, ktore nastepnie wplywaja
na konkurencyjnos¢ roslin w warunkach wieloczynnikowego stresu. Jednak EDS1 i PAD4
okazaly si¢ mniej podatne na regulacj¢ przez LSDI1, gdy rosliny uprawiane byly w srodowisku
naturalnym w poréwnaniu do roslin hodowanych w warunkach laboratoryjnych. To sugeruje
nadrzedny wplyw innych $ciezek sygnatowych, ktore moga modulowaé odpowiedzi zalezne od
EDS1 i PADA4, lub obecnos¢ dodatkowych czynnikow, ktore ograniczajg funkcje LSDI.

W kolejnych pracach, biatka LSD1 i EDS1 okreslone zostaly jako antagonistyczne
regulatory smierci komorki indukowanej przez UV-C. Ekspozycja roslin na promieniowanie
UV-C indukuje zmiany morfologiczne komodrek mezofilowych lisci charakterystyczne dla
apoptozy (kurczenie si¢ komorek, cytoplazmy i nukleoplazmy, zwickszanie objetosci
chloroplastow i degradacje systemu membran tylakoidow, jak rowniez degradacje tonoplastu i
otoczki jadrowej), deregulacje fotosyntezy, homeostazy reaktywnych form tlenu, aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych i ekspresji genow. Ponadto AtBI1 (Bax inhibitor 1), ktéry zostat
opisany jako negatywny regulator programowanej $mierci komorki byl zaangazowany w
zalezng od LSD1 $mieré¢ komorek Arabidopsis w odpowiedzi na promieniowanie UV-C.
Smieré komorek mutanta Isd! byla bowiem ograniczona przez nadekspresje ArBll. Na
podstawie tych wynikow AtBI1 zostal okreslony jako nowy zidentyfikowany element szlaku
smierci komorkowej zaleznej od LSD1. Wyniki badan przeprowadzonych podczas mojej pracy
naukowe] sugerujg zatem, ze LSD1 i EDSI regulujg procesy rozpraszania nadmiaru energii,
formowania reaktywnych form tlenu, a w nastepstwie kontroluja programowang $mier¢
komorki podczas roéznych stresow zwigzanych z zaburzeniem transportu elektronow. Jednakze,
kontrola indukcji programowanej smierci komdrki przez LSD1 i EDSI powinna by¢ uwazana
jako bardziej ogdlny proces, powodowany przez absorpcje nadmiaru energii wzbudzenia, a nie
wplyw konkretnego czynnika stresowego.
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