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Streszczenie: Celem przeprowadzonych badan byto zbadanie wptywu jonéw kadmu na gal-
manowy ekotyp Alyssum montanum w warunkach kultury in vitro. Zastosowano dodatek 1;
2,515 pM chlorku kadmu do pozywki namnozeniowej. W trakcie trwania kultury sprawdza-
no wspoétczynnik namnazania, prowadzono pomiary biometryczne, oceniano $wieza i sucha
masg regenerowanych organdéw oraz kondycje¢ fizjologiczna kultur poprzez pomiar zawarto-
$ci chlorofili. Badany ekotyp mozna efektywnie rozmnaza¢ wegetatywnie w obecnosci jonow
kadmu w podtozu hodowlanym, jednak poszczegélne stezenia CdCl, w rézny sposob oddzia-
tywaty na oceniane cechy morfometryczne mnozonych mikroroslin. Wyzsze wartosci pomia-
row uzyskano w kulturach prowadzonych na pozywkach wzbogaconych w chlorek kadmu
anizeli na pozywkach kontrolnych bez dodatku CdCl,. Najwyzsza masg¢ pedow, wynoszaca
ponad 11 mg, uzyskano w trakcie kultywacji badanego ekotypu na zmodyfikowanej pozywce
WPM wzbogaconej w 0,5 uM CdCl,, natomiast najwigkszg liczbg pgdow na pozywce wzbo-
gaconej w 5 uM tej soli.

Stowa kluczowe: smagliczka, kadm, ekotyp galmanowy, kultury in vitro.

Summary: The aim of this study was to determine an impact of cadmium ions on calamine
ecotype of Alyssum montanum, using in vitro culture. The propagation medium was supple-
mented with different concentrations of cadmium chloride, that is 0.5 uM; 2.5 pM and 5 pM.
During the cultivation of microshoots propagation coefficient, leaf blade surface coefficient,
fresh, dry weight and numerous biometric features were evaluated. Studied ecotype can be
propagated in vitro on modified WPM medium supplemented with cadmium ions, but indi-
vidual CdCl, concentrations differentially affected evaluated morphometric traits of studied
culture. The higher values of some traits were obtained on media supplemented with cadmium
chloride in comparison to control ones. The highest shoot mass (above 11 mg) was obtained
on modified WPM supplemented with 0,5 uM CdCl,, whereas the highest number of regen-
erated shoots were obtained on the same medium supplemented with 5 uM of the same salt.

Keywords: alysson, cadmium, calamine ecotype, in vitro trial.
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1. Wstep

Badania dotyczace wplywu poszczegdlnych substancji wywolujacych zanieczysz-
czenie srodowiska na rosliny umozliwiaja poszerzenie doboru gatunkoéw przydat-
nych do praktycznego wykorzystania w oczyszczaniu $rodowiska z wszelakich
zanieczyszczen, w tym rowniez z metali cigzkich [Mierek-Adamska i in. 2009; Ha-
nus-Fajerska i in. 2011]. W prezentowanej pracy okreslano wplyw zawartosci jo-
néw kadmu w podtozu na Alyssum montanum, gatunek nalezacy do rodzaju znanego
z licznych hiperakumulatorow metali cigzkich [Mengoni i in. 2009; Abou-Shanab
1 in. 2010]. Przeprowadzono oceng¢ reakcji A. montanum na zré6znicowang zawar-
tos¢ pierwiastka balastowego w podtozu na przyktadzie kadmu. Material wyjsciowy
do badan w warunkach kultury in vitro stanowily pobrane z terenu pedy naturalnej
populacji galmanowej, czyli populacji przystosowanej do wzrostu i rozwoju na te-
renach o ekstremalnie wysokich stg¢zeniach Zn i Pb z domieszka Cd. Z tego wzgle-
du zastosowano wzrastajace dawki jonow kadmu, ktoére aplikowano do pozywki
w formie chlorku kadmu. Celem przeprowadzonych badan bylo zbadanie wptywu
jonow kadmu na efektywno$¢ rozmnazania in vitro galmanowego ekotypu A/lyssum
montanum. Perspektywicznym celem podjetych badan jest wyselekcjonowanie linii
0 podwyzszonym stopniu odpornosci na kadm.

