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publikacji znajdujg si¢ w zataczniku 5.
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1F20171,769, 25 pktMNIiSW, autor korespondencyjny
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C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie teoretyczne

Zawarto$¢ pierwiastkow S$ladowych w $rodowisku znaczaco wzrosta w wyniku
postepujacej industrializacji, zwigkszenia liczebnosci populacji ludzkiej 1 zwigzanej z
tym intensyfikacji dziatalno$ci rolniczej. Powazne zagrozenie dla funkcjonowania
ekosystemoéw 1 zdrowia czlowieka stanowiag pierwiastki nalezace do metali ciezkich,
zwykle o gestosci przekraczajacej 5 g-cm®. Obecnie sa to najbardziej rozpowszechnione
zanieczyszczenia nieorganiczne. Niektore z nich, m.in. Cd, Pb i Hg to skltadniki
balastowe, nie petnigce zadnej biologicznej funkcji w organizmach zywych. Inne
natomiast, m.in. Ni, Zn i Cu, nalezag do mikroelementéw i w $ladowych ilosciach
warunkuja prawidlowe procesy metaboliczne w komodrkach (Nagajyoti et al. 2010).
Podwyzszenie zawarto$ci metali cigzkich w glebie, wodzie czy powietrzu skutkuje ich
wzmozong akumulacjg w tkankach organizméw zywych. Pierwiastki te sg trwate 1 w
zdecydowanej wigkszosci nie ulegaja biodegradacji, wiec kraza w ekosystemach za
posrednictwem lancuchow pokarmowych, kumulujac si¢ 1 wywierajac efekt toksyczny

na mikroflorg, zbiorowiska ro$lin i populacje zwierzat (Singh et al. 2016).

Rosliny rosngce w $rodowisku zanieczyszczonym metalami ci¢zkimi nie maj3
mozliwosci ucieczki z zanieczyszczonego terenu. Ich organizm funkcjonuje wtedy w
stanie stresu metalicznego, ktorego specyficzne objawy 1 konsekwencje moga by¢ rozne
dla r6znych metali. Niezaleznie jednak od rodzaju toksycznego pierwiastka, podobnie
jak w przypadku wigkszo$ci streséw abiotycznych, istotnymi objawami stresu
metalicznego jest zahamowanie wzrostu 1 obnizenie zawarto$ci biomasy. Zaburzenia
dotykaja wszystkie podstawowe procesy zyciowe na poziomie organow, tkanek i
komorek, takie jak fotosynteza, oddychanie i1 inne szlaki metaboliczne, wzrost komorek,
regulacja stosunkéw wodnych, metabolizm azotu, rOwnowaga mineralna i hormonalna
(Michalak 2006). Bioragc pod uwage natur¢ chemiczng i fizyczng metali cigzkich, ich
toksyczne dzialanie wynika z wywotania nadprodukeji reaktywnych form tlenu (ROS
reactive oxygen species), zmian konformacji bialek na skutek blokowania grup

funkcyjnych i struktury kwaséw nukleinowych oraz wypierania i zastgpowania jondw
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pierwiastkdw niezbednych stanowigcych kofaktory enzymow (Michalak 2006; Singh et
al. 2016; Hasan et al. 2017). Stres oksydacyjny jest uznawany za jeden z
najwczesniejszych symptomow toksycznosci metali ciezkich u roslin 1 u gatunkow
wrazliwych obserwuje si¢ wtedy wzmozong aktywno$¢ antyoksydacyjng. Geny
kodujace enzymy szlakow antyoksydacyjnych stanowig najwigksza grupe genow
ulegajacych wzmozonej ekspresji pod wptywem dzialania metali cigzkich (Ovecka i
Takac¢ 2014; Singh et al. 2016). Podczas krotkiej ekspozycji na toksyczny pierwiastek ta
pierwsza linia obrony umozliwia przetrwanie i dalszy wzrost organizmu, jednak przy
dtuzej trwajacej ekspozycji czesto okazuje si¢ niewystarczajaca (Ovecka i Takac 2014).
Niektore gatunki roslin rozwingly mechanizmy warunkujace tolerancje na metale
cigzkie, czyli zdolno$¢ do niezaburzonego wzrostu i rozwoju w ciaglej obecnosci ich
toksycznego poziomu. Moze by¢ to tolerancja konstytutywna, obecna u przedstawicieli
danego gatunku przez cate ich Zzycie, niezaleznie od tego, czy sa poddane dziataniu
metalu cigzkiego, czy nie, lub tez indukowana, ujawniajaca si¢ dopiero pod wpltywem
stresu. Podstawowe mechanizmy warunkujace tolerancj¢ ro$lin na stres metaliczny
obejmuja 1) unikanie pobierania toksycznych jondéw poprzez ich immobilizacje w
ryzosferze, 2) chelatowanie jonow prowadzace do ich unieczynnienia w przestrzeniach
miedzykomdrkowych, 3) zwigzanie w apoplascie, 4) detoksyfikacje jonéw metali w
kompartymentach komorkowych (Sharma et al. 2016).Ro$liny wyksztalcity rdzne
strategie zwigzane z pobieraniem metali ci¢zkich ze Srodowiska i ich dystrybucja w
organizmie. W 1981 roku Baker zaproponowat podziat na gatunki wykluczajace, ktore
unikajg pobierania jondw lub w przewazajacej wigkszosci akumuluja je w korzeniach,
gatunki wskaznikowe, u ktorych czg¢§¢ pobranych jondéw metali cigzkich jest
transportowana do cz¢sci nadziemnej, a ich zawarto$¢ jest podobna w korzeniach 1 w
pedzie, oraz gatunki akumulujace 1 hiperakumulujace, u ktérych metale cigezkie
deponowane sg glownie w czgéci nadziemnej. Z praktycznego punktu widzenia
znajomo$¢ strategii pobierania 1 dystrybucji metali ciezkich pozwala wykorzystac¢
konkretne gatunki w réznych technikach fitoremediacji i ocenie stanu zanieczyszczenia

srodowiska.

Tolerancja wzgledem podwyzszonych stezen metali cigzkich wsrod roslin uprawnych
jest cechg rzadka, co prawdopodobnie wynika z ograniczenia zmiennosci podczas
dhugotrwatej selekcji pod katem pozadanych cech uzytkowych. Gatunki i odmiany o

walorach ozdobnych, ktorych organy nie sg spozywane ani w inny sposob przetwarzane
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w celach konsumpcyjnych, mozna wykorzysta¢ do nasadzen na obszarach o
podwyzszonym stopniu zanieczyszczenia. Warunkiem jest ich tolerancja na metale
ciezkie, umozliwiajaca przetrwanie 1 wzrost w niekorzystnych warunkach. Cennym
materiatem sg metalo-tolerancyjne drzewa i krzewy, ze wzgledu na trwatos¢ pedow,
duzy przyrost biomasy i rozlegly system korzeniowy (Radoj¢i¢-Radovnikovi¢ et al.
2017). Z powodu dhugiego cyklu zyciowego i1 stabo poznanymi mechanizmami reakcji
na stres metaliczny u roslin drzewiastych, selekcja gatunkow cechujacych sie
ciekawymi cechami ozdobnymi i podwyzszong tolerancjg na zanieczyszczenie metalami

cigzkimi jest utrudniona (Luo et al. 2016).

Stosujac nowoczesne techniki ogrodnictwa i biotechnologii mozna szybciej i wydajniej
indukowa¢ tolerancj¢ roslin na stres, co zwigksza mozliwosci ich dostosowania do
zmieniajacych si¢ warunkow $rodowiska (Wiszniewska et al. 2016; Kozminska et al.
2018).Jedng z metod indukcji tolerancji na stres metaliczny jest selekcja w kulturze in
vitro na pozywkach zawierajacych czynnik selekcyjny, czyli podwyzszone stezenie
toksycznych jondéw. Selekcja moze by¢ prowadzona na réznym poziomie organizacji,
od pojedynczych komorek i protoplastow, poprzez agregaty komorek tkanki przyrannej
(kalusa), do izolowanych organow i kompletnych mikroroslin. Stosujac dlugi czas
trwania selekcji mozliwe jest wygenerowanie nowej puli zmienno$ci. Ros$liny o
zmienionych cechach w $wietle prawnych regulacji nie s3 uznawane za organizmy
genetycznie modyfikowane, dzigki czemu nie ma ograniczen ich wykorzystania
(Ashrafzadeh and Leung 2015). Pod wplywem dlugotrwatej presji selekcyjnej
intensyfikacji ulegaja procesy chronigce rosliny przed szkodliwym wpltywem metalu
ciezkiego, gtownie aktywno$¢ antyoksydacyjna. Kultura in vitro wysoko
uorganizowanych organow lub calych mikroroslin pozwala takze na przybliZzenie
strategii akumulacji toksycznych jonow i ich dystrybucji u badanego gatunku. Ponadto,
namnozenie duzej liczby roslin/pedow w stosunkowo krotkim czasie umozliwia
prowadzenie badan nad mechanizmami tolerancji 1 mozliwo$cia podwyzszenia jej
stopnia. Jednym ze sposoboéw stosowanych w celu poprawy warunkow wzrostu ro$lin
podczas ekspozycji na metale cigzkie, a takze modulowania ich biodostepnosci, jest
suplementacja podloza zwigzkami organicznymi o charakterze biostymulatoréw
(Wiszniewska et al. 2016). Nalezg tu zarowno konkretne substancje, takie jak
fitohormony, zwiazki fenolowe czy kwasy organiczne, jak rowniez wielosktadnikowe

ekstrakty pochodzenia roslinnego i eksudaty organizméw jednokomoérkowych (glonow,
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mikroflory glebowej). Substancje te dodatnio wptywaja na stan fizjologiczny roslin
poddanych stresowi metalicznemu, chelatuja jony metali zwigkszajac lub ograniczajac
ich pobieranie z gleby, dzieki czemu mogg zastepowaé syntetyczne chelatory w tzw.
wspomaganej fitoremediacji (assisted phytoremediation)(Wiszniewska et al. 2016).
Wzbogacanie pozywki do kultury in vitro dodatkami organicznymi ma dtugg tradycje,
siegajaca poczatkow tej techniki. Nie ma jednak zbyt licznych doniesien na temat
wzbogacania pozywki podczas selekcji roslin pod katem tolerancji na metale cigzkie i

efekty takiego postepowania sg jeszcze stabo poznane.

Warunki wzrostu rosliny w kulturze in vitro r6znig si¢ od warunkow naturalnych, zatem
stosujac taki system przyjmuje si¢ pewne ograniczenia w pozniejszym wnioskowaniu,
wynikajace ze wzrostu organdOw na syntetycznym podlozu o duzej dostgpnosci
zwigzkow budulcowych, stymulacji fitohormonami, ograniczenia transpiracji i czesto
takze fotosyntezy. Ponadto w pozywce zwigzki metali cigzkich moga ulegac
przemianom wplywajacym na ich biodostepno$é, rdznigca sie od tej spotykanej w
srodowisku. Pomimo to, kultura in vitro stanowi praktyczny uktad modelowy i jest
wykorzystywana w selekcji roslin tolerancyjnych wzgledem metali cigzkich (Wulff-
Schuch et al. 2010; Bonet et al. 2016; Najeeb et al. 2017; Muszynska et al. 2018a,b;
Fourati et al. 2019).Uzyskanie w kulturze in vitro tolerancyjnych na metale cigzkie linii
gatunkOw drzewiastych stwarza mozliwo$¢ szybkiego namnozenia warto$ciowego
materialu do nasadzen na obszarach zanieczyszczonych metalami ci¢zkimi oraz

pozwala lepiej poznaé specyfike biologii stresu metalicznego w tej grupie roslin.

