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Wprowadzenie

W ostatnich latach w laboratoriach badaw-
czych rozwijane si¢ nowe kierunki badan o cha-
rakterze aplikacyjnym, ktérych wyniki stajag si¢
uzyteczne w wielu dziedzinach zycia (Weber i in.
20006, Erpen-Dalla Corte i in. 2019, Xu i in. 2020).
W odniesieniu do tak zwanej zielonej technologii
udoskonalane s3 nowe metody biotechnologiczne
(Da Silva 2004, Van Esse i in. 2020) z wykorzy-
staniem hodowli materiatu rodlinnego i vitro (fac.
dostownie w szkle) (Muszyriska i in. 2018, Nelofer
i in. 2018, Hanus-Fajerska i in. 2019, Muszyniska
i in. 2019). Wymaga to namnazania komorek,
tkanek lub organéw roglin badz prowadzenia kultur
protoplastéw  (komérek  pozbawionych  $ciany
komérkowej) z zastosowaniem odpowiednich pro-
cedur (Jayaramaniin. 2016). Namnazanie materiatu
moze odbywac si¢ na drodze regeneracji posredniej,
gdy na fragmencie tkanki tworzy si¢ kalus (tkanka
merystematyczna powstajaca w miejscu zranienia
fragmentu rodliny), na ktérym dopiero odbywa si¢
dalszy rozwdj i powstawanie organéw. Alternatywna
drogag jest tak zwana regeneracja bezposrednia,
kiedy organogeneza (tworzenie pedéw/korzeni)
odbywa si¢ wprost z tkanek eksplantatu (fragment
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rofliny wylozony na pozywke hodowlang), lub
na drodze somatycznej embriogenezy, gdy zarodki
powstaja z tkanek somatycznych (czyli innych niz
linii plciowej) (Muszyriska i Hanus-Fajerska 2017,
Park i in. 2017, Ramirez-Mosqueda i Iglesias-
Andreu 2015, Wiszniewska i in. 2017). Uzyskane
w laboratorium rodliny nastgpnie sg poddane akli-
matyzacji do warunkéw ex vitro (poza naczyniami
hodowlanymi). Biotechnologia pozwala réwniez
na krioprezerwacj¢ (dlugotrwate przechowywanie
w ujemnych temperaturach) zasobéw genowych
(Harding 2004, Engelmann 2004).

