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I. DYPLOMY I STOPNIE NAUKOWE

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

Magister biologii
Dyscyplina: biologia
Specjalnos$é: biotechnologia

Tytul

pracy magisterskiej:

LZmiany

Katedra Regulacji Wzrostu Roslin
Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi UL
(obecnie Pracownia Ekofizjologii
Roslin, Wydzial Biologii i Ochrony
Srodowiska UL)

L6dz, czerwiec 1998

zawartoSci zwigzkow fenolowych

w korzeniach siewek soi traktowanych chlodem”. Promotor: prof. dr hab. Krystyna M.

Janas

Doktor nauk biologicznych
Dyscyplina: biologia

Katedra Regulacji Wzrostu Roslin
(obecnie Pracownia Ekofizjologii
Ros$lin) Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska UL

L6dzZ, wrzesien 2004

Tytul rozprawy doktorskiej: ,Podwyzszenie tolerancji na stres oksydacyjny
wywolany niska temperatura w siewkach soi (Glicyne max (L.) Merr.): mozliwy udziat
zwiazkow fenolowych i enzymoéow antyoksydacyjnych”. Promotor: prof. dr hab.
Krystyna M. Janas
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II. INFORMACJE O ZATRUDNIENIU

1. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych/artystycznych

Stacjonarne Studium Doktoranckie

Doktorant Fizjologiczno-Mikrobiologiczne
01.10.1998 — 07.11.1999 Katedra Regulacji Wzrostu Roslin*,
Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi, UL

Katedra Ekofizjologii i Rozwoju Roslin**,
Asystent Instytut Fizjologii, Cytologu
08.11.1999 — 06.11.2004 . ! Cy}qgenetykl, 5 .
o o Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska
UL

Pracownia Ekofizjologii Ro§lin**¥*,

Adiunkt Instytut Biologii Eksperymentalnej,
07.11.2004 — obecnie Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska,
UL

*Katedra Regulacji Wzrostu Roélin w roku 2000 zmienila nazwe na: **Katedra Ekofizjologii
iRozwoju Ro$lin, a nastepnie w 2016 roku zostala przeksztalcona w ***Pracownie
Ekofizjologii Ros§lin. Wciaz jest to jednak ta sama jednostka w strukturach Wydzialu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego.

2. Informacje o dlugotrwalych nieobecnosciach (powo6d nieobecnosci,
okres)

- staz naukowy (postdoc) w Katedrze Biotechnologii Uniwersytetu
w Weronie (01.05.2006 — 31.10.2007 — 1,5 roku)
- zwolnienie lekarskie po przebytej operacji kregostlupa (03.01-
12.06.2012 - 163 dni)
- zwolnienie lekarskie po przebytej kolejnej operacji kregostupa
(26.11.2016 — 25.05.2017 - 182 dni)
- urlop dla poratowania zdrowia udzielony w celu kontynuacji leczenia
po przebytych operacjach (26.05.2017 — 25.05.2018 — 1 rok)
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II1. PUBLIKACJE WCHODZACE W SK¥IAD
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Wskazanie osiggniecia naukowego* 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. nr 65, poz. 595 ze zm.).

* O$wiadczenia wszystkich wspotautoréw okreélajace indywidualny wklad kazdego z nich w jej

powstawanie zostaly zamieszczone w Zalaczniku 6

»Egzogenna melatonina jako

czynnik modyfikujacy odpornosé roslin

na abiotyczne stresy Srodowiskowe”

Osiggniecie naukowe przedstawione do oceny stanowi monotematyczny cykl
5 oryginalnych publikacji naukowych, oraz 1 pracy przegladowej, ktérych
sumaryczny IF podany zgodnie z rokiem ukazania sie publikacji wynosi: 13,731.

Suma punktéw MNiSW podana zgodnie z aktualnym ujednoliconym wykazem

czasopism punktowanych z dnia 27 stycznia 2017 wynosi: 175.
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DANE BIBLIOGRAFICZNE
Punkty .
Lp IF IF MNiSW Punkty Liczba

rok publ V-letni MNiSW*  cytowan*

rok publ

Publikacje oryginalne

Szafranska K, Glinska S, Janas KM. 2012. Changes in the nature of phenolic
deposits after re-warming as a result of melatonin pre-sowing treatment of
Vigna radiata seeds. Journal of Plant Physiology. 169: 34-40.

2,699 3,296 35 35 19

Szafranska K, Glinska S, Janas KM. 2013. Ameliorative effect of melatonin on
meristematic cells of chilled and re-warmed Vigna radiata roots. Biologia
Plantarum 57 (1): 91-96.

1,740 1,371 25 25 21

Szafranska K, Szewczyk R, Janas KM. 2014. Involvement of melatonin
applied to Vigna radiata L. seeds in plant response to chilling stress. Central
European Journal of Biology 9 (11): 1117-1126.

0,710 0,975 15 20 6

Szafranska K, Reiter R, Posmyk MM. 2016. Melatonin application to Pisum
sativum L. seeds positively influences the function of the photosynthetic
apparatus in growing seedlings during paraquat-induced oxidative stress.
Frontiers in Plant Science 7: 1663.

4,291 4,672 40 40 8

Szafranska K, Reiter R, Posmyk MM. 2017. Melatonin improves the
photosynthetic apparatus in Pisum sativum L. leaves stressed by paraquat via
chlorophyll breakdown regulation and accelerated de novo synthesis. Frontiers
in Plant Science 8: 878.

4,291 40 40 40 2

Publikacje przegladowe

Szafranska K. 2015. Melatonina roslinna — czasteczka wielu zadan. Postepy
Biologii Komorki 42(1): 43-66.

- 0,062 5 15 -

RAZEM 13,731 15,048 160 175 56

*Punkty MNiSW podane zgodnie z aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism punktowanych
z dnia 277 stycznia 2017. Liczba cytowan wedtlug bazy Web of Science z dnia 25.03.2018.
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1. OMOWIENIE OSIAGNIEC NAUKOWYCH PRZEDLOZONYCH DO
OCENY

Wprowadzenie

Melatonina (MEL) po raz pierwszy wyizolowana zostala z szyszynki wolu przez
Lernera i wsp. (1958), a nastepnie zidentyfikowana jako N-acetylo-5-
metoksytryptamina. Przez dziesigtki lat uwazana byla za neurohormon zwierzecy
odpowiedzialny za regulacje snu i nastroju, rytméw okolodobowych, fizjologii
siatkowki, zachowan seksualnych, sezonowosSci rozrodu, czy stymulacje systemu
immunologicznego (Hardeland 2016). Kiedy w polowie lat 9o-tych odkryto obecnosé
MEL takze w organizmach roslinnych (Dubbels i wsp. 1995, Hattori i wsp. 1995)
zainteresowanie ta czasteczka wérod fitofizjologow gwaltownie wzrosto. Obecnie
wiadomo, ze jest to konserwatywny zwigzek wystepujacy u niemal wszystkich, nawet
bardzo odleglych ewolucyjnie gatunkéw.

Jedna z najwazniejszych funkcji jakie MEL pelni u roélin jest dzialanie
antyoksydacyjne. Czasteczka ta nie tylko (1) ma zdolno$¢ bezposredniego
niwelowania reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA), ale takze (2) posrednio
reguluje dzialanie enzymdéw antyoksydacyjnych, zar6wno na poziomie transkrypcji
jak tez zwiekszajac ich aktywno$¢, (3) chroni je przed uszkodzeniami, (4) stymuluje
dzialanie innych antyoksydantow, takich jak kwas askorbinowy (AsA) i glutation
(GSH), (5) wiagze metale przejSciowe, (6) hamuje aktywno$¢ enzymoéw pro-
oksydacyjnych na poziomie epigenetycznym oraz (7) zwieksza wydajnosé¢ fosforylacji
oksydacyjnej poprzez ograniczanie wycieku elektron6w w mitochondriach (Reiter
i wsp. 2016). Tak duza skutecznoéé antyoksydacyjna MEL zwigzana jest z jej wysokim
powinowactwem w stosunku do wielu RFT, jak rowniez z faktem generowania
kaskady ,,zmiatajacej” RFT, w ktorej produkty utleniania MEL, takie jak: cykliczna 3-
hydroksymelatonina (c3OHM), Nt-acetylo—N2—formylo-5-metoksy-kynuroamina
(AFMK) i Nt—acetylo—5—metoksykynuroamina (AMK), réwniez wykazuja wysoka
aktywno$¢ przeciwutleniajaca (Manchester i wsp. 2015). W efekcie niewielka
amfifilowa czastka, swobodnie penetrujaca wszystkie kompartmenty komorki, nawet
w niewielkich stezeniach jest wysoce efektywnym czynnikiem eliminujagcym RFT.

Chociaz MEL nie jest uznawana za hormon ro$linny, to jednak jej wplyw na

procesy wzrostowe, ryzogeneze, kwitnienie, dojrzewanie owocéw i efektywnosé
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fotosyntezy zostal potwierdzony (Shi i wsp. 2016). MEL wywoluje liczne zmiany
w ekspresji genow, dziala plejotropowo i w korelacji z innymi elementami m.in.
serotoning, auksynami, antyoksydantami enzymatycznymi i drobnoczasteczkowymi.
Potwierdza to jej istotng role w koordynowaniu wielu aspektow rozwoju roslin (Shi
1 wsp. 2016).

Wyjatkowo istotng wydaje sie by¢ biostymulujaca funkcja MEL w obliczu
zmieniajacych sie warunkow $rodowiska (stresy). Kontrolowana indukcja RFT, jako
sygnal komoérkowy reakcji na bodzce stresowe (m.in. ,wybuch” oksydacyjny) jest
prawdopodobnie odpowiedzialny réwniez za wzrost poziomu endogennej MEL
(aktywacja genow zwigzanych z jej biosynteza) w odpowiedzi na stres. Jest wiec MEL
elementem naturalnej strategii obronnej ro$lin, co potwierdzily badania
stwierdzajace, ze gatunki, a nawet odmiany ro$lin bogate w MEL sa odporniejsze na
stresy sSrodowiskowe (Zhang i wsp. 2015).

W wiekszo$ci abiotyczne stresy $rodowiskowe silnie zaburzaja gospodarke
wodna ro$liny i zawsze generuja wtorny stres oksydacyjny. Skutkuje to destabilizacja
funkcjonowania blon biologicznych (zmiany w ich plastyczno$ci, przerwanie
integralno$ci) — szczegdlnie istotnych w tak podstawowych szlakach metabolicznych
jak fotosynteza i oddychanie, jak i wielu innych procesach komoérkowych (np.
sekwestracja jonoéw, transdukcja sygnalow) i fizjologicznych (np. transport i w efekcie
wzrost). MEL moze zmienia¢ ekspresje wielu genéow i czynnikow regulacyjnych,
tlumiacych lub odwracajacych negatywne skutki stresow abiotycznych, jak roéwniez
dzialajac jako efektywny antyoksydant bezposrednio chronié¢ rosline przed wtérnym
stresem oksydacyjnym (Zhang i wsp. 2016, Martinez i wsp. 2018, Cao i wsp. 2018).

Poniewaz jednak poziom endogennej MEL u wiekszo$ci roélin jest bardzo
niski, interesujagcym wydawalo sie zbadanie jaka role w warunkach stresowych moze
odgrywac suplementacja ro$lin egzogenng MEL.

Wiekszo$¢ modeli eksperymentalnych stosowanych w badaniach efektow egzogennej
MEL w fizjologii ro$lin opiera sie na dodawaniu roztworu tej indoloaminy do podloza
lub aplikacji w postaci oprysku. Nasza jednostka - Pracownia Ekofizjologii Roslin UL
(PER UL) — jest pionierem w aplikowaniu egzogennej MEL bezposrednio do nasion
z wykorzystaniem technik przesiewnego kondycjonowania.

Kondycjonowanie nasion jest powszechnie stosowane w rolnictwie, ogrodnictwie
ile$nictwie w celu poprawy jako$ci nasion i zwiekszenia ich zdolnosci kielkowania.

