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Podyplomowego, 27-29.04.2016, Warszawa
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2017 r. poz. 1789):

a) tytul osiagniecia naukowego

Odpowiedz fizjologiczna roslin na nadmiar miedzi oraz czynniki biotyczne (glebowy
izolat bakteryjny, owad Zerujacy na liSciach) modyfikowana obecnoscia czasteczki

sygnalowej — jasmonianu metylu

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci

wydawniczy)

Osiagniecie naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego stanowi cykl publikacji
ztozony z szeéciu oryginalnych prac eksperymentalnych i jednej pracy przegladowe;j

opublikowanych w latach 2015-2019.

Orvginalne prace eksperymentalne

H1. Hanaka A., Maksymiec W., Bednarek W. 2015. The effect of methyl jasmonate on
selected physiological parameters of copper-treated Phaseolus coccineus plants. Plant
Growth Regulation 77: 167-177.

IF2015 =2,333; MNIiSW =30 pkt;  liczba cytowan (bez autocytowan) = 7

H2. Hanaka A., Wojcik M., Dresler S., Mroczek-Zdyrska M., Maksymiec W. 2016. Does
methyl jasmonate modify the oxidative stress response in Phaseolus coccineus treated
with Cu? Ecotoxicology and Environmental Safety 124: 480-488.

IF2016 =3,743; MNiSW =30 pkt;  liczba cytowan (bez autocytowan) = 7

H3. Hanaka A., Plak A., Zagdrski P., Ozimek E., Rysiak A., Majewska M., Jaroszuk-Sciset
J. 2019. Relationships between the properties of Spitsbergen soil, number and
biodiversity of rhizosphere microorganisms, and heavy metal concentration in selected
plant species. Plant and Soil 436: 49-69.

IF2017=3,306; MNIiSW =45 pkt
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H4. Hanaka A., Ozimek E., Majewska M., Rysiak A., Jaroszuk-Sciset J. 2019. Physiological
diversity of Spitsbergen soil microbial communities suggests their potential as plant
growth-promoting bacteria. International Journal of Molecular Sciences 20: 1207.

IF2017 = 3,687, MNiSW = 30 pkt

HS. Hanaka A., Nowak A., Plak A., Dresler S., Ozimek E., Jaroszuk-Sciset J., Wojciak-
Kosior M., Sowa I. 2019. Bacterial isolate inhabiting Spitsbergen soil modifies the
physiological response of Phaseolus coccineus in control conditions and under
exogenous application of methyl jasmonate and copper excess. International Journal of
Molecular Sciences 20: 1909.

IF2017 = 3,687; MNiSW = 30 pkt

H6. Hanaka A., Lechowski L., Mroczek-Zdyrska M., Strubinska J. 2018. Oxidative
enzymes activity during abiotic and biotic stresses in Zea mays leaves and roots exposed
to Cu, methyl jasmonate and Trigonotylus caelestialium. Physiology and Molecular
Biology of Plants 24(1): 1-5.

IF2017 = 1,151; MNiSW =25 pkt;  liczba cytowan (bez autocytowan) = 1

Praca przegladowa

H7. Hanaka A., Nurzynska-Wierdak R. 2019. Methyl jasmonate — a multifunctional
molecule throughout the plant life. Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus 18(2):
237-249.

IF2016 = 0,448; MNiSW = 20 pkt

Wszystkie prace, skladajace si¢ na osiggnigcie naukowe, zostaly opublikowane
w czasopismach z bazy JCR. Ich sumaryczny Impact Factor zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 18,355, sumaryczna liczba punktow MNiSW - 210, a liczba cytowan (bez
autocytowan) — 15 (stan na dzien 20.04.2019 r.). We wszystkich wyzej wymienionych
publikacjach jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym. M¢j wklad
w powstanie tych prac wynosi od 65 do 90%, co potwierdzaja oswiadczenia wspdtautordw

(Zatacznik nr 5).



Zalacznik 2

c) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynik6w wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

W niestresowych warunkach $rodowiska, w chloroplastach, mitochondriach,
peroksysomach, blonach plazmatycznych i $cianie komoérkowe] wytwarzane sg reaktywne
formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), m.in. rodniki ponadtlenkowe (O:"), czy
nadtlenek wodoru (H202), ktére s3 waznymi czasteczkami posredniczacymi w przekazywaniu
sygnatéw regulujacych odpowiedz rosliny na szereg czynnikéw (Demidchik 2015). Czynniki
stresowe wywolujg stres oksydacyjny przez wytwarzanie zwigkszonych ilosci ROS.
Reaktywne formy tlenu zakldcajg prace szlakéw metabolicznych i uszkadzajg podstawowe
komponenty komoérkowe, tj. kwasy nukleinowe, biatka, thuszcze i weglowodany (Demidchik
2015). Pod ich wptywem produkcja metabolitéw pierwotnych i wtérnych ulega zaburzeniu.
Aby obnizy¢ nadmierny poziom ROS, rosliny wyksztatcity wyspecjalizowany mechanizm
obronny, ktéry obejmuje enzymatyczny 1 nieenzymatyczny system antyoksydacyjny.
Funkcjonowanie enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego, uznawanego za pierwszg linie
obrony, oparte jest na dzialaniu enzymoéw antyoksydacyjnych, takich jak: dysmutaza
ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD) — przeksztatcajgca 02" do H203, katalaza
(ang. catalase, CAT), peroksydaza askorbinianowa (ang. ascorbate peroxidase, APX) i
peroksydaza gwajakolowa (ang. guaiacol peroxidase, GPX) przeksztatcajace H>O2 do HO.
Nieenzymatyczny system antyoksydacyjny, zwany druga linig obrony, obejmuje zwigzki
nalezace do réznych chemicznie grup. Zaliczane sa tu: glutation (ang. glutathione, GSH) i
jego homolog — homoglutation (hGSH), aminokwas prolina, antocyjany, niskoczgsteczkowe
kwasy organiczne (ang. low molecular weight organic acids, LMWOAs), karotenoidy,
flawonoidy, zwigzki fenolowe (Tukendorf i in. 1997, Dresler i in. 2014, Berni i in. 2019).

Jasmonian metylu (MJ), czyli ester metylowy kwasu jasmonowego, jest endogennym
hormonem ro$linnym nalezacym do rodziny jasmonianéw (Dar i in. 2015, Wasternack i
Strnad 2016). Jasmonian metylu petni szereg funkcji we wzro$cie i rozwoju roslin oraz w ich
odpowiedzi w warunkach stresu abiotycznego (Maksymiec i Krupa 2007, Santino i in. 2013,
Fugate i in. 2018, Talebi i in. 2018, Wang i in. 2019) i biotycznego (Quintana-Rodriguez i in.
2015, Senthil-Nathan 2019). Jest czasteczka sygnatlowa biorgca udzial w komunikacji
wewngtrznej (w obrebie jednego organizmu) i zewngtrznej (pomiedzy roslinami) (Das i in.
2013). Efekt, jaki wywoluje MJ zalezy od wielu czynnikéw, m.in. od gatunku rosliny, jej

wieku, stanu fizjologicznego 1 hormonalnego. Obszerne omoéwienie mozliwosci
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oddzialywania MJ na fizjologi¢ roéliny, tj. jej podstawowe funkcje zyciowe w warunkach
niestresowych oraz stresowych zawarte jest w publikacji Hanaka i in. (2019; praca H7).

Miedz, jako niezbedny mikroelement w zywieniu roslin, wplywa na nie korzystnie
tylko w waskim przedziale stezen. Wyzsze stezenia dzialaja toksycznie (Cornu i in. 2017).
Zawartos¢ Cu w glebie zalezy od rodzaju i wiasciwos$ci mineraléw obecnych w skale
macierzystej, procesOw tworzenia si¢ gleby oraz aktywnosci antropogenicznej, przejawiajacej
si¢ w réznych galeziach przemystu, np. rolniczego, wydobywczego czy transportowego.
Zazwyczaj zawarto$¢é Cu w glebie miesci sie w przedziale 13-24 mg kg'! (Kabata-Pendias
2001), natomiast skazenie w wierzchnich warstwach (0-30 cm) gleby moze osiggaé kilka
tysiecy mg kg (Shutcha i in. 2015). MiedZz pochodzaca ze Zrédet antropogenicznych jest
bardziej mobilna, a tym samym bardziej biodostgpna niz ta pochodzaca ze zrédet
pedogenicznych (Duplay i in. 2014).

Rosliny rozwingty rozne strategie tolerancji i odpornosci na nadmiar Cu, ktory
wywoluje efekt toksycznosci. Do tych strategii zaliczyé mozna wydzielanie kwaséw
organicznych do gleby w celu ograniczenia biodostgpnosci Cu (Smith 2009), badz
wewnatrzkomdrkowa detoksykacje odbywajacg si¢ na drodze wiazania Cu z ligandami i
odkfadania Cu w przedzialach wewnatrzkomérkowych. Tolerancja roslin na Cu rézni si¢
pomigdzy gatunkami, a nawet odmianami tego samego gatunku i moze by¢ podwyzszona
przez interakcje miedzy roslinami, a bakteriami wykazujgcymi okre$lone wiasciwosci. Taka
interakcja roslina-bakteria moze mie¢ zastosowanie w fitoremediacji, np. w fitoekstrakcji
(Sessitsch i in. 2013). Rosliny zawierajace podwyzszone stezenia Cu wprowadzaja ten
pierwiastek do tancucha pokarmowego, a jego akumulacja w organizmie cziowieka skutkuje
uszkodzeniami mézgu, nerek, marskoscig watroby czy chroniczng anemia (Dixit i in. 2015).
Na podstawie regulacji EC 396/2005 dotyczacej pestycydéw, maksymalna dopuszczalna
zawarto$¢ Cu w produktach spozywczych w krajach Unii Europejskiej wynosi 5-20 mg kg'!
dla wigkszosci owocdw i warzyw, 20-100 mg kg! dla warzyw liciastych, 50 mg kg™' dla
winogron i 10 mg kg! dla zb6z (EC 396/2005).