Z uwagi na zdolno$¢ zywych komérek roglin-
nych do totipotencji (r6znicowania si¢ w dowolny
rodzaj komérek w odpowiednich warunkach)
(Jayaraman i in. 2016, Fehér 2019), stosowanie
mikropropagacji umozliwia znaczne podwyzszenie
wspdlczynnika namnazania w poréwnaniu do moz-
liwosci osiaganych w trakcie rozmnazania si¢ roslin
w warunkach naturalnych (Wiszniewska i in. 2017).
Zalecane jest, aby namnazanie w kulturach in vizro,
a takze w szklarni, stosowalé zwlaszcza wtedy, gdy
nasiona zbierane w terenie maja obnizong zywot-
no$¢, site kietkowania lub gdy siewki maja niskie
szanse na przezycie. Zwykle takie problemy wyni-
kaja z zaburzeri w przebiegu rozmnazania plciowego,
w linii meskiej i/lub zeniskiej. W takiej sytuacji opra-
cowane metody mikrorozmnazania moga pozwoli¢
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na wprowadzenie uzyskanych w laboratoriach
roflin w celu podtrzymania populagji zagrozonych
gatunkéw. Dotyczy to w szczegdlnosci roslin o nie-
zbalansowanych genomach — (auto)poliploidéw,
mieszaficéw, ale takze rodlin rosnacych w stresowych
warunkach, w tym, zasiedlajacych gleby o wysokich
zawarto$ciach metali cigzkich w glebie, takich jak
na przykfad gleby galmanowe czy serpentynitowe.
Zaréwno niezbalansowanie genetyczne, jak i nega-
tywny wplyw metali wywolujacy genotoksycznosé
prowadza w obu przypadkach do obserwowanych
zaklécei w przebiegu mikro- i makrosporogenezy
oraz w powstawaniu gametofitu meskiego i zen-
skiego, zarodka i bielma (Izmaitow i in. 2015, Bothe
i Stomka 2017). Istotny wydaje si¢ réwniez wplyw
przemian $rodowiska zwiazany z dziatalnoscia czto-
wieka — szeroko pojeta dziatalno$¢ gospodarcza oraz
przemystowa, powiekszanie powierzchni zajmowa-
nych przez uprawy rolnicze oraz ekspansja miast
na tereny otwarte. 1a silna presja na $rodowisko
naturalne wywotujaca jego przeksztalcenia, zagraza
istnieniu niektérych populacji rodlin co moze
spowodowa¢ nieodwracalng utratg wyjatkowych
pul (zasobéw) genéw lokalnych populacji (Posci¢
i in. 2013, Babst-Kostecka i in. 2014, Wierzbicka
i in. 2016). Techniki kultur iz vizro moga zatem
odgrywa¢ kluczows rol¢ w zachowaniu i zwick-
szaniu liczebno$ci, w poprawianiu wzrostu rzad-
kich, wartosciowych genotypéw, czego dobrym
przykladem sa galmanowe populacje Biscutella
laevigata L. (pleszczotka gérska) (Wierzbicka i in.
2017, Bemowska-Kalabun i in. — Rozdziat 5 i 6,
niniejszy tom). Z tej przyczyny istotne wydaje si¢
tworzenie protokoléw wydajnej mikropropagacji
tego gatunku. Opracowane metody moga znalezé
zastosowanie takze w prowadzeniu ekologicznie uza-
sadnionej remediacji, okreslanej réwniez mianem
wspomaganej sukcesji. Przy uzyciu rodzimych
taksonéw zaadaptowanych do lokalnych siedlisk
(np. gatunkéw gleb zanieczyszczonych metalami)
mozliwe jest wzglednie szybkie przywrécenie war-
toéci przyrodniczych, nawet terenom skrajnie zde-
wastowanym (Ciarkowska i Hanus-Fajerska 2008,
Suchkova i in. 2014, Muszyriska i Hanus-Fajerska
2017, Muszynska i in. 2017, Hanus-Fajerska i in.
2019). Prowadzenie tego typu remediacji wymaga
jednak opracowania wydajnych sposobéw pro-
dukcji w kulturach in vitro, w krétkim czasie, duzej
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ilo$ci wyréwnanego materiatu roglinnego gotowego
do sadzenia.

Zdolnosci regeneracyjne ekotypu
galmanowego B. laevigata w kulturach
in vitro: mikrorozmnazanie

i aklimatyzacja roélin do warunkéw

ex vitro

Mozliwo$¢  zwigkszenia wsp6tczynnika roz-
mnazania wegetatywnego B. laevigata w warun-
kach in vitro poprzez organogenez¢ bezposrednia
zostala jednoznacznie wykazana przez Hanus-
-Fajerska i wspotautoréw (2012). W serii naste-
pujacych po sobie eksperymentéw, realizowanych
przez zesp6t autorek tego rozdziatu, w laboratorium
Katedry Botaniki, Fizjologii i Ochrony Ro$lin Uni-
wersytetu Rolniczego w Krakowie (UR), szczegé-
fowo opracowano warunki inicjacji i prowadzenia
kultury pedowej réznych metalofitéw, w tym gal-
manowego ckotypu pleszczotki gérskiej (Ryc. 1).
Materialem wyjéciowym stosowanym do zalozenia
sterylnych kultur byly nasiona zebrane w terenie
pod koniec czerwca 2010 roku z osobnikéw popu-
lacji galmanowej rejonu olkuskiego (Ryc. 2A).
Zdolnos¢ kietkowania nasion w warunkach i vitro
wynosita okoto 70% (Muszyriska i Hanus-Fajerska
2012). Sterylne siewki stanowity material wyjsciowy,
tak zwane eksplantaty pierwotne, ktéry wyko-
rzystano w opracowaniu protokotu rozmnazania
wegetatywnego iz vitro badanego ekotypu. Pro-
tokét ten obejmowat etapy przedstawione schema-
tycznie na Rycinie 1, czyli: ustabilizowanie kultury
pedowej z apikalnych fragmentéw siewek uzyska-
nych z nasion, wydajng regeneracj¢ przybyszowych
rozet lisciowych na zmodyfikowanej pozywce MS
(Murashige i Skoog 1962) (Ryc. 2B), fazg ich uko-
rzeniania na pozywce MS bez regulatoréw wzrostu
oraz o zredukowanym sktadzie makro- i mikropier-
wiastkéw (Ryc. 2C), a nastepnie skuteczng aklima-
tyzacje roélin do warunkdéw ex vitro. Namnozone
w kulturach iz vitro rodliny z powodzeniem upra-
wiano w warunkach szklarniowych (Ryc. 2D)
oraz na poletkach do$wiadczalnych, opisywanych
w Rozdziale 7 niniejszego tomu, wraz z innymi
gatunkami tolerujacymi metale cigzkie (Ryc. 2E)
(Hanus-Fajerska i in. 2012, Muszyriska i in. 2017).



