Zatacznik nr 2

DR INZ. EWA GRZEBELUS

AUTOREFERAT

ZAKtAD GENETYKI, HODOWLI ROSLIN | NASIENNICTWA
INSTYTUT BI1OLOGII ROSLIN | BIOTECHNOLOGII
WYDzIAt OGRODNICZY

UNIWERSYTET ROLNICZY IM. HUGONA KOttATAJA W KRAKOWIE

KrAkOW 2014



1. Imie i nazwisko (Nazwisko panienskie) Ewa Grzebelus (Nowak)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania.

magister inzynier ogrodnictwa, specjalizacja genetyka i hodowla roslin, Akademia Rolnicza
im. Hugona Kottgtaja w Krakowie, Wydziat Ogrodniczy, 1994

Tytut pracy: Proby wykorzystania androgenezy dla otrzymania haploidéw u warzyw z
rodziny Cruciferae

Opiekun naukowy: prof. dr hab. Adela Adamus

Recenzent: prof. dr hab. Wienczystawa Kozera

doktor nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwa, specjalno$¢ naukowa: genetyka i hodowla
roslin, Akademia Rolnicza im. Hugona Koftataja w Krakowie, Wydziat Ogrodniczy, 2001

Tytut rozprawy: Charakterystyka gynogenicznej populacji oraz metody podwajania
liczby chromosomdéw u haploidalnych roslin cebuli (Allium cepa L.)
Promotor: prof. dr hab. Adela Adamus
Recenzenci:  prof. dr hab. Katarzyna Niemirowicz-Szczytt
prof. dr hab. Franciszek Dubert

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych.
1995-1996 asystent naukowo-dydaktyczny, Katedra Szczegdétowej Hodowli Lasu,

Akademia Rolnicza w Krakowie
1996-2000 stuchacz Studium Doktoranckiego Biologii Stosowanej, Akademia Rolnicza w

Krakowie

2000-2001 starszy technik, Katedra Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa, Akademia Rolnicza
w Krakowie

od 2001 adiunkt, Katedra Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa (obecnie: Zaktad Genetyki,

Hodowli Roslin i Nasiennictwa), Akademia Rolnicza w Krakowie (obecnie:
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie)


http://nauka-polska.pl/dhtml/raporty/praceBadawcze?rtype=opis&lang=pl&objectId=93948
http://nauka-polska.pl/dhtml/raporty/praceBadawcze?rtype=opis&lang=pl&objectId=93948

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego:
Jednotematyczny cykl publikacji pt.:
Badania nad stymulacjg rozwoju protoplastéw w kulturach in vitro

b) publikacje wchodzace w zakres osiggniecia naukowego:
(autor/autorzy, rok wydania, tytut/tytuty publikacji, nazwa wydawnictwa)

1. Grzebelus E., Szklarczyk M., Baranski R., 2012. An improved protocol for plant
regeneration from leaf- and hypocotyl-derived protoplasts of carrot. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture 109 (1): 101-109 (IF3012 = 3,633; punkty MNiSW¢:5: 25, moj udziat
procentowy szacuje na 80%)

2. Grzebelus E., Kruk M., Macko-Podgérni A., Grzebelus D., 2013. Response of carrot
protoplasts and protoplast-derived aggregates to selection using a fungal culture
filtrate of Alternaria radicina. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 115 (2): 209-222
(IF3012 = 3,633; punkty MNiSWy:3: 35, mdj udziat procentowy szacuje na 70%)

3. Grzebelus E., Szklarczyk M., Grer J., Sniegowska K., Jopek M., Kaciriska I., Mrozek K.,
2012. Phytosulfokine stimulates cell divisions in sugar beet (Beta vulgaris L.)
mesophyll protoplast cultures. Plant Growth Regulation 67(1): 93-100 (IFy:2 = 1,67;
punkty MNiSW,,,: 30, mdj udziat procentowy szacuje na 35%)

4. Mackowska K., Jarosz A., Grzebelus E., 2014. Plant regeneration from leaf-derived
protoplasts within the Daucus genus — effect of different conditions in alginate
embedding and phytosulfokine application. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 117
(2): 241-252 (IF3012 = 3,633; punkty MNiSWy4:3: 35, mdj udziat procentowy szacuje na
45%)

Sumaryczny II:(zgodnie z rokiem opublikowania) = 12;569
Suma punktéw MNisw(zgodniez rokiem opublikowania) = 125

* w przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/prace wspdlne, nalezy przedstawi¢ oswiadczenia

wszystkich jej wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie



c) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Protoplast roslinny powstaje w wyniku mechanicznego lub enzymatycznego usuniecia
Sciany komodrkowej (Eeckhaut i in. 2013). Do literatury termin protoplast zostat wprowadzony
w 1880 r. przez Hansteina jako zlepek stow ,protos”’— pierwszy i ,platos”— ksztattowac
(Piwowarczyk 1980). Teoretycznie protoplasty s3 totipotentne co oznacza, ze potencjalnie sg
zdolne do odtworzenia (regeneracji) organizmu. Ta wifasciwo$¢ moze ujawni¢ sie w
okreslonych warunkach kultury, ktére inicjujg zmiane pierwotnej determinacji komoérek
(Malepszy i Burza 2010). Jest ona warunkowana procesem odrdznicowania i zmiany wzorca
ekspresji gendéw, ktdre inicjujg odbudowe $ciany i umozliwiajg wiaczenie sie komorki w
ponowny cykl podziatéw mitotycznych. Powstate komdrki potomne realizujgc rézne modele
cytodyferencjacji moga réznicowad sie w inne typy komdrek w nowo tworzacych sie organach
lub zarodkach somatycznych (Majewska-Sawka 2009). Ta witasciwos¢ czyni protoplasty
dogodnym narzedziem w szeroko rozumiane] biotechnologii roslin. Protoplasty po raz
pierwszy zostaty wyizolowane ponad 100 lat temu przez Klerckera (1892) z lisci rosliny wodnej
Stratiotes aloides (osoka aleosowata) w sposéb mechaniczny poprzez pokrojenie
splazmolizowanej tkanki i wyptukiwanie uwolnionych komdrek do roztworu hipertonicznego.
Znaczacy postep w pracach nad protoplastami nastgpit ponad 50 lat temu, po zastosowaniu
enzymow do ich izolacji (Cocking 1960). Dostepnos¢ handlowych preparatéw enzymatycznych
zawierajgcych celulazy i pektynazy znaczgco utatwita i przyspieszyta prace nad pozyskiwaniem
protoplastéw roslinnych. Poczgtkowo stosowano dwustopniowg procedure ich izolacji
polegajgcyg na osobnym traktowaniu tkanek pektynazami dla separacji komadrek, a nastepnie
celulazami dla degradacji ich scian (Takebe i in. 1968). Wkrétce technike uproszczono do
jednostopniowej poprzez jednoczesne trawienie tkanek mieszaninami enzymdéw pektyno-
i celulolitycznych (Power i Cocking 1970) i taki tok postepowania jest stosowany do dzisiaj.

Protoplasty mozna izolowa¢ z roslin rosngcych w szklarni, ale brak mozliwosci
catkowitej kontroli warunkéw w niej panujacych, zmiennos¢ sezonowa wptywajgca na
kondycje fizjologiczng roslin oraz koniecznos¢ dezynfekcji takiego materiatu niekorzystnie
wptywajg na ilos¢ i jakos¢ uwolnionych komdrek. Dlatego lepszg praktyka jest korzystanie z
materiatu aseptycznego i prowadzonego w S$cisle kontrolowanych warunkach czyli
pochodzacego z kultur in vitro. Wykorzystuje sie w tym celu kultury roslin, peddw, siewek,
kalusa oraz embriogenne, jak i nieembriogenne kultury zawiesinowe. Protoplasty mozna
izolowaé z okreslonych tkanek np. tkanki mezofilowej, tkanki okrywajgcej (komérki
szparkowe), tkanki kalusowej badZz okreslonych elementéw roslin (blaszki lisciowe, ogonki
lisciowe, cate liscie, ptatki kwiatowe) czy siewek (epikotyle, hipokotyle, korzenie). Ze wzgledu
na szybkos¢ wyprowadzenia materiatu donorowego szczegdlnie preferowane jest izolowanie
protoplastéw z siewek lub lisci. Natomiast w przypadku gatunkdédw opornych,
reprezentowanych m.in. przez rosliny jednoliscienne (zboza, banan) cenne sg komorki
charakteryzujagce sie wysokim potencjatem regeneracyjnym, zazwyczaj pozyskiwane z
embriogennych zawiesin komérkowych lub np. z aparatéw szparkowych (Davey i in. 2005b).