Polega na stopniowym ich uwadnianiu do wyznaczonego eksperymentalnie poziomu,

7
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ktére aktywuje procesy metaboliczne, jednak nie jest wystarczajace dla
zapoczatkowania wzrostu iprzebicia okrywy nasiennej przez kielkujacy zarodek
(Kubala i wsp. 2013). Proces konczy wtorna desykacja nasion do poziomu wilgotnosci
inicjalnej — co pozwala na ich przechowywanie do czasu siewu. Optymalne warunki
uwadniania jak idesykacji bywaja rozne, i sa wyznaczane eksperymentalnie dla
danego gatunku ro$liny. W wyniku poprawnie dobranego i przeprowadzonego
kondycjonowania zywotno$¢ i wigor nasion wzrasta, podobnie jak zdolno$¢ i szybkos$é
ich kietlkowania, zwlaszcza w suboptymalnych warunkach $rodowiskowych (np.
rozszerza sie zakres temperatur kielkowania danego gatunku).

Niespecyficzne reakcje na rbézne stresy abiotyczne takie jak: susza, zasolenie,
ekstremalne temperatury, czy stres oksydacyjny, czesto wywoluja podobne skutki:
negatywne - gdy stres jest zbyt silny lub dziala dlugo; albo pozytywne - zwigzane
z przezwyciezaniem stresu i generowaniem odporno$ci. Wynika to z aktywacji
uniwersalnych szlakow sygnalizacji komoérkowej i podobnej odpowiedzi komorkowe;.
Postuluje sie, ze kondycjonowanie nasion (zaréwno gwaltowne uwadnianie,
a szczegoblnie wtorna desykacja) aktywuje szlaki sygnalizacyjne reakcji na stres (jest
slabym stresem) i generuje odpowiedzi obronne jak np. biosynteza i gromadzenie
transkryptow genetycznych, czy gotowych bialek antystresowych (np. HSP, LEA itp.)
w nasionach. Tym sposobem kondycjonowane nasiona jak i wyrosle z nich siewki sa
a priori przygotowane na potencjalny stres Srodowiskowy. Jednak dokladny
molekularny mechanizm inicjowania tych odpowiedzi nie jest do konca poznany.
Spekuluje sie takze, ze jest on zwigzany z akumulacja tymczasowo nieaktywnych
biatek sygnalowych, w kondycjonowanych komérkach. Zatem, po kolejnej ekspozycji
na abiotyczny stres w Srodowisku, drugie zdarzenie sygnalizacyjne (bodziec stresowy)
moze uaktywni¢ w/w bialka sygnalowe, wzmacniajac w ten sposob transdukcje
sygnalu, a zatem prowadzac do szybszej i/lub bardziej intensywnej aktywacji strategii
obronnych (Conrath i wsp. 2006).

Kontrolowane uwadnianie nasion pozwala wprowadza¢ do nich wybrane hydrofilowe
pozytywnie dzialajace substancje czynne. Taka okazala sie by¢ MEL. Badania
proteomiczne PER UL przeprowadzone na zarodkach izolowanych z kietkujacych
nasion kukurydzy kondycjonaowanych woda i wodnym roztworem MEL pomogly
zidentyfikowa¢ specyficzne bialka, ktérych biosynteza indukowana byla w wyniku
zabiegu hydrokondycjonowania, i po raz pierwszy ujawnily takie, ktore ulegaly

ekspresji tylko w obecnoSci MEL (Kolodziejczyk i wsp. 2016 a, b). Byly to bialka

8
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zwigzane z intensyfikacja metabolizmu energetycznego, antyoksydacyjne,
detoksykujace, antystresowe. Potwierdzilo to, ze odpowiednio dobrana technika
kondycjonowania z jednoczesng aplikacja optymalnej dawki MEL, poprzez
modyfikacje proteomu zarodkéw nasion kielkujacych w warunkach optymalnych
(Kolodziejczyk i wsp. 2016 a) i stresu chlodu (Kolodziejezyk i wsp. 2016 b) skuteczniej
przygotowuje rosliny do potencjalnych niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych
(dzialanie prewencyjne) lub efektywniej wspomaga je w przezwyciezaniu stresu
chlodu (dzialanie interwencyjne) niz kondycjonowanie sama woda. Jest to kolejny
argument wyjasniajacy dlaczego rosliny o wyzszej zawarto$ci MEL wykazuja

zwiekszong tolerancje na stres.

Roznorodno$¢ strategii obronnych uruchamianych aplikacja egzogennej MEL do
nasion jest ogromna i od lat stanowi obiekt moich zainteresowan naukowych.
Celem badan przedstawionych w monotematycznym cyklu publikacji bylo:
1. zbadanie czy i jak MEL aplikowana do nasion Vigna radiata wplywa na
metabolizm zwiazkow fenolowych oraz akumulacje innych markeréow stresu
w mlodych siewkach fasoli mung poddanych dzialaniu chlodu (poszukiwanie
korelacji funkcjonalnych MEL ze zdefiniowanymi juz niespecyficznymi
strategiami obronnymi);
2. okreSlenie potencjalnej roli MEL aplikowanej do nasion Pisum sativum
w procesie  fotosyntezy  zakl6canej  dzialaniem  parakwatu  (PQ)
u kilkutygodniowych siewek grochu (zdefiniowanie mechanizméw obronnych

indukowanych MEL w specyficznej reakcji na celowany stres oksydacyjny).
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Omoéwienie wynikow

Sposérod zwigzkdéw chemicznych wystepujacych w roélinach metabolity wtérne,
a w szczego6lnosci zwiazki fenolowe (PhC) (polifenole i flawonoidy) maja ogromne
znaczenie w relacjach roslina-srodowisko (Rezanejad 2009). Od poczatku drogi
naukowej obiektem moich zainteresowan byt udzial tych zwigzkéw w reakcjach
obronnych ro$lin eksponowanych na stres chlodu. Istnieja liczne doniesienia na
temat aktywacji szlaku fenylopropanoidowego i pozytywnej roli jaka odgrywaja
metabolity wtérne u roslin rosngcych w warunkach stresu chtodu (Amarowicz i wsp.
2010, Krol i wsp. 2015). Z uwagi na pozytywne efekty i plejotropowy charakter
dzialania MEL w ro6znych stresach Srodowiskowych postanowilam sprawdzi¢, czy

moze ona rowniez modyfikowa¢ metabolizm roslinnych polifenoli w chlodzie.

Publikacja [1]

Journal of Plant Physiology 169 (2012) 34-40

- JOURNAL OF
PLANT PHYSIOLOGY

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Journal of Plant Physiology

journal homepage: www.elsevier.de/jplph

Changes in the nature of phenolic deposits after re-warming as a result of
melatonin pre-sowing treatment of Vigna radiata seeds
Katarzyna Szafranska®*, Stawa Glinska®, Krystyna Maria Janas?

2 Department of Ecophysiology and Plant Development, University of Lodz, Faculty of Biology and Plant Environmental Protection, Banacha 12/16, 90-237 Lodz, Poland
b [aboratory of Electron Microscopy, University of Lodz, Faculty of Biology and Plant Environmental Protection, Banacha 12/16, 90-237 Lodz, Poland

Celem pierwszej pracy wchodzacej w sklad przedstawianego osiggniecia naukowego
bylo zbadanie wplywu MEL aplikowanej do nasion Vigna radiata na zawarto$é
zwigzkéw fenolowych, ich charakter oraz lokalizacje komérkowa w korzeniach 3-
dniowych siewek (To — 3d/25°C) poddanych stresowi chtodu (To + 2d/5°C)
i nastepnie regenerowanych w warunkach optymalnych (To+2d/5°C+2d/25°C).
Nalezy zaznaczy¢, ze krotkotrwaly childéd jest specyficznym stresem — niska,
nieujemna temperatura spowalnia procesy metaboliczne (regula van’t Hoffa), jednak
negatywne jej skutki w tkankach (uszkodzenia) manifestuja sie dopiero po ustgpieniu
stresu, tj. wwyzszych temperaturach. Wyniki eksperymentéow odnoszono do

odpowiednich siewek rosnacych caly czas (To+2d/25°C) w temp. optymalne;j.
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Przeanalizowano rowniez wybrane markery stresu (TBARS, prolina) oraz parametry
fizjologiczne korzeni siewek. Warianty eksperymentalne obejmowaly siewki wyrosle
znasion niczym przedsiewnie nie traktowanych - kontrolnych (C),
hydrokondycjonowanych (H) i hydrokondycjonowanych wodnym roztworem MEL
wstez. 20 UM (H-MEL). Aby znalez¢ odpowiedZz na nurtujace pytanie, czy MEL
wplywa na szlak fenylopropanoidowy, zbadano poziom zwigzkow absorbujacych
promieniowanie UV (UVAC) w korzeniach V. radiata. Analiza spektralna ekstraktow
etanolowych ujawnila dwa maksymalne piki absorpcji we wszystkich trzech badanych
wariantach (C, H, H-MEL): w obszarze pomiedzy 250-270 nm i 300-330 nm, co
najprawdopodobniej odpowiada kwasom fenolowym i flawonoidom. We wszystkich
3 wariantach poddanych stresowi chlodu zaobserwowano niewielki spadek absorpcji
w pierwszym zakresie i do$¢ znaczacy w drugim (Rys. 3). Cho¢ bardzo czesto rosliny
w odpowiedzi na stres akumuluja zwigzki fenolowe, to nie zawsze w warunkach
stresowych ich poziom rosnie (Plazek i wsp. 2000, Roitto i wsp. 2005, Weidner i wsp.
2009). Zwiazki te s3 rowniez waznymi skladnikami strukturalnymi $ciany
komoérkowej, a intensyfikacja jej lignifikacji stanowi rodzaj mechanicznej obrony
w warunkach biotycznych i abiotycznych streséw. Dlatego tez zmniejszenie iloSci
polifenoli nie musi oznacza¢ ich mniej intensywnej biosyntezy, a moze wskazywaé na
wzmozone ich wykorzystanie - polimeryzacje, ktéra trudno wykryé przy uzyciu
standardowych metod kolorymetrycznych. Zatem, cho¢ na poziomie biochemicznym
trudno bylo jednoznacznie okresli¢ intensyfikujacy wplyw MEL na zawarto$é PhC, to
jednak interesujacych danych przysporzylo zbadanie lokalizacji tych zwigzkéw na
poziomie ultrastrukturalnym w korzeniach. Do tych analiz wybrano komorki
merystematyczne, poniewaz sa one najbardziej wrazliwe na czynniki §rodowiskowe
(Lee i wsp. 2002), a takze s3 dobrym materialem do wizualizacji zmian lokalizacji
PhC (Kura$ i wsp. 1999, Szafranska i wsp. 2005). Zwiazki te deponowane byly
glownie w wakuolach, w dwoch postaciach gestych elektronowo zlogéw: duzych
owalnych i drobnych ziarnistych. Byly one wizualizowane za pomocg OsO4 i cho¢ ich
chemiczny charakter pozostaje nieznany to sugeruje sie, ze w wakuolach
przechowywane sa gléwnie pochodne kwaséw hydroksycynamonowych (Dixon
i Paiva, 1995). Dodatkowo zastosowanie kofeiny w mieszaninie utrwalajacej nie tylko
zapobieglo wyciekaniu polifenoli z wakuoli do cytoplazmy, ale takze umozliwilo
wizualizacje PhC epikatechino-podobnych. Tak wiec w badanym materiale

analizowano zmiany ilo$ci wakuol z dwoma formami depozytow fenolowych -
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utrwalanych bez oraz w obecnosci kofeiny (Rys. 5). W komoérkach merystematycznych
korzeni rosnacych w temp. 25°C, wakuole z ziarnistym, gestym -elektronowo
materialem fenolowym stanowity ok 50% wszystkich obserwowanych wakuol. Owalne
duze zlogi PhC w wakuolach materialu utrwalonego z kofeing pojawialy sie
w wariantach C i H - nie obserwowano ich w ogbéle w wakuolach wariantu H-MEL
utrwalonego z kofeing.

Stres chlodu nie zmienilt profilu rozkladu fenolowych zlogow w wakuolach korzeni
utrwalonych bez kofeiny, ale znacznie zmniejszyl liczbe wakuol z owalnymi zlogami
fenolowymi w wariantach C i H utrwalonych z kofeing. W chlodzonych korzeniach
wariantu H-MEL liczba wakuol ze zlogami fenolowymi (tylko drobno-ziarnistymi)
byta zblizona do tej w korzeniach rosngcych w 25°C (Rys. 5).