Przeprowadzono réwniez badania, ktére miaty
na celu poprawe¢ wydajnoéci mikrorozmnazania
pleszczotki gérskiej. Zastosowano pozywki wzboga-
cone o réznego typu zwiazki organiczne, takie jak
ekstrakt z ananasa, woda kokosowa oraz pozywka
kondycjonowana po kulturze zielenicy Desmode-
smus subspicatus (Chodat) E. Hegewald & A. W. E
Schmidt (Hanus-Fajerska i in. 2012). Pozywka kon-
dycjonowana to plyn hodowlany, w ktérym wecze-
$niej rosty inne komoérki lub tkanki, najczedciej
rodlinne lub pochodzace od mikrooganizméw. Pod-
czas wzrostu komérki i tkanki nie tylko zuzywaja
sktadniki odzywcze, ale takze moga wydziela¢ okre-
$lone substancje. W niniejszym przypadku pozywka
po kulturze zielenicy zawierala zwiazki wydzielane
przez komérki glonéw podczas kultury, wykazu-
jace aktywno$¢ autoindukcyjna, zwickszajaca tempo
podziatéw komoérkowych (Grabski i Tukaj 2008).
Uzyskane wyniki namnazania B. laevigata przedsta-
wiono na Rycinie 3. Wszystkie pozywki okazaly si¢
korzystne dla rodlin pleszczotki gérskiej i zwigkszaty
wydajno$¢ ich rozmnazania, chociaz istotny sta-
tystycznie wzrost w liczbie zregenerowanych rozet
liciowych stwierdzono jedynie w przypadku eks-
trakeu z ananasa (Hanus-Fajerska i in. 2012).

Tolerancja na metale cigzkie

Kultury in vitro mozna wykorzysta¢ do stwo-
rzenia ukladéw modelowych w celu oceny mor-
fogenicznych, fizjologicznych i biochemicznych
reakgji rodlin w zréznicowanych warunkach wzrostu
(Reinert i Bajaj 2013). Ich niewatpliwa zaleta
jest mozliwo$¢ oceny wplywu na organy, tkanki
i komorki rodlinne pojedynczych stresoréw i czyn-
nikéw $rodowiskowych, a takie ich kombinagji,
oraz to, ze natgzenie tych stresoréw i czynnikéw
moze by¢ Scisle i w tatwy sposéb kontrolowane
przez eksperymentatora. Zwiazki chemiczne, takie
jak inhibitory wzrostu, toksyny badZ mutageny
moga by¢ dodawane do pozywki w pozadanym
stezeniu.