Cel badan i szczegolowe cele badawcze

Celem niniejszych badan byto opracowanie warunkow selekcji pozwalajacej uzyskaé w
kulturze pedowe;j linie wawrzynka jasminowego (Daphne jasminea Sibthorp & Smith,
Thymelaeaceae) o podwyzszonej tolerancji na kadm, nikiel i oldw oraz poznanie
mechanizméw  reakcji morfogenetycznych, biochemicznych 1 fizjologicznych
towarzyszacych chronicznej i krétkotrwatej ekspozycji pedow tego gatunku na badane

metale ciezkie.
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Wawrzynek jasminowy jest zimozielonym, niskim krzewem o ptozacym typie wzrostu,
ktory zasiedla wapienne 1 skaliste podloza greckiej czgsci wybrzeza Morza
Srédziemnego. Podobnie jak inne wawrzynki, jest uprawianym jako roslina ozdobna.
Zimotrwate liscie, kompaktowy pokréj, a przede wszystkim niezwykle przyjemny
zapach towarzyszacy obfitemu kwitnieniu, decyduja o walorach dekoracyjnych tego
krzewu. Wsrod przedstawicieli rodzaju Daphne wystepuja gatunki przystosowane do
wzrostu na glebach zasobnych w metale cigzkie, szczegdlnie serpentynitowych,
zawierajagcych podwyzszone zawarto$ci niklu, chromu i kobaltu (Ater et al. 2000; Bani
et al. 2013; Muhammad et al. 2013). Do tych gatunkéow nalezag Daphne gnidium, D.
oleoides i D. mucronata, ktore tolerujg podwyzszone st¢zenia metali, wykazujac takze
cechy adaptacyjne wzgledem stresu suszy 1 niedoboru sktadnikéw pokarmowych. Sa to
przy tym gatunki wykluczajace (excluders), u ktorych stwierdza si¢ ograniczong
akumulacje metali cigzkich (Ater et al. 2000). Daphne gnidium zasiedla
zanieczyszczone metalami tereny pogornicze, a dzigki swemu pokrojowi i stosSunkowo
obfitej biomasie jest polecany w celu rewitalizacji zdegradowanych obszaréw (Anawar
et al. 2011). Dane pochodzace z cytowanych powyzej prac wskazuja na mozliwo$¢
adaptacji wawrzynkéw do wzrostu w podlozu o podwyzszonej zawarto$ci metali
cigzkich, jednak ze wzgledu na swoj fitosocjologiczny charakter doniesienia te nie
tlumacza fizjologiczno-biochemicznych uwarunkowan tolerancji. Jest to istotna luka
poznawcza, mogaca wynika¢ z braku odpowiedniego systemu uprawy i modelu do
prowadzenia badan w warunkach laboratoryjnych/szklarniowych, umozliwiajacych
szersze spektrum analiz niz jest to mozliwe przy uzyciu materialu roslinnego

pochodzacego jedynie z naturalnych stanowisk.

We wspotpracy z dr Andrew Risemanem z Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu British
Columbia w Vancouver (Kanada) pozyskano klony réznych gatunkéw wawrzynkow.
Dotaczytam do zespotu 1 rozpoczelam ocene¢ potencjatu regeneracyjnego oraz
optymalizacj¢ warunkéw mikrorozmnazania 1 aklimatyzacji. W kulturze pedowe;j
szczegblnie dobrze mnozyly si¢ m.in. wawrzynek jasminowy (D. jasminea), kaukaski

(D.caucasica) i tangucki (D. tangutica).

Bioragc powyzsze pod uwage przyjetam, ze wysokie zdolnosci regeneracyjne
wawrzynkow w kulturach pgdowych mozna wykorzysta¢ do stworzenia programu

selekcji stuzacego uzyskaniu linii tolerancyjnych na metale cigzkie i namnozenia



ALINA WISZNIEWSKA AUTOREFERAT / ZALACZNIK 2

odpowiedniej ilosci materiatu do badan skierowanych na poznanie mechanizmow
reakcji morfogenetycznych, biochemicznych i fizjologicznych zwigzanych z ekspozycja
na toksyczne pierwiastki. Uzyskanie proliferujgcych pedow tolerancyjnych na metale
ciezkie umozliwi intensyfikacje badan mechanizméw reakcji na stres metaliczny u tych
roslin drzewiastych. Z kolei zregenerowane i zaaklimatyzowane do warunkoéw ex Vvitro
ro$liny pochodzace z okreslonych linii mogltyby znalez¢ zastosowanie w nasadzeniach
na potrzeby zieleni miejskiej, szczegolnie w miejscach narazonych na zanieczyszczenie
metalami ciezkimi, takich jak okolice ciggdw komunikacyjnych, zakladow

przemystowych, tereny zdegradowane wymagajace rewitalizacji, czy ogrody miejskie.
Realizujac zatozony cel badan wyr6znitam nastepujace szczegdlowe cele badawcze:

1. Okreslenie wptywu réznych stezen aplikowanych metali cigzkich: olowiu,
kadmu oraz niklu na wzrost, rozw6j i potencjat regeneracyjny wawrzynka w
kulturze pedowej oraz wybor stezen subletalnych, pozwalajacych na utrzymanie

proliferujacych kultur w obecnosci czynnika selekcyjnego.

2. Ocena poziomu akumulacji jonéw metali cigzkich w mnozonych pedach i
zregenerowanych mikroroslinach w celu okre§lenia strategii ich akumulacji i

dystrybucji w organach i przydatnosci D. jasminea w fitoremediacji.

3. Porownanie reakcji morfogenetycznych, biochemicznych i fizjologicznych
wawrzynka jasminowego z reakcjami charakterystycznymi dla ro$lin

tolerancyjnych na metale ci¢zkie.

4. Opracowanie modelowego uktadu doswiadczalnego opartego na kulturze
organowwawrzynka jasminowego w celu prowadzenia badan nad
mechanizmami reakcji tego gatunku na stres metaliczny i indukowania tolerancji

na ten stres:

4a) ocena mozliwosci przeciwdziatania toksycznemu wplywowi metali cigzkich
poprzez wykorzystanie dodatkdw organicznych i1 egzogennych fitohormonow;
4b) okreslenie roli dtugotrwalej ekspozycji na jony Cd?*, Pb?* i Ni**w indukcji

tolerancji i wyodrgbnienie czynnikéw ja determinujacych.
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Opis uzyskanych wynikow

Realizacja celu szczegdlowego nr 1

Ocena wzrostu, rozwoju i potencjalu regeneracyjnego wawrzynka w Kkulturze
pedowej na pozywkach zawierajacych sole metali ciezkich: olowiu, kadmu i niklu
w celu wyboru subletalnych stezen metali umozliwiajacych dlugotrwala selekcje in

vitro
Wyniki badan przedstawiono w pracach eksperymentalnych P1, P3 i P4.

Selekcje pod katem tolerancji na metale cigzkie zainicjowano w kulturachpedow
wawrzynka jasminowego na pozywce podstawowej, ktorej sktad uprzednio
zoptymalizowano (Hanus-Fajerska et al. 2012).Do tej pozywki dodano wybrane sole
metali cigzkich w trzech st¢zeniach. W pierwszych doswiadczeniach selekcje w
kierunku tolerancji na oléw na pozywkach zawierajacych odpowiednio 0,1; 0,5 i
1,0mMPb(NQ3); (azotanu (II) otowiu) prowadzono w kulturach pedoéw dwoch
gatunkéw: wawrzynka jasminowego (D. jasminea) i wawrzynka tanguckiego (D.
tangutica) (pracaP1l). Eksplantatami byty wierzchotkowe cze$ci pedow. W trakcie
o$miu tygodni ekspozycji na otéw materiat roslinny pasazowano po 4 tygodniach

trwania kultury, bez cigcia 1 rozdzielania mnozonych pedow.

Reakcje materialu na dziatanie roéznych stgzen olowiu oceniono na podstawie
parametrow wzrostu, zawarto$ci barwnikoOw, makro- 1 mikroelementéw oraz
bioakumulacji otowiu. Stwierdzono, ze obecno$¢ azotanu olowiu w aplikowanych
stezeniach nie obniza liczby formowanych nowych pedow przybyszowych u
wawrzynka jasminowego, natomiast powoduje ich skrocenie i wzrost suchej masy.
Wyliczony na podstawie zawarto$ci biomasy wspotczynnik tolerancji wzrostu (GTI)
obnizyl si¢ pod wpltywem ekspozycji na otéw. Spadek ten byt zréznicowany w
zaleznosci od zastosowane] dawki soli metalu — najnizszy stwierdzono w pedach
rosngcych w obecnosci najwyzszego stezenia, czyli 1,0 mMPb (NOs),. Zaobserwowano
takze, ze pod wptywem otowiu pdzniej formuja si¢ korzenie przybyszowe. Pobieranie
olowiu z pozywki przez pedy wawrzynka jaSminowego bylo ograniczone, co zostato
doktadniej omoéwione ponizej, w punkcie drugim tego rozdziatu. W pedach
traktowanych olowiem nastapil spadek zawartosci wigkszosci mikroelementow 1

niektorych makroelementow, szczegdlnie P i S, lecz z drugiej strony zostal utrzymany
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poziom Ca i Mg. Zawarto$¢ chlorofili i karotenoidéw nie odbiegala od zawarto$ci

stwierdzonej w pedach kontrolnych.

Na podstawie wynikow przedstawionych w pracyPlstwierdzono, ze ekspozycja na
testowane stezenia otowiu wywolata umiarkowany efekt fitotoksyczny w pedach
wawrzynka jasminowego. Pomimo pewnych zaburzen, szczegélnie w skladzie
pierwiastkowym, zdolnosci regeneracyjne in Vvitro nie zostaty znaczaco uposledzone i
pedy nadal namnazaty si¢ wydajnie. Ograniczona toksyczno$¢ olowiu w badanym
uktadzie doswiadczalnym mogta wynika¢ z niskiej mobilnosci jonow tego pierwiastka,
lub wigzania si¢ jonéw Pb?* ze skladnikami pozywki, co zmniejszato ich bezposrednie
szkodliwe oddziatywanie na pedy. Zaproponowany system umozliwia prowadzenie

dlugotrwatej selekcji w obecnosci kationdw otowiu.

Cze$¢ pedow mnozonych w obecno$ci jondw otowiu zostata przeznaczona do
dhugotrwatej selekcji na pozywce z 1,0 mMPb (NOs),, a cze¢$¢ postuzyla do oceny
potencjatlu regeneracyjnego kultur D. jasminea w trakcie ekspozycji na kadm (praca
P3). Przed wylozeniem eksplantatow na pozywke zawierajaca 0,5, 2,5 lub 5,0 uyM
CdCl,(chlorku kadmu), pedy namnozono na pozywce nie zawierajacej jonéw metali
ciezkich. Wydluzono czas wstgpnej selekcji do 16 tygodni, nadal pasazujgc materiat
ro$linny co 4 tygodnie. Pedéw nie rozdzielano i nie ci¢to podczas pasazy, tylko w
catosci przenoszono na $wieza pozywke, starajac si¢ nie uszkodzi¢ rozwijajacych sig

korzeni przybyszowych.

