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Streszczenie

Ksylogeneza (formowanie drewna) jest zlozonym procesem rozwojowym obejmujagcym podziat
komorek, réznicowanie, odktadanie wtdrnej Sciany komodrkowej, lignifikacje oraz programowanag
smier¢ komorki. Wydajno$¢ ksylogenezy determinuje zdolnos$¢ do transportu wody i tolerancj¢ na susze
u drzew. Biochemiczne i molekularne podstawy ksylogenezy w warunkach stresowych nie sg jeszcze w
peti poznane u sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.). Celem niniejszej pracy byto zbadanie wplywu
stresu suszy na bardzo mtode siewki sosny zwyczajnej, ze szczegdlnym uwzglednieniem zmian w
markerach stresu oksydacyjnego oraz ekspresji genow zwigzanych z odpowiedziag na stres i
formowaniem drewna. Nasiona sosny zwyczajnej pozyskane z plantacji nasiennej w Nadle$nictwie
Biatogard wysiano na torfowe krazki (pH 6) i hodowano w warunkach naturalnego o$wietlenia. Przez
20 dni siewki podlewano co drugi dzien w celu ujednolicenia wzrostu. W dniu 21. wywotano stres suszy
poprzez zaprzestanie podlewania w grupie stresowej, podczas gdy grupa kontrolna nadal otrzymywata
wodg¢ destylowang. Proby pobierano w dniu 0 (przed zastosowaniem stresu) oraz w dniach 1., 3., 5., 7.
i 8. od wystapienia stresu; w dniu 7. grupe stresowa ponownie podlano w celu oceny zdolno$ci
regeneracji. Stres oksydacyjny oceniano w dwoch frakcjach tkankowych - epikotylach oraz
hipokotylach z korzeniami, mierzac peroksydacje lipidow (metoda TBARS), poziom anionorodnika
ponadtlenkowego (test redukcji NBT) oraz zawartos¢ nadtlenku wodoru (kolorymetryczna metoda z
odczynnikiem tytanowym). Ekspresje gendéw analizowano metoda qPCR w czasie rzeczywistym
(metoda 2"—AACt). Badano cztery geny: DHNI (dehydryna, odpowiedz na stres osmotyczny), PINI
(transport auksyn), COMT (biosynteza ligniny) oraz HDZ33 (czynnik transkrypcyjny zaangazowany w
regulacje rozwoju). Do normalizacji wykorzystano dwa geny referencyjne: aktyne i EFla. EFlo
wykazat wigkszg stabilno$¢ w warunkach doswiadczenia. Wszystkie trzy markery stresu oksydacyjnego
wykazaly spojng tendencje wzrostowa w okresie suszy, osiggajac najwyzsze warto$ci w dniu 7., a
nastgpnie spadek po ponownym podlaniu w dniu 8., co sugeruje czesciowa aktywacje mechanizmow
antyoksydacyjnych po przywrdceniu dostepu do wody. Najwyrazniejszy sygnatl zaobserwowano dla
peroksydacji lipidow (TBARS), ktéra wzrastata w obu frakcjach tkankowych przez caly okres suszy.
Poziomy nadtlenku wodoru wykazaty podobny wzorzec. Dynamika anionorodnika ponadtlenkowego
byla mniej jednoznaczna - statystycznie istotng roznicg miedzy siewkami stresowanymi a kontrolnymi
wykryto jedynie w dniu 8. w hipokotylach i korzeniach (test U Manna—Whitneya, p = 0,030), gdzie
poziomy Oz~ byly nizsze u wczesniej stresowanych roslin, co moze odzwierciedla¢ zmieniona
dynamik¢ ROS po ponownym podlaniu. Z powodu wysokiej zmiennosci mi¢dzyosobniczej zadne z
pozostatych poréwnan nie osiagneto istotnosci statystycznej (p > 0,05). Na poziomie molekularnym
DHNI1 wykazal najsilniejsza odpowiedz - 70-krotng indukcje z najwyzsza warto$cig w dniu 5., zgodna
z rolg genu we wczesnej ochronie osmotycznej. Ekspresja PINI byta najwyzsza w dniu 1. i wykazywata
spadek w kolejnych dniach, co sugeruje udzial w poczatkowej odpowiedzi na deficyt wody. Ekspresja
COMT wykazata niewielki wzrost okoto dni 3.-5., ktory moze by¢ zwigzany z przejsciowym
zwigkszeniem biosyntezy ligniny w posredniej fazie stresu suszy. Natomiast ekspresja HDZ33 wzrastata
stopniowo przez caly okres doswiadczenia i osiggngta najwyzsze poziomy w dniach 7.-8., co sugeruje
mozliwy udziat w dlugoterminowych zmianach rozwojowych i regeneracji po stresic. Mimo
zaobserwowania kilku trendow, zadna z r6znic miedzy siewkami stresowanymi a kontrolnymi nie byta
statystycznie istotna (p > 0,05), co prawdopodobnie wynikalo z wysokiej zmiennosci biologicznej i
stosunkowo malej liczby powtorzen. Wyniki sugeruja, ze stres suszy wpltywa zardwno na parametry
biochemiczne, jak i ekspresj¢ genéw u mlodych siewek sosny zwyczajnej. Zmiany w markerach stresu
oksydacyjnego i profilach transkrypcji moga odzwierciedla¢ aktywacj¢ zarowno wczesnych odpowiedzi
ochronnych, jak i dtugoterminowych procesow adaptacyjnych. CzgSciowa regeneracja obserwowana po
ponownym podlaniu sugeruje, ze siewki zachowaty pewna zdolno$¢ do reagowania na krotkotrwaty
stres suszy 1 regeneracji po nim. Do potwierdzenia tych obserwacji konieczne sg dalsze badania oparte
na wigkszych grupach do§wiadczalnych.

Slowa kluczowe: Pinus sylvestris, ksylogeneza, stres suszy, stres oksydacyjny, TBARS, reaktywne
formy tlenu, qgPCR, DHN1, PIN1, COMT, HDZ33
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Abstract

Wood formation (xylogenesis) is a complex developmental process including cell division,
differentiation, secondary cell wall deposition, lignification, and programmed cell death. The efficiency
of xylogenesis determines water transport capacity and drought tolerance in trees. The formation of
xylem tissue plays an important role in water transport and drought tolerance in trees. However, the
biochemical and molecular background of xylogenesis under stress conditions is still not fully
understood in Scots pine (Pinus sylvestris L.). The aim of this study was to examine the effects of
drought stress in very young Scots pine seedlings, particularly changes in oxidative stress markers and
the expression of genes related to stress response and wood formation. Scots pine seeds obtained from
a seed plantation in the Biatogard Forest District were sown on peat pellets (pH 6) and cultivated under
natural light conditions. Seedlings were watered every other day for 20 days to establish uniform growth.
On day 21, drought stress was induced by stopping watering in the stress group, while the control group
continued to receive distilled water. Samples were collected at day 0 (pre-stress) and on days 1, 3, 5, 7,
and 8 after stress onset; on day 7, the stress group was rewatered to assess recovery capacity. Oxidative
stress was evaluated in two tissue fractions — epicotyls and hypocotyls with roots, by measuring lipid
peroxidation (TBARS method), superoxide anion levels (NBT reduction assay), and hydrogen peroxide
content (colorimetric titanium reagent method). Gene expression was analysed by real-time qPCR
(2°"=AACt method), targeting four genes: DHNI (dehydrin, osmotic stress response), PINI (auxin
transport), COMT (lignin biosynthesis), and HDZ33 (homeodomain-leucine zipper transcription factor
involved in developmental regulation). Two reference genes, actin and EFIla were used for
normalisation. EF/a showed greater stability under experimental conditions. All three oxidative stress
markers showed a consistent upward trend during the drought period, reaching peak values on day 7,
followed by a decrease after rewatering on day 8, suggesting partial activation of antioxidant
mechanisms upon water restoration. The clearest signal was observed for lipid peroxidation (TBARS),
which increased in both tissue fractions throughout the drought period. Hydrogen peroxide levels
followed a similar pattern. Superoxide anion dynamics were less consistent - a statistically significant
difference between stressed and control seedlings was detected only on day 8 in hypocotyls and roots
(U Mann—Whitney, p = 0.030), where O2"" levels were lower in previously stressed plants, possibly
reflecting altered ROS dynamics after rewatering. Due to high inter-individual variability, none of the
other comparisons reached statistical significance (p > 0.05). At the molecular level, DHNI showed the
strongest response, with a 70-fold induction peaking on day 5, consistent with a role in early osmotic
protection. PINI was most strongly expressed on day 1 and declined later, suggesting involvement in
the initial auxin-mediated growth adjustment to water deficit. COMT expression showed a small increase
around days 3-5, which could be related to temporary activation of lignin biosynthesis during the
intermediate phase of drought stress. In contrast, HDZ33 expression increased gradually over the course
of the experiment and reached its highest levels on days 7-8, suggesting possible involvement in longer-
term developmental changes and post-stress recovery. Although several expression trends were
observed, none of the differences between stressed and control seedlings were statistically significant (p
> 0.05). This was probably related to high biological variability and the relatively small number of
replicates. Overall, the results suggest that drought affects both biochemical parameters and gene
expression in young Scots pine seedlings. Changes in oxidative stress markers and transcription profiles
may reflect the activation of both early protective responses and longer-term adaptive processes. The
partial recovery observed after rewatering suggests that the seedlings retained some ability to respond
to and recover from short-term drought stress. Further studies based on larger experimental groups are
needed to confirm these observations.

Keywords: Pinus sylvestris, xylogenesis, drought stress, oxidative stress, TBARS, reactive oxygen
species, qPCR, DHNI, PIN1, COMT, HDZ33
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1. WSTEP

Formowanie drewna (ksylogeneza) to skomplikowany proces, ktéry obejmuje podziaty
komorkowe, rdéznicowanie komorek, wzmacnianie 1 lignifikacje $cian komorkowych,
prowadzace w efekcie do powstania dojrzatej strukturalnie i funkcjonalnie tkanki drewna. W
sktad ksylemu wchodzg zar6wno martwe elementy przewodzace (cewki, naczynia), jak i zywe
komorki migkiszowe, przy czym to martwe elementy przewodzace w najwickszym stopniu
determinuja wlasciwosci hydrauliczne drewna. Martwe komorki po zrdznicowaniu nie moga
si¢ juz wtornie przystosowa¢ do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska. Najistotniejsze dla
ich kondycji sa wiec warunki, w jakich powstaja, stad proces ksylogenezy ma fundamentalne
znaczenie dla pozniejszej efektywnosci przewodzenia wody w ro$linie (Quaderi i in. 2019).

Cho¢ kluczowe znaczenie maja warunki formowania ksylemu, jego funkcjonowanie w
pozniejszym okresie moze by¢ dodatkowo modyfikowane przez procesy fizjologiczne i
sezonowa zmienno$¢ srodowiska

Poznanie procesu formowania ksylemu jest tez istotne ze wzgledow przemystowych i
biotechnologicznych, poniewaz celuloza i lignina reprezentuja znaczaca cz¢$¢ biomasy na
Ziemi 1 ich udzial w obiegu wegla w przyrodzie jest kluczowy (Fukuda 1996). Mozliwos¢
zastosowania metod inzynierii genetycznej na pierwszych etapach powstawania tkanki
drzewnej mogtaby prowadzi¢ do poprawy jakosci wytwarzanego papieru czy wydajnosci
drewna jako zrodta bioenergii, stad wiele najnowszych projektow badawczych dotyczacych
ksylogenezy skupia si¢ na molekularnych czynnikach wptywajacych na formowanie drewna
(De Micco 1 1n. 2019; Akiyoshi 1 in. 2020; Liu 1 Wang 2020).

Rozwo6j zaawansowanych technik biologii molekularnej umozliwil przeprowadzenie
analiz genetycznych podstaw omawianego procesu - wykazano m.in., ze formowanie ksylemu
podlega regulacji gltownie na poziomie transkrypcji. Wigkszos¢ badan dotyczacych
molekularnych podstaw procesu ksylogenezy przeprowadzono jednak na organizmie
modelowym — rzodkiewniku (Arabidopsis thaliana), natomiast mozna przypuszczaé, ze
mechanizmy odkryte u ro$lin zielnych s3 na tyle konserwatywne, ze przynajmniej niektore z
nich mozna zaobserwowac¢ rowniez u roslin drzewiastych. Specyfika budowy drewna drzew
wskazuje jednak na obecno$¢ dodatkowych mechanizméw regulatorowych, ktére stanowig
przedmiot dalszych badan 1 wcigz nie zostaly w peini scharakteryzowane (Guerriero i in. 2013).
Badania majace na celu poznanie gendéw zaangazowanych w omawiany proces u ro$lin
drzewiastych sg obecnie prowadzone gtéwnie na roznych gatunkach topoli, takich jak Populus

tomentosa (Wangi1in. 2016), P. tremula L. (Sundell 1 in. 2017), P. deltoides czy P. nigra (Zhang
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11n. 2020). Drzewa iglaste, w tym sosna, sg rowniez przedmiotem zainteresowania badaczy w
kontekscie formowania drewna, jednak najbardziej rozpowszechniona w stresie klimatu
umiarkowanego sosna zwyczajna (Pinus sylvestris L.) jest pod tym wzgledem znacznie mniej
poznana niz inne gatunki z tego rodzaju, w tym przede wszystkim Pinus radiata (Cato 1 in.
2006, Liiin. 2011) oraz Pinus taeda (Yang 1 in. 2004, Bomal i in. 2008, Palle 1 in. 2011).
Proces powstawania drewna, od podzialu pierwszej komoérki prokambium do
wyksztatcenia w pelni funkcjonalnej, dojrzalej tkanki ksylemu, moze by¢ przedmiotem badan
obejmujacych zaro6wno mechanizmy molekularne czy procesy biochemiczne, jak 1 wpltyw
przebiegu tych proceséw na ostateczng morfologi¢ i wtasciwosci mechaniczne drewna. W
kolejnych etapach formowania ksylemu obserwowany jest wzrost lub spadek ekspresji
konkretnych genéw, w tym czynnikdw transkrypcyjnych petlnigcych domniemang funkcje
regulacyjng. Biosynteza wtornej $ciany komorkowej, jak rowniez jej pozniejsza lignifikacja
wymagajg obecnosci specyficznych enzymow, takich jak syntaza celulozy czy enzymy szlaku
fenylopropanoidowego. Ostatnim etapem réznicowania komoérek ksylemu jest programowana

smier¢ komorki, ktorej towarzysza specjalne mechanizmy sygnalizacyjne.