Co wiecej, mobilnos¢ Cu, podobnie jak innych pierwiastkow, zalezy od procesow
mikrobiologicznych zachodzacych w glebie (Gadd 2010). Mikroorganizmy moga
posredniczy¢ w immobilizacji (unieruchomieniu) Cu w glebie na drodze biosorpcji,
bioakumulacji czy biomineralizacji (Volesky i Holan 1995) lub w mobilizacji Cu w
przypadku jej niedoboru (Cornu i in. 2017).

Bakterie nalezace do grupy bakterii promujacych wzrost roslin (ang. plant growth-
promoting bacteria, PGPB) moga poprawia¢ kondycj¢ rosliny i jej mozliwos$¢ radzenia sobie
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w niesprzyjajacych  warunkach §rodowiska wykorzystujac szereg mechanizméw
bezposrednich i posrednich (Etesami 2018, Weber i in. 2018). Naleza do nich m.in. wigzanie
azotu czasteczkowego, produkcja sideroforéw, rozpuszczanie mineraléw, synteza enzymow,
fitohormondw i utatwienie pobierania sktadnikéw odzywcezych z gleby (Glick 2014, Majeed i
in. 2018). Niektére bakterie glebowe, nalezace do bakterii produkujacych siderofory (ang.
siderophore producing bacteria, SPB), np. Pseudomonas, wydzielaja czasteczki organiczne o
niskiej masie (150-2000 Da) zwane wiasnie sideroforami. Czasteczki te wykazujg si¢
wysokim powinowactwem do jonéw Fe(IIl) i mogg wigza¢ réwniez inne dwuwartosciowe
metale przejsciowe, przy czym jony Cu wigzane sg z najwigkszym powinowactwem (Ferret i
in. 2015). Podobnie istotna moze si¢ okazal¢ umiej¢tnos¢ rozpuszczania przez bakterie
mineraléw z uwolnieniem biodostgpnych form fosforu (Souza i in. 2015). Sposrdd
syntezowanych przez bakterie enzymow, szczegoélnie istotng role odgrywa deaminaza ACC
(ACC, ang. aminocyklopropano-1-karboksylan), ktéra powoduje obnizenie poziomu innego
hormonu, etylenu (ET) — hamujacego wzrost korzeni (Glick 2014). Natomiast sposrdd
fitohormonéw produkowanych przez bakterie kluczowy jest kwas indolilo-3-octowy (IAA),
ktory oddzialuje z ET poprzez aktywacje syntazy ACC (Nascimento i in. 2018). Szczegdlnie
interesujace jest poznanie wilasciwosci mikroorganizméw z terendw slabo dostepnych o
rygorystycznych warunkach klimatycznych, np. ze Spitsbergenu. Na skutek oddzialywania
niskiej temperatury czy lokalnie podwyzszonej zawartosci Cd, mikroorganizmy
spitsbergenowe cechuja si¢ ponadprzecigtnymi zdolnosciami adaptacyjnymi i plastycznoscig.
Te podwyzszone zdolnosci przystosowawcze mikroorganizméw umozliwiajg ich
wykorzystanie w fizjologii roslin w celu intensyfikacji wzrostu roslin i ich lepszego radzenia
sobie w réznych niekorzystnych warunkach srodowiska naturalnego.

Roéwniez zerowanie owadow roslinozernych generuje szereg zmian biochemicznych w
roSlinie, ktore najczesciej skutkuja wydzielaniem substancji odstraszajacych lub toksycznych
dla szkodnika lub przywabiajacych jego naturalnych wrogéw (Turlings i in. 2012).
Zaatakowane roliny wydzielaja réwniez zwiazki lotne (ang. volatile organic compounds,
VOC), m.in. MJ, ktére ostrzegajg inne rosliny przed zblizajgcym si¢ atakiem szkodnika
(Bruce i Pickett 2011, Kim i Felton 2013).

Zatem, wazne nie tylko poznawczo, ale réwniez aplikacyjnie, jest prze$ledzenie
odpowiedzi fizjologicznych roslin modelowych, np. fasoli i kukurydzy, w jak najszerszym
kontekscie, uwzgledniajgcym aktywnos¢ lub poziom rdznorodnych czasteczek w celu
znalezienia takich, ktére beda czutymi markerami zmian dokonujgcych si¢ w organizmie

roslinnym pod wptywem bodzcé6w zewngtrznych.
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Cele badan
Celem badan przedstawionych w osiggni¢ciu naukowym byto:

A. poznanie odpowiedzi fizjologicznej roslin (Phaseolus coccineus L. Zea mays L.) na
abiotyczny czynnik stresowy — nadmiar jonéw Cu w srodowisku wzrostu w obecnosci lub
braku egzogennego MJ jako modulatora odpowiedzi,

B. analiza mikrobiomu gleb pozyskanych ze Spitsbergenu, w szczegdlnosci izolatéw
bakteryjnych o potencjalnych zdolnosciach stymulacji wzrostu roslin, badz modulacji
odpowiedzi rosliny w warunkach stresu,

C. zbadanie wplywu wyselekcjonowanego z gleby Spitsbergenu izolatu bakteryjnego na
odpowied? fizjologiczng Phaseolus coccineus w warunkach stresu Cu i dodatku egzogennego
MJ.

D. okreslenie wpltywu zerowania owada, Trigonotylus caelestialium, na aktywno$¢ enzymow

antyoksydacyjnych w tkankach Zea mays w warunkach stresu Cu i dodatku egzogennego MJ.

Do tej pory, ze wzglgdu na poziom skomplikowania ukladu pomiarowego i
pdzniejszych potencjalnych niejednoznacznosci interpretacyjnych, niewiele badan skupiato
si¢ na $ledzeniu zmian w organizmie ro$linnym poddanym wptywowi kilku czynnikéw
jednoczesdnie, ktore by pelniej oddawaty warunki panujagce w naturze. Zatem swoje badania
rozpoczetam od $ledzenia zmian fizjologicznych dokonujacych si¢ w roslinach fasoli pod
wplywem nadmiaru Cu w obecnosci lub bez dodatku MJ (prace H1, H2). Nastegpnie skupitam
si¢ na przedstawieniu drogi poszukiwania izolatu bakteryjnego z gleb Spitsbergenu.
Zaprezentowalam charakterystyke gleb Spitsbergenu, jako siedliska wystgpowania
mikroorganizméw przystosowanych do zycia w skrajnie niekorzystnych warunkach
srodowiska (praca H3). Przeprowadzilam badania przesiewowe i scharakteryzowatam
otrzymane izolaty pod katem posiadania przez nie cech uzytecznych w promocji wzrostu
ros§lin (PGP) (praca H4). Zbadatam wplyw wybranego izolatu bakteryjnego na zmiany
fizjologiczne zachodzace si¢ w roélinach fasoli pod wptywem lub bez nadmiaru Cu w
obecnosci lub bez dodatku MJ (praca HS). Ponadto, przedstawiam wptyw zerowania owada
na system antyoksydacyjny roslin kukurydzy w obecnosci lub nieobecnosci egzogennego MJ

(praca H6).
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I. Okreslenie odpowiedzi fizjologiczne] Phaseolus coccineus na dzialanie nadmiaru Cu w

obecnosci egzogennie podanego MJ

Kluczowa rola MJ we wszelkich procesach zyciowych roslin zostata jednoznacznie
potwierdzona. Biosynteza MJ rozpoczyna si¢ od czasteczki kwasu a-linolenowego, bedacego
sktadnikiem bton komérkowych. Zatem endogenny proces powstawania tej molekuty zalezeé
moze od kondycji membran komérkowych. Wiadomo, ze aplikacja MJ skutkuje regulacja
syntezy metabolitéw wtérnych u roslin waznych dla czlowieka z punktu widzenia
uzytecznosci dla przemystu rolnego i farmaceutycznego. Zakres uzywanych stgzen MJ jest
szeroki i zazwyczaj miesci si¢ w przedziale od 0,1 do 300 pM. Obecno$é¢ MJ moze tez
sprzyja¢ syntezie biatek zwigzanych z patogeneza (ang. pathogenesis related, PR) i obnizaé
poziom stresu oksydacyjnego zwiazanego z produkcjg ROS poprzez zmiany aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych. Jasmonian metylu reguluje szereg proceséw w roslinie na
kazdym etapie jej wzrostu i rozwoju, poczawszy od wptywu na kietkowanie nasion, poprzez
rozwoj cz¢sci nadziemnych i podziemnych rosliny, proces kwitnienia, dojrzewania owocéw,
po starzenie si¢ rosliny. Bierze udzial w kluczowych procesach, np. zamykania si¢ aparatow
szparkowych czy transportu azotu.

Ponadto, MJ jest czasteczka uczestniczacg w odpowiedzi rosliny w warunkach stresu
abiotycznego i biotycznego. Niezaleznie od pierwotnego zrddia stresu abiotycznego, tj.
nadmiernego zasolenia, suszy, zbyt niskiej temperatury czy obecnosci metali ciezkich w
srodowisku zycia rosliny, nastepczo bedzie si¢ pojawial zaréwno stres osmotyczny, jak i
oksydacyjny. Zatem rézne rodzaje stresow wspolwystepuja ze sobg i czgsto trudno jest
postawi¢ migdzy nimi wyrazng granicg, bowiem tacza si¢ podobiefistwem objawdw, jakie
wywoluja w roélinie.

