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b) Publikacje wchodzgce w skifad osiggniecia naukowego:
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1. Sokotowska K*., Zagorska-Marek B. 2012. Symplasmic, long-distance
transport in xylem and cambial regions in branches of Acer pseudoplatanus
(Aceraceae) and Populus tremula x P. tremuloides (Salicaceae). Am. J. Bot. 99
(11): 1-11, doi: 10.3732/ajb.1200349 (IF=2,664, MNiSW 35)(P1).

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspoétudziale w zaplanowaniu uktadéw eksperymentalnych,

wykonaniu wszystkich do$wiadczen, opracowaniu czesci koncepcji projektu dotyczgcej transportu
symplastowego w drewnie wtérnym oraz wspofpracy w interpretacji wynikéw. Petnitam gtowng role
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w  przygofowaniu manuskryptu. Jestem réwnocze$nie pierwszym autorem | autorem
korespondencyjnym w tej publikacji. Udziat procentowy szacuje na 80 %.

2. Sokotowska K.* 2013. Symplasmic transport in wood: the importance of living
xylem cells. [W] Symplasmic transport in vascular plants, Sokotowska K,
Sowinski P [red.] Springer Science+Business Media, New York, str. 101-132,
doi: 10.1007/978-1-4614-7765-5_4 (MNiSW 5)(P2).

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, krytycznym przegladzie
i interpretacji literatury oraz przygotowaniu manuskryptu. Méj udziat procentowy wynosi 100%.

3. Stupianek A, Kasprowicz-Maluski A, Myskow E, Turzanska M, Sokotowska K*.
2019. Endocytosis acts as transport pathway in wood. New Phytol., doi:
10.1111/nph.15637 (IF=7,433, MNiSW 45)(P3).

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy obejmuje opracowanie koncepcji projektu (z pomocg dr Anny
Kasprowicz-Malu$ki), zaplanowanie wszystkich uktadéw eksperymentalnych, interpretacje uzyskanych
wynikéw oraz przygotowanie manuskryptu. Bratam udziat w wykonaniu wiekszoS$ci eksperymentow.
Jestem autorem korespondencyjnym w tej publikacji. Udziat procentowy szacuje na 50%.

4. Sokotowska K*, Turzanska M, Nilsson M-C. 2017. Symplasmic and
apoplasmic transport inside feather moss stems of Pleurozium schreberi and
Hylocomium splendens. Ann. Bot. 120(5): 805-817, doi: 10.1093/aob/mcx102
(IF=4,041, MNiSW 40)(P4).

Moéj wktad w powstanie tej pracy obejmuje zaplanowanie uktadu eksperymentalnego, wykonanie,
z pomocg mgr Magdaleny Turzanskiej, wszystkich doswiadczen, oraz interpretacje uzyskanych
wynikoéw. Wspodlnie z prof. Marie-Charlotte Nilsson opracowatam koncepcje projektu i przygotowatam
manuskrypt. Jestem zaréwno pierwszym autorem jak i autorem korespondencyjnym w tej pracy. Udziat
procentowy szacuje na 65%.

5. Sokotowska K, Kizinska J, Szewczuk Z, Banasiak A*. 2014. Auxin conjugated
to fluorescent dyes — a tool for the analysis of auxin transport pathways. Plant
Biol. 16(5): 866-77, doi: 10.1111/plb.12144 (IF=2,633, MNiSW 30)(P5).

Moj wktad w powstanie tej pracy obejmuje opracowanie struktury chemicznej koniugatow, polegajgcej
na doborze odpowiednich znacznikéw fluorescencyjnych oraz metod koniugacji, oczyszczania
i identyfikacji produktu. Wykonatam wszystkie eksperymenty prowadzgce do uzyskania koniugatow
gotowych do analiz biologicznych (synteza produktu, jego oczyszczenie, identyfikacja, testy stabilno$ci).
Bratam udziat w eksperymentach analizujgcych dystrybucje koniugatéw w roélinach, a takze
uczestniczytam w interpretacji wynikéw tych analiz. Bratam udziat w przygotowaniu manuskryptu.
Jestem pierwszym autorem tej publikacji, swoj wktad w jej powstanie szacuje na 40%.

Sumaryczny Impact Factor wg listy Journal Citation Reports (JCR) dla prac stanowigcych
osiggniecie habilitacyjne, z roku ich opublikowania, wynosi: 16,771

Sumaryczna liczba punktow wg listy MNiSW dla prac stanowigcych osiggniecie habilitacyjne
wynosi: 155.



Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omoéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania:

Wstep

Prawidtowe funkcjonowanie organizmu roslinnego wymaga koordynacji procesow
fizjologicznych i rozwojowych za posrednictwem szlakéw transportu krétko- i diugo-
dystansowego przebiegajgcych w obrebie apoplastu i symplastu. Apoplast obejmuje uktad
potgczonych scian komorkowych, przestworow miedzykomoérkowych oraz Swiatta martwych
elementéw przewodzacych ksylemu. Symplast, natomiast, stanowi ciggty system protoplastow
komodrek potgczonych plazmodesmami oraz elementéw przewodzacych floemu [1,2].
Transport dlugodystansowy przebiega najczesciej wzdtuz osi apikalno-bazalnej za
posrednictwem pasm ksylemu i floemu [3]. W pasmach ksylemowych odbywa sie gtéwnie
transport wody, soli mineralnych i prostych zwigzkéw organicznych, takich jak aminokwasy czy
kwasy karboksylowe, ale takze hormonow roslinnych, peptydoéw czy zwigzkéw azotowych [4-
7]. Podobng funkcje petnia pasma floemowe, w ktérych zachodzi selektywny transport
dlugodystansowy substancji pokarmowych oraz licznych czynnikéw regulatorowych takich jak
cukry, aminokwasy, amidy, hormony roslinne (przede wszystkim auksyna), biatka, peptydy czy
rézne odmiany czgsteczek RNA [3,7-10]. Jednakze oprocz transportu diugodystansowego do
prawidtowego rozprowadzania zwigzkow w obrebie organizmu roslinnego konieczny jest takze
efektywny transport zwigzkéw na niewielkie odlegtosci, pomiedzy sasiadujgcymi komorkami.
Transport krétkodystansowy moze odbywac sie szlakiem symplastowym przez plazmodesmy,
szlakiem apoplastowym, poprzez dyfuzje zwigzkéw w systemie Sciany komorkowej oraz
w skutek transportu przez btony biologiczne za posrednictwem wyspecjalizowanych kanatéw
i nosnikow [1,11]. Szczegdblng role w wymianie zwigzkéw na poziomie komdérkowym odgrywa
transport pecherzykowy i zwigzane z nim procesy endo- i egzocytozy, ktére umozliwiajg pobér
oraz wydzielanie zwigzkow na granicy apoplastu i symplastu [12-14].

Moje zainteresowania naukowe koncentrujg sie wokot drég i mechanizmow
transportu krotko- i dlugodystansowego. Swoje badania prowadze na odmiennych grupach
roslin — drzewach lisciastych, Arabidopsis thaliana oraz mchach. Dla gatunkoéw roslin
drzewiastych, osiggajgcych znaczne rozmiary wzdtuz osi apikalno-bazalnej oraz w kierunku
radialnym, efektywne rozprowadzanie zwigzkéw w obrebie catego organizmu stanowi duze
wyzwanie. Transport krotko- i diugodystansowy stanowi réwniez interesujgcy problem
w badaniach przedstawicieli pierwszych roslin lgdowych czyli m.in. mchow, u ktérych komorki
odpowiedzialne za rozprowadzanie wody i substancji pokarmowych a takze mechanizmy
chronigce przed utratg wody nie sg tak silnie wyspecjalizowane jak u roslin waskularnych.
Badane przeze mnie grupy roslin charakteryzujg sie odmienng budowg morfologiczno-
anatomiczng oraz pozycjg systematyczng. Pomimo tych réznic, ich szlaki transportu krétko-
i dtugodystansowego sg podobne do siebie pod wzgledem funkcjonalnym, a ich prawidtowe
dziatanie wymaga integracji procesow przebiegajgcych w obrebie apoplastu, symplastu oraz
na granicy tych dwoch systemow. Charakterystyka szlakéw transportowych i ich koordynacji
u réznych filogenetycznie grup pozwala na lepsze rozumienie uniwersalnych mechanizméw
regulujgcych prawidtowe funkcjonowanie organizmow roslinnych.

U roslin drzewiastych jedng z kluczowych tkanek odpowiedzialnych za procesy
transportu krétko- i dilugodystansowego jest drewno wtérne. Tkanka ta ma charakter
heterogenny i sktada sie zaréwno z elementdéw martwych (np. naczynia, cewki, wiekszos¢
widkien) jak i zywych (np. miekisz drzewny, niektére widkna), ktére tworzg przestrzenny
system odpowiedzialny za transport w kierunku osiowym oraz poprzecznym [15,16].
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W ostatnich latach uwaga badaczy skupia sie coraz bardziej na roli miekiszu drzewnego,
tworzagcego tréjwymiarowy ukfad zywych komoérek potgczonych plazmodesmami [15,17].
Komorki te, razem z elementami miekiszu tykowego, integrujg system tkanek wtérnych
z kambium, stanowigc wazny element transportu w obrebie symplastu [18]. Pod wzgledem
funkcjonalnym, w miekiszu drzewnym mozna wyr6zni¢ dwa typy komorek — kontaktowe
i izolowane. Komorki kontaktowe, w drewnie drzew lisciastych, okreslane réwniez terminem
miekiszu przynaczyniowego, sg zlokalizowane wokét elementdw trachealnych (gtéwnie
naczyn) i odpowiadajg za wymiane zwigzkOow na granicy apoplastu i symplastu za
posrednictwem charakterystycznych, duzych jamek kontaktowych [15,19,20]. W bionie
zamykajgcej jamek kontaktowych nie wystepujg plazmodesmy [15,19,21], w zwigzku z tym
transport pomiedzy elementami trachealnymi a komérkami kontaktowymi nie moze przebiegaé
szlakiem symplastowym. Drugi typ funkcjonalny miekiszu drzewnego to komorki izolowane,
ktore charakteryzujg sie brakiem jamek kontaktowych tgczacych je z naczyniami, dlatego nie
biorg udzialu w transporcie zwigzkéw z/do elementow trachealnych. Jednakze, dzieki
obecnosci licznych plazmodesm w jamkach prostych tgczgcych sgsiadujgce ze sobg elementy
miekiszu drzewnego [15], komorki izolowane odgrywajg istothg role w transporcie
symplastowym w drewnie wtérnym. Podsumowujgc, funkcjonowanie miekiszu drzewnego jest
bezposrednio zwigzane z procesami transportu zwigzkéw na granicy apoplastu i symplastu
oraz pomiedzy komérkami potaczonymi symplastowo, a szczegétowe poznanie mechanizmow
regulujgcych transport miedzykomorkowy w drewnie wtérnym stanowi jedno z wyzwan
wspotczesnej biologii rodlin drzewiastych.