Po ustapieniu stresu — podczas regeneracji, zaobserwowano gwaltowny wzrost liczby
wakuol z depozytami fenolowymi we wszystkich trzech wariantach
eksperymentalnych, lecz co ciekawe, zarbwno w materiale C, jak i H, niezaleznie od
metody utrwalania, dominowaty wakuole z duzymi owalnymi zlogami. W materiale
H-MEL sytuacja ulegla odwréceniu. Po regeneracji w wariancie H-MEL dominowaly
wakuole z drobno-ziarnistymi depozytami, a wakuole z duzymi owalnymi zlogami
stanowily jedynie okolo 20% wszystkich wakuol. Poniewaz merystem korzeniowy jest
cze$ciowo odpowiedzialny za wydluzenie korzenia, prawdopodobne jest, ze ten inny
charakter zlogow fenolowych zlokalizowanych w wakuolach wariantu H-MEL moze
by¢ powiazany z pozytywnym wplywem tej indoloaminy na wzrost siewek V. radiata
po regeneracji (Tab. 1). W pozostalych wariantach efekt ten nie byt widoczny.

MEL ograniczyla takze stopien peroksydacji lipidow w korzeniach siewek
chlodzonych (obnizony poziom TBARS), co szczego6lnie widoczne bytlo po 2-dniowej
regeneracji (Rys. 1). Kolejnym markerem stresu analizowanym w powyzszej pracy byl
poziom proliny (Pro). Ekspozycja siewek V. radiata na chléd spowodowala znaczny
wzrost zawartosci Pro, szczeg6lnie w korzeniach H-MEL. Jednak po regeneracji ilos¢
Pro drastycznie spadla (Rys. 2). Wiadomo jednak, ze po ustgpieniu stresu
zgromadzona w tkankach Pro zostaje utleniona w mitochondriach, a uzyskana
energia prawdopodobnie przyczynia sie do regeneracji komorek roslinnych.
Reasumujac, cho¢ w warunkach optymalnych i w stresie chlodu przedsiewne
kondycjonowanie nasion V. radiata roztworem MEL nie wplywalo znaczaco na
catkowitg zawarto$¢ PhC i ich profil UVAC w korzeniach siewek, to jednak patrzac na

rodzaj zlogow polifenolowych gromadzacych sie w wakuolach po ustgpieniu stresu,
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ich ilo§¢ w formie drobnoziarnistych kompozytow znacznie wzrosla. Proporcje te byly
catkowicie odwrocone w korzeniach Ci H, gdzie duze owalne zlogi stanowily ogromna
wiekszo$¢. By¢ moze to ten odmienny charakter zlogow polifenolowych w wariancie
nasion traktowanych MEL odgrywa znaczaca role w efektywniejszej regeneracji

wyroslych z nich siewek V. radiata po ustgpieniu czynnika stresowego.

Zastosowanie techniki mikroskopii elektronowej (TEM) w celu lokalizacji i obserwacji
struktur depozytow zwigzkéw polifenolowych jak i calych organelli w komoérkach
merystematycznych korzeni V. radiata pozwolilo analizowa¢ ich modyfikacje
ultrastrukturalne. Byly one na tyle specyficzne i interesujgce, ze zostaly opisane

w kolejnej publikacji wchodzacej w sklad osiagniecia naukowego.
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Faculty of Biology and Plant Environmental Protection, University of Lod-,
Banacha 12/16, PL-90237, Lod=, Poland

Celem pracy byla ocena, czy egzogenna MEL moze odwroci¢ zmiany ultrastrukturalne
zachodzace w komorkach merystematycznych chlodzonych korzeni 3-dniowych
siewek V. radiata (To - 3d/25°C). Por6wnanie 3 wariantéw eksperymentalnych
siewek (C, H, H-MEL) wzrastajacych w 3 réznych warunkach temperaturowych
(To+2d/25°C, To+2d/5°Ci To+2d/5°C+2d/25°C) przyniosto ciekawe spostrzezenia.

Komorki merystematyczne korzeni roslin kontrolnych (C) w temp. 25°C wykazywaly
typowa ultrastrukture: plastydy mialy gesta elektronowo strome, rzadkie tylakoidy
imale ziarna skrobi. Mitochondria wykazywaly niska gesto$¢ macierzy izwykle
waskie grzebienie, typowe dla ich ortodoksyjnej konfiguracji. Pojedyncze cysterny
retikulum endoplazmatycznego (ER) ukladaly sie w réznych kierunkach, a aparaty
Golgiego (GA) skladaly sie z 5-6 cystern i umiarkowanej liczby pecherzykow (Rys. 1A).
Zabieg hydrokondycjonowania nasion (H) zwiekszyt liczbe GA w komoérkach
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merystematycznych i liczbe pecherzykoéw wokol nich az w 54% analizowanych profili
komoérkowych (Rys. 1B, C, E). Cysterny ER byly rzadkie, ulozone koliscie i lekko
nabrzmiale (Rys. 1D). Ultrastruktura mitochondriéw nie ulegla zmianie, ale plastydy
czesto pozbawione byly skrobi (Rys. 1E).

Natomiast w materiale H-MEL doszlo do do$¢ czestego przegrupowania cystern ER
w kolistg posta¢ (13% profili komoérek) i byly one znaczaco nabrzmiate (Rys. 1F).
Niekiedy laczyly sie one z malymi pecherzykami zawierajacymi elektronowo-gesty
material i znajdowaly sie w poblizu ciat wielopecherzykowych (MVB) (Rys. 1F). Warto
zauwazyC, ze ultrastruktura mitochondriow, plastydow i aparatu Golgiego
w komorkach korzeni siewek H-MEL nie ulegla zmianie (Rys. 1F).

Organellami najwcze$niej i najsilniej dotknietymi stresem chlodu sa chloroplasty
(Sowinski i wsp. 2005). Chociaz plastydy w komérkach korzeniowych wydaja sie by¢
mniej wrazliwe na zimno niz chloroplasty pedow, to jednak zmiany ultrastrukturalne
plastydow w komorkach merystematycznych chlodzonych korzeni C zaobserwowano
u okolo jednej czwartej tych organelli. Byly one nabrzmiale, z bardzo malg liczba
tylakoidow (Rys. 2A), a czasem przyjmowaly ksztalt miseczki (Rys. 2B). Niektore
plastydy w komorkach chlodzonych korzeni V. radiata zawieraly plastoglobuliny
(2%) i geste elektronowo granule (6%) (Rys. 2A, C), ktore prawdopodobnie
reprezentuja bialka stresu (Ciamporova i Mistrik 1993). Niemal wszystkie plastydy
zostaly pozbawione ziaren skrobi (Rys. 2A-C), co moze by¢ konsekwencja
wykorzystania wcze$niej istniejacych, w obliczu deficytu energetycznego
generowanego suboptymalng temperaturg i ograniczanych wydatkéw na reakcje
anaboliczne (Vartapetian i Jackson 1997).

Mitochondria w komorkach merystematycznych chlodzonych korzeni C mialy
jasniejsza macierz i zmniejszong liczbe grzebieni, ktore czasami byly nieco
zdezorganizowane (Rys. 2E). Ponadto czasami w cytoplazmie wystepowaly ciala
mielinopodobne (MB) (7% profili komoérek, Rys. 2A), co sugeruje wzmocnienie
procesoOw litycznych. Ultrastruktura komorek korzeni chlodzonych siewek H
(Rys. 2E) byla podobna do tej u siewek C rosnagcych w 5°C. Glowna roznica byta
sporadyczna obecno$¢ fitoferrytyny i ziaren skrobi w plastydach wariantu H
(Rys. 2E), ktérych nie stwierdzono w wariancie C. Fitoferrytyna umiejscowiona
w plastydach mogla obnizaé¢ zawarto$¢ zelaza w cytoplazmie i w ten sposéb chronié

komorki przed wtoérnym stresem oksydacyjnym (Lipinski i Drapier 1997).
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W siewkach H-MEL, ultrastruktura komoérkowa chltodzonych korzeni byla mniej
zmieniona niz w siewkach C (Rys. 2F-H). Plastydy czesto zawieraly skrobie i czasami
fitoferrytyne (Rys. 2H). Miseczkowate plastydy nie pojawialy sie. W komorkach
obecne byly dwa typy mitochondriéw: 1) z macierza o gestosci elektronowej zblizonej
do cytoplazmy i cienkich grzebieniach - posta¢ ortodoksyjna (70%, Rys. 2F-G) i 2)
z macierza skondensowana i nabrzmialych grzebieniach - posta¢ skondensowana
(30%; Rys. 2H). W wariancie tym (H-MEL) reakcja strukturalna ER na chlodzenie
byta dwojaka. Niektore gladkie cysterny ER (13% profili komoérek) byly nabrzmiale
iulozone koliscie (Rys. 2F), natomiast druga reakcja polegala na tworzeniu sie
zlozonych, réwnoleglych, ostrych cystern rozmieszczonych liniowo (13% profili
komorek, Rys. 2G). Sugeruje sie, ze proliferacja cystern ER powigzana moze by¢
z synteza bialek stresowych (Ciamporova i Mistrik 1993) lub zwigzkéw fenolowych
(Stefanowska i wsp. 2003), co moze tlumaczy¢ pozytywne efekty zastosowanej MEL.
Po regeneracji, we wszystkich 3 wariantach (C, H i H-MEL) zmiany ultrastrukturalne
wywolane chlodzeniem odnotowano tylko sporadycznie (Rys. 2I-K). Najbardziej
charakterystyczna cecha byla powszechna obecno$¢ gestych elektronowo zlogéw
w wakuolach (Rys. 2I-K). Zaréwno w siewkach C jak i H dominowaly wakuole
z duzymi owalnymi skupiskami elektronowymi (odpowiednio 58 i 45%, Rys. 21, J),
natomiast w siewkach H-MEL najliczniejsze byly wakuole z ziarnistymi zlogami
(48%, Rys. 2K). Wyniki te przedstawilam juz w pierwszej pracy wchodzacej w sktad
osiagniecia naukowego [1].

Podsumowujac, wyniki niniejszej pracy pokazaly, ze pozytywny efekt MEL na
poziomie ultrastrukturalnym pojawia sie juz po zadzialaniu stresu chlodu, a po
przeniesieniu siewek V. radiata do warunkéw optymalnych zostaje utrzymany. Ten
pozytywny wplyw szczegblnie widoczny byt w przypadku plastydéw, ktore sa
najbardziej wrazliwe na stres chlodu.

Prezentowana analiza ultrastrukturalna badanych komoérek merystematycznych
potwierdzila pozytywne dzialanie MEL na poziomie cytologicznym juz w trakcie
dzialania chlodu. Co prawda pozytywne efekty na poziomie fizjologicznym — takie jak:
stymulacja wzrostu korzeni siewek oraz ograniczenie peroksydacji lipidéw - byly
widoczne typowo, dopiero po ustgpieniu stresu, to jednak ochronne dzialanie MEL

wzgledem organelli komoérkowych manifestuje sie nawet w niskiej temperaturze.
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W kolejnej pracy, kontynuujac badania zwigzane z potencjalnym wplywem MEL na
szlak fenylopropanoidéw powrdécitam do wyjasnienia, czy MEL wplywa na ich synteze
de novo w analizowanym przeze mnie materiale roslinnym, a takze jaki jest potencjal

antyoksydacyjny tych zwigzkow.
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Celowym bylo sprawdzenie jak proces hydrokondycjonowania nasion V. radiata
z MEL wplywa na aktywno$¢ amoniakoliazy L-fenyloalaniny (PAL) w korzeniach
siewek wyroslych z wyzej opisywanych wariantow nasion. PAL jest pierwszym
kluczowym enzymem na szlaku fenylopropanoidéow i na podstawie jego aktywnosci
mozna antycypowadé, czy pula zwigzkéw fenolowych akumulujacych sie w tkankach
jest syntetyzowana de novo, czy by¢ moze obecna jest tam konstytutywnie lub/i
uwalniana z wcze$niej istniejacych konjugatow.