Podstawowym miernikiem jakosci uwolnionych protoplastéw, a jednoczesnie
wskaznikiem efektywnosci zastosowanej metody izolacji jest ich zywotnos¢, ktorg ocenia sie
stosujgc réznorodne barwniki — bardzo popularnym jest dioctan fluoresceiny (FDA*; Davey
i in. 2005b). Po odcieciu grup octanowych przez aktywne esterazy zlokalizowane w
nienaruszonej btonie komadrkowej przenika on do cytoplazmy zywych komoérek i moze byc
zwizualizowany w mikroskopie fluorescencyjnym. O odrdéznicowaniu protoplastéw Swiadczy
odbudowa $ciany komérkowej i podjecie aktywnosci podziatowej. Te weryfikuje sie w réznych
punktach czasowych kultury poprzez tzw. wydajnos¢ posiewu (ang. plating efficiency), ktéra
odzwierciedla udziat formujgcych sie agregatéw komodrkowych w stosunku do liczby
protoplastéw wprowadzonych do kultury (Orczyk 2009).

Krytycznym momentem kazdej kultury jest odtworzenie Sciany komérkowej i indukcja
pierwszych podziatdw mitotycznych. W tym celu stosuje sie rdéinorodne systemy
wspomagania obejmujace dobdr wtasciwego medium hodowlanego i sposobu kultury
protoplastéw. Stosowane pozywki mogg bazowaé na recepturach (1) prostych, powszechnie
stosowanych w roslinnych kulturach in vitro np. opracowanych przez Murashige i Skooga -
pozywka MS (1962) czy Gamborga i in. - pozywka B5 (1968) lub (2) bogatych, dedykowanych
do kultur protoplastéw, zawierajgcych substancje nieorganiczne, jak i organiczne
zdefiniowane  (witaminy, cukry, aminokwasy, kwasy organiczne, nukleotydy)
i niezdefiniowane (np. mleczko kokosowe) — pozywka KM (Kao i Michayluk 1975). Wyzej
wymienionym sktadnikom towarzyszg substancje stabilizujgce cisnienie osmotyczne pozywki,
takie jak niemetabolizowane cukry (mannitol, sorbitol) lub cukry wykorzystywane takze jako
zrédto wegla (glukoza, sacharoza). Oprocz typowych regulatoréw wzrostu, gtdéwnie auksyn
i cytokinin, znane s3 przyktady stosowania innych zwigzkéw do stymulacji podziatéw
komorkowych, takich jak brasinosteroidy (Oh i Clouse 1998), poliaminy (Rakosy-Tican i in.
2007) czy arabinogalaktany (Wisniewska i Majewska-Sawka 2007).

Najprostszym sposobem kultury protoplastéw jest umieszczenie ich w pozywce
ptynnej. W takich warunkach komérki majg jednak tendencje do agregacji, skutkiem czego sg
gorzej natlenione i bardziej narazone na toksyczne produkty wiasnego metabolizmu. Ponadto
wszelkie manipulacje zwigzane ze zmianami warunkéw kultury, np. wymiana pozywki, s3g
trudniejsze i narazone na niepozadane, przypadkowe zakazenia. Alternatywa sg systemy
oparte na unieruchomieniu protoplastow w zestalajagcych sie (agar, agaroza) lub
polimeryzujacych (alginian) podfozach, a nastepnie umieszczeniu ich w ptynnym medium.
Taka separacja komoérek z jednoczesng réwnomiernoscig zawieszenia w jednostce objetosci
hamuje produkcje polifenoli przedfuzajgc tym samym zywotnos¢ komdrek, stymuluje
odtworzenie $Sciany komérkowej i promuje podziaty mitotyczne (Davey i in. 2005 a, b). Dla
protoplastéw wrazliwych na wysoka temperature szczegdlnie korzystna jest immobilizacja w
alginianie. W trakcie tego zabiegu z alginianu mozna formowac krople (Damm and Willmitzer
1988), dyski (Pan et al. 2003) lub btonki réznej grubosci: cienkie btonki (TAL - thin alginate
layer; Damm et al. 1989) oraz super cienkie filmy (ETAF - extra thin alginate film; Pati et al.
2005). Udowodniono, ze im ciensza warstwa powstatego zelu alginianowego tym wieksza
wydajnos¢ posiewu w kulturach protoplastow (Dovzhenko i in. 1998; Dovzhenko i in. 2003;
Pati i in. 2005).

* wykaz stosowanych skrotéow podano na koncu tej czesci tekstu
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W wiekszosci aplikacji mozliwo$é regeneracji protoplastow w rosliny jest zasadniczym
etapem. Mimo, ze znane sg protokoty otrzymywania roslin z kultur protoplastow (tzw.
protoplast-to-plant system) dla ponad 400 gatunkdéw, gtédwnie sposréd takich rodzin jak
Solanaceae, Fabaceae, Gramineae, Asteraceae, Brassicaceae, Apiaceae czy Rosaceae (Davey
i in. 2005a), to szczegdlnie dla wielu roslin uprawnych wydajnos$é regeneracji jest wcigz niska
lub okazjonalna. W ostatnich latach obserwujemy powrdt do badan bazujgcych na izolacji
protoplastéw. W obszarze prac podstawowych sg one stosowane w eksperymentach z
zakresu biologii komorki, w szczegdlnosci zwigzanych z mechanizmami odrdznicowywania sie
komoérek (Jiang i in. 2013). W kontekscie aplikacyjnym, manipulacje na protoplastach sg
wykorzystywane w hodowli roslin uprawnych do generowania nowej zmiennosci genetycznej
poprzez fuzje protoplastéw gatunkéw uprawnych z pokrewnymi gatunkami dzikimi lub
poprzez selekcje in vitro (Eeckhaut i in. 2013). Zastosowanie technologii opartych na izolacji
protoplastéw w praktyce hodowlanej musi by¢ jednak poprzedzone opracowaniem
najczesciej wysoko wydajnej, uniwersalnej lub dedykowanej konkretnej tkance donorowej
procedury regeneracji roslin dla danego gatunku.

Cel badan

Nadrzednym celem cyklu publikacji stanowigcych tres¢ niniejszego osiggniecia
naukowego byty badania nad stymulacjg rozwoju protoplastow w réznych warunkach kultury
in vitro. Prowadzono je gtdwnie na marchwi jadalnej jako obiekcie modelowym, lecz rowniez
na dzikich przedstawicielach rodzaju Daucus oraz buraku cukrowym powszechnie uwazanym
za gatunek oporny w kulturach protoplastow.

Realizacja zatozonego celu obejmowata:

— opracowanie efektywnego i szybkiego systemu regeneracji ros$lin marchwi z
protoplastéw lisciowych i hipokotylowych

— wykorzystanie opracowanego systemu w badaniach nad selekcjg in vitro w warunkach
stresu biotycznego

— analize wptywu fitosulfokiny na aktywno$é podziatowg protoplastéw lisciowych
buraka i dzikich taksonéw Daucus

— analize wptywu alginianu na aktywno$é podziatowa protoplastéow lisciowych dzikich
taksonéw Daucus w réznych systemach kultury

Omowienie otrzymanych wynikéw

Marchew jest jednym z pierwszych gatunkéw roslin z powodzeniem wprowadzonych
do kultur in vitro oraz gatunkiem modelowym w badaniach nad somatyczng embriogeneza
(Gautheret 1939; Steward 1958). W 1972 roku po raz pierwszy wyizolowano protoplasty
marchwi z 50-dniowych korzeni pochodzgcych z uprawy polowej (Kameya and Uchimiya
1972) oraz z zawiesiny komoérkowej (Grambow et al. 1972). W obu przypadkach
zregenerowano rosliny na drodze somatycznej embriogenezy. Na przestrzeni lat zawiesina
komoérkowa byta podstawowym zrédtem pozyskiwania protoplastéw marchwi, szczegélnie w
badaniach nad somatyczng hybrydyzacja o zasiegu zaréwno wewnatrz- czy
miedzygatunkowym jak réwniez miedzyrodzajowym (Dudits et al. 1977; Dudits et al. 1987,



Han et al. 2009). Mimo tego, ze zawiesina komdrkowa ze wzgledu na wysoki potencjat
embriogeniczny jest doskonatym Zrédtem protoplastéw, to jej wyprowadzenie i utrzymywanie
jest stosunkowo czaso-, praco- i kosztochtonne. Dodatkowo poprzedzone musi by¢
otrzymaniem stabilnej kultury kalusowej, co zazwyczaj zajmuje, zaleznie od obiektu, od kilku
do kilkunastu tygodni. Alternatywa moze by¢ pozyskiwanie protoplastow z réznych czesci
roslin lub siewek. Jak do tej pory jedynie Dirks i in. (1996) zregenerowali rosliny marchwi na
drodze posredniej somatycznej embriogenezy z kultur protoplastéw ogonkdéw lisciowych.