Inng, interesujgca pod wzgledem mechanizmoéw transportu grupg roslin, ktora
odgrywa istotng role w funkcjonowaniu ekosysteméw lesnych, a jednoczesnie reprezentuje
grupe pierwszych roslin ladowych, sg mchy. Mimo braku korzeni i ztozonego systemu
przewodzgcego mchy wyksztaicity efektywny system transportowy [22,23] przebiegajgcy
zaréwno drogg zewnetrzng (ektohydryczng) jak i wewnetrzng (endohydryczng). Transport
ektohydryczny odbywa sie po powierzchni lisci i todyzek, natomiast rozprowadzanie zwigzkow
szlakiem endohydrycznym zachodzi za posrednictwem wydtuzonych komorek
zlokalizowanych w centralnej czesci todyzek [24]. Powszechnie uwaza sig, ze u wiekszosci
mchéw, szczegdlnie u gatunkéow nalezgcych do klasy pratnikéw (Bryopsida), dominuje
transport zewnetrzny [23]. Natomiast mozliwosc¢ rozprowadzania wody i zwigzkow odzywczych
drogg wewnetrzng ma miejsce gtdwnie u przedstawicieli klasy ptonnikow (Polytrichopsida)
dzieki obecnosci wyspecjalizowanych komoérek tzw. hydroidow, stereidéw czy leptoidow [25].
W przeciwienstwie do tej powszechnej opinii badania anatomiczne oraz analizy
rozprzestrzeniania sie pierwiastkow znakowanych radioaktywnie w todyzkach gametofitow
[25-27] sugerujg mozliwos$¢ transportu wewnetrznego u wiekszosci mchéw [25,28]. Nadal
jednak brakuje bezposrednich dowodoéw eksperymentalnych potwierdzajgcych obecnos¢ oraz
funkcjonalnosé¢ szlakéw transportu krétko- i dtugodystansowego w tej grupie roslin. Badania
proceséw odpowiedzialnych za rozprowadzanie wody oraz substancji pokarmowych
w todyzkach mchéw pozwolg zatem nie tylko wykaza¢ mozliwo$¢ transportu wewnetrznego,
ale przede wszystkim lepiej poznac i zrozumie¢ mechanizmy umozliwiajgce przystosowanie
sie pierwszych roslin lgdowych do $rodowiska.

Zrozumienie  procesow  odpowiedzialnych za  funkcjonowanie  szlakéw
transportowych u roslin wymaga gruntownej znajomosci budowy badanych komorek i tkanek
na poziomie anatomicznym i ultrastrukturalnym oraz opanowania metod wizualizacji
analizowanych drog transportu pod katem ich kierunku czy tez zalezno$ci od czynnikow
regulatorowych. W tym celu wykorzystuje sie réznorodne znaczniki fluorescencyjne, ktére po
aplikacji do roslin, najczesciej za posrednictwem systemu przewodzgcego, mogg podlegaé
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lokalizacji na poziomach tkankowym i komoérkowym z wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjnej oraz konfokalnej [29]. Analiza dystrybucji znacznikéw symplastowych (np.
karboksyfluoresceiny, HPTS), ktore rozprzestrzeniajg sie¢ pomiedzy komodrkami przez
plazmodesmy i nie dyfunduje (lub dyfundujg w niewielkim stopniu) przez btone komérkowg do
apoplastu, pozwala obrazowac szlaki transportu symplastowego. Natomiast, detekcja
znacznikéw apoplastowych (np. sulforodaminy, Texas Red) lub btonowych (np. barwniki typu
FM) umozliwia prowadzenie analiz transportu apoplastowego lub pecherzykowego [30-32].
Ponadto, wykonywanie pomiarow stopnia kolokalizacji wybranych znacznikow
fluorescencyjnych aplikowanych do roslin w obecnosci specyficznych inhibitoréw w potgczeniu
z technikg immunodetekcji zwigzkéw zaangazowanych w procesy transportowe pozwala
analizowa¢ mechanizmy transportu w ztozonych uktadach eksperymentalnych [33-37].
Osobne, ale nie mniej wazne znaczenie w analizach szlakéw transportu krotko-
i dtugodystansowego petnig zwigzki, ktore stanowig koniugaty naturalnie wystepujacych
w roslinach czynnikdw regulatorowych, np. hormonéw oraz wybranych znacznikéw
fluorescencyjnych. Dzieki wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej oraz konfokalnej zwigzki
te stanowig nowe narzedzia badawcze, ktére pozwalajg na obrazowanie szlakéw transportu
zwigzkéw endogennych w tkankach roslinnych [38,39].

Cel badan

Gtéwnym celem moich badan byta identyfikacja oraz charakterystyka krotko-
i dlugodystansowych szlakéw transportowych u wybranych grup roslin, przebiegajgcych
w systemach apoplastu, symplastu oraz na granicy tych dwéch uktadéw. Badania prowadzono
na odmiennych poziomach organizacji — tkankowym, komérkowym i subkomérkowym, oraz na
réznych gatunkach roslin — wybranych przedstawicielach drzew lisciastych (Populus tremula
x tremuloides, Acer pseudoplatanus, Fraxinus excelsior), modelowej roslinie zielnej Arabidopsis
thaliana oraz dwéch gatunkach mchow pratnikéw Pleurozium schreberi i Hylocomium splendens.
Prowadzone badania pozwolity lepiej zrozumie¢ mechanizmy transportu krétko-
i dlugodystansowego koordynujgcego procesy fizjologiczne i rozwojowe oraz zapewniajgcego
prawidtowe funkcjonowanie organizmow roslinnych.

Osiaggniecie naukowe:

Zagadnieniami komunikacji u roslin oraz funkcjonowaniem szlakéw transportowych
zaczetam sie interesowaé w czasie studidow biologicznych realizowanych na Wydziale Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Wroctawskiego. W pracy licencjackiej, pt. "Komunikacja w
Swiecie roslin”, przygotowanej w 2001r. pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Beaty Zagorskiej-
Marek w Zaktadzie Botaniki Ogdlnej (obecnie Zaktad Biologii Rozwoju Roslin), opisatam rézne
strategie roslin, ktére umozliwiajg im sprawng wymiane informacji ze $Srodowiskiem
zewnetrznym, a szczegdlnie z innymi organizmami. W czasie studiow magisterskich podjetam
sie rozwigzania problemu badawczego, ktéry zostat sformutowany przez Panig prof. dr hab.
Beate Zagorska-Marek i dotyczyt transportu krotkodystansowego przebiegajgcego za
posrednictwem plazmodesm w kambium — merystemie bocznym roslin drzewiastych.
Eksperymenty prowadzone pod opiekg Pani prof. dr hab. Doroty Kwiatkowskiej (obecnie
Uniwersytet Slgski w Katowicach) umozliwity przygotowanie pracy magisterskiej pt. ,lzolacja
symplazmowa komérek rodlinnych na przyktadzie kambium i floemu wtérnego”, obronione;j
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w 2003r. w Zaktadzie Morfologii i Rozwoju Roslin (obecnie Zakfad Biologii Rozwoju Roslin).
Wykazatam w niej sezonowe zmiany w stopniu tgcznosci symplastowej pomiedzy dwoma
typami komorek kambium — inicjatami promieniowymi i wrzecionowatymi. Badania zwigzane
z regulacjg stanodw konformacyjnych plazmodesm i rolg transportu symplastowego w kambium
kontynuowatam nastepnie w trakcie studiow doktoranckich na Wydziale Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego w latach 2004-2008r. Ich efektem byta praca doktorska pt.
»Zjawiska izolacji i tgcznosci symplastowej w rozwoju kambium”, przygotowana pod kierunkiem
Pani prof. dr hab. Beaty Zagodrskiej-Marek i obroniona w czerwcu 2008r. Dowiodtam w niej,
m.in., ze transport znacznikéw symplastowych pomiedzy réznymi typami komérek w kambium
jest kierunkowy oraz podlega nie tylko sezonowym ale réwniez przestrzennym zmianom
o charakterze cyklicznym. Wyniki przedstawione w pracy doktorskiej zostaty opublikowane
w 2012r. w czasopismie American Journal of Botany. Publikacja ta prezentuje nie tylko gtéwne
osiggniecia pracy doktorskiej (przestrzenne i cykliczne zmiany stopnia fgcznosci symplastowe;j
w kambium), ale takze wyniki badan prowadzonych przeze mnie po doktoracie, dotyczgcych
funkcjonowania szlakéw transportowych w drewnie wtérnym. Badania odnoszace sie do
drewna wtdrnego, prowadzone w trakcie zatrudnienia na UWTr, zamieszczone we
wspomnianym artykule w American Journal of Botany [P1] oraz szerzej opisane w kolejnych
akapitach, nalezg do mojego osiggniecia naukowego w prezentowanym cyklu publikacji.

Po zatrudnieniu na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Morfologii i Rozwoju Roslin
rozpoczetam analizy drog transportu krotko- i dlugodystansowego oraz jego mechanizmow
regulacyjnych w drewnie wtérnym wybranych gatunkéw drzew lisciastych, a takze
w gametofitach mchéw pratnikéw. Podjeta tematyka badawcza wymagata dopracowania
odpowiedniej metodyki podawania znacznikéw fluorescencyjnych w celu wizualizacji szlakéw
transportowych. Waznym aspektem przy opracowywaniu protokotu byto wprowadzenie
wystarczajgcej objetosci roztworu znacznika w stosunkowo krétkim okresie czasu. Umozliwito
to detekcje fluorochromu w tkankach wewnetrznych na preparatach anatomicznych
z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej i konfokalnej oraz uzyskanie licznych,
powtarzalnych wynikow, odpowiednich do dalszych opracowan statystycznych.

W analizach szlakéw transportu symplastowego w drewnie wtérnym, prowadzonych po
doktoracie i opublikowanych w American Journal of Botany [P1], roztwory znacznikéw byly
podawane dwiema metodami: 1) przez poprzecznie ucietg powierzchnie ogonkow lisciowych
lub 2) przez poprzecznie ucietg powierzchnie catych todyg o budowie wtérnej. W przypadku
badanych gatunkéw drzew lisciastych najwyzszg efektywnos$¢ aplikacji uzyskiwano stosujgc
drugg metode czyli wowczas, gdy roztwory znacznikow byty podawane naprzemiennie z wodg
wodociggowg przez poprzecznie ucietg powierzchnie gatgzek. W prowadzonych przeze mnie
analizach drdg i kierunkéw transportu znacznikéw fluorescencyjnych w drewnie wtérnym Acer
pseudoplatanus oraz Populus tremula x tremuloides (gatunek modelowy) wykazatam, iz
aplikowane do roslin roztwory zwigzkow sg najpierw transportowane akropetalnie,
dtugodystansowym szlakiem apoplastowym w naczyniach, a nastepnie rozprowadzane
radialnie, na niewielkie odlegtosci, w systemie miekiszu drzewnego. W przypadku aplikacji
dwuoctanu karboksyfluoresceiny (CFDA), zwigzek ten byt najpierw rozprowadzany
apoplastowo w sSwietle naczyn. Nastepnie, po dyfuzji do komdrek kontaktowych oraz dzieki
aktywnosci enzymow cytoplazmatycznych ulegat konwersji do karboksyfluoresceiny,
typowego barwnika symplastowego, ktory nie ma mozliwosci dyfuzji przez btone komoérkowa
i rozprzestrzenia sie miedzy komdrkami przez plazmodesmy. Kolejne, interesujgce wyniki
uzyskatam dzieki rownoczesnej aplikacji znacznikow apoplastowych i symplastowych oraz



analizie ich rozmieszczenia w komodrkach drewna wtérnego. Eksperymenty te pozwolity
zobrazowaé obecnos¢ oraz odrebno$é systemow transportowych apoplastu i symplastu
w regionie drewna wtornego u drzew lisciastych. Udowodnitam rowniez, ze transport
symplastowy odgrywa istotng role w badanej tkance, a przestrzenny uktad zywych komorek
miekiszowych potgczonych plazmodesmami stanowi wazny element odpowiedzialny za
krotko- i dlugodystansowg komunikacie u drzew [P1]. Moje badania jednoznacznie
potwierdzity, ze promienie drzewne i przebiegajgcy w nich szlak symplastowy funkcjonujg jako
gtébwna droga transportowa zwigzkow z drewna wtérnego do komorek merystematycznych
kambium. Ponadto, uzyskane wyniki, sugerujg, ze miekisz drzewny stanowi wazny szlak
transportowy dla substancji endogennych, gtéwnie zwigzkéw odzywczych oraz czynnikow
o charakterze regulatorowym i sygnalnym, co stanowi istotny wkfad moich badan
w zrozumienie funkcjonowania organizmow drzewiastych.