Aby upewni¢ sie, czy na aktywno$¢ badanego enzymu oraz zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych w kilkudniowych siewkach V. radiata moze mie¢ wplyw aplikowana do
nasion MEL nalezalo zweryfikowaé jej poziom w korzeniach poszczegélnych
wariantow eksperymentalnych ros$lin. Metoda HPLC-MS-MS oznaczono zawarto$é
MEL w korzeniach V. radiata rosnacych w warunkach optymalnych, stresu chlodu
ipodczas regeneracji. W Kkorzeniach C najwyzszy poziom endogennej MEL
odnotowano w warunkach optymalnych, po chtodzeniu nieznacznie spad}, osiagajac
najnizszy poziom po regeneracji (Rys. 1). W korzeniach H inkubowanych w temp.
25°C poziom endogennej MEL byl prawie dwukrotnie nizszy w poréwnaniu do
korzeni C, natomiast w stresie chlodu i po regeneracji byl juz bardzo zblizony do tego

w korzeniach C. Mimo, ze kondycjonowanie nasion V. radiata 50 uM roztworem
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MEL spowodowalo prawie 7-krotny wzrost zawartoSci MEL w poréwnaniu
z korzeniami C, to tendencje spadkowe jej zawarto$ci w korzeniach H-MEL i C byly
podobne po chlodzeniu (odpowiednio 25% i24%) i nieco inne po regeneracji
(odpowiednio 62% i 78%) w poréwnaniu z korzeniami siewek hodowanych w sposob
ciggly w temp. 25°C. Wyniki te mogg sugerowacé, ze zar6wno endo-, jak i egzogenna
MEL moze by¢ podobnie metabolizowana w warunkach stresu i regeneracji. Nizszy
poziom MEL w chlodzonych iregenerowanych korzeniach moze rbéwniez by¢
zwigzany z transportem indoloaminy do gornych czesci siewek, jednak taka analiza
nie byla przedmiotem niniejszej pracy. Poniewaz bylo to pierwsze doniesienie
dotyczace zawarto$ci MEL w korzeniach roslin po przedsiewnej aplikacji tej
indoloaminy do nasion, dlatego trudno bylo poréwnaé te wyniki z badaniami innych
autorow. Obecnie sugeruje sie, ze spadek MEL moze by¢ wynikiem jej utleniania
w reakcjach z RFT (ochrona antyoksydacyjna komorki) i skutkuje akumulacja jej
metabolitow (Kolodziejczyk i wsp. 2015), co w przypadku prezentowanej pracy nie
bylo zweryfikowane.

Istnieja liczne doniesienia wskazujace, ze stres chlodu zmniejsza plynno$¢ blon
komorkowych poprzez modyfikacje skladu oraz proporcje lipidéw (wzrost
nienasyconych kwaséw tluszczowych) i bialek w blonie komoérkowej (Wang i wsp.
2006). Strukturalne zmiany w blonach zaburzaja ich integralno$¢, zwiekszaja
przepuszczalno$¢ dla jondéw i wody, co ostatecznie zakldéca homeostaze procesoéw
metabolicznych w komoérce (Lukatkin 2005). Aby oszacowaé stopien uszkodzenia
blon biologicznych w badanych korzeniach, oznaczano % wyplywu elektrolitow
z tkanek. Najnizsza warto$¢ tego wskaznika odnotowano w korzeniach C hodowanych
w temperaturze optymalnej. Zgodnie z przewidywaniami zwiekszal sie on po
chlodzeniu i regeneracji. W korzeniach H % wyplywu elektrolitow byl poréwnywalny
przez caly okres trwania eksperymentu (Tabela 1). Zaburzenia w funkcjonowaniu bton
utrzymywaly sie zaré6wno w chlodzonych, jak i regenerowanych korzeniach H, co jak
w przypadku nasion C sugeruje pojawienie sie nieodwracalnych uszkodzen
integralnoSci blon komorkowych. Natomiast w korzeniach H-MEL, % wyplywu
elektrolitow istotnie zmniejszal sie po ustgpieniu stresu tj. w okresie regeneracji
(Tabela 1), co wydaje sie potwierdza¢ moja poprzednia sugestie dotyczaca ochronnej
i antyoksydacyjnej roli MEL [1]. W chlodzonych (5°C) korzeniach C poziom TBARS
byl podobny do tych inkubowanych w temp. 25°C, lecz zwiekszal sie znaczaco po ich

regeneracji w wyzszej temperaturze — kiedy ujawnily sie uszkodzenia oksydacyjne
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zaindukowane chlodem. W korzeniach siewek H i H-MEL, chlodzenie i regeneracja
powodowaly znaczne obnizenie TBARS, ale w korzeniach H-MEL spadek ten byl
znacznie bardziej widoczny [1].

W prezentowanych badaniach [1, 3] ewidentnie wykazano antyoksydacyjng funkcje
MEL manifestujacg sie zachowaniem integralno$ci blon w wariancie H-MEL
(mniejszy wyplyw elektrolitow i nizszy poziom TBARS) po ustgpieniu stresu. Laczac
to z faktem spadku ilosci MEL podczas stresu i regeneracji wydaje sie wysoce
prawdopodobnym, ze zostala ona wykorzystana jako substrat w ochronie
antyoksydacyjnej. Zatem, moze ona poprawia¢ potencjal antyoksydacyjny komorek
ro$linnych per se, ale i poSrednio gdyz spekulujemy, ze MEL jest rowniez
zaangazowana w metabolizm polifenoli. Zalozenie to mozna oprze¢ na wynikach
Bajwa i wsp. (2014), ktoérzy odkryli, ze indukcja za pomoca egzogennej MEL genéw
kodujacych biatka sygnalowe stresu chlodu moze stymulowaé biosynteze zwigzkow
ochronnych, takich jak zwiazki polifenolowe, i przyczynia¢ sie do zwiekszenia
tolerancji na stres chlodu. Poprzez zapobieganie uszkodzeniom oksydacyjnym,
polifenole takze ograniczaja produkcje TBARS, co jest korzystne dla poprawnego
funkcjonowania bton komoérkowych [1].

Jak juz wspomnialam kluczowa role w biosyntezie zwiazkéw fenolowych odgrywa
PAL. Aktywno$¢ tego enzymu rozni sie znacznie miedzy gatunkami i wykazuje
zmienno$¢ swoistg zaréwno dla tkanki jak i fazy rozwojowej roslin. Chociaz czynniki
stresowe zwykle zwiekszaja aktywno$¢ PAL, chléd z uwagi na swa specyfike obnizyl
ten parametr we wszystkich badanych wariantach (Rys. 2), podczas gdy zawarto$¢
polifenoli wzrosla, szczegblnie w korzeniach H-MEL (Rys. 3). Okazuje sie, ze nie
zawsze mozna znalez¢ bezpos$rednig korelacje miedzy aktywnosScia tego enzymu
i zawarto$cig PhC. Prawdopodobnie, pod wplywem stresu chlodu polifenole nie byly
syntetyzowane de novo na szlakach zwigzanych z aktywno$cia PAL, ale byly
konstytutywnie obecne w tkankach. Zwigzki te moga pochodzi¢ zwczesniej
istniejacych struktur komoérkowych lub konjugatow, ktore dzialaja jako rezerwuar
aglikon6ow i mogg by¢ mobilizowane w momentach krytycznych (Pislewska i wsp.
2002, Janas i wsp. 2002).

W badanym materiale ro§linnym PAL wydaje sie by¢ enzymem chlodowrazliwym —
jego aktywnos¢ spada we wszystkich wariantach V. radiata w czasie dzialania stresu.
Dopiero po regeneracji wzrasta, zwlaszcza w korzeniach H-MEL (Rys. 2), co moze

sugerowac, ze byla ona dodatkowo aktywowana poprzez zastosowanie egzogennej
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MEL. Podobne profile zawartosci fenoli calkowitych po regeneracji (Rys. 3) moga
wskazywaé, ze akumulacja tych zwigzkow jest zalezna od aktywno$ci PAL. Nieco
wyzsza aktywno$¢é PAL izawarto$¢ PhC w korzeniach H-MEL tym razem wyraznie
potwierdzaja moja wczeSniejsza hipoteze oudziale MEL w aktywacji szlaku
fenylopropanoidowego [1].

Bioragc pod uwage szeroko rozpowszechnione w literaturze wlasciwos$ci
przeciwutleniajgce PhC i MEL, kolejnym etapem badan bylo okreslenie potencjalu
antyoksydacyjnego etanolowych ekstraktow z korzeni V. radiata.

Aktywno$¢ antyoksydacyjna zwigzkow fenolowych glownie wynika z ich wlasciwosci
redoks, i polega na adsorbowaniu i neutralizowaniu wolnych rodnikéw, niwelowaniu
tlenu singletowego i trypletowego czy tez rozkladaniu nadtlenkow (Osawa 1994). Ze
wzgledu na réznorodno$¢ polifenoli oraz fakt, ze wystepuja one w roslinach jako
zlozone mieszaniny zwigzkéw ich aktywno$é przeciwutleniajaca dobrze jest mierzy¢
co najmniej dwoma komplementarnymi metodami. W niniejszej pracy zastosowano
wiec test zdolno$ci niwelowania kationorodnika ABTS+ oraz test FRAP pozwalajacy
okresli¢ sile redukcyjna badanych substancji. Wlasciwosci antyoksydacyjne
ekstraktow oznaczone za pomocg testu ABTS+ korelowaly z profilem i byly wprost
proporcjonalne do zawartoSci zwigzkow fenolowych. Stres chlodu zwiekszal
wlaéciwosci antyoksydacyjne ekstraktéw pochodzacych z wszystkich 3 wariantow, ale
po regeneracji ekstrakty z korzeni H-MEL mialy najwyzszy potencjal antyoksydacyjny
(Rye. 4).

Pomiar potencjalu redukcyjnego (test FRAP) jest rowniez wskaznikiem aktywnosci
antyoksydacyjnej. Zdolno$¢ zwigzkéw zawartych w ekstraktach do redukowania
jonow Fe3+ do Fe2+ (Rys. 5) roznila sie od potencjalu antyoksydacyjnego zmierzonego
metodg ABTS:* (Rys. 4), a wyniki nie pokrywaly sie zpoziomem PhC (Rys. 3).
Zdolno$¢ redukeyjna ekstraktow etanolowych byta raczej skorelowana z aktywnos$cia
PAL (Rys. 2) i wykazywala spadek po chlodzeniu i znaczny wzrost po regeneracji,
szczegblnie w korzeniach H-MEL (Rys. 5). Moze to sugerowa¢, ze sila redukujaca
badanych  ekstraktow  byla  efektem  aktywnosci  produktow  szlaku

fenylopropanoidowego syntetyzowanych de novo.

Konkludujac, przedstawione powyzej wyniki dostarczaja dowodow na to, ze
przedsiewna aplikacja MEL do nasion V. radiata moze usprawnia¢ mechanizmy

obronne roélin podczas aklimatyzacji do chlodu, glownie poprzez ograniczanie
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wtornego stresu oksydacyjnego. Pozytywny efekt jest osiggany zaréwno przez sama
MEL, ktéra generuje metaboliczng kaskade antyoksydantéw powstalych w wyniku jej
utleniania, jak rowniez, poprzez intensyfikacje aktywnosci PAL po ustapieniu stresu.
Wzmaga to akumulacje polifenoli, ktéore takze posiadaja znaczne wlasnoSci
redukujace i antyoksydacyjne.

Mechanizmy tolerancji na stresy, w tym chlodu, sa jednak bardzo zlozone i aby
utrzymaé¢ prawidlowe funkcje fizjologiczne w niesprzyjajacych warunkach roézne
strategie musza wspoéldziala¢ na poziomach molekularnym, biochemicznym

i fizjologicznym.

Z uwagi na wyjatkowo efektywne wlasnoSci antyoksydacyjne MEL oraz jej
bezposrednie i posrednie dzialanie modyfikujace status redoks w komorkach
roSlinnych zainteresowalo mnie, czy badana indoloamina moze pozytywnie wplywac
na podstawowy proces anaboliczny roslin — fotosynteze.