1.1. Ogolny przebieg procesu ksylogenezy

Glownym elementem strukturalnym ksylemu iglastych sa cewki, ktore pelnig
jednoczesnie funkcje przewodzaca i wzmacniajacg. Promienie lykodrzewne przebiegaja
prostopadle do cewek i sktadajg si¢ zwykle z komorek migkiszowych. U niektorych iglastych
obserwuje si¢ rowniez tzw. cewki promieniowe. U Pinaceae na $cianach cewek wystepuja
jamki lejkowate zamykane btong z dyskowatym zgrubieniem (torusem). U Pinus sylvestris
jamki sa typu okienkowego (Hejnowicz 2002).

Proces ksylogenezy mozna podzieli¢ na dwa gltowne etapy, na ktore sktada si¢ kilka
kluczowych zdarzen. Etap pierwszy (wczesny) obejmuje powstawanie 1 rozwoj komorek
prokambialnych. W drugim etapie (p6znym) zachodzi réznicowanie komorek kambium w
elementy przewodzace, pogrubienie $cian komorkowych 1 lignifikacja, a w koncu

programowana $mier¢ (PCD) komorek drewna (Yang i in. 2004).
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1.1.1 Etap 1

Komoérki prokambium pojawiajg si¢ juz w stadium zarodkowym, jednak u roslin
drzewiastych ich dalsze losy i przejscie w aktywne kambium waskularne sa procesem
rozciggnigtym w czasie. Niewiele wiadomo na temat determinacji rozwojowej tych komorek,
czy ich przyszta funkcja jest ustalana na etapie elongacji, czy dopiero w dojrzatych komorkach
prokambialnych. Sygnalizacja zwigzana z tym procesem réwniez wymaga dalszych badan
(Fukuda 1996). W ro$linach zielnych komorki prokambium pozostaja w stanie
niezroznicowanym dzigki delikatnej rownowadze sygnalizacji hormonalnej, w ktorej auksyna
promuje roéznicowanie komorek ksylemu, podczas gdy cytokinina dziata antagonistycznie,

stabilizujac merystematyczny charakter tkanek (Wang 1 in. 2023).

Kambium waskularne to cienka warstwa tkanki sktadajaca si¢ z wydtuzonych komorek
merystemetycznych. Nie jest ona jednorodna, u roslin drzewiastych wystepuja w niej dwa
rodzaje komorek inicjalnych: wrzecionowate oraz promieniowe. Komoérki wrzecionowate sg
silnie wydluzone na przekroju podtuznym, natomiast komorki promieniowe sg na tym
przekroju mniej wiecej rownowymiarowe (Hejnowicz 2002). Podziaty tych komorek sg o tyle
istotne, Ze przyczyniajg si¢ do wyprodukowania duzej czg¢sci biomasy na Ziemi (De Micco i in.
2019). Zdolno$¢ wtornego przyrostu u roslin drzewiastych umozliwita im wyksztalcenie tkanki
przewodzacej transportujacej wode na duza wysoko$¢ 1 dzigki temu osiaganie duzo wigkszych

rozmiarow niz rosliny zielne.

Pobieranie wody przez komoérki kambium umozliwia powigkszanie ich rozmiarow i
podzialy mitotyczne. Ci$nienie turgorowe, wywotane gradientem potencjatu wody miedzy
cytoplazmg, wakuolg a apoplastem, powoduje nacisk protoplastu na $ciang komorkowa.
Wplywa to na rozluznianie $cian komorkowych 1 wydtuzanie si¢ komorek, ktore przyjmuja
ksztalt wrzecionowaty charakterystyczny dla omawianej tkanki (Funada i in. 2016, Liang i in.

2016).

1.1.2 Etap II

W momencie, gdy komoérki kambium utracag mozliwo$¢ podzialéw, rozpoczyna sie

odktadanie wtérnej Sciany komorkowej 1 réznicowanie w kierunku wtérnego ksylemu lub
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floemu. W obrgbie ksylemu komodrki wrzecionowate roznicujg si¢ w kierunku cewek (u
iglastych), naczyn (u liSciastych), witokien drzewnych oraz komodrek migkiszu osiowego.
Komorki promieniowe dajg poczatek promieniom tykodrzewnym, a u niektorych iglastych,
takich jak sosna czy modrzew, rdéwniez cewkom promieniowym (Hejnowicz 2002, Funada 1
in. 2016). Komorki w trakcie roznicowania w elementy przewodzace charakteryzujg si¢ duzym
zageszczeniem mikrotubul kortykalnych oraz silnie rozwinieta siecig trans aparatu Golgiego, z
ciemnymi, wyraznymi pecherzykami (Samuels i in. 2002).

Jednoczes$nie w blaszce srodkowej rozpoczyna si¢ lignifikacja $ciany, ktora postepuje
poprzez $cian¢ pierwotng, az do warstw $ciany wtornej. Grubos¢ odktadanej wtornej $ciany
komorkowej zalezy od gatunku, wieku kambialnego, funkcji komorek czy typu tkanki (drewno
wcezesne lub pozne).

Programowana $mier¢ komodrki (PCD) to genetycznie zaprogramowany proces
fizjologiczny, zachodzacy zaréwno u roslin jak i u zwierzat. W odrdznieniu od nekrozy,
réwniez skutkujacej Smiercig komorki, PCD to proces $cisle kontrolowany, zachodzacy w nieco
inny sposob, majacy na celu selektywne eliminowanie komorek organizmu. Podlegaja mu
komorki uszkodzone, komorki ktére nie sa dluzej potrzebne, gdyz maja tymczasowa role (np.
okrywajaca), ale rowniez takie, ktorych funkcja zaktada koniecznos$¢ usunigcia protoplastu, tak
jak w przypadku martwych elementéw drewna (Pennell i Lamb 1997). W poczatkowym etapie
jadro i cytoplazma ulegaja kondensacji i fragmentacji. Cytoplazma rozpada si¢ na drobne
fragmenty, nastgpnie peka centralna wakuola i uwalniane sa enzymy hydrolityczne degradujace
zawartos¢ komorki ksylemu. Istotng role w PCD odgrywaja m.in. nukleazy, proteazy
(Moshchenskaya 1 in. 2022) oraz enzymy zwigzane z metabolizmem reaktywnych form tlenu
(nadtlenku wodoru i1 anionorodnika ponadtlenkowego) (Bestwick 1 in. 1997, Pastori i del Rio

1997).

W komorkach migkiszowych promieni tykodrzewnych rowniez zachodzi lignifikacja,
ale protoplast zwykle nie ulega autolizie i moga one pozostawac¢ zywe przez wiele lat. Dzigki
temu moga peli¢ funkcje zapasowe badz transportowe, magazynujac lub przekazujac

substancje odzywcze oraz metabolity wzdtuz promieni w calym pniu (Funada i in. 2016).
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1.2. Genetyczne podstawy procesu ksylogenezy

U Arabidopsis thaliana opisano zestaw kluczowych zdarzenh zwigzanych z
formowaniem ksylemu i floemu (Guerriero i in. 2014). Istotne znaczenie dla formowania
drewna przypisuje si¢ regulacji hormonalnej. Do hormonéw roslinnych zaangazowanych w
procesy wzrostowe mozna zaliczy¢ przede wszystkim auksyny i cytokininy. Geny zwigzane z
sygnalizacja z udziatem tych zwigzkow, ktérych ekspresja byta indukowana podczas réznych
stadiow ksylogenezy to m.in. ARF (Auxin Response Factor), czy geny kodujace aktywne
transportery auksyn (PIN1).

Odkryto m.in. rol¢ auksyn w réznicowaniu prokambialnych komorek prekursorowych.
Jednym z najwczes$niejszych zdarzen jest ustanowienie dodatniego sprz¢zenia zwrotnego, w
ktérym auksyna indukuje ekspresje genu biatka MP, co zapoczatkowuje aktywacje biatka PIN,
ktére ponownie wzmacnia dziatanie auksyny. Biatko MP ma zdolnos$¢ aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych (TMOS5/TMO6, ATHBS) ktore przyczyniaja si¢ do réznicowania komorek
migkiszowych w komoérki prokambium. Auksyna indukuje tez ekspresje genu HD-ZIP 111
kodujacego biatko utrzymujace rownowage migdzy podziatami komoérek a ich réznicowaniem
i aktywujace szlak prowadzacy do rozwoju prekursorow ksylemu. Ksylem jest tkanka
niejednorodng i sktada sie¢ z kilku typéw komorek. Poczatkowe stadia roznicowania komorek
ksylemu sa regulowane przez czynniki transkrypcyjne z rodziny NAC (Moschchenskaya i in.
2022). Rodzina NAC to jedna z najwigkszych rodzin czynnikow transkrypcyjnych,
wystepujacych u wielu gatunkéw roslin 1 petnigeych funkcje w regulowaniu wzrostu i rozwoju,
a takze w odpowiedzi na stres biotyczny i abiotyczny. Bialka te charakteryzuja si¢ obecnoscia
domeny NAC wigzacej DNA po N-koncowej stronie czasteczki (Lip 1 in. 2013). Czynniki
transkrypcyjne nalezace do rodziny NAC kontroluja przyporzadkowanie nowo powstajacych
komorek drewna do danego typu. Produkty gendéw VND6 1 VND7 aktywuja program
specyficzny dla tworzenia naczyn, podczas gdy SNDI, NSTI i NST2 sa odpowiedzialne za

tworzenie wlokien. Gen KANADI po stronie floemu hamuje aktywnos¢ PINT.

Celem badania molekularnych podstaw ksylogenezy u roslin drzewiastych jest przede
wszystkim ustalenie, jak ekspresja gendw zaangazowanych w formowanie drewna wptywa na
jego ostateczng budowe oraz wiasciwosci. Pomimo istnienia licznych koncepcji majacych na
celu zobrazowanie podstaw tego procesu, zagadnienie to jest wcigz nie do konca poznane i
nasuwa si¢ wiele pytan oczekujacych na odpowiedzi. Niektore geny potencjalnie zwigzane z

formowaniem drewna zostaly juz zidentyfikowane u ro$lin drzewiastych m.in. z
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zastosowaniem metod analizy mikromacierzy (Yang i in. 2004). Ekspresja tych genow jest
istotnie wyzsza w ksylemie niz w innych tkankach.

Analizy transkryptomiczne przeprowadzone u Populus tremula (Sundell i in. 2017)
wyrdznity cztery etapy procesu ksylogenezy, pomiedzy ktorymi zachodzg trzy specyficzne
przemiany genetyczne. Pierwsze z tych przemian majg miejsce podczas podzialu komorek
kambium 1 réznicowania ich w kierunku przysztego ksylemu badz floemu. Na tym etapie
nastgpowat stopniowy wzrost ekspresji genow SNDI i SND2 (geny opisane u A. thaliana),
ktorych funkcja, jak zasugerowano, moze by¢ zwigzana z tworzeniem wiokien, zardwno
drzewnych jak i tykowych. Kolejny istotny punkt to rozpoczecie biosyntezy wtornej Sciany
komoérkowej w komoérkach drewna, a ostatni — jej zakonczenie. Podczas formowania wtornej
$ciany wykazano wysoka ekspresj¢ m.in. homologéw VND6 i1 VND7, co potwierdza ich role w
powstawaniu  funkcjonalnej tkanki przewodzacej. Co ciekawe, 48% badanych
sekwencji ulegajacych ekspresji u osiki miato swoje ortologi u Picea abies, pomimo ze drogi
ewolucyjne tych dwoch rodzajow rozeszty si¢ ponad 200 milionéw lat temu. U Populus
trichocarpa czynniki transkrypcyjne WND z rodziny czynnikow NAC aktywuja transkrypcje
gendw dla grupy czynnikow PtrMYB2, PtrMYB3, PtrMYB20 i PtrMYB21 (McCarthy 1 in.
2010, Zhong 1 in. 2013), ktore sa odpowiedzialne bezposrednio za regulacj¢ biosyntezy

sktadnikow $cian komorkowych, w tym celulozy, hemiceluloz czy lignin (Eckert i in. 2019).