Wyniki moich badan dotyczgcych dtugodystansowego transportu symplastowego
u roslin drzewiastych spotkaty sie z duzym zainteresowaniem srodowiska naukowego na
miedzynarodowych konferencjach (m.in. wybér abstraktu do prezentacji ustnej przez
organizatoréw konferencji Plant Vascular Biology 2010, Columbus, Ohio, USA), a artykut
opublikowany w American Journal of Botany [P1], nalezgcy do mojego osiggniecia
naukowego, zostat wyrézniony przez zespét redakcyjny czasopisma osobnym komunikatem
prasowym na portalach EurekAlert i Science News. Pragnac bardziej przyblizy¢ srodowisku
naukowemu istotng role, jakg petni komunikacja symplastowa w funkcjonowaniu roslin,
przyjetam zaproszenie redaktora Springer Science+Business Media i podjetam sie wspdinie
z Panem prof. dr hab. Pawtem Sowinskim z Uniwersytetu Warszawskiego redakciji ksigzki pt.
»~Symplasmic transport in vascular plants”. Pozycja ta opisuje aktualng wiedze dotyczaca
transportu miedzykomorkowego zwigzkdéw nisko- i wielkoczgsteczkowych przez plazmodesmy
(komunikacja krétkodystansowa) oraz za posrednictwem pasm floemowych (komunikacja
dtugodystansowa), a takze mechanizmdéw regulujgcych efektywnos$é transportu, ze
szczegbélnym uwzglednieniem stresu $rodowiskowego. Omawia réwniez znaczenie
plazmodesm w rozwoju roslin oraz opisuje szczegétowo mechanizm transportu floemowego.
Dzieki wspotpracy z naukowcami z czotowych osrodkow badawczych na swiecie (m.in. Katrin
Ehlers, Justus Liebieg University, Niemcy; Anna Bilska-Kos, IHAR, Radzikéw, Polska;
Johannes Liesche i Alexander Schulz, University of Copenhagen, Dania; Craig Atkins,
University of Western Australia, Australia; Jae-Yean Kim Gyeongsang National University,
Potudniowa Korea; Robyn Overall, University of Sydney, Australia oraz Pawet Sowinski
Uniwersytet Warszawski, Polska) i przygotowaniu przez nich wybranych rozdziatow,
redagowana ksigzka stanowi wazng pozycje w literaturze przedmiotu (rozdziaty w wersji
elektronicznej byly pobierane ponad 6500 razy ze strony wydawcy http://www.springer.com).
Tym bardziej, czuje sie wyrdzniona, iz jako autor jednego z rozdziatdw, miatam mozliwosc¢
scharakteryzowania transportu symplastowego w drewnie wtérnym oraz przedstawienia roli,
jaka petnia zywe komorki w tej tkance. Rozdziat ten jest jednym z elementow mojego
osiggniecia naukowego [P2]. W tej obszernej pracy przeglgdowej scharakteryzowatam
przestrzenny system zywych komorek miegkiszu drzewnego uktadu podtuznego
i poprzecznego na poziomach tkankowym i komérkowym, zwracajgc szczegdolng uwage na
udziat miekiszu drzewnego w transporcie symplastowym oraz roznice funkcjonalne pomiedzy
komorkami izolowanymi i kontaktowymi. Szczegotowo opisatam rowniez znaczenie komoérek
kontaktowych dla transportu substancji na granicy apoplastu i symplastu, ich role w regulacji
gospodarki cukrowej w drewnie wtérnym, eliminacji embolizmu, obronie przed patogenami
oraz wptywie na procesy réznicowania elementéw drewna.



Ze wzgledu na obecnos¢ zarowno martwych jak i zywych elementéw, do prawidtowego
funkcjonowania drewna wtdérnego niezbedna jest mozliwosé wymiany zwigzkéw pomiedzy
odrebnymi od siebie systemami apoplastu i symplastu. W procesie tym kluczowg role petni,
wykazany przez nas po raz pierwszy u drzew, proces endocytozy przebiegajgcy w komorkach
migkiszu przynaczyniowego (komorki kontaktowe). Odkrycie to zostato opublikowane
w renomowanym czasopismie New Phytologist [P3] i jest bezposrednim wynikiem realizacji
kierowanego przeze mnie projektu badawczego pt. ,Charakterystyka endocytozy i roli
miekiszu drzewnego w transporcie miedzykomorkowym w drewnie wtornym wybranych
gatunkéw drzew lisciastych”, ktory uzyskat finansowanie w 2015r. przez Narodowe Centrum
Nauki (NCN), w konkursie OPUS. W opisywanym artykule, stanowigcym jedno z osiggnie¢
prezentowanego cyklu habilitacyjnego [P3], przedstawiono nowy mechanizm radialnego
transportu krotkodystansowego w drewnie wtérnym, ktéry umozliwia komoérkom kontaktowych
pobieranie zwigzkow z soku ksylemowego. W prowadzonych przeze mnie badaniach, dzieki
wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej i konfokalnej, po raz pierwszy wykazano
eksperymentalnie, ze komorki miekiszu przynaczyniowego trzech analizowanych gatunkow
roslin drzewiastych: Acer pseudoplatanus, Fraxinus excelsior oraz Populus tremula
x tremuloides sg wyspecjalizowane do transportu zwigzkéw na granicy apoplastu i symplastu.
Komoérki te wykazujg wysokg aktywnos¢ metaboliczng, a ich specyficzna ultrastruktura,
analizowana przy pomocy transmisyjnej mikroskopii elektronowej, charakteryzuje sie m.in.
dobrze rozwinietym systemem retikulum endoplazmatycznego, obecnoscig licznych
mitochondriéw, wakuol a takze warstwy amorficznej w regionie btony zamykajgcej jamek
kontaktowych. Co najwazniejsze, kierowane przeze mnie badania potwierdzity, ze do komdrek
miekiszu przynaczyniowego mogg by¢ transportowane zwigzki o ré6znej masie i strukturze
przestrzennej takie jak wielkoczgsteczkowe barwniki fluorescencyjne Texas Red (TR) o masie
molowej 3 kDa (3TR) lub 10 kDa (10TR), czy barwniki btonowe typu FM, ktére sg
rozprzestrzeniane w obrebie komérki na drodze transportu pecherzykowego. Znaczniki,
aplikowane do roslin przez system waskularny i transportowane przez jamki kontaktowe, byty
lokalizowane w komorkach miekiszu przynaczyniowego w wybranych kompartymentach ich
systemu endomembranowego, wskazujgc na udziat endocytozy w analizowanym procesie.
Funkcjonalno$¢ transportu pecherzykowego w drewnie wtornym zostata ostatecznie
potwierdzona w eksperymentach, w ktérych zastosowano inhibitor tego typu transportu —
brefeldyne A (BFA). Zwigzek ten wywotat powstanie charakterystycznych kompartymentow
BFA w komoérkach miekiszu przynaczyniowego w ro$linach, do ktérych aplikowano
réwnoczesnie roztwdr inhibitora i barwnika btonowego. Kolejne eksperymenty, ktérych wyniki
opublikowano w opisywanym artykule [P3], pozwolity okresli¢, jaki typ endocytozy funkcjonuje
w drewnie wtérnym. Najlepiej poznanym typem endocytozy u roslin jest endocytoza zalezna
od klatryny (ang. clathrin-mediated endocytosis; CME), w ktorej formowane pecherzyki
otaczane sg koszyczkiem zbudowanym z biatek klatrynowych [40]. Endocytoza moze réwniez
przebiega¢ w sposéb niezalezny od klatryny, tak jak w przypadku np. endocytozy zwigzane;j
z obecnoscia mikrodomen bionowych (tratw lipidowych) czy endocytozy fazy piynnej
(pinocytozy). Przeprowadzone analizy oparte na immunolokalizacji biatek klatrynowych
w komoérkach miegkiszu przynaczyniowego i ich kolokalizacji z sygnatami fluorescencyjnymi
barwnikow btonowych pobieranych przez analizowane komorki z soku ksylemowego stanowity
pierwsze i istotne dowody zaangazowania CME w radialny transport zwigzkéw na granicy
apoplastu i symplastu u drzew. Ostatecznego potwierdzenia obecnosci endocytozy zaleznej
od klatryny w drewnie wtérnym dostarczyly eksperymenty z udziatem specyficznych
inhibitorow CME takich jak ikarugamycyna, tyrphostin A23 czy LY 296-000. Wymienione
inhibitory w istotnym statystycznie stopniu obnizaty efektywnos¢ transportu barwnikéw
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btonowych z naczyn do komérek kontaktowych, potwierdzajgc tym samym, ze w drewnie
wtérnym analizowanych gatunkoéw funkcjonuje mechanizm zalezny od klatryny. W kolejnych
eksperymentach, opierajacych sie na aplikacji do roslin roztworow znakowanego
fluorescencyjnie biatka surowicy wotowej (BSA-Alexa647), wykazano mozliwos¢ jego
transportu z apoplastu do komorek miekiszu przynaczyniowego, ale w procesie niezaleznym
od klatryny. W wyniku rownoczesnej aplikacji znakowanego BSA oraz barwnika btonowego
typu FM oba zwigzki ulegaty internalizacji do komérek kontaktowych, jednak gromadzity sie
w osobnych kompartymentach, a ich sygnaty fluorescencyjne nie wykazywaty kolokalizacji.
Réwnoczeénie ikarugamycyna, specyficzny inhibitor CME, nie wptywata na efektywnos$é
transportu BSA do miekiszu drzewnego, a pomiedzy probami kontrolnymi oraz tymi
poddawanymi dziataniu inhibitora nie wystepowaty réznice istotne statystycznie.
Podsumowujgc, wyniki przedstawione w omawianym artykule [P3] dowodzg, po raz pierwszy,
funkcjonowania nowego mechanizmu transportu krétkodystansowego zwigzkéw z naczyh do
komérek kontaktowych, ktéry przebiega na drodze endocytozy zaleznej oraz niezaleznej od
klatryny w drewnie wtérnym badanych gatunkéw drzew lisciastych. Odkryty mechanizm
ttumaczy, w jaki sposob szlak transportu apoplastowego, przebiegajgcego za posrednictwem
naczyn na duze odlegtosci jest powigzany z transportem symplastowym, opierajgcym sie na
wymianie zwigzkéw przez plazmodesmy, pomiedzy sagsiadujgcymi ze sobg, zywymi
komérkami miekiszu drzewnego. Pozwala to lepiej zrozumie¢ mechanizmy transportowe
integrujgce funkcjonowanie organizmow drzewiastych.

