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1. Imie¢ i nazwisko:
Barbara Tokarz (panienskie Piwowarczyk)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

2012 Dyplom Studium Pedagogicznego dla nauczycieli akademickich, Politechnika
Krakowska im. Tadeusza Kos$ciuszki w Krakowie, Studium Pedagogiki i Psychologii

2011 Doktor nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwa,
Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottgtaja w Krakowie; Wydziat Ogrodniczy.

Tytul rozprawy doktorskie;:
,» 1Techniki in vitro w rozmnazaniu lgdzwianu siewnego (Lathyrus sativus L.)”
Promotor: Prof. dr hab. Anna Pindel
Recenzenci: Prof. dr hab. Adela Adamus
Prof. dr hab. Franciszek Dubert

2006 Magister inZynier ogrodnictwa — specjalizacja genetyka, hodowla i biotechnologia
roslin; Akademia Rolnicza im. Hugona KoHataja w Krakowie, Wydziat Ogrodniczy.

Tytut pracy:

»Ocena rozwoju protoplastow marchwi (Daucus carota L.) na pozywce z
dodatkiem filtratu pokulturowego z Alternaria radicina”

Promotor: dr hab. Ewa Grzebelus, prof. URK

Recenzent:  prof. dr hab. Anna Pindel

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od X.2020

2019-2020

2013-2019

2011-2013

Profesor URK w Katedrze Botaniki, Fizjologii i Ochrony Roslin, Wydzialu
Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kotlgtaja
w Krakowie

Adiunkt w Katedrze Botaniki, Fizjologii i Ochrony Ro$lin, Wydziatu
Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kotlgtaja
w Krakowie

Adiunkt w Zaktadzie Botaniki i1 Fizjologii Roslin, Instytutu Biologii Roslin 1
Biotechnologii, Wydzialu Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytetu
Rolniczego im. Hugona Kotqtaja w Krakowie

Asystent w Katedrze Botaniki i Fizjologii Roslin, Wydziatu Ogrodniczego,
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kotlgtaja w Krakowie

W 2021-2022 przebywalam na zwolnieniu lekarskim (3 miesigce). Obecnie przebywam na
urlopie macierzynskim (od 02.2022).
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4. Omoéwienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego
Potencjalne mechanizmy odpowiedzi ledZwianu siewnego (Lathyrus sativus L.) na
stres suszy i zasolenia

b) publikacje wchodzace w zakres osiggniecia naukowego

1. Piwowarczyk (Tokarz), B.®, Kaminska, I., & Rybinski, W. (2014). Influence of PEG
generated osmotic stress on shoot regeneration and some biochemical parameters in
Lathyrus culture. Czech Journal of Genetics and Plant Breeding, 50(2), 77-83.
https://doi.org/10.17221/110/2013-CJGPB

1F2014: 0,364
IFs jetni 0,535
MNiSW 014: 15pkt.

liczba cytowan WoS: 21
liczba cytowan Scopus: 26

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na zaprojektowaniu do§wiadczen, prowadzeniu kultur in
vitro badanych ro$lin, pomiarach biometrycznych i analizach fizjologicznych zebranego materiatu,
analizie statystycznej wynikoéw i przygotowaniu graficznej czeSci manuskryptu, interpretacji i dyskusji
wynikow, sformutowaniu wnioskdw, przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu
artykutu przed ztozeniem do Redakcji, odpowiedzi na uwagi recenzentdow oraz poprawic
zrecenzowanego manuskryptu.

2. Piwowarczyk (Tokarz), B.®, Tokarz, K., & Kaminska, I. (2016). Responses of grass
pea seedlings to salinity stress in in vitro culture conditions. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture (PCTOC), 124(2), 227-240. https://doi.org/10.1007/s11240-015-0887-z

1Fy016: 2,002
II:E-Ietni: 21001
MNIiSW 016: 30pkt.

liczba cytowan WoS: 31
liczba cytowan Scopus: 29

Moéj wktad w powstanie tej publikacji polegat na zaprojektowaniu do$wiadczen, prowadzeniu kultur in
vitro badanych roslin, pomiarach biometrycznych i analizach fizjologicznych i biochemicznych
zebranego materialu, analizie statystycznej wynikow i przygotowaniu graficznej cze$ci manuskryptu,
interpretacji i dyskusji wynikéw, sformutowaniu wnioskoéw, przygotowaniu wstgpnej i ostatecznej
wersji manuskryptu artykutu przed zlozeniem do Redakcji, odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz
poprawie zrecenzowanego manuskryptu.

3. Piwowarczyk (Tokarz), B.®, Tokarz, K., Makowski, W., & Lukasiewicz, A. (2017).
Different acclimatization mechanisms of two grass pea cultivars to osmotic stress in in
vitro culture. Acta Physiologiae Plantarum, 39(4), 96. https://doi.org/10.1007/s11738-

017-2389-6
1F5017: 1,438
1Fs_jetni: 1,691
MNiISW,q,7: 25pkt.

liczba cytowan WoS: 13
liczba cytowan Scopus: 15
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Mo¢j wkiad w powstanie tej publikacji polegat na zaprojektowaniu do$wiadczen, merytorycznym i
technicznym nadzorze nad prowadzeniem kultur in vitro badanych roélin, pomiarami biometrycznych i
analizami fizjologicznymi i biochemicznymi zebranego materiatu, analizie statystycznej wynikéw i
przygotowaniu graficznej cze$ci manuskryptu, interpretacji i dyskusji wynikéw, sformutowaniu
wnioskéw, przygotowaniu wstgpnej i ostatecznej wersji manuskryptu artykutu przed zlozeniem do
Redakcji, odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz poprawie zrecenzowanego manuskryptu.

4. Tokarz, B.®, Wojtowicz, T., Makowski, W., Jedrzejczyk, R. J., & Tokarz, K. M.
(2020). What is the Difference between the Response of Grass Pea (Lathyrus sativus
L.) to Salinity and Drought Stress?—A Physiological Study. Agronomy, 10(6), 833.
https://doi.org/10.3390/agronomy10060833

| onzo: 3,417
1Fs jemi: 3,640
MNiISW 00: 100pkt

liczba cytowan WoS: 12
liczba cytowan Scopus: 13

Mo¢j wkiad w powstanie tej publikacji polegal na zaprojektowaniu doswiadczen, merytorycznym i
technicznym nadzorze nad prowadzeniem Kultur in vitro badanych roslin, pomiarami biometrycznych i
analizami fizjologicznymi i biochemicznymi zebranego materiatu, analizie statystycznej wynikow i
przygotowaniu graficznej czeSci manuskryptu, interpretacji i dyskusji wynikoéw, sformutowaniu
wnioskow, przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu artykutu przed ztozeniem do
Redakcji, odpowiedzi na uwagi recenzentdw oraz poprawie zrecenzowanego manuskryptu

Podsumowanie naukometryczne cyklu publikacji:

IF sumaryczny: 7,221

MNiSW sumaryczna 2014-20200 170 pKt.

Liczba cytowan 77 wgweb of science
83.g scopus

(stan na 14.10.2022)
€) omdwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiggnigtych wynikow

Wprowadzenie

W produkecji roslinnej najwazniejszymi czynnikami ograniczajagcymi produktywnosc¢
upraw sg stresy srodowiskowe. Zakldcenia w gospodarce wodnej roslin spowodowane susza, i
zasoleniem sg gtdéwnymi czynnikami obnizajacymi plon [Jaleel i in. 2009]. Co wazniejsze,
rosnaca populacja ludzka oraz globalne zmiany klimatyczne powoduja, ze deficyt wody staje
si¢ coraz bardziej znaczacy [Dai 2013]. Wedlug Swiatowej Rady Wodnej okoto 66%
zuzywanej wody jest wykorzystywane do nawadniania (w regionach suchych nawet do 90%).
Tak duze zuzycie wody stanowi powazny problem dla produkcji roslinnej; w przysztosci.
Dodatkowo, zwigkszanie produkcji zywnos$ci poprzez powiekszanie powierzchni upraw stanie
si¢ w przyszlosci wyzwaniem ze wzgledu na postepujaca degradacje gleb, zwtaszcza ich
zasolenie [Wild 2003]. Negatywne skutki zasolenia obejmujg nie tylko niskg produkcje rolng i
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niskie dochody z powodu wysokich kosztéw produkcji, remediacji, zarzadzania itp. ale takze
erozje gleby i brak rownowagi ekologicznej [Hu i Schmidhalter 2002].

W celu osiaggnigcia i utrzymania bezpieczenstwa zywnosciowego konieczne jest
poszukiwanie roslin uprawnych o wrodzonej odpornosci na stresy abiotyczne, ktore stanowic
moga rozwigzanie problemu niekorzystnych warunkéw klimatycznych i glebowych. Drugim
po zbozach najwazniejszym zrodtem zywnosci sg rosliny stragczkowe [Maphosa i Jideani
2017; Martin-Cabrejas 2019]. Rosliny strgczkowe sg cenione ze wzgledu na wartosSci
odzywcze - Wysoka zawarto$¢ biatka w nasionach, jak i zdrowotne - zawarto$¢ zwigzkow
bioaktywnych [Martin-Cabrejas 2019]. Ponadto w biedniejszych regionach $wiata stanowia
tani zamiennik migsa. Co wigcej uprawa roslin straczkowych, ze wzgledu na dobrze znang
zdolnos¢ symbiozy z bakteriami brodawkowymi, wzbogaca glebe w azot, poprawia zyzno$¢
zasolonych gleb i umozliwia ponowne wprowadzenie rolnictwa na terenach zdegradowanych.
Przy poszukiwaniu gatunkow, zdolnych do przetrwania streséw abiotycznych nalezy bra¢ pod
uwage takze zdolnos¢ tych roslin do zachowania wysokiej produktywno$ci w trakcie trwania
stresu. Sposrdod roslin bobowatych, gatunkiem wyr6zniajacym si¢ duza tolerancja na suszg i
zasolenie oraz wysokim plonowaniem w tych warunkach jest ledzwian siewny (Lathyrus
sativus L.). L¢dzwian siewny jest mato znang ro$ling uprawna, zaliczang do grubonasiennych
roslin stragczkowych (rodzina botaniczna: bobowate/Fabaceae). Mimo, ze jest jedng z
najstarszych udomowionych roslin w Europie (tj. od okoto 6000 lat p.n.e.) [Kislev 1989],
obecnie jest zaniedbywany przez hodowcow i niewykorzystywany przez rolnikéw [Vaz Patto
i Rubiales 2014]. Roslina ta, podobnie jak inne bobowate, wytwarza nasiona w ktorych
glowny materiat zapasowy stanowi biatko. Zawarto$¢ biatka w nasionach ledzwianu siewnego
waha si¢ miedzy 20 a 30% [Barbete i in. 2020; 2021; Tamburino i in. 2012] i jest na
podobnym poziomie lub wyzsza niz w nasionach ciecierzycy, grochu czy bobu [Yan i in.
2006]. Rowniez sktad aminokwasowy biatka lgdzwianu jest bardzo korzystny gdyz zawiera
od 3,96 do 9,58 g lizyny na 100 g biatka [Korus i in. 2002]. Niestety, poza
niekwestionowanymi zaletami, lgdzwian siewny wykazuje takze cechy niekorzystne.
Dhugotrwale spozywanie w duzych ilosciach nasion lgdzwianu prowadzi do uszkodzenia
systemu nerwowego ludzi 1 zwierzat, powodujac nieodwracalny paraliz konczyn. W krajach
Trzeciego Swiata, w ktorych ledzwian stanowi podstawe diety, kleskom glodu i nieurodzaju
towarzysza epidemie latyryzmu. Stosowany jako dodatek nie grozi zatruciem, o czym
Swiadczy stan zdrowia mieszkancéw Podlasia, od wiekéw spozywajacych ledzwian w rdznej
postaci [Milczak 1 Mastowski 1993]. Czynnikiem wywotujacym chorobe, nazwang
latyryzmem, badZ neurolatyryzmem, jest toksyczny zwigzek: kwas B-N-oksalylo-L-a,b-
dwuaminopropionowy (ODAP). Upowszechnienie lgdzwianu w praktyce rolniczej zalezy
takze od poprawienie szeregu innych niekorzystnych cech m.in.: niezdeterminowanego
charakteru wzrostu, sktonnosci do ptozenia, wylegania 1 poéznego dojrzewania [Rybinski
2003, Rybinski i in. 2005]. W latach 90. XX w. w Polsce ponownie uruchomiono program
hodowlany ledZwianu, ktory zaowocowal dwoma odmianami: ‘Derek’ 1 ‘Krab’,
wprowadzonymi w 1997 r. do Rejestru Odmian Oryginalnych [Milczak i Mastowski 1993,
Milczak i in. 2001]. Sa to jedyne odmiany polskie tego gatunku.

Niedobér wody, jest stresem wystepujacym zardwno w warunkach suszy jak i
zasolenia. Cho¢ pojecie suszy jest pojeciem bardzo szerokim obejmujacym niedobory wody
wynikajace ze zjawisk meteorologicznych, w prezentowanym osiggnigciu, jest zawezone do
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suszy fizjologicznej — wynikajacej z braku dost¢pnosci wody dla roslin z powodu obnizonego
potencjalu wodnego srodowiska w ktorym kultywowane byly rosliny. Niedobor wody
prowadzi do powaznych zaburzen w procesach metabolicznych komorek roslinnych
wywotujac zahamowanie wzrostu, a w konsekwencji zmniejszenie plonu. Gloéwnymi
skutkami deficytu wody w komorkach s3: obnizenie potencjalu wodnego, wzrost stezenia
zwigzkow w soku komoérkowym, obnizenie ci$nienia turgorowego komorki oraz zmiany w
strukturze i konformacji makroczgsteczek [Munns 2011]. Zaburzone zostajg procesy
fizjologiczne i biochemiczne, takie jak fotosynteza, oddychanie, translokacja asymilatow,
pobodr jondéw, metabolizm weglowodanow, metabolizm sktadnikéw odzywczych [Jaleel i in.
2009]. Zasolenie gleby generuje dodatkowo stres chemiczny wynikajacy z nagromadzenia
szkodliwych jonow (Na® i CI) w toksycznych stezeniach [Munns 2011]. Reakcje ro$lin na
stres wywotany niedoborem wody i nadmiarem toksycznych jonow rdznig si¢ istotnie na
r6znych poziomach organizacyjnych w zaleznosci od intensywnosci i czasu trwania stresu, a
takze gatunku rosliny i jej fazy wzrostu. W odpowiedzi na stres rosliny dostosowuja swoj
metabolizm wykorzystujac r6zne mechanizmy.