Ocenie poddano parametry wzrostu mnozonych mikroros$lin, zawarto$¢ barwnikdéw oraz
makro- i mikrosktadnikow oraz akumulacje kadmu. Stwierdzono, ze 16-tygodniowa
ekspozycja na badane stezenia chlorku kadmu spowodowata zahamowanie formowania
si¢ nowych pedow, a wspodtczynnik mikrorozmnazania spadt z 9,2 w kontroli do 6,2-4,4
na pozywkach z kadmem. Jedynie najnizsze testowane stezenie nie miato wptywu na
przyrost biomasy 1 dlugo$¢ pedow, w przypadku pozostalych stgzen nastgpit spadek
biomasy 1 wspotczynnika tolerancji wzrostu, a najwyzsza dawka kadmu skutkowala
skroceniem pedow. W odroznieniu od traktowania otowiem, pod wplywem kadmu
spadta zawarto§¢ barwnikow fotosyntentycznych. Wydluzony do 16 tygodni czas
ekspozycji pozwolit na regeneracj¢ korzeni przybyszowych u podstawy eksplantatow w
kazdym wariancie pozywki, jednak w obecnosci Cd* korzenie byty krotsze, a wraz ze

wzrastajagcym st¢zeniem metalu malata liczba korzeni bocznych. Tym niemniej,
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wspotczynnik tolerancji wyliczony na podstawie biomasy wzrost prawie dwukrotnie w

przypadku korzeni traktowanych kadmem.

Na podstawie wynikow zaprezentowanych w pracy P3 stwierdzono, ze system
korzeniowy wawrzynka jasminowego, powstaty na drodze organogenezy przybyszowe;j
w kulturze in vitro, cechuje wyzsza niz pedéow tolerancja wzgledem jonow Cd?*.
Reakcja tolerancji na poziomie korzeni ujawnita si¢ pomimo zwigkszonej akumulacji
tego pierwiastka (aspekt akumulacji Cd zostal omowiony doktadniej w punkcie drugim
tego rozdziatu). Do dtugotrwatej selekcji wybrano poczatkowo dwa stezenia, to jest 2,5
I 5,0 uM CdCl,.Po serii trzech pasazy pedy mnozone na pozywce z 2,5 uM CdCl,
wylozono na pozywke zawierajaca wyzsze stezenie. Nie zaobserwowano istotnych
roznic w kondycji pedéw po tej zmianie, poza ich skroceniem w pordéwnaniu do
kontroli (pgdow nie traktowanych metalem cigzkim).Dlugotrwata kulture prowadzono
juz jedynie na pozywce z 5,0 uM CdCl,.Aplikowane stgzenie chlorku kadmu
wywolywato pewne objawy toksycznos$ci, lecz nie powodowato zamierania materiatu

ros$linnego ani utraty jego zdolnos$ci regeneracyjnych.

Pedy wawrzynka jasminowego poddano takze selekcji pod katem tolerancji na nikiel
(praca P4). Ze wzgledu na fakt, iz na naturalnych stanowiskach niektore gatunki z tego
rodzaju rosng na glebach serpentynitowych zasobnych w Ni (Bani et al. 2013;
Muhammad et al. 2013), bylo celowe sprawdzenie takze reakcji wawrzynka
jasminowego na ten pierwiastek. Selekcje¢ prowadzono na pozywkach zawierajacych
0,05;0,1; 0,51 1,0 mMMNIiSOy (siarczanu (1) niklu). Zaobserwowano silne fitotoksyczne
dziatanie dwoch najwyzszych stezenNiSOs, pod wplywem ktorych nastapito
zahamowanie proliferacji pedow (wspdiczynnik mikrorozmnazania po 8 tygodniach
kultury wyniost 1,0) 1 ich elongacji. Wspolczynnik tolerancji wyniost 48,4-41,7% a
ryzogeneza byla catkiem wstrzymana. W obecnos$ci 0,05 i 0,1 mMNiSOurozwdj kultury
byl bardziej zaawansowany, cho¢ pedy stabiej si¢ namnazaly niz pedy kontrolne (nie
traktowane niklem).Tym niemniej wspotczynnik tolerancji wzrostu wynidst 83,4-
81,7%. Ukorzeniono okoto 50% materialu. Ponadto jedynie najnizsze testowane
stezenie niklu nie wywotywato chlorozy peddéw. Do dalszych badan nad dzialaniem
subletalnego stezenia niklu, a takze w celu prowadzenia dlugotrwatej selekcji pedow
wawrzynka jasminowego tolerancyjnych na ten pierwiastek wybrano wigc stezenie 0,05
mMMNiSO,. W namnozonych pedach oznaczono zawarto$¢ endogennych regulatorow

wzrostu, oceniono struktur¢ anatomiczng liSci 1 podstawy pedu oraz ultrastrukture ich
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komoérek. Na podstawie wynikow zebranych w pracy P4 stwierdzono, ze to
stosunkowo niskie stezenie Ni powoduje degradacj¢ bton komorki, prowadzac do
utworzenia mikropecherzykdéw 1 destrukcji bton chloroplastow. Wigzato si¢ to z
akumulacja endogennych jasmoniandw. Nie stwierdzono natomiast wzmozonej syntezy
kwasu abscysynowego (ABA) w wolnej postaci, a jedynie akumulacje¢ jego formy
zapasowej 1 transportowej. W pedach traktowanych niskim stezeniem Ni utrzymany
zostal niezaburzony poziom aktywnych form auksyn, cytokinin i1 giberelin, co mogto
by¢ skutkiem efektu dormezy (hormesis), czyli stymulujacego dziatania niskich dawek
substancji toksycznej, przy jednoczesnym hamujacym dziataniu dawek wysokich

(Calabrese i Blain 2009).

Wszystkie trzy linie wawrzynka jasminowego tolerancyjne wzgledem Pb, Cd i Ni
utrzymywane byly na odpowiedniej pozywce selekcyjnej przez minimum rok (52
tygodnie), zanim zostaly uznane za linie dlugoterminowe (Lt). Na dzien dzisiejszy
kultury pedéw wawrzynka jasminowego rosngce w obecno$ci metali cigezkich i

stanowigce linie LtPb, LtCd i LtNi majg odpowiednio6, 5 i3 lata (Fot. 1).

Fot.1. Kultury pedow wawrzynka jasminowego. Od lewej: linia kontrolna, linia LtPb,

linia LtCd, linia LtNi.
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Realizacija celu szczegdlowego nr 2

Identyfikacja strategii akumulacji metali ciezkich w mnozonych pedach i
zregenerowanych mikroroslinach oraz potencjalna przydatno$¢ wawrzynka

jasminowego w fitoremediacji
Wyniki badan przedstawiono w pracach eksperymentalnych P1,P2, P3 i P4.

Analizowano potencjat wawrzynka jasminowego do akumulacji toksycznych
pierwiastkow: olowiu, kadmu i niklu w warunkach kultury in vitro w celu okreslenia

strategii pobierania i dystrybucji metali cigzkich u tego gatunku.

Po 8 tygodniach kultury na pozywce z Pb(NOs3) stwierdzono, ze najintensywniejsza
akumulacja olowiu miata miejsce podczas ekspozycji na najnizsze zastosowane stezenie
Pb(NOs), (0,1 mM), gdzie pedy zawieraty 107 pg-g's.m. Pb (praca P1, w pracy
zawartoéci podano w mg-g”). Przy wyzszych stezeniach pobieranie olowiu byto
obnizone, a w pedach wykryto 25-55pug-gts.m. tego pierwiastka. Niski byt rowniez
wspotczynnik biokoncentracji (BCF-bioconcentration factor). Wspotczynnik BCF
wyniost zaledwie 1,26% przy 0,1 mM Pb(NOs), i 0,06% w przypadku pozostatych
badanych stezen. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, ze potencjat
pedéw wawrzynka do usuwania jonéw olowiu z pozywki 1 ich koncentracji w pedach
jest silnie ograniczony. Mozliwa przyczyna stabej akumulacji jonéw otowiu byta niska
mobilno$¢ tego pierwiastka, ale takze brak systemu korzeniowego. W celu
doktadniejszej oceny tego zjawiska czas trwania kultury wydluzono do 16 tygodni, a
pozywke selekcyjng zawierajaca 1,0 mM Pb(NOs), wzbogacono dodatkami
organicznymi, majacymi na celu zwiekszenie efektywnosci ukorzeniania si¢ pedow
(praca P2).Wykorzystano hydrolizat agaru i pulpe ananasowa, ktérych dziatanie
promujace ukorzenianie in vitro wykazano we wczesniejszych badaniach (Wiszniewska
et al.2013, 2016).Charakterystyki sktadu analizowanych suplementéw dokonali
zaproszeni przeze mnie do wspolpracy dr inz. Kinga Dziurka 1 dr Michat Dziurka z
Instytutu Fizjologii Roslin PAN w Krakowie. Wplyw badanych dodatkéw na potencjat
regeneracyjny w kulturze pedoéw wawrzynka omoéwiono szczegdtowo w punkcie

czwartym niniejszego rozdziatu.

Dhuzszy czas trwania kultury umozliwil rozwoj korzeni przybyszowych, takze w pedach
eksponowanych nal,0 mM Pb(NOj),. Efektywnos¢ ukorzeniania wyniosta 68,6%.

Stwierdzono akumulacj¢ Pb zaréwno w pedach, jak i w korzeniach, przy czym
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zawarto$¢ tego pierwiastka w korzeniach byla znacznie wyzsza niz w pedach: 718,77
vs. 21,27 pg-gls.m. Wiazala sic z tym niska warto§¢ wspotczynnika translokacji,
wynoszaca 0,03 (TF — translocation factor), $wiadczaca o tym, ze Pb byt gldwnie
akumulowany w korzeniach i w bardzo ograniczonym stopniu transportowany do
pedow. Wspotczynnik BCF wyniést 0,07% 1 nie zmienil si¢ w poréwnaniu do 8
tygodniowej ekspozycji (opisanej w pracy P1). Wykorzystanie suplementow do
pozywek znaczgco podniosto akumulacje olowiu w organach wawrzynka. W
korzeniach rosngcych w obecnosci 1,0 mM Pb(NOg3),i pulpy ananasowej stwierdzono
3432,31ug-g™" Pb i wzrost wspotezynnika BCF do 0,35%. Z kolei na pozywce z
hydrolizatem agaru zawarto¢ Pb wzrosta do 1035,88 pg-g™'s.m. w korzeniach i do
171,37 pg-g™s.mw pedach. Wspotczynnika translokacji TF wzrost w poréwnaniu do

pozywki niewzbogaconej do 0,17.

Pomimo obserwowanego wzrostu parametrow zwigzanych z pobieraniem 1 transportem
Pb pod wptywem =zastosowanych dodatkow organicznych, uzyskane warto$ci
wspotczynnikéw biokoncentracji i translokacji nalezato uzna¢ za niskie. Zdecydowana
wiekszos¢ pobranego metalu byla immobilizowana w systemie korzeniowym, co jest
powszechng strategia obronng u roslin nie bedacych hiperakumulatorami metali
cigzkich (Wierzbicka et al. 2007; Pourrut et al. 2013). Badania przedstawione w pracy
P2 wskazuja jednak na mozliwo$¢ manipulowania parametrami zwigzanymi z
pobieraniem i dystrybucja metali cigzkich w roslinie przy zastosowaniu suplementacji
podtoza dodatkami organicznymi. Podwyzszenie pobierania i translokacji otowiu moze
by¢ wynikiem dziatania fitohormonoéw lub zwigzkéow fenolowych obecnych w

aplikowanych suplementach.