Kolejng grupg roslin, w ktérej charakterystyka mechanizmoéw transportu  krétko-
i dtugodystansowego lezy w kregu moich zainteresowan, sg mchy, a w szczegodlnosci gatunki
0 pierzasto rozgateziajgcych sie todyzkach, takie jak Pleurozium schreberi i Hylocomium
splendens. Gatunki te powszechnie wystepujg w warstwie mszystej laséow pétkuli pdtnocnej,
regulujgc prawidtiowe stosunki wodne oraz obieg sktadnikow pokarmowych w tych
ekosystemach. Jednakze mimo petnienia kluczowej roli w funkcjonowaniu zbiorowisk lesnych
oraz szeroko zakrojonych badanh ekologicznych z wykorzystaniem tych gatunkéw mchow [41-
45], struktura anatomiczna gametofitow P. schreberii H. splendens oraz specyfika ich szlakéw
transportowych sg bardzo stabo poznane. W kolejnej pracy nalezacej do mojego osiggniecia
naukowego [P4], udowodnitam obecnos¢ i funkcjonalno$é¢ szlakéw transportu kréotko-
i dtugodystansowego w obrebie symplastu i apoplastu wtodyzkach P. schreberii H. splendens.
Okreslitam réwniez w jaki sposob poziom wilgotnoéci powietrza wptywa na efektywnosé
transportu wewnetrznego (endohydrycznego) u badanych gatunkéw. W celu zrozumienia
zasad funkcjonowania wspomnianych szlakéw transportowych przeprowadzitam szczegdtowg
analize anatomiczng todyzek z wykorzystaniem mikroskopii Swietinej oraz transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM). Badania te wykazaty, iz todyzki gametofitow obu gatunkow
sg pokryte wielowarstwowg epiderma, pod ktorg znajduje sie kora zbudowana z wydtuzonych
komérek miekiszu przewodzgcego. Dodatkowo, analizy anatomiczne potwierdzity obecnosc
niewielkiego pasma centralnego w srodkowej czesci todyzek P. schreberi, ktére nie wystepuje
w gametofitach H. splendens. Sciany boczne i terminalne komérek migkiszu przewodzacego
u obu gatunkéw zawierajg liczne, okragte lub owalne, obszary, w ktérych poktad sciany
komorkowej jest wyraznie cienszy oraz wyscielony kalozg. Obecnosc¢ kalozy potwierdzono
barwieniem btekitem aniliny oraz dzieki zastosowaniu metod immunofluorescencyjnych. Dzieki
badaniom ultrastruktury komorek miekiszu przewodzacego w TEM dowiodtam obecnosci
licznych plazmodesm w regionach $cian komérkowych, w ktérych wczesniej zidentyfikowano
kaloze.  Analizowane  plazmodesmy  charakteryzowaty sie  prostym  kanatem
cytoplazmatycznym, wystepowaniem desmotubuli oraz zwezeniem w regionie szyjki.



Wykazanie obecnosci plazmodesm oraz dodatkowych cech ultrastrukturalnych, takich jak
asymetryczne rozmieszczenie organelli wzgledem biegunéw danej komorki oraz
wystepowanie wydtuzonych plastydow i mitochondriow, potwierdzito specjalizacje komorek
miekiszu do transportu substancji pokarmowych oraz pozwolito zaklasyfikowa¢ je do tzw. food-
conducting cells. Natomiast analizy ultrastruktury pasma centralnego u P. schreberi wykazaty,
iz sktada sie ono z martwych komoérek hydroidow, ktore sg wyspecjalizowane do transportu
wody i nalezg do tzw. water-conducting cells. W kolejnym etapie, poprzez aplikacje do roslin
symplastowych i apoplastowych znacznikéw fluorescencyjnych a nastepnie ich lokalizacje
w poszczegolnych typach komérek udowodnitam, iz analizowane gatunki wykazujg mozliwo$¢
nie tylko transportu zwigzkow po powierzchni organéw (ektohydrycznego), ale takze transportu
wewnetrznego (endohydrycznego). U H. splendens funkcjonuje wytgcznie krétkodystansowy
transport symplastowy, ktéry przebiega przez plazmodesmy komoérek miekiszu
przewodzgcego. Natomiast u P. schreberi, ze wzgledu na obecnos¢ pasma centralnego,
dominuje transport apoplastowy za posrednictwem hydroidéw, natomiast transport
symplastowy jest ograniczony do wybranych regiondw: obszaru zatadunku z miekiszu
przewodzgcego do pasma centralnego oraz do strefy podwierzchotkowej, w ktérych dochodzi
do roztadunku zwigzkéw z pasma centralnego do komoérek miekiszu przewodzacego i ich
dalszego transportu miedzykomdrkowego w obrebie symplastu. Do kolejnych waznych
osiggniec prezentowanej publikacji [P4] nalezg analizy ilosciowe tempa rozprzestrzeniania sie
réznych znacznikbw wewnatrz fodyzek, skorelowane z warunkami obnizonego
i podwyzszonego poziomu wilgotnosci powietrza. Uzyskane wyniki nie tylko potwierdzity, iz
predkoé¢ transportu endohydrycznego u obu gatunkéw istotnie zwieksza sie w warunkach
obnizonej wilgotnosci powietrza, ale przede wszystkim wykazaty, Ze tempo rozprzestrzeniania
sie znacznikow w todyzkach P. schreberi jest trzykrotnie wyzsze niz u H. splendens. Szybszy
transport endohydryczny u P. schereberi wynika z obecnosci hydroidow w pasmie centralnym,
dzieki ktérym mozliwy jest efektywny transport dlugodystansowy w obrebie apoplastu.
Podsumowujgc, wyniki zamieszczone w opisywanym artykule [P4] po raz pierwszy
dokumentujg mozliwos¢ transportu endohydrycznego u gatunkow, ktore powszechnie
uznawane sg za rosliny ektohydryczne. Szczegoétowa charakterystyka sposobu i kierunkow
rozprzestrzeniania sie réznych typdw znacznikoéw, przeprowadzona na poziomach tkankowym
i komoérkowym, wykazata, ze oba szlaki transportowe — zarédwno symplastowy jak
i apoplastowy mogg funkcjonowa¢ u badanych mchow. Dzieki obecnosci zywych komadrek
miekiszu przewodzgcego mozliwy jest krotkodystansowy transport symplastowy, a biorgc pod
uwage powszechnos¢ wystepowania komoérek miekiszu przewodzgcego u mchow [25,28],
mozna uzna¢ ten szlak transportu za podstawowy mechanizm endohydrycznego
rozprowadzania zwigzkéw w fodyzkach gametofitowych. Natomiast obecnos¢ hydroidéw,
dzieki ktérym mozliwy jest dlugodystansowy transport w obrebie apoplastu, istotnie zwieksza
efektywnos¢ transportu wewnetrznego, szczegdlnie w warunkach obnizonej wilgotnosci.
Dzieki temu mozliwe jest zwiekszenie tolerancji ekologicznej i funkcjonowanie mchow takze
w suchszych siedliskach.

Kolejnym moim osiggnieciem naukowym, opublikowanym w czasopismie Plant Biology
[P5], byto opracowanie nowego narzedzia badawczego, ktére umozliwia analizy in situ szlakow
transportu jednego z wazniejszych hormonoéw roslinnych czyli auksyny na poziomach
tkankowym i komérkowym. Auksyna odgrywa istotng role w licznych procesach fizjologicznych
i rozwojowych, takich jak np. wzrost i réznicowanie komoérek [46,47], embriogeneza [48,49],
organogeneza [50,51], réznicowanie tkanek przewodzacych [52,53] czy reakcja roslin na
Swiatto i site grawitacji [54,55]. W procesach tych kluczowy aspekt dziatania auksyny nie opiera
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sie wylacznie na samej jej obecnosci w danej tkance czy organie, ale na formowaniu
unikalnego wzoru przestrzennego rozmieszczenia tego hormonu z lokalnymi obszarami
podwyzszonego stezenia, ktore czesto stanowig pierwszy etap wyzwalajgcy odpowiedz
biologiczng. Do petnego zrozumienia mechanizméw dziatania auksyny niezbedne jest
poznanie wszystkich szlakéw transportu tego hormonu w roslinach. Opracowanie przeze mnie
narzedzia badawczego, stanowigcego pod wzgledem chemicznym koniugat czgsteczek
auksyny (IAA) i wybranego znacznika fluorescencyjnego, zostato przeprowadzone w ramach
projektu kierowanego przez dr Alicje Banasiak pt. ,Alternatywny szlak akropetalnego
transportu auksyn i jego znaczenie dla organogenezy podczas rozwoju pedu Arabidopsis
thaliana”, finansowanego przez MNiISW. W trakcie prowadzonych przeze mnie analiz
i eksperymentow otrzymatam dwa rozne koniugaty: poprzez przytgczenie izotiocyjanianu
fluoresceiny (FITC) do czgsteczki auksyny uzyskatam koniugat IAA-FITC, a po zastosowaniu
izotiocyjanianu rodaminy (RITC) otrzymatam koniugat IAA-RITC. Po przeprowadzeniu reakcji
syntezy, najwiekszym wyzwaniem bylo opracowanie wiasciwej metodyki oczyszczania
koniugatow od nieprzereagowanych substratéw z wykorzystaniem filtracji zelowej na podtozu
Sephadex oraz ich precyzyjnej identyfikacji w zebranych frakcjach, poprzez zastosowanie
metod spektrofotometrycznych (pomiary absorpcji) i reakcji z odczynnikiem van URK
Salkowskiego. Szczegodtowa analiza widm UV-VIS koniugatow IAA-FITC i IAA-RITC wykazata
obecnos¢ wyraznych réznic (przesuniecie widma w regionie 300nm, wyzsza absorbancja
w regionie 250 nm) w poréwnaniu do widm UV-VIS roztworéw wolnej auksyny, barwnikow
FITC i RITC oraz mieszanin auksyny i danego znacznika fluorescencyjnego, co pozwolito
jednoznacznie zidentyfikowa¢ uzyskane produkty. Dodatkowo, testy porownawcze widm UV-
VIS potwierdzity stabilnos¢ koniugatow w temperaturze pokojowej w okresie 7 dni. Efektem
przeprowadzenia wszystkich wspomnianych powyzej analiz i eksperymentéw byto uzyskanie
koniugatéow IAA-FITC oraz IAA-RITC, ktérych przydatnos¢ eksperymentalng sprawdzono
nastepnie w testach biologicznych, wykorzystujgc rosline modelowg Arabidopsis thaliana.
Otrzymane koniugaty wykazywaty podobng do wolnej auksyny aktywnos¢ biologiczng oraz
dystrybucje w tkankach, co potwierdza ich uzytecznos¢ w badaniach dotyczgcych roli auksyny
i jej szlakéw transportowych w procesach rozwojowych u roslin. Przytgczenie do auksyny
dwéch réznych znacznikow, o odmiennych warto$ciach fal wzbudzenia i emisji, istotnie
rozszerzyto potencjalny zakres zastosowania koniugatow, takze do ztozonych uktaddéw
eksperymentalnych i analiz kolokalizacji réznych sygnatéw fluorescencyjnych. Warto
zaznaczyC, ze opisywane koniugaty moga by¢é wykorzystywane w badaniach réznych
gatunkéw roslin, nie tylko modelowych, niezaleznie od ich pozycji systematycznej oraz
modyfikacji na poziomie genetycznym. Podsumowujgc, koniugaty IAA-FITC oraz IAA-RITC
stanowig cenne i przydatne narzedzie badawcze, o szerokim zastosowaniu, ktére pozwala
analizowac¢ szlaki transportu krotko- i dlugodystansowego auksyny, jednego z wazniejszych
endogennych czynnikdw regulujgcych procesy fizjologiczne i rozwojowe u roslin.

