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Planowane w projekcie badania maja na celu ustalenie roli komorek w mechanizmie tolerancji na
metale cigzkie dominujgce w glebach galmanowych (cynk i otdow) u gatunkdéw z rodzaju Viola. Gleby
galmanowe sg kolonizowane przez gatunki nalezace do réznych rodzin ro$lin okrytonasiennych, ktore
charakteryzujg si¢ wysoka odpornoscig na ekstremalne st¢zenia metali cigzkich w glebie. Rosliny takie
nazywa si¢ metalofitami. W rodzinie Violaceae, szczegdlnie w rodzaju Viola (fiotek) wiele gatunkow jest
metalofitami, ktore wystgpujg na glebach galmanowych bogatych w cynk, otow i kadm, serpentynowych o
wysokich st¢zeniach magnezu i niklu, miedziono$nych oraz bogatych w arsen. Najbardziej odporne sg r6zne
gatunki bratkow, ktore kolonizuja gleby galmanowe np. fiotek trojbarwny (Viola tricolor), tzw. fiotki
cynkowe - niebieski (Viola lutea ssp. westfalica) 1 zotty (V. lutea ssp. calaminaria), liczne gatunki
albanskich bratkow gleb serpentynowych czy fiotek polny (Viola arvensis), ktory przygodnie zasiedla tereny
metalono$ne. Wsrod fiotkow sg takze gatunki, ktore nie wystepujg na glebach o podwyzszonych stezeniach
metali ci¢zkich np. fiotek blotny (Viola uliginosa), gatunek w Polce zagrozony wyginieciem. Wsrod
metalofitow wyrdznia si¢ metalofity obligatoryjne rosnace wylacznie na terenach zanieczyszczonych, do
ktorych zaliczy¢ mozna niebieskiego fiotka cynkowego, wystepujacego na jedynym stanowisku w
Niemczech (Blankenrode) oraz metalofity fakultatywne tworzace liczebne populacje na terenach
pohutniczych hald, a takze na glebach niezanieczyszczonych jak np. fiotek trojbarwny oraz fiotek polny,
przy czym ten ostatni gatunek w Polsce wystepuje jedynie na glebach nieskazonych, podczas gdy w
niektorych krajach europejskich ma swoje stanowiska na glebach zanieczyszczonych metalami cigzkimi.

Planowane w ramach projektu badania pozwola na ustalenie roli komérek w mechanizmie tolerancji
ro§lin na dziatanie wysokich stezen metali ci¢zkich. Modelem do badan bedzie zawiesina komoérkowa
uzyskana z wybranych gatunkéw fiotkdow reprezentujgcych rézny poziom tolerancji ustalony na podstawie
ich miejsc wystepowania (stanowiska metalonosne vs. niemetalonosne).

Dotychczas badania nad tolerancja roslin na metale cigzkie dotyczyly analizy reakcji catej rosliny
badz jej organdéw czy tkanek na dziatanie stresow abiotycznych. W niniejszym projekcie dzialaniu metali
cigzkich zostang poddane pojedyncze komodrki w zawiesinie. Uzyskanie stabilnej kultury zawiesinowej w
warunkach kultur in vitro wymaga odpowiedniego przygotowania tkanki, ktora zostanie uzyta do zatozenia
kultury. Zwykle kultura zawiesinowa komorek zakladana jest z tkanki przyrannej — kalusowej, ktora
indukowana jest z lisci ro$liny, na pozywce zawierajacej odpowiedni stosunek hormonéw roslinnych
(auksyn/cytokinin). Poziom tolerancji na poziomie komorki zostal okreslony w badaniach wstepnych,
poprzez aplikacje réznych stezen cynku i olowiu bezposrednio do kultury. W projekcie zostanie oznaczony
poziom akumulacji cynku i otowiu w biomasie komoérek i ich lokalizacja w strukturach komorki.
Przeprowadzony zostanie test na programowang $mier¢ komodrki (PCD) przez oszacowanie aktywnosci
kaspazy-1 oraz zastosowanie jej inhibitora, co pozwoli ustali¢ czy zmniejszajaca si¢ frekwencja zywotnych
komorek pod dziataniem metali jest wynikiem zmian nekrotycznych, czy uruchomieniem mechanizmu PCD.
Inhibicja kaspazy-1 majaca na celu hamowanie szlaku programowanej $mierci komorki, bedzie wstepem do
dalszych badan nad indukcjg wyzszej tolerancji. Komoérki ktdre przezyjg najwyzsze st¢zenia metali beda
wytozone na pozywki state w celu sprawdzenia czy sg zdolne do podziatéw, w wyniku ktorych wytworzy si¢
tkanka kalusowa, w obrebie ktorej powstang zawigzki pedow przybyszowych (organogeneza), z ktorych po
ukorzenieniu b¢dzie mozna uzyskaé zregenerowane rosliny o wysokim stopniu tolerancji na metale cigzkie.
Uzyskane wyniki pozwola oszacowa¢ w jaki sposob pojedyncza komorka jest zdolna do uruchomienia
mechanizméw tolerancji przed ponadprogowymi ste¢zeniami metali cigzkich.

Wykorzystanie do badan w projekcie gatunkow/genotypoéw o roéznym stopniu tolerancji na wysokie
stezenia metali cigzkich pozwoli ustali¢ czy w rodzaju Viola istnieje podwyzszona tolerancja na metale
cigzkie, czy nawet komorki roslin nie wystepujacych na glebach zanieczyszczonych czyli potencjalnie
nietolerancyjne sg zdolne pod wplywem bezposredniego abiotycznego stresu do uruchomienia
mechanizméw tolerancyjnych i przezycia w ekstremalnych warunkach.