Kultury B. laevigata zostaly uzyte jako uktad
modelowy do oceny reakgji roslin na rézne kombi-
nacje soli kadmu (CdCl,) i otowiu (Pb(NO3),).
Selekcje in wvitro przeprowadzono przy uzyciu
pozywki namnozeniowej (stuzacej do mikropropa-
gacji) z dodatkiem soli metali w réznych stgzeniach

(0,5 uM CdCl, i 0,1 mM Pb(NOs),, oraz 5,0 uM
CdCl, i 0,5 mM Pb(NO3),), za$ kontrole stanowita
ta sama pozywka namnozeniowa, ale pozbawiona
jonéw metali cigzkich (Muszysiska i in. 2017).
W przeprowadzonym eksperymencie, uzyskano
mikroroglinki z prawidlowo wyksztalconym syste-
mem korzeniowym w obu kombinacjach metali.
Mikropropagacja na pozywce wzbogaconej w wyzsze
stezenie metali okazata si¢ nieco bardziej wydajna
niz na pozywece kontrolnej, chociaz zaobserwowany
wzrost warto$ci wspélczynnika mikropropagacji
(MC) byl statystycznie nieistotny (Tabela 1).
Dodatkowo, zregenerowane na pozywkach z dodat-
kiem metali cigzkich pedy byly Zywotne, nie wyka-
zywaly chlorotycznych i nekrotycznych zmian,
chociazich érednicabyta nizsza o okoto 25% w poréw-
naniu z kontrolg. Pomimo tego, $wieza i sucha
masa rozet traktowanych kadmem i olowiem osia-
gnela wyzsza wartoé¢ niz w kulturach kontrolnych,
co moze sugerowal tworzenie wickszej liczby drob-
niejszych lub/i grubszych lidci. Liczba, diugose,
zawarto$¢ suchej masy korzeni w najwyzszym steze-
niu spadata, tylko $wieza masa korzeni pozostata
bez zmian (Tabela 1). Biorac pod uwage bardzo
wysokie dawki obu testowanych pierwiastkéw,
ktére cho¢ nie pozostaly obojetne dla biologii
B. laevigata, potwierdzily jej wysoki poziom tole-
rangji na jony kadmu i ofowiu w podlozu. Wyka-
zano réwniez, ze w kulturach in vitro mozna uzyska¢
linie pleszczotki gérskiej o szczegdlnych predyspo-
zycjach do wzrostu i rozwoju na podiozach silnie
zanieczyszczonych metalami cigzkimi (Muszyriska
iin. 2017).

Wsréd przykladéw badan, ktére w wygodny
spos6b mozna prowadzi¢ z wykorzystaniem kultur
in wvitro, jest ocena genotoksycznego dziatania
zanieczyszczen. W kulturze in vitro ekotypu galma-
nowego pleszczotki gérskiej oceniano poziom geno-
toksycznosci kadmu oraz efektywnos$¢ minimalizacji
skutkéw jego dziatania poprzez aplikacj¢ egzogen-
nych (dostarczanych zewnetrznie przez ekspery-
mentatora) rolinnych regulatoréw wzrostu. Siewki
uzyskane z nasion ekotypu galmanowego zostaly
namnozone w kulturze pedowej (tak jak opisano
powyzej) na zoptymalizowanej pozywce prolifera-
cyjnej (Hanus-Fajerska i in. 2012), a nastepnie uzy-
skane pedy przybyszowe przeniesiono na pozywki
zawierajace kadm (16 pM CdCl,) oraz na pozywki
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z kadmem i fitohormonami: kwasem jasmonowym
lub kwasem giberelinowym. Po dwdch tygodniach
kultury przeprowadzono test kometowy na jadrach
komérkowych wyizolowanych z lisci pedéw przy-
byszowych. Test kometowy polega na poddaniu
wyizolowanego jadra komérkowego dzialaniu
pradu elektrycznego, podczas ktérego nastgpuje
przemieszczanie si¢ materiatu genetycznego w zelu
agarozcowym. Im wyzszy stopiefi zdegradowa-
nia DNA, tym szybciej migruja jego fragmenty,
co w rezultacie daje obraz jadra przypominajacy
kometg. Glowg tej komety stanowi niezdegrado-
wany material genetyczny, natomiast ogon tworza
krétsze fragmenty, powstale w wyniku dziatania
czynnika toksycznego. U pleszczotki gorskiej,
w tescie tym, stwierdzono podwyzszony poziom
uszkodzei DNA w komérkach lisci traktowanych
kadmem w stosunku do warunkéw kontrolnych,
co wiaze sig ze stosunkowo wysoka genotoksyczno-
$cia tego metalu. Stwierdzono réwniez, ze aplikacja
obu fitohormonéw zmniejszyta genotoksycznosé
kadmu, skutkujac mniejsza liczba uszkodzonych
jader komérkowych.