Podsumowanie

Prowadzone przeze mnie badania, stanowigce osiggniecie naukowe, koncentrowaty
sie na poznaniu specyfiki szlakow transportu krétko — i dtugodystansowego u roslin lgdowych.
Wyniki moich badan udowodnity obecnos$¢ i funkcjonalno$é nowego mechanizmu transportu
zwigzkéw z martwych naczyn do zywych komérek przynaczyniowych, ktéry przebiega na
drodze endocytozy zaleznej i niezaleznej od klatryny oraz wykazaty znaczenie transportu
symplastowego w rozprowadzaniu zwigzkow przez plazmodesmy w tréjwymiarowym systemie
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zywych komérek miekiszu drzewnego u wybranych gatunkéw drzew lisciastych. Z kolei analizy
rozprzestrzeniania sie znacznikdéw fluorescencyjnych w gametofitach mchow dowiodty
obecnosci i funkcjonalno$ci krétko- i dtugodystansowego transportu endohydrycznego u roslin,
ktére powszechnie uwazane sg za gatunki wytgcznie ektohydryczne. Dodatkowo, wykazatam,
iz mozliwo$¢ transportu wewnetrznego zwieksza stopien adaptacji mchow do niekorzystnych
warunkéw srodowiskowych. Natomiast opracowywanie nowoczesnych narzedzi badawczych
polegajgce na przytgczaniu znacznikéw fluorescencyjnych do waznych, endogennych
czynnikdw, np. do auksyny, otwiera nowe drogi wizualizacji szlakow transportu krotko-
i dlugodystansowego hormonoéw roslinnych i pozwala lepiej zrozumie¢ procesy fizjologiczne
oraz rozwojowe regulujgce funkcjonowanie organizmow roslinnych.

Gléwne osiagniecia cyklu habilitacyjneqgo:

1) udowodnienie funkcjonowania transportu symplastowego w przestrzennym uktadzie
zywych komorek miekiszowych drewna wtérnego u wybranych gatunkéw drzew lisciastych

2) wskazanie znaczenia zywych komorek miekiszu drzewnego w transporcie zwigzkow
w drewnie wtérnym oraz w regulacji funkcjonowania organizméw drzewiastych

3) odkrycie nowego mechanizmu transportu zwigzkéw w kierunku radialnym z naczyn do
komérek miekiszu przynaczyniowego u drzew lisciastych, ktéry przebiega na zasadzie
endocytozy, szlakami zaleznymi i niezaleznymi od klatryny

4) wykazanie obecnosci oraz funkcjonalnosci transportu endohydrycznego przebiegajgcego
w obrebie symplastu i apoplastu u wybranych gatunkow mchow, ktére sg powszechnie
uznawane za organizmy ektohydryczne

5) opracowanie nowego narzedzia badawczego — koniugatéw auksyny z przylgczonymi
barwnikami fluorescencyjnymi, ktore umozliwia analize szlakow transportu krétko-
i dtugodystansowego auksyny na poziomach tkankowym i komorkowym u roslin.

Plany naukowe

W nadchodzgcych latach zamierzam kontynuowa¢ badania prowadzgce do
petniejszego zrozumienia mechanizmow transportu zwigzkéw na granicy apoplastu
i symplastu w drewnie wtérnym, m.in. ich sezonowych zmian analizowanych na poziomach
komoérkowym i molekularnym, udziatu transporterow btonowych w pobieraniu zwigzkéw
Zz naczyn czy wptywu potencjalnych modulatoréw aktywnosci endocytozy (np. zwigzkéw
cukrowych). W kregu moich zainteresowan pozostanie nadal mechanizm transportu
symplastowego w drewnie wtérnym, a przede wszystkim okredlenie, w jaki sposdb zwigzki
pobierane przez komodrki miekiszu przynaczyniowego na drodze endocytozy sg dalej
rozprowadzane przez plazmodesmy. Mam nadzieje, ze eksperymenty opierajgce sie m.in. na
immunodetekcji aplikowanych do roslin  zwigzkéw na poziomie ultrastrukturalnym
z wykorzystaniem TEM pozwolg rozwigza¢ problem wspédtdziatania systemu
endomembranowego z plazmodesmami w transporcie miedzykomoérkowym w drewnie
wtérnym. Roéwnoczesnie planuje kontynuowa¢ analizy zwigzane 2z transportem
endohydrycznym u mchéw i wyjasni¢, na jakiej zasadzie woda oraz substancje pokarmowe sg
transportowane z gametofitu do rozwijajgcego sie sporofitu. Wiadomo, ze w procesie tym
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uczestniczg komorki transferowe wystepujace na kontakcie gametofitu i sporofitu, jednakze
mechanizm tego transportu nadal pozostaje nieznany.

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

a. Dorobek naukowy

Poza gtébwnym nurtem badawczym (oméwionym powyzej), ktory stanowi cykl
habilitacyjny, bytam i/lub jestem zaangazowana w inne zespotowe projekty badawcze,
obejmujgce rézne obszary szeroko rozumianej biologii rozwoju roslin. Te dodatkowe dziatania
naukowe zaowocowaty opublikowaniem do tej pory jedenastu prac. Dorobek ten obejmuje
osiem anglojezycznych artykutdw oryginalnych oraz trzy prace napisane w jezyku polskim.
Publikacje te byly w wiekszosci recenzowane oraz opublikowane w czasopismach
indeksowanych w Journal Citation Reports (JCR). Sumaryczny Impact Factor tych prac,
zgodny z rokiem opublikowania (bez prac stanowigcych omowione wyzej osiggniecie
naukowe), wynosi 21.224, a suma punktow zgodnie z aktualnym systemem punktacji
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) (wg listy z dnia 26.01.2017 r.) wynosi
262. Prace w moim dorobku dotyczg réznych aspektéw, zwigzanych ze zjawiskami izolacji
i tacznosci symplastowej, funkcjonowaniem organizméw drzewiastych, merystemow
wierzchotkowych oraz wptywem metali ciezkich na rosliny. W moim dorobku mozna znalez¢
artykuty opublikowane we wspotpracy z naukowym osrodkiem w Szwecji: Umea Plant Science
Centre oraz z jednostkami krajowymi: Wydziatem Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, Wydziatem Biotechnologii oraz Katedrg Ekologii, Biogeochemii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Wroctawskiego.

Inne prace naukowe nie zwigzane z cyklem habilitacyjnym:

1) Sokotowska K. 2005. Regulacja tagcznosci symplastowej w procesach wzrostu i rozwoju
roslin. Post. Biol. Kom. 32(4): 603-616.

2) Sokotowska K*, Zagdrska-Marek B. 2007. Seasonal changes in the degree of
symplasmic continuity between the cells in cambial region of Acer pseudoplatanus and
Ulmus minor. Acta Soc. Bot. Pol. 76: 277-286 (IF 0.24, MNiSW 25). * autor
korespondencyjny.

3) Sokotowska K*, Brysz AM, Zagorska-Marek B. 2013. Spatial pattern of long-distance
symplasmic transport and communication in trees. Plant Signal. Behav. 8:11, €26191.
* autor korespondencyijny.

4) Zawadzki K, Sokotowska K, Samecka-Cymerman* A, Kolon K, Dubiniska A, Kempers AJ.
2014. Mercury in Pleurozium schreberi and Polytrichum commune from areas with various
levels of Hg pollution — an accumulation and desorption experiment with microscopic
observations. Ecotoxicol. Environ. Saf. 108: 36-41 (IF 2.762, MNiSW 30). * autor
korespondencyjny.

5) Sokotowska K. 2015. Komunikacja symplastowa w drewnie. Kosmos 308: 445-456.
(MNiISW 12)

6) Dolzblasz A*, Smakowska E, Gola EM, Sokotowska K, Kicia M, Janska H*. 2016. The
mitochondrial protease AtFTSH4 safeguards Arabidopsis shoot apical meristem function.
Sci. Rep. 6(28315): 1-14 (IF 4.259, MNiSW 40). * autor korespondencyjny.
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7) Ceglowska A, Sokotowska K, Samecka-Cymerman A*, Kolon K, Jusik S, Kempers AJ.
2016. Copper and zinc in Elodea canadensis from rivers with various pollution levels. Ecol.
Indic. 67: 156-165 (IF 3.190, MNiSW 35). * autor korespondencyjny.

8) Blokhina O, Valerio C, Sokotowska K, Zhao L, Karkénen A, Niittyla T*, Fagerstedt KV*
2017. Laser capture microdissection protocol for xylem tissues of woody plants. Front.
Plant Sci 7: 1965 (IF 4.298, MNiSW 40). * autor korespondencyjny.

9) Myskow E, Sokotowska K. (red.) 2017. Co gryzie kasztanowce? Wptyw szrotéwka
kasztanowcowiaczka na fenologie i rozwdj drzew. Wydawnictwo i Drukarnia Triada Sp. z
0, 0., ISBN: 978-83-61777-72-4 (MNiSW 15).

10) Dolzblasz A*, Gola EM, Sokotowska K, Smakowska-Luzan E, Twardawska A, Janska H.
2018. Impairment of meristem proliferation in plants lacking the mitochondrial protease
AtFTSHA4. Int. J. Mol. Sci. 19: 853. (IF 3.687, MNiSW 30). * autor korespondencyjny.

11) Zagorska-Marek B*, Sokotowska K, Turzanska M. 2018. Chiral events in developing
gametophores of Physcomitrella patens and other moss species are driven by an
unknown, universal direction-sensing mechanism. Am. J. Bot. 105: 1-9 (IF 2.788, MNiSW
35). * autor korespondencyjny.

Rola zjawisk izolacji i facznosci symplastowej u roslin

Sokotowska K. 2005. Regulacja tgcznosci symplastowej w procesach wzrostu i rozwoju roslin. Post.
Biol. Kom. 32(4): 603-616.

Sokotowska K*, Zagdrska-Marek B. 2007. Seasonal changes in the degree of symplasmic continuity
between the cells in cambial region of Acer pseudoplatanus and Ulmus minor. Acta Soc. Bot. Pol. 76:
277-286. * autor korespondencyjny.

Sokotowska K*, Brysz AM, Zagorska-Marek B. 2013. Spatial pattern of long-distance symplasmic
transport and communication in trees. Plant Signal. Behav. 8:11, €26191. * autor korespondencyjny.

Plazmodesmy regulujg procesy komunikacji miedzykomorkowej u roslin oraz decyduja
o intensywnosci i kierunkach transportu symplastowego. Ich znaczenie, a takze rola zjawisk
tacznosci i izolacji symplastowej w rozwoju roslin zostaty scharakteryzowane w pracy
przeglagdowej opublikowanej w Postepach Biologii Komorki (Sokotowska, 2005).
O wystepowaniu tgcznosci symplastowej mowimy, kiedy rozprzestrzenianie sie zwigzkéw
przez plazmodesmy zachodzi w sposdb swobodny i nieograniczony. Poziom tgcznosci
symplastowej moze by¢ regulowany poprzez zmiany stanéw konformacyjnych plazmodesm
i przejscie ze stanu otwartego, pozwalajgcego na rozprzestrzenianie sie zwigzkéw
mieszczacych sie w obrebie wartosci granicznej plazmodesm (ang. size exclusion limit, SEL)
do stanu rozszerzonego, umozliwiajgcego transport zwigzkow wielkoczgsteczkowych,
przekraczajgcych wartos¢ SEL. Roéwnoczesnie, stopien tgcznosci symplastowej moze ulegaé
obnizaniu, prowadzac do czasowej lub trwatej blokady transportu czyli do tzw. izolacji
symplastowej. Pojawienie sie izolacji symplastowej czesto jest Scisle powigzane
z rozpoczeciem przez komérke lub grupe komorek proceséw réznicowania. Zamkniecie
plazmodesm hamuje wymiane potencjalnych czynnikow regulatorowych, dzieki czemu
realizacja odrebnych $ciezek rozwojowych w sgsiadujgcych komodrkach moze przebiegacé
w prawidtowy sposob. Natomiast komorki niezroznicowane albo te, ktére realizujg ten sam
program rozwojowy, znajdujg sie czesto w stanie tgcznosci symplastowej. Dobrym przyktadem
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ilustrujgcym znaczenie procesow izolacji i tgcznosci symplastowej w funkcjonowaniu struktur
roslinnych sg merystemy wierzchotkowe pedu roslin okrytozalgzkowych, w ktérych wyrdznia
sie cztery obszary izolowane symplastowo od siebie. Blokada transportu zwigzkéw przez
plazmodesmy przypuszczalnie zachowuje odrebnos¢ funkcjonalng komoérek petnigcych
odmienne funkcje w merystemie (komorki strefy peryferycznej vs. komorki strefy centralnej)
lub charakteryzujacych sie inng specyfikg podziatdbw komorkowych (komorki tuniki vs komorki
korpusu).