2. Material i metody

Materiat roslinny stanowil jeden z gatunkow Alyssum (Brassicaceae Burnett, synon.
krzyzowe, Cruciferae Juss.). Do badan wybrano smagliczke pagérkowa (Alyssum
montanum L), a w prezentowanej pracy zajmowano si¢ ekotypem galmanowym
tego gatunku. Pedy i nasiona pozyskano ze stanowisk zlokalizowanych w okolicy
Olkusza, w obrgbie hatd o wysokiej zawartosci cynku i olowiu. Pilotazowy etap
doswiadczen polegat na uzyskaniu aseptycznej kultury badanego gatunku, co z kolei
umozliwito rozmnazanie materiatu za posrednictwem kultur tkankowych. Apikalne
fragmenty pgedow umieszczono pionowo w pozywce inicjacyjnej [E. Muszynska,
dane nie publikowane]. W trakcie rozpoczynania doswiadczenia zdrowe, witalne
pedy o dhugosci 15-20 mm przenoszono na zestalong pozywke opartag na zmody-
fikowanym sktadzie WPM [Lloyd, McCown 1980] (tab. 1) o pH 5,8. W trakcie jej
sporzadzania do poszczegolnych objetosci dodano odpowiednie stezenia chlorku
kadmu (1; 2,5 badz 5 uM), co oznaczono w zestawieniu tabelarycznym I, 11, III
(tab. 1). Pozywka kontrolna o analogicznym sktadzie nie zawierata chlorku kadmu.
Naczynia do wzrostu kultur stanowity kolby Erlenmayera o pojemnosci 250 cm?
ktore zawieraly 20 cm?® podtoza do wzrostu kultur. Kultury prowadzono w komorze
wegetacyjnej z regulowang temperatura (24°C £ 2°C) i wilgotnoscia powietrza, na-
swietlanej swiattem bialym z zachowaniem fotoperiodu 16/8h, przy uzyciu §wiatta
biatego o natgzeniu promieniowania kwantowego 80 pmol m?s! (PAR).
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Tabela 1. Sktad pozywek stosowanych w trakcie namnazania Alyssum montanum

Rodzaj Makroelementy Mikroelementy ZWIZ.}Zkl Inne. .
ozywki [mg x dm] [mg x dm] organiczne sktadniki
b [mg x dm”] [g * dm”]
Kontrolna | 400 NH,NO, 27,8 FeSO, x TH,0 0,1 tiamina 20 Sacharoza
96 CaCl, 2H,0 37,3 Na,EDTA x 2H,0| 0,5 pirydoksyna 8 Difco Agar
370 MgSO, 7TH,0 6,2 H,BO, 0,5 kwas 0,6 Wegiel
170 KH,PO, 29,43 MnSO, 4H,0 nikotynowy aktywowany
556 Ca(NO,),4H,0 |8,6 ZnSO, TH,0 100 mezoinozytol |0,5 PVP
990 K,SO, 0,25 NaMoO, 2H,0 | 1,0 glicyna 0,65 mg glukonian
0,25 CuSO, 5H,0 2,52iP; 1 NAA wapnia
I Jw. JwW. JW. jw. +1 pM CdCl,
1T Jw. JwW. Jw. jw. +2,5 uM CdCl,
I Jw. JwW. JW. jw. +5 uM CdCl,

Zrodto: badania wlasne.

Doswiadczenie prowadzono w trzech powtorzeniach dla kazdego stezenia
CdCl,, w zwigzku z czym zastosowano 3 traktowania kontrolne. Jako powtorzenie
traktowano pojedyncze naczynie hodowlane, zawierajace 10 eksplantatow (pedow),
przy czym caly uktad eksperymentalny przeprowadzono dwukrotnie.