Kultury kalusa, zawiesin, protoplastéw
i korzeni B. laevigata

Wsréd technik i vitro rodlin, szerokie zastoso-
wanie znajduja kultury kalusa, zawiesin komérko-
wych i protoplastéw. Tkanka kalusowa (przyranna)
w naturalnych warunkach powstaje w wyniku
uszkodzenia mechanicznego tkanek rodlinnych.
W warunkach in witro wykorzystujac odpo-
wiedni skfad pozywki mozna zainicjowaé kalus
z fragmentéw réznych organéw i tkanek rosliny
(Cardoza 2016, Shahzad i in. 2017). Tkanka ta
zbudowana jest z komdrek o réinej wielkosci
i ksztalcie, posiadajacych zdolnos¢ do przeksztat-
cenia si¢ w komérki merystematyczne, czyli takie,
ktére moga si¢ dzieli¢, prowadzac do wytwarzania
nowych organéw (pedéw, korzeni) i/lub zarodkéw
somatycznych. Kalus, ze wzgledu na luzno ulo-
zone i fatwo rozdzielajace si¢ komérki, wykorzy-
stywany jest do inicjacji kultur zawiesinowych
komoérek (Cardoza 2016). Kultury protoplastow
zaktadane sa z tzw. nagich komérek rodlinnych,
pozbawionych $ciany komérkowej. Podczas gdy
kultury zawiesin s3 mieszaning pojedynczych
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komérek i agregatéw komoérkowych, kultury pro-
toplastéw to jedyna technika, w ktdrej uzyskuje si¢
wylacznie pojedyncze komérki (Eriksson 2018).
Kultury kalusa, zawiesin badZ protoplastéw wyko-
rzystuje si¢ w badaniach podstawowych do analizy
proceséw: réznicowania si¢ komoérek, pierwotnego
i wtérnego metabolizmu komérek, odpowiedzi
na stres na poziomie komérkowym. Ponadto,
poza zastosowaniem aplikacyjnym w hodowli
rodlin, kultury te wykorzystuje si¢ z powodzeniem
w tzw. selekcji in vitro (Rai i in. 2011) pozwala-
jacej na wytypowanie tkanek/komérek odpornych
(badZ tolerancyjnych) na specyficzne warunki $ro-
dowiskowe, w tym podwyzszone stgzenia metali
cigzkich w pozywce (Ashrafzadeh i Leung 2015).

Materialem rodlinnym do indukeji kalusa
i izolacji protoplastéw byly ustabilizowane kultury
pedowe galmanowego ekotypu pleszczotki gérskiej
(Ryc. 4A). Kalus zainicjowano z w petni rozwinie-
tych lisci (Ryc. 4B). Fragmenty lisci wyktadano
na 10 réznych pozywek MS wzbogaconych o rézne
regulatory wzrostu i dodatki (Tabela 2).

Po 4 tygodniach kultury, tkanka kalu-
sowa pojawiala si¢ na eksplantatach wylozonych
na niektére pozywki (Ryc. 4C, E, F). Powstajacy
kalus miat zielona badZ zétto-zielong barwe, poczat-
kowo zbitg i ziarnista strukture, ktéra po kolejnym
pasazu (przeniesieniu na nowa pozywke) stawala
si¢ luzniejsza i gruzelkowata (Ryc. 4I, J). Skiad
pozostalych pozywek nie zainicjowal kalusowania
eksplantatéw, natomiast doprowadzit do intensyw-
nej organogenezy (wytwarzania pedéw i korzeni)
oraz pierwszych stadiéw somatycznej embrio-
genezy (wytwarzania zarodkéw somatycznych)
(Ryc. 4D, G, H, K, L). Wzrost tkanki kalusowej
na wszystkich pozywkach byl bardzo intensywny.
Masa kalusa ulegata podwojeniu po drugim pasazu
(Ryc. 4M). Dodatkowo na kalusie obserwowano
powstawanie pakéw przybyszowych, ktérych liczba
po drugim pasazu na wigkszosci pozywek réwniez
ulegata podwojeniu (Ryc. 4N).

