STRESZCZENIE

Rozprawa doktorska dotyczy tolerancji komoérek roslinnych na metale cigzkie —
waznej i aktualnej problematyki zwiazanej z postgpujacym zanieczyszczeniem srodowiska
metalami ciezkimi, czego skutkiem jest niszczenie siedlisk i spadek bioréznorodnosci roslin.
Znaczenie roslin o wysokiej tolerancji na metale cigzkie oraz znajomos$¢ mechanizmow
tolerancji sa kluczowe w procesie ochrony srodowiska zanieczyszczonego metalami cigzkimi.
Rosliny tolerancyjne moga by¢ doskonalym materialem nie tylko do rekultywacji obszarow
zdegradowanych przez przemyst wydobywczy badz hutniczy, ale tez do oczyszczania gleb z
metali ciezkich (fitoremediacja).

Nadrzednym celem rozprawy doktorskiej bylo ustalenie czy tolerancja na metale
ciezkie jest cechg konstytutywng (wrodzong) w rodzaju Viola L. Poziom tolerancji i reakcje
komorek roslinnych na dziatanie cynku i otowiu ustalono na modelu zawiesin komorkowych
czterech gatunkow z rodzaju Viola. Stopien tolerancji komoérek mierzono za pomoca ich
przezywalnosci, akumulacji metali oraz zdolnosci komorek do podzialow i réznicowania si¢
w tkanki i organy po dodaniu cynku i otowiu do zawiesiny komoérkowej. Rodzaj Viola jest
bardzo dobrym modelem do badania tolerancji i adaptacji roslin do podwyzszonych stezen
metali cigzkich w glebie, poniewaz obejmuje wiele gatunkow metalolubnych (metalofity),
wystepuja tez gatunki, ktore nie kolonizujg terendw zanieczyszczonych (niemetalofity).

Do badan wybrane zostalty gatunki posiadajgce rézny poziom adaptacji wzgledem
metali ciezkich (Zn i Pb) w glebie, oszacowanej na podstawie miejsc ich wystgpowania
(tereny metalonosne vs niemetalonosne): V. lutea ssp. westfalica (metalofit obligatoryjny,
wystepujacy wylgcznie na terenach zanieczyszczonych), V. tricolor (metalofit fakultatywny,
wystepujacy na glebach zanieczyszczonych — genotyp MET oraz niezanieczyszczonych —

genotyp NMET), V. arvensis (metalofit przygodny, sporadycznie zasiedlajacy tereny



zanieczyszczone) oraz V. uliginosa (gatunek nie wystepujacy na obszarach
zanieczyszczonych metalami cigzkimi).

W rozprawie doktorskiej postawione zostaly nastepujace hipotezy badawcze: 1)
gatunki z rodzaju Viola wykazuja podwyzszong tolerancj¢ na cynk i olow; 2) komorki
wybranych gatunkéw akumulujg cynk i oféw; 3) metale cigzkie sq odktadane w komorce
glownie w S$cianie komorkowej i wakuoli jako mechanizm detoksykacji; 4) komorki
przezywajace traktowanie wysokimi st¢zeniami metali cigzkich sg zdolne do podziatow,
roznicowania si¢ i regeneracji roslin o wyzszej tolerancji na metale ciezkie niz roslina
wyjsciowa; 5) obumieranie komorek w zawiesinie pod wplywem dziatania metali cigzkich
jest wynikiem programowanej $mierci komorki (PCD); 6) specyficzne enzymy podobne do
kaspaz biorg udziat w inicjacji PCD wywolanej metalami ci¢zkimi.

Dla wszystkich badanych gatunkow/genotypéw ustalono stopien przezywalnosci
komorek i akumulacje metali; zdolnos¢ komérek, po dzialaniu cynku lub olowiu, do
podziatéw, roéznicowania i regeneracji roslin na modelu V. arvensis; lokalizacja metali w
komorce oraz mechanizm $mierci komorek na modelu V. tricolor NMET.