Zatozeniem badan prezentowanych w publikacji 4b.1 byto opracowanie szybkiego
i wysoko wydajnego systemu regeneracji roslin marchwi na drodze bezposredniej
somatycznej embriogenezy z kultur protoplastéw lisciowych i po raz pierwszy
hipokotylowych. W dalszej perspektywie te dwa typy protoplastéw mogtyby by¢ szczegdlnie
przydatne w somatycznej hybrydyzacji, gdzie takie znaczniki morfologiczne jak chloroplasty
protoplastéw lisciowych i pasma cytoplazmatyczne protoplastow hipokotylowych mogty by
postuzy¢ jako tatwy system identyfikacji komérek mieszaricowych. Dodatkowo fuzja takich
morfologicznie rézinych komodrek oferuje mozliwos¢ selekcji heterokariondw w swietle
fluorescencyjnym, gdzie mozina wykorzysta¢ czerwong autofluorescencje chloroplastéw
i fluorescencje komérek hipokotylowych po ich wybarwieniu przyzyciowym fluorochromem
emitujagcym $wiatto w innym zakresie spektralnym. Celem potwierdzenia uniwersalnosci
opracowanych warunkéw wzrostu dla obu typéw protoplastow badania przeprowadzono dla
7 obiektéw z uwzglednieniem populacyjnej odmiany marchwi oraz 3 par meskosterylnych (A)
i dopetniajacych (B) linii hodowlanych. Protoplasty liSciowe izolowano z kultur okoto
3-tygodniowych roslin wyprowadzonych z nasion, podczas gdy protoplasty hipokotylowe
uzyskano z okoto 10-dniowych kultur siewek. W efekcie zastosowanych warunkéw izolacji
protoplastéw (poprzedzonych wieloma eksperymentami wstepnymi — dane niepublikowane),
obejmujacych wstepng plazmolize komorek w tkance oraz catonocng maceracje w obecnosci
celulazy (1%) i pektoliazy (0,1%) oraz oczyszczanie poprzez wirowanie w gradiencie gestosci,
uzyskano wysoki plon zaréwno protoplastéw lisciowych ($rednio 3,21 x 10° z g $wiezej masy)
jak i hipokotylowych ($rednio 0,96 x 10° z g $wiezej masy). Sa to wartosci wystarczajaco
wysokie do przeprowadzenia fuzji protoplastéw. Ponadto, w wiekszosci przypadkdw
wydajnos$é izolacji byta wysoce powtarzalna, o czym swiadczyly niskie wartosci btedu
standardowego, szczegdlnie gdy materiatem donorowym byty hipokotyle (bt. st. < 0,5 x 10°).
Jakos¢ uwolnionych protoplastéw wyrazona poprzez okreslenie zywotnosci komédrek po
barwieniu FDA byta zadowalajgca i wynosita srednio ok. 60 i 67% odpowiednio dla
protoplastéw lisciowych i hipokotylowych. Dla zwiekszenia wydajnosci podziatéw
komérkowych przed kulturg zastosowano immobilizacje protoplastéw w alginianie sodu.
Nowym, nieproponowanym do tej pory rozwigzaniem przedstawionym w publikacji 4b.1 byta
modyfikacja systemu opartego na cienkich btonkach alginianowych. Gtéwne elementy
modyfikacji obejmowaty: (1) aplikacje mniejszej objetosci mieszaniny alginianu i protoplastéw
na ptytke agrowo-wapniowa (300 pl zamiast 625 lub 1000 pl proponowanych we
wczesniejszych badaniach), (2) eliminacje z systemu trudno dostepne;j siatki polipropylenowe;j
stosowane] dla rozptaszczenia zelu oraz (3) minimalizacje grubosci btonki poprzez ruchy
rotacyjne szalki z zaaplikowang kroplg mieszaniny alginianu i protoplastéw. Ponadto do
kultury komodrek zastosowano zmodyfikowang pozywke CPP (Dirks i in. 1996) bazujaca na



przepisie Kao i Michayluk’a (1975), ktérg w stosunku do oryginalnej receptury uproszczono
pozostawiajgc jedynie makro- i mikrosktadniki, podstawowe witaminy (mezoinozytol, tiamine,
pirydoksyne, kwas nikotynowy, glicyne), kwasy organiczne, hydrolizat kazeiny, glukoze, 2,4-D
i zeatyne. W efekcie wprowadzonych zmian obserwowano stosunkowo wysokg wydajnos¢
posiewu zarowno w kulturze protoplastéw lisciowych (Srednio 40%), jak i hipokotylowych
(Srednio 67%). W ciggu 3-6 tygodni prowadzenia kultury w w/w pozywce, bez zmian jej
osmoticum (zabieg czesto stosowany podczas prowadzenia kultury protoplastéw), na skutek
niezaburzonych podziatéw komérkowych dla wszystkich badanych obiektéw uzyskano mase
proembriogenng przerastajgcg btonke alginianowa z okazjonalnie pojawiajgcymi sie juz na
tym etapie zarodkami somatycznymi. W efekcie przeniesienia takiego materiatu na pozywke
statg bez regulatoréw wzrostu obserwowano formowanie sie z powstatej masy
proembriogennej zarodkdw somatycznych z bardzo wysoka wydajnoscig, a nastepnie
prawidtowo wyksztatconych roslin. Byty one w wiekszosci diploidami (93%), ktére po okresie
wzrostu wegetatywnego i wernalizacji wytwarzaty zywotny pytek i po samozapyleniu
zawigzywaly nasiona na poziomie jaki obserwowano u roslin otrzymanych z nasion.
Zaproponowany w pracy 4b.1 system kultury protoplastéw marchwi pozwala na niezwykle
szybka regeneracje roslin tj. juz po 2-3 miesigcach wliczajgc czas potrzebny na przygotowanie
materiatu donorowego do izolacji protoplastow. Dodatkowo, ze wzgledu na wysoka
wydajnos¢ regeneracji roslin, niezaleznie od obiektu i typu tkanki donorowej, oraz na
uproszczenie procedury wydaje sie on warto$ciowy w badaniach podstawowych nad selekcjg
in vitro, fuzjg protoplastéw czy transformacjg, a takze w badaniach aplikacyjnych
obejmujacych np. mikrorozmnazanie cennych materiatéw hodowlanych.

Badania przedstawione w pracy 4b.2 sg przyktadem wykorzystania opracowanej w
publikacji 4b.1 wydajnej metodyki izolacji i regeneracji protoplastow lisciowych marchwi w
selekcji in vitro. Najczesciej materiatem roslinnym uzywanym w selekgcji in vitro jest kalus lub
kultury zawiesinowe. Kalus jednak charakteryzuje sie niejednorodnoscia tkanki pod wzgledem
ploidalnosci, co moze skutkowac¢ trudnosciami w regeneracji badz sterylnoscig rodlin
pokolenia RO (Fernandez i in. 2000). Kultury protoplastow mogg by¢ atrakcyjng alternatywa
umozliwiajgc, w poréwnaniu do innych ekplantatow, selekcje (1) wiekszej populacji
jednolitych pod wzgledem fizjologicznym komorek, (2) w kontrolowanych warunkach i (3) na
mniejszej przestrzeni laboratoryjnej. Ponadto protoplasty i mate agregaty komérkowe, w
poréwnaniu z innymi typami materiatu roslinnego, sg zazwyczaj bardziej wrazliwe na
fitotoksyny, a tym samym bardziej odpowiednie do testéw biologicznych (Gentile i in. 1992).
Dodatkowo ich immobilizacja w matrycy zelowej (np. alginianie) pozwala na lepszg ekspozycje
na czynnik selekcyjny, przez co unikniecie presji selekcyjnej przez komérki zostaje
zminimalizowane w odrdznieniu do selekcji bazujacej na heterogenicznej i wielowarstwowej
tkance kalusowej (Remotti i in. 1997; Mahlanza i in. 2013). Mimo tych zalet protoplasty raczej
rzadko sg wykorzystywane w selekcji in vitro, najprawdopodobniej ze wzgledu na brak
prostych i wydajnych metod ich izolacji i regeneracji dla roslin uprawnych.