W pracy P3analizowano pobieranie i dystrybucje kadmu w mikroro§linach wawrzynka
jaséminowego. Stwierdzono, ze zawarto$¢ Cd byta wyzsza w korzeniach niz w pedach.
W korzeniach, w zaleznos$ci od aplikowanego stezenia CdCl,, stezenie metalu wyniosto
29,44 — 130,12 pg-g’s.m., natomiast w pedach3,68 — 35,77 pg-gls.m.. Najwyzsza
akumulacja Cd w korzeniach miata miejsce pod wptywem 2,5 uM CdCl,, a w pedach
pod wptywem stezenia 50 uM. W tym ostatnim przypadku wspotczynnik TF byt
najwyzszy 1 wyniost 0,25. W kulturach rosngcych przy nizszych stezeniach chlorku
kadmu TF wyniost 0,1. Uzyskane dane $§wiadcza o tym, ze wawrzynek jasminowy
akumuluje kadm w korzeniach, a translokacja tego pierwiastka do pedow jest

ograniczona. Nalezy jednak podkresli¢, ze chociaz testowane w niniejszych badaniach
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stezenia kadmu byly mikro-, a olowiu milimolowe, to wspdtczynnik translokacji dla
kadmu byt znacznie wyzszy niz dla otowiu. Byto to z pewnoscig zwigzane z wyzsza
mobilnoscig Cd, a by¢ moze takze z lepsza rozpuszczalnoscig chlorku kadmu w
pozywce. Wspodtczynnik translokacji wyzszy od jednosci $wiadczy o efektywnym
transporcie pierwiastka do pedow i warunkuje przydatnos¢ gatunku do fitoekstrakeji,
czyli oczyszczania zanieczyszczonego podiloza poprzez akumulowanie toksycznych
zwigzkow w biomasie czes$ci nadziemnej (Tang et al. 2009; Przedpetska-Wasowicz et
al. 2012). Jest to cecha gatunkow akumulujgcych 1 hiperakumulujacych metale ciezkie.
Wawrzynek jasminowy prezentuje zarowno w przypadku ekspozycji na otdéw, jak i na
kadm, strategi¢ charakterystyczng dla gatunkéw wykluczajacych (excluders), ktore
unikaja pobierania metali cigzkich, lub wigza je w korzeniach (organach podziemnych).
Reakcja wawrzynka jasminowego jest wiec w tym aspekcie taka jaka sama, jak u
innych gatunkéw z rodzaju Daphne (Ater et al. 2000, Bani et al. 2013, Muhammad et
al.  2013). Zdolno$¢ do immobilizacji metali cigzkich w  systemie
korzeniowym/ryzosferze jest wykorzystywana w fitostabilizacji i badany gatunek

moglby stanowi¢ interesujgcy materiat roslinny na tym polu.

Przeanalizowano réwniez zdolnos¢ akumulacji niklu w catych mikroro$linkach
wawrzynka jasminowego po 8 tygodniach ekspozycji (praca P4). Brak analizy
zawarto$ci tego pierwiastka osobno w korzeniach i w pedach spowodowany bylo
graniczong ryzogeneza i niska biomasa uzyskanych korzeni. W niektorych wariantach
doswiadczalnych dysponowano rowniez ograniczong biomasg pedéw w zwigzku z
fitotoksycznym dziataniem aplikowanych stezen NiSOg.Selekcje prowadzono w
obecnosci 0,05 mMNIiSO;4 i po 8 tygodniach stwierdzono w mikroroslinach $rednia
zawarto$¢ Ni wynoszaca 192,6 pg-g'ls.m.. W pedach kontrolnych nietraktowanych
niklem stezenie tego pierwiastka wyniosto 1,7 pg-g's.m..Wykazano natomiast, ze
suplementacja pozywki dodatkowymi fitohormonami moze mie¢ wptyw na akumulacje
niklu w tkankach ros§linnych. Najwyzsza zawarto$¢ niklu, wynoszaca 300,7 ug-g'ls.m.,
stwierdzono po aplikacji 0,05 mMNiSO4 i 0,2 uM brassinolidu (BL). Dodatek kwasu
jasmonowego (JA) obnizyl pobieranie Ni do 153,4 pg-g’s.m., natomiast kwasu
giberelinowego (GA3) nie spowodowal zmiany zawarto$ci Ni w mikroros§linach w
porownaniu z pozywka nie zawierajacg dodatkowych fitohormonoéw. Podwyzszenie
akumulacji Ni pod wptywem BL byto zaskakujace, poniewaz pobieranie metali cigzkich

jest zazwyczaj hamowane w wyniku ograniczenia transpiracji i zamknigcia aparatow
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szparkowych pod wptywem dziatania fitohormonow stresowych (Biicker-Neto et al.
2017). Dane literaturowe sugeruja, ze BL moze zarowno hamowac, jak i promowac
translokacj¢ metali ciezkich, ale raczej nie nalezy do zwigzkéw zaangazowanych w
dalekodystansowy transport (Lacombe i Achard 2016). Wzmozona akumulacja Ni w
kulturze pedow wawrzynka jasminowego mogta zatem zachodzi¢ w okolicy podstawy
pedu, zanurzonej w pozywce. Z kolei nizsza zawarto$¢ Ni pod wplywem dziatania JA
mogla wigza¢ si¢ z podwyzszong syntezg zwigzkéw fenolowych. Wyniki omowione w
pracy P4 dowiodty, ze za pomocg egzogennych regulatoréw wzrostu pobieranie metali
ciezkich moze by¢ zarowno ograniczane, jak i intensyfikowane, a fakt ten pozwala na

glebsze poznanie mechanizméw tolerancji roslin na toksyczne pierwiastki.

W pracy P4 nie identyfikowano strategii akumulacji 1 dystrybucji niklu ze wzgledu na
ograniczenia w dostepnosci biomasy. Do§wiadczenia uzupehniajace, ktorych wyniki nie
sg jeszcze opublikowane, wykazaty, ze po 8 tygodniach ekspozycji na 0,05 mMNiSO,
same pedy wawrzynka jasminowego, oddzielone od korzeni, akumulowaty $rednio 40—
50 ug Ni-g™'s.m.. Mozna zatem przypuszczaé, ze z tych blisko 200 ug-g'ls.m.
oznaczonych w calej mikroro§linie trzy czwarte stanowi Ni zakumulowany w
korzeniach. Wigzaloby si¢ z to ze stosunkowo wysokim wspdiczynnikiem translokacji
dla tego metalu u badanego gatunku (= 0,33). Ze wzgledu jednak na fakt, ze TF wcigz
bylby nizszy od jedno$ci, wawrzynek jasminowy zostatby uznany wzgledem niklu za

gatunek wykluczajacy, podobnie jak w przypadku otowiu 1 kadmu.

Realizacja celu szczegolowego nr 3

Poréwnanie  zdolnosci  morfogenetycznych i  wybranych  parametrow
biochemicznych wawrzynka jasminowego i rosliny metalotolerancyjnej podczas

kultury in vitro i aklimatyzacji
Wyniki badan przedstawiono w pracy eksperymentalnej P3.

W pracy P3 analizie porownawczej poddano reakcje wawrzynka jasminowego i
smagliczki pagorkowej (Alyssum montanum) na dziatanie chlorku kadmu w kulturze in
vitro. Do badan wybrano ro$liny przystosowane do wzrostu w obecnosci metali
cigzkich: ustabilizowang kultur¢ pedowa naturalnego metalofitu — ekotypu
galmanowego smagliczki (wyprowadzong z siewek uzyskanych z nasion zebranych z

terenow Olkuskiego Regionu Rudnego), oraz kulture pegdowa wawrzynka, nie bedacego
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metalofitem, otrzymang w pierwszych do$wiadczeniach nad selekcja pod katem

tolerancji na olow.

Rozwdj kultur obu gatunkéw podczas ekspozycji na badane stezenia CdCl,byt
zroznicowany. Jak opisano w pierwszej czesci tego podrozdziatu, traktowanie kadmem
spowodowato zahamowanie proliferacji i ukorzeniania pedow wawrzynka, a wyzsze
stezenia takze ograniczyly ich wzrost. Z kolei namnazanie pedoéw smagliczki byto albo
na takim samym poziomie jak w kulturach kontrolnych (wyzsze stezenia Cd), badz tez
wzrosto, jak w przypadku najnizszego stezenia 0,5 uM CdCl,. Ta niska dawka
spowodowata wzrost biomasy pedoéw i korzeni, skutkujacy znaczacym podwyzszeniem
wspotczynnika tolerancji, ktory wynidst odpowiednio 215,19 1202,22%. Dla smagliczki
wigc niski poziom Cd stanowit czynnik stymulujacy wzrost 1 organogenezg, natomiast
dla wawrzynka byta to juz zawarto$¢ wywotujaca niekorzystne zmiany, szczegolnie w
pedach. Na pozywkach z Cd®* nastapil przyrost biomasy, jednak w przypadku
smagliczki w pedach, a u wawrzynka w korzeniach. Reakcja wawrzynka przypominata
reakcje opisane takze u innych roslin drzewiastych i mogla wynika¢ z przytaczania si¢
jonéow Cd w specyficznych miejscach wigzania, obecnych w rozleglym systemie
korzeniowym (Gussarsson et al. 1996). Z kolei reakcja smagliczki, typowa dla innych
metalofitow, jest uwazana za ich strategi¢ sluzaca przetrwaniu w niekorzystnych
warunkach (Seregin et al. 2014, Meyer et al. 2015). Co ciekawe, mikrorosliny D.
jasminea akumulowaly wiccej jonéw Cd** niz mikroroéliny A. montanum. W
zaproponowanym systemie kultury nie stwierdzono u smagliczki wlasciwosci
hiperakumulatora, a nawet akumulatora Cd, co moglto by¢ wywotane niska dawka
metalu lub jego precypitacja w formie fosforanéw, zmniejszajaca biodostgpnos¢ tego

pierwiastka.

Réznice miedzy smagliczka a wawrzynkiem stwierdzono w sktadzie pierwiastkowym
namnozonych organéw. Wyjsciowo, kontrolne pedy smagliczki miaty wysoka
zawartos¢ Ca, P, K, S i Mg, co czgsto jest wigzane z istnieniem konstytutywnej
tolerancji na metale ciezkie (Sebastian and Prasad 2016). Pod wptywem Cd w pedach
smagliczki wzrosta zawarto$¢ P, K, S 1 Na, natomiast w pedach wawrzynka wtasciwie
nie zaszty zadne istotne zmiany sktadu analizowanych makroelementéw. Ten sam efekt
wystapil w korzeniach smagliczki, podczas gdy w korzeniach wawrzynka stwierdzono
spadek zawarto$ci badanych pierwiastkow. Wyniki te wskazuja, ze u smagliczki

aktywne byly mechanizmy utrzymujace homeostaze makrosktadnikéw, co jest
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potwierdzeniem metalo-tolerancyjnej natury tego gatunku. Niedobory mineralne
stwierdzone w korzeniach wawrzynka mogly by¢ spowodowane akumulacja Cd
gléwnie w tych organach, wynikajaca z wysokiej wyjSciowej zawartosci fosforu i

mozliwosci tworzenia precypitatOw na powierzchni korzeni.

Zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych — chlorofilu i karotenoidéw, takze réznita
poréwnywane gatunki. U smagliczki traktowanej kadmem nastapit wzrost zawartosci
barwnikow, podczas gdy u wawrzynka przy wiekszosci traktowan stwierdzono nizsze
stezenie tych zwigzkéw. Wyjsciowy poziom chlorofili byl taki sam w pedach
kontrolnych obu gatunkéw, natomiast wigcej karotenoidow zawieraty pedy smagliczki.
Zdolno$¢ do utrzymania stalej lub podwyzszonej zawarto$ci barwnikow
fotosyntetycznych, warunkujacych przyrost biomasy (chlorofile) i dziatajacych jako
antyoksydanty (karotenoidy), jest uznawana za ceche towarzyszaca tolerancji roslin na
metale cigzkie. Nie zaobserwowano tego efektu w kulturach wawrzynka poddanych
dziataniu kadmu, totez nalezy uzna¢, ze cz¢éci nadziemne sg u tego gatunku bardziej
wrazliwe na toksyczny wptyw kadmu, a tolerancja na Cd zwigzana jest z systemem

korzeniowym.