Zawiesina komorkowa wybranych gatunkéw zostala wuzyskana z kalusa
zaindukowanego z fragmentow lisci na stalej pozywce MS z dodatkiem 2 mgL"' 2,4-D + 2
mgL"' BAP. Zawiesiny komoérkowe byty traktowane oddzielnie solami cynku (ZnSO4x7H>0)
i olowiu (Pb(NOs),;) w stezeniach: 200 uM, 500 puM, 1000 pM, 2000 uM oraz 0 pM jako
kontrola. Zywotno$¢ komdrek zostata ustalona z wykorzystaniem testu alamarBlue po 24, 48 i
72 godz. traktowania metalami. Wyniki testow zywotnosci potwierdzity wysoka tolerancje na
Zn i Pb zaréwno metalofitow jak i niemetalofita. Zawarto$¢ metali w biomasie zywych
komoérek zostata ustalona z wykorzystaniem atomowe;j spektrometrii absorpcyjnej (AAS) po
traktowaniu zawiesiny komorkowej Zn lub Pb w stezeniu 2000 pM przez 72 godz. Wybrane

gatunki/genotypy wykazywaly zdolnosci hiperakumulacyjne w stosunku do metali,



akumulujgc oba pierwiastki w stezeniu wyzszym niz dodawane do medium. Odktadanie
metali w strukturach komérkowych zostato ustalone na modelu V. tricolor NMET za pomoca
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) z mikroanaliza rentgenowska po 72 godz.
traktowania Zn lub Pb w stezeniu 2000 uM. Metale byly odkladane glownie w wakuoli i
$cianie komorkowej, strukturach niewrazliwych na dziatanie metali cigzkich. Komorki
przezywajgce najwyzsze stezenia, po 72 godz. zostaly wylozone na pozywki stale, ulegaly
podzialom i proliferacji. Z komoérek V. arvensis zaindukowano powstawanie pedow
przybyszowych, ktore nastepnie ukorzeniono. Zregenerowane rosliny  zostaly
zaaklimatyzowane, doprowadzone do kwitnienia 1 owocowania. Komorki regenerantow V.
arvensis wykazywaly wyzsza (o ~12%) tolerancje na Pb niz komorki rosliny wyjsciowe;,
ustalong na podstawie analizy zywotnosci komdrek po traktowaniu metalami, co posrednio
pozwolilo stwierdzié, ze regeneranty wyprowadzone z komorek traktowanych olowiem maja
podwyzszona, w stosunku do roslin wyjsciowych, tolerancje na ten metal. Wysoka
frekwencja (6.8-19.6%, 21.8-30.1%, Zn 1 Pb odpowiednio) komorek ulegajgcych
programowanej $mierci po dzialaniu metalami zostala oszacowana z wykorzystaniem testu
TUNEL na modelu V. tricolor NMET. Mechanizm $mierci komorek zostat zidentyfikowany
na podstawie analizy Western blot 1 Ligand blotting z wykorzystaniem inhibitorow enzymow
podobnych do kaspaz. Analizy wykazaly, ze proteazy cysteinowe podobne do papainy
(PLCPs) indukujg programowang $mier¢ komorki na skutek dziatania cynkiem i olowiem.
Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej pozwolily na zdefiniowanie roli
pojedynczej komorki w mechanizmie tolerancji roslin, sprawdzenie zdolnosci komorek
poddanych ekstremalnemu stresowi abiotycznemu do podjecia podzialdow i regeneracji roslin
oraz na wykrycie mechanizmow biorgcych udzial w smierci komorek w odpowiedzi na stres
wywotany metalami ciezkimi. Komorki badanych taksondéw charakteryzowata tolerancja na

wysokie stgzenia metali w medium oraz zdolnos¢ do ich hiperakumulacji, co pozwala



wnioskowaé o konstytutywnej (wrodzonej) tolerancji na cynk i otéw wybranych do badan
gatunkow/genotypow. Kultury zawiesinowe komorek okazaly si¢ by¢ doskonatym modelem
do badania mechanizmoéw tolerancji roslin. Uzyskane wyniki s3 waznym, nowym
osiggnieciem i stanowia podstawe do dalszych badan w zakresie rekultywacji/fitoremediacji
gleb z wykorzystaniem wyselekcjonowanych genotypéw o podwyzszonej tolerancji na metale
ciezkie. m
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ABSTRACT

The doctoral dissertation concerns tolerance of plant cells to heavy metals — important

and current problem related to the progressive pollution of the environment with heavy
metals, leading to the destruction of plant habitats and to the reduction of the biodiversity. The
importance of plants with high tolerance to heavy metals, knowledge of tolerance mechanisms
are crucial for environmental protection of areas polluted with heavy metals. Tolerant plants
can be an excellent material not only for the recultivation of areas degraded by the metallurgy
and mining industry but also for the cleaning up of heavy metal polluted soils

(phytoremediation).