Duzym problemem w hodowli marchwi jest podatno$é na patogen grzybowy
Alternaria radicina Meier, Drechsler and E.D. Eddy. Grzyb ten towarzyszy marchwi na kazdym
etapie wegetacji, ale takze podczas przechowywania, powodujgc tzw. czarng zgnilizne



korzeni, ktora wigze sie z duzymi stratami plonu. Stosowane zabiegi agrotechniczne i srodki
ochrony roslin sg na tyle mato skuteczne, ze wszedzie tam gdzie uprawia sie marchew
wystepuje Alternaria. Do tej pory metodami hodowli konwencjonalnej nie udato sie otrzymac
odmian odpornych, a ws$rdéd dostepnych odmian marchwi i dzikich form Daucus nie
zidentyfikowano gendéw odpornosci na ten patogen. Mimo, ze marchew jest rosling
modelowa dla roslinnych kultur in vitro, w literaturze mozna znalezé¢ jedynie pojedyncze
doniesienia o wykorzystaniu kultur tkankowych w selekcji na stresy biotyczne (Baranski i in.
1997). Dlatego celem badan przedstawionych w publikacji 4b.2 byta regeneracja roslin
marchwi z kultur protoplastow w warunkach pres;ji filtratu pokulturowego (FCF) z Alternaria
radicina oraz wieloaspektowa analiza otrzymanego materiatu, takze pod katem tolerancji na
alternarioze. Wyniki przedstawione w omawianej publikacji sg pierwsza udokumentowang
probag zastosowania selekcji in vitro dla wygenerowania materiatdw charakteryzujacych sie
zwiekszong tolerancjg na czarng zgnilizne korzeni marchwi. Materiatem donorowym do
izolacji protoplastéw byty trzy obiekty marchwi o réznym podtozu genetycznym, tj. dwie
odmiany populacyjne oraz amerykanska linia hodowlana — wszystkie wrazliwe na czarng
zgnilizne korzeni. Selekcji w obecnosci réznych stezen FCF (1-50%) poddawano dwie grupy
komorek tj. (1) protoplasty w dniu ich izolacji oraz (2) 5-dniowe kultury, tj. takie w ktorych
cze$¢ protoplastow odtworzyta Sciane komorkowg i podjeta pierwsze podziaty mitotyczne. W
przypadku rozpoczecia selekcji w dniu izolacji protoplastéw kazde z zastosowanych stezen
filtratu grzybowego obnizato zywotnos¢ komodrek oraz wydajnos¢ posiewu w stosunku do
kombinacji kontrolnych, a aplikacja FCF w dawkach wyzszych niz 5% blokowata catkowicie
podziaty komdrkowe. W przypadku selekcji prowadzonej od 5-tego dnia kultury istotne
obnizenie wydajnosci posiewu obserwowano od 3,5% FCF w pozywce, natomiast w kulturach
zawierajgcych 10-50% FCF widoczna plazmoliza komérek swiadczyta o ich stopniowym
obumieraniu. W obu typach kultur stwierdzono rdznice obiektowe we wrazliwosci na
zastosowany czynnik selekcyjny — wiekszg tolerancjg cechowaty sie komarki odmiany Dolanka
i linii 9304B, mniejszg komorki odmiany Amsterdamska. Badania innych autoréw wykazaty, ze
filtrat z ptynnej kultury Alternaria radicina zawiera fitotoksyny (radicinina, radicinol i epi-
radicinol) uczestniczace w procesie chorobotwdrczym u marchwi i wyzszy poziom tych toksyn
stwierdzono u odmian bardziej wrazliwych na porazenie przez Alternaria radicina (Solfrizzo
i in. 2004). O toksycznosci filtratu swiadczylty objawy powstate po zaaplikowaniu go na
materiat roslinny w postaci wiedniecia, nekroz czy zahamowania wzrostu siewek. Obnizenie
zywotnosci protoplastow oraz zahamowanie podziatéw komodrkowych przedstawione w
publikacji 4b.2 dowodzg jego toksycznosci rowniez na poziomie komérkowym i uzasadniajg
jego zastosowanie jako czynnik selekcyjny. Natomiast mniejsza wrazliwos¢ kultur
pieciodniowych na dziatanie filtratu pokulturowego sugeruje, ze obecnos$é sciany komdrkowej
moze stanowi¢ bariere dla jego toksyn (Sjodin i Glimelius 1989; Breiman i Galun 1981). W
efekcie selekcji, z kultur z dodatkiem 1-3,5% FCF zregenerowano rosliny. Rosliny, podobnie
jak w publikacji 4b.1, otrzymano na drodze bezposredniej somatycznej embriogenezy z
uformowanej podczas kultury masy proembriogennej. Podstawowym zatozeniem selekcji in
vitro jest indukcja zmiennosci genetycznej (tutaj nazywanej zmiennoscig somaklonalng) w
warunkach stresu jaki jest generowany przez czynnik selekcyjny. Zmiennos¢ takg mozna
identyfikowaé na réinych poziomach: morfologicznym, fizjologicznym, cytologicznym czy



molekularnym (Bairu i in. 2011). Wiekszo$¢ roslin otrzymanych w toku eksperymentéw
przedstawionych w publikacji 4b.2 charakteryzowata sie prawidlowa morfologig, w
pojedynczych przypadkach obserwowano zmiany w postaci bardziej podzielonych blaszek
lisciowych (ang. fennel-like leaves). Podobny brak zmian fenotypowych u rodlin
zregenerowanych pod presjg stresu biotycznego nie jest zjawiskiem odosobnionym. Byt
obserwowany m.in. u gozdzika, bawetny, chryzantemy czy cytryny (Thakur i in. 2002;
Ganesan i Jayabalan 2006; Kumar i in. 2008; Savita i in. 2011). Cytogenetyczna analiza
regeneratow wykazata, ze presja selekcyjna miata wptyw na liczbowe mutacje
chromosomowe. Zdecydowanie wiecej roslin tetraploidalnych obserwowano w populacji
roslin zregenerowanych w obecnosci czynnika selekcyjnego niz z kultur kontrolnych. Nie
stwierdzono natomiast wystepowania roslin aneuploidalnych. Nie wykazano takze innych
rearanzacji genomowych na podstawie testow molekularnych: profile RAPD-PCR
i transpzonéw typu MITE (Krak, DcSto, Dc-hAT) u analizowanych roslin byly identyczne.
Przeprowadzone laboratoryjne testy odpornosciowe regenerantéw wykazaty, ze plamy gnilne
obserwowane pod wptywem inokulacji ogonkéw lisSciowych grzybnia A. radicina
rozprzestrzeniajg sie wolniej i obejmujg mniejszg powierzchnie w poréwnaniu z roslinami
kontrolnymi (tj. otrzymanymi z nasion — tzw. kontrola polowa). Taka zalezno$¢ byta
szczegolnie widoczna u regenerantow tetraploidalnych. Te obserwacje potwierdzajg hipoteze
zaproponowang we wczesnych badaniach nad selekcjg in vitro, ze toksyny filtratéw
grzybowych mogg mieé wptyw na ploidalnosc regeneratdw i ze poziom odpornosci moze by¢
zwiekszony u poliploidalnych somaklonéw (Latunde Dada i Lucas 1983; Hartman i in. 1984).
Wyniki testu ogonkowego wykazaty réwniez, ze regeneranty otrzymane z kultur poddanych
dziataniu czynnika selekcyjnego, jak i regeneranty z kultur kontrolnych cechowaty sie podobng
tolerancjg na A. radicina. To moze sugerowaé, ze wieksza w stosunku do kontroli polowej
tolerancja regenerantdw na atak patogena jest nie tyle efektem zmiennosci wygenerowane;j
pod wptywem toksyn grzyba, co skutkiem samej kultury in vitro. Wigzacq odpowiedz co do
wartosci wytworzonych materiatdw mozna by otrzymac przeprowadzajac testy laboratoryjne
lub przechowalnicze na korzeniach marchwi. Jednak cechg charakterystyczng i w tym
wypadku wykluczajacg takie postepowanie jest wytwarzanie przez roslingy RO bardzo
zdeformowanych i rozwidlonych korzeni. Dodatkowo ewaluacja ros$lin RO jest
niewystarczajgca, gdyz adaptacja komérek w warunkach in vitro do czynnika selekcyjnego
moze mie¢ podtoze epigenetyczne (Rai i in. 2011). Dlatego, niezaleznie od wynikéw
przeprowadzonego testu ogonkowego regeneraty zostaty rozmnozone dla otrzymania linii
pokolenia R2, ktore zostang poddane szczegdétowe] analizie pod katem wrazliwosci na
A. radicina zaréwno w okresie wegetacji, jak i przechowywania.