Interesujace wyniki uzyskano réwniez poréwnujac proces aklimatyzacji mikroroslin
smagliczki i wawrzynka do warunkow ex vitro. Aklimatyzacje prowadzono w ziemi
ogrodniczej lub na odpadach poflotacyjnych, w ktorych wczesniej stwierdzono
obecno$¢ metali cigzkich (Muszynska et al. 2013). U smagliczki proces ten byt
stosunkowo wydajny, a przezywalno$¢ roslin po 4 tygodniach wyniosta 83-85%.
Mikrorosliny pochodzace z kultur kontrolnych tak samo aklimatyzowaty si¢ zaréwno w
czystej ziemi, jak i na odpadach, natomiast te pochodzace z kultur traktowanych
kadmem stabiej aklimatyzowatly si¢ na odpadach (spadek przezywalnosci do 62,5%).Z
kolei wawrzynek aklimatyzowat si¢ stabo, co potwierdzito wcze$niejsze doniesienia o
ograniczonej przezywalnosci mikroroslin tego gatunku w warunkach ex vitro
(Wiszniewska et al. 2013). W czystej ziemi ogrodniczej 4 tygodnie przetrwato 50%, a
na odpadach poflotacyjnych 25% wysadzonych mikroro$lin pochodzacych z pozywek
kontrolnych. Co ciekawe, przezywalnos¢ mikroroslin powstatych w obecnosci Cd byla
znaczgco wyzsza i wyniosta odpowiednio 80%, a na odpadach poflotacyjnych 60%. Po
20 tygodniach aklimatyzacji zywe pozostaty jedynie ro§liny wawrzynka pochodzace z
pozywki zawierajacej najwyzsze testowane stgzenie 5,0 uM CdCly: 10% w ziemi

ogrodniczej, a 6% na odpadach. Biorgc pod uwage dziatanie toksycznego czynnika
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selekcyjnego, toksyczno$¢ podloza oraz sam stres towarzyszacy przejsciu miedzy
uprawg in vitro i ex vitro, zaobserwowany wzrost przezywalnosci roslin wawrzynka
traktowanych kadmem in vitro moze sugerowac istnienie u tego gatunku podwyzszonej

zdolnosci przystosowania si¢ (aklimacji) do warunkow stresowych.

Realizacija celu szczegdlowego nr 4a

Ocena mozliwosci wzmocnienia potencjalu regeneracyjnego wawrzynka i
zmniejszenia fitotoksycznosci metali ciezkich poprzez wzbogacanie pozywki

dodatkami organicznymi i egzogennymi fitohormonami
Wyniki badan przedstawiono w pracach eksperymentalnych P2 i P4.

Wykorzystujac kulture in vitro wawrzynka jasminowego jako modelowy uktad
doswiadczalny, zbadano mozliwo$¢ poprawy warunkow wzrostu roslin w toksycznym
srodowisku poprzez wzbogacenie pozywki dodatkami organicznymi pochodzenia

naturalnego oraz wybranymi fitohormonami.

Suplementacja pozywki podczas selekcji pod katem tolerancji na otow (praca P2)
miata na celu podwyzszenie wspotczynnika namnazania pedow i ich ukorzeniania sig.
Wykorzystano dwa dodatki organiczne, ktorych dziatanie promujace formowanie si¢
korzeni zostalo wczesniej wykazane (Wiszniewska et al. 2013, 2016): hydrolizat agaru
(AH) i pulpe ananasowg (PP). Oba dodatki sporzadzono wg przepisow Bois (1992) i
Kitsaki et al. (2004), a ich optymalne stgzenie w pozywce ustalono na 10 ml-I". W
otrzymanych produktach oznaczono zawarto$¢ cukrow rozpuszczalnych, kwasow
fenolowych i endogennych regulatorow wzrostu metodami HPLC i UHPLC.
Wykazano, ze pulpa otrzymana z owocostanu ananasa byta mieszaning bardzo bogatag w
analizowane zwiazki. Zawierata 36 mg-ml™ cukréow, gléwnie fruktoze, 0,026 mg-ml°
kwasow fenolowych, wsrod ktorych dominowaty kwas homowanilinowy, wanilinowy i
cynamonowy. Wsrod fitohormonow 82% ich catkowitej ilosci (0,01 pg-ml™)stanowit
kwas abscysynowy (ABA), ale testowany dodatek zawierat rowniez znaczne ilo$ci
auksyny — kwasu indolilo-3-octowego (IAA).Hydrolizat agaru byt dodatkiem znacznie
ubozszym w analizowane zwigzki, lecz mimo to stwierdzono w nim obecno$¢ 588,1
pg-ml’lcukr(')w, gldwnie sacharozy, 0,7 ug-ml'1 kwasow fenolowych, gtownie kwasu
ferulowego, chlorogenowego 1 benzoesowego, a takze pewne ilosci cytokinin, z

dominujagcym rybozydem cis-zeatyny, oraz auksyn, z dominujacym kwasem indolilo-3-
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mastowym (IBA).Informacja o obecnos$ci regulatoréw wzrostu w preparatach z agaru,
stosowanego powszechnie do zestalania pozywek w kulturach in vitro moze mie¢
istotne znaczenie dla optymalizacji sktadu pozywek, gdyz nie mozna wykluczy¢
wptywu tych zwiazkow na rozwoj eksplantatoéw i calej kultury. W badanym tu
hydrolizacie agaru ,,Oxoid” dominowaly cytokininy, z kolei Arthur et al. (2004)
donosili o obecnosci auksyn w wodnych ekstraktach sporzadzonych z innych typow
agarow. Warto doda¢, ze analiza sktadu substancji zestalajacych pozywki
produkowanych przez réznych producentoéw ujawnita obecnos$¢ regulatorow wzrostu w

kazdym z testowanych preparatow (dane wiasne nicopublikowane).

W czesci drugiej tego rozdzialu przedstawiono zmiany akumulacji olowiu i jego
dystrybucji w organach wawrzynka jasminowego pod wplywem badanych dodatkow.
Obserwowano takze popraw¢ parametrow wzrostowych w badanych kulturach
prowadzonych w obecnosci 1,0 mM Pb(NOjz),. Wspotczynnik tolerancji GTI dla pedow
1 korzeni ulegl podwyzszeniu z odpowiednio 74 i 77% do 91 1 123% na pozywce z PP
oraz do 97 1 141% na pozywce z AH. Ukorzenianie notowano w 87,1 — 91,8% pedow,
w porownaniu do 68,6% na pozywce bez suplementow, wzrdst takze wspodiczynnik
mikrorozmnazania. Stwierdzono, ze wzbogacenie pozywki badanymi substancjami
stymulowato wzrost eksplantatow i organogeneze w obecnosci otowiu. Efekt taki mogt
by¢ wynikiem dostarczenia dodatkowej puli zwiazkéw odzywczych, szczegolnie zrodta
wegla, oraz regulatorow wzrostu. Wysoka zawartos¢ ABA w PP, bedacego hormonem
stresu, mogta powodowac aktywacje systemu obronnego rosliny w niekorzystnych
warunkach $rodowiska (Wang et al. 2013).Co ciekawe, gdy badanymi dodatkami
wzbogacono pozywke nie zawierajaca Pb, zaobserwowano silne zahamowanie wzrostu
1 proliferacji pedow oraz ukorzeniania. Mozna to tlhumaczy¢ zachwianiem réwnowagi
hormonalnej w takiej pozywce, co w przypadku braku czynnika stresowego w postaci

metalu cigzkiego dziatato niekorzystnie na prowadzone kultury.

Prowadzac kultury in vitro wawrzynka w obecnos$ci niklu (praca P4) oceniano wzrost i
rozwoj eksplantatow pod wptywem wzbogacenia pozywki dodatkowymi egzogennymi
fitohormonami. Zastosowano roztwory komercyjnie dostepnych zwigzkow: kwasu
giberelinowego(GAgz), kwasu jasmonowego (JA) i brassinolidu (BL). Zwrdcono przy
tym uwage na fakt, ze pomimo iz traktowanie egzogennymi fitohormonami jest
stosowane w celu podwyzszenia tolerancji roslin na dziatanie metali cigzkich (Saeidi-

sar et al. 2007; Kaur et al. 2017), niewiele uwagi poswigca si¢ problemowi
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rozregulowania homeostazy endogennych regulatorow wzrostu, co moze wigzaé si¢ z
intensyfikacja stresu. W niniejszych badaniach stwierdzono, ze aplikacja GA3 i JA do
pozywki zawierajacej NiSO4 poprawia proliferacj¢ i parametry wzrostu pedow, chociaz
ogranicza formowanie si¢ korzeni. Zanotowano podwyzszenie wspotczynnika tolerancji
wzrostu (GTI) pedow odpowiednio do 161,5 1 123,1%. W obecnosci GA3z pedow
przybyszowych tworzylo si¢ wigcej i byly one dtuzsze niz na pozywce z samym niklem.
Poprawie zdolno$ci regeneracyjnych towarzyszylty zmiany metaboliczne i strukturalne
w mnozonych mikroroslinach. Kwas giberelinowy spowodowat podwyzszenie poziomu
endogennych auksyn, zwlaszcza w formie konjugatow z aminokwasami, giberelin,
kwasu salicylowego i jasmonianéw. Stwierdzono ponadto ograniczenie inaktywacji
auksyn. W komorkach obserwowano liczne peroksysomy, co prawdopodobnie wigzato
si¢ z podwyzszong syntezg endogennych jasmonianéw. Egzogenny kwas jasmonowy
spowodowat podwyzszenie zawarto$ci auksyn i wzrost aktywno$ci merystematycznej w
komoérkach podstawy pedu. Nastapit rowniez wzrost aktywnosci przeciwrodnikowej i
akumulacji zwigzkow fenolowych. Z drugiej strony, na poziomie komoérkowych
obserwowano niekorzystne zmiany w systemie bton wewnetrznych, szczeg6lnie
dezintegracj¢ bton chloroplastow 1 formowanie si¢ mikropecherzykow. Byto to
prawdopodobnie skutkiem podwyzszonej akumulacji ABA 1 obnizonej syntezy

endogennych giberelin w kulturach traktowanych niklem i JA.

Hamujacy wptyw na rozwdj kultury miat dodatek brassinolidu. Pomimo, Zze wzrosta
liczba namnozonych pedow, to nastgpito znaczne ich skrdcenie 1 spadek zawartosci
suchej masy, skutkujacy obnizeniem wspdiczynnika tolerancji do 69%. Wysoka
zawartoS§¢ ABA, podwyzszony poziom oksydacji auksyn i1 spadek aktywnosci
przeciwrodnikowej $wiadczyly o wzmozonej reakcji stresowej w kulturach rosnacych w
obecnos$ci niklu 1 BL. Wynikaé to moglo z podwyzszonej akumulacji Ni pod wptywem
BL (co oméwiono powyzej w czgsci drugiej rozdziatu). Na poziomie ultrastruktury
komorek pedu dostrzegalne byly zmiany w budowie $cian komodrkowych, takie jak
obecno$¢ stragtdow metalu, tworzenie si¢ kanalikow oraz wydzielanie substancji
lipidowych 1 pektynowych na powierzchni¢ §ciany, bedace reakcja obronng stuzaca
ograniczeniu wnikania niklu do protoplastu (Krzestowska et al. 2016; Meychik et al.
2014).