Rosliny, bedac organizmami ‘osiadtymi’, wyksztalcity dwa ogélne mechanizmy, ktore
pozwalajg im przetrwac stresy $rodowiskowe: unikanie stresu i tolerancj¢ na stres [Salehi-
Lisar i Bakhshayeshan-Agdam 2016]. Zdolno$¢ roslin do przetrwania stresu 0Smotycznego i
solnego przejawia si¢ na réznych poziomach organizacji roslinnej: od komoérek (reakcje
molekularne, biochemiczne i fizjologiczne) do catego organizmu (reakcje fizjologiczne,
morfologiczne i fenologiczne) [Saxena i in. 2019, Salehi-Lisar i Bakhshayeshan-Agdam
2016]. Mechanizmy tolerancji na stres osmotyczny opieraja si¢ na zwigkszeniu stosunku
korzenia do pedu (zwigkszenie chlonnej powierzchni korzenia), ograniczeniu utraty wody
(zamknigcie aparatow szparkowych), akumulacji osmolitéw (obnizenie potencjalu wodnego
komorki umozliwiajace pobranie wody z roztworu glebowego) oraz usunigciu efektow stresu
oksydacyjnego (aktywacja enzymatycznych i nieenzymatycznych antyoksydantow) [Saxena i
in. 2019, Salehi-Lisar i Bakhshayeshan-Agdam 2016]. Do podstawowych mechanizmow
tolerancji na stres solny nalezy wykluczenie soli, polegajace na ograniczeniu transportu
szkodliwych jondéw do lisci. Realizowane jest to najczesciej poprzez selektywne pobieranie
jonow przez korzenie 1 zatrzymywanie ich w dolnej czesci rosliny lub ich kompartmentacje w
wakuolach, jesli dotrg do lisci [Munns 2002, 2011; Munns i Tester 2008]. Chociaz wzrost
roslin jest ograniczany gtéwnie przez skutki stresu wodnego, to w przypadku stresu
chemicznego rosliny nalezace do kategorii "wrazliwych na sol" do$wiadczaja dodatkowo
zmniejszenia produkcji asymilatow i1 dalszego zahamowania wzrostu [Munns 2002]. Aby moc
wlasciwie wykorzysta¢ potencjat odpornosci roslin w hodowli, konieczne jest zrozumienie,
jakie mechanizmy lezg u podstaw odpowiedzi na dany rodzaj stresu [Munns 2011]. Badania
nad tolerancjg ros$lin na stres opieraja si¢ gldéwnie na okresleniu czynnikow genetycznych.
Ponadto zainteresowania naukowcow koncentrujg si¢ na okresleniu czynnikow regulujacych i
kontrolujacych, ktore wptywaja na metabolizm komoérek w warunkach stresowych oraz na
poznaniu mechanizmow transdukcji sygnatéw 1 adaptacji roslin do warunkéw stresowych.
Jednakze, biorac pod uwage zlozono$¢ tych mechanizmoéw, jesteSmy dalecy od petlnego
zrozumienia abiotycznej tolerancji roslin, pomimo wielu lat badan [Farooq et al. 2009].
Dodatkowo, badania nad reakcjami ro$lin na stres prowadzone sg intensywnie, ale gtéwnie na
roslinach modelowych, takich jak Arabidopsis thaliana. Biorgc pod uwage procesy
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fizjologiczne, ktére roznig si¢ miedzy roslinami, mozemy oczekiwa¢, ze badania nad
ro$linami strgczkowymi pozwolg na odkrycie specyficznych mechanizméw zaangazowanych
w odpornos¢/tolerancje na stresy abiotyczne [Reddy i in. 2012].

Cel badan

Glownym celem cyklu publikacji stanowigcych tre$¢ niniejszego osiaggnigcia
naukowego byto opisanie potencjalnych mechanizméw, na poziomie fizjologicznym i
biochemicznym, prowadzacych do aklimatyzacji roslin ledzwianu siewnego W warunkach
suszy i zasolenia.

W doswiadczeniach wykorzystano zréznicowany materiat roslinny obejmujacy rézne
linie rodzaju Lathyrus, oraz mutanty i odmiany lgdzwianu siewnego (L. sativus L.).

Warunki stresowe jakim poddawane byly rosliny generowano w kulturach in vitro aby
wyeliminowa¢ wptyw innych niekorzystnych czynnikow (skrajne temperatury, patogeny,
zmienne nat¢zenie Swiatla itp.).

Omowienie szczegélowych celéw i wynikéw prac wchodzacych w sklad osiagniecia
naukowego

Szczegotowe cele

Badania nad odpowiedzig lgdZzwianu siewnego na stres suszy i zasolenia, opisywane w
niniejszym osiggni¢ciu podzielono na 4 etapy, przedstawione w oddzielnych publikacjach.
Kolejne etapy pozwalaly na wybér coraz mniejszej liczby obiektow, na ktorych
przeprowadzano bardziej szczegdélowe badania. W pierwszym etapie badan, opisanych w
publikacji Piwowarczyk i in. (2014) skupiono si¢ na selekcji kilku obiektoéw z rodzaju
Lathyrus pod katem tolerancji na stres suszy (osmotyczny). W drugim etapie, opisanym w
publikacji Piwowarczyk i in. (2016), badano odpowiedZ polskich odmian i mutantow L.
sativus na stres zasolenia. W trzecim etapie/publikacji (Piwowarczyk i in. 2017),
analizowano przebieg aklimatyzacji siewek polskich odmian L. sativus do stresu
osmotycznego (suszy). W czwartym, ostatnim etapie, opisanym w publikacji Tokarz i in.
(2020), poréwnano strategie aklimatyzacji ledzwianu siewnego polskiej odmiany Krab do
stresu osmotycznego (suszy) i chemicznego (zasolenia).

W pierwszej pracy (Piwowarczyk i in. 2014) wchodzacej w sktad niniejszego
osiggnigcia naukowego celem badan bylo okreslenie wptywu stresu osmotycznego na
zdolno$¢ regeneracji pedow oraz na niektore parametry morfologiczne, fizjologiczne i
biochemiczne o$miu linii rodzaju Lathyrus. Materiat roslinny w do$wiadczeniu stanowity
nasiona z kolekcji Marginalnych Roslin Stragczkowych, Instytutu Genetyki Roslin PAN, ktore
uzyskano dzigki uprzejmosci prof. dr hab. Wojciecha Rybinskiego. Do badan wybrano trzy
gatunki rodzaju Lathyrus: L. sativus, L. cicera i L. tingitanus. Ledzwian siewny (L. sativus)
reprezentowany byl przez dwie polskie odmiany: Derek i Krab, dwa mutanty, D4 i K12,
wyprowadzone z odmian oryginalnych po mutagenezie chemicznej [Rybinski 2003] oraz
dwie linie pochodzaca z Niemiec (LAT 444) i Francji (LAT B 1705), L. cicera przez jedna
linig z Grecji (LAT 209/84), a lgdzwian afrykanski (L. tingitanus) przez jedna lini¢
nieznanego pochodzenia (LAT 109/74). Stres osmotyczny indukowano dodajac do pozywki
glikol polietylenowy (PEG-6000) w stezeniu 50, 100 i 150 g/l. PEG, charakteryzujacy sie¢
wysokg masg czgsteczkows, jest niepobierany przez rosliny i catkowicie dla nich obojetny,

7



Zatacznik 3 | Barbara Tokarz

skutecznie obniza potencjal wodny pozywek, imitujgc susze w warunkach in vitro [Rai et al.
2011]. Ocen¢ wptywu zastosowanego czynnika stresowego na rosliny przeprowadzono po 4
tygodniach kultury.

W drugiej, opisywanej w niniejszym osiggnieciu, publikacji (Piwowarczyk i in. 2016)
celem badan bylo okreslenie mozliwych procesow adaptacyjnych do stresu zasolenia u
ledzwianu siewnego na podstawie mechanizmow fizjologicznych opisywanych u innych
gatunkéw roslin uprawnych. Material do badan stanowity, wybrane na podstawie wynikoéw
pierwszej publikacji (Piwowarczyk i in. 2014), nasiona dwoch polskich odmian ledzwianu
siewnego: Derek i Krab oraz dwoch mutantow wyprowadzonych z tych odmian: D4 i K12
(Rybinski 2003). Stres zasolenia generowano dodajac do pozywki NaCl w trzech st¢zeniach:
50, 100 1 200 mM. Kontrolg stanowita pozywka bez dodatku chlorku sodu.

W trzeciej pracy (Piwowarczyk i in. 2017) badano: (1) reakcje siewek ledzwianu na
stres osmotyczny generowany in vitro przez glikol polietylenowy (PEG); (2) potencjalne
mechanizmy aklimatyzacji do suszy dwoch polskich odmian ledzwianu. Nasiona ledzwianu
siewnego odmian Derek i Krab wysiewano na pozywki zawierajace rozne stezenia PEG (0,
5,5, 11,0 mM) i kultywowano przez 14 dni w warunkach kontrolowanych.

Celem badan czwartej publikacji (Tokarz i in. 2020) byla ocena odpowiedzi
ledzwianu siewnego na stres generowany przez PEG (imitujacy suszg¢) i NaCl (imitujacy
zasolenie), generujacy taki sam potencjal osmotyczny pozywki. Na podstawie wczesniejszych
badan, w pracy tej postawiono hipoteze, ze aklimatyzacja lgdzwianu Siewnego do stresu suszy
I zasolenia wynika z odmiennych mechanizméw fizjologicznych. Wedtug wiedzy autorow,
byly to pierwsze badania, w ktorych bezposrednio poréwnano odpowiedz ledzwianu na te
dwa stresory. Stezenia NaCl i PEG byly tak dobrane, aby wytworzy¢ potencjat osmotyczny
pozywek na poziomie 0,0, -0,45 i -0,65 MPa. Uzyskano to dodajac odpowiednio 0, 17,51 22,0
mM PEG i 0, 100 i 150 mM NaCl. Na podstawie wcze$niejszych prac, do doswiadczenia
wybrano ledzwian siewny odm. Krab.

Uzyskane wyniki

W pierwszej publikacji (Piwowarczyk i in. 2014) wptyw czynnika selekcyjnego
oceniano poprzez analize tempa regeneracji pedow oraz ich wigoru, procentowg zawarto$¢
suchej masy w pedach, akumulacje proliny oraz zawartos¢ 1 stosunek barwnikow
fotosyntetycznych. Porownanie wydajnosci regeneracji pedow na pozywkach z i bez dodatku
PEG wykazato negatywny wplyw tego stresora na szybkos¢ namnazania pedow (Ryc. 1). Co
ciekawe tempo namnazania pedow na pozywce kontrolnej bylo istotnie rézne migdzy
badanymi genotypami, ale na pozywkach zawierajacych PEG roznice te zacieraly sig.
Niemniej jednak namnazanie p¢dow U badanych genotypow byty istotnie nizsze na pozywce z
czynnikiem selektywnym niz na odpowiadajacym ich pozywkach kontrolach. Chociaz, przy
najnizszym poziomie PEG (50 g/l), liczba peddéw na eksplantat byla istotnie zmniejszona
tylko u L. cicera i L. sativus ‘Derek’. Natomiast wyzsze stezenia czynnika selektywnego (100
1 150 g/l PEG) wptywaty hamujaco na zdolnos$¢ regeneracji wszystkich badanych obiektow z
wyjatkiem odm. Krab na pozywce z dodatkiem 100 g/l PEG. Ponadto, warunki suszy
generowane przez PEG istotnie wplywaly na wigor regenerowanych pedéw wyrazony
poprzez wspotczynnik bioracy pod uwagg liczbe peddéw o dtugosci powyzej 1 cm Najnizsze
zastosowane st¢zenie PEG (50g/l) obnizato wigor pedow tylko w odm. Derek. Natomiast
dodatek 100 g/l PEG zmniejszal wigor u badanych genotypéw z wyjatkiem odm. Krab,
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mutanta K12 i linii LAT 444 (Ryc. 1). Niemniej jednak, gdy poziom PEG w pozywce zostat
zwigkszony do 150 g/1, wigor spadal u wszystkich badanych genotypéw w poréwnaniu do
kontroli. Co ciekawe nie obserwowano istotnych réznic mi¢dzy genotypami.

LAT 444

+ 3

LAT B 1705

b}

LAT 209/84

Derek

LAT 109/74

0 50 100 150 e 0 | 50 ' 100 150
PEG [g/] PEG [g/1]

Ryc. 1. Morfologia pedéw i korzeni roslin z rodzaju Lathyrus w zaleznosci od st¢zenia
glikolu polietylenowego w pozywce. L. sativus: Derek, Krab, D4, K12 LAT 444, LAT B
1705; L. cicera: LAT 209/84; L. tingitanus: LAT 109/74.

Warunki stresowe, zwlaszcza wyzsze zastosowane stezenia PEG (100 i 150 g/l),
istotnie zwigkszaty suchg mas¢ zregenerowanych pedow w poroéwnaniu z kontrolg. Analiza
zawartosci proliny wykazata istotny wzrost jej akumulacji w pedach u prawie wszystkich
badanych gatunkéw Lathyrus w warunkach stresu osmotycznego indukowanego wyzszymi
dawkami PEG. Generalnie, na pozywce kontrolnej polskie mutanty ledzwianu siewnego oraz
obiekty pochodzace z Europy Zachodniej charakteryzowaty si¢ wyzsza zawarto$cig proliny
niz polskie odmiany ledzwianu Siewnego oraz L. cicera i L. tingitanus. O ile na pozywce z
najmniejszym dodatkiem PEG tendencja ta byla mniej wigcej taka sama, to na pozywce z
najwicksza zawarto$cia PEG odmiany lgdzwianu siewnego gromadzily znacznie wigcej
proliny niz mutanty ledzwianu siewnego. Z kolei, analiza zawartosci barwnikow
fotosyntetycznych wykazal, ze calkowita zawarto$¢ chlorofilu (Chl a+b) spadata tylko u
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dwoch genotypow Lathyrus w warunkach stresu osmotycznego (Krab i K12). Natomiast
zawarto$¢ karotenoidéw wzrosta istotnie tylko w pedach LAT 444 przy wszystkich trzech
poziomach stresu osmotycznego. Najwyzszy poziom stres osmotycznego (150 g PEG/I) w
kulturze Lathyrus indukowat wzrost stosunku Chl a/ Chl b w pgdach czterech badanych linii
(Krab, K12, D4 i LAT B1705). Nie zaobserwowalismy natomiast istotnych zmian w stosunku
Car/Chl a+b u roznych obiektow Lathyrus w warunkach roznego poziomu stresu
osmotycznego.

W drugiej publikacji (Piwowarczyk i in. 2016) odpowiedZ wybranych genotypow na
zastosowany czynnik stresowy (NaCl) oceniano na podstawie: procentu kietkowania nasion
oraz pojawiania si¢ pedu (ang. seedling emergance), dtugosci oraz zawartosci suchej masy
pedow i korzeni, a takze integralnosci blon komoérkowych (metoda wycieku elektrolitow),
zawarto$ci proliny, aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych, zawartosci zwigzkow
fenolowych 1 zawartosci barwnikow fotosyntetycznych. W opisywanych w publikacji
badaniach obserwowano spadek procentu kielkowania nasion do poziomu 78-87,5 % w
warunkach najsilniejszego stresu zasolenia (200 mM) u trzech badanych genotypoéw (Derek,
K12 i Krab). Z kolei, stres generowany przez takie stezenie NaCl, powodowat istotny spadek
procentu pojawiania si¢ pedu u wszystkich badanych genotypow lgdZzwianu siewnego.
Niemniej jednak u odmiany Krab pedy pojawiaty si¢ na prawie 60% nasion, podczas gdy u
pozostatych badanych genotypéw na ponizej 40% nasion. Pedy i korzenie siewek ledzwianu
byly istotnie krotsze w warunkach zasolenia w porownaniu do warunkéw kontrolnych (Ryc.
2). Jednakze korzenie lgdzwianu ulegaty silniejszemu skroceniu niz pedy, chociaz rdznice te
zacieraly si¢ przy 200 mM NaCl (Ryc. 2). Bardzo staby wzrost pedu i korzenia przy
najwyzszym zastosowanym stezeniu soli uniemozliwil przeprowadzenie pozostatych analiz
na tym materiale, dlatego pozostate wyniki dotycza siewek ze st¢zenia 50 i 100 mM NaCl.