Rosliny wytworzyty rézne strategie obrony przed zakazeniami patogenami i atakami
owadow. Potrafig uruchamia¢ zréznicowane szlaki metaboliczne i wytwarzal rozne typy
substancji sygnatowych i zwigzkéw obronnych, a przez to redukowaé niekorzystne efekty
dziatania szkodliwych organizméw. Duzy potencjat wydaje si¢ ciggle drzemaé w czgsteczce
MJ — substancji sygnatowej wytwarzanej w szlaku indukowanej odpornosci systemicznej
(ang. induced systemic resistance, ISR), naturalnym, nieszkodliwym dla cztowieka zwiagzku
chemicznym wykorzystywanym w walce ze szkodnikami szczegolnie istotnych gospodarczo
upraw. Jasmonian metylu okazuje si¢ réwniez uzyteczny w farmakologii, indukujgc w
roslinie wytwarzanie zwigzkéw cennych w lecznictwie. Ze wzgledu na bezpieczefistwo

stosowania, MJ pozostaje cenng czasteczka o rosngcym potencjale aplikacyjnym.
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Stan wiedzy na temat MJ (zebrany w pracy przegladowej Hanaka i Nurzynska-
Wierdak 2019, praca H7) jednoznacznie wskazuje na potencjat tej czasteczki w modulacji
odpowiedzi rodliny w réznych warunkach $rodowiska. Zatem w przedstawionych ponizej
eksperymentach, poza efektem namiaru Cu, zbadano réwniez wptyw egzogennie podanego
MJ na rosliny.

Fasola (Phaseolus coccineus L.) uprawiana byla na pozywce Hoaglanda w
kontrolowanych warunkach komory wegetacyjnej. Zastosowano nastgpujace warianty
eksperymentalne: kontrolny (nie traktowany Cu); traktowany 50 pM Cu; traktowany 100 pM
Cu; a dodatkowo kazdy z nich wystgpowal w wersji bez MJ lub z dodatkiem 10 puM MJ,
zastosowanym do pozywki na 1 godz. lub 24 godz., na poczatku eksperymentu, po czym
pozywke¢ wymieniano na nowa, bez dodatku MJ (Hanaka et al. 2015, praca H1).

Preinkubacja siewek z MJ przez 24 godz. wptywala na parametry biometryczne roslin:
zwigkszala powierzchnie lisci, przy jednoczesnym obnizeniu $wiezej masy (ang. fresh weight,
FW) czgsci nadziemnej. Podanie 50 uM Cu w uktadzie z MJ pozostawalo bez wptywu, a 100
uM Cu albo nie wplywalo, albo obnizato warto$¢ powierzchni lisci i ich FW. Jasmonian
metylu zastosowany w obu czasach preinkubacji redukowal dtugos¢ korzenia gtéwnego przy
jednoczesnym wzroscie FW korzeni. Obecno$¢ Cu nie modyfikowala obu parametréw
korzeni.

Jasmonian metylu mial ograniczony wplyw na akumulacj¢ Cu w lisciach (obnizat
stezenie Cu w ukladzie 1-godz. preinkubacja MJ + 50 pM Cu) i korzeniach (obnizat st¢zenie
Cu w ukfadzie 24-godz. preinkubacja MJ + 100 pM Cu). Wzrost stezenia Cu w pozywce
skutkowat nasilong akumulacja Cu w korzeniach, przy niezmienionym poziomie akumulacji
w lisciach.

Jasmonian metylu nie powodowat zmian w zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych,
poza jej obnizeniem w uktadzie 1-godz. preinkubacja MJ + 100 uM Cu. Tylko w warunkach
kontrolnych 24-godz. inkubacja skutkowata podwyzszeniem stosunku chlorofilu a (Chl a) do
b (Chl b) przy jednoczesnym obnizeniu stosunku sumy chlorofili (Chl a+b) do karotenoidow.

Badania parametrow fluorescencji chlorofilu @ naleza do nielicznej grupy
nieinwazyjnych metod pomiarowych dokonywanych in vivo i stosowanych w ekofizjologii i
fizjologii roslin. Parametry fluorescencji chlorofilu a pod wptywem samego MJ nie ulegaty
zmianie w warunkach kontrolnych. MiedZ w obu st¢zeniach powodowala obnizenie
maksymalnej wydajnosci kwantowej fotouktadu II (PSII) (Fv/Fm), a w wyzszym — wzrost
czesci zaabsorbowanej energii $wietlnej nie zuzytej w procesach fotochemicznych (ang.

fraction of the absorbed light energy not used for photochemistry, LNU) i wygaszaszania
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niefotochemicznego (ang. non-photochemical quenching, NPQ). Natomiast w obecnosci Cu i
MJ, LNU i NPQ ulegly podwyzszeniu, z wyjatkiem braku zmiany w ukladzie z samym 50
uM Cu.

Ustalono, ze Cu w st¢zeniu 50 pM silnie redukowata parametry wzrostu rosliny, tj.
powierzchni¢ lisci, dlugosé korzenia gléwnego, FW czgsci nadziemnej i korzeni (w
podobnym nasileniu jak w stezeniu 100 pM). Zaleznos¢ od zastosowanego stezenia Cu
obserwowano tez w poziomie akumulacji Cu i zawartos$ci barwnikéw fotosyntetycznych.
Badanie parametréw fluorescencji chlorofilu a dostarczyto podobnych wnioskéw, do
przedstawionych powyzej. Obnizenie warto$ci parametru Fv/Fm wskazuje na zaburzenie
struktury bton tylakoidéw i odwracalng inaktywacj¢ PSII. Podwyzszenie NPQ w obecnosci
metalu mogto odgrywaé znaczaca rol¢ w ochronie aparatu fotosyntetycznego przed
fotouszkodzeniem. Z kolei wzrost wartosci LNU w uktadach zawierajacych Cu (z wyj. ukfadu
zawierajacego tylko 50 puM Cu) sugerowal nizszg efektywnos$¢ zuzywania energii
zaabsorbowanej przez kompleks antenowy na potrzeby fotosyntezy.

Preinkubacja 10 pM MJ nie modyfikowala negatywnego wplywu Cu na parametry
wzrostu, redukowata akumulacj¢ Cu w lisciach (1-godz. preinkubacja MJ + 50 uM Cu) oraz
w korzeniach (24-godz. preinkubacja MJ + 100 pM Cu), obnizala zawarto$¢ barwnikow
fotosyntetycznych (24-godz. preinkubacja MJ + 100 uM Cu) oraz powodowata wzrost
wartosci LNU i NPQ (w obecnosci tylko nizszego stezenia Cu).

W badaniach przeprowadzonych na fasoli wyraznie zarysowata si¢ zdolno$¢ rosliny
do ochrony lisci przed niekorzystnym dzialaniem nadmiaru Cu, gdyz korzenie akumulowaty
znacznie wigkszg pule pobranego metalu niz liscie, a wzrost stgzenia Cu w pozywce
powodowal wzmozong akumulacj¢ w korzeniach, przy niezmienionym poziomie transportu
Cu do lisci. Parametry fluorescencji chlorofilu a nie wskazywaly na znaczace zaburzenia
procesu fotosyntezy. Indeks witalnosci rodlin (ang. vitality index, Rfd) ulegt obnizeniu tylko
w obecnosci najwyzszego stezenia Cu, co oznaczato, iz w pozostatych przypadkach aparat
fotosyntetyczny i cykl Calvina funkcjonowaty prawidiowo.

W kolejnym eksperymencie (Hanaka et al. 2016, praca H2) zbadano aktywnos¢
enzymatycznych i poziom nieenzymatycznych systeméw antyoksydacyjnych bioracych
udziat w odpowiedzi rosliny na nadmiar Cu po uprzedniej preinkubacji lub bez M1J.

Rosliny fasoli uprawiano na pozywce Hoaglanda w kontrolowanych warunkach
komory wegetacyjnej. Zastosowano nast¢pujace uklady eksperymentalne:

A. doswiadczenie krétkoterminowe (5 godz.): kontrola i 50 uM Cu; oba uklady byly
zastosowane w wersji bez preinkubacji MJ lub z 1-godz. preinkubacjg 10 pM MJ
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B. doswiadczenie dlugoterminowe (5 dni): kontrola i 50 uM Cu; powyzsze uktady byly
zastosowane w wersji bez MJ, z 1-godz. preinkubacja 10 pM MJ lub z 24-godz. preinkubacja
10 pM MJ.

Badano aktywnos$¢ czterech enzyméw antyoksydacyjnych w liSciach i korzeniach:
SOD, CAT, APX i GPX. Aktywnos$¢ SOD, APX i GPX byla wyzsza w korzeniach, a CAT w
liSciach. Z =zasady, w lisciach i korzeniach roslin pochodzacych z doswiadczenia
krétkoterminowego, przy braku inkubacji z Cu, aktywnos¢ SOD i CAT byla wyzsza niz w
doswiadczeniu dlugoterminowym, natomiast w przypadku obu peroksydaz wzrastala w
lisciach, a malata w korzeniach. W roslinach eksponowanych na 50 pM Cu przez 5 godz.,
aktywnos$¢ SOD byla wyzsza w lisciach i korzeniach, CAT — nizsza w lisciach 1 wyzsza w
korzeniach, obu peroksydaz — wyzsza w lisciach i nizsza w korzeniach w poréwnaniu do
roélin eksponowanych na Cu przez 5 dni. Oznacza to bardzo duze zréznicowanie aktywnosci
enzymatycznej w zaleznosci od zastosowanych wariantéw eksperymentalnych, w tym
dhugosci ekspozycji roslin na Cu i czasu preinkubacji MJ.

W ramach jednego uktadu pomiarowego aktywnosci czterech enzyméw réznity sig,
np. nizszej aktywnosci CAT w korzeniach towarzyszyla wyrazniee zwigkszona aktywnosé
obu peroksydaz. Moze to wskazywa¢ na to, Ze enzymy te wspolpracuja w osiagnigciu stanu
rébwnowagi w niesprzyjajacych roslinie warunkach. Znaczaco wyzsza aktywnos$¢ obu
peroksydaz i czgsciowo SOD w korzeniach niz w lisciach sugeruje, ze rowniez w warunkach
stresu spowodowanego nadmiarem Cu, enzymy te stanowig pierwsza lini¢ obrony rosliny,
jeszcze zanim zdazg si¢ wlaczy¢ mechanizmy obronne w lisciu.