Na podstawie wynikéw przedstawionych w pracy P4 wykazano, Ze poprzez

suplementacje pozywki odpowiednimi egzogennymi fitohormonami mozliwa jest
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modulacja poziomu akumulacji niklu w pedach wawrzynka jasminowego, a takze
poprawa parametrow wzrostu tego gatunku podczas ekspozycji na toksyczne

pierwiastki.

Realizacja celu szczegb6lowego nr 4b

Preekspozycja na metale ci¢zkie jako strategia aklimacji pedow do stresu

metalicznego oparta na modulacji dzialania systemu antyoksydacyjnego

Wyniki badan przedstawiono w pracy eksperymentalnej P2 oraz w manuskrypcie
ztozonym do redakcji BMC Plant Biology dn. 26.03.2019 (obecnie w recenzji od
20.04.19)

Po wyprowadzeniu linii pedow zdolnych do wzrostu w obecnos$ci metali cigzkich,
podjeto probe identyfikacji procesow zachodzacych podczas dlugotrwalej selekcji,
zwigzanych z tolerancja na stres metaliczny. Utrzymywanie dlugoterminowych kultur
na pozywkach zawierajacych metale cigzkie potraktowano jako tzw. preekspozycje na
te pierwiastki, majaca na celu przystosowanie pedéw do wzrostu w zanieczyszczonym
podtozu. W niniejszych badaniach skupiono si¢ na jednym z najbardziej uniwersalnych
mechanizméw obronnych podczas stresu abiotycznego, czyli na funkcjonowaniu
systemu obrony antyoksydacyjnej podczas dtugotrwatej 1 krotkotrwaltej ekspozycji na
badane pierwiastki. Nie podjeto szczegdtowych studiow nad poréwnaniem dystrybucji
metali ciezkich w mikroroslinach ze wzgledu na niski poziom ich translokacji do

pedow.

W pierwszych doswiadczeniach (praca P2), porownano wptyw dodatkow AH i PP na
akumulacje zwigzkéw fenolowych 1 aktywno$¢ przeciwrodnikowa w organach
wawrzynka powstatych podczas kultury dilugoterminowej Lt Pb oraz po krotkiej
ekspozycji na oldw. Stwierdzono, ze zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w korzeniach i
pedach oraz aktywnos$¢ przeciwrodnikowa uzyskanych z nich ekstraktow byta
zdecydowanie wyzsza w kulturach dlugoterminowych niz w pedach wczesniej nie
traktowanych otowiem. Byly to przestanki $wiadczace o tym, Ze ro$liny przystosowane
do wzrostu w obecnosci metalu cigzkiego podczas dlugotrwatej selekcji rozwingty
skuteczniej dzialajacy aparat antyoksydacyjny. Wzmozona akumulacja zwiazkow
fenolowych jest uwazana za metaboliczng adaptacj¢ spotykang u roslin narazonych na

dziatanie podwyzszonych stezen toksycznych pierwiastkow (Wang et al. 2011).
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W dalszych badaniach (praca w recenzji w BMC Plant Biology) kompleksowo
przeanalizowano funkcjonowanie aparatu antyoksydacyjnego pedoéw pochodzacych z
trzech wyprowadzonych linii dlugoterminowych (long-term) Lt Cd, Lt Ni i Lt Pb z ich
odpowiednikami St Cd, St Ni i St Pb (short-term), krotko eksponowanymi na badane
metale. Wykazano, ze w liniach dlugoterminowych wawrzynka, niezaleznie od rodzaju
metalu cigzkiego, nastgpito trwale podwyzszenie aktywnos$ci peroksydazy oraz wzrost
zawartosci karotenoidow 1 antocyjanow. Tolerancja ujawniona podczas preekspozycji
na toksyczne pierwiastki wynika¢ mogla ze wspotdziatania sktadnikoéw systemu
antyoksydacyjnego w roéznych kompartymentach komoérkowych: peroksydaz
zmiatajacych wolne rodniki na terenie cytozolu, karotenoidow zabezpieczajacych przed
uszkodzeniem blony chloroplastow 1 antocyjanéw chelatujacych jony metali w soku
komoérkowym.  Ustalono  réowniez, ktore antyoksydanty enzymatyczne i
nieenzymatyczne zwigzane s3 z odpowiedzig pedow wawrzynka na konkretne metale.
Nalezata tu katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, glutation i1 askorbinian. Na podstawie
otrzymanych wynikow uznano, ze preekspozycja na metale cigzkie moze byc¢
wykorzystana jako strategia zwigkszenia tolerancji roslin poprzez rodzaj aklimacji
zwany primed acclimation, w ktorym nast¢puje pobudzenie metabolizmu przez
dziatanie stresora, w celu zwiekszenia szans osobnika na przezycie 1 lepszy rozwoj] w

warunkach stresowych.

Podsumowanie najwazniejszych osiagnie¢ prezentowanych badan

- Dla badanego gatunku ustalono optymalne stezenia zwigzkéw kadmu, otowiu 1 niklu,
pozwalajace na prowadzenie dlugotrwatej selekcje linii tolerancyjnych, przy
zachowaniu satysfakcjonujacej zywotnosci, zdolno$ci morfogenetycznej kultur oraz
odpowiedniego poziomu fitotoksycznos$ci.

- W wyniku dlugotrwatej presji selekcyjnej w kulturze in vitro wyprowadzono trzy
ustabilizowane linie kultur pedow wawrzynka jasminowego tolerancyjne wzgledem
umiarkowanych stezen kadmu, niklu i olowiu. Wszystkie linie charakteryzowaty sie
niezaburzong zdolnoscia do tworzenia pedow przybyszowych 1 spontanicznego
ukorzeniania si¢, w zwigzku z czym uzyskano w petni wyksztatcone mikrorosliny, ktore

zostaly skutecznie przystosowane do warunkow wzrostu ex vitro (Fot. 2).
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Fot.2. Zaaklimatyzowane rosliny D. jasminea pochodzace z kultur in vitro: A) linia
kontrolna, B) linia Lt Pb, C) linia Lt Cd, D) linia Lt Ni

- Poznano strategie akumulacji i dystrybucji metali ciezkich w organach wawrzynka
jasminowego. W przypadku wszystkich trzech analizowanych metali D. jasminea
wykazuje cechy gatunkow wykluczajacych, ktore wiekszos¢ pobranego pierwiastka
gromadzag w korzeniach, co umozliwia wykorzystanie badanego gatunku do
fitostabilizacji metali cigzkich w podtozu. Walory ozdobne oraz ograniczone pobieranie
1 translokacja toksycznych jondw do czgsci nadziemnej sprawiaja, ze wawrzynek
jasminowy moze by¢ stosowany w nasadzeniach na terenie zieleni miejskiej, w
miejscach narazonych na zanieczyszczenie gleby metalami cigzkimi. Pordéwnujac

reakcje D. jasminea oraz metalotolerancyjnej krzewinki A. montanum potwierdzono, ze
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podwyzszona tolerancja wawrzynka na kadm zwigzana jest z fizjologicznymi funkcjami
systemu korzeniowego.

-Wykazano, ze poprzez suplementacje pozywki dodatkami organicznymi i
egzogennymi fitohormonami mozna skutecznie modulowac stopien akumulacji metali
cigzkich i ich dystrybucje w roslinie. Zastosowanie suplementéw organicznych
poprawito warunki wzrostu i1 spowodowato wzrost tolerancji ros$lin na toksyczne
dziatanie jonow ofowiu. Uzyskano rdéwniez podwyzszenie wspdlczynnikow
biokoncentracji 1 translokacji, co jest wynikiem istotnym ze wzgledu na niska
mobilno$¢ tego pierwiastka. W niwelacji niekorzystnych skutkow dziatania niklu na
wzrost i proliferacje pedéow najskuteczniejsza byta aplikacja egzogennej gibereliny,
natomiast dziatanie brassinolidem i kwasem jasmonowym powodowalo odpowiednio
wyzsza 1 nizszg akumulacje¢ niklu w pedach. Wyniki te maja znaczaca wartos¢
praktyczng i mogag by¢ wykorzystane we wspomaganej fitoremediacji w celu 1)
regulacji poziomu bioakumulacji metali cigzkich w roslinach, 2) wykorzystania
niskokosztowych substancji organicznych jako alternatywy dla syntetycznych
zwigzkow chelatujacych metale cigzkie.

- Zwrocono uwage na fakt, iz agary r6znego pochodzenia, powszechnie stosowane do
zestalania pozywek do kultur in vitro zawierajg pewne ilosci fitohormonoéw. Ma to
znaczenie podczas optymalizacji sktadu pozywek, poniewaz zastgpienie jednego typu
agaru innym moze powodowaé¢ odmienne reakcje morfogenetyczne mnozonego
materiatu.

- Wykazano, ze mikroro$liny D. jasminea powstate w trakcie kultury in vitro w
obecnosci czynnika selekcyjnego w postaci jondw cd* lepiej aklimatyzuja si¢ do
warunkow uprawy niz mikrorosliny kontrolne, nie poddane wczesniej dziataniu stresu.
Rodliny zregenerowane na pozywce selekcyjnej przezywaly okres aklimatyzacji
zarbwno w podlozu niezanieczyszczonym, jak 1 na odpadach poflotacyjnych
zawierajacych metale cigzkie. Wynika z tego, ze eksponowanie D. jasminea na stres w
czasie rozwoju mikropedéw w kulturze in vitro zapewnia podwyzszong zdolno$é
materialu (linii)) do przetrwania w warunkach stresowych (stres towarzyszacy
aklimatyzacji oraz stres zwigzany z zanieczyszczeniem podloza metalami cigzkimi).

- Stwierdzono, ze dlugotrwata ekspozycja na badane metale ciezkie skutkuje zmianami
w aktywno$ci 1 zawartoSci zwigzkéw nalezacych do systemu antyoksydacyjnego.
Aktywnos$¢ przeciwrodnikowa 1 st¢zenie nieenzymatycznych antyoksydantéw sa

podwyzszone w pedach preeksponowanych na metale cigzkie w porownaniu z pedami
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poddanymi krétko trwajacej ekspozycji. Indukcja tolerancji na badane metale cigzkie u
D. jasminea zwigzana jest z podwyzszeniem aktywnosci antyoksydacyjnej w

najwazniejszych kompartymentach komérkowych.

Kierunki i kontynuacja badan

W przeprowadzonych badaniach nad indukcja tolerancji na metale cigzkie w kulturze in
vitro wawrzynka jasminowego uzyskano wyniki o znaczeniu praktycznym, ktore mogag
by¢ wykorzystane dla celow rewitalizacji terenow miejskich, umiarkowanie
zanieczyszczonych metalami cigzkimi. Postawiono rowniez szereg nowych pytan
dotyczacych mechanizmoéw tolerancji na metale cigzkie u badanego gatunku, totez w
najblizszym czasie badania b¢da kontynuowane. Prowadzone obecnie do§wiadczenie
ma na celu pordwnanie statusu odzywienia mineralnego oraz dystrybucji jonéw metali
cigzkich, a takze makro- i mikrosktadnikéw w ukorzenionych pedach pochodzacych z
linii dlugoterminowych oraz krétko traktowanych metalami cigzkimi. Zamierzam takze
oceni¢ efektywnos¢ aklimatyzacji mikroro$lin powstatych podczas dtugotrwatej selekcji
i ich tolerancje na metale cigzkie w warunkach ex vitro. Dalsze badania bedg dotyczyty
struktury anatomicznej 1 funkcjonowania systemu korzeniowego, w szczego6lnosci
syntezy zwigzkow chelatujagcych metale ciezkie, w celu identyfikacji mechanizméw
zwigzanych z akumulacja metali cigzkich w korzeniach i/lub jej unikaniem, jak réwniez
z ograniczeniem translokacji toksycznych jondw do pedow. Istotnym zagadnieniem
badawczym bedzie rowniez sprawdzenie czy z indukowang u D. jasminea tolerancja na
kadm, otow 1 nikiel zwigzane s3 zmiany epigenetyczne przekazywane kolejnym
pokoleniom regenerowanych klonow i czy cechy te s trwate, czy ujawniaja si¢ tylko

podczas ekspozycji na metale ci¢zkie.
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II1. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Wszystkie cytowane prace zostaly opisane w ,,Wykazie prac”, zalacznik 4, p. Il
(czes¢ dotyczaca prac spoza osiggnigcia habilitacyjnego). Symbole prac odnoszg si¢ do

ich oznaczen w ww. wykazie.