Aparat fotosyntetyczny jest typowym fizjologicznym, endogennym zrédlem RFT
w komoérkach roslinnych (Foyer i Shigeoka, 2011). Niedostateczne rozproszenie
energii podczas fotosyntezy powoduje nadmierne wzbudzenie chlorofilu, ktore
inicjuje reakcje z O., dajgc tlen singletowy (10.). Ten jest odpowiedzialny za
uszkodzenie fotosysteméw i innych ukladéow bioracych udzial w fotosyntezie.
Tworzenie RFT w blonach tylakoidowych moze by¢ rbéwniez inicjowane przez
redukcje O. z wytworzeniem anionorodnika ponadtlenkowego (O»-) (PSI) (Tambussi
i wsp. 2004). Zatem biorac pod uwage wysoce skuteczne wlasciwosci antyoksydacyjne
MEL i jej pozytywna role w fizjologii roslin, postanowilam sprawdzi¢ jej potencjalng

role w ochronie aparatu fotosyntetycznego.
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W prezentowanej pracy zastosowalam nowy model badawczy, ktéry mial wyjasnic,
czy jednorazowa aplikacja MEL do nasion w jakikolwiek sposéb wplywa na
efektywnos$¢ procesu fotosyntezy w wyrostych z nich ro$linach. W badaniach tych
dodatkowo zastosowalam bezpos$redni, celowany stres oksydacyjny wywolany
dzialaniem parakwatu (PQ). Material stanowily krazki wyciete z liSci 24-dniowych
roélin grochu siewnego (Pisum sativum L.), wyrostych z nasion kontrolnych (niczym
nie traktowanych) (C), hydrokondycjonowanych (H) i hydrokondycjonowanych
dwoma roztworami MEL: 50, i 200 uM (H-MEL50 i H-MEL200). Kazdy z wariantow
roS$lin inkubowano przez 48 h w 75 uM roztworze PQ.

Celem kolejnej pracy wchodzacej w sklad osiggniecia naukowego bylo sprawdzenie,
czy przedsiewna aplikacja MEL wplynie pozytywnie na parametry fluorescencji
chlorofilu oraz zawarto$¢ tego barwnika w liSciach grochu, szczegélnie w czasie
dzialania stresu oksydacyjnego wywolanego przez PQ.

U roélin, energia absorbowana przez chlorofil a jest wykorzystywana w wiekszo$ci
w fazie jasnej fotosyntezy do syntezy ATP i NADPH (niecykliczny transport
elektronow) lub wylacznie ATP (cykliczny transport elektronéw), natomiast jej
nadmiar jest rozpraszany w postaci ciepla, a cze$¢ jest re-emitowana w postaci Swiatla

(fluorescencja) (Iriel i wsp. 2014). Pomiar fluorescencji chlorofilu jest idealnym
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narzedziem do okre$lania wydajnosci fotosyntezy, zwlaszcza w warunkach stresu.
Spoérod wielu dostepnych technik, pomiar modulowanej fluorescencji chlorofilu
(PAM) jest szeroko stosowany jako szybkie, czule i nieinwazyjne narzedzie do oceny
zaburzen w procesie przenoszenia elektronéw w PS II (Moustaka i wsp. 2015).
Poniewaz parametry fluorescencji chlorofilu sa bardzo czule na czynniki stresowe, ich
oceny dokonano w czasie To oraz juz po 2, 4 i 6 h inkubacji w roztworze PQ.
Przeanalizowano nastepujace wspolczynniki: (a) maksymalng fotochemiczng
wydajno$¢ kwantowa PSII po zaadoptowaniu do ciemnosci (Fv/Fm); (b) wydajno$¢
kompleksu rozszczepienia wody po donorowej stronie PSII (Fv/Fo); (¢) wskaznik
witalnoSci (Rfd); (d) wydajnos¢ kwantowg PSII (®PSII); (e) wygaszanie
fotochemiczne (qP), oraz (f) wygaszanie niefotochemiczne (NPQ). Pierwsze godziny
dzialania stresu nieznacznie obnizyly wiekszo§¢ z analizowanych wskaznikow we
wszystkich wariantach, jednak po 6 h inkubacji w PQ gwaltowny ich spadek
odnotowano w krazkach C i H. W wariantach z MEL (H-MEL50 i H-MEL200)
wartoS$ci tych parametréow pozostawaly nadal na bardzo wysokim poziomie (Rys. 1A-
E). Niewatpliwie mozna wiec stwierdzi¢, ze w obliczu silnego stresu oksydacyjnego,
przedsiewna aplikacja MEL do nasion usprawnia mechanizmy odpowiedzialne za
prawidlowe funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego wyrostych z nich roslin.
Warto réwniez zauwazyC, ze obnizonej wydajnoSci kwantowej PS II (®PSII)
i wygaszaniu fotochemicznemu (qP) towarzyszyl wzrost NPQ, szczeg6lnie po
pierwszych 2 i 4 h traktowania PQ. Wspdlczynnik qP okres§la proporcje energii
Swietlnej zaabsorbowanej przez PS II do energii wykorzystanej przez otwarte centra
do reakcji fotosyntezy (Maxwell i Johnson 2000), zatem obnizenie jego wartoSci
Swiadczy o zamknieciu centrow reakcji na skutek wysycenia fotosystemu Swiattem.
Znaczacy spadek qP w liSciach C i H spowodowany 6-godzinng ekspozycja na PQ
wskazuje, ze ten herbicyd zmniejsza liczbe otwartych centréow PS II. LiScie wariantow
z MEL (H-MEL50 i H-MEL200) w warunkach stresu oksydacyjnego mialy duzo
wiekszg zdolno$¢ do fotochemicznego wygaszania. Wygaszanie niefotochemiczne
(NPQ) natomiast odzwierciedla rozpraszanie zgromadzonej energii w postaci ciepta
i ma dzialanie fotoprotekcyjne. Jest ono zwigzane ze stezeniem protonow wewnatrz
tylakoidow i indukuje wygaszanie energii cieplnej w cyklu ksantofilowym (Jahns
i Holzwarth, 2012). Cykl ten przeksztalca energie wzbudzenia w cieplo, a tym samym
zapobiega powstawaniu szkodliwych RFT (Wang i wsp. 2010). Po 2 h traktowania PQ
we wszystkich badanych wariantach wystapil tylko maly spadek qP, podczas gdy NPQ
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znaczaco wzrastal. Pokazuje to, ze qP, jako miara frakcji otwartych centrow reakcji
PSII, nieznacznie sie zmienia w krotkim okresie dzialania stresu. Znacznie
zwiekszone NPQ sugeruje, ze przewazajace procesy powodujace wygaszanie
fluorescencji maja charakter fotoprotekcyjny (Serodio i Lavaud, 2011).

Pomiar fluorescencji, w polaczeniu z analizg poziomu barwnikéw fotosyntetycznych,
prowadza do peliejszego zrozumienia szlakéw rozpraszania energii w centrach
reakcji PS II i kompleksach pigmentow wychwytujacych $wiatlo. O ile analiza
parametrow fluorescencji chlorofilu pozwala wykry¢é zmiany zachodzace bardzo
szybko u roélin - jeszcze zanim pojawig sie symptomy uszkodzen (Lichtenthaler
2007), to jednak aby zaobserwowa¢ roéznice w zawartoSci chlorofilu i karotenoidow
nalezalo wydluzy¢ czas inkubacji krazkow lisciowych w PQ do 24 i 48 h.

Traktowanie lisci 75 uM PQ znaczaco obnizalo intensywnos$¢ ich zabarwienia. Po 24 h
roznice miedzy wariantami ro$linnymi byly jeszcze stabo widoczne ale po 48 h krazki
lisci C i H byly niemal calkowicie odbarwione, podczas gdy zielona barwa lisci H-
MEL50 byla prawie w pelni zachowana (Rys. 2). Ta wizualna obserwacja zostala
potwierdzona przez testy biochemiczne. Po 24 h traktowania PQ poziom chlorofilu a
zmniejszyl sie w lisciach C, H i H-MEL50 odpowiednio o 45, 40 i 34%, podczas gdy
w lisciach H-MEL200 nie zaobserwowano prawie zadnych zmian. We wszystkich
badanych wariantach przedluzenie dzialania stresu PQ do 48 h spowodowalo istotne
obnizenie zawartoéci chlorofilu a, ale w kragzkach H-MEL50 byla ona i tak najwyzsza -
prawie 2,5-krotnie wieksza niz w krazkach C. Zawarto$¢ chlorofilu b jest znacznie
nizsza niz chlorofilu a w roslinach. Jego poziom po 24 h inkubacji w PQ nie zmienit
sie znaczaco w krazkach C, H i H-MEL50. W wariancie H-MEL200 parametr ten
wzrost nawet 028%. Wyrazne obnizenie poziomu chlorofilu b zaobserwowano
dopiero po 48 h, szczegoblnie w lisciach C i H, podczas gdy w wariantach z MEL bylo
ono wcigz stosunkowo wysokie (Rys. 3B). Schemat zmian zawarto$ci karotenoidow
byl podobny, 24 h inkubacji w PQ spowodowaly znaczne jej obnizenie we wszystkich
wariantach, cho¢ najwyzszy poziom zachowany zostal w liSciach H-MEL200. Po 48 h
traktowania PQ spadek ten byl drastyczny, ale ostatecznie najwyzszy poziom
karotenoidow znoéw odnotowano w lisciach H-MEL50 (Rys. 3D). Tak wiec, analiza
iloSciowa barwnikow fotosyntetycznych i towarzyszacych wykazala, ze ro$liny wyroslte
znasion hydrokondycjonowanych MEL skuteczniej przeciwdzialaja degradacji
chlorofilu w warunkach stresu oksydacyjnego niz roSliny wyroste z nasion

kontrolnych (C) i hydrokondycjonowanych (H).
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Aplikacja MEL do nasion pozytywnie wplynela roéwniez na relatywna zawarto$¢ wody
(RWC — marker stopnia uwodnienia tkanek roslinnych) w komorkach. PQ jako
szybko dzialajacy herbicyd bezpos$rednio wnika do liéci i w ciggu kilku godzin moze
doprowadzi¢ do $mierci roslin z powodu utraty wody (Ekmekci i Terzioglu, 2005).
RWC w krazkach lisci H-MEL50 i H-MEL200C byla wyzsza niz w C i H jeszcze zanim
poddano je stresowi oksydacyjnemu (T,) i w trakcie ekspozycji na herbicyd rowniez
znaczgco rosta (Tab. 1). Natomiast 48-godzinna inkubacja w PQ powodowatla istotny
ubytek wody w krazkach lisci C, co moze posrednio $§wiadczy¢ o utracie integralnosci
blon komoérkowych w tych roslinach. Jest to wiec kolejny dowdd, ze aplikowana MEL
przeciwdziala oksydacyjnym uszkodzeniom blon komoérkowych.

PQ jest herbicydem o zdefiniowanym dzialaniu — z udzialem intensywnego $wiatla
blokuje proces fotosyntezy nadmierna produkcja RFT. Intensyfikuje przeksztalcanie
0. w 0,7, czyli produkcje rodnikéw nadtlenkowych, ktére moga reagowaé nastepnie
z nienasyconymi lipidami blon, badz by¢ przeksztalcane w inne RFT.

W celu wizualizacji nagromadzenia O, w tkankach liScia zastosowano barwienie
NBT. W czasie T, oraz w trakcie pierwszych 2 h inkubacji w PQ anionorodnik ten
zlokalizowano jedynie na obrzezach wszystkich krazkow liSciowych (Rys. 4), jednak
powstal on tam na skutek urazu mechanicznego (ciecie korkoborem). Po 6 h O,
pojawil sie wewnatrz krazkéw C i dopiero po 48 h pojawil sie rowniez wewnatrz
krazkow H. W krazkach H-MEL50 i H-MEL200 podczas calego eksperymentu nie
wykryto obecnosci O." (Rys. 4). Brak akumulacji O."" w li$ciach roslin wyhodowanych
z nasion wstepnie traktowanych MEL byt prawdopodobnie wynikiem podwyzszonej
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w tych roslinach (Rys. 5). W stresie
oksydacyjnym indukowanym przez PQ, aktywno§¢ SOD wrzrosla we wszystkich
wariantach eksperymentalnych, ale najwyzsza byla w krazkach liSci H-MEL50 i H-
MEL200 (Rys. 5), gdzie nie zlokalizowano O."" (Rys. 4).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sugeruja, ze kondycjonowanie nasion roztworem
MEL podwyzsza u wyroslych z nich roélin tolerancje na stres oksydacyjny. Ten
korzystny efekt zostal potwierdzony zmniejszong akumulacja O, w tkankach lisci,
skorelowanga ze zwiekszong aktywnos$cia SOD; zachowaniem barwnikow
fotosyntetycznych; efektywniejszym funkcjonowaniem aparatu fotosyntetycznego
i wyzsza zawarto$ciag wody w tkankach podczas stresu wywolanego PQ. Nadal jednak
pozostawalo pytanie czy pozytywny wplyw MEL na dzialanie aparatu
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fotosyntetycznego liSci grochu traktowanych PQ zwigzany byl jedynie z ograniczong
degradacja chlorofilu, czy by¢ moze rowniez z jego zwiekszonga synteza de novo. Probe

odpowiedzi na to pytanie podjelam zatem w kolejnej pracy.
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Kontynuujac badania majace na celu uzyskanie odpowiedzi na postawione powyzej
pytanie, zastosowalam ten sam model eksperymentalny [4]. Material badawczy do
analiz aktywnoSci chlorofilazy (Chlase) i zawarto$ci kwasu aminolewulinowego (ALA)
stanowily krazki lisciowe wyciete z 24-dniowych roélin grochu traktowane 75 uM PQ
przez 1, 2, 4 i 6 h, za$ dla oznaczenia zawartoSci chlorofilu (Chl), karotenoidéw (Car),
feofityny (Pheo), chlorofilidu (Chlide) i porfiryn - traktowane 24 i 48 h.