Burak cukrowy (Beta vulgaris L.) nalezy do grupy gatunkéw, dla ktérych bardzo trudno
znalez¢ warunki stymulujgce odtworzenie $ciany komérkowej lub/i indukcje podziatéw
mitotycznych w kulturach protoplastéw mezofilowych. Mimo wprowadzanych na przestrzeni
blisko trzech dekad innowacji wcigz nie udato sie opracowaé prostego i stosunkowo
uniwersalnego modelu regeneracji roslin z kultur protoplastdw buraka. Uzyskany do tej pory
postep w badaniach nad rozwojem protoplastéw buraka obejmowat: (1) wtgczenie zaréwno
na etapie izolacji, jak i kultury protoplastéw galusanu propylu — inhibitora lipoksygenazy
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o wtasciwosciach antyoksydacyjnych (stres oksydacyjny generowany podczas izolacji i kultury
protoplastéw uwazany jest za istotny czynnik hamujacy ekspresje totipotencji; Krens i in.
1990), (2) immobilizacje protoplastéw — gtéwnie w zelu alginianowym (Schlangstedt i in.
1992; Hall i in. 1993), (3) systemy dokarmiajgce (ang. feeder systems) wykorzystujgce kultury
nianki (ang. nurse cultures; Hall i in. 1993) oraz (4) wykorzystanie jako donora protoplastéw
komorek szparkowych lub kultury kruchego kalusa (Hall i in. 1997; Dovzhenko i Koop 2003).
Jednak zaproponowane rozwigzania albo byty dedykowane okreslonej, waskiej puli obiektéw
(gtéwnie o wtasciwosciach wysoce embriogennych) albo wymagaty ztozonych manipulacji (jak
izolacja protoplastow z komodrek szparkowych) w zwigzku z czym wydajg sie by¢é mato
przydatne w rutynowych zastosowaniach. Ponadto dla polepszenia wydajnosci posiewu w
kulturach protoplastow buraka stosowano takie stymulatory chemiczne jak: egzogenne
poliaminy (Majewska-Sawka i in. 1997) czy biatka arabinogalaktanowe (Wisniewska
i Majewska-Sawka 2007). Jednak jak do tej pory nie byty one wystarczajgce do przetamania
opornosci na kulture protoplastow lisciowych — podobnie jak u marchwi szczegélnie cennych
ze wzgledu na fatwos¢ pozyskania ich w duzej liczbie i po krétkim czasie przygotowywania
materiatu donorowego. Dlatego celem badan prezentowanych w publikacji 4b.3 byto
sprawdzenie dziatania innej czasteczki regulatorowej tj. fitosulfokiny (PSK) na lisciowe
protoplasty buraka cukrowego. Fitosulfokina jest zwigzkiem peptydowym wyizolowanym
stosunkowo niedawno z kultury komdrek mezofilowych szparaga (Matsubayashi i Sakagami
1996). Stwierdzono, ze nalezy do grupy oligopeptyddw sygnalnych regulujgcych wzrost
i rozwoj komaérek rosdlinnych (Matsubayashi i in. 1997; Ryan i Pearce 2001) i w stezeniach
nanomolowych zachowuje sie podobnie jak hormony roslinne, uczestniczac m.in. w takich
procesach jak odrdznicowywanie sie komérek, ich proliferacja czy ponowne rdéznicowanie
(Igasaki i in. 2003; Matsubayashi i in. 2004). Takie wtasciwosci fitosulfokiny czynig ja,
podobnie do szeroko stosowanych auksyn czy cytokinin, szczegdlnie interesujgcym
suplementem w roslinnych kulturach in vitro. Wykorzystanie PSK w kulturach protoplastow
pochodzacych z mezofilu lisciowego zaproponowane w pracy 4b.3 jest unikatowym
rozwigzaniem. Jak do tej pory fitosulfokine zastosowano jedynie w kulturach protoplastéow
ryzu izolowanych z kultury zawiesinowej (Matsubayashi et al. 1997). Podobnie jak w
przypadku marchwi, dla wybrania uniwersalnej procedury, badania przedstawione w pracy
4b.3 prowadzono na kilku meskosterylnych i zernskoptodnych liniach hodowlanych buraka o
réznym pochodzeniu. Dodatkowo w eksperymentach wstepnych przetestowano trzy podtoza
do immobilizacji protoplastéw (alginian oraz dwa typy niskotopliwej agarozy) oraz trzy
pozywki, sposrod ktérych dwie byty modyfikacjg pozywki CPP zastosowanej w pracy 4b.1. W
efekcie przeprowadzonych eksperymentdéw jedynie protoplasty immobilizowane w alginianie
i prowadzone w pozywce CPP wzbogaconej putrescyng odbudowaty $ciane komdrkows,
zreorganizowaty cytoplazme i przeszty pierwszy podziat mitotyczny. Jednak zaledwie po
dwéch kolejnych mitozach dalszy rozwéj zostat zablokowany. Dopiero aplikacja PSK do kultury
niezwykle pozytywnie wptyneta na rozwdj komédrek. Sposréd trzech testowanych stezen
(10, 100 i 1000 nM) dodatek 100 nM PSK skutkowat okoto 10-krotnym zwiekszeniem
wydajnosci posiewu w stosunku do kontroli. Natomiast liczba agregatéw komodrkowych w
kulturach zawierajgcych 10 lub 1000 nM PSK byta poréwnywalna do tej obserwowanej na
pozywkach bez fitosulfokiny. W ciggu 6 tygodni kultury, w pozywkach wzbogaconych
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w 100 nM PSK na skutek systematycznych podziatéw komodrkowych w btonkach
alginianowych formowata sie widoczna gotym okiem tkanka kalusowa. Podobny wzorzec
rozwojowy obserwowano w doswiadczeniu zatozonym dla dwéch par linii meskosterylnych
i zenskoptodnych. Po trzech tygodniach kultury wydajnosé¢ posiewu dla poréwnywanych
obiektéw wahata sie od 17 do 28%. Obserwowane wartosci nie rdznity sie statystycznie, co w
tym wypadku jest korzystne, bo moze $wiadczy¢ o pewnej uniwersalnosci dobranych
parametréw kultury. Nalezy pokreslic, ze s3 to pierwsze badania w ktérych wykazano
pozytywny wptyw PSK na procesy odrdznicowania sie protoplastéw lisciowych i ponowne ich
wiaczenie w podziaty komdrkowe. Ponadto jest to pierwsze doniesienie, w ktérym
odnotowano tak wysokie wartosci wydajnosci posiewu w lisciowych kulturach protoplastéw
buraka — uzyskane jak dotad nie przekroczyty 2% (Hall i in. 1993). Wyniki zaprezentowane w
publikacji 4b.3 pozwalajg zywié nadzieje, ze PSK jako uniwersalna czasteczka sygnalna
uczestniczgca w regulacji wzrostu i rozwoju komérek moze przetamac opornos$é na kulture
protoplastéw lisciowych innych gatunkéw roslin uprawnych o duzym znaczeniu
gospodarczym, takich jak zboza, cebula, rosliny bobowate czy drzewiaste. Ponadto duzg
zaletg PSK w porédwnaniu do podobnych substancji stymulujgcych uwalnianych przez dzielgce
sie komérki w systemach opartych na kulturze nianki jest (1) tatwos¢ jej aplikacji oraz (2) fakt,
ze jest zwigzkiem $cisle zdefiniowanym, ktéry mozna zsyntetyzowac, w efekcie czego (3) jej
poziom w kulturze moze by¢ precyzyjnie kontrolowany.

