Streszczenie

Rodzaj Fagopyrum to grupa ro$lin dwuliSciennych nalezaca do rodziny rdestowatych. Rodzaj
obejmuje 22 gatunki, zarowno jednoroczne, jak i wieloletnie, ktore rosng gtownie na wyzynach
euroazjatyckich. Najwazniejszymi uprawianymi gatunkami sg gryka zwyczajna (F. esculentum,
zwana rowniez stodkg gryka) i gryka tatarka (F. tataricum, zwana rowniez gorzkg gryka). Do
gldwnych przyczyn ograniczonej powszechno$ci uprawy gryki w Polsce i Europie naleza niskie
plony, roznice w nawykach zywieniowych oraz ograniczona $wiadomos$¢ producentow
zywnosci 1 konsumentow dotyczgca wartosci odzywcezej oraz innych korzystnych wlasciwosci
gryki. Biotechnologia oparta na protoplastach i systemy regeneracji ro§lin stanowig obiecujace
podejscie do przezwyciezenia tych ograniczen, ulatwiajagc badanie przeprogramowania
komoérkowego, totipotencji i hybrydyzacji somatycznej w kontrolowanych warunkach.
Niniejsza rozprawa doktorska koncentruje si¢ na F. tataricum i F. esculentum jako systemach
modelowych do badania rozwoju protoplastow, procesOw morfogenezy oraz de novo
rekonstrukcji $ciany komorkowej komorek hybrydowych F. esculentum (+) F. tataricum,
zajmujac si¢ krytycznymi lukami w tych procesach. Badania miaty na celu optymalizacje
izolacji protoplastow i warunkéw hodowli poprzez ocen¢ materialu zréodtowego, metod
immobilizacji 1 dodatkow do podtozy hodowlanych; zwigkszenie regeneracji roslin poprzez
morfogeneze za posrednictwem cytokininy; scharakteryzowanie dynamiki rekonstrukcji $ciany
komorkowej de novo w komorkach rodzicielskich, a takze w komodrkach hybrydowych
uzyskanych poprzez elektrofuzje protoplastow; oraz okreslenie roli regulatoréw fenolowych

w procesach rozwojowych.

Wyniki badan, szczegdtowo opisane w czterech publikacjach naukowych, podkreslity,
w jaki sposob warunki hodowli bezpos$rednio wplywaja na zachowanie i regeneracj¢ komorek.
Wykazano, ze kalus morfogennny F. tataricum i kalus embriogenny F. esculentum stanowia
lepsze zrodita protoplastow w pordOwnaniu z hipokotylami siewek, zapewniajagc wyzsza
wydajno$¢ izolacji. Unieruchomienie wyizolowanych protoplastow w matrycy agarozowe]
o niskiej temperaturze topnienia, hodowanych w podiozu uzupelionym o a-fitosulfoking,
zwigkszylo podzial komorek, tworzenie kolonii i pdzniejszy rozwo6j mikrokalusow. Co
najwazniejsze, w fazie regeneracji typy i stezenia cytokinin byly krytyczne dla osiggnigcia
morfogenezy, przy czym thidiazuron przyspieszal somatyczng embriogeneze u F. esculentum,
co prowadzito do regeneracji catej rosliny w ciggu dwoch miesiecy; podczas gdy polaczenie
benzyloaminopuryny 1 kinetyny promowato zaréwno somatyczng embriogeneze, jak

i organogeneze u F. tataricum, co dawato zregenerowane rosliny w ciggu trzech miesiecy.



Nowy protokdt elektrofuzji skutecznie umozliwil tworzenie komoérek hybrydowych
F. esculentum (+) F. tataricum, ktore zostaly zebrane zgodnie ze zoptymalizowang metoda
sortowania, umozliwiajac analiz¢ poréwnawcza regeneracji Sciany komorkowe;.
Immunolokalizacja sktadnikow $ciany komorkowej wykazata, ze de novo rekonstrukcja $ciany
komorkowej w komorkach hybrydowych i rodzicielskich nastgpuje w ciggu 48 godzin.
Zaobserwowano rowniez specyficzng dla gatunku dynamike bialek arabinogalaktanowych,
ekstensyny, ksyloglukanu i pektyn, przy czym komorki hybrydowe wykazywaly wzorce
podobne do rodzicielskich, z wyjatkiem opo6znionego odkladania metyloestryfikowanego
homogalakturonanu u F. esculentum, co sugeruje potencjalng rozbiezno$¢ w metabolizmie

pektyny podczas wczesnego etapu rekonstrukcji §ciany komorkowe.

Ostatnie badania wykazaly Ze kontrolowanie zawarto$ci fenoli i flawonoidow za
pomocg inhibitoréw amoniakoliazy L-fenyloalaniny (AIP, AOPP, OBHA) i adsorbentu (PVP)
bezposrednio wplywaja na reakcje protoplastow oraz wzrost i regeneracje kalusa F. tataricum.
Niskie stezenia AIP i PVP sprzyjaja tworzeniu kolonii komoérkowych podczas hodowli
protoplastow 1 regeneracji roslin diploidalnych, podczas gdy AOPP i OBHA daja zar6wno
ro$liny diploidalne, jak i tetraploidalne. Z drugiej strony regeneracja roslin z proembriogennych
kompleksow komorkowych o wyzszych stezeniach AIP wykazata zmniejszony stres
oksydacyjny, stosunek glutationu do utlenionego glutationu i zwigkszong ekspresje genow
zwigzanych z embriogeneza, podczas gdy PVP glownie adsorbowat zwigzki fenolowe,

zmieniajac dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych.

Poza rozwijaniem wiedzy teoretycznej w zakresie biotechnologii roslin, rozprawa
dostarcza przelomowych spostrzezen na temat technologii protoplastow, taczac warunki
hodowli z odpowiedziami komoérkowymi i efektami regeneracji. Ustanawia rowniez pierwszy
powtarzalny protokét dla produkeji komoérek hybrydowych Fagopyrum i opisuje molekularne

1 metaboliczne podstawy ograniczen regeneracji zaleznej od zwigzkow fenolowych.