Derek Krab
\v
v g
’ ~N
: | K12
D4 N /
| ,! ‘\P
"‘, " /A
g ¥ J 9 ’ A
pefi e A
0 50 100 200 O 50 100 200
mM NaCl mM NaCl

Ryc. 2. Morfologia pedoéw i korzeni siewek L. sativus: Derek, Krab, D4, K12 w zaleznosci od
stezenia NaCl w pozywce.
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Procentowa zawarto$¢ suchej masy w pedach i1 korzeniach badanych genotypdw nie zmieniata
si¢ w warunkach zasolenia wzgledem kontroli, z wyjatkiem korzeni odm. Krab i mutanta D4
na pozywce z dodatkiem 100 mM NacCl, gdzie istotnie wzrastata. Z kolei ocena integralno$ci
bton plazmatycznych, metoda wycieku elektrolitow, wykazala, Zze nastgpowato uszkodzenie
bton wraz ze wzrastajagcym zasoleniem pozywek (nastgpowal wzrost wycieku elektrolitow).
Co ciekawe, wyciek elektrolitu byl wiekszy w pedach, niz korzeniach. W opisywanych
badaniach wzrost akumulacji proliny w roslinach l¢dZzwianu odnotowano glownie w
korzeniach siewek z pozywki zawierajacej wyzsze stezenie NaCl (100 mM). W korzeniach
siewek Derek, Krab i K12 zaobserwowano dwu-, a nawet trzykrotny wzrost zawartoSci
proliny. W celu sprawdzenia dziatania systemu antyoksydacyjnego badano aktywnos$é
peorksydazy gwajakolowej (POD) oraz katalazy (CAT), a takze zawarto$¢ zwigzkoéw
fenolowych. Istotny wzrost aktywnosci POD wystgpil, zarowno w warunkach niskiego (50
mM NacCl), jak i umiarkowanego (100 mM NaCl) stresu zasolenia, jedynie w korzeniach
mutanta K12 i jego formy rodzicielskiej - odmiany Krab. Odnotowano rowniez, ze aktywnos¢
tego enzymu byta kilkukrotnie wigksza w korzeniach niz w pedach przy tym samym poziomie
stresu. Z Kkolei, istotny wzrost aktywnosci CAT w warunkach stresu (szczegolnie
indukowanego 100 mM NaCl) obserwowano w korzeniach Derek, Krab i D4. Natomiast w
pedach tych samych genotypow aktywno$¢ katalazy nie zmieniala si¢ w stosunku do kontroli,
a w pedach mutanta K12 spadata. Analiza zawartosci fenoli wykazata, ze ogdlna ich
zawarto$¢ wzrastala istotnie w korzeniach wszystkich badanych genotypow, zaréwno na
pozywkach zawierajacych 50 mM jak i 100 mM NaCl. Natomiast, zastosowane st¢zenia NaCl
nie powodowaly zmian zawarto$¢ tych zwiazkéw w pedach. Z kolei, stres zasolenia
indukowany 50 i 100 mM NaCl, nie wptynat na zawarto$¢ chlorofili (Chl a+b, Chl a, Chl b) i
karotenoidow we wszystkich badanych genotypach ledZzwianu.

W trzeciej pracy (Piwowarczyk i in. 2017) reakcj¢ siewek ledzwianu na stres osmotyczny
(generowany przez PEG) oceniano na podstawie parametrow biometrycznych (dtugosci oraz
zawarto$ci suchej masy pedow 1 korzeni), stopnia uszkodzenia blon plazmatycznych,
aktywnosci katalazy 1 peroksydazy gwajakolowej, zawartosci zwigzkow fenolowych ogdtem i
antocyjanow oraz zawartosci barwnikow fotosyntetycznych. W opisywanych w pracy
badaniach tylko najwyzsze stezenie PEG (11 mM) powodowato u obu odmian ograniczenie
wzrostu pedow (o ok. 40%), a korzeni o ok. 30% u odmiany 'Krab' i ok. 70% u odmiany
'Derek’ (Ryc. 3). Natomiast zawarto$¢ suchej masy zwigkszata si¢ w korzeniach i pedach wraz
ze wzrostem stresu osmotycznego u obu odmian. U obu odmian lgdZwianu siewnego
zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci POD w pedach w warunkach imitowanej suszy.
Natomiast wzrost aktywnosci POD w korzeniach zwigzany byt ze stezeniem PEG, u odmiany
Derek na pozywce z 11 mM, a u odmiany Krab z 5,5 mM. Natomiast, stres osmotyczny, bez
wzgledu na poziom, stymulowat aktywnos¢ CAT w korzeniach odmiany Derek. Podczas gdy
w korzeniach odmiany Krab aktywno$¢ CAT podnosita si¢ tylko w warunkach najsilniejszego
zastosowanego stezenia PEG. Z kolei, w pedach, tylko najwyzsze stezenie PEG indukowato
zmiany aktywno$ci CAT, u odmiany Derek obnizajac, a u odmiany Krab zwigkszajac ja. W
przypadku zawarto$ci fenoli, w siewkach odmiany Krab wraz ze wzrostem poziomu stresu
osmotycznego zwickszala si¢ akumulacja fenoli. Natomiast, u odmiany Derek zawarto$¢
fenoli nie zmieniata si¢ istotnie w siewkach poddanych stresowi w poréwnaniu z kontrola. Z
kolei, w przypadku zawartoSci antocyjan, jedynie pedy siewek odmiany Krab rosngce na
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pozywce z najwyzszg dawka PEG akumulowaly antocyjany w podwyzszonym stezeniu.
Zawartos¢ proliny zwigkszala si¢ w stosunku do kontroli tylko w pedach siewek obu odmian
z pozywki zawierajacej 11 mM PEG. Stres osmotyczny nie powodowat istotnie wigkszego
wycieku elektrolitow z komodrek pedoéw i korzeni obu odmian ledzwianu. Stwierdzono
natomiast istotne zmniejszenie wycieku jonéow w siewkach odmiany Krab rosngcych na
pozywce o najwyzszym stezeniu PEG. Co ciekawe, w siewkach odmiany Krab obserwowano
takze tendencje¢ wzrostowg zawartosci chlorofili.

mM PEG mM PEG

Ryc. 3. Morfologia pedow i korzeni siewek L. sativus: Derek i Krab, D4, K12 w zaleznosci od
stezenia PEG w pozywce.

W czwartej publikacji (Tokarz i in. 2020) aby oceni¢ réznic¢ w odpowiedzi siewek
ledzwianu siewnego na stres osmotyczny i chemiczny (jonowy) generowany tym samym
potencjatem osmotycznym pozywki przeprowadzono analizy procentu kietkowania nasion
oraz pojawiania si¢ pedu, dlugosci oraz $wiezej i suchej masy pedow i korzeni, zawartoSci
kationow Na® i K', poziomu peroksydacji lipidow (zawarto$é aldehydu dimalonowego -
MDA), zawarto$ci barwnikow fotosyntetycznych, zawartosci cukrow rozpuszczalnych i
nierozpuszczalnych, zawartosci kwasu p-N-oxalyl-L-o-p-diaminopropionowego (f-ODAP),
zawartosci proliny, aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, zawartosci zwiazkéw
fenolowych oraz catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (metoda FRAP ang. ferric reducing
antioxidant power). W opisywanych w pracy badaniach nie zaobserwowano istotnych réznic
w kielkowaniu nasion lgdZzwianu Siewnego na pozywkach 0 tym samym potencjale
osmotycznym generowanym przez rozne stresory (NaCl i PEG). Istotny spadek procentu
kietkowania odnotowano tylko na wyzszym zastosowanym stezeniu NaCl (150 mM), do
73,3% i PEG (22 mM), do 80%. Mimo ze, procent pojawiania si¢ pedu byt nizszy (0 10 do
ponad 30%), w stosunku do procentu kietkujacych nasion, rowniez dla tego parametru nie
stwierdzono istotnych réznic pomiedzy stresem wywotanym przez NaCl i PEG. Z kolei
wzrost pedow byt silniej hamowany przez warunki stymulujace susz¢ niz zasolenie. Dtugo$¢
pedow byta zredukowana na pozywkach z oboma stezeniami PEG, a takze na pozywce z
wyzszym ste¢zeniem NaCl (150 mM) (Ryc. 4). Z Kolei, dtugosé¢ i swieza masa korzeni ulegta
zmniejszeniu zarowno na pozywce z NaCl, jak 1 PEG; nie zaobserwowano jednak réznic
pomiedzy odpowiednimi st¢zeniami NaCl i PEG (Ryc. 4). Oba stresory zmniejszyly $rednig
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suchg mas¢ pedoéw 1 korzeni. Jednak ocena zawartosci suchej masy w odniesieniu do §wiezej
masy organow wykazata przeciwny kierunek zmian. Zasolenie, generowane przez NacCl, nie
zmienilo procentowej zawartosci suchej masy w pedach, ale zwigkszylo procentowa
zawarto$¢ suchej masy korzeni. Natomiast stres generowany przez PEG zwigkszal
procentowa zawarto$¢ suchej masy zard6wno w pedach jak i korzeniach. Ponadto stwierdzono
istotnie wigkszg zawarto$¢ suchej masy zarowno w pedach jak 1 korzeniach siewek
poddanych stresowi wywotanemu przez PEG w poréwnaniu do stresu wywotanego przez
NaCl.

ntrol' 100 150 175 22.0
mM NaCl mM PEG

Ryc. 4. Morfologia pedow i korzeni siewek L. sativus odm. Krab w zalezno$ci od st¢zenia
NaCl i PEG w pozywce.

W 14-dniowych siewkach ledzwianu siewnego traktowanych NaCl, zawarto$¢ jonow K* nie
zmieniala si¢ w pedach, natomiast zmniejszata si¢ istotnie w korzeniach. Z kolei akumulacja
jonéw sodu zwigkszala si¢ stopniowo wraz ze wzrostem stg¢zenia NaCl w pozywce, zarowno
w pedach, jak i korzeniach. W ten sam sposob zmieniat si¢ stosunek Na'/K*. W opisywanych
badaniach zawarto§¢ MDA pozostawala do$¢ stabilna w obu organach (pedy i korzenie) 1 w
obu stresach (zasolenie i susza). W pedach ledzwianu siewnego zawarto$¢ barwnikow
fotosyntetycznych zmniejszata si¢ zarowno w warunkach stresu wywotanego NaCl, jak i1
PEG. Niemniej jednak, istotnie wigkszy spadek barwnikow obserwowano w warunkach suszy
niz zasolenia. W przypadku zawarto$ci cukrow obserwowano istotny wzrost zawartosci
cukrow rozpuszczalnych w pedach ledZwianu siewnego rosngcego w warunkach stresu
indukowanego PEG oraz na pozywkach z wyzsza zawarto$cig NaCl. Natomiast, w korzeniach
akumulacja cukrow rozpuszczalnych wzrastata tylko przy wyzszym stezeniu PEG, a malata
przy nizszym ste¢zeniu NaCl. Z kolei akumulacja nierozpuszczalnych cukréw w pedach
nasilata si¢ w obu stresach i byla wieksza w pedach poddanych stresowi PEG niz NaCl.
Natomiast, w korzeniach zwigkszona akumulacja nierozpuszczalnych cukrow wystapita tylko
w przypadku wyzszego stgzenia NaCl. Stosunek cukrow rozpuszczalnych do
nierozpuszczalnych zmniejszat si¢ w pedach w obu warunkach stresowych, natomiast w
korzeniach wzrastal przy wyzszym stezeniu PEG, a zmniejszal si¢ przy nizszym stezeniu
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NaCl. Ponadto stosunek ten byl wyzszy w warunkach symulujacych susz¢ niz w obecnosci
NaCl. W przypadku zawarto$ci neurotoksyny ODAP, odnotowano istotny wzrost akumulacji
tego zwigzku zaré6wno w pedach, jak i korzeniach pod wptywem stresu PEG. Ponadto,
poziom akumulacji ODAP w tych warunkach byt istotnie wyzszy niz w odpowiadajacych im
warunkach zasolenia, z wyjatkiem wyzszego stezenia NaCl, ktore powodowato istotny wzrost
ODAP w korzeniach. Z kolei akumulacja proliny zwickszata si¢ w pedach jak i korzeniach
siewek ledzwianu siewnego zarowno w warunkach imitujgcych susze jak i zasolenie.
Jednakze wzrost zawartosci proliny byt istotnie wyzszy w siewkach eksponowanych na stres
indukowany przez PEG niz przez NaCl. Ponadto, w opisywanych badaniach aktywno$¢ POD
wzrosta zarowno w pedach, jak i korzeniach w warunkach stresowych. Wzrost ten byt
wigkszy w pedach wystawionych na stres indukowany PEG, a w korzeniach na stres
indukowany NaCl. Z kolei, pedy ledzwianu siewnego wykazywaly intensywng aktywnosc¢
katalazy tylko przy wyzszym stezeniu PEG, a korzenie na pozywkach z wyzszymi stezeniami
NaCl i PEG. W przypadku zwigzkéow fenolowych, odnotowano wzrost ich zawartosci W
korzeniach roslin eksponowanych na NaCl, zwlaszcza w nizszym stezeniu, w porownaniu do
kontroli ale takze do stresu indukowanego przez PEG. W pedach obserwowano podobny
wzrost zawarto$ci zwigzkow fenolowych w stosunku do kontroli, zarbwno w warunkach
imitujacych susze jak i zasolenie. Co ciekawe, analiza catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej
siewek wykazala jej wzrost jedynie w Kkorzeniach, zwlaszcza w warunkach stresu
indukowanego przez NaCl.