Jednym z praktycznych zastosowan kultur protoplastow jest mozliwosc
przeprowadzania fuzji, pozwalajgca wprowadzié¢ unikatowe cechy z form dzikich do dostepnej
puli materiatéw hodowlanych. Stosowane w hodowli konwencjonalnej krzyzowania oddalone
nie zawsze konczg sie sukcesem ze wzgledu na rdzne bariery pre- i post-zygotyczne i rézng
biologie kwitnienia kojarzonych partneréw. Dlatego przydatng, czasami wrecz jedyna
alternatywa moze by¢ hybrydyzacja somatyczna. Jednym z wielu elementéw warunkujgcych
powodzenie fuzji protoplastéw jest opracowanie procedur regeneracyjnych dla
poszczegblnych komponentéw donorowych. Zwieksza to szanse na regeneracje roslin z
powstatych komadrek hybrydowych. Protoplasty izolowane z réznych gatunkdw, a nawet z
roznych tkanek w obrebie jednego gatunku, mogg miec rézne wymagania i w zwigzku z tym
procedury sprawdzajgce sie dla gatunku uprawnego raczej rzadko da sie zastosowaé dla form
dzikich nalezgcych nawet do tego samego rodzaju. Dlatego celem badan przedstawionych w
publikacji 4b.4 byto opracowanie warunkéw regeneracji roslin z protoplastow dzikich form
marchwi. Otrzymane wyniki mogg by¢ wykorzystane w przysztosci w pracach nad
poszerzeniem zmiennosci genetycznej marchwi jadalnej poprzez fuzje protoplastéw. Jak do
tej pory jedynym gatunkiem w obrebie rodzaju Daucus, ktéry byt eksplorowany w tym
kontekscie byt D. capilifolius (Dudits i in. 1977; Ichikawa i in. 1987), wedle ostatnich doniesien
zaklasyfikowany jako podgatunek D. carota (Spooner i in. 2013). Doswiadczenia wstepne do
pracy 4b.4 wykazaty, ze stosujgc protokdt przedstawiony w publikacji 4b.1 nie jest mozliwa
regeneracja roslin z kultur protoplastow innych gatunkéw Daucus. Zatem wprowadzono
modyfikacje, ktore dotyczyty warunkéw immobilizacji protoplastdow oraz bazujgc na
pozytywnych przestankach zaprezentowanych w pracy 4b.3, aplikacji do pozywki
fitosulfokiny. Innowacje zwigzane z immobilizacja protoplastéw obejmowaty zastosowanie
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oprocz autoklawowanego (stosowanego do tej pory), takze filtrowanego alginianu oraz
uformowanie z alginianu oprécz cienkich btonek takze super cienkiego filmu. Przestankg do
zastosowania innej niz autoklawowanie metody sterylizacji alginianu byt fakt, ze towarzyszace
temu wysoka temperatura i wysokie cisnienie mogg oddziatywaé na polimeryzacje molekut
alginianu, a tym samym modyfikowa¢ takie wtasciwosci zelu jak wytrzymatosé mechaniczna,
zdolnos¢ dyfuzyjna i zwigzana z tym stymulacja rozwoju zamknietej biomasy (Leo i in. 1990).
W literaturze w kontekscie kultury protoplastéow mozna znalezé jedynie pojedyncze przypadki
zwracajgce uwage na sposob sterylizacji alginianu i sugerujace pozytywny wptyw jego
filtrowania na wydajnos¢ posiewu (Draget i in. 1988; Hall i in. 1997; Dovzhenko i in. 1998;
Dovzhenko i in. 2003). Jednak, w zadnej z prac stwierdzenia takie nie zostaty poparte danymi
liczbowymi. Badania prezentowane w pracy 4b.4 dotyczyty siedmiu obiektéw Daucus, sposréd
ktorych trzy stanowity dzikie podgatunki D. carota (D. c. subsp. azoricus, D. c. subsp.
drepanensis, D. c. subsp. maritimus), trzy dzikie gatunki Daucus (D. aureus, D. pusillus,
D. montevidensis) i jeden zastosowany jako kontrola reprezentowat marchew jadalng
(D. c. subsp. sativus Hoffm., linia hodowlana 9304B). Materiatem donorowym do izolacji
protoplastéw byty liscie kultur pedowych (ang. shoot cultures) lub roslinnych (ang. plantlet
cultures) odpowiednio dla form dzikich i marchwi jadalnej. Przyjeta metoda izolacji
protoplastéw, opracowana dla marchwi jadalnej i przedstawiona w publikacji 4b.1 okazata sie
wystarczajgco wydajna do izolacji duzej liczby protoplastow u wszystkich badanych obiektéw.
Otrzymane wartos$ci wahaty sie od 1,4 do 4,5 x 10° protoplastéw z g Swiezej masy tkanki, przy
czym ponad dwukrotnie wiecej protoplastow uwalniato sie z lisci podgatunkéw D. carota
($rednio 4,0 x 10°) w poréwnaniu z dzikimi gatunkami Daucus (srednio 1,8 x 10°). Jakog¢
pozyskanych protoplastow byta zadowalajgca (Srednio 70%) i podobnie jak w przypadku
wydajnosci izolacji, protoplasty podgatunkéw D. carota cechowaty sie nieco wyiszg
zywotnoscig (75%) w stosunku do protoplastow dzikich gatunkow Daucus (63%). Wyniki te,
jak réwniez inne obserwacje nie zamieszczone w niniejszej publikacji sugeruja, ze protoplasty
dzikich gatunkéw Daucus w poréwnaniu do podgatunkdw D. carota (w tym marchwi jadalnej)
sg bardziej wrazliwe na stres jakim jest procedura izolacji. Ponadto o satysfakcjonujgcych
wartosciach wydajnosci izolacji i jakosci protoplastow w przypadku dzikich gatunkéw Daucus
W znaczacym stopniu decyduje rytm sezonowy (izolacja w terminie wiosenno-letnim jest
korzystniejsza niz w terminie jesienno-zimowym) oraz jakos¢ materiatu donorowego. Izolacja
z kultur pedowych w scisle okreslonym momencie od ostatniego pasazu jest do tego stopnia
istotna, ze opdznienie terminu nawet o jeden dzien skutkuje obnizeniem zaréwno plonu, jak i
jakosci protoplastow. W toku prowadzonych badan udowodniono, ze zastosowana
modyfikacja polegajaca na sterylizacji alginianu poprzez jego filtrowanie pozytywnie wptyneta
na wydajnosé posiewu. Na kazdym etapie monitorowania tej cechy obserwowano ponad 10%
wiecej agregatéow komodrkowych w poréwnaniu do kultur bazujgcych na alginianie
autoklawowanym. Taka tendencja byta widoczna dla wszystkich badanych obiektéw, sposréd
ktoérych dla trzech (D. c. subsp. drepanensis, D. c. subsp. maritimus i D. pusillus) réznice w
wydajnosci posiewu obserwowane dla obu metod sterylizacji alginianu byty statystycznie
istotne. Na wydajnosc posiewu miaty takze wptyw zastosowane systemy kultury protoplastéow
w alginianie. Oba zostaty zmodyfikowane w stosunku do oryginalnych procedur — zmiany
wprowadzone do systemu TAL przedstawiono w publikacji 4b.1, natomiast zmiany w systemie
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ETAF dotyczyty uproszczenia etapu polimeryzacji alginianu, ktoéry zamiast na szkietku
podstawowym przeprowadzono na ptytce agarowo-wapniowej, podobnie jak w systemie TAL.
Odwrotnie do oczekiwan, lepszg o ponad 20% wydajnos$é posiewu na kazdym etapie ewaluacji
uzyskano w cienkich btonkach alginianowych w poréwnaniu do kultury w super cienkim
filmie. Taka tendencja, podobnie jak w przypadku metody sterylizacji alginianu, byta
obserwowana dla wszystkich badanych obiektéow i jedynie dla D. aureus obserwowane
wartosci nie réznity sie statystycznie. Dla zmniejszenia grubosci btonek w systemie ETAF w
poréwnaniu z systemem TAL, byty one przygotowywane z 3-krotnie mniejszej objetosci
mieszaniny alginianu i protoplastéw (100 pl vs. 300 pl), w efekcie czego zawieraty jednag
warstwe komérek. | mimo tego, ze w obu systemach stosowano zawiesine o tej samej
gestosci protoplastéw, to najprawdopodobniej wzajemny stymulujacy efekt dzielgcych sie
komodrek na sasiadujgce komoérki niepodzielone byt wiekszy, a zatem korzystniejszy w
wielowarstwowej btonce systemu TAL. Aplikacja PSK do pozywki, podobnie jak w przypadku
protoplastéw lisciowych buraka, korzystnie wptyneta na podziaty komdrkowe podnoszac
wartosci wydajnosci posiewu o ponad 10% w stosunku do kombinacji kontrolnych, tj. nie
zawierajgcych PSK. Niemniej jednak w przypadku dwdéch gatunkéw tj. D. montevidensis
i D. pussilus to pozytywne dziatanie PSK obserwowano jedynie we wczesnych etapach kultury,
po czym podziaty mitotyczne stopniowo ustawaty i w efekcie nie formowata sie masa
prioembriogenna ani tkanka kalusowa. To moze sugerowac, ze zastosowane stezenie PSK
(100 nM) dla tych dwdch obiektow mogto byé zbyt niskie aby stymulowaé komorki do ciggtej
aktywnosci podziatowej. W efekcie przyjetych warunkéw izolacji i kultury protoplastéw udato
sie zregenerowac rosliny dla pozostatych czterech dzikich form Daucus z wydajnoscig nie
nizszg niz dla marchwi jadalnej. Otrzymane wyniki wskazujg zatem, ze te formy Daucus, jak i
opracowany dla nich protokét regeneracji protoplastéw mogg by¢ wykorzystane w
somatycznej hybrydyzacji dla poszerzenia zmiennosci marchwi jadalne;j.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania pozwolity na uzyskanie nowych wynikéw, ktére mogg byc
wykorzystane w przysztych badaniach zaréwno o charakterze podstawowym, jak
i aplikacyjnym. Do najwazniejszych osiggnie¢ mozna zaliczy¢:

