Streszczenie

Niniejsza praca koncentruje si¢ na dwoch najczesciej uprawianych gatunkach gryki: gryce
zwyczajnej (Fagopyrum esculentum Moench) oraz gryce tatarce (F. tataricum (L.) Gaertn).
Rosliny te stanowig naturalne zrodto biologicznie aktywnych substancji, ze wzgledu na wysoka
zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych, flawonoidow oraz biatek. Jednak ich plonowanie odznacza
si¢ niska wydajnos$cia i niestabilnoscia, co ogranicza uprawe gryki w Polsce 1 Europie. W celu
zwigkszenia plonu oraz poprawy wybranych cech gryki istotne znaczenie maja kultury in vitro.
Kultura protoplastow stanowi uzyteczne narze¢dzie, ktére w potaczeniu w technikami inzynierii
genetycznej moze by¢é wykorzystane w programach hodowlanych w celu poszerzenia
zmienno$ci genetycznej.

Pierwszym etapem badan prezentowanej rozprawy doktorskiej byto przeprowadzenie
szeregu eksperymentéw majacych na celu opracowanie warunkow skutecznej Kkultury
protoplastow w/w gatunkéw gryki. W zwiagzku z czym zbadano wptyw: 1) materiatu
donorowego do izolacji protoplastow, 2) podloza do immobilizacji protoplastow,
3) fitosulfokiny, 4) auksyn i cytokinin oraz 5) absorbentéw i inhibitorow zwigzkow fenolowych
na aktywnos$¢ podzialowa w kulturze protoplastow. Wykazano miedzy innymi, ze kalus
charakteryzujacy si¢ wysokim potencjalem regeneracyjnym jest lepszym materiatem
donorowym w kulturach protoplastow W poréwnaniu do hipokotyli siewek. Podobnie,
immobilizacja protoplastow w agarozie korzystnie wptywa na ich rozw6j w porownaniu do
immobilizacji w alginianie. Ponadto udowodniono, Ze suplementacja bazowej pozywki w
fitosulfoking skutecznie przetamuje latencj¢ podziatowa w kulturach protoplastow gryki.
Natomiast zastosowanie odpowiedniego zestawu cytokinin do regeneracji kalusa otrzymanego
z kultury protoplastow pozwolilo na regeneracj¢ roslin w stosunkowo krotkim czasie tj. 2-5
miesiecy od momentu regeneracji.

Zaobserwowane roznice w dynamice rozwoju kultury protoplastow oraz sposobie
regeneracji staly si¢ podstawg drugiej cze$ci badan ukierunkowanej na przeprowadzenie
bardziej szczegotowych analiz. Analizie poddano trzy punkty czasowe kultury, podczas
ktorych obserwowano pierwsze podziaty komorkowe, formowanie kolonii komorkowych oraz
rozwdj minikalusa. Celem tych badan byto poznanie zmian jakie zachodza w 1) rozmieszczeniu
wybranych komponentéw $ciany komorkowej, 2) proteomie oraz 3) ekspresji wybranych
gendw 1 czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z somatyczng embriogenezg podczas

rozwoju kolonii komorkowych w kulturze protoplastow.



Analiza przestrzenno-czasowego rozmieszczenia sktadnikow $ciany komorkowej
ujawnita zmienng dystrybucj¢ tancuchéw bocznych pektyn (ramnogalakturonanu I) jak rowniez
ekstensyn, co $wiadczy o roznicowaniu si¢ kolonii komoérkowych. Analiza proteomiczna
wykazata wzrost akumulacji bialek zwigzanych z gromadzeniem substancji zapasowych jak
roOwniez biatek zwigzanych z somatyczng embriogenezg, co moze wskazywaé na
przygotowanie kultury do zdarzen somatycznej embriogenezy.

Uzyskane wyniki, moga pomoéc w zrozumieniu kluczowych proceséw zachodzacych
podczas rozwoju kultury protoplastow prowadzacych w efekcie koncowym do regeneracji
roslin. W szerszej perspektywie wyniki te mogg przyczyni¢ si¢ do rozwoju przyszitych

programéw hodowlanych gryki.