Zaréowno aktywno$¢ enzymatyczna, jak i poziom peroksydacji lipidow (mierzony
stezeniem malonylodialdehydu, MDA) moga stuzy¢ jako biomarkery toksycznosci, czyli
odzwierciedla¢ poziom niekorzystnych zmian w tkance. Np. GPX moze katalizowad
wychwytywanie organicznych nadtlenkow, a niska aktywno$¢ GPX moze wskazywaé na
aktywacje peroksydacji lipidow spowodowang obecnoscig Cu, a zatem na uszkodzenie bon
komoérkowych. Odwrotna zasada roéwniez jest stuszna. Moza zatozyé, ze u roslin
pochodzacych z uprawy dlugoterminowej poddanych dziataniu Cu, zwigkszona aktywno$é
tego enzymu w korzeniach skutkowata nizszym poziomem peroksydacji lipidéw.

Miedz generowata peroksydacje lipidow (na drodze reakcji Fentona) bardziej nasilong
w lisciach niz w korzeniach, co jest dowodem na rézng wrazliwos¢ tych organéw na metal.
Rosliny eksponowane na Cu przez 5 godz. byly bardziej wrazliwe na uszkodzenia blony niz

rosliny eksponowane dtuzej, co moze oznacza¢, ze wraz z wiekiem rosliny wzrasta jej
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tolerancja na toksyczno$¢ Cu albo na drodze wychwytywania ROS, albo deponowania Cu w
przedziatach wewnatrzkomorkowych.

Wykazatam, ze istniala pozytywna korelacja mi¢dzy stezeniami MDA i proliny. W
wyniku dzialania Cu zaobserwowano wzrost stezenia proliny, ktdéra moze stabilizowaé
synteze bialek i prowadzi¢ detoksykacjg ROS na drodze nieenzymatycznej. Stwierdzono
wyzszg zawarto$¢ proliny w roslinach eksponowanych na Cu przez S5 godz. niz 5 dni.
Jasmonian metylu nie zmienial poziomu tego aminokwasu. St¢zenie antocyjanéw malato
wraz z czasem ekspozycji na Cu. Niemniej 1-godz. preinkubacja MJ powodowala wzrost
zawartosci tych barwnikéw w roélinach kontrolnych, jak i traktowanych Cu.

Stezenie hGSH wzrastalo w lisciach, a malato w korzeniach roslin traktowanych Cu w
poréwnaniu z roslinami nie traktowanymi metalem. Zatem rdéwniez w przypadku hGSH
widoczna stala si¢ rézna wrazliwo$¢ organdéw roslinnych na Cu. Co wigcej, dluzsza
ekspozycja na nadmiar Cu skutkowata obnizeniem poziomu hGSH. Jasmonian metylu nie
zmieniat poziomu hGSH.

Nie prowadzono do tej pory badan dotyczacych zawartosci LMWOA w obecnosci Cu
i MJ. Potwierdzitam akumulacj¢ kwaséw zalezng od organu, gdyz z reguty ich stezenie bylo
wyzsze w liSciach niz w korzeniach. To sugeruje wyzszy poziom stresu w korzeniach.
Egzogenny MJ modyfikowal zawartos¢ LMWOA po S5-dniowej ekspozycji na Cu,
powodowal redukcj¢ zawarto$ci winianu i pirogronianu w lisciach oraz wzrost stezenia
Jjablczanu i cze$ciowo winianu w korzeniach. Jabiczan, jako kwas organiczny wystepujacy w
najwiekszych ilosciach, moze stanowi¢ pierwsza lini¢ obrony w warunkach niekorzystnych

dla rosliny.
Wyzej opisane wyniki zostaly przedstawione w pracach:

H7. Hanaka A., Nurzynska-Wierdak R. 2019. Methyl jasmonate — a multifunctional
molecule throughout the plant life. Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus 18(2): 237-
249.

H1. Hanaka A., Maksymiec W., Bednarek W. 2015. The effect of methyl jasmonate on
selected physiological parameters of copper-treated Phaseolus coccineus plants. Plant Growth
Regulation 77: 167-177.

H2. Hanaka A., Wojcik M., Dresler S., Mroczek-Zdyrska M., Maksymiec W. 2016. Does
methyl jasmonate modify the oxidative stress response in Phaseolus coccineus treated with
Cu? Ecotoxicology and Environmental Safety 124: 480-488.
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II. Analiza mikrobiomu gleb pozyskanych ze Spitsbergenu, a szczegdlnie izolatéw

bakteryinych o potencjalnych zdolnosciach stymulacji wzrostu roslin, badz modulacii

odpowiedzi rosliny w warunkach stresu

Mimo ekstremalnie niekorzystnych warunkéw klimatycznych panujagcym na
Spitsbergenie, wiele mikroorganizméw kolonizuje gleby tego obszaru. Mikroorganizmy te
nalezg do grupy organizmoéw psychrofilnych i psychrotolerancyjnych dobrze radzgcych sobie
w niesprzyjajacych warunkach s$rodowiskowych, przez co od lat ciesza si¢ duzym
zainteresowaniem naukowcéw. W dojrzalych glebach, dwa gléwne czynniki, tj. gatunki ro$lin
1 typ gleby, determinuja sktad mikrobiomu ryzosfery. Natomiast w przypadku stabo
wyksztatconej gleby Spitsbergenu takie determinanty nie zostaty do tej pory jasno ustalone.
Dla dalszych badan kluczowe byto zalozenie, ze mikroorganizmy pochodzace ze
Spitsbergenu maja szczegdlnie wysokie zdolno$ci adaptacyjne i plastyczno$é, ktdére mozna
wykorzysta¢ w aspekcie ich przystosowania do innych skrajnych warunkéw $rodowiskowych.

W pracy Hanaka i in. 2019 (H3) zaprezentowano krotki opis geomorfologiczny
obszaru poboru prob roslinnych i glebowych, przedstawiono dane meteorologiczne, dokonano
fizyko-chemicznej analizy prob glebowych, przeanalizowano zawarto$¢ metali ciezkich w
materiale glebowym i roslinnym, zaproponowano wskazniki oceny zanieczyszczenia w
tkance roslinnej i glebie. Dokonano wstgpnej analizy probek gleby pod katem liczebnosci i
bioréznorodnosci mikroorganizméw ja zamieszkujacych.

Prébki glebowe charakteryzowaty si¢ szerokim zakresem pH H20 — od kwasnego (5,1)
do zasadowego (8,5), skladem granulometrycznym — w zakresie od piasku do piasku
gliniastego, stosunkiem C/N — w zakresie 8,62-394,17. Zawarto$¢ biodostepnej formy Cu w
przeanalizowanych glebach zawierata si¢ w przdziale 0,71-1,80 mg g'!. W oparciu o indeks
geoakumulacji (ang. geoaccumulation index, Igeo) i wspoiczynnik wzbogacenia (ang.
enrichment factor, EF), podwyzszone zawartosci wskazujace na zanieczyszczenie (nie
przekraczajace umiarkowanego poziomu zanieczyszczen) stwierdzono jedynie w kilku
probach glebowych dla Cd.

Niezaleznie od wlasciwosci gleby i gatunku rosliny, ktérej gleba ryzosferowa
podlegata analizie, liczebno$¢ hodowalnych mikroorganizméw byla wysoka. Moze to
swiadczy¢ o (znaczacym pod wzgledem ilosciowym) zaangazowaniu tych mikroorganizméw
w procesy transformacji skladnikéw zawierajacych C, N i P oraz na dost¢pnosé metali
ciezkich. Mikroorganizmy glebowe podzielono na trzy grupy, bakterie kopiotroficzne,
bakterie oligotroficzne i grzyby, dla kazdej grupy podajgc liczebnosé, indeks réznorodnosci

ekofizjologicznej (ang. ecophysiological diversity index, EP) oraz indeks rozwoju kolonii
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(ang. colony development index, CD). Stwierdzono, ze na ogdt liczebno$¢ oligotrofow jest
podobna lub nieco nizsza w pordéwnaniu z kopiotrofami. Niska liczebno$¢ grzybow
przekladala si¢ na niskg warto$¢ EP i wysoka CD. Odwrotne zaleznosci stwierdzono dla
bakterii. Potwierdzono, ze mikroorganizmy zasiedlajace skrajnie surowe s$rodowisko
Spitsbergenu nie tylko sa zaadaptowane do niskich temperatur, czgsto ograniczonych
zasobéw mineralych, ale niekiedy wystepuja w duzej ilosci w probach gleb z podwyzszong
zawartoscia toksycznych metali, np. Cd.

W toku dalszych badan dokonano poglebionej analizy wiasciwosci gleb pozyskanych
ze Spitsbergenu w celu wyboru prébek glebowych do pozykania izolatéw bakteryjnych
(Hanaka i in. 2019, praca H4). Nastepnym etapem dziatan bylo wyselekcjonowanie izolatéw i
zbadanie ich pod katem cech wskazujacych na wlasciwosci charakterystyczne dla PGPB.

Szczegdtowym analizom poddano 17 préb glebowych. Okreslono liczebnos¢
specyficznych bakterii glebowych, tj. bakterii produkujacych siderofory, rozpuszczajacych
fosforany, celulolitycznych, amylolitycznych i mocznikowych. Wszystkie wymienione typy
bakterii zostaly rozpoznane, a ich liczebno$¢ wskazywata na znaczaca réznorodnos¢ migdzy
poszczegélnymi probami. Nastepnie, przy uzyciu pltytek EcoPlate, zmierzono poziom
wykorzystania 31 réznych zrodet wegla przez mikroorganizmy zasiedlajace dang prébe
glebowg. Potencjal metaboliczny i réznorodno$¢ kataboliczng tych mikroorganizméw
wyznaczono i poréwnano przy uzyciu szeregu wskaznikéw, tj. indeksu Sredniej wartosci
absorbancji dla pojedynczego substratu (AWCD) (ang. average well colour development),
indeksu zuzycia azotu, indeksu réznorodno$ci Shannona, indeksu wzbogacenia, dominacji,
rébwnomiernos$ci wykorzystania substratu. Pomiar aktywnosci dehydrogenazy (DH) glebowe;j
uzywany jest do wyznaczenia Zyznosci gleby poprzez liczebno$¢ 1 aktywno$é
mikroorganizméw glebowych i jest skorelowany dodatnio z jakoscia gleby. W
przeprowadzonych badaniach aktywno$¢ DH zawierala si¢ w szerokich granicach (0,002 do
0,57 pg formazanu g~! DW). Wyzej wymienione badania pozwolily na odrzucenie kilku prob
glebowych ze wzgledu na niskg liczebno$¢ bakterii, w tym bakterii specyficznych i/lub
obnizone parametry aktywnosci i bior6znorodnosci mikroorganizméw i/lub niskg aktywnos¢
DH glebowe;.