W roélinach w warunkach stresu wazne jest utrzymywanie roéwnowagi pomiedzy
rozkladem uszkodzonego Chl i jego synteza de novo. Aby unikna¢ uszkodzenia
komorek na skutek fotodynamicznej aktywnosci Chl lub jego barwnych pochodnych,
konieczna jest ich szybka degradacja (Takamiya i wsp. 2000). Rozklad Chl jest takze
bezposrednim warunkiem wstepnej remobilizacji biatek, lipidow chloroplastow
i metali (Christ and Hortensteiner, 2014), dlatego tez proces ten odbywa sie nie tylko
w warunkach stresowych, ale takze optymalnych w r6znych fazach cyklu zycia ro$lin.
Pierwszym enzymem bioracym udzial w degradacji Chl jest Chlase, zatem

uzasadnione bylo oznaczenie aktywnoSci tego enzymu we wszystkich badanych
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wariantach. Aplikacja MEL prowokowala znaczace podwyzszenie aktywnosci Chlase
w lisciach grochu H-MEL50 i H-MEL200, zaréwno w czasie T, (przed inkubacja
w PQ) jak tez podczas dzialania stresu oksydacyjnego, cho¢ po 4 i 6 h réznice te nie
byly juz tak istotne (Rys. 3A). Rezultaty te byly nieco zaskakujace, zazywszy na fakt, ze
u A. thaliana, aplikacja MEL hamowatla ekspresje genu Chlase (CLH1) (Weeda i wsp.
2014). Nie zawsze jednak ekspresja tego genu i aktywnos$¢ kodowanego przez niego
enzymu koreluja z utrata zielonej barwy podczas fizjologicznego dojrzewania owocow
i starzenia, co oznaczaloby, ze albo Chlase nie jest kluczowym enzymem
warunkujacym szybkos§¢ rozpadu Chl, albo jej dzialanie regulowane jest post-
translacyjnie. Poniewaz poziom Chl jest stale modulowany przez caly okres zycia
roéliny, a szlak kataboliczny musi by¢ $cisle kontrolowany, aby unikna¢ nadmiaru
fotodynamicznie aktywnych barwnikéw, post-translacyjny mechanizm regulacyjny
jest ergonomiczny i ma sens fizjologiczny; pozwala to roslinie na wieksza elastycznosé
(szybka adaptacje) w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe (Harpaz-Saad i wsp.
2007). Poniewaz rozklad uszkodzonego Chl i jego synteza de novo sa naturalnymi
procesami zachodzacymi w komoérkach ro$linnych, nastepnym krokiem bylo
zbadanie, czy w stresie oksydacyjnym MEL wplywa na zawarto$¢ prekursora Chl —
ALA. Aplikacja MEL do nasion grochu znaczaco podwyzszyla zawarto$¢ ALA
natychmiast po potraktowaniu lisci PQ (Rys. 3B), co sugeruje, ze odgrywa ona wazng
role w indukowaniu syntezy Chl de novo. W wariantach bez MEL (CiH) szlak
biosyntezy Chl byt spowalniany poprzez zmniejszong synteze tego prekursora.
Wydhuzona inkubacja w PQ (48 h) spowodowala znaczne odbarwienie krazkéw Ci H,
podczas gdy MEL w stez. 50 i 200 uM zdecydowanie lagodzila ten symptom (Rys. 4).
Zatem, podwyzszona aktywno$¢ Chlase i zawarto$¢ ALA w krazkach lisci H-MEL50
i H-MEL200 sugeruje, ze w czasie pierwszych godzin inkubacji w PQ, MEL moze
przyspiesza¢ zarowno rozpad uszkodzonego chlorofilu jak tez jego synteze de novo.
Przedluzenie tego czasu do 24 i 48 h powodowalo stopniowe, widoczne odbarwianie
krazkow lisciowych. Barwniki fotosyntetyczne, w tym Chl a, Chl b i Car sg niezbedne
do prawidlowego przebiegu procesu fotosyntezy. Uwaza sie, ze Car chronig Chl przed
absorpcja nadmiaru energii, ktéra moglaby go uszkodzi¢. Stezenia tych barwnikow sa
SciSle ze soba skorelowane, a stosunek Chl a+b do calkowitej zawarto$ci Car to
wskaznik ,zielonoéci” roslin. Generalnie stosunek ten maleje w starzejacych sie,
chorych roslinach a ro$nie w energicznie rosnacych. W niniejszej pracy, przed

aplikacja PQ (To), nie bylo réznic w stosunku Chl a+b/Car pomiedzy wszystkimi
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wariantami, ale po 24 h wzroést on, osiagajac maksimum w krazkach lisciowych H-
MEL50 (Rys. 5). Znaczace obnizenie tego parametru zaobserwowano w krazkach
CiH po 48 h inkubacji w PQ, podczas gdy w wariantach z MEL (H-MEL50 i H-
MEL200) stosunek ten wcigz wzrastal. Bylo to zwigzane z drastycznym spadkiem
zawarto$ci Chl i Car w krazkach liéci C i H oraz ich znacznie wyzsza zawarto$cia
w wariantach z MEL, co moze potwierdza¢ pozytywny wplyw MEL na biosynteze Chl
i Car. Poniewaz Car maja znaczny potencjal w zakresie poprawy jakosci odzywczej
i wydajnoSci roslin, uprawy roslin z podwyzszona zawarto$cia tych zwigzkéw sa
wysoce pozadane. Jest to wiec kolejny argument Swiadczacy na korzy$¢ potencjalnego
wykorzystania MEL do kondycjonowania nasion roslin uprawnych.

W wyniku dzialalno$ci Chlase, inicjujacej oddzielenie reszty fitolu od pierécienia
porfirynowego, powstaje Chlide (Takamiya i wsp. 2000; Hortensteiner, 2006). Im
wyzszy stosunek Chl/Chlide tym rozpad chlorofilu w tkankach jest mniej intensywny.
W czasie To najwyzszy stosunek zaréwno Chl a/Chlide a, jak i Chl b/Chlide b
odnotowano w krazkach lisci H-MEL200 (Rys. 7A, B). Po 24 h inkubacji w PQ
stosunek Chl a/Chlide a zmniejszyt sie o okolo 20% we wszystkich badanych
wariantach (Rys. 7A), podczas gdy Chl b/Chlide b pozostawal niemal nie zmieniony
(Rys. 7B). Istotne zmiany pojawily sie dopiero po 48 h inkubacji, gdzie oba wskazniki
gwaltownie obnizyly sie w krazkach lisci C i H, podczas gdy w wariantach z MEL
pozostaly wysokie, zwlaszcza w krazkach H-MEL50.

Poniewaz jednak wykazano, ze u niektérych roélin pierwszym produktem rozpadu
chlorofilu jest feofityna a (Pheo a) (Schelbert i wsp. 2009, Dissanayake i wsp. 2012),
zaklada sie, ze szlak degradacji tego barwnika nie musi przebiega¢ tylko za
pos$rednictwem Chlide a, ale obejmuje rowniez te pochodng Chl. Zatem kolejnym
krokiem byto sprawdzenie czy w analizowanym materiale pojawi sie Pheo i czy na jej
zawarto§¢ ma wplyw aplikacja egzogennej MEL do nasion. W czasie To najnizsza
zawarto$§¢ Pheo odnotowano w krazkach lici C, jednak po 24 h inkubacji w PQ
zwiekszyla sie ona prawie 3-krotnie (Rys. 6B). Chociaz 24-godzinny stres wywolany
przez PQ powodowal znaczny wzrost zawartoSci Pheo we wszystkich badanych
wariantach, to jednak najnizsza akumulacje odnotowano w krazkach lisci H-
MEL200. Podwyzszony poziom Pheo w krazkach li$ci C prawdopodobnie wigzal sie ze
zwiekszong szybko$cig degradacji Chl poprzez tworzenie Pheo jako jego pochodne;j.
Potwierdza to hipoteze, ze by¢ moze Chlide nie jest jedynym, uwazanym przez wiele

lat, pierwszym produktem rozpadu Chl. Wskazuje na to prawie niezmieniony
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stosunek Chl/Chlide po 24 h traktowania PQ. Gwaltownemu spadkowi zawarto$ci Chl
w krazkach lisci C i H inkubowanych 48 h w PQ (Rys. 6A), towarzyszyly Sladowe iloSci
Pheo, podczas gdy w krazkach lisci H-MEL50 i H-MEL200 jej zawarto$¢ stanowila
odpowiednio 27 i 47% warto$ci To (Rys. 6B). 48-godzinna inkubacja w PQ
powodowala takze drastyczny spadek zawarto$ci waznych prekursoréw na szlaku
biosyntezy Chl - protoporfiryny (Proto), Mg-protoporfiryny (MgProto)
i protochlorofilidu (Pchlide) w krazkach lisci C i H, podczas gdy w krazkach H-
MEL50 i H-MEL200 ich zawarto$¢ byla okolo dwa razy wyzsza (Ryc. 8). To kolejny
dowod na to, iz jednorazowa aplikacja MEL do nasion pozytywnie wplywa na
przyspieszenie biosyntezy Chl w wyrostych z nich roslinach.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sugeruja, ze MEL op6zniajac rozpad Chl
i jednocze$nie przyspieszajac jego synteze de novo pomaga utrzymaé¢ podwyzszona
zawarto§¢ Chl wlisciach grochu, zaré6wno zanim pojawi sie stres (T,) jak
i w pierwszych godzinach jego dzialania. Przedluzenie czasu ekspozycji na dzialanie
herbicydu pokazalo, ze MEL ewidentnie op6znia degradacje Chl w stresowanych
tkankach. Wiadomo, iz na skutek regulacji post-transkrypcyjnych i post-
translacyjnych, aktywacja genow lub poziom ich transkryptéw nie zawsze koreluja
z efektami fizjologicznymi, jednak w niniejszej pracy taki wplyw MEL
udokumentowano na poziomie biochemicznym i fizjologicznym. Niewatpliwie dalsze
badania w tej materii pozwola szczegdélowo wyjasni¢ mechanizmy dzialania MEL

w obliczu stresow Srodowiskowych.

W zwigzku z ogromnym zainteresowaniem jakim w ostatnich latach cieszy sie rola
jaka MEL odgrywa w organizmach roslinnych, oraz brakiem doniesien w jezyku
polskim na ten temat, postanowilam zebra¢ dostepna wiedze w formie pracy
przegladowej. Stanowi ona kolejng cze$¢ przedlozonego do oceny osiggniecia

naukowego.
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Uniwersytet Lodzki

Celem tej pracy bylo zebranie i podsumowanie dostepnej wiedzy na temat
fitomelatoniny, poczawszy od historii jej odkrycia u roslin, poprzez najnowsze
badania na temat jej biosyntezy w komoérkach ro$linnych, po przeglad
najwazniejszych funkcji jakie pelni. Wlasciwosci antyoksydacyjne bezposrednie
i posrednie, ktore pozwalaja utrzymac¢ odpowiedni stan redoks komorek sa jednag
z najistotniejszych jej cech, dlatego tez znaczna cze$é pracy dotyczyla tej wlasnie
funkcji. Kolejnym aspektem, ktory opisalam byl wplyw MEL na proces fotosyntezy.
Opdzniajac degradacje chlorofilu, przyspieszajac transport elektron6w oraz
zwiekszajac asymilacje CO. moze ona podnosi¢ efektywnosé i wydajnosé tego
procesu, zwlaszcza w suboptymalnych warunkach. Zebralam réwniez dane na temat
udzialu MEL w regulacji wzrostu i rozwoju roSlin, a takze w regulacji rytmu
okolodobowego ireakeji fotoperiodycznych. W ostatnim rozdziale opisalam role tej
indoloaminy jaka pelni w ochronie tkanek przed szkodliwym dzialaniem streséw
srodowiskowych, poprzez udzial w regulacji ekspresji genéw i bialek zaangazowanych
w reakcje obronne.