1. opracowanie wydajnej metodyki regeneracji roslin marchwi z kultur protoplastéow
lisciowych i hipokotylowych (praca 4b.1),

2. okredlenie warunkéw selekcji protoplastdow marchwi w obecnosci filtratu
pokulturowego z Alternaria radicina oraz otrzymanie regenerantdw o zwiekszonej
tolerancji na porazenie tym patogenem (praca 4b.2),

3. okreslenie pozytywnego wptywu fitosulfokiny w przerwaniu latencji podziatowej
protoplastéw lisciowych buraka i dzikich taksonéw Daucus (praca 4b.3 i 4b.4),

4. wykazanie przydatnosci filtrowania alginianiu jako metody jego sterylizacji w
zwiekszeniu wydajnosci posiewu w kulturach protoplastow (praca 4b.4),

5. wykazanie mozliwosci regeneracji roslin z kultur protoplastéw wybranych dzikich
taksonéw Daucus (praca 4b.4).
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Wykaz stosowanych skrétow

CPP — pozywka do protoplastéw z ogonkow lisciowych marchwi (carrot petiole protoplast medium) - ETAF —
super cienki film alginianowy (extra thin alginate film) - FCF — grzybowy filtrat pokulturowy (fungal culture
filtrate) - FDA — dioctan fluoresceiny (fluorescein diacetate) - PSK — fitosulfokina (phytosulfokine) - TAL —
cienka btonka alginianowa (thin alginate layer)
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3. Omdwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Oprécz czterech prac omdwionych powyzej, stanowigcych tre$é osiggniecia
naukowego, jestem wspotautorem 7 publikacji naukowych w czasopismach znajdujgcych sie
w bazie Journal Citation Reports (wykaz poz. IIA 1-7), 21 publikacji naukowych w
czasopismach miedzynarodowych i krajowych spoza bazy Journal Citation Reports lub
materiatach pokonferencyjnych (wykaz poz. IID 1-21) oraz 66 doniesief konferencyjnych
(33 krajowych i 33 miedzynarodowych, wykaz poz. IIK 1-5, 11IB 1-61).

Prowadzone przeze mnie badania koncentrowaty sie gtéwnie wokét trzech obszaréw
badawczych i obejmowaty zagadnienia zwigzane z (1) indukcjg gametycznej embriogenezy u
rodlin warzywnych, (2) stymulacjg rozwoju protoplastéw w réznych warunkach kultury oraz
(3) analizg chromosomdéw roslinnych z wykorzystaniem technik cytogenetyki molekularnej.
Pierwsze eksperymenty naukowe w jakich bratam udziat dotyczyty stymulacji androgenezy w
kulturach pylnikowych rzodkwi (Raphanus sativus L. var. major) i brokuta (Brassica oleracea L.
var. italica) - otrzymane wyniki zostaty przedstawione w mojej pracy magisterskiej. Po
zakonczeniu studiow, pod kierunkiem Pani prof. Barbary Michalik i Pani prof. Adeli Adamus
rozpoczetam badania nad gynogenezg u cebuli. Ich celem byto opracowanie warunkéw
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rozwoju roslin haploidalnych w kulturach pgkdw kwiatowych polskich odmian i materiatéw
hodowlanych. Analizowano wptyw rdznych czynnikdw na indukcje gynogenezy, m.in.
sktadnikéw pozywki (zaréwno regulatoréw wzrostu, jak i zwigzkéw bazowych tj. mikro-
i makroelementdéw), stopnia rozwoju gametofitu zenskiego, genotypu czy warunkdéw wzrostu
roslin donorowych. Wyniki tych badan zostaty szczegétowo omdwione w publikacjach: 1A 1,
IID 2, 4-5, 8-9 (wykaz). Kolejnym aspektem badan nad gynogenezg u cebuli byta regeneracja i
diploidyzacja gynogenicznych roslin. Prowadzitam je po rozpoczeciu w 1996 r studidow
doktoranckich z Biologii Stosowanej na Akademii Rolniczej w Krakowie pod kierunkiem Pani
prof. A. Adamus. Badania te zostaty podjete ze wzgledu na obserwowany niski stopien
przezywalnosci rozwijajacych sie gynogenicznych zarodkéw oraz maty czestotliwosc
wystepowania spontanicznej diploidyzacji. Badania przeprowadzitam m.in. dzieki funduszom
przyznanym w ramach projektu promotorskiego KBN (1998-2000), ktorego bytam gtéwnym
wykonawcg. W efekcie testowania réznych wariantéw pozywek zoptymalizowatam warunki
regeneracji i mikrorozmnazania gynogenicznych zarodkéw. Stosujgc takie zwigzki
c-mitotyczne jak kolchicyna, trifluralin, oryzalina czy amiprofos metylu w réznych stadiach
rozwojowych roslin gynogenicznych (stadium wyksztatconych roslin w in vitro lub ex vitro,
stadium zarodkdéw) opracowatam efektywny sposdb diploidyzacji form haploidalnych.
Otrzymane wyniki stanowity podstawe przestawionej przeze mnie pracy doktorskiej (2001)
oraz zostaty zaprezentowane w kilku publikacjach: IIA 2, IID 8, 10-12 (wykaz). Ponadto
opracowane protokoty indukcji gynogenezy, regeneracji roslin i diploidyzacji form
haploidalnych zostaty wigczone w programy hodowlane cebuli polskich spétek hodowlano-
nasiennych dla szybszego wyprowadzenia linii homozygotycznych do produkcji mieszancéw.
W trakcie studidw doktoranckich otrzymatam roczne stypendium badawcze z
Niemieckiej Centrali Wymiany Akademickiej (DAAD) na pobyt w Institute of Horticultural
Crops (obecnie Institute for Breeding Research on Horticultural Crops/Julius Kithn Institut) w
Quedlinburgu. Zdobytam tam doswiadczenie w badaniach aplikacyjnych wykorzystujacych
kultury protoplastéw do wdrozenia postepu w hodowli roslin uprawnych. Przedmiotem
badan prowadzonych przeze mnie w instytucie byto poszukiwanie czynnikdéw przetamujgcych
latencje podziatowg protoplastéw czosnku — gatunku bardzo opornego w tego typu kulturze.
Jednym z elementdw wspomagajacych rozpoczecie podziatéw mitotycznych jest izolacja
protoplastéw z komdrek o wysokim potencjale regeneracyjnym. Stad podjete przez mnie
badania nad indukcjg kruchej tkanki kalusowej pora, ktdre zostaty przedstawione w pracy IID
6 (wykaz). Ponadto zdobytg wiedze z zakresu izolacji i kultury protoplastow pora
wykorzystatam nieco pdzniej wigczajac sie jako wykonawca w badania kierowane przez Panig
prof. B. Michalik nad uzyskaniem nosnikéw odpornosci na maczniaka rzekomego cebuli
(wykaz poz. Il 113). Jedng z zaproponowanych metod byto wykorzystanie fuzji protoplastow
do wprowadzenia tej cechy. Materialng korzyscig z pobytu badawczego w Niemczech byto
przyznanie mi funduszy na zakup bardzo nowoczesnego jak na tamte czasy (2000 r)
fluorescencyjnego mikroskopu odwréconego z systemem do archiwizacji obrazu w ramach
programu pomocowego dla bytych stypendystéw DAAD (wykaz poz. Il 114). Fundusze udato
sie pozyskac dzieki wsparciu i zaangazowaniu partnera niemieckiego (Institute for Breeding
Research on Horticultural Crops), u ktdrego realizowatam stypendium. Zakup ten umozliwit
badania Katedry (obecnie Zaktadu) w zakresie kultur mikrospor i moje przyszte prace nad
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izolacja, fuzjg i kulturg protoplastow. Pierwsze eksperymenty z zakresu protoplastéw marchwi
realizowatam wspodlnie z moimi magistrantkami. Niektére z nich zostaty opublikowane (wykaz
poz. IID 14). Te wstepne prace pozwolity na opanowanie warsztatu i pozyskanie funduszy na
ich kontynuacje. Badania kontynuowatam w ramach czterech projektéw badawczych — w
dwéch bytam kierownikiem, w dwdéch wykonawca (wykaz odpowiednio poz. I 15, 8 oraz 1l 16,
11, 13). Wyniki tych badan w czesci zostaty wtgczone do cyklu publikacji, ktére sa
przedmiotem niniejszego postepowania habilitacyjnego. Pozostate, dotyczgce wykorzystania
antybiotykéw do kontroli czystosci mikrobiologicznej kultur protoplastéow marchwi
i zastosowania hemoglobiny do zwiekszenia wydajnosci posiewu w kulturach protoplastéow
dzikich taksonéw Daucus, zostaty czesciowo opublikowane (wykaz odpowiednio poz. IID 16
i 21). Ponadto manuskrypt publikacji prezentujacej wptyw antybiotykéw B-laktamowych na
regeneracje protoplastdw marchwi zostat po recenzjach odestany do czasopisma z listy JCR
i oczekuje na akceptacje. Obecnie opracowuje wyniki otrzymane z badan realizowanych w
ramach projektu badawczego finansowanego przez MRIRW (wykaz poz. Il 111) nad
wprowadzaniem cechy meskiej sterylnosci do marchwi poprzez fuzje protoplastow.