Omowienie wynikow

Pierwszym etapem cyklu zyciowego roslin, najbardziej wrazliwym na pojawiajacy si¢
stres, gtownie abiotyczny, jest kietkowanie. Kielkowanie jest bardzo ztozonym procesem,
podczas ktérego nasiona muszg szybko przejs¢ ze stanu uspienia do przyspieszonej
aktywnosci metabolicznej, aby umozliwi¢ pojawienie si¢ korzonka zarodkowego [Nonogaki i
in. 2010]. Proces ten rozpoczyna si¢ imbibicja, czyli szybkim pobieraniem wody, az do
momentu catkowitego uwodnienia wszystkich sktadnikow komoérki 1 reaktywacja
metabolizmu, umozliwiajac dalsze etapy kietkowania [Rajjou i in. 2012]. Dlatego warunki
srodowiskowe ograniczajagce dostepnos¢ wody, takie jak susza, zasolenie czy mrozowe
temperatury, negatywnie wptywaja na ten kluczowy dla roslin proces [Verslues i in. 2006]. W
przypadku ledZzwianu siewnego procent kietkujacych nasion spadal w warunkach stresu
zasolenia przekraczajacego poziom 150 mM NaCl (Piwowarczyk i in. 2016, Tokarz i in.
2020) oraz w warunkach stresu osmotycznego generowanego przez PEG w stgzeniu 22 mM
(Tokarz i in. 2020) do poziomu migdzy 73 a 92%. Negatywny wptyw suszy i zasolenia na
kietkowanie wynika przede wszystkim z niskiego potencjalu osmotycznego roztworu
glebowego, a w przypadku zasolenia takze z toksycznego dziatania jonéw Na® i CI [Tester i
Davenport 2003]. Desykacja nasion po wejsciu w stan spoczynku, a nastgpnie zmiany
zwigzane z rehydracjg nasion podczas imbibicji, generuja wolne rodniki 1 uszkadzaja
sktadniki komoérkowe. Po fazie rehydratacji nasiona syntetyzujg enzymy zwigzane z naprawg
i redukcja uszkodzen komorkowych [Nonogaki i in. 2010]. Trudnosci w pobieraniu wody,
wynikajace z osmotycznego oddziatywania, moga prowadzi¢ do niedostatecznego uwodnienia
biatek i obnizenia aktywnosci enzyméw [Mer i in. 2000], na ktore jony sodu moga wywierac
dodatkowy negatywny wplyw [Nonogaki i in. 2010]. Niektorzy autorzy sugeruja, ze zdolnos¢
kietkowania nasion w warunkach stresu moze odzwierciedla¢ pdzniejszy wzrost siewek, a
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nastepnie plon ro$lin [Petrovi¢ i in. 2016], stad poza kietkowaniem — rozumianych jako
pojawienie si¢ korzonka zarodkowego, opisuje si¢ czgsto etap pojawienia si¢ pedu (ang.
seedling emergance). Ponadto obserwuje si¢, ze zarbwno zasolenie, jak i susza majg bardziej
negatywny wplyw na wzrost hipokotyla niz korzenia zarodkowego [Mokhberdoran i in.
2009], gdyz etap wzrostu pedu po kietkowaniu rozpoczyna si¢ intensywnymi podziatami
komorkowymi, ktére sg bardzo wrazliwe na deficyt wody [Nonogaki i in. 2010]. Dodatkowo
niedostateczne uwodnienie tkanek moze hamowac¢ mobilizacj¢ zwigzkow zapasowych liscieni
do rosngcego pedu, co ogranicza jego rozwoj [MurilloAmador i in. 2002]. W wielu badaniach
prowadzonych na roslinach stragczkowych obserwowano znacznie wigkszg wrazliwo$¢ roslin
na stres na etapie pojawiania si¢ pedu niz pojawiania si¢ korzonka [Al-Mutawa 2003; Dash i
Panda 2001; Esechie i in. 2002; Kaya i in. 2008; Murillo-Amador i in. 2002; Okcu i in. 2005].
Takze w przypadku lgdzwianu siewnego odnotowano znacznie wigkszy spadek procentu
pojawiania si¢ pedu, zarowno w warunkach imitujacych zasolenie (w zalezno$ci od genotypu
i poziomu stresu do 28-63%) (Piwowarczyk i in. 2016, Tokarz i in. 2020) jak i w warunkach
imitujacych susze (do 47-68% w zalezno$ci od poziomu stresu) (Tokarz i in. 2020). Co
ciekawe bezposrednie porownanie oddzialywania stresu zasolenia (a wiec polaczonego stresu
chemicznego i osmotycznego) i stresu suszy (Stresu osmotycznego) wykazato w przypadku
ledzwianu siewnego brak rdznic w procencie kietkowania nasion i pojawiania si¢ pedu
(Tokarz i in. 2020). Moze to sugerowac, ze obserwowana reakcja roslin jest reakcjg na stres
osmotyczny, a nie chemiczny. Mimo tego, ze dzielagce si¢ komorki powinny by¢ bardziej
wrazliwe na niekorzystne proporcje jonow (stres zasolenia), ze wzgledu na brak dobrze
rozwini¢tej wakuoli, do ktorej moglyby by¢ odprowadzane szkodliwe jony [Alam i in. 2002].

Kolejnym z bardziej widocznych objawow stresu zwigzanego z niedoborem wody jest
ostabienie wzrostu. Wynika to przede wszystkim ze spadku trugoru, prowadzacego do
zahamowania wydtuzania si¢ komorek, a takze z utrudnionej absorpcji wody i sktadnikoéw
pokarmowych z powodu obnizenia potencjatu wodnego pozywki [Manchanda i Garg 2008;
Jaleel i in. 2009]. Wzrost ograniczany jest rowniez W Wyniku zaburzen w procesie
fotosyntezy a tym samym produkcji weglowodanoéw [Farooq i in. 2009]. Co wigcej rosliny,
wykorzystujac dostepny wegiel do syntezy osmolitow, dodatkowo zmniejszaja swoja biomase
[Queirds i in. 2007]. Jednakowoz, wolniejsze tempo wzrostu jest cechg adaptacyjng roslin
pozwalajaca przetrwac stres, a zwigkszona tolerancja na niedobor wody czgsto okazuje si¢
by¢ odwrotnie proporcjonalna do tempa wzrostu [Queirés i in. 2007]. Istnieje szereg
doniesien wskazujacych, ze susza i zasolenie ograniczata wzrost roslin stragczkowych [Okcu i
in. 2005; Zeid i Shedeed 2006; Jiang i in. 2013]. W opisywanych badaniach, zastosowane
warunki stresowe, zarOwno susza jak 1 zasolenie, ograniczaly wzrost 1 rozwdj roéznych
genotypéw (odmian, mutantéw i linii) rodzaju Lathyrus (Piwowarczyk i in. 2014,
Piwowarczyk i in. 2016, Piwowarczyk i in. 2017, Tokarz i in. 2020). Pierwsze badania
przesiewowe genotypow z rodzaju Lathyrus wykazaty, ze po 4 tygodniach kultury na
pozywkach z dodatkiem PEG nastepowato obniZenia tempa namnazania pedow oraz spadek
ich wigoru. Co ciekawe nie obserwowano wyraznych réznic w tych parametrach migdzy
badanymi genotypami (Piwowarczyk i in. 2014). Kolejne badania, prowadzone na 14
dniowych siewkach, wykazaty zahamowanie wzrostu pedow 1 korzeni, odmian i mutantéw
ledzwianu siewnego, zarowno w warunkach stresu generowanego przez NaCl, powyzej
stezenia 100 mM, jak 1 stresu generowanego przez PEG, powyzej stezenia 11mM
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(Piwowarczyk i in. 2016, Piwowarczyk i in. 2017, Tokarz i in. 2020). Bezposrednie
porownanie odpowiedzi ledzwianu siewnego na stres chemiczny i 0Smotyczny, generowany
przez ten sam potencjat osmotyczny pozywki (Tokarz i in. 2020), potwierdzilo obserwacje
innych autorow, ktorzy donosili o silniejszym hamowaniu wzrostu organéw pod wplywem
stresu imitujgcego susze niz zasolenie [Petrovi¢ i in. 2016, Okcu i in. 2005; Shitole i in. 2012;
Kaydan i Yagmur 2008]. Wedlug Munns [2002] szkodliwe skutki stresu zasolenia obejmujg
przede wszystkim stres osmotyczny, a stres chemiczny dopiero po kilku dniach, wynikajacy z
akumulacji szkodliwych jonoéw. Jednym z najwazniejszych przystosowan roslin do niedoboru
wody jest regulacja osmotyczna [Blum 2017; Turner 2018; Zivcak i in. 2016; Munns i in.
2020]. Regulacja osmotyczna, polegajaca na gromadzeniu organicznych i nieorganicznych
zwigzkow rozpuszczalnych w wodzie, ma do spetienia dwie gldwne role: osmoregulacje i
osmoprotekcje [Blum 2017; Zivcak i1 in. 2016]. Osmoregulacja polega na gromadzeniu
zwigzkdéw osmotycznie czynnych w celu obnizenia potencjatu osmotycznego i utrzymania
turgoru komorkowego niezbednego do prawidlowego przebiegu wielu procesow
fizjologicznych [Zivcak i in. 2016]. Ponadto, w stresie zasolenia proces ten moze byc¢
zwigzany albo z calkowitym wylaczeniem toksycznych jondéw sodu i chloru, albo ich
akumulacjg, ale tylko do poziomu nietoksycznego dla komoérek [Munns i in. 2020].
Opisywane w czwartej publikacji (Tokarz i in. 2020) wyniki wskazuja, Ze stres zasolenia jest
mniej szkodliwy dla wzrostu siewek ledzwianu siewnego niz stres suszy. Jednym z
mozliwych wyjasnien jest obnizenie potencjalu osmotycznego korzeni, spowodowane
akumulacjg jonéw Na’, co pozwala roélinom na bardziej efektywne pobieranie wody i
kontynuowanie niezahamowanego wzrostu [Alam i in. 2002]. Wysoka zawarto$é jonow Na”,
zard6wno w korzeniach, jak i pedach badanych siewek ledZwianu siewnego, wskazywata na to,
ze parametr ten sterowal efektywnym wzrostem siewek w warunkach zasolenia. Takiego
efektu nie zaobserwowano w przypadku PEG 6000, poniewaz jego duza masa czasteczkowa
nie pozwala na jego transport przez pory Sciany komorkowej i do protoplastu [Verslues i in.
2006]. W efekcie woda jest pobierana nie tylko z protoplastu, ale rowniez ze Sciany
komorkowej powodujac cytoryze (kurczenie si¢ calej komorki wraz ze §ciang komorkowy), a
nie plazmolize, co obserwuje si¢ w przypadku suszy w warunkach naturalnych [Verslues i in.
2006].

Rosliny uprawne reaguja na stres zasolenia lub suszy zmianami zawarto$ci suchej
masy [Okcu i in. 2005, Munns 2005, Eziz i in. 2017], ktéra jest uwazana za jeden z
kluczowych wskaznikow w ocenie tolerancji ro$lin na stres abiotyczny [Munns 2005].
Produkcja suchej masy u ro$lin jest wynikiem ztozonego procesu fizjologicznego, ktérego
gléwnym substratem sg weglowodany. Ich synteza zachodzi przede wszystkim podczas
fotosyntezy, ale takze w cyklach alternatywnych, takich jak glukoneogeneza [Hossain i in.
2009, Farooq i in. 2009]. Zaburzenia fotosyntezy wynikajace ze stresu 0smotycznego i
chemicznego znacznie uposledzaja produkcje asymilatow 1 ich dystrybucje w roslinie. Czesto
glownymi organami wykorzystujagcymi cukry z produkcji pierwotnej 1 wtornej sg korzenie, w
ktérych wytwarzane sa zwigzki osmotycznie czynne zmieniajace potencjal wodny komoérek w
celu utrzymania pobierania wody ze $rodowiska [Eziz i in. 2017, Farooq i in. 2009]. Stad
wzrost zawarto$ci suchej masy jest czesto traktowany jako cecha typowa dla roslin
tolerancyjnych na stres osmotyczny i chemiczny [Jaleel i in. 2009]. Zaburzenia metabolizmu
weglowodanow w warunkach stresu mogg prowadzi¢ do ujemnego bilansu wegla, o ile
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jednoczesnie nie nastgpi ograniczenie wzrostu [Farooq i in. 2009]. W przypadku ledzwianu
siewnego obserwowano wzrost zawartosci suchej masy w pedach i korzeniach w warunkach
imitujacych susze¢ generowanych przez PEG w stezeniu réwnym i wigkszym 5,5 mM
(Piwowarczyk i in. 2014, Piwowarczyk i in. 2017, Tokarz i in. 2020). W przypadku stresu
zasolenia, zawarto$¢ suchej masy wzrastala jedynie w korzeniach polskich odmian lgdzwianu,
na pozywkach zawierajagcych 100 i 150 mM NaCl (Piwowarczyk i in. 2016, Tokarz i in.
2020). Takze bezposrednie porownanie stresu zasolenia i suszy (Tokarz i in. 2020) wykazato
znaczny wzrost zawartosci suchej masy w siewkach z pozywek z PEG w stosunku do siewek
z pozywek z odpowiadajgcymi stezeniami NaCl. Jednoczesnie, siewki te wykazywatly
silniejsze zahamowanie wzrostu pedow i korzeni w stosunku do kontroli, a takze wzrostu
pedow w stosunku do odpowiednich stgzen NaCl. Mniejszy wzrost zawartosci suchej masy w
siewkach rosnacych w warunkach zasolenia potwierdza posrednio role jonow Na® jako
osmoregulatoréw. Ponadto, do syntezy 1 mola osmolitu roslina potrzebuje znacznie wigcej
czasteczek ATP niz do zgromadzenia 1 mola NaCl, a synteza ATP odbywa si¢ kosztem
wzrostu rosliny [Munns 2011, Munns i in. 2020].

Inng cecha $wiadczaca o podwyzszonej tolerancji na stres jest zdolno$¢ komorek do
utrzymania integralnosci blon plazmatycznych [Talukdar 2011]. W badaniach nad
odpowiedzig roslin na rdézne warunki stresowe w celu oceny integralnosci blon
plazmatycznych stosuje si¢ najczgsciej dwie metody: analiz¢ wycieku jondow/elektrolitow
[Jambunathan 2010] oraz oceng stopnia peroksydacji lipidow [Nxele i in. 2017]. Nienasycone
lipidy btonowe komorek roslinnych sg atakowane przez reaktywne formy tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS) generowane podczas stresu i prowadzace do utleniania lipidow
(peroksydacji) [Davey i in. 2005]. Peroksydacja powoduje rozpad nienasyconych lipidow
skutkujacy m.in. powstaniem aldehydu malonylowego (MDA) [Davey i in. 2005].
Zwigkszone nagromadzenie MDA $wiadczy o intensywnej peroksydacji lipidow i jest czgsto
interpretowane jako objaw uposledzonej aktywnosci uktadu antyoksydacyjnego [Sahin i in.
2018]. Dodatkowo, w przypadku stresu zasolenia zmiany w przepuszczalnosci blon
komorkowych beda zwiazane z rownowaga jonowa komorki. Pewne stezenia jonow K i ca®*
sa wymagane do utrzymania bton w stanie nienaruszonym. Przy wysokich stezeniach jony
Na® moga zastgpowaé jony Ca®* wystepujace w blonie powodujagc zmiang jej
przepuszczalnoéci i wyciek jonow K* [Ashraf 2004; Ashraf i Ali 2008]. W siewkach
ledZwianu siewnego odnotowano zwigkszony wyciek elektrolitow w pedach i korzeniach w
warunkach stresu zasolenia (Piwowarczyk i in. 2016) zaréwno u badanych odmian (Derek i
Krab) jak i ich mutantow (D4 i K12). Talukdar [2013] zaobserwowat, ze u linii ledzwianu
siewnego, tolerancyjnych na zasolenie, wyciek elektrolitu zwigkszat si¢ we wczesnych fazach
wzrostu (rosliny 35-dniowe), a pozniej (rosliny 50- i 80-dniowe) pozostawal na poziomie
ros$lin z warunkéw kontrolnych. Mozna wiec przyjaé, ze badane ro$liny (14 dniowe) w
momencie pomiaru mogty znajdowaé si¢ w okresie przystosowania do stresu zasolenia.
Natomiast, w przypadku stresu osmotycznego generowanego przez 5.5 oraz 11 mM PEG,
siewki (zardwno pedy jak i korzenie) polskich odmian lgdZwianu siewnego nie wykazywatly
zwigkszonego wycieku elektrolitow (Piwowarczyk i in. 2017). Co ciekawe, w siewkach
odmiany Krab obserwowano spadek wycieku elektrolitow co moze $wiadczy¢ o zdolnosci do
szybkiej odbudowy blon plazmatycznych w celu zwigkszenia ich integralnosci i moze by¢
jednym z kluczowych proceséw aklimatyzacji do pojawiajacego sie stresu (Piwowarczyk i
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in. 2017). Z kolei, analiza zawartosci MDA, w badaniach poréwnujacych bezposrednio stres
suszy i zasolenia (Tokarz i in. 2020), wykazata, ze stezenie MDA pozostawalo dos¢ stabilne
w obu organach (pedy i korzenie) i w obu stresach (zasolenie i susza). Wskazywato to albo na
efektywne zmiatanie wolnych rodnikéw przez system antyoksydacyjny, albo na zapobieganie
ich produkcji.