Po uptywie sze$ciu tygodni od momentu zatozenia do§wiadczenia dokonywa-
no parametrow biometrycznych. Liczono oraz mierzono dtugo$¢ zregenerowanych
mikropedow i korzeni przybyszowych, okreslano wspotczynnik namnazania kultur
(proporcja liczby uzyskanych peddéw do liczby eksplantatéw), liczbe migdzywezli
(dane niepokazane), wspotczynnik powierzchni blaszki liSciowej (iloczyn diugo-
$ci 1 szerokosci liscia), okreslono §wiezg i suchg mase pedow oraz korzeni metoda
wagowo-suszarkowg. Suchg mase uzyskano przez suszenie tkanek w temperaturze
105°C do uzyskania statej masy.

Zawartos¢ chlorofili zostala oznaczona spektrofotometrycznie wedtug metody-
ki zaproponowanej przez Lichtenthaler [1987]. Zgodnie z przyjeta procedura 0,1 g
$wiezego materiatu zmieszano z 15 ml 80% acetonu, nastepnie ekstrakt wytrzasano
przez 1 h w temp. 4°C, po czym odwirowano (15 min, 3000 rpm). Odzielono su-
pernatant i finalnie dokonano pomiaru absorbancji przy zastosowaniu dtugosci fali
663 nm, 646 nm i 470 nm. Weryfikowano zawartos¢ chlorofilu a (chl. a) i chloro-
filu b (chl. b), a uzyskane wartosci przeliczano zgodnie ze wzorem zaproponowa-
nym przez Wellburna [1994].

Dane liczbowe poddano analizie statystycznej, wykorzystujac program kompu-
terowy STATISTICA 10 firmy StatSoft. Do okreslenia istotno$ci roznic pomigdzy
srednimi wartosciami okreslonych pomiaréw wyznaczono grupy jednorodne przy
zastosowaniu testu Tukeya 1 przy poziomie istotnosci a < 0,05.
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3. Wyniki

Badany ekotyp Alyssum montanum bez trudnosci rozmnazano wegetatywnie w wa-
runkach kultury in vitro. Mnozone pedy nie zamieraly w trakcie wzrostu na po-
zywkach z dodatkiem jonéw kadmu, jednakze zastosowane stezenia chlorku kadmu
wywieraly zréznicowany wplyw na odpowiedz morfogenetyczna kultywowanych
mikroroslin. Uzyskana w trakcie prowadzonego eksperymentu warto$¢ wspot-
czynnika namnazania na pozywkach wzbogaconych w jony kadmu wynosita w po-
szczegolnych wariantach od 3,0 do 3,8 1 byta wyzsza w porownaniu do traktowania
kontrolnego, w ktérym wynosita 2,3 (tab. 1 1 2). Po uptywie szesciu tygodni od mo-
mentu zatozenia doswiadczenia dtugo$¢ mnozonych pedow byta wyraznie zréznico-
wana i dla poszczeg6lnych stgzen Cd** zawierala si¢ w przedziale od 1,7 do 2,5 cm
(rys. 1A). Najwyzsza $rednig liczbe 117 pedoéw potomnych otrzymano na pozywce
wzbogaconej o 0,5 uM CdCl,, natomiast najnizszg, wynoszgcg 68 — na pozywce
kontrolnej. Niemniej nie stwierdzono jednoznacznej zaleznosci pomiedzy liczbg
zregenerowanych pedéw potomnych, a ich dlugoscig odnos$nie grup jednorodnych.
Najwyzszy wspotczynnik powierzchni blaszki liSciowej, wynoszacy 42, osiagnety
liscie pgdow kultywowanych na pozywce zawierajacej 0,5uM CdCl, (tab. 2). Wigk-
szo$¢ lisci zregenerowanych w trakcie trwania kultury byta rozwinigta w prawidto-
wy sposob, cho¢ sporadycznie na blaszkach lisciowych mikroroslin mnozonych na
pozywce z dodatkiem 5 uM CdCl, zaobserwowano drobne brunatne badz chloro-
tyczne plamki, co mozna uznaé jako symptom toksycznosci jonéw kadmu. Z kolei
liczba migdzywezli pedow potomnych byla stosunkowo wyréwnana dla wszystkich
zastosowanych stgzen stosowanej soli (dane niepokazane). Kolejne etapy ryzogene-
zy zachodzity w zblizony sposob we wszystkich wariantach do§wiadczenia, a liczba
korzeni oraz ich dlugos¢ byly wyrownane (tab. 2, rys. 1B). Nie zaobserwowano
wyraznych zalezno$ci pomigdzy liczbg uzyskanych korzeni a ich dtugoscia.