Wsrod roslin nagonasiennych kandydatem na warto$ciowy organizm modelowy jest
sosna (Pinus sp.). Jest najlepiej scharakteryzowanym rodzajem ze wszystkich drzew iglastych,
a jej wzrost, rozwdj 1 rozmnazanie sg dobrze udokumentowane (Lev-Yadun 1 Sederoff 2000).
Dotychczas przeprowadzone badania molekularne wykazaty, ze u ré6znych gatunkow sosny
podczas formowania ksylemu aktywne sa przede wszystkim geny zwigzane bezposrednio z
biosynteza celulozy i ligniny, a takZze geny kodujace biatka enzymatyczne zaangazowane w
modyfikowanie 1 reorganizacj¢ sciany komorkowej, w tym glukozydazy, glikozylotransferazy
czy ekspansyny (Whetten 1 in. 2001).

W genomie Pinus taeda zidentyfikowano ponad 30 genéw odpowiadajacych za synteze
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny NAC (Lip i in. 2022). U sosny nie znaleziono jednak
dotychczas homologéw genéw SND 1 NST, ktore opisano u topoli. By¢ moze geny te
wyewoluowaty juz po rozejéciu si¢ linii ewolucyjnych, ktoére zapoczatkowaly powstanie roslin
okryto- 1 nagonasiennych 1 moze to by¢ zwigzane z wiekszym zr6znicowaniem budowy drewna
u tych pierwszych (Liu i Wang 2020). Udato si¢ natomiast wykry¢ u P. taeda pig¢ homologdéw
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny VND (PtaVNS), z ktorych cztery wykazywaty wysoka
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ekspresj¢ w obregbie roznicujacego si¢ ksylemu. Wiadomo rowniez, ze biatka PtaVNS
zlokalizowane sg w jadrze komdrkowym, co jest $ci§le zwigzane z ich funkcja w aktywacji
transkrypcji (Akiyoshi i in. 2020). W rozwijajacym si¢ ksylemie u P. taeda opisano tez
homologi MYB Arabidopsis thaliana (PtMYBI, PtMYB2 i PtMYB4) powigzane ze szlakiem
fenylopropanoidowym i biosyntezg ligniny (Palle i in. 2011, Luo i Li 2022).

Odnosnie programowanej $mierci komoérek drewna zachodzacej w koncowym etapie
ich r6znicowania, u P. sylvestris zidentyfikowano przynajmniej 3 rodziny genéw markerowych
zwigzanych z tym procesem. Sg to geny kodujace bifunkcjonalng endonukleazg (BFN),
endopeptydaze cysteinowa (CEP) oraz metakaspaze (MCI). Poziom ekspresji tych gendw nie
byl powiazany z wiekiem komorek kambium, lecz zmienial si¢ w zaleznosci od lokalizacji 1
rodzaju tkanki (Moshchenskaya i in. 2022). Istnieja zatem wyrazne dowody na to, ze ekspresja
genoéw zwigzanych z formowaniem tkanki drzewnej jest zrdZznicowana przestrzennie, a to
zrdznicowanie moze mie¢ istotny wptyw na ostateczne wtasciwosci drewna. U P. radiata geny
zaangazowane w podzialy komoérkowe wykazywaty wyzsza ekspresj¢ w koronie drzewa niz u
podstawy pnia, natomiast w dolnej cze$ci pnia byly aktywne glownie geny, ktorych
przewidywana funkcja ma zwiazek z odktadaniem wtérnych $cian komérkowych. Jest wysoce
prawdopodobne, ze ma to zwigzek z wyraznie wolniejszym tempem zachodzenia podziatléw
komorek kambialnych w dolnej cze$ci pnia, niz w koronie drzewa. Wiadomo réwniez, ze w
drewnie reakcyjnym ekspresja gendw zaangazowanych w ksylogeneze moze ulega¢ zmianom
(Cato i in. 2006).

Nalezy wspomnie¢ takze o epigenetycznej regulacji procesu ksylogenezy poprzez
niekodujace sekwencje miRNA (microRNA), ktére zawierajg 20-24 nukleotydoéw 1 wptywaja
na ekspresj¢ gendw m.in. poprzez metylacje¢ DNA czy modyfikacje biatek histonowych
(Nguyen i in. 2023).

Chociaz wigkszo$¢ mechanizmow regulujacych réznicowanie komoérek przewodzacych
zostala szczegotowo opisana u Arabidopsis thaliana, wiele z tych szlakow sygnatowych
wykazuje wysoki stopien konserwatywnosci w §wiecie roslin. Dlatego wyniki badan uzyskane
w tym modelu czgsto stanowia punkt odniesienia dla analiz prowadzonych u gatunkow
drzewiastych. Nalezy jednak podkresli¢, Ze bezposrednia ekstrapolacja tych mechanizméw na
ros$liny nagonasienne, w tym przedstawicieli Pinaceae, wymaga ostroznosci i dalszej

weryfikacji eksperymentalne;.
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1.3. Biosynteza $cian komdrkowych

Sciana komoérkowa to bardzo istotny element strukturalny odrézniajacy organizmy
nalezace do krélestw roslin i grzybow od organizmow zwierzecych, ktore tej struktury nie
posiadaja. U roslin drzewiastych jest ona zbudowana z kilku warstw. Warstwa najbardziej
zewngtrzna, taczaca dwie komorki to tzw. blaszka §rodkowa (M), zbudowana gtownie z pektyn,
zawierajaca znaczacy udziat ligniny, szczeg6lnie w komodrkach wtornie zdrewniatych. Przylega
do niej Sciana pierwotna, stosunkowo cienka warstwa zawierajaca celuloze z domieszka pektyn
i hemiceluloz. Fibryle celulozowe w obrebie Sciany pierwotnej sa ulozone skosnie do osi
podtuznej komorki. Taki uktad umozliwia elongacj¢ komorki i jej dalsze roznicowanie. Kolejng
warstwa, liczac od zewnatrz w kierunku $wiatla komorki, jest $ciana wtoérna, ktora jest
zbudowana z trzech poktadow. Najbardziej zewnetrzny z nich, S1, ma skosny uktad fibryli w
stosunku do podtuznej osi. Poktad S2 jest najgrubszy (ponad 70% grubos$ci catej $ciany), a
fibryle sa w nim utozone rownolegle do osi. Ostatni poktad, S3, jest duzo cienszy i zbudowany
réwniez z celulozy i hemiceluloz, a fibryle s3 w nim utozone spiralnie (Hejnowicz 2002,
Kozakiewicz 2012). Synteza polisacharydéw budujacych $ciany komorkowe jest regulowana
poprzez dostepnos¢ prekursoréow, czyli fosforandw monosacharydow, ich lokalizacje 1
transport. (Fukuda 1996), a takze poprzez regulacje ekspresji gendw kodujacych enzymy

biosyntetyczne oraz ich aktywnos$¢ enzymatyczna.

1.3.1 Celuloza

Od dawna podejrzewano, ze mikrotubule kortykalne determinuja rozmieszczenie
mikrofibryli celulozowych w $cianie komorkowej. Zaburzenia w organizacji mikrotubul, np.
spowodowane dodaniem kolchicyny (inhibitora polimeryzacji tubuliny) skutkowaty
formowaniem nieregularnych zgrubien wtornej Sciany komorkowej (Pickett-Heaps 1967). W
2006 roku Paredez i in. poprzez wizualizacj¢ z uzyciem fluorescencyjnego znakowania biatka
wykazali przewidywang wczesniej funkcje mikrotubul w organizacji uktadu mikrofibryli
celulozowych w komorkach.

Kompleks enzymatyczny syntazy celulozy (CSC) wystgpuje w btonie komorkowej i
sktada si¢ z podjednostek syntazy celulozy (CesA) (ryc.1). Dotychczas nie udalo sie¢
wyizolowa¢ catego funkcjonalnego kompleksu, ale znane sg poszczegdlne podjednostki, ktore
wystepuja przypuszczalnie w formie dimerdéw lub oligomeréw (Turner i Kumar 2017). Liczba
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podjednostek w obregbie pojedynczego kompleksu jest szacowana na przynajmniej 18.
Wiadomo tez, ze ulegaja one modyfikacji poprzez dotaczanie grup S-acylowych do reszt
cysteinowych, co wplywa na zwigkszenie hydrofobowosci catego kompleksu btonowego
(Kumar i in. 2016).

Podjednostki CesA (rozety) nalezg do rodziny glikozylotransferaz-2 (GT-2) i
odpowiadaja za synteze materiatu do budowy wtornej Sciany komorkowej. Sktadajg sig
najprawdopodobniej z o$miu domen transblonowych z N- i C-koncami umieszczonymi po
stronie cytoplazmatycznej. Miedzy domeng 2 i1 3 w cytoplazmie wystepuje duza petla

stanowigca prawdopodobnie domeng katalityczng enzymu (McFarlane i in. 2014).

btona komérkowa

cytoplazma j

NH,

COOH

domena
katalityczna

Ryc. 1. Uproszczony schemat obrazujacy kompleks enzymatyczny syntazy celulozy zlokalizowany w blonie
komorkowej. Opracowanie wilasne na podst. McFarlane i in., 2014.

W blonie komodrkowej ich rozmieszczenie 1 poruszanie si¢ jest wyznaczone przez
utozenie mikrotubul kortykalnych. Wykryto obecnos¢ biatek CesA takze w aparacie Golgiego,
co sugeruje, ze nowe kompleksy enzymatyczne sag w sposob ciagly transportowane do btony w
pecherzykach Golgiego podczas syntezy §cian komoérkowych (Fukuda 1996).

U Arabidopsis thaliana zidentyfikowano 1 zaproponowano funkcje dla przynajmniej 10
genow kodujacych biatka zwigzane z syntezg celulozy. Najwazniejsze z nich to AtCesAl,
AtCesA2, AtCesA3, AtCesAS5, AtCesA6 oraz AtCesA9, ktore biora udziat w biosyntezie $ciany
pierwotnej w komorkach tkanek przewodzacych (Burn i in. 2002, McFarlane i in. 2014).
Mutacje w obrebie tych sekwencji powodowaty zaburzenia w syntezie tancuchéw celulozy,

akumulacje niekrystalicznych form B-1,4-glukanu, zmiany ultrastrukturalne i morfologiczne
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(Arioli 1 in. 1998). Najistotniejsze dla wzrostu i rozwoju roslin wydaja si¢ AtCesAl, 3 1 6,
poniewaz s3 niezbedne w rozwoju $cian ziaren pytku i delecje w tych rejonach uniemozliwiajg
rozmnazanie ptciowe (Persson i in. 2007).

Kolejne istotne geny AtCesA4, AtCesA7 1 AtCesAS8 sa prawdopodobnie zaangazowane
w synteze celulozy budujacej mikrofibryle Sciany wtornej (Burn i in. 2002, Zhang 1 in. 2004).

1.3.2 Hemicelulozy

Hemicelulozy stanowig jedng z gltéwnych grup polisacharydéw budujacych Sciany

komoérkowe roslin 1 odgrywaja istotng role w utrzymaniu ich integralnosci strukturalnej oraz
wlasciwosci mechanicznych. Podczas formowania wtornej $ciany wzrasta ekspresja
ksylozylotransferazy 1 spada ekspresja syntazy kwasu poligalakturonowego oraz
arabinozylotransferazy (Fukuda 1996). U Arabidopsis udowodniono udziat ksylozylotransferaz
(XXT1, XXT2) w biosyntezie ksylanu i wykazano, ze sa one konieczne dla powstawania
funkcjonalnych $cian komoérkowych u roslin (Cavalier i in. 2008). Ksylozylotransferaza
dotacza reszty ksylozylowe poprzez wigzanie B- (I — 4) do ksylooligosacharydow, co
stwierdzono m.in. w komorkach soi (Hayashi i in. 1981) czy w siewkach pszenicy (Kuroyama
1 Tsumuraya 2001). U sosny zwyczajnej w blonach komorek réznicujacego sie ksylemu
znajduje si¢ kompleks enzymatyczny odpowiedzialny za syntez¢ hemiceluloz, ktory
przypomina strukturalnie syntazg¢ celulozy (Dalessandro i in. 1988). Kompleks ten jest
syntetyzowany w btonach siateczki $rddplazmatycznej 1 podobnie jak w przypadku syntazy
celulozy, jest modyfikowany, a nastgpnie transportowany w pecherzykach Golgiego do blony
komorkowe;.
Hemicelulozy odgrywaja kluczowa role w budowie wtérnych $cian komoérkowych drzew
iglastych. W §cianach komdérkowych u tych roslin dominuja dwa gléwne typy hemiceluloz:
galaktoglukomannan (GGM) 1 arabinoglukuronoksylan (AGX), ktére stanowig odpowiednio
okoto 10-30% 1 5-15% masy wtornych $cian komorkowych. GGM zbudowany jest z -1,4-
polaczonych jednostek mannozy i glukozy, a boczne grupy galaktozy i reszty acetylowe sg
przytaczane odpowiednio w pozycjach a-1,6 oraz na C2 lub C3 mannozy. Z kolei AGX sklada
si¢ z B-1,4-polaczonych jednostek ksylozy z przylaczonymi resztami 4-O-metylokwasy
glukuronowego (MeGlcA) i arabinofuranozy (Ara) (Lyczakowski in in. 2021).
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1.3.3 Substancje pektynowe

Substancje pektynowe to liniowe polimery zbudowane z 300 do 1000 czasteczek kwasu
D-galakturonowego, powigzanych ze sobg wigzaniami a-1—4 glikozydowymi. Grupy
karboksylowe w tancuchu polisacharydowym mogg by¢ estryfikowane grupami metylowymi,
a stopien metylacji tych grup wplywa na wlasciwosci fizyczne pektyn. Monomery wchodzace
w skifad tancucha sa czgsto zastepowane monosacharydami, takimi jak ramnoza, arabinoza,
galaktoza, ksyloza czy fukoza. Wsérod pektyn istniejg rézne typy polimerow. Mozna wyr6oznié
homogalakturonan o liniowym fancuchu polisacharydowym, ktory stanowi 60-65% substancji
pektynowych obecnych w roslinach, ramnogalakturonan I i II o rozgatezionych tancuchach,
ksylogalakturonan, w ktérym wegiel C-3 podstawiony jest czasteczka [B-D-ksylozy, oraz
arabinan i arabinogalaktan zawierajace czasteczki arabinozy (Pinkowska i Ztocinska 2014).
Wszystkie substancje pektynowe taczy fakt, Zze maja wlasnosci koloidalne, a ich
rozpuszczalnos$¢ zalezy od stopnia polimeryzacji i estryfikacji. Wzrost stopnia metylacji ma

wplyw na zwigkszenie rozpuszczalno$ci pektyn w wodzie (Blaim 1968).