W latach 2002 i 2004 przebywatam na University of Wisconsin-Madison, USA (tgcznie
11 miesiecy), gdzie pracowatam w laboratorium prof. P.W. Simona. Gtéwnym nurtem
prowadzonych tam przeze mnie badan byta identyfikacja chromosomowych markeréw
cytogenetycznych u réznych gatunkéw w rodzaju Daucus w oparciu o technike
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Warsztatu do przeprowadzania tego typu
eksperymentéw miatam okazje uczyé sie w laboratorium prof. J. Jianga — pioniera w
kariotypowaniu roslin z wykorzystaniem technik molekularnych. Marchew i inne gatunki
Daucus charakteryzujg sie stosunkowo matymi i niezréznicowanymi pod wzgledem
morfologicznym chromosomami, praktycznie nierozréznialnymi w klasycznym barwieniu
prazkowym. Przeprowadzone przeze mnie badania w USA byly pierwszg prébag analizy
kariotypu u o$miu gatunkéw Daucus (w tym marchwi jadalnej) z wykorzystaniem typowych
markerdw cytogenetycznych tj. sond rybosomalnego DNA (5S rDNA i 45S rDNA). Wyniki tych
badan zostaty przedstawione w publikacjach IIA 3 i IID 13 (wykaz). Badania cytogenetyczne w
kraju mogtam rozwingé na szerszg skale po zdobyciu funduszy na zakup mikroskopu
automatycznego z fluorescencjg wielokanatowg i z akcesoriami do archiwizacji i obrébki
obrazu (specjalistyczna czarno-biata kamera cyfrowa wysokiej czutosci i program do
archiwizacji i obrébki obrazéw z FISH) — wykaz poz. Il 115. W dalszych prowadzonych przeze
mnie pracach nad strukturg kariotypu marchwi udato sie zidentyfikowaé¢ sondy
chromosomowo specyficzne (wykaz poz. lIA 6, IID 15, 18), sondy centromerowo specyficzne
(wykaz poz. llA 6, IID 19) oraz zwizualizowaé na chromosomach rozmieszczenie transpozonéw
DcSto z rodziny Stowaway (wykaz poz. IIA 7). Sg to pierwsze doniesienia przedstawiajgce
charakterystyke chromosomoéw marchwi w oparciu o tak szeroki zestaw markerow
cytogenetycznych. Badania struktury genomu marchwi w oparciu o diagnostyke
cytogenetyczng kontynuuje uczestniczgc w aktualnie realizowanych projektach badawczych
(wykaz poz. 11 110).

Rownolegle, uczestniczac w innych projektach (wykaz poz. Il I3, 9), prowadzitam
badania cytogenetyczne obiektédw o matych i podobnych morfologicznie chromosomach,
poszerzajac zakres analizowanych gatunkéw o przedstawicieli roslin  ozdobnych
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(rododendron) i sadowniczych (boréwka). W efekcie prac nad rododendronem opracowano
warunki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ do weryfikacji mieszaricowego charakteru roslin
uzyskanych w toku krzyzowan miedzygatunkowych (wykaz poz. IIA 4, 1ID 20). Natomiast w
badaniach nad boréwka podjeto préby analiz filogenetycznych m.in. w oparciu o diagnostyke
cytogenetyczna.

Innym aspektem badan, do ktérych wracatam w réinych momentach swojej
dziatalnosci naukowej byty zagadnienia zwigzane ze stymulacja odpornosci marchwi na
patogeny w warunkach in vitro. W poczatkowym okresie byty to prace nad indukcja
odpornosci w kulturach kalusa marchwi na Erwinia carotovora (wykaz poz. IID 1, 3). Potem
badania nad poszukiwaniami odpornosci na Alternaria radicina czy Botrytis cinerea w
kulturach protoplastow (wykaz poz. 1B 2, Il 11, 5) lub poprzez transformacje kultur
zawiesinowych (wykaz poz. Il 14). Podjetam rowniez badania dotyczgce biologii kwitnienia
m.in. lachenalii (wykaz poz. Il 17) oraz dzikich gatunkéw Daucus (wykaz poz. IID 17)
obejmujace analize fazy progamicznej i zywotnosci pytku.
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LICZBOWE ZESTAWIENIE DOROBKU NAUKOWEGO

PRZED DOKTORATEM PO DOKTORACIE tACZNIE
LICZBA PKT IF LICZBA PKT IF LICZBA PKT IF
(MNiSW) (MNiSW) (MNiSW)
1. Oryginalne prace twércze
- wykorzystane w monotematycznym cyklu publikacji
a. publikacje w czasopismach znajdujacych sie w bazie 4 125 12,569 4 125 12,569
Journal Citation Reports (JCR)
- publikacje poza monotematycznym cyklem
a. publikacje w czasopismach znajdujacych sie w bazie 1 16 0,943 6 139 10,692 7 155 11,635
Journal Citation Reports (JCR)
b. publikacje w innych czasopismach recenzowanych 4 11 7 26 11 37
2. Pozostate publikacje naukowe
- prace konferencyjne
a. opublikowane w materiatach z konferencji miedzynarodowych 4 4
b. opublikowane w materiatach z konferencji krajowych 3 3 6
- komunikaty naukowe
a. opublikowane w materiatach z konferencji miedzynarodowych 7 7 33
b. opublikowane w materiatach z konferencji krajowych 26 26 33
RAZEM 45 27 0,943 53 290 23,261 98 317 24,204
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ZESTAWIENIE CYTOWAN (wg Web of Knowledge na dzieri 22.05.2014)

Kategoria Ogdlem Bez autocytowan
Liczba prac w bazie 17

Liczba cytowan 59 52

Liczba artykutow cytujgcych 51 46

Srednia liczba cytowan jednego artykutu 3,47

Indeks H 4

EQu)

Krakow, 26 maja 2014
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