Przetrwanie roslin rosngcych w warunkach deficytu wody zalezy od mechanizmu
regulacji osmotycznej. Do zwigzkow osmotycznie czynnych nalezg cukry (gldwnie sacharoza
i fruktoza), alkohole cukrowe (glicerol, mannitol, sorbitol), aminokwasy (glicyna, prolina) i
inne [Hasegawa i in. 2000]. Rola proliny i mechanizm jej dziatania nic sg jasne. Przez lata
prolina byta traktowana jako substancja osmotycznie aktywna, odpowiedzialna za szybkie i
efektywne obnizenie potencjatu wodnego komorki [Verbruggen i Hermans 2008]. Wiele
badan wskazuje jednak na jej marginalng rolg w regulacji osmotycznej komorki [Aleksza i in.
2017, Bertazzini i in. 2018]. Wydaje si¢, ze w warunkach stresowych mechanizm dziatania
proliny zwigzany jest glownie z ochrong enzyméw i bton komoédrkowych. Dzigki swoim
wiasciwosciom kosmotropowym prolina chroni kluczowe enzymy przed zmianami
konformacyjnymi wywotanymi odwodnieniem w warunkach stresu osmotycznego i/lub
solnego. Dodatkowo, posrednio zmniejsza skutki stresu oksydacyjnego poprzez ochrong
enzymow antyoksydacyjnych przed denaturacjg [Forlani i in. 2019]. W ledzwianie siewnym
obserwowano wzrost zawartosci proliny w pedach i korzeniach réznych genotypow, w stresie
imitujacym susze, zwlaszcza generowang przez wyzsze stezenia PEG (powyzej 11 mM)
(Piwowarczyk i in. 2014, Piwowarczyk i in. 2017, Tokarz i in. 2020). Z kolei zasolenie
powodowato zwigkszong akumulacje proliny gltéwnie w korzeniach badanych obiektéw
(Piwowarczyk i in. 2016, Tokarz i in. 2020). Wicksza akumulacja proliny w pedach i
korzeniach siewek ledzwianu siewnego w warunkach stresu indukowanego PEG wskazuje na
jej wicksze znaczenie w aklimatyzacji ledzwianu Siewnego do stresu osmotycznego niz
chemicznego.

W warunkach stresowych do regulacji osmotycznej wykorzystywane sg 1 gromadzone
m.in. weglowodany [Blum 2017, Turner 2018]. W publikacji Tokarz i in. (2020)
analizowano akumulacj¢ cukréw rozpuszczalnych 1 nierozpuszczalnych, obserwujac wzrost
zawartosci cukrow rozpuszczalnych w pedach ledzwianu rosngcego w warunkach stresu
indukowanego przez PEG oraz przez wyzsze stgzenie NaCl. Z kolei, tempo wzrostu pedow i
nizsza zawarto$¢ cukrow rozpuszczalnych w pedach w przypadku nizszego poziomu
zasolenia sugeruje, ze w regulacji osmotycznej u tych ro$lin uczestniczyly inne zwiazki lub
jony. Wzrost zawartosci cukrow rozpuszczalnych w korzeniach byt nieco wyzszy na pozywce
z PEG niz NaCl. Z kolei, istotny wzrost zawarto$ci cukréw nierozpuszczalnych i brak zmian
w stosunku cukrow rozpuszczalnych do nierozpuszczalnych zaobserwowano w korzeniach na
pozywce z wyzszym stezeniem NaCl, co moze wskazywa¢ na efektywna regulacje
osmotyczng przez Na' (Tokarz i in. 2020). Ponadto, wzrost zawartosci cukrow
nierozpuszczalnych wskazywat na wzrost zawartosci innych polisacharydow, np. budujacych
$ciang komorkows, ktore moga dziata¢ jako zmiatacze wolnych rodnikéw [Byrt i in. 2018]
lub regulowaé¢ wzrost komorek [An i in. 2014]. Regulacja osmotyczna pelni réwniez rolg
ochronng (osmoprotekcyjng) poprzez gromadzenie zwigzkow stabilizujacych biatka,
zwlaszcza enzymy, lub uczestniczacych w zmiataniu nowo powstatych wolnych rodnikow,
chronigc w ten sposob integralno$¢ btony plazmatycznej [Wani i in. 2013, Couée i in. 2006].
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Cukry proste, wraz z hormonami ro$linnymi, tworza w ro$linach sie¢ sygnatowag
uczestniczacg nie tylko w cyklu komérkowym i podziatach komorkowych, ale takze
umozliwiajaca odpowiedz roslin na pojawiajace si¢ stresy. Ponadto uwaza si¢, ze cukry
odgrywaja wazng rol¢ w zmiataniu rodnikoéw hydroksylowych (OH) poprzez reakcj¢ Fentona
w obecnosci jonow Fe?* [Matros i in. 2015]. Niezaleznie od wybranej strategii, w korzeniach
ledzwianu obserwowano skuteczng ochron¢ przed negatywnymi skutkami zaréwno stresu
jonowego, jak i osmotycznego (Tokarz i in. 2020).

Niektore badania sugeruja, ze zmiany zawarto$ci neurotoksyny ODAP, pod wptywem
stresow srodowiskowych, wskazuja, ze moze ona odgrywac istotng role w odpowiedzi roslin
na stres abiotyczny [Haque i in. 2011, Jiao i in. 2011, Xiong i in. 2006, Zhang i in. 2005,
Xiong i in. 2016]. Stres suszy, najczgsciej indukowany przez PEG, zwigkszal zawartos¢
ODAP w rdéznych organach i tkankach [Haque i in. 2011, Xiong i in. 2006]. W stresie
zasolenia obserwowano wigksza zmienno$¢ w zawartosci ODAP. Zawartos¢ ODAP
zmniejszata si¢ przy nizszych stezeniach NaCl (ponizej 0,4%), ale wzrastala przy wyzszych
(powyzej 0,4%) [Haque i in. 2006]. W opisywanych w publikacji Tokarz i in. (2020)
badaniach rowniez obserwowano wigksza akumulacje ODAP zaré6wno w pedach, jak i
korzeniach siewek lgdzwianu siewnego pod wptywem stresu indukowanego PEG. Ponadto,
stres zasolenia nie zmniejszat zawarto§ci ODAP ani w pegdach, ani w korzeniach, a takze nie
zmienial jej lub zwickszat w korzeniach pod wptywem wyzszego stezenia NaCl. Uwaza sie,
ze ODAP, jako rozpuszczalny aminokwas niebialkowy, moze dziala¢ jako osmoregulator
[Byrtiin. 2018, Zhang i in. 2005], a nawet jako zmiatacz wolnych rodnikéw hydroksylowych
(OH) [Zhou i in. 2001].

Wrazliwo$¢ roslin na warunki stresowe bardzo czegsto oceniana jest takze poprzez
analize zawartosci barwnikow fotosyntetycznych, pozwalajaca na wstgpng oceng stanu
aparatu fotosyntetycznego [Munns 2011]. Spadek zawarto$ci barwnikoéw fotosyntetycznych w
warunkach niedoboru wody, zaréwno w wyniku suszy, jak i zasolenia, wynika przede
wszystkim z zaburzen w ich syntezie [Dalal i Tripathy 2012, Phung i in. 2011]. W syntezie
barwnikow ro$linnych bierze udziat szereg enzyméw [Beale 1999]. Badania wskazuja, ze
zarowno susza jak i zasolenie zmniejszajg zawarto$¢ kwasu S-aminolewulinowego (ALA),
prekursora porfiryn, a w konsekwencji chlorofili, poprzez zakldcenie dziatania
dehydrogenazy ALA [Dalal i Tripathy 2012, Phung i in. 2011]. Zaburzenia syntezy
barwnikéw moga by¢ rowniez wynikiem uposledzonej aktywno$ci enzymoéw w wyniku
zaburzen homeostazy jonowej komorek, wplywajacych na dostgpno$¢ kofaktoréw
enzymatycznych [Hanikenne i in. 2014]. W przypadku ledzwianu siewnego odnotowano
spadek zawartosci barwnikow fotosyntetycznych, zaréwno chlorofili jak i karotenoidow, w
warunkach stresu generowanego przez wyzsze stezenia PEG (Piwowarczyk i in. 2014,
Tokarz i in. 2020) oraz przez najwyzsze zastosowane stezenie NaCl (150 mM) (Tokarz i in.
2020). Natomiast nizsze zastosowane poziomy stresu nie wplywaly negatywnie na zawarto$é
jak i stosunek barwnikéw (Piwowarczyk i in. 2016, Piwowarczyk i in. 2017). W warunkach
stresu wywotanego przez NaCl komorki sg najprawdopodobniej zdolne do pobierania wody
przez dluzszy czas, ze wzgledu na lepsza regulacj¢ osmotyczng wynikajaca z akumulacji
jonéw (Na®) [Munns i in. 2020]. W ten sposéb mogg chroni¢ enzymy zaangazowane w
biosyntezg barwnikow przed odwodnieniem i/lub zapewni¢ homeostaze jonowa.
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W warunkach stresowych, w komorkach roslinnych dochodzi do niekontrolowanego
generowania ROS (m.in. H,0,, -Oy). W celu ochrony przed ROS rosliny uruchamiajg system
antyoksydacyjny, w tym intensyfikuja dziatanie enzymoéw antyoksydacyjnych takich jak:
katalaza (CAT) czy peroksydaza (POD) [Farooq i in. 2009, Noctor i in. 2014]. Poza
enzymami, ro$liny bronia si¢ przed nadmiarem ROS akumulujac antyoksydanty
drobnoczasteczkowe, w tym zwigzki fenolowe [Weidner i in. 2009]. Katalaza jest enzymem,
ktory bardzo efektywnie zmiata czasteczki nadtlenku wodoru, a jego wysoka aktywnos¢
zaobserwowano w lisciach wielu gatunkow roslin jako odpowiedz na stres osmotyczny
[Noctor i in. 2014]. W siewkach ledzwianu siewnego aktywnos$¢ katalazy zwickszala sig
glownie w korzeniach w stresie suszy i zasolenia (Piwowarczyk i in. 2016, PiwowarczykK i
in. 2017, Tokarz i in. 2020) oraz w pedach w stresie suszy generowanym przez wysokie
stezenie PEG (Piwowarczyk i in. 2017, Tokarz i in. 2020). Peroksydazy (askorbinianowa,
glutationowa, gwajakolowa) naleza do najbardziej rozpowszechnionych enzymatycznych
antyoksydantow [Bonifacio i in. 2011]. Stosowana w opisywanych badaniach metoda
oznaczania aktywnos$ci enzymu z wykorzystaniem p-fenylenodiaminy jako substratu jest
przydatna do oznaczania aktywnosci peroksydazy gwajakolowej (POD) [van Doorn i Ketsa
2014]. Peroksydaza gwajakolowa, zwana réwniez peroksydaza fenolowa, bierze udzial w
zmiataniu H,0,, ale takze w biosyntezie ligniny, a tym samym we wzroscie i rozwoju
komorek [Bonifacio i in. 2011]. Rozne izoformy POD wystepuja w cytozolu, wakuolach, a
przede wszystkim w $cianie komorkowej. Uwaza sie, ze te ostatnie biorg udziat w odpowiedzi
obronnej ro$lin na rézne stresy [van Doorn i Ketsa 2014]. W siewkach ledzwianu siewnego
aktywno$¢ POD istotnie zwigkszata si¢ w przypadku stresu zasolenia gtownie w korzeniach
(Piwowarczyk i in. 2016, Tokarz i in. 2020), a w stresic suszy glownie w pedach
(Piwowarczyk i in. 2017, Tokarz i in. 2020). Zwickszona aktywno$¢ POD w pedach
najprawdopodobniej wynika z silniejszego stresu, o czym S$wiadczylo takze silniejsze
ograniczenie ich wzrostu (Tokarz i in. 2020). Natomiast zwigkszona aktywno$¢ POD w
korzeniach moze wynika¢ z nasilenia biosyntezy ligniny w $cianach komoérkowych, ktora
moze trwale wigza¢ jony Na® [Byrt i in. 2018]. Z kolei, wspomniane wcze$niej
drobnoczasteczkowe antyoksydanty - zwigzki fenolowe - nalezg do bardzo szerokiej rodziny
metabolitow wtornych syntetyzowanych w szlaku kwasu shikimowego [Makowski i in.
2020]. Zaobserwowano wzrost tolerancji na susz¢ 1 zasolenie wraz ze wzrostem zawarto$ci
zwigzkéw fenolowych zaréwno u ro$lin dzikich, jak i uprawnych [Nichols i in. 2015,
Nakabayashi i in. 2014]. Wtasciwosci antyoksydacyjne zwigzkoéw fenolowych wynikaja z ich
struktury, ktdéra czyni je doskonatymi reduktorami, a takze z mozliwo$ci chelatowania jonow
metali, co zapobiega niekontrolowanym reakcjom redoks [Naikoo i in. 2019]. Co wigcej,
zwigzki fenolowe mogg roéwniez reagowa¢ z wolnymi rodnikami, stajgc si¢ rodnikami
fenoksylowymi, ktore dzigki swojej stabilnej strukturze zatrzymujg propagacje rodnika i
koncza rodnikowa reakcje tancuchowa [Naikoo i in. 2019]. Ponadto, fenole uczestniczg
rowniez w syntezie skladnikow budujacych wtorng Sciane komorkowa, zwickszajac jej
grubo$¢ i jednoczes$nie odpornos¢ na stres [Ahanger i in. 2017]. W przypadku zawartosci
fenoli, w siewkach ledzwianu odnotowano wzrost ich akumulacji w korzeniach glownie w
stresie generowanym przez NaCl (Piwowarczyk i in. 2016, Tokarz i in. 2020), a w pgdach
przede wszystkim w warunkach stresowych generowanych przez PEG (Piwowarczyk i in.
2017, Tokarz i in. 2020). Wzrost zawarto$ci zwigzkow fenolowych, jaki obserwowalismy w
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korzeniach ro$lin eksponowanych na NaCl, zwlaszcza w nizszym stezeniu, oraz w
poréwnaniu ze stresem indukowanym PEG, wskazywat, ze zwiagzki te odgrywaja wazng role
w mechanizmie odporno$ci korzeni na stres zasolenia. Najprawdopodobniej uczestniczyty
one w chelatowaniu jonéw Na® gtéwnie w écianie komoérkowej (Tokarz i in. 2020). Z kolei,
podobny wzrost zawarto$ci fenoli w roslinach traktowanych oboma stresorami, w pordwnaniu
z kontrolg, wskazywal, ze zwigzki fenolowe w pedach petnig role osmoprotektantéw podczas
stresu zasolenia i suszy. Stad, w przypadku siewek rosngcych w stresie indukowanym NacCl,
zwickszona aktywno$¢ CAT, wraz ze zwigckszong akumulacjg zwigzkéw fenolowych i
aktywnoscig POD, moze wskazywac na postepujacy proces lignifikacji korzeni.

Podsumowanie

W pierwszej publikacji (Piwowarczyk i in. 2014) uzyskano wstepne wyniki
dotyczace tolerancji wybranych obiektow rodzaju Lathyrus na susz¢ generowang przez PEG.
Wykazano, ze reakcje na stres najprawdopodobniej zwigzane sg ze wzrostem suchej masy i
zawartoscig proliny. Mimo, ze wyniki nie wskazaly jednoznacznie, ktory z obiektow Lathyrus
jest najbardziej odporny na stres osmotyczny, wskazaty jednak na polskie odmiany i mutanty
ledzwianu siewnego, jako ciekawe obiekty do dalszych badan.