Substancje pektynowe sg charakterystyczne dla krolestwa roslin; u zwierzat dotad ich
nie wykryto. Obecne sa gtéwnie w mtodych rosngcych tkankach, przede wszystkim w owocach,
ale takze w blaszce srodkowej $cian komoérkowych. Poczatkowo sadzono, ze w tkankach
zdrewniatych pektyny raczej nie wystgpuja (Blaim 1968). Zwiazki te s3 do$¢ trudne do
wykrycia ze wzgledu na podatno$¢ ich wigzan glikozydowych na hydroliz¢ kwasowa i
zasadowg. Zastosowanie metod immunocytochemicznych wykorzystujacych specyficzne
przeciwciala umozliwilo uwidocznienie pektyn rowniez w obrgbie zroznicowanej tkanki
ksylemu Pinus sylvestris. U tego gatunku sosny w blaszce srodkowej oraz tkankach na etapie
réznicowania homogalakturonany kwasne i estryfikowane byty obecne w podobnych ilosciach,
natomiast w tkankach zdrewniatych ulegajacych lignifikacji przewazaty pektyny w formie
metylowanej (Hafrén 1 in. 2000) U Pinus radiata w dojrzatej tkance ksylemu pektyn w ogole
nie wykryto (Putoczki 1 in. 2008), co potwierdza przypuszczenie, ze zwigzki te sa

charakterystyczne gldwnie dla $cian komorkowych pierwotnych, a nie wtérnych.

Zadaniem substancji pektynowych w $cianach komoérkowych jest prawdopodobnie
stabilizacja jej struktury i regulacja wzrostu komorki. Uczestnicza one rdwniez w procesie
adhezji komorek w obrebie tkanki, co zapewnia jej integralno$¢ i wzmocnienie. W ujeciu

ultrastrukturalnym pektyny stabilizujg szkielet zbudowany z celulozy 1 innych polisacharydéw
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poprzez tworzenie swoiste] macierzy o konsystencji zelu, ktéra zapobiega dezintegracji
struktury $cian. Pektyny reprezentujg wigc element $cian komoérkowych, ktoéry ma bardzo
istotny wplyw na budowe i jako$¢ powstajacej tkanki drzewnej, a nieprawidtowa ich
dystrybucja moze si¢ przyczyni¢ do pojawienia si¢ peknie¢ i innych wad w dojrzatym drewnie

(Putoczki 1 in. 2008).

1.3.4 Ligniny

Lignifikacja §cian komorkowych zapewnia im hydrofobowos¢ i sztywno$¢. Lignina jest
polimerem zlozonym z podjednostek pochodnych alkoholi fenolowych — koniferylowego,
synapinowego 1 p-kumarylowego. Powstajg z nich monomery — guajacyl (G), syringyl (S) oraz
p-hydroksyfenyl. Rycina 2 przedstawia szlaki biosyntezy tych zwigzkéw. Monomery ligniny
sa syntetyzowane w cytoplazmie (w aparacie Golgiego lub ER) i transportowane w
pecherzykach do $cian komorkowych jako monolignole lub glukozydy. Najwazniejsze enzymy
zaangazowane W biosyntez¢ monolignoli to: syntaza 4-kumaroiloCoA (4CL), O-
metylotransferaza kwasu kawowego/kwasu 5-hydroksyfenolowego (COMT), reduktaza
hydroksycynamoiloCoA (CCR) i dehydrogenaza alkoholu hydroksycynamonowego (CAD).
Nowo zsyntetyzowane monolignole sg nastepnie transportowane do Sciany komoérkowej, gdzie
przy udziale zlokalizowanych tam enzyméw ulegaja polimeryzacji (Eckert 1 in. 2019).

Sktad lignin rézni si¢ w zalezno$ci od typu tkanki i komorki, warstwy $ciany

komorkowej, a przede wszystkim od gatunku rosliny. Przyktadowo u drzew lisciastych
polimery ligniny zawierajg podjednostki G, S 1 H, natomiast u iglastych wystepuja przede
wszystkim monomery G z niewielka domieszka H (De Meester i in. 2022).
W polimeryzacji monolignoli biora udziat enzymy znajdujace si¢ w $cianach — peroksydazy i
oksydazy (w tym lakazy). Oksydazy dzialaja we wczesnych stadiach lignifikacji, a peroksydazy
W poOzniejszych, co pozwala na uniknie¢cie toksycznego efektu nadtlenku wodoru przed
zakonczeniem apoptozy komorek $cian. Nie wiadomo jednak, czy zestaw enzymow w $cianie
zmienia si¢ w zaleznosci od zapotrzebowania na konkretny typ ligniny. Doktadna rola tych
enzymow w omawianym procesie wymaga szczegoélowych badan ultrastrukturalnych.

Lignifikacja zazwyczaj rozpoczyna si¢ w blaszce srodkowej, nastepnie rozszerza si¢ na
Sciany wtérne w pierwszej kolejnosci w rogach komorek (ang. cell corners). Nastepnie ma
miejsce apoptoza i utrata protoplastu komoérek. W ksylemie kontrola lignifikacji ma miejsce w

poszczegblnych cewkach (Donaldson i in. 1992).
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U sosny lignifikacja zachodzi w trzech etapach:
- rogi komorek i blaszka §rodkowa po uformowaniu warstwy S1;
- powolna lignifikacja podczas formowania $ciany wtornej;

- ostateczna lignifikacja po uformowaniu warstwy S3. (Terashima i in. 1988).

W lignifikacji biorg udzial prawdopodobnie réwniez biatka nalezace do ekstensyn i
biatka bogate w proline (Bao i in. 1992 i Muesel i in. 1997). Lignifikacja zachodzi nieco inaczej
w blaszce srodkowej, $cianie pierwotnej oraz wtornej. W $cianie pierwotnej 1 blaszce nowe
czasteczki lignin powstaja losowo w obrgbie macierzy $ciany, natomiast w $cianie wtornej
uktad jest bardziej zorganizowany i tworzone sg wydluzone struktury na podstawie sieci

mikrofibryl w konkretnym regionie $ciany.

Efekty procesu lignifikacji u roslin sg czesto trudne do przewidzenia ze wzgledu na to,
ze proces ten polega wielowymiarowej regulacji na kilku istotnych etapach, m.in. na etapie
transkrypcji). Istniejg liczne galezie przemyslu bazujace na wykorzystaniu surowcow
pochodzenia drzewnego 1 w wielu przypadkach obecno$¢ ligniny jest przeszkoda w
przetwarzaniu drewna dla pozyskania celulozy czy prostych weglowodanow. Z tego wzgledu
prowadzone sg badania poszukujace mozliwosci uzyskania wyselekcjonowanych genotypow
drzew, ktoére charakteryzuja si¢ zmniejszong zawartoscia ligniny. W tym celu stosowane sa
metody inZynierii genetycznej, m.in. CRISPR-Cas9, RNAI, regulatory transkrypcji. Zawarto$¢
ligniny u drzew po takich zabiegach jest zalezna od wieku drzewa, jak rdwniez od tego, czy
eksperyment zostal przeprowadzony w warunkach naturalnych, czy w szklarni. R6zne rodzaje
czynnikow stresowych dzialajacych na ros§liny w naturze sg przyczynag zwiekszonej produkcji
ligniny pomimo zmienionego genotypu. Stosowanie inzZynierii genetycznej dla otrzymania
pozadanych genotypdw czgsto wiaze si¢ jednak ze spadkiem ilo$ci uzyskanej biomasy (De

Meester i in. 2022).

Do$¢ oczywisty jest fakt, ze u drzew, u ktdérych obserwowano spadek aktywnosci
niektorych enzymow uczestniczacych w lignifikacji, zawarto$¢ ligniny byta nizsza, zmienial
si¢ tez jej sktad (Wang et al. 2018). Zmiany ekspresji zwigzanych z polimeryzacja monolignoli
genow, takich jak LACI14, takze wydaja si¢ mie¢ wptyw na sktad oraz ilo$¢ ligniny w $cianach
komorkowych (Qin et al. 2020). Wykazano rowniez, ze nadekspresja specyficznych miRNA
miR828) u topoli powoduje hamowanie ekspresji genéw zwigzanych z lignifikacjg 1 w

rezultacie zmniejsza zawarto$¢ ligniny w §cianach komorkowych (Wang 1 in. 2022).
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Ryec. 2. Szlaki biosyntezy monomeréw ligniny. Na podstawie: Whetten i Sederoff 1995.

1.3.5 Bialka

Biatka $ciany komoérkowej roslin cechuja sie¢ duza réznorodno$cig strukturalng i
funkcjonalng, odzwierciedlajaca zlozonos¢ samej S$ciany komoérkowej jako dynamicznej
struktury uczestniczacej w wzroscie, rozwoju 1 odpowiedzi na stresy Srodowiskowe. Do
najwazniejszych grup bialek $ciany naleza glikoproteiny bogate w hydroksyproling (HRGP), w
tym ekstensyny, bialka bogate w proling (PRP), bialka bogate w glicyng¢ (GRP) oraz
glikoproteiny arabinogalaktanowe (AGP). (Cassab 1998, Zhang i in. 2000). Z wyjatkiem GRP,
wiekszos¢ tych biatek jest glikozylowana 1 zawiera hydroksyproling, a takze charakteryzuje si¢

obecnosciag wysoce powtarzalnych sekwencji aminokwasowych. Bialka te pelnig gltownie
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funkcje strukturalne, uczestniczagc w usztywnianiu $ciany komorkowej poprzez sieciowanie
miedzyczasteczkowe (np. poprzez mostki izodityrozynowe w ekstensynach), ale rowniez biorg
udzial w morfogenezie, komunikacji mi¢edzykomorkowej, a takze w odpowiedzi na czynniki
stresowe czy atak patogendw. Na przyktad AGP sg biatkami tatwo rozpuszczalnymi, czesto
obecnymi w przestrzeni pozakomorkowej i przypisuje im si¢ role w interakcjach komorka—
komorka, szczegodlnie podczas rozwoju. Ekstensyny z kolei tworza sztywne struktury w §cianie
pierwotnej, przyczyniajac si¢ do zatrzymania wzrostu komorki i zwigkszenia wytrzymato$ci
mechanicznej (np. w kambium 1 sklerenchymie). PRP 1 GRP sg cz¢sto lokalizowane w tkankach

przewodzacych 1 mogg odgrywac role w roznicowaniu ksylemu 1 lignifikacji (Cassab 1998).

Oproécz bialek strukturalnych, w $cianie komérkowej obecne sg takze enzymy, ktore
odgrywaja kluczowa role w jej przebudowie, usztywnianiu oraz odpowiedzi na stres. Do takich
enzymOw naleza miedzy innymi peroksydazy, ktére uczestnicza w sieciowaniu biatek,
lignifikacji oraz reakcji obronnej. Znaczenie peroksydaz w procesie wzrostu i modyfikacji

sciany komodrkowej zostato szeroko opisane w literaturze.

1.3.6 Rola peroksydaz w procesie wzrostu $cian komorkowych

Peroksydazy to enzymy na podstawie mechanizmu dziatania zaliczane do klasy
oksydoreduktaz. Sg zbudowane w wigkszosci z centralnej grupy prostetycznej (koenzymu) w
postaci hemu, potaczonego z czgscig biatkowa (apoenzymem) (Pawtowska i Treder 2014).
Podzial peroksydaz ze wzglgdu na pochodzenie i budowe¢ wyrdznia 3 klasy. U roslin wystepuja
dwa rodzaje peroksydaz — peroksydazy klasy I, ktore dziataja wewnatrz komorki, oraz

peroksydazy klasy III wystepujace w obrebie scian komorkowych.

Kluczowa rola peroksydaz klasy III jest usztywnienie §cian komorkowych i hamowanie
wydtuzania komorek. Peroksydazy zmniejszaja elastyczno$¢ $cian przez formowanie wigzan
migdzy polimerami $cian, takimi jak glikoproteiny bogate w hydroksyproling, pektyny czy
hemicelulozy. Zwigksza to usieciowanie §cian i je usztywnia. Aktywno$¢ peroksydaz w
Scianach zalezy od pH oraz zmienia si¢ wraz ze wzrostem hipokotylu (kiedy aktywnos$¢
wzrasta, wydtuzanie hipokotylu staje si¢ mniej intensywne, co potwierdza rol¢ peroksydaz w

tym procesie) (Sanchez 1 in. 1995).