Izolacja symplastowa odgrywa rowniez wazng role w kambium — merystemie bocznym,
ktéry produkuje wtorne tkanki przewodzgce i jest odpowiedzialny za przyrost roslin na grubo$¢.
Kambium u roslin drzewiastych zawiera dwa typy komorek — inicjaty promieniowe oraz
wrzecionowate, ktére roznig sie od siebie ksztattem, intensywnoscig podziatéw oraz petniong
funkcjg. Podziaty peryklinalne inicjatdbw promieniowych prowadzg gtéwnie do wytworzenia
promieni drzewnych i tykowych, natomiast inicjaly wrzecionowate sg odpowiedzialne za
powstanie wszystkich elementéw przewodzgcych, wzmacniajgcych oraz migkiszowych uktadu
osiowego tkanek wtornych. W czasie prowadzonych przeze mnie badah nad transportem
symplastowym w kambium u drzew odkrytam, ze stopieh tgcznosci symplastowej w tej tkance
podlega sezonowym zmianom. Dowiodtam, Zze inicjaty wrzecionowate i promieniowe
w kambium aktywnym, preparowanym w czasie sezonu wegetacyjnego, sg izolowane
symplastowo od siebie. Aplikowane do roslin barwniki symplastowe byty lokalizowane gtéwnie
w inicjatach wrzecionowatych, natomiast promienie kambialne przewaznie nie wykazywaty
obecnos$ci znacznika. Natomiast w okresie spoczynku zimowego barwniki symplastowe
obecne byly zaréwno w inicjatach wrzecionowatych jak i promieniowych, wskazujgc na
funkcjonowanie tgcznosci symplastowej w kambium spoczynkowym. Uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w czasopismie Acta Societatis Botanicorum Poloniae (Sokotowska i Zagorska-
Marek, 2007). M6j wktad w powstanie tej pracy obejmowat wspotprace w zaplanowaniu uktadu
eksperymentalnego, wykonanie wszystkich doswiadczen oraz wspétudziat w interpretacii
uzyskanych wynikow i w przygotowaniu manuskryptu.

Merystem kambialny u drzew stanowi tkanke o bardzo duzej powierzchni, w ktorej
przestrzenne zjawiska o charakterze cyklicznym, takie jak fala auksynowa [56] czy struktura
domenowa ([57,58], stanowig jedne z kluczowych cech tego merystemu. Dlatego tez podjetam
sie badan, w ramach ktérych prowadzitam analizy poréwnawcze stopnia tgcznosci
symplastowej komorek w kambium aktywnym preparowanym z r6znych odlegtosci od miejsca
podania znacznika do rosliny. Dzieki tym analizom wykazatam, ze stopien tgcznosci
symplastowej w kambium aktywnym podlega przestrzennym i cyklicznym zmianom. Obszary,
w ktorych znaczniki symplastowe byty zlokalizowane gtéwnie w inicjatach wrzecionowatych
wystepowaty naprzemiennie z obszarami, w ktérych fluorochromy obecne byty w symplascie
obu typdéw inicjatdbw kambialnych. Sugeruje to funkcjonowanie dodatkowego, nieznanego
dotychczas mechanizmu, ktéry reguluje stany konformacyjne plazmodesm w kambium na
poziomie ponadkomorkowym. Ponadto, dzieki analizom z wykorzystaniem fluoresceiny
zwigzanej, lokalnie aktywowanej w wybranych typach komorek, wykazatam, ze transport
symplastowy zwigzkéw w kambium aktywnym przebiega jednokierunkowo, przewaznie
z inicjatdow promieniowych do wrzecionowatych. Natomiast w kambium spoczynkowym,
szczegolnie w spoczynku zimowym bezwzglednym, rozprzestrzenianie sie fluorochromow
pomiedzy inicjatami promieniowymi i wrzecionowatymi odbywa sie dwukierunkowo.
Réwnoczesnie dowiodtam, ze obecnosc izolacji symplastowej w kambium aktywnym nie jest
wynikiem zwiekszonej akumulacji kalozy w regionie plazmodesm wystepujgcych na kontakcie
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komérek wrzecionowatych i promieniowych. Powyzsze wyniki zostaly opisane w pracy
doktorskiej oraz wykorzystane do przygotowania dwodch artykutdw opublikowanych
w American Journal of Botany (Sokotowska i Zagérska-Marek 2012) oraz w Plant Signaling
& Behavior (Sokotowska i in., 2013). W obu pracach bratam istotny udziat w zaplanowaniu
uktadéw eksperymentalnych, wykonywaniu doswiadczen, interpretacji wynikéw oraz
w przygotowaniu manuskryptu. Ponadto, chciatabym podkresli¢, ze artykut opublikowany
w Am. J. Bot. prezentuje nie tylko wyniki uzyskane w trakcie pracy doktorskiej, ale przede
wszystkim osiggniecia uzyskane po doktoracie, zwigzane z transportem symplastowym
w drewnie wtornym, dlatego zostat on dotgczony do cyklu habilitacyjnego [P1].

Funkcjonowanie organizméw drzewiastych

Sokotowska K. 2015. Komunikacja symplastowa w drewnie. Kosmos 308: 445-456.

Blokhina O, Valerio C, Sokotowska K, Zhao L, Karkénen A, Niittyla T*, Fagerstedt KV* 2017. Laser
capture microdissection protocol for xylem tissues of woody plants. Front. Plant Sci. 7: 1965. * autor
korespondencyjny.

Myskow E, Sokotowska K. (red.) 2017. Co gryzie kasztanowce? Wptyw szrotowka
kasztanowcowiaczka na fenologie i rozwdj drzew. Wydawnictwo i Drukarnia Triada Sp. z o, o., ISBN:
978-83-61777-72-4.

Poznanie struktury drewna wtornego oraz mechanizméw regulujgcych procesy
powstawania i roznicowania poszczegoélnych typéw komorkowych jest niezbedne do
zrozumienia funkcjonowania organizméw drzewiastych. Drewno wtérne jest tkankag
heterogenng, zbudowang z rdéznych typow komorek takich jak elementy trachealne,
odpowiedzialne za dlugodystansowy transport wody, widkna drzewne zwiekszajgce
odpornos¢ mechaniczng tkanki oraz komoérki miekiszu uktadu osiowego i radialnego, ktore
tworzg trojwymiarowy system zywych elementéw potgczonych plazmodesmami. Struktura
miekiszu drzewnego, charakterystyka jego wybranych funkcji, a takze specyfika transportu
symplastowego w drewnie wtérnym oraz jego rola w regulacji wybranych procesow
rozwojowych u drzew zostaty opisane w pracy przegladowej opublikowanej w czasopismie
Kosmos (Sokotowska 2015). We wspétczesnej biologii najwigekszym wyzwaniem jest jednak
nie tylko poznanie samej struktury danej tkanki czy organu, ale przede wszystkim zrozumienie
mechanizmu jej powstawania oraz dalszego rozwoju, réwniez na poziomie molekularnym.
Wymaga to jednak rozwiniecia nowych metod badawczych. Jedng z nich, niezwykle
obiecujgca, jest mikrodysekcja laserowa (ang. laser capture microdissection, LCM), ktéra
umozliwia wycinanie i uzyskiwanie z preparatéw anatomicznych okreslonych regionow czy
komorek, ktore pozniej mogg stuzy¢ do dalszych analiz molekularnych, np. do analizy ekspresji
genow. Mozna sadzi¢, ze technika ta pozwoli poznaé¢ w najblizszej przysztosci molekularne
i genetyczne mechanizmy regulujgce procesy determinacji oraz roznicowania poszczegdélnych
typdw komadrek. Dostosowanie procedury mikrowycinania do tkanek roslinnych, a szczegdlnie
do drewna wtdrnego, ktérego komorki charakteryzujg sie obecnoscig grubej, zlignifikowanej
Sciany wtornej, stanowi jednak duze wyzwanie. W pracy metodycznej, opublikowanej
w Frontiers in Plant Science (Blokhina i in., 2016), przedstawiono kompletng procedure LCM,
ktéra umozliwia wycinanie réznych typow komorek roznicujgcego sie drewna wtornego oraz
efektywng izolacje z nich RNA o wysokiej jakosci. Protokot dostosowano do trudnego
materiatu, jakim jest drewno wtorne oraz przetestowano na przedstawicielach drzew iglastych
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(Picea abies) i lisciastych (Populus tremula). Dzieki zastosowaniu metod mrozeniowych oraz
przechowywaniu i suszeniu preparatéw anatomicznych w postaci tzw. szklanej kanapki (ang.
glass sandwich), ktéra zapobiega zwijaniu i fatdowaniu sie przekrojéw, znaczaco skrécono
czas przygotowania materiatu do mikrodysekcji. Uzyskano w ten sposob wysokg efektywnosé
samej izolacji RNA oraz jakosé uzyskiwanego produktu. Méj wktad w powstanie tej publikacii
obejmowat dopracowywanie procedury przygotowywania drewna topoli do LCM,
mikrowycinaniu komorek z przekrojow radialnych oraz izolacji z nich RNA. Petnitam réwniez
znaczgca role w przygotowaniu manuskryptu.

Rosliny drzewiaste sg nieustannie poddawane dziataniu czynnikéw biotycznych, ktére
przewaznie wywierajg negatywny wptyw na ich funkcjonowanie. Jednym ze szkodnikow, ktory
intensywnie atakuje drzewa z rodzaju Aesculus, przede wszystkim kasztanowca biatego, jest
szrotowek kasztanowcowiaczek (Cameraria ohridella). Ggsienice tego motyla wgryzajg sie
w gfgb blaszki lisciowej, prowadzgc do zamierania tkanek i tworzenia podtuznych, brunatnych
plam. Intensywne Zerowanie owada moze z czasem skutkowac zasychaniem i zrzucaniem
catych lisci, a w skrajnych przypadkach ponownym kwitnieniem kasztanowcow pod koniec
sezonu wegetacyjnego. Szkody w ulistnieniu istotnie ograniczajg ilos¢ substancji zapasowych
gromadzonych jesienig przez drzewa, co obniza ich szanse na przetrwanie okresu zimowego
oraz wznowienie aktywnosci w kolejnym sezonie wegetacyjnym. W ksigzce pt. ,Co gryzie
kasztanowce? Wplyw szrotowka kasztanowcowiaczka na fenologie i rozwdj drzew”
scharakteryzowano najpopularniejsze gatunki i odmiany kasztanowcow oraz zmiany
fenologiczne, jakim podlegajg one w ciagu roku. Wyjasniono, w jaki sposdb drzewa przyrastajg
na grubos¢, opisano wplyw szrotéwka na ich funkcjonowanie oraz przedstawiono sposoby
ochrony kasztanowcow, a takze wybrane metody stosowane w biologii drzew. Ksigzka, ktorej
jestem wspodtredaktorem i wspotautorem, to bogato ilustrowana pozycja napisana w sposob
przystepny i zrozumiaty dla osob nieposiadajgcych specjalistycznej wiedzy, dzieki czemu
stanowi kompendium wiedzy dla szerokiego grona odbiorcow, szczegdlnie uczniow
i nauczycieli. Zostata ona rozestana do ponad 500 placowek edukacyjnych w Polsce i stanowi
efekt realizacji dotacji, ktérg uzyskata dr Elzbieta Myskow z Wojewddzkiego Funduszu
Ochrony Srodowiska i Gospodarki Wodne;.