Z pozostatych prob gleby uzyskano 29 izolatéw bakteryjnych. Zbadano w nich cechy
charakterystyczne dla PGPB: aktywno$¢ deaminazy ACC, stezenie JAA w nieobecnosci i
obecnosci egzogennie podanego tryptofanu i dokonano biochemicznej identyfikacji przy
uzyciu testu API (ang. analytical profile index). Wykonano réwniez test kietkowania fasoli,

ktory pozwolit zweryfikowaé wplyw izolatéw na kietkowanie nasion i dlugos¢ korzenia oraz
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wyznaczy¢ indeks kietkowania. Pomimo duzego zréznicowania izolatéw we wczesniejszych
analizach biochemicznych, w tescie kietkowania otrzymatam dosy¢ poréwnywalne wartosci.
Zatem znaczaca czg$¢ uzyskanych izolatéw moze by¢ badana w aspekcie PGP w celu
weryfikacji profilu dziatania na rosline.

Szczegdlnie interesujace do dalszych badan ze wzgledu na potencjalne wiasciwosci

PGPB wydaja si¢ by¢ izolaty nalezace do rodzaju Pseudomonas.
Wyzej opisane wyniki zostaly przedstawione w pracach:

H3. Hanaka A., Plak A., Zagorski P., Ozimek E., Rysiak A., Majewska M., Jaroszuk-Sciset
J. 2019. Relationships between the properties of Spitsbergen soil, number and biodiversity of
rhizosphere microorganisms, and heavy metal concentration in selected plant species. Plant
and Soil 436: 49-69.

H4. Hanaka A., Ozimek E., Majewska M., Rysiak A., Jaroszuk-Sciset J. 2019. Physiological
diversity of Spitsbergen soil microbial communities suggests their potential as plant growth-
promoting bacteria. International Journal of Molecular Sciences 20, 1207.

III. Okreslenie wplywu wybranego izolatu bakteryjnego z gleby Spitsbergenu na odpowiedz

fizjologiczng Phaseolus coccineus w warunkach stresu Cu i dodatku egzogennego MJ

Po dokonaniu poglebionej charakterystyki fenotypowej wybranego do badan na
roslinie izolatu (S17) zidentyfikowanego jako Pseudomonas luteola przystapiono do badan na
roslinach (Hanaka i in. 2019, praca H5). Rosliny fasoli uprawiano na pozywce Hoaglanda w
kontrolowanych warunkach komory wegetacyjnej. Zastosowano nastepujace uktady
eksperymentalne:

A. uprawa bez inokulacji izolatem bakteryjnym

a. kontrola (brak nadmiaru Cu);
-1 uM MJ;
- 10 uM MJ;
b. 50 uM Cu;
-1 uM MJ + 50 uM Cu;
- 10 uyM MJ + 50 uM Cu;

B. uprawa z izolatem bakteryjnym

a. kontrola (brak nadmiaru Cu);
-1 uM MJ;
- 10 uM MJ;
b. 50 uM Cu do pozywki;
-1 uM MJ + 50 pM Cu;
- 10 pM MJ + 50 pM Cu.
Wykazano, ze inokulacja izolatem bakteryjnym nie powodowata znaczgcych zmian w

parametrach biometrycznych fasoli, co moze oznaczaé, ze izolat o cechach PGPB

przygotowuje rosling do lepszego znoszenia warunkéw stresowych w aspekcie zmian
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biochemicznych, a nie morfologicznych. Obecnos¢ izolatu skutkowala wzmozonym
magazynowaniem P i nieco mniejszym Mn w roslinie. Ta wlasciwo$¢ moze sugerowac
zasadnos¢ aplikacji tego izolatu do gleb o obnizonej dostgpnosci P dla roslin.

Zmiany aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w obecnosci izolatu wykazywaly
zalezno$¢ od obecnosci i stezenia MJ. W wyniku inokulacji aktywno$¢ SOD, CAT i GPX
znaczaco wzrosta chroniagc rosling przed uszkadzajagcym dziataniem ROS. Szczegdlnymi
indykatorami odpornosci sa amoniakoliaza fenyloalaninowa (ang. phenylalanine ammonia-
lyase, PAL) i amoniakoliaza tyrozynowa (ang. tyrosine ammonia-lyase, TAL). Oba enzymy
nawzajem uzupelnialy swoja aktywnos$¢, a produkty ich dzialania moga by¢ prekursorami
metablitéw wtérnych, np. flawonoidéw. Zaobserwowalam roéwniez, ze aktywnosé¢ p-
glukanazy (GLU), klasycznego biatka PR (ang. pathogenesis related), byla stymulowana
obecnoscia MJ. W obecnosci dwoéch czynnikéw, izolatu i nadmiaru Cu, potencjat
antyoksydacyjny wzrastal zaleznie od stezenia MJ.

Inokulacja izolatem bakteryjnym skutkowata gléwnie obnizeniem zawartosci
LMWOA, co moze by¢ tlumaczone dwojako, albo izolat hamuje synteze¢ LMWOA, albo
zuzywa znaczaco wigcej tych kwasdéw. W obecnosci nadmiaru Cu, efekt jaki dawat izolat byt
niezalezny od poziomu MJ.

Mato poznane jest zagadnienie wptywu alantoiny, bedacej pochodng puryn, na zmiany
odpowiedzi fizjologicznej roslin. Alantoina bezposrednio i posrednio wptywa na obnizenie
poziomu ROS. Podwyzszony poziom tego zwiazku podczas stresu wydaje si¢ by¢ wazny w
rozwoju tolerancji rosliny na niekorzystny czynnik. Co wigcej, alantoina moze by¢
wydzielana przez korzenie stymulujac w ten sposéb dzialanie korzystnych dla roéliny
mikroorganizméw. Stwierdzono wyzszy poziom alantoiny w lisciach niz w korzeniach fasoli.
Po inokulacji izolatem bakteryjnym zaobserwowatam obnizony poziom tego zwiagzku, ktory
podnosit si¢ po zastosowaniu MJ. Zatem MJ, a nie Cu, wydaje si¢ by¢ czynnikiem
indukujacym wyzszy poziom alantoiny.

Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze izolat bakteryjny modyfikuje odpowiedz

fizjologiczna rosliny.
Wyzej opisane wyniki zostaly przedstawione w pracy:

H6. Hanaka A., Nowak A., Plak A., Dresler S., Ozimek E., Jaroszuk-Sciset J., Wojciak-
Kosior M., Sowa 1. 2019. Bacterial isolate inhabiting Spitsbergen soil modifies the
physiological response of Phaseolus coccineus in control conditions and under exogenous
application of methyl jasmonate and copper excess. International Journal of Molecular
Sciences 20, 1909.
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IV. Okre$lenie wplywu zerowania owada, Trigonotvius caelestialium, na aktywnosé

enzymatyczna w roslinach Zea mays uprawianych w obecnosci nadmiaru Cu i preinkubacii z

MJ

RoSliny kukurydzy Zea mays uprawiano na pozywce Hoaglanda w kontrolowanych
warunkach komory wegetacyjnej (Hanaka i in. 2015, praca H6).
Zastosowano nastepujace uktady eksperymentalne:

A. w nieobecnosci owada:

a) kontrola;

b) preinkubacja z 10 uM MJ przez 24 godz;

¢) preinkubacja z 10 pM M]J przez 24 godz. i z dodatkiem 50 uM Cu;

B. w obecnosci owada Trigonotylus caelestialium zerujacego na liSciach:
a) kontrola,

b) preinkubacja z 10 uM M1 przez 24 godz.;

c) preinkubacja z 10 uM MJ przez 24 godz. i z dodatkiem 50 uM Cu.

W lisciach oraz korzeniach roslin przeprowadzono pomiary aktywnosci enzymoéw
antyoksydacyjnych: SOD, CAT, APX i GPX oraz zawartos$ci biatka. SOD i CAT przejawialy
wyzszg aktywnos¢ w liSciach, a obie peroksydazy — w korzeniach.

Przy braku Zzerujacego owada, pod wptywem dzialania samego MJ oraz MJ z Cu
obserwowano wzrost aktywnosci wszystkich enzymoéw antyoksydacyjnych w lisciach w
pordwnaniu z kontrolg. Natomiast w korzeniach wzrastata aktywno$é wszystkich enzyméw
tylko w uktadzie MJ+Cu, a dla samego MJ tylko CAT.

W obecnosci zerujagcego owada, w lisciach, pod wptywem zaréwno dziatania samego
MJ, jak 1 MJ z Cu, aktywnos$¢ enzymow zmniejszata si¢ (SOD dla wariantéw z MJ i MJ + Cu
oraz CAT dla MJ) lub nie ulegata zmianie (pozostate enzymy i warianty do$wiadczalne) w
poréwnaniu z ukfadem zawierajacym samego zerujacego owada. W korzeniach aktywnosé
badanych enzyméw byla wysoka w obecnosci zerujacego owada zaréwno przy zastosowaniu
samego MJ, jak i MJ + Cu w poréwnaniu z innymi ukfadami eksperymentalnymi.