U sosny zbadano aktywnos$¢ peroksydaz (12-letnie i 6-letnie drzewa). Wykryto 11

izoenzymow, najwigcej w obrebie bielu, ale rowniez w strefie przej$ciowej, a nawet w tkance
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twardzieli odnotowano aktywnos$¢ peroksydaz. W drewnie mtodym najwieksza aktywnos¢ tych
enzymOw wystgpita pod koniec sezonu wegetacyjnego, jednak udziat poszczegodlnych
izoenzymoOw nie zmieniat si¢ w ciggu sezonu. Wysokg aktywnos$¢ zmierzono w obrebie jamek

oraz w $cianach komorek migkiszowych promieni (Fagerstedt i in.1998).

1.3.7 Rola nadtlenku wodoru w procesie wzrostu Scian komorkowych

Nadtlenek wodoru (H20O») jest dynamicznym zwigzkiem niezbednym podczas wielu
reakcji w komorkach roslinnych. Bierze udzial migdzy innymi w procesie biosyntezy ligniny i
lignifikacji $cian zachodzacej z udzialem peroksydaz. U niektérych ro$lin (np. Pinus
halepensis, Populus alba) wykazano, ze nadtlenek wodoru nie tylko moze by¢ magazynowany
w tkance ksylemu w trakcie lignifikacji, ale réwniez zachodzi tam jego biosynteza (Barcelo
1998).

Regulacja wzrostu ros§lin zwigzana jest z powstawaniem mostkoéw difenylowych miedzy
sktadnikami pektynowymi $ciany komoérkowej, w wyniku dziatania apoplastycznych
peroksydaz wykorzystujacych nadtlenek wodoru w roli akceptora elektronéw. Peroksydazy
redukuja nadtlenek wodoru pobierajac elektrony z réznych czasteczek donorowych, wsrdd
ktorych mozna wyr6zni¢ zwiazki fenolowe czy wtérne metabolity (Passardi i in. 2004).
Nadmiar nadtlenku wodoru jest usuwany przez antyoksydanty, takie jak askorbinian. Kwasne
pH w $cianach komorkowych powoduje rozluznienie ich struktury i umozliwia wzrost, ktory
na poziomie hormonalnym jest kontrolowany m.in. przez auksyny. Udowodniono, Ze procesy
te mogg by¢ hamowane przez nadtlenek wodoru, dlatego jest on bardzo istotnym czynnikiem
regulujgcym wzrost komorek 1 sztywnos¢ scian (Pedreira 1 in. 2004).

Wykazano, ze wyzsze st¢zenia nadtlenku wodoru pojawiaja si¢ w roznych organach u
réznych gatunkow roslin, jak réwniez moga by¢ charakterystyczne dla konkretnych typow

komorek.

1.4. Czynniki wptywajace na przebieg procesu ksylogenezy

Srednica przekroju cewek, grubos¢ $cian komoérkowych i inne cechy morfologiczne

powstajacych elementow przewodzacych sa wypadkowa dziatania czynnikdw wewngtrznych
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(w tym genetycznych) oraz srodowiskowych. Istniejg dwie teorie — teoria rozwojowa stawia na
pierwszym miejscu wewngtrzng regulacje procesoéw fizjologicznych zachodzacych w roélinach
(w tym formowania drewna). W sprzecznosci z nig stoi teoria sSrodowiskowa, wedlug ktorej to
czynniki zewnetrzne bezposrednio lub poprzez wewnetrzng sygnalizacje wptywajg na wzrost i
rozw¢j roslin. Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze nie mozna jednoznacznie okresli¢, ktory
z tych czynnikéw odgrywa dominujaca role, poniewaz rozwoj roslin przebiega w wyniku
ztozonych 1 wzajemnie powigzanych mechanizmow fizjologicznych oraz §rodowiskowych

(Cuny 1 Rathgeber 2016).

1.4.1 Gatunek i odmiana

Gatunek i odmiana rosliny moga mie¢ wplyw na zrdznicowanie ekspresji genow
powigzanych z procesem formowania tkanki drzewnej. Przyktadowo u pigciu wybranych
odmian topoli w obrgbie réznicujacego si¢ ksylemu wykazano réznice w ekspresji ponad 10
tysiecy genoéw, z ktorych wigkszo$¢ jest zaangazowana w proces lignifikacji $cian
komoérkowych oraz PCD (Zhang i in. 2020). Ekspresja genow takich jak VND, SND, WND,
MYB46, MYB83, MYB4 czy MYBG6I byla znacznie wyzsza u odmiany Populus deltoides
’Danhong’ wykazujacej najwieksza grubo$¢ $cian komoérkowych ze wszystkich badanych
odmian topoli, co potwierdza przypuszczenie, ze etap transkrypcji jest kluczowy w

determinowaniu ostatecznej struktury scian komorkowych drewna.

1.4.2 Hormony roslinne

Hormony roslinne najsilniej zwigzane ze wzrostem tkanek to auksyny i cytokininy.
Ciagly przeplyw auksyn od liSci do korzeni moze by¢ istotny dla powstawania kontinuum
elementow przewodzacych wzdhuz catej todygi czy pnia (Fukuda 1996, Aloni 2010). Auksyny
wraz z cytokininami pelnig tez funkcje¢ utrzymania pluripotencjalnej tozsamosci komorek
prokambium, umozliwiajacej im nieustanne podzialy 1 réznicowanie w kilku kierunkach
rozwojowych (Wojciechowski i in. 2013). U Pinus sylvestris poziom [AA zmienia si¢ podczas
kietkowania nasion. W pierwszych stadiach tego procesu dominuje forma zwigzana, a nast¢pnie
jest on zastepowana przez wolny IAA (Sandberg i in. 1987). W dalszych etapach rozwoju tego
gatunku sosny przemieszczanie si¢ auksyn w obrebie strefy kambialnej stymuluje roznicowanie

cewek z komorek kambium (Uggla i1 in. 1996), a u mtodych siewek Pinus pinea pod wptywem
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auksyn 1 giberelin jest mozliwe rowniez odroznicowanie komorek migkiszowych i
przeksztalcenie ich w elementy przewodzace (Kalev i Aloni 1998). Wykazano, ze gradient
st¢zenia auksyn moze nadawa¢ kierunek roznicowania powstajacym komodrkom
przewodzacym (Uggla i in. 1996), a fakt ten wspiera teori¢ mowigcg o tym, ze u roslin procesy
rozwojowe podlegaja przede wszystkim wewnetrznej regulacji, a dopiero w dalszej kolejnosci
zaleza od warunkéw S$rodowiskowych. W przypadku zranienia obejmujacego wiazke
przewodzaca przeplyw auksyn moze omija¢ zraniong tkanke i przedostawac si¢ nizej poprzez

przylegajace komorki miekiszu, co stymuluje regeneracje tkanek (Aloni 2010).

Gibereliny (GA) pobudzaja wzrost i roznicowanie komorek ksylemu. Wspotdziatanie
IAA oraz GA jest niezbgdne dla wzrostu elongacyjnego pedu, jak i dla podziatéw komorek
kambium. Egzogenne GA indukuje proliferacj¢ kambium poprzez wptyw na wzrost ekspresji
genu PINI kodujacego biatko zaangazowane w transport aktywny IAA (Pizarro i Diaz-Sala
2020, Nguyen i in. 2023).

1.4.3 Warunki srodowiska naturalnego i sezonowos$¢

Drzewa, ze wzgledu na osiadly tryb zycia, musza dostosowac strukture swoich tkanek
do panujacych warunkéw $rodowiska, aby zachowaé ciaglos¢ procesow fizjologicznych.
Zadaniem kambium waskularnego jest wytworzenie tkanki przewodzacej jak najlepiej
pelniacej swoja funkcje w danych warunkach, zapewniajacej nieprzerwany transport wody 1i
asymilatow.

W $rodowiskach, w ktorych wystepuje sezonowos$¢ warunkow klimatycznych
aktywno$¢ kambium zmienia si¢ w ciggu roku. Prowadzi to do powstania dwoch rodzajow
tkanki drzewnej — drewna wczesnego (wiosennego) 1 péznego (letniego). Charakteryzuja si¢
one nieco innymi wilasciwosciami i budowa. Przejscie kambium w faze spoczynku lub
aktywnosci jest zalezne od temperatury 1 fotoperiodu, czyli dlugosci dnia w stosunku do nocy.
Od wznowienia aktywno$ci kambium na wiosn¢ rozpoczynaja si¢ podziaty i roznicowanie
komorek w cewki wiosenne, o wigkszym $wietle i cienkich $cianach. Zachodzi wtedy aktywnie
proces fotosyntezy, co umozliwia ciggly dostep do weglowodandéw jako materialow
budulcowych 1 komoérki kambium dzielg si¢ intensywnie (Nguyen i in. 2023). Na czgstos¢
podzialow komoérek kambium ma réwniez wptyw dostgpnos¢ wody — w strefie klimatu
umiarkowanego najwigksze opady przypadaja na poczatek sezonu. Po przesileniu letnim, kiedy

dzien staje si¢ krotszy, nowe produkty podziatu komorek kambium charakteryzuja si¢ coraz
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grubszymi $cianami i mniejszym §wiattem, co przektada si¢ na wyzsza gestos¢ drewna letniego
(De Micco i in. 2019). Taki system wzrostu umozliwia rozréznienie poszczegdlnych sezonow
na podstawie stojow rocznych i okreslenie wieku $cigtego drzewa, jak rowniez zaobserwowanie
sladow réznych zdarzen, ktore miaty miejsce podczas wzrostu drzewa (np. pozar, infekcja,
przedluzajaca si¢ susza).

Wahania temperatury w ciggu roku moga przyczynic¢ si¢ do zréznicowania aktywnosci
podzialowej komoérek kambium, a wrazliwos¢ tych komorek na temperature jest specyficzna
gatunkowo. Oznacza to, ze u kazdego gatunku szczyt aktywno$ci kambium moze przypada¢ w
roznym czasie. Przykladowo u sosny zwyczajnej najwigksza intensywnos$¢ podziatow
prowadzacych do powstania komorek ksylemu przypada w maju. U innych gatunkéw drzew
ten szczyt moze by¢ op6zniony o par¢ tygodni. Mierzac takie wartosci nalezy jednak bra¢ pod
uwage, ze w przypadku badan prowadzonych w warunkach naturalnych otrzymany wynik
moze by¢ uzalezniony od réznych, wspoélistniejacych czynnikow w danym S$rodowisku
(Swidrak 1 in. 2014). Z tego powodu tak istotne jest rownolegte prowadzenie
eksperymentalnych badan laboratoryjnych w kontrolowanych warunkach. Idealnym wyj$ciem
byloby potaczenie retrospektywnych badan stojow rocznych u wieloletnich drzew oraz analiz
molekularnych podstaw procesu ksylogenezy, aby rozpozna¢ mechanizmy odpowiedzialne za
ostateczng strukture i wlasciwosci powstajacego drewna. Takie interdyscyplinarne podejécie
badawcze, jakkolwiek kosztowne i pracochtonne, pozwolitoby na najbardziej kompleksowy

wglad w omawiane zagadnienie.

1.4.4 Czynniki stresowe

Rosliny jako organizmy osiadle, niezdolne do przemieszczania si¢, s3 narazone na
dziatanie réznorodnych czynnikow stresowych. Nie mogac oddali¢ si¢ od niekorzystnych
warunkow, organizmy te musza si¢ w jaki$ sposéb do nich przystosowac, lub przynajmniej w
jak najwigkszym stopniu ograniczy¢ ich niekorzystne dzialanie. Istnieje wiele strategii, ktore
rosliny stosuja, aby poradzi¢ sobie z konsekwencjami wplywu takich czynnikéw na ich

fizjologi¢ 1 przetrwanie. Najwazniejsze z nich przedstawione sg na ryc.3.

Makroskopowo strategie przetrwania warunkdéw stresowych u ro§lin mozemy podzieli¢
na trzy gtéwne typy: unikanie stresu, tolerowanie stresu i reakcje odpornosciowe (Baldi i La
Porta 2022). Zwigzane s3 one $cisle z procesami adaptacji i aklimatyzacji. Adaptacja to

przystosowanie ewolucyjne, powstate w wyniku mutacji genetycznej lub jako efekt zabiegow
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hodowlanych. Aklimatyzacja natomiast polega na modyfikacji budowy morfologicznej oraz

procesow fizjologicznych osobnika w trakcie ontogenezy i nie podlega dziedziczeniu.

Na poziomie mikroskopowym odpowiedzi roslin na stres obejmuja ztozone zmiany
fizjologiczne i1 biochemiczne. Naleza do nich m.in. zmiany w ekspresji gendéw, aktywacji
enzymOw obronnych, produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), fitohormondéw oraz biatek
stresowych. Komorki ro§linne reorganizujg swoje struktury, takie jak btony komoérkowe czy
chloroplasty, by ograniczy¢ uszkodzenia i przywroci¢c homeostaze. Coraz wigcej badan
wskazuje takze, ze niektore z tych odpowiedzi moga by¢ modulowane przez zjawiska
kwantowe, takie jak koherencja czy tunelowanie — zwlaszcza w procesach zwigzanych z
fotosynteza, reakcjami enzymatycznymi czy percepcja Swiatta i pol magnetycznych (Maffei

2025).