Jest to obecnie najbardziej aktualna sposréd opublikowanych w jezyku polskim

publikacji naukowych dotyczacych fitomelatoniny.
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OSIAGNIECIA WYNIKAJACE Z OPISYWANEGO CYKLU PRAC

Za najwazniejsze osiggniecia zawarte w monotematycznym cyklu prac mozna uznacé

wykazanie ze:

1.

przedsiewne kondycjonowanie nasion Vigna radiata roztworem MEL
modyfikuje charakter i spos6b deponowania zwigzkéw fenolowych
akumulujacych sie po ustgpieniu stresu chlodu, co najprawdopodobniej

sprzyja efektywnej regeneracji roslin;

MEL aplikowana do nasion dziala protekcyjnie na ultrastrukture komorek
merystematycznych korzeni Vigna radiata, zarbwno podczas dzialania stresu

chlodu, jak i po jego ustgpieniu;

. pozytywny efekt MEL w ograniczaniu wtérnego stresu oksydacyjnego

przejawia sie intensyfikacja aktywnosci PAL po ustgpieniu stresu chlodu, co
wzmaga biosynteze de novo polifenoli, posiadajacych znaczne wlasnosci

redukujace;

zabieg kondycjonowania nasion Pisum sativum L. z dodatkiem MEL poprawia
poOzniejsze funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego wyrostych z nich siewek
podczas stresu oksydacyjnego indukowanego parakwatem, poprzez
podwyzszenie parametrow fluorescencji chlorofilu i ograniczenie iloéci RFT
w tkankach;

MEL usprawnia aparat fotosyntetyczny lisci Pisum sativum L. traktowanych
parakwatem regulujac rozpad uszkodzonego chlorofilu i przyspieszajac jego

synteze de novo.
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IV. POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

1. PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

W 1993 r. rozpoczelam wyzsze studia magisterskie na kierunku biologia na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi UL, a na IV roku studiéw po wyborze specjalnosSci
biotechnologia mialam mozliwo$¢ zapoznania sie z tematyka badawcza Katedry
Regulacji Wzrostu Roélin. Tam, pod kierownictwem prof. dr hab. Krystyny M. Janas
wlaczylam sie w nurt badawczy Katedry i zajelam sie analizag wplywu niskiej
temperatury na zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w korzeniach siewek soi. W ramach
mojej pracy magisterskiej wykazalam, ze pod wplywem chlodu w korzeniach
gromadzily sie syntetyzowane de novo zwigzki fenolowe, gdyz zastosowanie AIP
(inhibitora amonikoliazy L-fenyloalaniny (PAL) — kluczowego enzymu na szlaku
fenylopropanoidow) ograniczalo ich zawarto$¢. Dowiodlam réwniez, iz w korzeniach
soi z serii kontrolnej — niestresowanej, gromadzily sie flawonoidy: daidzeina oraz
glikozydowa pochodna genisteiny — genistina, natomiast pod wplywem chlodu
genistina zanikala, za§ poziom daidzeiny wzrastal. Opisalam wiec jako$ciowa
modyfikacje indukowana chlodem. Ponadto, wykazalam, ze ekstrakty fenolowe
uzyskane z chlodzonych korzeni soi hamujg rozwdj bakterii Rhodococcus aqui. Juz
wtedy zauwazylam, iz gromadzace sie pod wplywem stresu abiotycznego zwiazki
fenolowe moga mieé szersze, krzyzowe znaczenie ochronne, gdyz hamuja rozwdj
niektorych niesymbiotycznych bakterii zyjacych w glebie.

Po uzyskaniu w 1998 r. tytulu magistra biologii rozpoczelam studia doktoranckie
w Stacjonarnym Studium Doktoranckim Fizjologiczno-Mikrobiologicznym UL, i pod
kierownictwem prof. dr hab. Krystyny M. Janas kontynuowatlam tematyke zwigzana
z udzialem metabolizmu polifenoli w reakcjach adaptacyjnych siewek soi do niskich
temperatur. Po roku (08.11.1999) zostalam zatrudniona w grupie pracownikéw
naukowo-dydaktycznych, na stanowisku asystenta w Katedrze Regulacji Wzrostu
Roslin (obecnie Pracownia Ekofizjologii Roslin), a w latach 2001/2002 kierowalam
projektem finansowanym przez Komitet Badan Naukowych nt. ,Rola izoflawonoidéw

w aklimatyzacji siewek soi do niskiej temperatury” — (6 PO4C 029 20).
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W ramach pracy doktorskiej wykazalam, ze stres niskiej temperatury wywolywat
spadek potencjalu wody w komorkach korzeni i hipokotyli soi, czemu towarzyszyla
synteza proliny. W tkankach tych rosta aktywno$¢ PAL, ktéra jednak nie byla
skorelowana ze wzrostem zawarto$ci polifenoli rozpuszczalnych iizoflawonoidow.
Przedtuzajacy sie chléd powodowal spadek zawartos$ci aglikonow (daidzeiny
i genisteiny), lecz wzrost glukozydu genisteiny — genistiny, co moze sugerowac, ze
formy glukozydowe izoflawonoidéw moga dziala¢ jak magazyn, mobilizowany
w krytycznych momentach. Dowiodlam takze, ze niska temp. wywolywala wtorny
stres oksydacyjny, o czym $wiadczyl podwyzszony poziom H.O.. Zjawisku towarzyszyl
spadek aktywnos$ci CAT oraz podwyzszona aktywno$¢ peroksydaz, co wskazywato, ze
glowna role w eliminowaniu RFT w pierwszych dniach chlodzenia moze odgrywaé
cykl fenolo/peroksydazo/askorbinowy. W tescie z ABTS'+ i DPPH® potwierdzone
zostaly takze wlasciwosci antyoksydacyjne etanolowych ekstraktéw polifenoli.
Wykazalam réwniez, ze ekstrakty z chlodzonych korzeni siewek soi wykazywaly
silniejsze wlasnosci grzybobodjcze niz ekstrakty z korzeni siewek kontrolnych
i chlodzonych w obecnoéci AIP, co moze $wiadczy¢ o krzyzowej odpornosci, jaka
nabywaja dzieki syntetyzowanym zwigzkom roéliny poddane dzialaniu stresu chlodu.
Obrona mojej dysertacji doktorskiej pt. ,Podwyzszenie tolerancji na stres oksydacyjny
wywolany niska temperaturg w siewkach soi (Glicyne max (L.) Merr.): mozliwy udzial
zwigzkow fenolowych i enzymow antyoksydacyjnych” odbyla sie we wrzesniu 2004 r.
Promotorem pracy byla prof. dr hab. Krystyna M. Janas, a recenzentami prof. dr hab.
Henryk Urbanek (UL) i prof. dr hab. Zbigniew Miszalski (PAN Krakow).

Wyniki badan prowadzonych w latach 1998-2004 zostaly opublikowane

w 5 artykulach (Janas i wsp. 1999, 2002, Szafranska i wsp. 2002, 2004, Posmyk

i wsp. 2002) (Zalacznik 9) jak réwniez przedstawione na 7 konferencjach krajowych

i zagranicznych (Janas i wsp. 1999 (Krakéw); Janas i wsp. 2000 (Poznan); Szafranska

i wsp. 2001 (Krakéw); Posmyk i wsp. 2001 (Krakéw); Posmyk iwsp. 2002

(Heraklion); Szafraniska i wsp. 2003 (Stard Lesnd); Posmyk i wsp. 2003 (Olsztyn))

(Zalacznik 10).
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2. PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Po wuzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych zostalam zatrudniona na
stanowisku adiunkta w Katedrze Ekofizjologii i Rozwoju Roélin UL. W dalszym ciggu
przedmiotem moich badan byly zwiazki fenolowe akumulujace sie w odpowiedzi
roélin na stres niskiej temperatury. Tym razem postanowilam zbadaé to zjawisko na
poziomie ultrastrukturalnym - cytologicznym, w tym celu nawigzalam wspolprace
z Katedra Cytologii i Cytochemii Roélin UL, dzieki ktorej bylam w stanie zlokalizowaé
zlogi fenolowe na poziomie komoérkowym i czeSciowo okresli¢ ich charakter. Analiza
ultrastrukturalna wykazala obecno$¢ zwigzkow fenolowych, w postaci ciemnych
roznigcych sie ksztaltem i wielko$cia zlogdéw, w cytoplazmie iwakuolach zaré6wno
korzeni soi rosnacych w warunkach optymalnych - kontrolnych (25°C), jak i w stresie
chlodu (5°C). W grupie kontrolnej - niestresowanej zlogi te zlokalizowane byly
gléwnie w cytoplazmie, natomiast w korzeniach chlodzonych - w wakuolach.
W chlodzie, w preparatach utrwalanych z kofeina, zlogi te nie pojawialy sie juz
w cytoplazmie, a wakuole z 1-2 zlogami iwyraznym tonoplastem (wakuole typu
pierwszego) dominowaly nad wakuolami z malymi zlogami cze$ciowo pokrywajacymi
tonoplast (wakuole typu drugiego) oraz z malymi licznymi zlogami prawie catkowicie
pokrywajacymi tonoplast (wakuole typu trzeciego). Uzyskane wyniki sugeruja, ze
przynajmniej cze$¢ zlogoéw zlokalizowanych w cytoplazmie i w pierwszym typie
wakuol (z czystym tonoplastem) reprezentowala fenole epikatechino-podobne.

Wyniki te opisano w publikacji Szafranska iwsp. 2005 (Zalacznik 9) oraz

przedstawiono na III zjezdzie PTB w Toruniu (Szafranska iwsp. 2004 (Torun))

(Zalacznik 10).

Poszukujac dalszych inspiracji naukowych nawigzalam wspolprace z Pracownig

Biotechnologii Instytutu Warzywnictwa w Skierniewicach, gdzie odbylam 3-
tygodniowy staz naukowy, podczas ktorego szkolitam sie w uzyskiwaniu linii
homozygotycznych z kultur pylnikowych i izolowanych mikrospor marchwi.
W przyszlo$ci zaowocowalo to nawigzaniem Scistej wspolpracy i pozyskaniem grantu
przyznanego przez MNiSW nt. ,Wykorzystanie kultur pylnikowych marchwi do
poszukiwania genotypow odpornych na toksyczne dzialanie jonéw miedzi” (N305
040 31/1576), ktorego bylam kierownikiem. Celem badan bylo okreslenie wplywu