W przypadku kultur protoplastéw, podobnie
jak w przypadku kultury kalusa, materialem wyj-
$ciowym byly liscie roélin ekotypu galmanowego
pleszczotki gérskiej hodowanych w warunkach in
vitro (Ryc. 5A). Fragmenty blaszki lisciowej, z kté-
rych usuwano dolng skérke, byly inkubowane przez
okolo 5 godzin w mieszaninach enzymatycznych



rozktadajacych  $cian¢ komérkowa (Tabela 3)
(Ryc. 5B, C). Ocena wydajnosci izolacji protopla-
stéw (liczba protoplastéw uwolnionych z 1 g tkanki)
oraz ich zywotnosci (procent zywych protoplastéw)
pozwolily na wybér najbardziej optymalnego sktadu
mieszaniny enzymatycznej (En3) (Ryc. 5D-G).
Wyizolowane 1 oczyszczone protoplasty umiesz-
czano w plynnych pozywkach: B5A (Wiszniewska
i Piwowarczyk 2014), K8p (Kao i Michayluk 1975)
i MS z modyfikacjami (Hanus-Fajerska i in. 2012).
Protoplasty maja znacznie wigksze wymagania
wzrostowe niz komoérki. Ich wrazliwo$¢ wynika
z braku $cian komérkowych. Ponadto, na skutek
zabiegéw eksperymentalnych, blony plazmatyczne
traca selektywno$¢ i staja si¢ nieszczelne, co moze
powodowa¢ takze ubytek metabolitéw (Eriksson
2018). Dlatego odpowiedni dobér pozywki do kul-
tury protoplastéw jest niezwykle trudnym etapem
w opracowaniu protokotéw hodowli nowych
gatunkéw roslin. Obserwacje zywotnosci i zmian
w morfologii protoplastéw pleszczotki gérskiej
prowadzone w kolejnych dniach kultury pozwolity
na wybdr sposréd zastosowanych pozywek pozywki
MS z modyfikacjami (Hanus-Fajerska i in. 2012),
jako podstawowej do dalszych badan nad proce-
sami regeneracji $ciany komérkowej i réznicowania
komoérek (Tabela 4).

Obserwacje wykazaly réwniez, ze w kultu-
rach in vitro galmanowego ckotypu B. laevigata
nastepuje wysoce efektywne tworzenie si¢ korzeni
przybyszowych, ktérych komérki tatwo si¢ odréz-
nicowuja i regenerujg w paki i pedy. Umozliwia to
zalozenie tzw. kultury korzeni, stanowiacej model
to badan biochemii i fizjologii korzeni pod wply-
wem stresu zwigzanego z eckspozycja na metale
ciezkie. Wyniki wstepnych doswiadczerd pokazaly,
ze obecno$¢ jonéw kadmu w pozywce stymuluje
ukorzenianie ekotypu galmanowego pleszczotki
gbrskiej. Kultury korzeni tego gatunku mogg by¢
wykorzystane do uzyskania i analizy sktadu miesza-
niny zwigzkéw organicznych wydzielanych przez
korzenie pod wplywem stresu wywolanego przez
metale. Te wydzieliny korzeniowe, zwigkszajace lub
ograniczajace pobieranie metali cigzkich z ryzosfery,
a takze oddziatujace na mikroorganizmy glebowe,
sa uznawane za istotny element odpowiedzi roélin
na zanieczyszczenie podloza metalami cigzkimi
(Malik i in. 2016).