Strategie przetrwania roslin

Pz , Reakcje
[ Unikanie stresu W Tolerowanie stresu €
odpornosciowe
np. zamykanie aparatow np. synteza biatek np. produkcja
szparkowych stresowych fitohormonow

Ryec. 3. Typy strategii przetrwania roslin w warunkach stresu. Opracowanie wtasne.

Formowanie drewna jest jednym z procesdéw, na ktorych przebieg moze mie¢ wplyw
obecno$¢ w $rodowisku réznych czynnikdéw stresowych. Istnieja dwa typy czynnikéw
stresowych, na ktorych dziatanie narazone sg organizmy roslinne — czynniki biotyczne oraz

abiotyczne.
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Stres biotyczny oznacza przede wszystkim zerowanie roslinozernych zwierzat,
powodujace uszkodzenie tkanek ros$linnych, ale rowniez infekcje powodowane przez
pasozytnicze grzyby, a nawet bakterie. U wielu ro§lin przerwanie tkanek ksylemu
spowodowane zranieniem cz¢sto pocigga za soba konieczno$¢ odbudowy kambium
waskularnego. U drzew iglastych jednak obecnos¢ duzej ilosci zywicy na powierzchni zranienia
wplywa na to, ze zazwyczaj odbudowa drewna ma miejsce poprzez podziaty komorek w
obrebie pozostato$ci kambium na brzegach rany. Powstaje w ten sposéb drewno o nizszej
wartosci uzytkowej, charakteryzujace si¢ zaburzong lignifikacjag $cian komorkowych,
zawierajace nieprawidtlowo wyksztatcone elementy przewodzace (Chano i in. 2015). W
pierwszej fazie po zranieniu zwykle nastgpuje indukcja ekspresji gendow zwigzanych z
odpowiedzig na stres biotyczny, utrudniajgc inwazje patogendw poprzez otwartg rang.

Z kolei abiotyczne czynniki stresowe nie sg zwigzane z aktywnoS$cig innych zywych
organizméw, z wylaczeniem tych zwigzanych =z zanieczyszczeniem $rodowiska
spowodowanym przez cztowieka. Do abiotycznych stresorow zaliczamy deficyt wody (stres
suszy), wysokie natezenie $wiatla, zbyt niskg lub wysoka temperature, niedobory mikro- i
makroelementow, zanieczyszczenie powietrza gazami, zbyt wysokie st¢zenie CO2 w

powietrzu, obecno$¢ metali cigzkich lub herbicyddéw w glebie, zbyt wysokie zasolenie.

1.4.4.1 Stres suszy

Produktywno$¢ ekosystemow lesnych jest wyraznie zwigzana z dostepnosciag wody.
Przedtuzajace si¢ okresy suszy moga prowadzi¢ do zamierania drzewostanéw na duzych
obszarach (Brédaiin. 2006), a w konsekwencji do trudnych do odwrdcenia zmian gatunkowych
1 ekologicznych, jak réwniez zmniejszonej ilosci surowcodw pozyskiwanych z tych obszarow.
Prognozowana zmiana klimatu prawdopodobnie bgdzie miala wpltyw na wzrost czestosci
wystgpowania i intensywnosci warunkow suszy w Europie Srodkowej. Chociaz spadek
catkowitej sumy opaddéw od roku 1980 byl nieznaczny, temperatura powietrza oraz proces
parowania wody do atmosfery (ewapotranspiracja) wzrosly istotnie, prowadzac do bardziej
ujemnego bilansu wodnego roslin (Eilmann i in. 2009). Symulacje przeprowadzone w ostatnich
latach z uzyciem ztozonych modeli klimatycznych prognozuja wystepowanie warunkow
przyczyniajacych si¢ do zamierania drzew iglastych w r6znych strefach klimatycznych. Istotne
zatem jest jak najlepsze zrozumienie mechanizmow zwigzanych z odpornoscia drzew na skutki
silnego odwodnienia i wysokiej temperatury, aby umozliwi¢ wyselekcjonowanie populacji
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optymalnie przystosowanych do niekorzystnych warunkéw (McDowell 1 in. 2015, Baldi i La
Porta 2022).

Stres suszy nalezy do najsilniej dzialajacych czynnikdéw zaburzajacych procesy
fizjologiczne roslin (Chaudhry i Sidhu 2021). Dowiedziono, ze nawet wzglednie krotki okres
wystepowania warunkow stresu suszy ma wplyw na zmniejszenie turgoru komorek,
elastycznosci $cian komorkowych i w konsekwencji spadek liczby podzialow komorek
kambium. Tempo podziatow komdrkowych i1 rozwoju ksylemu jest skorelowane z temperaturg
otoczenia, iloscig opadow i wilgotnoscia. Susza moze obniza¢ czg¢stos¢ podziatow zmniejszajac
cisnienie turgorowe w komoérkach kambium. U roslin drzewiastych aktywno$¢ kambium jest
niezwykle wrazliwa na deficyt wody. Rosliny w warunkach ekstremalnej suszy sa bardziej
podatne na uszkodzenia tkanki przewodzacej, na kawitacj¢, oraz na ryzyko deformacji $cian
komoérkowych. (Quaderi 1 in. 2019).

Wplyw suszy na proces ksylogenezy jest specyficzny gatunkowo. U drzew wzrost
temperatury moze powodowac¢ zwigkszenie lub zmniejszenie S$rednicy cewek/naczyn w
zalezno$ci od gatunku. Jedng ze strategii obserwowang u sosny zwyczajnej w warunkach
deficytu wody jest zmniejszenie liczby komodrek przyrostow rocznych, a nastgpnie wzrost
Srednicy elementéw przewodzacych. (Eilmann 1 in. 2009). Takie przystosowanie moze by¢
zwigzane z probg kompensacji zmniejszenia powierzchni przyrostu obwodowego i w efekcie
spadku powierzchni przewodzacej wode.

Ekstremalny deficyt wody moze powodowa¢ powstawanie znieksztalconych komorek i
fluktuacje gestosci tkanki drzewnej w ciagu roku. U Pinus pinaster susza wystgpujaca latem
powoduje wczesniejsze zakonczenie podzialdéw komorkowych w ksylemie (Vieira 1in. 2013).
Czestym skutkiem letniej suszy jest powstanie waskiego pierscienia drewna, co jest zwigzane
z redukcja aktywnos$ci kambium. Wiosenny deficyt wody moze przyczyni¢ si¢ do opdznienia
poczatku ksylogenezy na wiosng, jak réwniez do wczesniejszego zakonczenia podzialow
komorek latem (Liang 1 in. 2016).

Efektywnos¢ pobierania wody przez rosliny zalezy nie tylko od jej dostepnosci w
podtozu, ale takze od intensywnosci transpiracji, ktora jest zwigzana z temperaturg otoczenia i
wilgotnoscig powietrza. Stres suszy pojawia si¢, gdy w glebie zawarto$¢ wody spada ponizej
poziomu umozliwiajacego roslinie utworzenie ciagtego stupa wody, ktéra moze by¢ pobierana
1 doprowadzana tkankg przewodzaca do kazdej komodrki organizmu. W warunkach
fizjologicznych transpiracja prowadzi do powstania gradientu potencjatu wody 1 dziatania sity
ssacej, ktora wraz z sitami adhezji 1 kohezji czasteczek wody zapewnia cigglo$¢ jej transportu.

W warunkach deficytu wody w glebie transport nie moze efektywnie zachodzi¢, dodatkowo
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roslina moze zamyka¢ aparaty szparkowe bronigc si¢ przed utrata wody, co prowadzi do
zmniejszenia transpiracji 1 jeszcze bardziej ostabia funkcjonowanie uktadu przewodzacego. W
elementach przewodzacych pojawiaja si¢ pecherzyki powietrza (embolizm), ktdre przerywaja
ciggtos$¢ strumienia wody 1 uniemozliwiajg jej doprowadzenie do dystalnych gatezi i korzeni,
(Bréda i in. 2006). Podczas suszy rosliny nagonasienne sg bardziej narazone na wystepowanie
tego zjawiska niz rosliny okrytonasienne, pomimo bardziej stabilnego systemu przewodzacego
u tych pierwszych. Dotyczy to zwlaszcza organow dystalnych, jak igly czy korzenie. Rowniez
ze wzgledu na swoja dlugowiecznos$¢ oraz strategi¢ przetrwania mrozow (pozostawianie igiet
na gateziach) drzewa iglaste moga doswiadcza¢ w ciggu swojego cyklu zyciowego znacznej
liczby epizodow suszy (Baldi i La Porta 2022).

Stres suszy moze prowadzi¢ do hamowania fotosyntezy i starzenia si¢ lisci. Poprzez
inhibicj¢ aktywno$ci enzyméw fotosyntetycznych i1 zamykanie aparatéw szparkowych
dochodzi do zahamowania wzrostu, ze wzgledu na mniejszy doplyw CO2 i zmniejszenie
wigzania wegla oraz zawartosci chlorofilu. (Quaderi i in. 2019, Chaudhry i Sidhu 2021).
Ponadto zmniejszona dostgpnos¢ wody powoduje kurczenie si¢ objetosci komorek oraz
zwigkszenie lepkosci cytoplazmy, co skutkuje uszkodzeniem enzymow 1 innych biatek
odpowiedzialnych za fotosyntezg.

Niektore zrodla wskazuja na to, ze moze nastgpi¢ redystrybucja asymilatow w celu
naprawy uszkodzonych tkanek lub przesunigcie réwnowagi ich wykorzystywania w strone
procesdw prowadzacych do wzrostu korzenia kosztem wzrostu pgdu (Mackay 1 in. 2019).
Zaburzenia w funkcjonowaniu ksylemu prowadza tez bezposrednio do hamowania wzrostu,
poniewaz dostarczanie wody do kazdej czg$ci rosliny jest niezbedne do prawidtowych
podzialéw komodrkowych i rozwoju tkanek.

Strategie radzenia sobie z odwodnieniem mogg si¢ r6zni¢ w zaleznosci od tego, czy
wystepuje pojedynczy epizod ekstremalnej suszy, czy stres utrzymuje si¢ przez dtuzszy czas.
Przedtuzajaca si¢ susza prowadzi do wzrostu potencjalu osmotycznego soku ksylemowego
(wigksze stgzenie rozpuszczonych substancji), a w dluzszej perspektywie do obnizenia §rednicy
komoérek przewodzacych, grubosci ich §cian komodrkowych, opodznienia formowania si¢
ksylemu 1 floemu, oraz spadku liczby podzialéw komoérkowych. Susza moze wplywac tez na
zmniejszenie $rednicy jamek, pogrubienie ich $cian i zmniejszenie liczby porow w blonach
(Quaderi 1 in. 2019). Zmniejszenie Srednicy komodrek oraz pogrubienie $cian moze mie¢ na
celu zapobieganie kawitacji. Wraz z niedoborem wody w glebie spada przewodnictwo wody
w korzeniu (pasemka Caspary’ego zapobiegaja cofaniu si¢ wody z korzenia do gleby).

Nastepuje indukcja kawitacji - spadek ci$nienia i przerwanie strumienia wody w naczyniu
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poprzez embolizm, czyli pecherzyki powietrza (Quaderi i in. 2019). Im mniejsza $rednica
cewek, tym mniejsze jest ryzyko przerwania strumienia wody. Grubsze $ciany zwigkszaja
stabilno$¢ systemu. Aby zniwelowaé niedobor wody pobieranej przez cewki o wezszym
swietle, ich liczba moze si¢ zwicksza¢. Przeciwdziatanie kawitacji poprzez zmiang struktury
ksylemu to jeden z najistotniejszych mechanizméw zapobiegajacych skutkom stresu wodnego
u roslin (Eckert i in. 2019).

Odwodnienie wywotuje takze zmiany poziomu fitohormonow. Przede wszystkim kwas
abscysynowy (ABA) odgrywa kluczowa role w odpowiedzi roslin na stres wodny. W
warunkach suszy stezenie ABA gwaltownie wzrasta, szczegolnie w lisciach i1 tkankach
przewodzacych, co prowadzi do zamykania aparatoéw szparkowych, ograniczenia transpiracji
oraz aktywacji szlakow odpowiedzialnych za tolerancj¢ odwodnienia (Cutler i in. 2010; Tardieu
1 in. 2018). ABA petni rowniez funkcje sygnalu systemowego — produkowany lokalnie w
korzeniach, moze by¢ transportowany ksylemem do lisci, gdzie indukuje zmiany fizjologiczne
ograniczajace utrate¢ wody. Na poziomie molekularnym ABA reguluje ekspresje genow
zwigzanych z ochrong komorek przed stresem, w tym genoéw kodujacych biatka osmotycznie
czynne, enzymy antyoksydacyjne oraz regulatory lignifikacji $cian komodrkowych.
Udokumentowano, ze ABA moze aktywowac czynniki transkrypcyjne z rodzin NAC i MYB,
ktore steruja ekspresja gendw biosyntezy ligniny, takich jak CCR, C4H, czy COMT,
przyczyniajac si¢ do pogrubienia $cian komodrek ksylemu i zwigkszenia ich odpornosci na
kawitacj¢ (Han 1 in. 2022). Z tego wzgledu ABA postrzegany jest nie tylko jako regulator
gospodarki wodnej, ale rowniez jako mediator przeksztatcen anatomicznych 1 metabolicznych
w tkankach roslinnych poddanych odwodnieniu. Réznice w warunkach $rodowiskowych
zwigzane z rozmieszczeniem geograficznym mogg rowniez wplywaé na zrdznicowanie
ekspresji 1 ewolucji genow zwigzanych z odpowiedzig na stres. Wykazano, ze u sosny
srodladowej Pinus banksiana doszlo do pozytywnej selekcji gendw zwigzanych z
metabolizmem ABA, w przeciwienstwie do gatunkow takich jak P. taeda, P. palustris czy P.
kesiya var. langbianensis, co sugeruje adaptacyjne roznice w odpowiedzi molekularnej
pomigdzy gatunkami (Zhao 2018).