Tabela 2. Srednie warto$ci parametréw morfometrycznych uzyskanych w 6-tygodniowych kulturach
Alyssum montanum, mnozonych na pozywkach z dodatkiem chlorku kadmu
oraz na pozywce kontrolnej

CQCI? . , Wspodtczynnik Liczba .]’31?szka
stezenie Liczba pedow . . . lisciowa —
mikrorozmnazania korzeni , .
[uM] wspolczynnik
0 68c 2,3b 32a 13,8¢c
0,5 117a 3,9a 28a 42a
2,5 91b 3,0a 28a 33,6b
5 113a 3.8a 30a 17,5¢

* Wartosci oznaczone taka samg litera nie roznig si¢ istotnie miedzy soba przy poziomie istotnosci
a=0,05.

Zrodto: badania wlasne.
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Dodatek chlorku kadmu do podtoza skutkowal wzgledng redukcja zawartosci
barwnikow fotosyntetycznych w zregenerowanych pedach Alyssum montanum. Za-
warto$¢ chlorofilu a zmniejszyta si¢ relatywnie wraz ze wzrostem stgzenia CdCl,
(rys. 2). Po szesciu tygodniach kultywacji na zmodyfikowanej pozywce WPM z do-
datkiem réznych stezen chlorku kadmu obnizenie zawartosci chlorofilu b byto wy-
raznie silniejsze w grupie pedoéw rozmnazanych na podlozu zawierajgcym 5 uM
CdCl, (6 razy nizsza chl. b w poré6wnaniu z obiektami kontrolnymi) niz w odniesie-
niu do kultury prowadzonej na pozywce z dodatkiem 2,5 uM CdCl, (3 razy nizsza
zawartos¢ wzgledem kontroli) i 2-krotnie nizsza u roslin z pozywki zawierajacej
1 uM tej soli, chociaz réznice te nie byty statystycznie istotne.
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Rys. 1. Wykresy przedstawiajace $rednie wartosci dtugosci mikropedow (A)
i zregenerowanych korzeni przybyszowych (B) Alyssum montanum kultywowanej przez 6 tygodni
na pozywce kontrolnej lub z dodatkiem CdCl,

Zr6dto: badania wiasne.
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Rys. 2. Zawartos¢ chlorofilu a (chl. a) i chlorofilu b (chl. b) wyrazona w mg/g"' $.m,
oznaczona w mikropedach Alyssum montanum, po szesciu tygodniach wzrostu na pozywkach
zawierajacych chlorek kadmu oraz na pozywce kontrolne;j

Zrodto: badania wiasne.