W drugiej publikacji (Piwowarczyk i in. 2016) wstepnie wykazano, ze mechanizm
tolerancji na zasolenie u ro$lin ledzwianu wynikat z podwyzszonej aktywno$ci systemu
antyoksydacyjnego w komorkach korzenia, objawiajacej si¢ zwickszong akumulacjg
zwigzkow fenolowych i aktywnoscig peroksydazy. Brak zmian w aparacie fotosyntetycznym
(niezmieniajaca si¢ zawartos¢ barwnikow fotosyntetycznych) rowniez moze potwierdzaé
powyzsze przypuszczenia. Wyniki tej pracy wykazaty, ze cieckawymi obiektami do dalszych
badan byty polskie odmiany ledZwianu siewnego.

W trzeciej publikacji (Piwowarczyk i in. 2017) wyniki wskazaty, ze badane rosliny,
dwie polskie odmiany ledzwianu siewnego, cho¢ naleza do tego samego gatunku, r6znig si¢
procesami aklimatyzacyjnymi prowadzacymi do podwyzszonej tolerancji na streS
osmotyczny. W komorkach odmiany Krab, w odpowiedzi na wystepujacy stres uruchamiane
byty nie tylko enzymatyczne antyoksydanty i osmoprotektanty, jak w przypadku odmiany
Derek, ale rowniez antyoksydanty nieenzymatyczne w postaci fenoli, w tym antocyjanow.
Ponadto lepsze parametry biometryczne korzeni siewek 'Krab' przy najsilniejszym stresie
sugerowaly, ze kluczowa rolg¢ w tolerancji na stres osmotyczny moga odgrywac¢ zdolnosci do
szybkiej odbudowy bton plazmatycznych.

W czwartej publikacji (Tokarz i in. 2020), doswiadczenia z NaCl i PEG w stgzeniach
generujacych ten sam potencjal osmotyczny pozywki wykazaty roéznice w mechanizmach
odpowiedzi ledzwianu na stres zasolenia 1 suszy. LedZwian siewny odmiany Krab
charakteryzowal si¢ wigksza tolerancja na zasolenie (indukowane przez NaCl) niz na susz¢
(indukowang przez PEG). Mechanizm odpowiedzi ledzwianu na stres zasolenia wydaje si¢
byé zwiazany przede wszystkim z efektywng dystrybucja jonéw Na®, ktore moga byé
wykorzystane jako zwigzki osmotycznie czynne, zapewniajagce odpowiednie uwodnienie
komorek 1 zmniejszajace potrzebe nadmiernej produkcji osmoprotektantow (mniejsza
akumulacja proliny), a tym samym nie ograniczajace wzrostu i rozwoju siewek. Ponadto
rosngca akumulacja fenoli i nierozpuszczalnych cukrow, a takze brak silnych objawow stresu
(niska akumulacja MDA), moze $wiadczy¢ o sekwestracji nadmiaru jonow Na® w §cianach
komorkowych. Natomiast aklimatyzacja ledzwianu siewnego do suszy zalezy gtownie od
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mechanizmu regulacji osmotycznej, z wykorzystaniem cukroéw rozpuszczalnych jako
osmoregulatorow oraz proliny, a takze prawdopodobnie ODAP jako osmoprotektantow,
kosztem wzrostu i rozwoju roslin. Uwaza si¢, ze w poczatkowych stadiach stres zasolenia jest
réwniez stresem osmotycznym, a reakcje roslin w obu przypadkach przebiegaja wedtug tych
samych mechanizméw. Nasze wyniki wskazuja jednak, ze ledzwian siewny wykazuje
wyraznie zrdznicowang odpowiedz na stres zasolenia 1 suszy od samego poczatku swojej
wegetacji.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej.

Zakres tematyczny podejmowanych przeze mnie dotychczas prac naukowo-badawczych
obejmowat zagadnienia zwigzane Z:

I.  kulturami protoplastow roznych gatunkoéw roslin;
Il.  kulturami tkankowymi l¢dZzwianu siewnego (Lathyrus sativus L.);
I1l.  reakcja ro$lin na czynniki stresowe jak:
a. metale $§ladowe;
b. natezenie i sktad spektralny §wiatla;
C. susza, zasolenie i niska temperatura;
d. szkodniki;
IV. elicytacjg zwigzkow biologicznie-czynnych u ro$lin migsozernych;
V.  endopoliploidalno$cig nasion;
VI.  kulturami in vitro r6znych gatunkow ro$lin tolerancyjnych na metale sladowe.

|. Kultury protoplastow réoznych gatunkoéw roslin

Poczatki mojej pracy naukowej zwigzane sg z ro$linnymi kulturami in vitro i
wplywem biotycznych czynnikéw stresowych na rozwoj protoplastow i komorek. W ramach
pracy magisterskiej, wykonywanej pod kierunkiem dr Ewy Grzebelus, na specjalizacji
Genetyka, Hodowla i Biotechnologia Ro$lin, Wydziatu Ogrodniczego AR w Krakowie
zajmowatam si¢ selekcjg in vitro w kulturach protoplastow marchwi (Daucus carota L.) pod
katem tolerancji na grzyba Alternaria radicina wywotujacego czarng zgnilizng marchwi.
Celem badan bylo sprawdzenie aktywnosci mitotycznej pigciodniowej kultury protoplastow w
pozywce zawierajagcej rdzne stezenia mieszaniny nieoczyszczonych metabolitow z
dwutygodniowej kultury grzyba (tzw. filtratu pokulturowego). Z kultur zawierajacych
najmniejszg, tj. 1% dawke czynnika selekcyjnego, uzyskano minikalus, a nastepnie zarodki
somatyczne, z ktorych zregenerowano rosliny o potencjalnej tolerancji na A. radicina
(Piwowarczyk i Grzebelus 2007, doniesienia D1-D3, zat. 4). W kolejnych latach mojej pracy
badawczej zajmowatam si¢ kulturami protoplastow roslin straczkowych. Badania,
zmierzajace do uzyskania zywotnych 1 dzielacych si¢ kultur protoplastow, prowadzitam
przede wszystkim na lgdzwianie siewnym, ale takze na innych gatunkach z rodzaju Lathyrus.
Efektem podjetych prac byto zoptymalizowanie procedury: izolacji oraz wczesnych etapow
kultury protoplastow polskich odmian lgdzwianu siewnego (Piwowarczyk i Pindel 2015) oraz
izolacji protoplastow L. cicera i L. tingitanus (doniesienie D22, zat. 4). Napotkane, w trakcie tych
badan, trudnosci w uzyskaniu zywotnych 1 dzielgcych si¢ kultur protoplastow skierowaty
moja uwage na problemy zwigzane z odbudowa S$ciany komodrkowej protoplastow, co
zaowocowalo badaniami takze na lubinie Z6ttym oraz roslinach jednolisciennych: jak hiacynt
czy szparag, znanych ze swojej ‘opornosci w kulturach in vitro’ (Pindel i in. 2012,
Wiszniewska i in. 2012, Wiszniewska i Piwowarczyk 2014, Wiszniewska i Piwowarczyk
2015, doniesienia D10-D12, D16-17, D19, D21, D31, zat. 4). W latach 2011 i 2013, w ramach badan
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nad izolacjg i1 kulturg protoplastow bytam kierownikiem i1 gléwnym wykonawca dwoch
projektow finansowanych z dotacji celowej na prowadzenie badan naukowych dla mtodych
pracownikow oraz uczestnikow studiow doktoranckich tj.: ,,Badania nad odtwarzaniem $ciany
komorkowej 1 stabilizacjg kultur protoplastéw mezofilowych polskich odmian lgdzwianu
siewnego (Lathyrus sativus L.)” oraz ,,Optymalizacja izolacji i wstepne etapy kultury
protoplastow Lathyrus tingitanus i Lathyrus cicera”. Ponadto podejmowatam si¢ rowniez
prob zoptymalizowania izolacji protoplastow gatunkoéw roslin ozdobnych (doniesienie D4, zat. 4)
i roslin tolerancyjnych na metale §ladowe (doniesienie D32, zat. 4).

Pindel A., Wiszniewska A., Piwowarczyk B. 2012. Plant protoplasts in stress conditions — pioneer studies of
professor Edward Pojnar and their continuations, BioTechnologia, 93(2): 81-86
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Naukowa, nr 444, z. 93, tom 2: 575-580

Piwowarczyk B., Pindel A. 2015. Determination of an optimal isolation and culture conditions of grass pea
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Wiszniewska A., Piwowarczyk B. 2014. Studies on cell wall regeneration in protoplast culture of legumes; the
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1. Kultury tkankowe ledzwianu siewnego (Lathyrus sativus L.)

W 2006 roku rozpoczetam studia doktoranckie w Katedrze Botaniki, Wydziatu
Ogrodniczego AR w Krakowie. W ramach pracy doktorskiej wykonywalam badania pod
kierunkiem prof. dr hab. Anny Pindel. Prowadzone przez ze mnie prace, byly pierwszymi w
Polsce zmierzajagcymi do zapoczatkowania kultur tkankowych polskich odmian lgdZzwianu
siewnego (‘Derek’ i ‘Krab’). W zwigzku z mala popularnoscia tego wyjatkowego gatunku,
jego hodowla zostata zaniedbana, co poskutkowalo matg zmiennoscig dostepnej puli
genetycznej. Kultury tkankowe, ktore moga by¢ zrodlem zmienno$ci somaklonalnej, daja
mozliwo$§¢ uzyskania materialu roslinnego o nowych cechach. W ramach badan
zoptymalizowatam techniki mikrorozmnazania, jak réwniez indukcji i namnazania tkanki
kalusowej ledzwianu (Piwowarczyk 2008, Piwowarczyk 2009, Piwowarczyk i Pindel 2009,
Piwowarczyk i Pindel 2010, doniesienia D5-7,9,24, zal. 4). Uzyskanie ro$lin poprzez
organogeneze lub embriogeneze posrednig (za posrednictwem kalusa) okazato si¢ bardzo
wymagajace. W efekcie prowadzonych w tym celu badan obserwowano jedynie czesta
ryzogenezg (Piwowarczyk i in. 2016, doniesienie D28, zal. 4) 0raz wczesne etapy somatycznej
embriogenezy (Piwowarczyk i Pindel 2014, doniesienie D15, zat. 4). Podczas optymalizacji
mikrorozmnazania czesto obserwowano spontaniczne zawigzywanie pakoéw kwiatowych,
kwitnienie, a czasem takze zawigzywanie owocoOw — zjawiska niezbyt powszechne w
warunkach in vitro (doniesienie D14, zat. 4). W roku 2008 zostatam laureatka konkursu
‘InnoGrant — Projekt wspierania innowacyjnej dziatalnosci doktorantow’ w ramach ktérego
uzyskalam stypendium na prowadzenie opisywanych badan.
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Piwowarczyk B. (2008). Kultury tkankowe ledzwianu siewnego (Lathyrus sativus L.). Wielokierunkowo$é
badan w rolnictwie i le$nictwie, Monografia, Wydawnictwo UR w Krakowie. Tom 1: 189-195.
Piwowarczyk B. (2009). Kultura kalusa ledzwianu siewnego (Lathyrus sativus L.). Wielokierunkowo$¢ badan w
rolnictwie i lesnictwie, Monografia, Wydawnictwo UR w Krakowie. Tom 1: 247-253.

Piwowarczyk B., Pindel A. 2009. Indukcja i namnazanie kalusa w kulturach in vitro ledZzwianu siewnego
(Lathyrus sativus L.) odmiany ‘Derek’. Zeszyty Problemowe Postepéw Nauk Rolniczych, 534: 223-
229.

Piwowarczyk B., Pindel A. 2010. Proby rozmnazania ledzwianu siewnego (Lathyrus sativus L.) technikami in
vitro. Zeszyty Problemowe Postgpow Nauk Rolniczych, 555: 147-155.

Piwowarczyk B., Pindel A. 2014. Early stages of somatic embryogenesis in root callus of grasspea (Lathyrus
sativus L.). Journal of Central European Agriculture, 15(3): 209-218.

Piwowarczyk B., Pindel A., Muszynska E. 2016. Callus induction and rhizogenesis in Lathyrus sativus L. Acta
Universitatis Agriculturae et Silviculturae Mendelianae Brunensis, 64(1): 123-128.

I11. Reakcja roslin na czynniki stresowe:
a) Metale sladowe

W kolejnych latach mojej pracy badawczej zajmowatam si¢ reakcjg roznych roslin,
zarbwno uprawnych jak 1 dziko rosngcych, w tym metalofitow, na stres zwigzany z
obecnoscig metali sladowych w podtozu.

Jednym z najbardziej toksycznych metali cigzkich zagrazajacych zdrowiu cztowieka
jest otow. Mimo znacznie obnizonego st¢zenia Pb w atmosferze, pierwiastek ten nadal obecny
jest w glebie skad pobierany przez rosliny moze przedostawac si¢ do tancucha pokarmowego.
Wraz ze wspotpracownikami badatam strategi¢ przetrwania roslin do zwigkszonego stgzenia
otowiu w podtozu (Tokarz i in. 2020b). Naszym celem byta ocena strategii tolerancji ro§lin w
aspekcie roli wigzania otowiu do struktur komoérkowych i/lub zdolnosci adaptacji aparatu
fotosyntetycznego do zwickszonej koncentracji otowiu w podiozu. W celu wykluczenia
innych niekorzystnych czynnikow (susza, wysoka intensywno$¢ S$wiatta, patogeny itp.)
wptywajacych na metabolizm ro$lin, do$wiadczenia prowadzono w stabilnych i
kontrolowanych warunkach kultur in vitro. Jednym z badanych gatunkoéw roslin byt przelot
pospolity (Anthyllis vulneraria), ekotyp rosnagcy na odpadach poflotacyjnych po wydobyciu
rud cynku i otowiu. Badania wykazaly, ze mechanizm radzenia sobie tej rosliny z
toksyczno$cig otowiu polega na zwigkszonej syntezie metabolitow, bioragcych udzial w
inaktywacji olowiu, poprzez ograniczenie rozwoju czg$ci nadziemnej ro$lin oraz
aklimatyzacj¢ aparatu fotosyntetycznego poprzez obnizenie zawartosci karotenoidow i
chlorofili potaczone ze wzrostem liniowej wydajnosci transportu elektronéw poza fotosystem
Il (PSII) oraz wzrostem puli plastochinonu (Piwowarczyk i in. 2018, doniesenia D40 i D43, zat.
4). Badania nad odpowiedzia przelotu pospolitego na zanieczyszczenie otowiem prowadzitam
m.in. w ramach projektu ,,Rozmnazanie in vitro przelotu pospolitego (Anthyllis vurneraria
L.)” finansowanym z dotacji celowej na prowadzenie badan naukowych dla miodych
pracownikow oraz uczestnikow studiow doktoranckich. Kolejng testowang rosling byla
otownica cejlonska (Plumbago zeylanica L.), gatunek, ktory mimo pewnych przestanek
wskazujacych na jej powigzanie z otowiem (m.in. nazwa rodzajowa, przynalezno$¢ do
rodziny botanicznej zawierajacej gatunki wysoce tolerancyjne na zanieczyszczenie otowiem)
nigdy nie byla badana pod katem mechanizmu odpowiedzi na stres wywotany toksyczno$cia
olowiu. Przeprowadzone analizy daja podstawy by przypuszczaé, ze u roslin otownicy
rosngcych na podtozu o nizszej zawartosci jonéw Pb, mechanizm aklimatyzacji aparatu
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fotosyntetycznego polega na przejsciu w alternatywny przeptyw elektronow, tj.
pseudocykliczy (chlororespiracja) co pozwolitoby na utrzymanie stabilnej réwnowagi
oksydoredukcyjnej chloroplastow i brak ryzyka fotoutleniania fotosystemu | (PSI). Natomiast
mechanizm aklimatyzacji ro$lin otownicy do wyzszych stezen Pb zwigzany jest z dominacjg
cyklicznego transportu elektronéw nad transportem liniowym. Taka strategia pozwolilaby
roslinom na najbardziej efektywne wykorzystanie ograniczonej ilo$ci zaabsorbowanej energii
swietlnej przy jednoczesnym zmniejszeniu ryzyka fotoutlenienia zaréwno PSII jak i1 PSI
(Tokarz i in. 2020a, doniesienia D44-45, zat. 4).