W odpowiedzi na stres suszy rosliny aktywuja szereg mechanizmow molekularnych i
biochemicznych, ktore pozwalaja im przetrwa¢ niekorzystne warunki srodowiskowe. Jednym
z kluczowych procesow jest akumulacja osmoprotektantow — matych, niejonowych
czasteczek organicznych, takich jak prolina, N,N,N-trimetyloglicyna, trehaloza czy mannitol.

Te zwiazki pelnig funkcje kompatybilnych osmolitow, stabilizujac struktury bialek i blon
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komorkowych, a takze regulujac potencjal osmotyczny komorek, co umozliwia utrzymanie
turgoru 1 aktywno$ci enzymatycznej nawet przy znacznym odwodnieniu .

Oprocz osmoprotektantow, rosliny syntetyzuja réwniez specyficzne biatka stresowe,
takie jak dehydryny, nalezace do grupy II bialek LEA (Late Embryogenesis Abundant).
Dehydryny sg wysoce hydrofilowe i termostabilne, co pozwala im petni¢ role molekularnych
chaperondéw, chronigc inne biatka przed denaturacja oraz stabilizujgc struktury bton
komoérkowych poprzez wigzanie si¢ z lipidami . Ich ekspresja jest indukowana nie tylko przez
odwodnienie, ale rowniez przez niskie temperatury i wysokie zasolenie, co §wiadczy o ich
uniwersalnej roli w odpowiedzi na rdzne stresy abiotyczne. (Liu i in. 2017, Yang 1 in. 2021).

Badania wykazaty, ze nadekspresja genow kodujacych dehydryny w r6znych gatunkach
roslin, takich jak tyton czy pomidor, prowadzi do zwigkszenia tolerancji na susz¢ i inne stresy
srodowiskowe . Ponadto, dehydryny moga wigza¢ jony metali oraz DNA, co sugeruje ich udziat
w ochronie komoérek przed omowionym w dalszej cze$ci stresem oksydacyjnym i
uszkodzeniami genetycznymi. (Yang i in. 2021).

Integracja tych mechanizmoéw — akumulacji osmoprotektantow i syntezy dehydryn —
stanowi istotny element strategii adaptacyjnych roslin do warunkéw suszy, umozliwiajac im
utrzymanie homeostazy komodrkowej i funkcji metabolicznych w obliczu ograniczonej

dostepnosci wody.

1.4.4.2 Stres oksydacyjny

Reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species, ROS) powstajg u roslin pod wptywem
réznych czynnikdw 1 sa przedmiotem intensywnych badan w ostatnim czasie. Reaktywne
formy tlenu, oprocz potencjalnej toksycznosci przy wysokich stezeniach, pelnig rowniez istotne
funkcje sygnalowe, uczestniczac w regulacji procesOw wzrostu, rozwoju oraz odpowiedzi
roslin na czynniki stresowe. W przypadku nieefektywnego neutralizowania ROS w roélinie

rozwija si¢ stres oksydacyjny, ktory oddziatluje niekorzystnie na caty organizm.

Reaktywne formy tlenu powstaja gltownie w mitochondriach, chloroplastach i
peroksysomach (Labudda 2013). Stres oksydacyjny zaburza liczne procesy fizjologiczne w
ro$linie, prowadzac m.in. do uposledzenia podzialdéw komodrkowych, ostabienia wzrostu pedow
1 korzeni oraz przedwczesnego starzenia si¢ tkanek. Reaktywne formy tlenu wplywaja

negatywnie na integralnos¢ struktur komorkowych, zaklocajac przepuszczalnos¢ bton i1
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transport substancji. W rezultacie dochodzi do utraty homeostazy komodrkowej, co moze
skutkowaé ograniczeniem zdolnos$ci fotosyntetycznych i oddychania komorkowego. Nadmiar
ROS powoduje m. in. uszkodzenia biatek, kwaséw nukleinowych, peroksydacje lipidow
btonowych, a nawet denaturacj¢ enzymoéw (Hussain i in. 2019). W przypadku dtugotrwatego
lub silnego stresu oksydacyjnego dochodzi réwniez do aktywacji programowanej $mierci
komoérki (PCD), co moze prowadzi¢ do uszkodzenia lub utraty funkcji catych organow
roslinnych. Fotooksydacja wywotana suszg prowadzi do zmniejszenia zawartosci chlorofilu,
jak réwniez do uszkodzenia bialek wchodzacych w skiad fotosystemow, co powoduje

zaburzenia w procesie fotosyntezy (Chaudry i Sidhu 2021).

Jednym z proceséw zachodzacych w obecno$ci wysokich stezen reaktywnych form
tlenu jest peroksydacja lipidow btonowych. Moze by¢ zapoczatkowana przez rodnik
hydroksylowy (OH), oraz rodniki: nadtlenkowy (LOO-), alkoksylowy (LO-) lub alkilowy
(L-). Roéwniez inne reaktywne zwigzki moga inicjowac ten proces, w tym ozon, tlenek i
dwutlenek azotu a takze dwutlenki siarki 1 podchloryn. Peroksydacja lipidow
jest fancuchowym procesem utleniania lipidow btonowych, w przebiegu ktorego uczestnicza
wolne rodniki tlenowe. Utleniane sg przede wszystkim nienasycone kwasy tluszczowe i

prowadzi to do powstania ich nadtlenkow.

Peroksydacja lipidow prowadzi do powstania oksylipin, ktéore moga wptywac na
ekspresje gendw o funkcji zwigzanej z sygnalizacjg warunkow stresowych, w tym czynnikéw

transkrypcyjnych (Chmielowska-Bak 1 in. 2015).

1.4.4.3 Peroksydazy a warunki stresowe

Niektore czynniki - zewngtrzne oraz wewngtrzne - maja wpltyw na zmian¢ poziomu
aktywnosci peroksydaz roslinnych. Ogoélna aktywno$¢ peroksydaz jest jednym z kluczowych
markerow okreslajacych intensywno$¢ warunkéw stresowych u roslin. U sosny abiotyczne
czynniki stresowe, takie jak zanieczyszczenie gleby mogag powodowac¢ wzrost ich aktywnosci
(Markkola i in. 2002). W przypadku zanieczyszczenia gleby metalami cigzkimi aktywno$¢ tych
enzymOw moze by¢ uwarunkowana rodzajem metalu; dodatkowo moze zaleze¢ od tego, czy

doswiadczenie bylo przeprowadzone w warunkach naturalnych czy laboratoryjnych (Kukkola
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1 in. 2000). Z kolei wplyw gazowych zanieczyszczen powietrza zwigzkami takimi jak SO»
zalezy od st¢zenia tych zwigzkow, jak réwniez od czasu ekspozycji (Katainen i in. 1984).
Zewngtrzna ingerencja w integralno$¢ tkanek (zranienie) rowniez moze pobudza¢ aktywno$é
peroksydaz, bedacych istotnym elementem mechanizmow obronnych przed nadmiarem

wolnych rodnikow (Roitto 1 in. 2003).

Z uwagi na to, ze aktywno$¢ peroksydaz jest wrazliwa zard6wno na zmiany
srodowiskowe, jak i wewnetrzne wahania hormonalne rosliny (Kieliszewska-Rokicka 1987)
pomiar ich aktywno$ci moze by¢ stosowany raczej jako miernik reakcji rosliny na dany
czynnik, niz jako odzwierciedlenie poziomu samego czynnika w $rodowisku (Katainen i in.
1984). Peroksydazy stanowig istotne ogniwo taczace reakcje¢ roslin na stres oksydacyjny z
procesami ksylogenezy. Enzymy te uczestnicza bezposrednio w procesie lignifikacji §cian
komoérkowych, katalizujac utlenianie monolignoli i ich polimeryzacje w ligning. Dzigki temu
aktywno$¢ peroksydaz moze odgrywaé podwdjna role: z jednej strony odzwierciedla reakcje
ro$liny na czynniki stresowe, z drugiej za$ uczestniczy w procesach zwigzanych z przebudowsa

1 wzmacnianiem $cian komorkowych podczas réznicowania elementéw ksylemu.

1.4.4.4 Anionorodnik ponadtlenkowy

Wiele zwiazkow wystepujacych w formie zredukowanej reagujac z tlenem ulega
jednoelektronowemu utlenieniu. Efektem takiego dziatania jest powstanie anionorodnika

ponadtlenkowego Oz’ ™ 1 wolnego rodnika reagujacego zwiazku:
RH>+ 02 > RH +H" + Oy~
Anionorodnik ponadtlenkowy jest zwiazkiem nietrwatym, ale moze uszkadzaé centra
zelazowo-siarkowe w enzymach, moze redukowaé jony metali, reagowac z cysteing czy ze

zwigzkami zawierajagcymi wigzania nienasycone dajac nadtlenki. Co wigcej, reaguje tez z

tlenkiem azotu prowadzac do powstania szkodliwego nadtlenoazotynu.

str. 35



1.4.4.5 Nadtlenek wodoru

Kluczowym procesem dla powstawania nadtlenku wodoru podczas suszy jest
fotooddychanie, a $cislej reakcja utleniania glikolanu. W warunkach deficytu wody powstaje w
ten sposob okoto 70% nadtlenku wodoru, ktéry przy prawidtowo funkcjonujacym systemie
antyoksydacyjnym i wystarczajacej aktywnosci katalazy w peroksysomach jest w wiekszosci
usuwany. Istotne sg tu jednak réwniez inne czynniki. Stres suszy powoduje zamykanie
aparatow szparkowych, co sprzyja akumulacji reaktywnych form tlenu (ROS — Reactive

Oxygen Species).

Najwazniejsze enzymy biorace udzial w detoksykacji H,O» to katalaza, peroksydaza

askorbinianowa oraz peroksydaza glutationowa.

Pierwszy z nich, katalaza (CAT) katalizuje proces rozktadu nadtlenku wodoru do

czagsteczki wody 1 czasteczki tlenu.
2 H,O2 — 2 H,O + Oz

Jest enzymem bardzo wydajnym, rozktada okolo 6 miliondéw czasteczek H.O> w ciagu

jednej minuty (Hussain i in. 2019).

Peroksydaza askorbinianowa (APX) réwniez katalizuje rozklad H>O, ale w tym
przypadku donorem elektronéw jest zwigzek ograniczny — askorbinian. Enzym jest
zaangazowany w tzw. cykl glutationowo-askorbinaniowy, zwany réwniez cyklem Halliwella-
Asady. Zachodzi on w cytoplazmie, mitochondriach, plastydach oraz peroksysomach. W cyklu
oprocz APX biorg udziat trzy inne enzymy: reduktaza monodehydroaskorbinianu (MDHAR),
reduktaza dedydroaskorbinanu (DHAR) oraz reduktaza glutationu (GR).

Rycina 4 przedstawia przebieg omawianego cyklu. Sktada si¢ on z kilku powigzanych
reakcji utlenienia i redukcji. H2Oz jest redukowany do H>O przy jednoczesnym utlenianiu
askorbinianu (ASA) do monodehydroaskorbinianu (MDA), ktéry dalej przeksztatca si¢ w
dehydroaskorbinian (DHA). DHA jest nastepnie redukowany do askorbinianu przy udziale
reduktazy dehydroaskorbinianu i utleniana jest czasteczka glutationu GSH. Powstaje GSSG -
utleniona forma tego zwigzku - dimer polaczony mostkiem dwusiarczkowym. Ostatecznie
GSSG jest redukowany w reakcji katalizowanej przez reduktaze glutationowa 1 powstaje

ponownie GSH. Donorem elektronu w tej reakcji jest czasteczka NADPH.
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HZOZ m P HZO
APX

ASA MDA

ASA
DHA GSSG NAD*
ASA GSH NADP

Ryec. 4. Cykl glutationowo-askorbinianowy u ro$lin. Opracowanie wtasne na podst. Choudhury i in., 2013.

Peroksydaza glutationowa (GPX) do bezposredniej redukcji nadtlenku wodoru
wykorzystuje glutation (GSH). Jest on tripeptydem zawierajacym siarke. Jeszcze do niedawna
aktywnos$¢ GPX przypisywano gtéwnie komdérkom zwierzgcym, dopiero pod koniec XX w.
wykryto ich obecno$¢ takze u roslin. Enzym ten nie jest stale obecny w komorkach roslinnych,
jest bowiem syntetyzowany w odpowiedzi na czynnik stresowy. GPX wystepuja gtownie w

cytoplazmie, chloroplastach, mitochondriach oraz retikulum endoplazmatycznym.