The main objective of the doctoral dissertation was to determine whether tolerance to
heavy metals is a constitutive (innate) character in Viola L. genus. The level of tolerance and
respond of plant cells to zinc and lead were determined on the cell suspension model of five
Viola species. The tolerance level was determined by the degree of cell survivability
(frequency of viable cells), heavy metal accumulation and cells ability to divide and
differentiation after heavy metal addition to the cell suspension cultures. Viola is a good
model for study plant tolerance and adaptation mechanisms to heavy metal polluted soils, due
to enclosing many species which are metallophytes (adapted to growth at polluted with heavy
metal sites), but also plants not colonizing metalliferous soils (nonmetallophytes).

Species representing different metallophyte status (from metalliferous and
nonmetalliferous soils), were chosen for the studies: V. lutea ssp. westfalica (obligate
metallophyte, exclusively occurring on metalliferous soils); V. tricolor (facultative
metallophyte with two genotypes: metallicolous — MET and nonmetallicolous — NMET); V.
arvensis (accidental metallophyte, spontaneously inhabiting polluted areas) and V. uliginosa

(nonmetallophyte).



In the PhD dissertation the following research hypotheses were established: 1) Viola
species have enhanced tolerance to zinc and lead; 2) cells of all selected species/genotypes
accumulate zinc and lead; 3) heavy metals in cells are deposited mainly in cell wall and
vacuoles as detoxification mechanism; 4) heavy metal cell survivors are able to divide,
differentiate and to regenerate into plants with enhanced tolerance level to Zn and Pb than the
initial plant; 5) cell death after heavy metal treatments is a result of programmed cell death
(PCD); 6) the specific caspase-like enzymes play a role in PCD induced by heavy metals.

Cell survival and metal accumulation were determined for all studied
species/genotypes; the ability of cells, after treatment with zinc or lead, to divide, differentiate
and regenerate plants was determined on the V. arvensis model; metal distribution in cell
structures and the mechanism of cell death were determined on the V. tricolor NMET model.

Cell suspension cultures of selected species/genotypes were obtained from callus
tissue induced from leaves fragments on MS medium supplemented with 2 mgL™" 2,4-D + 2
mgL™" BAP. Cell suspension cultures were treated with Zn (ZnSO4*7H,0) or Pb (Pb(NOs),)
solely applied to the medium in concentrations: 200 uM, 500 uM, 1000 pM, 2000 uM and 0
uM as a control. Cell viability was determined using alamarBlue assay after 24, 48 and 72 h
of treatments. Results showed the high tolerance levels to Zn and Pb of both metallophytes
and nonmetallophyte. The accumulation of heavy metals in the viable cells was determined
using atomic absorption spectrometry (AAS) after treatment with Zn or Pb with 2000 uM for
72 h. Cells of all studied Viola species/genotypes represented hyperaccumulation ability to Zn
and Pb. Cells accumulated heavy metals in higher concentration than the concentration added
to the medium. The deposition of heavy metals in cells was determined after treatment with
2000 uM of Zn or Pb for 72 h by transmission electron microscopy (TEM) with X-ray
microanalysis using V. tricolor NMET as a model. Heavy metals were deposited mainly in

cell wall and vacuoles — the insensitive to heavy metals cell structures. Heavy metal cell



survivors were able to divide and proliferate. Organogenesis and fully fertile regenerated
plants, acclimatized to the outdoor conditions, were obtained from V. arvensis cells. The cells
of V. arvensis regenerants represented higher (by ~12%) tolerance level to Pb than the cells of
initial plant, what allows to extrapolate that regenerants have enhanced tolerance to Pb. The
high frequency (6.8-19.6%, 21.8-30.1%, Zn and Pb, respectively) of cells undergoing
programmed cell death was established using TUNEL assay on V. tricolor NMET model. The
mechanism of cell death was determined using Western blot and Ligand blotting with the use
of selected caspase-like enzyme inhibitors. Results showed that papain-like cysteine proteases
(PLCPs) induce programmed cell death after heavy metal treatment.

The results obtained in the doctoral dissertation allowed to determine the role of a
single cell in plant tolerance mechanism against heavy metals, ability of cells to divide and to
regenerate into plants after heavy metal treatment and to reveal the mechanisms of plant cell
death induced by heavy metal stress. The cells of the studied taxa were characterized by
tolerance to high concentrations of heavy metals in the medium and the ability to
hyperaccumulate them, which makes it possible to conclude on the constitutive (innate)
tolerance to zinc and lead of species/genotypes selected for this study. Cell suspension culture
is a good model for the study of the tolerance mechanisms to heavy metals. The results of
doctoral dissertation are a new achievement for the current knowledge and are basis for
further studies including recultivation/phytoremediation of pollutes soils with the use of

selected genotypes with enhanced tolerance to heavy metals.
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