Praca naukowa przed uzyskaniem doktoratu

Badania nad optymalizacja Kkultur in vitro, w szczegoélnosci kultur kalusa i

protoplastow, lubinu zo6ttego
prace B1, M1

doniesieniaD1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8

Badania w ramach pracy doktorskiej dotyczyly opracowania metodyki prowadzenia
kultur in vitro komoérek i protoplastow tubinu zottego (Lupinus luteus L.). Ta
warto$ciowa ro$lina motylkowata jest gatunkiem silnie wrazliwym na manipulacje in
vitro i cechuje si¢ niskim potencjatem morfogenetycznym. Badania obejmowaty oceng
przydatnosci réznych eksplantatow oraz optymalizacje sktadu pozywki do indukcji 1
proliferacji tkanki kalusowej. Ze wzgledu na silnie ciemnienic i zamieranie
eksplantatow, testowano zwiazki ograniczajace nadprodukcje zwigzkow fenolowych,
m.in. azotan srebra i poliwinylopirolidon. Tkanka kalusowa stanowita materiat do

wyprowadzenia kultur zawiesinowych oraz do izolacji protoplastow.

Glownym celem badan w ramach pracy doktorskiej byto podwyzszenie efektywnosci
izolacji protoplastow z roznych tkanek i organdéw tubinu Zzoéltego, pochodzacych
zarowno z siewek rosngcych in vitro, jak i materialu szklarniowego, a takze
opracowanie warunkéw kultury protoplastow i zregenerowanych z nich komorek.
Oceniano efektywno$¢ izolacji przy uzyciu mieszanin enzymatycznych o roéznym

sktadzie oraz pézniejszy rozwoj kultury w pierwszych dniach po izolacji.

Praca naukowa po doktoracie

Komérkowe aspekty regeneracji w kulturach protoplastéw - kontynuacja badan

nad kulturami protoplastéw tubinu i innych roslin wrazliwych in vitro
prace: A2, A3, A6, B3, B6, B7, B9, B11

doniesienia: D9, D10, D11, D13, D14, D17, D19, D21, D23, D25, D35
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Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam badania stuzgce opracowaniu warunkoéw
efektywnej izolacji i regeneracji w kulturach protoplastow tubinu zoéttego. W wyniku
testowania roznych form kultywacji protoplastow uzyskano kilkukomérkowe
protokolonie z protoplastow hypokotylowych, liScieniowych oraz pojedyncze podziaty
w kulturach protoplastéw mezofilowych, a takze stwierdzono, ze najlepsze efekty
przynosi kultura w pozywce zestalonej agarozg i zawierajacej wegiel aktywowany
(praca A2). Jako gléwna przyczyne niepowodzen w utrzymaniu zdolno$ci
podziatowych protoplastow tubinu zoéttego uznano zaburzenia w odtwarzaniu $ciany
komorkowej (prace B3, B9). Struktura nowopowstalej $ciany nie byla jednolita,
obserwowano dziury na jej powierzchni lub odstajace fragmenty widkien celulozowych.
Stwierdzono takze obecno$¢ depozytéow kalozy, mogacych $wiadczy¢ o uszkodzeniu
zewngtrznej powierzchni protoplastow.

Badania rozszerzono na inne gatunki ro$lin trudno regenerujacych z protoplastow:
ledzwian siewny, a takze przedstawicieli jednoliSciennych: hiacynta wschodniego i
szparaga ozdobnego (praca B7). Celem byta identyfikacja zaburzen powstajacych w
pierwszych dniach kultury. Ustalono, Zze poziom stresu oksydacyjnego w protoplastach
rozni si¢ w zaleznosci od sktadu mieszaniny enzymatycznej (praca B11). Optymalny
jej sktad pozwala uzyska¢ protoplasty o podwyzszonych zdolno$ciach regeneracji
sciany komorkowej, co moze przyczyni¢ si¢ do bardziej zaawansowanego rozwoju
kultury. W zregenerowanej $cianie komorkowej analizowano tez rozmieszczenie biatek
arabinogalaktanowych (AGP), glikoprotein kotwiczacych zardéwno w $cianie, jak i w
plazmo lemmie (praca A6). Rozmieszczenie AGP roznito si¢ w protoplastach
zywotnych, podejmujacych podzialy, oraz w protoplastach zamierajacych. W
dzielagcych si¢ komorkach powstatych z protoplastow mezofilowych lgdzwianu
udowodniono wystepowanie AGP w przegrodzie pierwotnej, laczacej komorki
potomne. W protoplastach zamierajacych biatka AGP byty obecne w rdznych obszarach
sciany komorkowej, bedac prawdopodobnie znacznikiem wejscia komorki w faze

programowanej Smierci.

Optymalizacja warunkow prowadzenia kultur in vitro réznych gatunkéw roslin -
badania nad zastosowaniem dodatkéw organicznych do pozywek w celu

intensyfikacji organogenezy eksplantatow

31



ALINA WISZNIEWSKA AUTOREFERAT / ZALACZNIK 2

Ten szeroki temat badawczy realizowano na kilku gatunkach roslin w celu podniesienia
efektywnosci mikrorozmnazania 1 ukorzeniania. Zapoczatkowaly go badania
prowadzone w kulturach protoplastow, gdzie suplementacja pozywki zwigzkami
organicznymi miala podwyzszy¢ przezywalno$¢ protoplastow 1 ich zdolnosci
regeneracyjne. Wzigto pod uwage mozliwos¢ redukcji stgzenia dodawanych do
pozywki komercyjnych regulatorow wzrostu dzieki wykorzystaniu biologicznie
aktywnych suplementow. Zagadnienie to poruszono takze w badaniach prowadzonych
w ramach przygotowania cyklu publikacji stanowigcych prezentowane osiggnigcie
habilitacyjne (prace P2 i P4). Doswiadczeniami spoza osiaggniccia objeto gltownie

ro$liny drzewiaste i ozdobne oraz gatunki metalolubne.

Kultury in vitro ro$lin drzewiastych i ozdobnych
prace:A4, A5, A9, B5, B10

doniesienia:D12, D15, D16, D18, D28, D29, D30, D34, D38, D39

W kulturach pedéw oceniano zdolnos$ci regeneracyjne wawrzynkéw pochodzacych z
réznych rejonow $wiata, a takze gatunku rodzimego D. mezereum. W pierwszych
badaniach (praca B5) opracowano sktad pozywki, na ktérej mnozono pedy, jednak
kolejne etapy produkcji roslin zachodzity z rézng efektywnoscia u poszczegdlnych
gatunkow. W celu poprawy warunkow kultury zastosowano suplementacje¢ pozywki
woda kokosowa, chitozanem, arabinogalaktanem lub pulpg ananasowg. Dla niektorych
gatunkOw zastosowano rowniez dodatek pozywki kondycjonowanej po hodowli
zielenicy Desmodesmus subspicatus, ktora pozyskano w ramach wspoélpracy z prof.
Zbigniewem Tukajem 1 dr Krzysztofem Grabskim z owczesnej Katedry Fizjologii
Roslin Uniwersytetu Gdanskiego (praca A4). Wzbogacenie pozywki spowodowato
rozw6j pedoéw przybyszowych w kulturach D. caucasica, a u D. tangutica formowanie
si¢ korzeni. Stwierdzono ponadto, ze przy odpowiednim stezeniu pozywki
kondycjonowanej mozna wyeliminowac uzycie komercyjnych regulatorow wzrostu, bez
pogorszenia si¢ parametroOw namnazania pedow, lub tez utrzymywac przez dtuzszy czas

kultury w formie juwenilnej, bez koniecznos$ci czgstych pasazy.

Kultury in vitro wykorzystano takze jako modelowy uktad do$wiadczalny shuzacy

wstepnej ocenie odpornosci réznych gatunkéw wawrzynkOw na porazenie patogenem
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grzybowym Thielaviopsis basicola (praca A5). Pracg te¢ zainicjowaly badania dr
Andrew Risemana z UBC British Columbia w Kanadzie nad podatno$ciag wawrzynkow
na chorobe systemu korzeniowego, znang jako zespot naglej Smierci wawrzynka
(Daphne Sudden Death Syndrome). Opracowano warunki wzrostu in vitro izolowanych
korzeni czterech gatunkéw Daphne na pozywkach staltych i plynnych. Nastepnie
korzenie inokulowano zawiesing zarodnikéw patogena i oceniano stopien ich porazenia
u poszczegdlnych gatunkow. Najmniej zmian chorobowych obserwowano u D.
jasminea i D. caucasica, co sugerowato ich podwyzszong odpornos¢ na infekcje T.

basicola.

Badano réwniez efektywnos$¢ ukorzeniania pedéw dwoch odmian $liwy domowe;j
(Prunus domestica) w warunkach in vitro na pozywkach wzbogaconych pozywka
kondycjonowang lub frakcja niskoczasteczkowa (dializatem) uzyskana z owocostanu
ananasa (praca A9). Istotnym osiggni¢ciem byta mozliwos$¢ obnizenia stezenia auksyn
dodawanych do pozywki, przy zachowaniu podobnej efektywnosci ryzogenezy. U stabo
ukorzeniajacej si¢ ‘Wegierki Zwyktej’ zredukowano st¢zenie auksyn o potowe, a u
‘Wegierki Dabrowickiej’ wydajnie ukorzeniano pedy na wzbogaconych pozywkach bez
aplikacji egzogennych fitohormonow. Stwierdzono, ze badane dodatki powoduja
zmiany akumulacji zwigzkow fenolowych w podstawach pedu, bedacych miejscem
regeneracji korzeni przybyszowych. Ponadto na réznych testowanych wariantach
pozywek procesy dedyferencjacji komorek podstawy pedu zachodzity w odmiennym

tempie 1 w innych strefach todygi.