We wspotpracy z dr hab. Ewa Muszynska z Instytutu Biologii, Szkoty Gldéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, zajmowalam si¢ takze reakcja réoznych gatunkow
ro§lin na toksyczno$¢ olowiu, kadmu i cynku. Badania prowadzone byly zaréwno w
warunkach in vitro jak i ex vitro. AnalizowaliSmy zdolno$¢ kietkowania i aktywno$¢
enzyméw antyoksydacyjnych kietkujacych nasion owsa ghluchego (Avena fatua L.)
traktowanych tlenkiem azotu i nadtlenkiem wodoru w warunkach stresu kadmowego.
Zastosowane zwigzki nie wptyngty istotnie na kietkowanie nasion w obecnosci jonow kadmu,
ale zmienialy aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych, wskazujac, ze oba zwiazki mogg
uczestniczy¢ w tagodzeniu stresu (Muszynska i in. 2014b, doniesienie D25, zat. 4). Bratam
rowniez udziat w badaniach rokitnika zwyczajnego (Hippophaé rhamnoides L.) majacych na
celu ocen¢ kondycji tych roslin rosngcych w réznych warunkach charakteryzujacych sie
podwyzszonym zanieczyszczeniem metalami sladowymi tj. wzdluz ruchliwej szosy w
Krakowie, na sktadowisku odpadéw po procesie flotacji rud Zn i Pb oraz na haldzie po
eksploatacji wegla kamiennego. Uzyskane wyniki $§wiadczyly o dobrym przystosowaniu
rokitnika do wzrostu i rozwoju w zdegradowanych obszarach miejskich (Muszynska i in.
2014a, doniesienie D27, zat. 4). Oceniatam takze przydatnos¢ wyselekcjonowanych in vitro
sadzonek B. laevigata, ekotypu pochodzacy z rodzimej flory Olkuskiego Regionu Rudnego,
jako odpowiedniego materiatu do rekultywacji in situ odpadow silnie zanieczyszczonych
olowiem 1 kadmem. Nasze doswiadczenia prowadzone na rdéznych poziomach, od
laboratoryjnego, poprzez potkontrolowane warunki szklarniowe, az po naturalng uprawe
polowa wykazaty, ze pomimo znaczacych ro6znic w cechach morfologicznych 1
fizjologicznych roslin w réznych warunkach, rosliny B. laevigata namnozone in vitro byty w
stanie przetrwa¢ w trudnych warunkach (Muszynska i in. 2017). Z kolei, w ostatnich latach,
zajmowatam si¢ reakcja ekotypow smagliczki gorskiej (Alyssum montanum), pochodzacych
ze stanowisk o wysokiej 1 niskiej zawarto$ci metali, na cynk (Zn), otéw (Pb) i kadm (Cd)
(Muszynska 1 in. 2021). Celem tego badania bylo zidentyfikowanie mechanizmow, ktore
zmniejszaja uszkodzenia spowodowane metalami cigzkimi. Z przeprowadzonych badan
wynika, Ze ro$liny z miejsc o duzej zawartosci metali chronig aparat fotosyntetyczny poprzez
syntez¢ kwasu cynamonowego i jego konwersje do pochodnych kwasu benzoesowego, ktére
charakteryzujg si¢ wysoka zdolno$cig antyoksydacyjng. Ponadto charakteryzujg sie
szczegblnie wysoka akumulacjg kwasu jasmonowego, ktory stymuluje w tych roslinach
system antyoksydacyjny. Natomiast, w drugim ekotypie, ktory wywodzi si¢ z miejsc ubogich
w metale, strategie radzenia sobie z metalami cigzkimi opieraja si¢ gtownie na ograniczeniu:
przemieszczania si¢ metali wraz z przeplywem transpiracyjnym i dystrybucji w lisciach.

Uczestniczylam rowniez w badaniach nad wykorzystaniem rzesli dlugoszyjkowej
(Callitriche cophocarpa) w fitoremediacji. Oprocz szczegdlnego zastosowania C. cophocarpa
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do fitoremediacji systeméw wodnych, gatunek ten moze stuzy¢ jako dobry model do badania
wptywu chromu na komorki i tkanki. Gléwnym celem badan bylo wykazanie, czy
traktowanie chromianem zmienia profil biatkowy rzesli dlugoszyjkowej, a obserwowane
zmiany s3 specyficzne dla Cr(VI) i czy moga odpowiadaé za wspomniane wyzej niezwykte
wilasciwosci fitoremediacyjne C. cophocarpa (Kaszycki i in. 2018). Analiza enzymatyczna
pedow Callitriche poddanych dziataniu chromianu wykazala obecno$¢ nowego
enzymatycznego  prazka  biatkowego, ktéorego  aktywno$¢  przypisano  nowo
zidentyfikowanemu enzymowi. Przypuszczamy, ze fitoremediacja Cr(VI) przy uzyciu C.
cophocarpa moze by¢ wspierana przez aktywno$¢ reduktazy chromianowej wytwarzanej
przez indukowang oksydoreduktaz¢ chinonowa, ktéra moze bra¢ udzial w procesie
bioredukcji Cr(VI) — Cr(Ill) i w ten sposéb umozliwi¢ roslinie radzenie sobie z
generowanym przez chromian stresem oksydacyjnym.

Kaszycki P., Dubicka-Lisowska A., Augustynowicz J., Piwowarczyk B., Wesotowski W. 2018. Callitriche
cophocarpa (water starwort) proteome under chromate stress: evidence for induction of a quinone
reductase. Environmental Science and Pollution Research, 25: 8928-8942 (D30, D61)

Muszynska E., Hanus-Fajerska E., Piwowarczyk B., Augustynowicz J., Ciarkowska K., Czech T. 2017. From
laboratory to field studies — The assessment of Biscutella laevigata suitability to biological reclamation
of areas contaminated with lead and cadmium. Ecotoxicology and Environmental Safety, 142: 266—
273Chatterjee S., Walther C., Springer, Cham, Szwajcaria, pp. 117-128.

Muszynska E., Piwowarczyk B., Kaluzny K., Kozminska A. 2014a. Evaluation of the usefulness of sea
buckthorn for planting in various urban areas according to photosynthetic apparatus efficiency and
antioxidant activity. Logistyka, 4: 4717-4723 (D27)

Muszynska E., Piwowarczyk B., Kotton A., Czaja M. 2014b. Effect of nitric oxide and hydrogen peroxide on
seed germination and enzymes activity in Avena fatua seedlings under cadmium stress. Episteme, 22/ t.
111: 123-130 (D25)

Muszynska E., Tokarz K.M., Dziurka M., Labudda M., Dziurka K., Tokarz B. 2021. Photosynthetic apparatus
efficiency, phenolic acid profiling and pattern of chosen phytohormones in pseudometallophyte
Alyssum montanum. Scientific Reports, 11, 4135.

Piwowarczyk B., Tokarz K., Muszynska E., Makowski W., Jedrzejczyk R., Gajewski Z., Hanus-Fajerska E.
2018. The acclimatization strategies of kidney wvetch (Anthyllis vulneraria L.) to Pb toxicity.
Environmental Science and Pollution Research, 25: 19739-19752

Tokarz K.M., Makowski W., Tokarz B., Hanula M., Sitek E., Muszynska E., Jedrzejczy R., Banasiuk R., Chajec
L., Mazur S. 2020a. Can Ceylon Leadwort (Plumbago zeylanica L.) Acclimate to Lead Toxicity?—
Studies of Photosynthetic Apparatus Efficiency. International Journal of Molecular Sciences, 21(5):
1866.

Tokarz, K., Piwowarczyk, B., Makowski, W. 2020b. Mechanisms involved in photosynthetic apparatus
protection against lead toxicity. [W:] Lead in Plants and the Environment. [Red.] Gupta D.K., Lead in
Plants and the Environment. [Red.] Gupta D.K., Chatterjee S., Walther C., Springer, Cham, Szwajcaria,
pp. 117-128

b) Nateienie i sktad spektralny swiatla

W kolejnych latach mojej pracy naukowej badatam takze odpowiedz r6znych roslin na
stres wywolany zmianami w natgzeniu i skladzie spektralnym $wiatla. Uczestniczytam w
okresleniu reakcji roslin migsozernych — muchotowki amerykanskiej (Dionaea muscipula J.
Ellis) na r6zne warianty jakosci i ilosci §wiatta, w kontekscie produkcji metabolitow wtoérnych
- w szczegoblnosci zwigzkow fenolowych (Tokarz i in. 2018). Po raz pierwszy zaobserwowano
znaczny wzrost syntezy pochodnych kwasu cynamonowego i plumbaginy zwigzany z
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wyzszym natezeniem i zmienionym sktadem spektralnym $wiatta. Moze to sugerowac, ze 1,4-
naftochinony sg zaangazowane w fotoprotekcje i/lub aktywno$¢ antyoksydacyjng w tkankach
muchotéwki.

W ramach badan nad odpowiedzig muchotowki amerykanskiej na stres zwigzany ze
zmienionym sktadem spektralnym $wiatta bylam kierownikiem i gléwnym wykonawca w
projekcie pt. ,,Aklimatyzacja aparatu fotosyntetycznego muchotowki amerykanskiej w
warunkach promieniowania UV-A”. Badania przeprowadzone w niniejszym projekcie
wykazaly, ze ro$liny D. muscipula przeszly dwie fazy przystosowania do zwigkszonego
promieniowania UV-A. Pierwsza - obserwowana u roslin ‘UV’, byla faza regulacyjng, gdzie
obserwowane dostosowania w dziataniu aparatu fotosyntetycznego zwigzane bylty z
wykorzystaniem dostgpnych mechanizméw zapobiegajacych nadmiernej redukcji RC PSII.
Druga — obserwowana u ro$lin ‘recovery’ — to proces aklimatyzacji. U tych roslin faza
regulacyjna wyczerpywata si¢, co skutkowalo spadkiem wydajnosci fotosyntezy, a to
implikowalo inicjacj¢ procesu aklimatyzacji zwigzang z aktywacja alternatywnych cykli
transportu elektronow i zmniejszeniem iloéci pochtanianej energii poprzez zmniejszenie anten
1 przebudowe struktur $ciany komorkowej w celu skutecznej biernej ochrony przed
nadmiernym promieniowaniem docierajacym do aparatu fotosyntetycznego (Miernicka i in.
2022, doniesienia D57-58, zat. 4).

Zajmowalam si¢ takze odpowiedzig ro$lin ledzwianu siewnego na stres
promieniowania UV-A (Tokarz i in. 2019). Celem badan bylo sprawdzenie, czy
promieniowanie UV-A : $wiatlo czerwone (10:90) umozliwi szybka aklimatyzacj¢ aparatu
fotosyntetycznego ledzwianu siewnego do negatywnego dzialania UV-A. W roslinach
poddanych krotkotrwatemu dziataniu UV-A obserwowano wzrost wydajnosci karboksylacji
CO2. Wynikato to z wydajnego liniowego transportu elektronow dzigki zachowaniu m.in.
efektywnego kompleksu rozktadajacego wode (ang. OEC, oxygen evolving complex).

Miernicka K, Tokarz B, Makowski W, Mazur S, Banasiuk R, Tokarz KM. (2022) The Adjustment Strategy of
Venus Flytrap Photosynthetic Apparatus to UV-A Radiation. Cells, 11(19):3030

Tokarz K., Makowski W., Banasiuk R., Krolicka A., Piwowarczyk B. 2018. Response of Dionaea muscipula J.
Ellis to light stress in in vitro - physiological study. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 134: 65-77
(D33 | D35 Drosera, D41, D47, D57, D58)

Tokarz K; Piwowarczyk B; Wysocka A; Wojtowicz T; Makowski W; Golemiec E. 2019. Response of grass pea
(Lathyrus sativus L.) photosynthetic apparatus to short-term intensive UV-A:red radiation. Acta
Physiologiae Plantarum, 41(10): 168

c) Susza, zasolenie i niska temperatura

W ramach badan nad mechanizmami odpowiedzi lgdZwianu siewnego (Lathyrus
sativus L.) na susze i zasolenie, opisanych w artykulach wchodzacych w sktad cyklu
powigzanych tematycznie artykulow niniejszego autoreferatu, bytam kierownikiem i
gtownym wykonawca projektow finansowanych z dotacji celowej na prowadzenie badan
naukowych dla mtodych pracownikéw oraz uczestnikow studiéw doktoranckich pt.: ,,Wptyw
stresu osmotycznego na regeneracj¢ pedow w kulturze zarodkow zygotycznych rodzaju
Lathyrus” (2012) i ,,Wptyw stresow abiotycznych na kietkowanie nasion, wzrost i rozwoj
ro$lin z rodzaju Lathyrus oraz ich wtasciwosci fizjologiczne i biochemiczne” (2014 i 2015).
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Ponadto, braltam réwniez udziat w doswiadczeniach nad reakcjg aparatu
fotosyntetycznego ledzwianu siewnego na wspomniane stresory (Tokarz i in. 2021, doniesienia
D50,51,54,55, zat. 4). Siewki ledzwianu siewnego odmiany Krab byty uprawiane w systemie
hydroponicznym w pozywkach zawierajacych rozne stezenia NaCl (0, 50 i 100 mM),
imitujace odpowiednio brak, umiarkowane i silne zasolenie, przez trzy tygodnie. W celu
scharakteryzowania funkcji i struktury aparatu fotosyntetycznego wykonano m.in.
fluorescencj¢ Chl a, pomiary wymiany gazowej, analize proteomu oraz spektroskopi¢ w
podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR). Zaobserwowano istotne ro6znice w
odpowiedzi aparatu fotosyntetycznego lisci 1 lodyg na silny stres solny. Liscie staly sie¢
miejscem akumulacji szkodliwych jonow (Na*), a efektywno$¢ ich karboksylacji gwattownie
spadata. Z kolei w todygach przebudowa aparatu fotosyntetycznego (kompleksy antenowe i
fotosystemowe) aktywowala alternatywne szlaki transportu elektrondw, prowadzac do
efektywnej syntezy ATP, niebednej do sprawnej translokacji Na® do lisci. Zmiany te
umozliwily efektywng karboksylacje todyg 1 uczynity je gldwnym zrédiem asymilatow.

Z kolei, w ostatnich czasie zacz¢tam prowadzi¢ badania nad odpowiedzig ledzwianu
siewnego na stres niskiej temperatury. Celem wstgpnych doswiadczen bylo zbadanie
odpowiedzi siewek ledzwianu siewnego na stres zimna na poziomie fizjologicznym, w tym
okreslenie jak stres ten regulowatby zawartos¢ ODAP w genotypach o niskim i1 wysokim
poziomie tej neurotoksyny w nasionach (doniesienie D60, zat. 4). Wyniki badan wykazaty m.in.
ze stres niskiej temperatury indukowatl wzrost zawartosci ODAP we wszystkich organach
odmiany Krab i brak zmian w linii S95.