Funkcjonowanie roslinnych merystemow wierzchotkowych

Dolzblasz A*, Smakowska E, Gola EM, Sokotowska K, Kicia M, Janska H*. 2016. The mitochondrial
protease AtFTSH4 safeguards Arabidopsis shoot apical meristem function. Sci. Rep. 6(28315): 1-14. *
autor korespondencyjny.

Dolzblasz A*, Gola EM, Sokotowska K, Smakowska-Luzan E, Twardawska A, Janska H. 2018.
Impairment of meristem proliferation in plants lacking the mitochondrial protease AtFTSH4. Int. J. Mol.
Sci. 19: 853. * autor korespondencyjny.

Zagorska-Marek B*, Sokotowska K, Turzanska M. 2018. Chiral events in developing gametophores of
Physcomitrella patens and other moss species are driven by an unknown, universal direction-sensing
mechanism. Am. J. Bot. 105: 1-9. * autor korespondencyjny.

Intensywnie dzielagce sie komorki merystemoéw wierzchotkowych pedu (ang. shoot
apical meristem, SAM) oraz korzeni (ang. root apical meristem, RAM) odpowiedzialne sg za
tworzenie komorek potomnych i formowanie nadziemnych oraz podziemnych organéw
roslinnych, odgrywajgc kluczowg role podczas procesow wzrostu i rozwoju roslin. Utrzymanie
tozsamosci komdrek inicjalnych oraz réwnowagi pomiedzy tworzeniem zawigzkéw organéw
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bocznych a samoodtwarzaniem sie merystemu jest $cisle regulowane na poziomie
molekularnym, co zapewnia prawidtowe funkcjonowanie merysteméw wierzchotkowych.
Badania prowadzone w ramach projektu pt. ,Mechanizmy zahamowania rozwoju merystemu
apikalnego pedu u mutanta ftsh4 Arabidopsis thaliana” kierowanego przez dr Alicje Doizbtasz
(grant SONATA finansowany przez Narodowe Centrum Nauki) byly realizowane we
wspotpracy z Panig prof. dr hab. Hanng Janskg z Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego, a ich bezposrednim efektem sg dwa artykuty oryginalne opublikowane
w renomowanych czasopismach: Scientific Reports (Dolzblasz i in., 2016) oraz International
Journal of Molecular Sciences (Dolzblasz i in. 2018). Wiadomo, Zze kodowana przez gen
FTSH4 proteaza mitochondrialna zapobiega akumulacji wewnetrznego stresu oksydacyjnego
i umozliwia prawidtowe funkcjonowanie mitochondriow w niekorzystnych warunkach
Srodowiskowych [59,60]. Analizowany mutant ftsh4 charakteryzuje sie interesujgcym
fenotypem zahamowania rozwoju pedu generatywnego w specyficznych warunkach
temperatury 30°C. Prowadzone w ramach opisywanego projektu badania na poziomie
molekularnym i komérkowym wykazaty interesujgce zaleznosci pomiedzy prawidtowym
funkcjonowaniem mitochondriow oraz mechanizmami odpowiedzialnymi za utrzymanie
aktywnosci merystemow wierzchotkowych w warunkach podwyzszonej temperatury. Dzieki
zastosowaniu markerow fluorescencyjnych in vivo, qRT-PCR i technik biochemicznych
udowodniono, ze aktywnosé SAM u mutanta fish4 ulega zahamowaniu co spowodowane jest
m.in. akumulacjg wewnetrznego stresu oksydacyjnego oraz dysfunkcjg mitochondriéw
w dojrzatym merystemie wegetatywnym pedu, w miejscu gdzie zlokalizowane sg komorki
inicjalne (Dolzblasz i in., 2016). Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm odpowiedzialny za utrate
potencjalu merystematycznego u mutanta ftsh4 wyprowadzono odpowiednie linie
transgeniczne, w ktérych gen reporterowy GUS ulegat ekspresji z promotorow gendéw
merystematycznych (CLV3, STM, WOX5) oraz gendw zwigzanych z cyklem komdrkowym
(CYCB1, CYCD3;1). Dzigki temu mozliwe byto przesledzenie zmian rozwojowych i wykazanie,
ze podwyzszona temperatura negatywnie oddziatuje na procesy zwigzane z utrzymaniem
tozsamosci i aktywnosci podziatowej komoérek inicjalnych (Dolzblasz i in., 2018). W ramach
opisywanego projektu analizowano rowniez wplyw podwyzszonej temperatury na
funkcjonowanie merystemu wierzchotkowego korzenia. Wzrost korzeni mutanta fish4
w warunkach podwyzszonej temperatury 30°C przebiegat wolniej w poréwnaniu do roslin typu
dzikiego, co spowodowane byto m.in. zaburzeniem tozsamosci merystematycznej oraz
proliferacji komérek inicjalnych w korzeniu. Chociaz dysfunkcja mitochondriow w RAM nie byta
tak silna jak w SAM, wyniki prowadzonych badan wykazaty, Zze w warunkach podwyzszonej
temperatury obecnos¢ funkcjonalnego genu FTSH4 jest niezbedna do utrzymania tozsamosci
komorek inicjalnych i ich proliferacji w merystemach wierzchotkowych, a mechanizmy
zabezpieczajgce utrzymanie i prawidtowe funkcjonowanie merysteméw majg kluczowe
znaczenie dla niezaktoconego wzrostu roslin (Dolzblasz i in., 2016; 2018). Moj udziat
w realizacji opisywanego projektu polegat na wspétpracy przy analizach dotyczacych
funkcjonalnosci merysteméw prowadzonych z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego,
przygotowywaniu przekrojéw anatomicznych na wibratomie w celu przeprowadzenia
tkankowej wizualizacji markera GUS oraz w przygotowaniu figur do obu publikacji.

W merystemach wierzchotkowych zaréwno intensywnos¢ podziatéw komorkowych jak
rébwniez orientacja ptaszczyzny podziatowej podlegajg $cistej kontroli. U mchow,
przedstawicieli pierwszych roslin lgdowych, rozwdj ulistnionej fodyzki gametoforu nastepuje
w wyniku aktywnosci podziatowej pojedynczej, tetraedrycznej komaorki inicjalnej (ang. apical
cel, AC), zlokalizowanej na szczycie merystemu wierzchotkowego, a uktad listkéw, czyli ich
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filotaksja, bezposrednio zalezy od sposobu podziatow AC. W artykule opublikowanym
w American Journal of Botany (Zagorska-Marek i in., 2018) analiza zdarzeh chiralnych
podczas rozwoju réznych gatunkow mchow stata sie punktem wyjscia do poszukiwan
uniwersalnego mechanizmu rozpoznajgcego okreslony kierunek w procesach rozwojowych,
szczegOlnie w trakcie wzrostu i rozgateziania sie gametoforow. U wiekszosci analizowanych
przez nas mchoéw, w trakcie kolejnych podziatéw AC, nowo powstajgce $ciany komorkowe sg
nachylone pod pewnym katem w stosunku do scian bocznych. Powoduje to, ze kolejno
odkfadane przez AC merofity sg obwodowo przesunigte, a powstajgce listki utozone sg wzdtuz
skreconych pierwotnych ortostych (pionowe linie taczgce nadlegte liscie) w kierunku zgodnym
lub przeciwnym do ruchu wskazowek zegara. Jedynym wyjatkiem sg merystemy Fontinalis
antypyretica, w ktorych kolejne podziaty AC sg zawsze réwnolegte do scian bocznych, czego
efektem jest regularne utozenie listkbw na todyzkach wzdtuz trzech ortostych. Prowadzone
analizy sekwencji podziatowych komorek inicjalnych u Physcomitrella patens, Atrichum
undulatum oraz Polytrichum commune dowiodty, ze nachylenie $cian podziatowych w AC
nigdy nie jest losowe, ale zawsze przebiega w taki sposob, aby zminimalizowac¢ ptaszczyzne
kontaktu kolejno odcinanych merofitbw. Scistg kontrole orientacji podziatow AC
odzwierciedlajg réwniez zdarzenia kierunkowe przebiegajgce w osiach gtéwnych i bocznych
rozgateziajgcych sie ftodyzek gametoforowych analizowanych gatunkéw P. patens,
P. commune, A.undulatum oraz Pleurozium schreberi. Prowadzone badania wykazaty, ze
chiralno$¢ utozenia listkow na osiach gtéwnych jest przeciwna (antydromiczna) do kierunku
utozenia listkbw na osiach bocznych. Mechanizm, ktéry kontroluje chiralnos¢ podziatéw AC
oraz zalezny od niej kierunek nachylenia pierwotnych ortostych w osiach gtéwnych i bocznych
nadal pozostaje nieznany. Przypuszczalnie moze on zaleze¢ od horyzontalnej asymetrii
sygnatéw (prawdopodobnie o charakterze cukrowym), ktérych 2zrédiem sg utozone
trichistycznie listki gametoforowe (Zagérska-Marek i in., 2018). M6j udziat w powstanie
prezentowanej pracy polegat na wspotpracy w  wykonywaniu eksperymentéw,
przeprowadzeniu analizy statystycznej oraz przygotowaniu ilustracji do manuskryptu.

Wpfyw metali ciezkich na zdolnosci akumulacyjne oraz funkcjonowanie zywych
komorek u wybranych gatunkéw roslin

Zawadzki K, Sokotowska K, Samecka-Cymerman* A, Kolon K, Dubinska A, Kempers AJ. 2014.
Mercury in Pleurozium schreberi and Polytrichum commune from areas with various levels of Hg
pollution — an accumulation and desorption experiment with microscopic observations. Ecotoxicol
Environ Saf 108: 36-41, * autor korespondencyjny.

Cegtowska A, Sokotowska K, Samecka-Cymerman A*, Kolon K, Jusik S, Kempers AJ. 2016. Copper
and zinc in Elodea canadensis from rivers with various pollution levels. Ecol. Ind. 67: 156-165. * autor
korespondencyjny.

Organizmy roslinne sg nieustannie poddawane dziataniu niekorzystnych czynnikow,
w tym réwniez wpltywowi metali ciezkich, jednak dzieki wyksztatceniu mechanizméw
regulujgcych pobieranie, akumulacje i usuwanie jonoéw metali z komérek [61] rodliny sg
w stanie funkcjonowa¢ w zanieczyszczonym srodowisku. Analiza zawartosci metali ciezkich
w materiale rodlinnym pozwala okresli¢ mozliwo$ci akumulacyjne badanych gatunkow, co jest
istotne pod katem ich potencjalnego wykorzystania jako bioindykatorow oraz przy
fitoremediacji. Powigzanie poziomu akumulacji metali ciezkich z budowg anatomiczng
organow, a takze z wptywem analizowanych zwigzkow na zywotnos¢ komorek, pozwala lepiej
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zrozumie¢ drogi rozprzestrzeniania sie metali ciezkich w $rodowisku oraz sposoéb ich
oddziatywania na organizmy zywe.