We wszystkich zastosowanych wariantach eksperymentalnych  stwierdzono
podwyzszone stezenie biatka w lisciach w poréwnaniu z kontrolg bez owada. Natomiast w
korzeniach, podwyzszone stezenie biatka zanotowano we wszystkich uktadach z wyjatkiem
kontroli z owadem oraz MJ+Cu z owadem, dla ktérych stwierdzono obnizenie stezenia biatka
w poréwnaniu z kontrola bez owada.

Sposréd wszystkich zastosowanych ukladéw, traktowanie MJ, a nastepnie Cu
powodowato najwigksze wzrosty aktywnosci wszystkich enzyméw zardwno w lisciach bez

odzialywania owada, jak i w liciach i korzeniach w obecnosci owada.

Wyzej opisane wyniki zostaly przedstawione w pracy:

19




Zalacznik 2

H6. Hanaka A., Lechowski L., Mroczek-Zdyrska M., Strubinska J. 2018. Oxidative
enzymes activity during abiotic and biotic stresses in Zea mays leaves and roots exposed to
Cu, methyl jasmonate and Trigonotylus caelestialium. Physiology and Molecular Biology of
Plants 24(1): 1-5.

Czgs¢ badan przedstawionych w osiggnigciu naukowym wykonalam w ramach
projektu Miniatura 1; 2017/01/X/NZ8/00859, Wtasciwosci wybranych mikroorganizmow
psychrotroficznych i ich potencjal w modyfikowaniu odpowiedzi Phaseolus coccineus na
podwyzszony poziom miedzi. Dotyczy to nastgpujacych publikacji:

H3. Hanaka A., Plak A., Zagorski P., Ozimek E., Rysiak A., Majewska M., Jaroszuk-Sciset
J. 2019. Relationships between the properties of Spitsbergen soil, number and biodiversity of
rhizosphere microorganisms, and heavy metal concentration in selected plant species. Plant
and Soil 436: 49-69.

H4. Hanaka A., Ozimek E., Majewska M., Rysiak A., Jaroszuk-Sciset J. 2019. Physiological
diversity of Spitsbergen soil microbial communities suggests their potential as plant growth-
promoting bacteria. International Journal of Molecular Sciences 20, 1207.

HS5. Hanaka A., Nowak A., Plak A., Dresler S., Ozimek E., Jaroszuk-Scisel J., Wojciak-
Kosior M., Sowa I. 2019. Bacterial isolate inhabiting Spitsbergen soil modifies the
physiological response of Phaseolus coccineus in control conditions and under exogenous
application of methyl jasmonate and copper excess. International Journal of Molecular
Sciences 20, 1909.

Najwazniejsze osiagniecia prezentowanych badan

1. Wykazanie, ze ro$liny fasoli — Phaseolus coccineus charakteryzuja si¢ duza tolerancjg na
wysokie stezenia Cu w $rodowisku wzrostu. Pod wplywem stosowanych stezei Cu (50 i 100
uM), stwierdzono wprawdzie zmiany morfologiczne — redukcj¢ $wiezej masy, dlugosci
korzeni i powierzchni liSci, nie wykazano jednak istotnych zaburzef w funkcjonowaniu
aparatu fotosyntetycznego, mierzonego parametrami fluorescencji chlorofilu a oraz
poziomem barwnikéw fotosyntetycznych. W odpowiedzi na rosngce stezenia Cu poziom
chlorofili i karotenoidéw nawet zwigkszal si¢, co przyczynialo si¢ do ochrony aparatu

fotosyntetycznego przed uszkodzeniem.

2. Okreslenie, ze wysoki poziom tolerancji na nadmiar Cu wiaze si¢ z wyksztalceniem przez
fasolg strategii unikania translokacji metalu do czg$ci naziemnych (excluder strategy) —
wzrost stezenia Cu z 50 do 100 pM pozostawat bez wplywu na poziom akumulacji metalu w

lisciach, przy jednoczesnym wzroscie jego akumulacji w korzeniach.
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3. Stwierdzienie, ze MJ modyfikuje parametry wzrostu fasoli nie poddanej dziataniu Cu; 24-
godzinna preinkubacja z MJ powodowala wzrost powierzchni liSci przy jednoczesnym
obnizeniu masy czg¢$ci nadziemnej oraz indukowata redukcj¢ dhugosci korzenia giéwnego

przy jednoczesnym wzroscie $wiezej masy korzeni (wzrost liczebnosci korzeni bocznych).

4. Nie dowiedziono istotnej roli MJ w modyfikowaniu procesu fotosyntezy ani poprzez
zmian¢ zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych, ani parametréw fluorescencji chlorofilu a,
zar6wno w ro$linach poddanych stresowi nadmiaru Cu, jak i roslinach kontrolnych. Wskazuje
to, ze funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego nie podlega bezposredniej regulacji przez

szlaki sygnatowe zalezne od MJ.

5. Miodsze rosliny fasoli sg bardziej wrazliwe na podwyzszone zawartosci Cu w srodowisku
wzrostu niz ro$liny starsze, o czym $§wiadczy wzmozona peroksydacja lipidow (marker stresu
oksydacyjnego). W odpowiedzi na stres oksydacyjny indukowany nadmiarem Cu w
srodowisku wzrostu, rosliny fasoli uruchamiajg enzymatyczny (wzrost aktywnosci SOD) i
nieenzymatyczny (wzrost akumulacji hGSH, proliny, flawonoidéw, fenoli) system obronny.
Obecnos¢ egzogennego MJ przyczynia si¢ do wzmozonej akumulacji niektorych
nieenzymatycznych oksydantéw (flawonoidéw, fenoli), a takze niskoczasteczkowych
kwaséw organicznych (winowego, jablkowego). Zwigksza to odpornos¢ rosliny na
toksycznos$¢ Cu poprzez redukowanie toksycznych rodnikéw tlenowych (antyoksydanty) oraz
prawdopodobnie chelatowanie wolnych jonéw Cu w komoérce (kwasy organiczne), co chroni
aparat fotosyntetyczny przed uszkodzeniem przez nadmiar Cu. Jasmonian metylu moze
posredniczy¢ w regulacji szlakow biosyntezy metabolitéw wtdrnych, takich jak flawonoidy,

inne zwiazki fenolowe czy kwasy organiczne.

6. Zerowanie owada Trigonotylus caelestialium na lisciach roélin kukurydzy wywoluje stres
oksydacyjny powodujac wzrost aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych. Zastosowanie
egzogennego MJ i MJ z Cu obniza aktywnos$¢ enzymatyczng w liSciach, wzmagajac ja w
korzeniach. Wydaje sie, ze MJ, poprzez obnizenie poziomu ROS, uczestniczy w ochronie
lisci, a tym samym aparatu fotosyntetycznego przed uszkodzeniem oksydacyjnym,
przygotowujac korzenie do przejecia roli w obronnosci rosliny. MJ uczestniczy w regulacji

odpowiedzi rosliny na atak owada.
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7. Wykazanie, ze gleby Spitsbergenu charakteryzuja si¢ zasobnoscig w mikroorganizmy
przystosowane do skrajnych warunkéw srodowiska i stanowig dobre Zrédto bakterii, ktore
majg duzy potencjat do stymulowania wzrostu roslin (ang. plant growth promoting bacteria) —
bakterii o wysokiej aktywnosci deaminazy ACC, zdolno$ci produkcji IAA i sideroforow.
Analizowane przeze mnie izolaty bakterii dobrze rosng w temperaturze 20°C, co oznacza, ze

moga mie¢ zastosowanie w prowadzeniu upraw ro$linnych réwniez w warunkach klimatu

umiarkowanego.

8. Inokulacja rodlin fasoli izolatem bakteryjnym, zakwalifikowanym do gatunku
Pseudomonas, powoduje wzmozong akumulacj¢ P w korzeniach roslin, co wskazuje na
uzytecznos¢ tego izolatu w stosowaniu do gleb o obnizonej dostgpnosci P. Inokulacja tym
izolatem nie stymuluje wprawdzie wzrostu roélin (nie stwierdzono zwigkszenia parametréw
wzrostu korzeni ani czesci nadziemnych), ale pozytywnie wptywa na procesy biochemiczne
w roslinie (wzrasta st¢zenie niskoczasteczkowych kwaséw organicznych, ktére moga
uczestniczy¢ m.in. w utrzymaniu homeostazy jonéw metali czy homeostazy redoks w
komorce, a takze stezenie alantoiny - Zrédta N), co moze wskazywaé na jego potencjat w
zwigkszaniu odpornosci roéliny w niekorzystnych warunkach srodowiska. Izolat bakteryjny
moze pelni¢ rolg¢ ochronng w stresie wywotanym nadmiarem Cu, na co wskazuje wzrost
parametrow enzymatycznych (aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych) i

nieenzymatycznych (akumulacja kwaséw organicznych) u fasoli.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych

a) Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Celem pracy magisterskiej bylo okreslenie wplywu jonéw magnezu na zmiany
potencjalu membranowego Conocephalum conicum wywolane bodzcami elektrycznymi
i $wietlnymi. Przy uzyciu mikroelektrod zewngtrznych i zastosowaniu dwoéch réznych
bodzcéw, elektrycznego i $wietlnego, rejestrowalam  potencjaly  spoczynkowe
1 czynnosSciowe, wyznaczatam prég pobudliwosci, latencje, amplitude, poldwkowy czas
trwania, hiperpolaryzacj¢ nastgpcza potencjaléw czynnosciowych i t¢ w odpowiedzi na
zgaszenie S$wiatla. Wysunetam nastgpujace najwazniejsze konkluzje: 1) odpowiedzi
C. conicum w obecno$ci Mg?* sg niezalezne od charakteru bodzca (elektryczny czy $wietlny);
2) pobudliwos¢ C. conicum jest niezalezna od zastosowanej soli magnezowej (MgSOq, czy
MgCl); 3) jony Mg?" dajg odmienny ksztatt potencjatléw czynnosciowych dla bodzcow
elektrycznych i $wietlnych; 4) wraz z podniesieniem stezenia jonéw Mg?* do 10 mM
otrzymalam jednoznaczne wyniki wskazujace na podwyzszenie progu pobudliwos$ci, czyli
obnizenie pobudliwo$ci watrobowca. Nizsze stezenia jonéw Mg?" nie dawaly tak