Inne narzedzia biotechnologiczne
stosowane w badaniach biologii

B. laevigata

Techniki biologii i genetyki molekularnej,
a wsréd nich zastosowanie markeréw molekular-
nych (znacznikéw genetycznych), mogg przyczyni¢
si¢ do znacznego poszerzenia wiedzy na temat
biologii pleszczotki gérskiej. Znacznikiem gene-
tycznym nazywamy czasteczki zwiazkéw bioche-
micznych, ktére pozwalaja odrézni¢ od siebie dwa
stany fizjologiczne czy dwa osobniki. Aktualnie
za markery molekularne uwazane sa gtéwnie poli-
morficzne sekwencje DNA, czyli takie fragmenty
materialu genetycznego (np. geny lub sekwencje
niekodujace), ktére wystepuja w dwoch lub wiek-
szej liczbie tatwych do rozréznienia wersji. Kil-
kanascie lat temu takze wskazniki biochemiczne,
takie jak rézne warianty bialek enzymatycznych
(tzw. alloenzymy), byly wykorzystywane do oceny
zmiennosci miedzy populacjami rodlin (Tremets-
berger i in. 2002). Obecnie rézne typy markeréw
molekularnych utatwiaja badania struktury gene-
tycznej i zréznicowania pomigdzy metalolubnymi
populacjami/ekotypami wielu gatunkéw  rodlin,
pozwalajac na szersze zrozumienie ich ekologicznej
genetyki (Wojcik i in. 2013, Bothe i Stomka 2017).
U B. laevigata polimorfizm sekwencji mikrosa-
telitarnych  (krétkich, tandemowych powtdrzen
o dlugosci 1-6 nukleotydéw budujacych DNA),
wykorzystano w celu poznania strategii adaptacyj-
nych licznych populacji zasiedlajacych rézne stano-
wiska (Babst-Kostecka i in. 2014, Wasowicz i in.
2014). W tym aspekcie szczegdlnie interesujace sa
mechanizmy adaptacyjne umozliwiajace fakulta-
tywnym metalofitom niezaburzony wzrost i rozwdj
na glebach o podwyzszonej zawartoéci metali cigz-
kich (Bothe i Stomka 2017).

Analizy oparte na markerach molekular-
nych, uzupelnione oznaczeniami biochemicznymi
i fizjologicznymi, wykorzystywano do okreslenia
stopnia zréznicowania populacji pleszczotki gér-
skiej pod wzgledem ich tolerancji na metale cigzkie
(Pos¢i¢ i in. 2015). Innym polem badawczym,
w  ktérym zastosowano markery molekularne,
bylo wyodrebnienie cech warunkujacych odpo-
wiedZ na reakcje stresowe wérédd réznych metalo-
lubnych populacji. W celu poznania tych reakeji
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u pleszczotki gérskiej, Posci¢ i in. (2015) przepro-
wadzili analiz¢ oparta na markerach AFLP (ang.
amplified fragment length polymorphism, polimorfizm
dtugosci powielonych fragmentéw), umozliwiajaca
identyfikacje mutacji punktowych lub zmian dhu-
gosci powtdrzonych sekwencji nukleotydowych
w DNA, natomiast Geiser i in. (2016) poréwnali
poziom aktywnosci poszczegdlnych gendw, czyli
stopiet ich odkodowania i uruchomienia syntezy
odpowiednich produktéw biatkowych. Autorzy ci
uznali, Ze podwojenie genomu spowodowato wzrost
liczby i ekspresji genéw zwiazanych z odpowiedzia
na stres, umozliwiajac pleszczotce gérskiej prze-
trwanie np. w warunkach niedoboru wody.

Podsumowanie

Ekotyp galmanowy B. laevigata jest dobrym
obiektem do badaid w kulturach in vitro. Wysoka
zdolnos¢ do regeneracji in wvitro i aklimatyzagji

sprawiaja, ze prowadzenie badari podstawowych
i aplikacyjnych na tym gatunku z wykorzystaniem
kultur tkankowych jest stosunkowo tatwe. W szcze-
gblnosci zaprezentowano metody kultur stuzace
zachowaniu genotypu galmanowego B. laevigata
oraz badaniu pozioméw tolerancji na kadm i oféw.
Jak skrétowo pokazano, metody biotechnologiczne
mozna réwniez wykorzysta¢ w badaniach strategii
adaptacyjnych gatunku i jego reakcji na stresy
abiotyczne. Nowo uzyskana wiedza moze by¢
w przyszloéci wdrazana w programach hodowla-
nych roélin uprawnych w celu uzyskania odmian
o podwyzszonej tolerancji na metale cigzkie. Tak
uzyskane odmiany be¢da mogly by¢ z stosowane
w fitoremediacji terenéw zanieczyszczonych meta-
lami ciezkimi.