Cuz* na zdolnoSci regeneracyjne zarodkdéw androgenicznych 4 rbéznych odmian
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marchwi (Narbonne, Feria, 1014 i Kazan) oraz stwierdzenie, czy rozety powstale
z tych zarodkéw mozna wykorzysta¢ do selekcji odmian odpornych/wrazliwych na
miedz. Cu2* dodawano do pozywki w 4 stezeniach: 0,1 uM (kontrola), 1 uM, 10 uM,
100 uM i po 24 tygodniach analizowano uzyskane rozety. Wrazliwo$¢ marchwi na
Cu2+ oceniano na podstawie zahamowania wzrostu, zmian w utlenianiu lipidéow
blonowych oraz zawarto$ci wolnej proliny i chlorofilu. Wyniki osiggniete w ramach
projektu wskazuja, ze badane genotypy kultur marchwi reaguja odmiennie na Cu2*
dodang do medium hodowlanego. W przypadku wszystkich odmian niskie stezenie
Cu2* (1 uM) nie wplywalo lub pobudzalo regeneracje kultur, podczas gdy u wiekszo$ci
stezenia 10 i 100 uM byly toksyczne szczegblnie po II pasazu (16 tyg). Sposrod
czterech kultur wzietych do badan, na podstawie wzrostu wybrano dwie: Feria i linie
hodowlang 1014. Marchew odm. Feria wykazywala wyzsze zdolno$ci regeneracyjne
niz 1014 gdy rosta w obecno$ci 100 uM Cu2+*. Duza ilo§¢ Cu gromadzila sie w tkankach
marchwi gdy rosly wobec najwyzszego z badanych stezen. Poczatkowo po II pasazu
wiecej Cu gromadzilo sie u odm. Feria niz 1014, lecz po III pasazu (24 tyg.) sytuacja
byla odwrotna i wiecej Cu akumulowalo sie w linii 1014. Utlenianie lipidéw blon
komorkowych nie zmienialo sie u odm. Feria podczas gdy w rozetach marchwi linii
1014 obserwowano 2-krotny wzrost zawarto$ci TBARS po II pasazu w por6wnaniu
z pasazem III. Gromadzacy sie metal powodowal stres oksydacyjny, ktéry prowadzit
do mniejszych zdolno$ci regeneracyjnych kultur linii 1014. Wzrost stezenia Cu2*
w pozywce hodowlanej powodowal takze obnizenie stezenia chlorofili. Wraz ze
wzrostem stezenia Cu2+ w pozywce u odm. Feria po II i III pasazu rosla natomiast
zawarto$¢ proliny. Podobny trend obserwowano u linii 1014, lecz chociaz w rozetach
regenerujacych w obecno$ci 10 uM Cu2* obserwowano 2-krotny wzrost zawartosci
proliny, to jednak 100 uM Cu2+* w medium powodowalo znaczny spadek zawartosci
tego aminokwasu. Wyzsza regeneracja kultur 1014 w obecnosci 10 uM Cu2* wydaje sie
by¢ spowodowana nizszym stezeniem Cu w tkankach i wyzsza zawartos$cia proliny.
Zdaje sie wiec, ze w tej linii wazng role w ochronie przed stresem metalu odgrywa
prolina, ktora zabezpiecza blony lipidowe przed uszkodzeniami spowodowanymi
Cu2+. Jednakze, stres spowodowany wysokim stezeniem Cu2* (100 uM) byl tak
wysoki, ze system antyutleniajacy byt niezdolny do przeciwstawienia sie stresowi.
W badanym materiale analizowano réwniez poziom poliamin (Put, Spd, Spm, Dap

i Cad) i jak wynika z przeprowadzonych badan, wieksze znaczenie w ochronie przed
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stresem spowodowanym badanym metalem mialy poliaminy rozpuszczalne w PCA
niz te nierozpuszczalne. W kulturach marchwi sprawdzono takze poziom kwaséw
fenolowych (zaréwno wolnych jak i w postaci estrow), ktére sa waznymi zwigzkami
zabezpieczajagcymi ro$liny przed stresem. Szczegbélna role odgrywal tu kwas
chlorogenowy, ktérego zawarto$¢ byla wyzsza u odm. Feria lepiej znoszacej wysokie
stezenia Cu2*. Wyniki uzyskane w ramach tego projektu wskazuja, ze reakcja kultur
marchwi na Cu2+ jest zr6znicowana i zalezy nie tylko od genotypu uzytego do badan,
ale tez wydaje sie od $rodowiska, z ktérego pochodzily rosliny mateczne. Efektem
wspolpracy z Pracownig Biotechnologii i realizacji w/w projektu bylo 7 publikacji

(Gorecka i wsp. 2007; Janas i wsp. 2007; Szafranska i wsp. 2009a; 2009b; 2010a,

2010b, Kowalska iwsp. 2012) (Zalacznik 9) wczasopismach polskich

i zagranicznych oraz 4 komunikaty konferencyjne (Janas i wsp. 2007 (Warszawa);

Szafranska i wsp. 2008 (Krakow); Szafranska i wsp. 2008 (Tampere): Szafranska

iwsp. 2009 (Shanghai)) (Zalacznik 10). Wramach tej kooperacji Pracownia

Biotechnologii zlecila takze naszej Katedrze wykonanie ustlug badawczych, ktorych
bylam gléwnym wykonawcg i sprawozdawca. Miedzy Instytutem Warzywnictwa im.
Emila Chroboczka w Skierniewicach a Uniwersytetem Lodzkim nawigzane zostaly
dwie umowy na wykonanie prac badawczych w ramach tematu: ,Nowa Technologia
wyprowadzania materialdow wyj$ciowych hodowli mieszancéw F; marchwi”

1) UDA-POIG.01.03.01-10-114/08-03
2) UDA-POIG.01.03.01-10-114/08-05

Moja ogromna ambicja bylo dalsze poglebianie wiedzy i rozwijanie swoich
kwalifikacji w jakim$ prestizowym osrodku naukowym, dlatego tez nawigzalam
wspolprace z prof. Massimo Delledonne - kierownikiem Katedry Biotechnologii
Uniwersytetu w Weronie. W miedzyczasie aplikowalam o 6-cio miesieczne
stypendium naukowe na wyjazd zagraniczny w Biurze Uznawalno$ci Wyksztalcenia
i Wymiany Miedzynarodowej, ktore otrzymalam. W 2006 r. Prof. Delledonne
zaprosil mnie do swojego laboratorium gdzie w sumie odbylam 1,5 roczny staz
podoktorski (Zalacznik 11). Podczas tego pobytu mialam okazje poznaé wiele
technik biologii molekularnej, lecz moim glownym projektem bylo wykorzystanie
metody cDNA-AFLP do analizy ekspresji gendéw podczas interakcji pomiedzy
melonem (Cucumis melo L.) a Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM). Projekt

,Fusamelo” wykonywany byt we wspolpracy z Centrum Naukowym Patologii Roslin w
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Rzymie oraz Centrum Naukowym Ogrodnictwa w Monsanpolo. Byl on niezwykle
wazny, poniewaz FOM jest grzybem zasiedlajagcym glebe powodujacym bardzo
powazng chorobe plantacji melona na calym $wiecie, a mianowicie naczyniowe
wiedniecie melona, nazywane inaczej tracheofuzarioza. Patogen ten jest bardzo
niebezpieczny dla upraw, gdyz poprzez formowanie chlamydospor zasiedla glebe na
wiele lat, co stanowi naprawde duzy problem we Wloszech. Celem tego projektu byla
charakterystyka opornos$ci i wrazliwo$ci melona na FOM, dzieki analizie profili
transkrypcyjnych (cDNA-AFLP) w lodygach melona infekowanych szczepami FOM
oraz identyfikacji fragmentow FOM ulegajacych ekspresji, ktore moga pomoc
wroznicowaniu szczepOw oraz charakterystyce wirulentnych dominantéw.
Materialem doswiadczalnym do analizy cDNA-AFLP byly rosliny melona odmiany
Charentais Fom-2, ktora jest oporna na szczep 0 i 1 oraz wrazliwa na szczep 2 i 1,2.
Zastosowano 3 izolaty FOM: izolat 1070 nalezacy do szczepu 1 bedacy awirulentnym
dla melona oraz 2 wirulentne izolaty nalezace do szczepu 1,2 - izolat 1018 (zaklocajacy
wzrost waskularny) i izolat 1083 (dajacy silniejsze symptomy, zaklocajacy wzrost
waskularny i parenchymatyczny). Rosliny melona w stadium czwartych lisci byly
inokulowane poprzez 30-to minutowe zanurzenie korzeni w zawiesinie konidiéw
FOM o stezeniu 1x 10%/ml. W badaniach zastosowano technike AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) pozwalajaca na selekcyjng amplifikacje
restrykcyjnych fragmentéw genomu lub c¢DNA, ktére sa rozdzielane na zelu
poliakrylamidowym. Wykonano okoto 50 takich duzych zeli poliakrylamidowych,
analizujac 128 kombinacji primeréw, co pozwolilo na wizualizacje okolo 7000
transkryptow. Wiekszo$¢ z nich nie wykazywala zadnych zmian transkrypcyjnych. Do
dalszych analiz wyselekcjonowano zatem okolo 9oo fragmentoéw, roznigcych sie
ekspresja w czasie kompatybilnych i niekompatybilnych interakcji. Sposrod
fragmentow pochodzacych z Fusarium oxysporum wybrano 150. Kolejnym etapem
bylo wyciecie z zeli interesujacych nas prazkéw, ponowna amplifikacja tych
wyselekcjonowanych fragmentow, oczyszczenie i zsekwencjonowanie. Analiza
klastrow przedstawiajacych wybrane fragmenty wykazala, ze ogromna liczba genow
byla modulowana w po6zniejszym stadium infekcji szczepem 1,2 (kompatybilna
interakcja) prawdopodobnie dzieki rozwijajacym sie symptomom lub ekspresji genow
grzybowych w silnie zainfekowanych roslinach. Liczba genéw ulegajaca specyficznej
ekspresji podczas niekompatybilnej interakcji byla relatywnie niska. Transkrypty

pochodzenia grzybowego ulegajace specyficznej (lub preferencyjnej) ekspresji
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w poszczegblnych szczepach moga stanowi¢ podstawe poézniejszych badan nad
metodami szybkiej detekcji szczepu 1,2 oraz genetyczna kontrola mechanizméw
wirulencji. Jest wiele szczepoéw Fusarium, nasze badania dotyczyly tylko 3 izolatow,

lecz uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe do bardziej szczegdélowych analiz.

Rezultaty otrzymane w ramach tego projektu zostaly przedstawione na

5 konferencjach naukowych (Szafranska i wsp. 2007 (Perugia); Fusari i wsp. 2007

(Riva del Garda); Szafranska i wsp. 2008 (Avignon); Szafranska iwsp. 2008

(Alghero); Szafranska i wsp. 2008 (Padova)) (Zalacznik 10).

Po powrocie do kraju pod koniec 2007 r. wlaczylam sie w nurt badan naukowych
Katedry Ekofizjologii i Rozwoju Roslin nad rola MEL aplikowanej do nasion
w pbzniejszej odpowiedzi siewek na czynniki stresowe. Byliémy pierwsza jednostka
naukowa, ktora jako forme aplikacji MEL zastosowala kondycjonowanie nasion
roztworem MEL. Nikt inny tego nie robil, a jako forme aplikacji najczesciej stosowano
opryski lub podlewanie roslin roztworem MEL. Zwazywszy na moje wcze$niejsze
zainteresowania naukowe, tym razem réwniez postanowilam sprawdzié, czy aplikacja
egzogennej MEL do nasion Vigna radiata wplywa na metabolizm zwigzkéw
fenolowych w kilkudniowych siewkach poddanych stresowi chlodu i ponownej
regeneracji. W efekcie tych badan powstaly 3 publikacje wchodzace w sklad
osiggniecia naukowego, ktore szczegdblowo omodwione zostaly w czesci III (Szafranska
Sp. 2012, 2013, 2014) (Zalacznik 5). Wyniki przedstawiono takze na jednej
konferencji naukowej (Szafranska i wsp. 2013a, b (Olsztyn)) (Zalacznik 10).
Kolejnym zagadnieniem, ktére postanowilam zglebi¢ byl potencjalny wplyw MEL
aplikowanej do nasion na proces fotosyntezy zachodzacy w wyrostych z nich
ro$linach. Tym razem model badawczy stanowily siewki grochu poddawane stresowi
oksydacyjnemu na skutek dzialania parakwatu (PQ). Wyniki moich badan
opublikowano w 2 publikacjach w wysoko punktowanym czasopiSmie, ktére rowniez

wchodza w sklad osiggniecia naukowego (Szafranska i wsp. 2016, 2017) (Zalacznik

5). Rezultaty tych badan zaprezentowane zostaly na 3 konferencjach naukowych

(Szafraniska i wsp. 2015 (Poznah); Szafratiska i wsp. 2014 (Zakopane), Szafrafiska i

wsp. 2017 (Zakopane)) (Zalacznik 10).
Na posiedzeniu Rady Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu Lodzkiego

w dniu 06.03.2018 r. przedstawilam tezy mojej rozprawy habilitacyjnej, ktore zostaty

przyjete jednomyslnie.
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IF IF Punkty Punkty
Osiagniecia naukowe Liczba  (@ok ... MNiSW MNiSW
publ) (rok publ) @

Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego (seria monotematycznych
publikacji)

6 13,731 15,048 160 175

Autorstwo lub wspoétautorstwo publikacji naukowych (bez publikacji wlaczonych do
osiggniecia naukowego) w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR)

Przed doktoratem 2 1,763 4,951 22 55
Po doktoracie 6 14,654 18,788 172 200
Autorstwo lub wspolautorstwo monografii, publikacji naukowych

w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych, nieuwzglednionych na liscie
Journal Citation Reports (JCR)

Przed doktoratem 3 - - 9 39

Po doktoracie

Prace oryginalne 5 - - 21 57
Publikacje
przegladowe 2 i i 12 24
Proceedings 2 - - 10 10
Rozdzialy w
monografii 3 - - 15 15
zagranicznej

RAZEM 29 30,148 38,787 421 575
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