jednoznacznych odpowiedzi.
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W trakcie studidéw doktoranckich, w ramach wykonywanej pracy doktorskiej,
prowadzilam badania nad charakterystyka aktywnosci elektrofizjologicznej blony tonoplastu
watrobowca Conocephalum conicum. Dokonalam pomiaréw z zastosowaniem techniki
mikroelektrodowej w wariancie patch-clamp. Celem pracy bylo wyodrebnienie dwédch
rodzajéw kanatéw jonowych zaleznych od napigcia, czyli regulowanych przez potencjat
blonowy — kanatéw anionowych i wolno aktywujacych si¢ kanatléw kationowych SV (ang.
slowly activating vacuolar channels) oraz okreslenie zasad ich funkcjonowania i regulacji w
warunkach kontrolnych i po podaniu okreslonych zwigzkéw chemicznych. Zatem gtdwne
pytania badawcze byly zwiazane z wplywem poziomu stezenia jonéw Mg®* oraz innych
kationéw na aktywnos$¢ kanaléw jonowych, z wplywem anionéw oraz inhibitoré6w na
przewodnictwo kanatéw oraz z wplywem kationdéw nieprzepuszczalnych na aktywno$¢
kanatéw jonowych. Aby uzyska¢ odpowiedzi na postawione pytania, w pierwszym etapie
ustalitam odpowiedni sktad roztworéw, warunkujacy pojawienie si¢ kanatéw okreslonego
rodzaju. Nastgpnie badatam rézne zwiazki chemiczne pod katem ich potencjalnego wplywu
na aktywnos¢ kanatéw jonowych. Okreslitam wielkosci pradéw ptynacych przez pojedyncze
kanaty w konfiguracjach vacuole-attached i outside-out oraz pradéw makroskopowych w
konfiguracji whole-vacuole. Wyznaczytam krzywe pradowo-napi¢ciowe, przewodnictwo
Jednostkowe, selektywnos¢ i ggstos¢ kanalow oraz potencjaly rewersji dla okreslonych jonow.

Najistotniejszymi wynikami byly: 1) wykazanie obecnosci kanaléw anionowych
i wolno aktywujacych si¢ kanatéw SV w tonoplascie watrobowca C. conicum; 2) wykazanie,
ze kationy dwuwartosciowe Mg?*, Ba** i Sr**, przy niskim stezeniu komérkowego Ca®" lub
Jjego braku, aktywuja prady przy ujemnych potencjatach, czyli kanaty anionowe, a blokujg
aktywno$¢ kanatow SV; 3) wykazanie przepuszczalnos$ci kanalu anionowego dla anionéw CI-,
NOs™ i SO4*; 4) wykazanie blokowania kanatu anionowego przez blokery kanatéw jonowych,
tj. kwas antraceno-9-karboksylowy (A9C), kwas etakrynowy (ETA) i kwas 4,40-
diizoticyjanatostilbeno-2,20-disulfonowy (DIDS); 5) wykazanie, ze kanal SV, oprécz
znaczacej przepuszczalnosci dla K, jest roéwniez przepuszezalny dla kationéw
dwuwartosciowych, tj. Ca?*, Mg?*, Ba?" i St?*, a nie jest przepuszczalny dla anionéw takich
jak CI', NO3™ i SO4* i jablczanowy.

M¢j dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 4 streszczenia
konferencyjne zgloszone na konferencje krajowe i zagraniczne. Badania dotyczace kanatéw

jonowych wykonane w ramach pracy doktorskiej, stanowity kluczows cze$¢ pracy:
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Trgbacz K., Schonknecht G., Dziubinska H., Hanaka A. (2007) Characteristics of anion
channels in the tonoplast of the liverwort Conocephalum conicum. Plant and Cell Physiology

48(12): 1747-1757.

b) Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

W 2009 r. podjetam prace na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Fizjologii Roslin
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie. W gléwnej mierze zajetam si¢ badaniem
fizjologicznych i biochemicznych odpowiedzi roslin na stres wywotany nadmiarem metali
takich jak Cu, Cd i Pb. Badania prowadzilam na roslinach dwulisciennych, tj. fasoli,
stoneczniku, bobie, rukoli i ogérku oraz na jednolisciennych, tj. kukurydzy i pszenicy.

W swoich badaniach, nie wchodzacych w zakres badan skladajacych si¢ na moje
osiagniecie naukowe, uwzglednitam suplementacje roslin egzogennie podawanymi

zwigzkami krzemu, selenu oraz alantoina.

Gléwne nurty badawcze obejmowaly nastepujace zagadnienia:

1. Wplyw typu systemu korzeniowego na poziom stresu oksydacvinego wywolanego

obecnoscia olowiu u slonecznika

Badano rosliny slonecznika, Helianthus annuus L. o dwdch roéznych systemach
korzeniowych, z zachowanym pierwotnym systemem korzeniowym oraz z systemem Korzeni
przybyszowych wyrastajacym (z tkanek todygi) po odcieciu pierwotnego systemu
korzeniowego. Rosliny uprawiano hydroponicznie w warunkach kontrolnych lub w obecnosci
czterech stezeri Pb (0,5; 2,5; 5 i 20 mg dm™). Swieza masa i dtugo$¢ korzeni przybyszowych
po zastosowaniu réznych stgzen Pb byla wigksza w poréwnaniu z pierwotnym systemem
korzeniowym. Akumulacja Pb zaréwno w czesciach nadziemnych, jak i korzeniach
przybyszowych byla istotnie statystycznie nizsza niz w tkankach roélin z pierwotnym
systemem  korzeniowym. Towarzyszyla temu z reguly obnizona zawarto$¢
malonylodialdehydu (MDA), a podwyzszona aktywnos¢ SOD w czgsciach nadziemnych i
podziemnych. Wyniki opisanych wyzej badan zostaly przestawione w publikacji P2:

P2. Strubinska J. i Hanaka A. (2011) Adventitious root system reduces lead uptake and oxidative
stress in sunflower seedlings. Biologia Plantarum 55(4): 771-774 — IF21;1 = 1,974; MNiSW = 25 pkt
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2. Wplyw wieku liscia na odpowiedz kukurvdzy na obecnos¢ kadmu lub nadmiar miedzi

Badania prowadzono na lisciach kukurydzy, Zea mays L. dzielac je na trzy czgsci:
najmiodsza, dojrzala i najstarsza. Pod wptywem 100 uM Cd lub 50 pM Cu zaobserwowano
podwyzszong akumulacje niskoczasteczkowych kwaséw organicznych w dojrzatych i
najstarszych fragmentach liSci. Oba metale generowaly wzrost stgzenia kwasu jabtkowego,
ale jednoczesnie réznicowaly zawarto$¢ innych kwaséw, np. w obecnosci Cd rést poziom
kwasu cytrynowego, a w obecnosci Cu — kwasu bursztynowego i pirogronowego. Podobnie,
stezenie chlorofili, karotenoidéw i MDA rosto wraz z wiekiem liscia.

Wyniki opisanych wyzej badan zostaly przestawione w publikacji P6:

P6. Dresler S., Hanaka A., Bednarek W., Maksymiec W. (2014) Accumulation of low-molecular-
weight organic acids in roots and leaf segments of Zea mays plants treated with cadmium and copper.
Acta Physiologiae Plantarum 36: 1565-1575 — IF2014 = 1,584; MNiSW = 25 pkt

3. Wplyw suplementaciji krzemem na poziom stresu wywolanego kadmem u kukurydzy

Badano mozliwo$¢ detoksykacji Cd (50 uM) przez dodanie jondéw Si (0; 0,1; 0,5; 1,5;
3,0 i 5,0 mM) do $rodowiska wzrostu kukurydzy, Zea mays L. Krzem nie poprawial
odpornosci rosliny na stres spowodowany Cd. Dowiedziono, ze wraz ze wzrostem stgzenia Si
w pozywce maleje akumulacja Cd i fitochelatyn w korzeniach.

Wyniki opisanych wyzej badan zostaty przestawione w publikacji P7:

P7. Dresler S., Wojcik M., Bednarek W., Hanaka A., Tukiendorf A. (2015) The effect of silicon on
maize growth under cadmium stress. Russian Journal of Plant Physiology 62(1): 1-7 — IF2015 = 0,946;
MNiSW = 20 pkt

4. Wplyw suplementaciji selenem na poziom stresu wywotanego otfowiem u bobu

Badania prowadzone byly na bobie, Vicia faba Mill., ktéry w warunkach deficytu
fosforu poddany byl dziataniu 50 uM Pb. Wykazano, ze Se w stgzeniu 1,5 pM redukowat
toksycznosé Pb poprzez redukcje poziomu MDA, ROS oraz obnizenie aktywnosci CAT i
peroksydaz: gwajakolowej i glutationowe;j.

Wyniki opisanych wyzej badan zostaty przestawione w publikacji P9:

P9. Mroczek-Zdyrska M., Strubinska J., Hanaka A. (2017) Selenium improves physiological
parameters and alleviates oxidative stress in shoots of lead-exposed Vicia faba L. minor plants grown
under phosphorus-deficient conditions. Journal of Plant Growth Regulation 36(1): 186-199 — IF3017
= 2,047; MNiSW = 30 pkt
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5. Wplyw suplementacii alantoina na poziom stresu wywolanego kadmem u ogérka

Badania prowadzone na ogérku, Cucumis sativus L. pozwolily na stwierdzenie, ze
toksyczny wplyw Cd moze by¢ niwelowany przez egzogennie dodawang do pozywki
alantoing. Wykazano, ze alantoina znosila inhibujacy wptyw Cd na wzrost ro$lin i zawarto$é
barwnikéw fotosyntetycznych. Wzrost stezenia alantoiny obnizal zawarto§¢ H,02. Alantoina
w stresie Cd wyraznie podnosita zawarto$¢ glutationu i kwasu askorbinowego w czesciach
nadziemnych.