W opisywanym projekcie kierowanym przez Panig prof. dr hab. Aleksandre Samecka-
Cymerman z Katedrg Ekologii, Biogeochemii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Wroctawskiego analizowano mozliwosci akumulacyjne rteci, cynku i miedzi u wybranych
gatunkdw mchoéw (Pleurozium schreberi, Polytrichum commune) oraz wodnej rosliny
okrytozalgzkowej (Elodea canadensis), a takze okre$lano wplyw badanych metali na
zywotnos$¢ komorek w zalezno$ci od stezenia oraz czasu ekspozycji analizowanego czynnika.
Efektem realizacji projektu sg dwie prace oryginalne opublikowane w czasopismach:
Ecotoxicology and Environmental Safety (Zawadzki i in., 2014) oraz Ecological Indicators
(Cegtowskaiin., 2016). W artykutach tych wykazano, ze badane gatunki pobierane z regionéw
bardziej zanieczyszczonych byty w stanie akumulowac¢ wieksze ilosci szkodliwych metali
w poréwnaniu do roslin pochodzgcych z obszarow kontrolnych, w ktérych poziom
zanieczyszczenia $rodowiska byt istotnie nizszy. Swiadczy to o znacznych mozliwosciach
adaptacyjnych roslin do niekorzystnych warunkéw siedliskowych. Podczas analiz wptywu rteci
na badane gatunki mchéw wykazano znacznie wyzszg akumulacje tego metalu u P. commune
niz u P. schreberi (Zawadzki i in., 2014), co prawdopodobnie wynikato z mniejszego
zageszczenia osobnikéw P. commune w populacjach oraz obecnosci charakterystycznych
lamelli zwiekszajgcych powierzchnie chtonng listkéw. Natomiast analizy mikroskopowe listkéw
P. schreberi wykazaty zwiekszenie przepuszczalnosci btony komaorkowej, a nastepnie zmiany
w morfologii organelli, przede wszystkim jadra komoérkowego, co ostatecznie prowadzito do
obumierania komérek. Prowadzone doswiadczenia dowiodty réwniez zaskakujgcej odpornosci
mchow na szkodliwy wptyw rteci, gdyz pierwsze negatywne objawy odnotowano dopiero po
16 dniach od wystawienia P. schreberi na dziatanie tego metalu. Natomiast, aby lepiej
zrozumie¢ mechanizm negatywnego oddziatywania miedzi i cynku na rosliny wodne,
przeprowadzono analizy na poziomie komdérkowym, wykorzystujgc materiat roslinny pobierany
z rzek zanieczyszczonych (Cegtowska i in., 2016). Oba metale, aplikowane pojedynczo oraz
w mieszaninie w réznych stezeniach, obnizaty zywotnos$¢ komérek mezofilu lisci E. canadensis
oraz zwiekszaty przepuszczalnos¢ bton komodrkowych. Miedz dodatkowo negatywnie
oddziatywata na chloroplasty, prowadzac do powstania agregatow tych organelli
w cytoplazmie. Co ciekawe, obecnos¢ cynku w mieszaninie aplikacyjnej (Zn+Cu) obnizata
toksyczne dziatanie samej miedzi. Méj udziat w opisywanym projekcie polegat na wspétudziale
w zaplanowaniu uktadu eksperymentalnego testujgcego wptyw metali ciezkich na zywotnos¢
komodrek, w wykonywaniu analiz mikroskopowych i w interpretacji uzyskanych wynikéw.
Bratam réwniez udziat w przygotowaniu manuskryptu.

Oprécz wymienionych i opisanych wyzej prac oryginalnych, przeglagdowych oraz
opracowania monograficznego, wyniki moich badan zostaty dostrzezone i docenione przez
srodowisko naukowe, czego efektem byly zaproszenia do ustnych prezentacji typu short talk
na konferencji PTBER (2017r., Biatystok, Polska) oraz Plant Vascular Biology (2010r.,
Columbus, Ohio, USA) wygtoszenie seminarium w Department of Forest Genetics and Plant
Physiology (2008r., SLU, Szwecja) oraz wyrdznienia prezentacji posterowych (2011r. i 2003r.,
konferencje PTBER we Wroctawiu i Olsztynie, Polska).

Angazujgc sie w prace na rzecz Srodowiska naukowego wspétpracuje rowniez
z czasopismami naukowymi. Wykonatam recenzje artykutéw dla czasopism krajowych
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i miedzynarodowych, tj. dla American Journal of Botany, Annals of Botany, Plant Biology, Acta
Societatis Botanicorum Poloniae, Acta Physiologiae Plantarum oraz Kosmos.

Co wazne, podczas mojej pracy na Uniwersytecie Wroctawskim otrzymatam grant
badawczy OPUS (2016-2018) finansowany przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) na
realizacje projektu pt. ,Charakterystyka endocytozy i roli miekiszu drzewnego w transporcie
miedzykomorkowym w drewnie wtornym u wybranych gatunkéw drzew lisciastych”. Projekt ten
umozliwit mi wyjasnienie mechanizmu transportu zwigzkéw w drewnie wtérnym oraz
rozbudowanie zaplecza aparaturowego Zaktadu Biologii Rozwoju Roslin w zakresie
mikroskopii oraz mikrotechniki. Jako wykonawca uczestniczytam réwniez w dwéch projektach
finansowanych przez MNiSW. Za osiggniecia naukowe otrzymatam w 2008r. nagrode
rektorska.

Podsumowanie liczbowe aktywnosci naukowej

Typ publikaciji Przed Po doktoracie = Razem
doktoratem

Prace oryginalne Liczba IF Punkty

MNiSW
Prace stanowigce osiggniecie naukowe

W czasopismach z - 4 4 16,771 150

bazy JCR

Rozdziaty wo- 1 1 - 5

monografiach

Razem - 5 5 16,771 155

Pozostale prace (bez cyklu habilitacyjnego)

W czasopismach z 1 6 7 21,224 235

bazy JCR

w czasopismach = 1 2 3 - 12

spoza bazy JCR

Rozdziaty wo- 1 1 - 15

monografiach

Razem 2 9 11 21,224 262

Redakcje

Redakcje monografii | - 2 2 - 10

Razem - 2 2 - 10

CALOSC 4 16 18 37,995 427

DOROBKU

Doniesienia konferencyjne krajowe i Przed doktoratem Po doktoracie Razem

miedzynarodowe (prezentacje ustne

. 20 24

i plakatowe)

Impact Factor (IF) podano zgodnie z rokiem publikacji pracy; punkty MNiSW wg listy z dn. 26 stycznia
2017r.

Sumaryczny Impact Factor wg listy Journal Citation Reports (JCR) dla prac stanowigcych
osiggniecie habilitacyjne wynosi: 16,771
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Sumaryczna liczba punktow wg MNiSW dla prac stanowigcych osiggniecie habilitacyjne
wynosi: 155

Sumaryczny Impact Factor wg listy Journal Citation Reports (JCR) dla prac pozostatych (poza
cyklem prac habilitacyjnych) wynosi: 21,224

Sumaryczna liczba punktow wg MNISW dla prac pozostatych (poza cyklem prac
habilitacyjnych) wynosi: 262

Liczba cytowan wg Web of Science (w bazie nie sg uwzglednione wszystkie prace): 60
Liczba cytowan (bez autocytowan) wg. Web of Science: 56

Liczba cytowan wg. Scholar Google: 104

Indeks Hirscha wg Web of Science (w bazie nie sg uwzglednione wszystkie prace): 4

Indeks Hirscha wg Scholar Google: 6

b. Dorobek dydaktyczny i organizacyjny

Dziatalno$¢ dydaktyczna stanowi istotng czes¢ mojej aktywnosci zawodowej. Od
momentu zatrudnienia jako asystent w Zaktadzie Morfologii i Rozwoju Roslin (obecnie Zakfad
Biologii Rozwoju Roslin) Uniwersytetu Wroctawskiego, a po doktoracie jako adiunkt,
wspotprojektuje i prowadze zajecia dydaktyczne dla studentow stacjonarnych na kierunkach
Biologia oraz Genetyka i biologia eksperymentalna na Wydziale Nauk Biologicznych UWr.,
z réznych przedmiotéw, m.in. Biologii rozwoju ro$lin, Genetyczno-molekularnych podstaw
rozwoju roslin, Molekularnych mechanizméw komunikacji u ro$lin oraz Technik badawczych
w biologii eksperymentalnej. Opracowatam i wygtaszatam rowniez wyktad monograficzny
z Komunikacji miedzykomoérkowej u roslin. Ponadto, wspétprojektowatam, prowadzitam lub
prowadze zajecia dla studentéw innych kierunkéw Uniwersytetu Wroctawskiego (Chemia
medyczna, Biologia cztowieka, Biotechnologia), w tym réwniez wyktady w jezyku angielskim
dla kierunku Biotechnology.

Podczas mojej pracy na stanowisku adiunkta kierowatam trzema pracami licencjackimi
oraz czterema pracami magisterskimi. Obecnie jestem promotorem pomocniczym w
przewodach dwoch uczestnikow studiéw doktoranckich na UWr oraz opiekuje sie jednym
magistrantem.

W ramach promocji Wydzialu Nauk Biologicznych UWr oraz popularyzacji wiedzy
botanicznej kilkakrotnie bratam udziat w laboratoriach, warsztatach i wystawach w ramach
programow Moj Pierwszy Uniwersytet, DolnoSlgski Festiwal Nauki, Noc Biologow oraz
Miedzynarodowy Dzienn RoS$lin (Fascination of Plants Day). Uczestniczytam réwniez
w przygotowaniu zaje¢ oraz prowadzitam kurs doszkalajgcy dla nauczycieli.

W ramach programu Erasmus Teaching Staff Mobility przygotowatam i prowadzitam

w czerwcu 2014r. kurs dydaktyczny dla studentow i doktorantéw na Umea University. Obecnie
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biore udziat w przygotowaniu jednego z przedmiotéw, ktéry bedzie realizowany na Il poziomie
studiow Biologia w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwéj (POWER)
wspoftfinansowanego z Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Biore udziat w dziatalnosci lokalnego srodowiska akademickiego angazujgc sie
w opracowywanie nowych przedmiotéw dla tworzonego programu studiow Genetyka i biologia
eksperymentalna, czy w przygotowanie wniosku o przyznanie dotacji na inwestycje w zakresie
duzej infrastruktury badawczej (projekt w trakcie rozpatrywania). Od 2001 r. naleze do
Polskiego Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej Roslin (PTBER), w latach 2009-2011 bytam
cztonkiem Komitetu Organizacyjnego V Konferencji PTBER we Wroctawiu. Uczestniczytam
réwniez w organizacji sesji naukowej PTBER pt. ,Komunikacja symplastowa u roslin” (2006 r.)
oraz w miedzynarodowej, dorocznej konferencji stowarzyszenia Magnolia Society
International ,Magnolia Tour 2015, Polska”, ktéra odbyta sie pod patronatem Polskiego
Towarzystwa Botanicznego w kwietniu 2015r. Od 2019r. jestem réwniez czionkiem Botanical

Society of America.

Wykaz wszystkich moich publikacji, doniesierr konferencyjnych oraz pozostate dziafania
sktadajgce sie na mojg aktywno$c naukowg wraz z informacjg o osiggnieciach dydaktycznych,
organizacyjnych, wspoétpracy naukowej i popularyzacji nauk przedstawitam jako zatgcznik nr
4.
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