4. Dyskusja

Reakcje roslin na kadm w duzej mierze sg uzaleznione od st¢zenia tego pierwiastka
w $rodowisku ich wzrostu oraz od genotypu badanej populacji [Irfan 2013]. W od-
niesieniu do materiatu roslinnego do podstawowych objawow toksycznosci kadmu
zalicza si¢ plamistos$¢ chlorotyczng i nekrotyzacje blaszek lisciowych, zaczerwienie-
nia nerwacji lisci 1 ich kedzierzawienie, a takze ograniczenie wzrostu elongacyjnego
korzeni. Kadm powoduje rowniez zaburzenia fotosyntezy, destrukcyjne przemiany
zwiazkow azotowych, zmiany przepuszczalnosci bton komoérkowych i degrada-
cje struktury DNA [Porebska, Gworek 1999; Kabata-Pendias, Pendias 2001]. Do-
bor gatunku i odmiany rosliny wptywa znaczgco na mozliwosci pobierania jonow
kadmu za posrednictwem systemu korzeniowego [Ociepa-Kubicka 2012]. Reakcja
poszczegdlnych gatunkow na jony kadmu jest przedmiotem badan kilku zespotow
naukowych, lecz prowadzone sg one w warunkach in vivo [Porgbska, Gworek 1999;
Irfan i in. 2013; Marmiroli i in. 2013]. Zastosowanie technik in vitro w odniesieniu
do przedstawicieli flory galmanowej daje mozliwo$¢ uzyskania cennego materiatu
roslinnego w niezwykle szybkim czasie. Mikrorozmnazanie umozliwia podwyz-
szenie wspotczynnika namnazania w poréwnaniu z efektem, ktory mozna uzyskaé
w warunkach naturalnych. Co wigcej — opracowanie skutecznych technik umozliwia
zachowanie cennych genotypow tolerujacych czynniki stresowe oraz stwarza nowe
mozliwosci badawcze [Kopyra, Gwozdz 2004; Rybczynski, Mikuta 2006]. Poten-
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cjat fitoekstrakcyjny kadmu przez dwa gatunki z rodzaju Alyssum zostat zbadany
przez Barzantiego i in. [2011]. Zespo6t ten poddat analizie ekotyp seprentynitowy
A. bertoloni, a takze dwie populacje A. montanum — populacje serpentynitowq (za-
adaptowang do wzrostu na glebach serpentynitowych) oraz referencyjng populacje
z nieskazonego terenu. Kadm aplikowano w formie siarczanu kadmu. Populacja ser-
pentynitowa A. montanum wykazala wysoki poziom tolerancji i zdolno$¢ do akumu-
lacji jonow kadmu [Barzanti i in. 2011]. Autorzy wzmiankowanej publikacji uwa-
zaja za niezbgedne w celu weryfikacji przydatnosci okreslonego ekotypu Alyssum
do fitoekstrakcji kadmu przeprowadzenie badan terenowych. Analogiczne podejscie
stosujemy w przypadku niniejszych badan. Aby potwierdzi¢ przydatnos¢ galmano-
wego ekotypu 4. montanum do fitoekstrakcji kadmu, w chwili obecnej prowadzone
sg doswiadczenia mikropoletkowe. Na podstawie wynikow prezentowanych ekspe-
rymentow, a takze zgodnie z danymi literaturowymi [Olko 2008] nalezy stwierdzic,
ze wyniki moga by¢ obiecujace. Tak sprecyzowany cel dlugoterminowy ma aspekt
aplikacyjny, w przyszto$ci bowiem istnieje szansa wykorzystania wyselekcjonowa-
nych klonéw Alyssum montanum do oczyszczania terendw skazonych kadmem.

5. Whnioski

1. Galmanowy ekotyp Alyssum montanum mozna efektywnie rozmnaza¢ wege-
tatywnie w warunkach in vitro z dodatkiem chlorku kadmu.

2. Stezenia 1; 2,515 pM CdCl, zastosowane w pozywce namnozeniowej wywarty
zroznicowany wptyw na cechy morfometryczne 4. montanum — stymulowaly namna-
zanie i wzrost elongacyjny mikropedow, lecz nie odzialywly wyraznie na ryzogeneze
i na dlugos$¢ regenerowanych korzeni przybyszowych.

3. Ekotyp Alyssum montanum naturalnie porastajacy haldy galmanowe wykazat
w tescie in vitro przystosowanie do podwyzszonych zawartosci kadmu w podtozu.
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