Podczas namnazania ozdobnej pelargonii (Pelargonium x domesticum) w kulturze in
vitro wykazano skutecznos$¢ suplementacji pozywki peptonem i adening (praca B10).
W ostatnim czasie przetestowano rowniez mozliwo$¢ zastgpienia w pozywce
komercyjnego wegla aktywowanego produktem powstatym podczas pirolizy biomasy,
czyli tzw. bioweglem. Badane rodzaje biowegla otrzymano z International Institute for
Sustainability w Rio de Janeiro w Brazylii dzigki wspotpracy z dr hab. inz. Agnieszka
Latawiec. Zaobserwowano znaczace zmiany potencjalu regeneracyjnego eksplantatow
rosngcych na pozywkach zawierajacych rdzne typy biowegla, co wigze si¢ z
fluktuacjami endogennych fitohormondéw i zmianami metabolicznymi w mnozonych
organach. Wyniki doswiadczenia sg obecnie przygotowywane do druku, a wstepne

rezultaty przedstawiono w formie doniesien konferencyjnych (D39, D49).
Kultury in vitro roslin metalolubnych
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prace: Al, B2, B3, M2

doniesienia:D23, D26, D27, D31, D32, D33, D36, D37, D44

W trakcie pracy naukowej bylam czlonkiem zespotu prowadzacego badania nad
optymalizacjg warunkéw kultur in vitro dla metalolubnych ekotypow réznych gatunkow
roslin pochodzacych z obszarow pogodrnicznych na terenie Olkuskiego Rejonu
Rudnego. Z tego zakresu opublikowano prace dotyczace galmanowych ekotypow
lepnicy rozdetej (Silene vulgaris) (prace Al, B2) i pleszczotki gorskiej (Biscutella
laevigata) (praca B3), a takze doniesienia przedstawiajace wyniki badan prowadzonych
w Kkulturach in vitro smagliczki pagorkowej (Alysssum montanum) i gozdzika kartuzka
(Dianthus carthusianorum). Analize stanu zachowania bior6znorodno$ci metalofitow w
Polsce i zasadno$¢ tworzenia ich kolekcji dla celow praktycznych, poznawczych i
edukacyjnych omowiono w rozdziale monografii (praca M2) oraz przedstawiono
podczas doniesien konferencyjnych (D27, D37). Badania na tym polu sa nadal

kontynuowane we wspotpracy z dr inz. Ewa Muszynska z SGGW w Warszawie.

Perspektywy poprawy efektywnosci fitoremediacji gleb zanieczyszczonych
metalami ci¢zkimi
prace: A8, A10

W dwoch pracach przegladowych przedyskutowano mozliwosci poprawy efektywnosci
biologicznego oczyszczania gleb z pierwiastkow balastowych i1 innych zanieczyszczen
przy uzyciu roslin. W pracy A8 omowiono dziatanie powszechnie stosowanych
naturalnych dodatkéw nieorganicznych i organicznych, stuzace badz stabilizacji metali
cigzkich w glebie, badZz podwyzszeniu ich biodostepnosci i translokacji do czesci
nadziemnych. Przedstawiono m.in. potencjalne mechanizmy dziatania, zalety oraz wady
wykorzystania biowegli, odpadow rolniczych 1 przemystowych, substancji
humusowych, syntetycznych chelatoréw, niskoczasteczkowych kwaséw organicznych.
Ponadto przedyskutowano mozliwosci wykorzystania naturalnych  dodatkow
pochodzenia ro$linnego, szczegdlnie preparatow zawierajacych zwigzki fenolowe 1

fitohormony, oraz biostymulatorow izolowanych z biomasy roslinne;.
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W pracy AlO przedstawiono przeglad aktualnego stanu wiedzy oraz perspektywy
badawcze na temat transformacji ro$lin w kierunku tworzenia genotypow O
podwyzszonej zdolnosci do fitoremediacji. Omowiono najnowsze osiggniecia uzyskane
dzigki podwyzszeniu ekspresji gendw kodujacych transportery i chelatory metali,
transformacji genomu chloroplastowego i wyciszania gendéw. Przedstawiono réwniez
potencjat cisgenezy i intragenezy, podczas ktérych genom roslinny jest transformowany
kopiami naturalnie wystepujacych u danego gatunku genow, bez wprowadzania obcych

genetycznie sekwenciji.

Badania nad skutecznoscia biofortyfikacji owocéw pomidora w jod

prace: A7, B4
doniesienia:D20, D24

W trakcie pracy naukowej bylam cztonkiem zespotu pracujacego nad metodami
biofortyfikacji pomidora w jod. Badania te realizowalam jako wykonawca grantu
MNISWN N310 080238 , Efektywnos¢ biofortyfikacji pomidora w jod w uprawie
hydroponicznej z recyrkulacja pozywki”, ktorym kierowal prof. dr hab. inz.
Wilodzimierz Sady przy aktywnym udziale dr hab. inz. Sylwestra Smolenia z mojego
macierzystego Wydziatu. Owoce pomidora zawierajace podwyzszone st¢zenie jodu
moga stanowi¢ istotne zrddto tego pierwiastka, niezbednego do prawidtowego
funkcjonowania organizmy cztowieka. Stwierdzono, ze uprawa pomidora w systemie
hydroponicznym z wykorzystaniem pozywki zawierajacej KI i KIO; skutkuje
podwyzszong zawarto$cig jodu w owocach, a dodatkowa suplementacja kwasem
salicylowym przyczynia si¢ do intensywniejszej akumulacji tego pierwiastka (praca
AT7). Wykazano takze, ze nawozenie ros§lin pomidora solami jodu powoduje zmiany
metabolizmu azotu, lecz nie ma wptywu na wzrost organéw wegetatywnych (praca
B4).

Badania porownawcze zmierzajace do wyodrebnienia parametréow wskaznikowych

charakterystycznych dla podatnosci i tolerancji na stresy abiotyczne

prace: All, Al12
doniesienia: D40, D41, D45, D46
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Jako promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim mgr inz. Aleksandry Kozminskiej
braltam udziat w dos$wiadczeniach realizowanych we wspolpracy z pracownikami
Polytechnic University of Valencia z Hiszpanii, prof. Oscarem Vicente i dr Monica
Boscaiu. Badania miaty na celu identyfikacje parametrow wskaznikowych zwigzanych
z podatnoscia lub tolerancjg wybranych roslin na stresy suszy i zasolenia. W pracy All
przeanalizowano parametry biochemiczne towarzyszace tolerancji czterech gatunkow
rozchodnika (Sedum sp.). na stres suszy. Ustalono, ze w obrebie rodzaju Sedum gatunki
réznig si¢ stopniem wrazliwosci na ten stres, co ujawnia si¢ m. in. zréznicowaniem
zawarto$ci  barwnikéw  fotosyntetycznych  oraz  akumulacji  osmolitow i
nieenzymatycznych antyoksydantéw. Z kolei w pracy Al2 badano reakcj¢ ekotypow
lepnicy rozdetej (S. vulgaris) pochodzacych ze stanowisk polskich i hiszpanskich, na
stresy suszy 1 zasolenia. Ekotypy charakteryzowaly si¢ odmienng tolerancja na
aplikowane stresory, zwigzang ze zdolnoscig utrzymania rownowagi jonowe;j.

W ostatnim czasie wspolpracowatam z dr inz. Anng Kotton z macierzystego Wydziatu
w badaniach nad regulacjg aktywnos$ci biatek fosfatazowych w organach pomidora

podczas stresu hipoksji aplikowanego w strefie korzeniowej (D41, D45).

Ko-tolerancja roslin wzgledem réznych stresow abiotycznych i jej mechanizmy

praca: M3, A13
doniesienie: D48

Tematem badawczym, ktorym zainteresowatam si¢ w ostatnich latach sa mechanizmy
ko-tolerancji roslin na dziatanie kilku stresow abiotycznych. Reakcje warunkujace ko-
tolerancje sa powszechne u ekstremofitow, przystosowanych do wzrostu w warunkach
stresowych, na przyktad w podlozu zasolonym, zanieczyszczonym metalami cigzkimi
czy na stanowiskach suchych. W pracy M3 przedyskutowano mechanizmy
warunkujace tolerancje halofitbw na dzialanie metali cigzkich. Zaprojektowano
doswiadczenie majace na celu ocene reakcji obligatoryjnego halofita astra solnego
(Aster tripolium, Tripolium panonicum) podczas ekspozycji na sole chlorkowe kadmu i
otowiu (praca Al13). Dzieki profilowaniu metabolom wykazano wzajemne zalezno$ci
zawartosci endogennego kwasu salicylowego i aktywnych form giberelin podczas
ekspozycji na stres, rézne dla zasolenia i stresu metalicznego. Wyniki wskazaty takze

na wspoétdziatanie etylenu i jasmonianéww reakcji na stres abiotyczny u astra solnego.
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Na tle licznych publikacji na temat tolerancji halofitow na stres metaliczny postawiono
pytanie odwrotne: czy metalofity wykazuja tolerancj¢ wzgledem stresu zasolenia?
Wstepne badania zrealizowano dzigki finansowaniu w ramach konkursu Miniatura 1
NCN zadania badawczego pt. ,,Mechanizmy ko-tolerancji wzgledem podwyzszonych
stezen kadmu i zasolenia w kulturach in vitro ekotypu galmanowego i niegalmanowego
lepnicy rozdegtej (Silene vulgaris)”’(DEC-2017/01/X/NZ8/00929).Wyniki zostaty
przedstawione w sprawozdaniu z realizacji zadania badawczego. Wykazano, ze reakcje
wzrostowe podczas ekspozycji na aplikowane pojedynczo i tgcznie stresory, czyli 5 uM
chlorku kadmu i dwa poziomy zasolenia (10 i 100 mM NaCl), byly odmienne u
badanych ekotypow lepnicy. Ekotyp galmanowy byl tolerancyjny wzgledem jonow
Cd*", lecz wrazliwy na wysokie zasolenie. Stwierdzono, ze u metalolubnych osobnikow
lepnicy nie aktywuja si¢ wydajne mechanizmy obronne w odpowiedzi na stres zasolenia
(D48).Swiadczyé to moze o odmiennych mechanizmach tolerancji na zasolenie i stres

kadmowy u metalolubnych roslin. Badania na ten beda nadal realizowane.

Genotoksycznos$¢ metali ciezkich i efektywno$¢ mechanizméw naprawy DNA w
trakcie stresu metalicznego

doniesienie: D47

Poréwnanie genotoksycznosci metali cigzkich u roslin blisko spokrewnionych,
nalezacych do tego samego taksonu, lecz réznigcych si¢ tolerancja na stres metaliczny,
pozwoli na lepsze poznanie mechanizmow adaptacji ekotypow do stresu metalicznego.
Pierwsze do$§wiadczenia wykazaty, ze ekspozycja na kadmu powoduje mniejsza
fragmentacj¢ materiatu genetycznego u roslin ekotypu galmanowego lepnicy rozdete;j
(Silene vulgaris) niz u roslin nalezacych do populacji referencyjnej, nie pochodzacej z
zanieczyszczonego metalami cigzkimi terenu (D47). Przyszle badania obejma rowniez
oceng¢ dziatania toksycznych metali u innych gatunkéw oraz efektywnos¢

mechanizmow naprawy DNA w trakcie stresu metalicznego.
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Zestawienie informacji nt. dorobku naukowego:

Przed doktoratem Po doktoracie Lacznie

Liczba Pkt IF Liczba Pkt IF Liczba Pkt IF

1. Oryginalne prace tworcze

- wchodzace w skiad osiagniecia

habilitacyjnego 4 110 8,401 4 110 8,401
a) z bazy JCR

- spoza osiagnigcia habilitacyjnego

a) z bazy JCR B 280 16,147 137 280 16,147
b) w innych recenzowanych 1 2 10 72 11 74
czasopismach

2. Pozostale prace naukowe
a) recenzowane rozdziaty w 1 2 3
monografiach

b) doniesienia z konferencji

- migdzynarodowych 5 15 20
- krajowych 3 26 29
¢) prace popularnonaukowe 1 1
Lacznie: 11 2 70 462 24,548 81 464 24,548

" ostatnia zaakceptowana do druku publikacja, A13, zostala ujgta w liczbie publikacji, lecz nie policzono za nig
punktéw ani IF ze wzgledu na brak DOI na dziefi sporzadzenia wniosku

Informacja o cytowaniach wg Web of Science (stan na dzien: 25.04.2019):
Liczba prac w bazie: 16 publikacji (2 doniesien konferencyjnych nie wzigto pod uwage)

Liczba cytowan bez autocytowan: 74
Indeks H: 5§

Krakéw, 25 kwietnia 2019 kA , AN M P LN
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