Wyniki opisanych wyzej badan zostaty przestawione w publikacji P12:

P12. Dresler S., Hawrylak-Nowak B., Kovagik J., Pochwatka M., Hanaka A., Strzemski M., Sowa L.,
Wojciak-Kosior M. (2019) Allantoin attenuates cadmium-induced toxicity in cucumber plants.
Ecotoxicology and Environmental Safety 170: 120—126 — IF2017 = 3,974; MNiSW = 30 pkt

Uczestniczylam réwniez w badaniach, ktore dotyczyly tematyki rolniczej. Ponize;j

przestawiono gléwne zaganienia realizowanych badan:

6. Wplyw warunkow uprawy na plonowanie i jako$é roslin

Badania dotyczyly optymalizacji zapotrzebowania na skladniki odzywcze rukoli
siewnej, Eruca sativa L. poprzez stosowanie nawozenia mineralnego N i K w r6éznych
dawkach (0,31 0,6 g N dm™; 0,3; 0,6 i 0,9 g K dm™ w formie siarczanu i chlorku). Badano
wybrane parametry biochemiczne i fizjologiczne, tacznie z parametrami fluorescencji
chlorofilu a. Lepsze warunki zywieniowe byly zapewnione ro§linom w warunkach nawozenia
wyzsza dawka azotu i siarczanowg forma potasu.

Wyniki opisanych wyzej badan zostaly przestawione w publikacji P8:

P8. Hanaka A., Dresler, S., Nurzynska-Wierdak R. (2016) Biochemical and physiological responses
of Eruca sativa Mill. to selected nutrient conditions. Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus
15(4): 147-160 — IF2016 = 0,523; MNiSW = 20 pkt

7. Ocena wplywu czynnikéw agrotechnicznych i $rodowiskowych na wybrane wlagciwosci

fizyko-chemiczne gleby

Badania skupialy si¢ na ocenie jakosci gleb uprawnych Lubelszczyzny poddanych
zabiegom nawozenia organicznego i mineralnego NPK. Badano wybrane wlasciwosci fizyko-
chemiczne i chemiczne oraz wilasciwosci sorpcyjne gleby. Stosowanie nawozenia

powodowalo podwyzszenie zawartosci biodostepnych form K i Mg.
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Badania $rodowiskowe po klgsce powodzi w 2010 r. skupiaty sie na ocenie fizyko-
chemicznych wilasciwosci gleb pochodzacych z plantacji ogrodniczych. Przeprowadzone
analizy nie wykazaly pogorszenia badanych parametrow.

Wiyniki opisanych wyzej badan zostaly przestawione w publikacjach P3, P4, P5:

P3. Bednarek W., Dresler S., Tkaczyk P., Hanaka A. (2012) Available forms of nutrients in soil
fertilized with liquid manure and NPK. Journal of Elementology 17(2): 169-180 — IFy1> = 0,281;
MNiSW = 15 pkt

P4. Bednarek W., Dresler S., Tkaczyk P., Hanaka A. (2012) Influence of liquid manure and NPK on
selected sorption properties of soil. Journal of Elementology 17(4): 547-557 — IF2012 = 0,281; MNiSW
=15 pkt

P5. Bednarek W., Dresler S., Tkaczyk P., Hanaka A. (2014) Physicochemical properties of surface soil
layer after the flood in the middie Vistula River valley. Journal of Elementology 19(1): 17-29 — IF2014
=0,779; MNiSW = 15 pkt

W ostatnich latach uczestniczylam réwniez w badaniach gleb, zar6wno miejskich,

jak i pochodzacych ze Spitsbergenu. Dotyczyly one dwoch gléwnych zagadnien:

8. Poréwnanie zawartosci metali ciezkich w glebach o rdznym stopniu ekranowania

W badaniach gleb miejskich w roéznym stopniu uszczelnienia (ekranowania)
zastosowano kilka wskaznikéw, tj. indeks geoakumulacji, wspdtczynnik wzbogacenia i
zintegrowany tadunek zanieczyszczetn w celu poréwnania zawartosci metali ciezkich i
fadunku antropogenicznego tych zanieczyszczen. Wykazano, ze ekranowanie w obszarze
miejskim w niewielkim stopniu wplywa na zawartos¢ metali cigzkich.

Wyniki opisanych wyzej badan zostaly przestawione w publikacji P10:

P10. Charzyfiski P., Plak A., Hanaka A. (2017) Influence of the soil sealing on the geoaccumulation
index of heavy metals and various pollution factors. Environmental Science and Pollution Research
24:4801-4811 — IF2017 = 2,800; MNiSW = 30 pkt

9. Promocja wzrostu roslin przez szczepy grzybowe wyizolowany z gleb Spitsbergenu

Dwa izolaty grzybowe pochodzace z gleb Spitsbergenu zidentyfikowane genetycznie
jako Mortierella verticillata and M. antarctica byty badane pod katem syntezy hormonéw, tj.
IAA i kwasu giberelinowego (GA). Oba szczepy aplikowano na nasiona pszenicy ozimej,
Triticum astivum L. 1 potwierdzono ich potencjal jako skladnikéw bionawozow
poprawiajacych wzrost roélin (siewek) w warunkach klimatu umiarkowanego.

Wyniki opisanych wyzej badan zostaty przestawione w publikacji P11:

P11. Ozimek E., Jaroszuk-Sciset J, Bohacz J., Kornittowicz-Kowalska T., Tyskiewicz R., Stomka A.,
Nowak A., Hanaka A. (2018) Synthesis of indoleacetic acid, gibberellic acid and ACC-deaminase by
Mortierella strains promote winter wheat seedlings growth under different conditions. International
Journal of Molecular Sciences 19: 3218 — [F2017 = 3,687; MNiSW = 30 pkt
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Plany przyszlych badan

W najblizszej przysziosci planuj¢ kontynuowaé badania nad aplikacjg izolatow
bakteryjnych z gleb Spitsbergenu na ro$liny rosnace w umiarkowanym klimacie Polski.
Pozwoli mi to na zbadanie ich wiasciwosci w kontekscie ich potencjatu w promocji wzrostu
roslin oraz wplywu na modulowanie poziomu stresu biotycznego, badz abiotycznego u roslin.
Planuj¢  dokona¢ szczegélowych oznaczenn  genetycznych  wybranych  izolatéw
charakteryzujacych si¢ potencjalnie najbardziej poszukiwanymi cechami ws$réd PGPB.
Zamierzam dokona¢ préb ich faczenia w konsorcja rdéwniez ze znanymi grzybami
pochodzagcymi z gleb Spitsbergenu, np. Mortirella, w celu uzyskania szczepionek
doglebowych, ktére moglyby stymulowa¢ wzrost roslin, szczegélnie w pierwszym,
najtrudniejszym dla nich etapie wzrostu. Szczepionki takie majg bezposrednie zastosowanie
aplikacyjne, gdyz sa przydatne w rolnictwie jako preparaty wplywajgce na zwiekszenie
plonéw lub odpornos¢ roslin w niekorzystnych warunkach srodowiska.

Moje doswiadczenie w analizie bakterii glebowych zamierzam réwniez wykorzystaé
w badaniach roélin zasiedlajgcych haldy metalonosne na Gérnym Slasku. Poprzez
poréwnanie mikrobiomu ekotypéw/populacji roslin hatdowych i ekotypédw/populacji tych
samych gatunkéw wystepujacych na terenach niezanieczyszczonych metalami, by¢ moze uda
si¢ dokladniej zrozumie¢ mechanizmy adaptacji roslin hatdowych do wrostu w srodowiskach
skazonych metalami i wytlumaczy¢ ich zwigkszong tolerancje na metale. Badania te poszerza
i ubogaca tematyka badawcza prowadzona od wielu lat w Zakladzie Fizjologii Ro$lin UMCS,
dotyczacg fizjologicznych i biochemicznych mechanizméw adaptacji roslin do srodowisk
zanieczyszczonych metalami.

Ponadto, planuj¢ kontynuowa¢ badania nad rola czasteczek sygnalowych w tolerancji
roslin do abiotycznych (nadmiar metali) i biotycznych czynnikéw stresowych. W najblizszej
przysziosci planuje¢ przeprowadzi¢ analizy poziomu endogennych czasteczek sygnalowych
(kwasu jasmonowego, MJ, kwasu salicylowego, kwasu abscysynowego) w tkankach
roslinnych. Te czasteczki sygnalowe funkcjonuja w odzielnych szlakach sygnatowych,
niemniej jednak w znaczacym stopniu facza si¢ i oddziatuja ze soba. Poglebienie wiedzy na
temat tych zaleznosci pozwoli na lepsze zrozumienie skomplikowanych proceséw

zachodzacych w roslinach.
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Podsumowanie aktywnosci naukowej

Dane bibliometryczne

Liczba
publikacji

IF?

Punkty
MNiSW*

Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego

7

18,355

210

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych sie
w bazie Journal Citation Reports (JCR)

(z wylaczeniem prac wchodzacych w sklad osiggnigcia
naukowego):

A) przed uzyskaniem stopnia doktora

B) po uzyskaniu stopnia doktora

3,654
18,787

24
260

Monografie, publikacje naukowe w czasopismach
mi¢dzynarodowych lub krajowych innych niz
znajdujace si¢ w bazie JCR:

A) przed uzyskaniem stopnia doktora

B) po uzyskaniu stopnia doktora

40

Liczba streszczen naukowych (wraz z referatami)
prezentowanych na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych:

A) przed uzyskaniem stopnia doktora

B) po uzyskaniu stopnia doktora

61

Laczna liczba publikacji

23

40,796

534

Ocena bibliometryczna

Calkowita liczba cytowan wg Web of Science®

122

Calkowita liczba cytowan bez autocytowan wg bazy
Web of Science®

117

Indeks Hirscha (wg bazy Web of Science)

2 —zgodnie z rokiem opublikowania

b_ w dniu 20.04.2019 r.
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