Tokarz K.M., Wesotowski W., Tokarz B., Makowski W., Wysocka A., Jedrzejczyk R.J., Chrabaszcz K., Malek
K., Kostecka-Gugata A. 2021. Stem Photosynthesis—A Key Element of Grass Pea (Lathyrus sativus
L.) Acclimatisation to Salinity. International Journal of Molecular Sciences, 22(2):685.

d) Szkodniki

Poza reakcja roslin na abiotyczne stresory, uczestniczylam takze w badaniach
oceniajacych reakcje roslin na szkodniki. Badania, prowadzone we wspotpracy z dr hab. inz.
Mateuszem Labudda z Instytutu Biologii, Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie, miaty na celu okreslenie reakcji jeczmienia na dwa szkodniki: nicien (Heterodera
filipjevi (Madzhidov) Stelter) i szpeciel (Aceria tosichella Keifer), atakujace go oddzielnie lub
jednoczesnie (Labudda i in. 2020). Zerowanie szpeciela (samo lub tacznie z nicieniem)
prowadzito do spadku asymilacji CO2 przez rosliny jeczmienia. Ponadto rosliny atakowane
przez oba szkodniki aktywowaly enzymatyczne i nieenzymatyczne antyoksydanty w celu
ochrony przed zwigkszajaca si¢ produkcja RFT i powstajacymi uszkodzeniami
oksydacyjnymi. Z kolei, w roslinach na ktérych zerowal sam nicien, obserwowano wzrost
efektywnosci fotosyntezy. Wyniki sugerowaty, Zze w celu opanowania stresu, wynikajacego z
zerowania obu szkodnikow, ros$liny indukuja wielosktadnikowa biochemiczno-fizjologiczna,
a metabolizm ROS 1 regulacji fotosyntezy sa $cisle ze soba powigzane.

Labudda M., Tokarz K., Tokarz B., Muszynska E., Gietler M., Gorecka M., Rozanska E., Rybarczyk-Plonska
A., Fidler J., Prabucka B., Dababat A.A., Lewandowski M. (2020). Reactive oxygen species
metabolism and photosynthetic performance in leaves of Hordeum vulgare plants co-infested with
Heterodera filipjevi and Aceria tosichella. Plant Cell Reports, 39 (12):1719-1741
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IV. Elicytacja zwiazkéw biologicznie-czynnych u roslin migsozernych

Od 2015 roku bior¢ réwniez udzial w badaniach nad ro$linami mig¢sozernymi z
rodziny Droseraceae. Badania prowadzg we wspolpracy z dr hab. Aleksandra Kroélicka,
kierujaca Zakltadem Badania Zwigzkéw Biologicznie Czynnych, Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Przedmiotem badan jest gtbwnie muchotéwka amerykansa (Dionaea muscipula J. Ellis.) ale
takze wybrane gatunki rosiczek (Drosera sp.). Gatunki te charakteryzujg si¢ duzg zawartoscig
zwigzkow fenolowych w tym pochodnej 1,4-naftochinonéw — plumbaginy, znanej ze swoich
wlasciwos$ci antybakteryjnych, antyrodnikowych i prozdrowotnych. W badaniach skupiamy
si¢ gldwnie na mozliwos$ciach zwigkszenia produkcji metabolitow wtdrnych w tych roslinach,
stosujac roznego rodzaju elicytory, ale takze na odpowiedzi na pytanie jakie procesy
fizjologiczne i molekularne pozwalaja roslinie na taka reakcje. W ramach badan nad
elicytacja opublikowano 4 publikacje w ktorych sprawdzano: czy kombinacja $wiatta
czerwonego 1 niebieskiego bedzie dobrym elicytorem zwigzkow fenolowych w roslinach D.
muscipula i Drosera peltata (Makowski i in. 2019), czy zmiana sposobu kultywacji ro$lin i
zastosowanie lizatow bakteryjnych beda skutecznie zwigksza¢ produkcje plumbaginy
(Makowski i in. 2020), czy transformacja ro$lin dzikim szczepem Rhizobium rhizogenes
bedzie zwickszaé synteze wybranych zwiazkéw fenolowych, zwlaszcza plumbaginy
(Makowski i1 in. 2021a) oraz w jaki sposob wplywa na wybrane parametry fizjologiczne
(Makowski 1 in. 2021b). Wyniki badan prezentowano takze na licznych konferencjach
(doniesienia D22, 24, 27, 30, 36, 38, 41, 44, 47, 56, 59, zat. 4).

Makowski W., Krolicka A., Nowicka A., Zwyrtkova J., Tokarz B., Pecinka A., Banasiuk R., Tokarz KM.
2021a. Transformed tissue of Dionaea muscipula J. Ellis as a source of biologically active phenolic
compounds with bactericidal properties Applied Microbiology and Biotechnology, 105:1215-1226.

Makowski W., Krélicka A., Tokarz B., Miernicka K., Kolton A., Pigta L., Malek K., Ekiert H. Szopa A. &
Tokarz, K. M. (2021b). Response of physiological parameters in Dionaea muscipula J. Ellis teratomas
transformed with rolB oncogene. BMC plant biology, 21: 564.

Makowski W., Tokarz B., Banasiuk R., Krolicka A., Dziurka M., Wojciechowska R., Tokarz, K. M. 2019. Is a
blue-red light a good elicitor of phenolic compounds in the family Droseraceae? A comparative study.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 201: 111679.

Makowski W., Tokarz K.M., Tokarz B., Banasiuk R., Witek K., Krolicka A. 2020. Elicitation-based method for
increasing the production of antioxidant and bactericidal phenolic compounds in Dionaea muscipula J.
Ellis Tissue. Molecules, 25(8), 1794.

V. Endopoliploidalnos¢ nasion

W roku 2018 odbywatam staz w Centrum Genomiki Strukturalnej i Funkcjonalnej,
Instytutu Botaniki Eksperymentalnej, Czeskiej Akademii Nauk w Otomuncu (Czechy). W
ramach stazu uczestniczytam w projekcie: “Analysis of nuclear organization and dynamics in
endosperm tissues of barley”. Moje zadanie polegato na analizie ploidalnosci komoérek bielma
nasion jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.). Gtéwnym celem projektu byta analiza
epigenetycznej kontroli rozwoju bielma w ziarniakach. Badania prowadzone byty na
mutantach jeczmienia z zaburzonym rozwojem bielma oraz odpowiadajacych im odmianach
rodzicielskich, a takze na liniach dzikich. Wyniki przeprowadzonych badan zostaty

30



Zatacznik 3 | Barbara Tokarz

opublikowane w 2 artykutach. W pierwszej publikacji (Nowicka i in. 2021a) badano
dynamike cyklu mitotycznego i endoreduplikacji w poszczegdlnych tkankach nasion podczas
7 tygodni rozwoju ziarniakéw jeczmienia. Stwierdzono wysoki stopien endoreduplikacji w
bielmie i preferencyjng eliminacj¢ jader endopoliploidalnych w tkankach rozwijajacych si¢
podczas drugiego etapu wzrostu ziarniakow. W drugiej publikacji (Nowicka i in. 2021b),
gléwnym celem pracy byto zbadanie dynamiki endoreduplikacji w tkankach nasiennych
dzikiego jeczmienia pochodzacego z roéznych stref klimatycznych lIzraela. Stwierdzono, ze
odmiany jeczmienia dzikiego pochodzace ze srodowisk kserotermicznych majg $rednio
wyzszy udzial endoreduplikowanych jader w tkankach nasion. Wskazuje to na wplyw
trudnych warunkow na endopoliploidyzacje.

Nowicka A., Kovacik M., Tokarz B., Vrana J., Zhang Y., Weigt D., Dolezel J., Pecinka A. 2021a. Dynamics of
endoreduplication in developing barley seeds. Journal of Experimental Botany, 72(2):268-282. (D53)

Nowicka A., Sahu P.P., Kovacik M., Weigt D., Tokarz B., Krugman T., & Pecinka A. 2021b. Endopolyploidy
Variation in Wild Barley Seeds across Environmental Gradients in Israel. Genes, 12(5): 711.

VI. Kultury in vitro réznych gatunkow roslin tolerancyjnych na metale sladowe

W ramach prac prowadzonych w kulturach in vitro, zajmowatam si¢ takze
opracowywaniem protokotow rozmnazania réoznych gatunkoéw roslin, charakteryzujacych si¢
podniesiong tolerancja na metale sladowe. W celu przygotowania materiatu ros§linnego do
badan testujacych oddziatywanie chromu na rosliny, opracowatam technike rozmnazania in
vitro wodnej rosliny - Callitriche cophocarpa (doniesienie D20, zat. 4). Opracowatam rowniez
technike inicjacji i namnazania tkanki kalusowej oraz wydajng izolacj¢ protoplastow
mezofilowych roslin pleszczotki gorskiej (Biscutella leavigata L.) (Wiszniewska i in. 2020,
doniesienie D26, zat. 4). Ponadto, opracowatam takze protokot wydajnego mikrorozmnazania
roznych ekotypow przelotu pospolitego (Anthyllis vulneraria L.) (doniesienia D37-38,42, zat. 4).

Wiszniewska, A., Muszynska E., Tokarz, B., Hanus-Fajerska E. (2020). Application of biotechnological
methods in studies on Biscutella laevigata L. ecotypes. [W:] Buckler mustard (Biscutella laevigata L.)
an extraordinary plant on ordinary mine heaps near Olkusz. [Red.] Szarek-Lukaszewska G.,
Wydawnictwo Instytutu Botaniki im. W. Szafera, Krakoéw, Polska, pp. 261-274

Inne obszary badawcze

W 2018 roku, w ramach stazu w Centrum Genomiki Strukturalnej i Funkcjonalnej,
Instytutu Botaniki Eksperymentalnej, Czeskiej Akademii Nauk w Otomuncu (Czechy),
uczestniczytam w porownawczej analizie oddziatywania epigenetycznych inhibitorow na
Arabidopsis thaliana. Opublikowany w Plant Cell eksperyment sktadal si¢ z 3 zadan
badawczych: sprawdzenia dziatania wybranych inhibitorow metylacji DNA na Arabidopsis
thaliana, sprawdzenia odpowiedzi transkrypcyjnej ro$lin po traktowaniu wybranymi
inhibitorami oraz sprawdzenia odpowiedzi mutantow naprawy uszkodzen DNA (ang. DNA
damage repair mutants) na wybrane inhibitory (Nowicka i in. 2020).

W 2020 roku odbytam staz naukowy w ramach stypendium Decaban’a (skrocony do 3
miesieccy w wyniku epidemii Sars-Cov19), w trakcie ktérego prowadzitam badania w
projekcie ‘Intercropping with aromatic companion plants to reduce crop pests (invasive
fruitfly, Drosophila suzukii) in berries’. Celem badan byla ocena aromatycznych ro$lin
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miedzyplonowych pod katem odstraszania D. suzukii i/lub ich dziatania letalnego i
subletalnego, a takze kompatybilnosci z biologicznym zwalczaniem z wykorzystaniem
parazytoidu (Pachycrepoideus vindemmiae).

Nowicka A., Tokarz B., Zwyrtkova J., Dvofak Tomastikova E., Prochazkova K., Ercan U., Finke A., Rozhon
W., Poppenberger B., Otmar M., Niezgodzki I., Krecmerova M., Schubert I., Pecinka A. 2020.
Comparative analysis of epigenetic inhibitors reveals different degrees of interference with
transcriptional gene silencing and induction of DNA damage. The Plant Journal, 102: 68-84

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

Moja dziatalnos¢ dydaktyczna rozpoczeta si¢ od prowadzenia zajg¢ na Wydziale
Ogrodniczym (obecnie Biotechnologii i Ogrodnictwa), Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona
KoMataja w Krakowie, juz w trakcie studiow doktoranckich (2006-2010). Po rozpoczeciu
pracy w Katedrze Botaniki (obecnie Botaniki, Fizjologii 1 Ochrony Ros$lin) w 2011 roku,
prowadzitam i nadal prowadz¢ kursy dla studentow Wydzialu Biotechnologii i Ogrodnictwa:
‘Botanika’, | rok, kierunek Ogrodnictwo, ¢wiczenia laboratoryjne i terenowe; ‘Botaniczne
podstawy sztuki ogrodowej’, | rok, kierunek Sztuka Ogrodowa, ¢wiczenia laboratoryjne i
terenowe; ‘Podstawy botaniki roslin leczniczych’, | rok, kierunek Technologia Roslin
Leczniczych i Prozdrowotnych, ¢wiczenia laboratoryjne; ‘Biologia komorki’, | rok, kierunek
Biotechnologia, ¢wiczenia laboratoryjne; ‘Fizjologia ros§lin z elementami anatomii i
morfologii’, Il rok, kierunek Biotechnologia, ¢wiczenia laboratoryjne; ‘Biologia rozwoju
roslin’, przedmiot do wyboru. Prowadzitam i prowadze zajecia takze dla studentow Wydzialu
Hodowli 1 Biologii Zwierzat: ‘Botanika i fizjologia roslin’, I rok, rézne kierunki; ‘Podstawy
botaniki i fizjologii roslin’, II rok, kierunek Bioinzynieria Zwierzat, ¢wiczenia laboratoryjne;
‘Botanika ogodlna’, I rok, kierunek Biologia stosowana, ¢wiczenia laboratoryjne; ‘Biologia
komorki’, I rok, kierunek Biologia stosowana, ¢wiczenia laboratoryjne oraz studentéw
Wydzialu Inzynierii Srodowiska i Geodezji: ‘Podstawy Botaniki’, I rok, kierunek
Architektura Krajobrazu, ¢wiczenia laboratoryjne. Bylam promotorem 9 prac dyplomowych,
w tym 4 prac inzynierskich i 5 prac magisterskich oraz recenzentem 11 prac dyplomowych (5
prac inzynierskich i 6 prac magisterskich).

W roku 2014 prowadzitam wyktad i ¢wiczenia laboratoryjne w jezyku angielskim
,Plant in vitro techniques (Isolation and culture of plant protoplasts)” dla studentow z
Kazachstanu, a takze wyktad i ¢wiczenia laboratoryjne ,,Kultury in vitro roslin” dla klasy
biologiczno-chemicznej X Liceum Ogolnoksztatcacego im. K.E.N. w Krakowie.

Opiekowatam si¢ studentami w Kole Naukowym Biotechnologow, sekcji Botaniki i
Fizjologii Roslin uzyskujac wyrdznienie na Ogolnouczelnianej Sesji Kot Naukowych w 2015.
W latach 2016 1 2021 opiekowatam si¢ takze studentami w sekcji Fizjologia Roslin w Kole
Naukowym Ogrodnikéw. Studenci ci wyglaszali referaty na Wydziatowych 1 Uczelnianych
Sesjach Kot Naukowych, z ktorych jeden zajat pierwsze miejsca (2016) i jeden trzecie (2016).

W roku 2011 pracowalam na stanowisku sekretarza Wydzialowej Komisji
Rekrutacyjnej, w celu przeprowadzenia naboru kandydatéw na studia I stopnia na rok
akademicki 2011/2012. W latach 2016 - 2019 bylam czlonkiem Rady Wydzialu
Biotechnologii i Ogrodnictwa jako przedstawiciel pracownikoéw niesamodzielnych oraz
cztonkiem Komisji ds. Dydaktycznych i Studenckich. W latach 2015 - 2017 bylam
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opickunem roku studiow stacjonarnych dla kierunku Biotechnologia. Ponadto w latach 2016 -
2019 bytam Pelnomocnikiem Dziekana ds. Praktyki Zawodowej na kierunkach Ogrodnictwo,
Sztuka Ogrodowa i Technologia Ro$lin Leczniczych 1 Prozdrowotnych.

W latach 2014 - 2017 aktywnie uczestniczytam w organizacji Festiwalu Nauki i Sztuki
w Krakowie oraz Matopolskiej Nocy Naukowcow.

(podpis wnioskodawcy)
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