2 GSH + H,0; — GSSG + 2 H,O

GSSG +NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

Zbadanie reakcji fizjologicznej rosliny na pojawienie si¢ w otoczeniu konkretnego
czynnika stresowego jest utrudnione w warunkach naturalnych, poniewaz jak juz wspomniano
w naturalnym $rodowisku organizm rosliny jest poddany dziataniu wielu réznych czynnikéw
réwnoczes$nie. Nie jest zatem mozliwe powigzanie zaobserwowanego efektu z pojedyncza

przyczyna. Z tego wzgledu tak cenne sg badania laboratoryjne wykonywane w kontrolowanych,
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standaryzowanych i1 przede wszystkim stosunkowo wyrownanych warunkach, ktore zapewniaja

uzyskanie obiektywnych wynikow.

Z uwagi na stabilno$¢ 1 funkcj¢ sygnatowa, w niniejszej pracy poziom H20: 1 Oz~

wykorzystano jako wskazniki stresu oksydacyjnego.

1.4.5. Odpornos¢ na warunki stresu odwodnienia a produktywnos¢ drzewostanu

Drzewa iglaste sa najwigksza i najbardziej zroznicowang klasa w gromadzie ro$lin
nagonasiennych. Sa rozpowszechnione na calym $wiecie i obejmuja 615 gatunkéw
(Christenhusz 1 in. 2011). Wedlug najnowszych danych az 50% $wiatowej produkcji drewna
pochodzi z drzew iglastych. To podkresla istotng role tych gatunkéw drzew w globalnym

sektorze drzewnym.

W S$wietle prognozowanych zmian klimatycznych coraz istotniejsza staje si¢ hodowla
selekcyjna drzew lesnych. Ma ona na celu wytworzenie populacji, ktore beda jak najlepiej
penily zaplanowane dla nich funkcje (gospodarcze, spoleczne, ekologiczne). Selekcja, czyli
uzyskiwanie i wybor najlepiej przystosowanych populacji lub osobnikow odbywa si¢ poprzez
kontrolowane krzyzowanie lub dzigki wykorzystaniu metod inzynierii genetycznej. Wytaczone
drzewostany nasienne powinny posiada¢ korzystne cechy przekazywane pokoleniom
potomnym (Wazynski 2018). Odporno$¢ na odwodnienie jest bez watpienia jedng z takich cech.
Przy przeprowadzaniu selekcji pozadanych genotypoéw nalezy wzig¢ tez pod uwage inne
potencjalnie korzystne cechy osobnicze, takie jak odporno$¢ na niska temperature czy
zagrozenia biotyczne, poniewaz wyhodowanie populacji odpornej na susz¢ 1 jednoczesnie

wrazliwej na inne warunki mijatoby si¢ z celem hodowli selekcyjnej (Baldi i La Porta 2022).

Reakcje drzew iglastych na odwodnienie obejmuja zamykanie aparatow szparkowych,
akumulacje osmoprotektantow (np. prolina, cukry rozpuszczalne), zwickszong aktywno$¢
enzymoOw antyoksydacyjnych oraz wzrost ekspresji genow zwigzanych z metabolizmem ABA.
Wspolnym celem tych procesdéw jest stabilizacja struktury komérkowej 1 ograniczenie utraty
wody. Korzystnym przystosowaniem umozliwiajagcym przezwyci¢zanie warunkow stresowych
jest plastycznos$¢ wzrostu, czyli zdolno$¢ drzewa do hamowania tempa proceséw wzrostowych
w niekorzystnych warunkach i wznawiania ich po ustgpieniu stresu (Baldi 1 La Porta 2022).

Grubo$¢ scian komorkowych jest czynnikiem wplywajacym na gesto§¢ drewna, ktéra ma
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istotne znaczenie w jego przemystowych zastosowaniach. Wielko$¢ ta jest kluczowa dla

fizycznych, mechanicznych i technologicznych wtasciwos$ci drewna.

Postep w dziedzinie transkryptomiki 1 selekcji wspomagane] markerami
molekularnymi umozliwia identyfikacje genotypow odpornych na susz¢ we wezesnych etapach
rozwoju roslin. W szczegdlnosci, sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) pozwala na szybkie
okreslenie profili ekspresji gendéw zwigzanych z tolerancjg abiotyczna, co moze znaczaco
przyspieszy¢ proces hodowlany. Ze wzgledu na dlugowieczno$¢ drzew oraz na fakt, ze wiele
genow odpowiada za cechy odpornosci roslin na niekorzystne warunki, programy majgce na
celu uzyskanie tatwo adaptujacych si¢ odmian sg kosztowne i dhugotrwate. Jedynie u kilku
gatunkow drzew iglastych (Picea abies, Picea glauca, Pinus taeda, Pinus lambertiana,
Pseudotsuga menziesii) udalo si¢ zsekwencjonowaé genom i to nie w kazdym przypadku
catkowicie. Dane te s3 jednak bardzo cenne i bardzo przyspieszyly rozwdj; metod
prowadzacych do uzyskania wysokiej jakosci map genetycznych dla tych gatunkéw (Neale i

Wheeler 2019).

Dziatania majace na celu udoskonalenie cech uzytkowych dotycza gtownie gatunkow
istotnych gospodarczo, np. sosny taeda (Pinus taeda) w Stanach Zjednoczonych,
najwazniejszej z punktu widzenia pozyskiwania drewna, dla ktorej pierwsze tego typu badania
przeprowadzono juz w latach 20-tych dwudziestego wieku (Matallana-Ramirez i in. 2021).
Cho¢ nacisk ten jest zrozumiaty, podkresla potrzebg zwrdcenia wigkszej uwagi na tak wazne
ekologicznie taksony, jak Cupressaceae, ktore wykazujg niezwyktg tolerancje na suszg (Baldi 1

La Porta 2022).

W dobie postepujacych zmian klimatycznych odpornos¢ drzew na suszg staje si¢ nie
tylko pozadana, ale wrecz kluczowa cechg adaptacyjng w strategiach zroOwnowazonej
gospodarki le$nej. Nalezy przy tym jednak pamigtac, ze zwigkszona tolerancja na odwodnienie
moze prowadzi¢ do kompromiséw fizjologicznych, takich jak nizsze tempo wzrostu czy
mniejsza powierzchnia lisci, co wptywa na ogolng produktywnos$¢ drzewostanu. Dlatego w
programach selekcyjnych konieczne jest wywazenie tych cech w zaleznos$ci od przeznaczenia
hodowli — np. odpornosci i stabilno$ci w warunkach skrajnych versus szybki przyrost w
korzystnych warunkach. Integracja klasycznych metod hodowlanych z podejsciami
genomicznymi otwiera nowe perspektywy dla efektywnej selekcji genotypéw odpornych na
stres abiotyczny, bez rezygnacji z cech uzytkowych. W nadchodzacych dekadach to wtasnie
zdolnos¢ taczenia odpornosci $rodowiskowej z produktywnosciag moze zadecydowacé o

trwato$ci 1 funkcjonalnos$ci drzewostanéw w warunkach nasilajacej sie presji klimatyczne;j.
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2. CEL PRACY I HIPOTEZY BADAWCZE

W S$wietle ostatnich doniesien o ocieplaniu si¢ klimatu susza stata si¢ jednym z
najczesciej wystepujacych czynnikdéw stresowych wpltywajacych na wzrost 1 rozwdj roslin
drzewiastych, nie tylko w rejonach tropikalnych, ale coraz czgsciej rowniez w strefie klimatu
umiarkowanego.

Sosna zwyczajna (Pinus sylvestris L.) jest jednym z najszerzej rozpowszechnionych
gatunkow lasotworczych w Europie. (Carvalho i in. 2017).

Celem niniejszej pracy jest okreslenie intensywnosci stresu suszy w poczatkowych
fazach rozwoju siewki sosny poprzez oznaczenie poziomu markerow stresowych oraz zbadanie
wpltywu odwodnienia na ekspresj¢ wybranych genow i procesy fizjologiczne zachodzace

podczas formowania tkanki drzewnej (ksylogenezy).

Hipotezy badawcze

HI:
Deficyt wody u siewek sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) prowadzi do istotnego
obnizenia wzglednej zawarto$ci wody w tkankach, co $wiadczy o skutecznym

wywolaniu stresu suszy w zastosowanym modelu doswiadczalnym.

H2:
Stres suszy powoduje wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (anionorodnika

ponadtlenkowego 1 nadtlenku wodoru) w tkankach siewek sosny zwyczajne;.

H3:
Wzrost poziomu reaktywnych form tlenu indukowany stresem suszy prowadzi do
nasilonej peroksydacji lipidow blonowych, mierzonej jako wzrost poziomu zwigzkow

reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS).

H4:

Odwodnienie siewek sosny zwyczajnej w poczatkowych fazach rozwoju prowadzi do
istotnych zmian ekspresji gendw zwigzanych z procesem ksylogenezy i biosyntezy
$ciany komorkowej, co moze wskazywaé¢ na modyfikacj¢ przebiegu roéznicowania

ksylemu w warunkach stresowych.
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3. MATERIAL I METODY

3.1 Materiat roslinny

Uzywany w doswiadczeniach materiat roslinny obejmowat nasiona sosny zwyczajnej
pochodzace =z plantacji Nadle$nictwa Bialogard, przechowywane w warunkach

odpowiadajacych normom, w ciemnos$ci w temperaturze 20-22°C.

Ryc. 5. Nasiona sosny zwyczajnej przed wysianiem.

Nasiona (ryc. 5) wysiewane byty na krazki torfowe Jiffy-7 pH 6 o $rednicy 44 mm (po
napecznieniu kragzkéw w sterylnej wodzie destylowanej). Wysiewano po 2 nasiona na jeden
krazek. Krazki uktadano na plastikowych kuwetach (ryc. 6). Nastepnie nasiona kietkowaty w
naturalnym $wietle dziennym w pomieszczeniu laboratoryjnym, przy dostgpie do $wiatla
stonecznego. Fotoperiod byt zblizony do naturalnego cyklu dnia i nocy dla okresu prowadzenia
doswiadczenia. Temperatura w pomieszczeniu utrzymywala si¢ na poziomie temperatury
pokojowej (ok. 20-22 °C). Wszystkie warianty do§wiadczenia prowadzono w tych samych
warunkach $rodowiskowych. Ze wzgledu na zastosowanie naturalnego o$wietlenia nie
kontrolowano dokladnego nat¢zenia $wiatta ani dtugosci fotoperiodu, jednak wszystkie rosliny
byly hodowane rownolegle w zblizonych warunkach s$rodowiskowych. Nasiona byly
podlewane sterylng woda destylowang wedlug zaplanowanego schematu. Po 3 tygodniach od

wysiania siewki zbierano w wyznaczonych dniach i1 przeprowadzano analizy.
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Ryc. 6. Hodowla siewek na krazkach torfowych. Z lewej strony siewki kontrolne, z prawej strony po

zastosowaniu odwodnienia (dzien 3).

3.2 Schemat doswiadczenia

Tabela 1 przedstawia przebieg eksperymentu. Zaro6wno siewki badane jak i1 kontrolne
byly podlewane co drugi dzien sterylng woda destylowana, az do 21 dnia prowadzenia hodowli,
w ktorym zaprzestano podlewania siewek badanych, natomiast w przypadku siewek
kontrolnych podlewanie kontynuowano do konca doswiadczenia. W dniach 0, 1, 3, 4, 5 liczac
od zastosowania warunkow stresowych zbierano materiat ro§linny do analizy. W dniu 7 po
zebraniu materiatu siewki badane ponownie nawadniano (rewatering) i w dniu 8 réwniez

zbierano material z obu wariantow.

Dzu?n O.d Kontrola Stres
wysiania
1-20 Podlewanie co drugi dzien Podlewanie co drugi dzien
Zebranie materiatu Zebranie materiatu
2O Podlewanie do korca Zaprzestanie podlewania
doswiadczenia co drugi dzien P P
22 (1) Zebranie materiatu Zebranie materiatu
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24 (3) Zebranie materiatu Zebranie materiatu

26 (5) Zebranie materiatu Zebranie materiatu

Zebranie materiatu
28 (7) Zebranie materiatu
Ponowne nawodnienie (rewatering)

29 (8) Zebranie materiatu Zebranie materiatu

Tab. 1. Schemat doswiadczenia.

3.3 Zbieranie materialu

Material roslinny zbierano na lodzie na szalce Petriego, dzielgc kazda siewke na czesé
gorng (epikotyl) oraz dolng (hipokotyl 1 korzen) 1 umieszczajac 100 mg materialu w probowce
Eppendorfa. Proby byly wykorzystywane do analizy bezposrednio po zebraniu (w przypadku
badania markerow stresu) lub natychmiast zamrazane w cieklym azocie, a nast¢pnie

przechowywane w temperaturze minus 80°C (w przypadku badan ekspresji gendw).

3.4 Przygotowanie preparatow do obserwacji mikroskopowych

Materiat ro$linny utrwalany byt przez 6 godzin w formalinie, a nastgpnie
przeprowadzany przez zmodyfikowany (skrocony) program do obrobki tkanek w procesorze
tkankowym Leica HistoCore PEARL (tab. 2). Kostki parafinowe skrawano na mikrotomie
saneczkowym Leica SM2010R , wykonywano preparaty mikroskopowe na szkietkach, po
skrojeniu 1 wysuszeniu przeprowadzono przez szereg ksylenow w celu odparafinowania (3x 1
min.) a nastgpnie przez szereg alkoholi o malejacym stezeniu az do wody destylowanej. Tak

przygotowane preparaty poddawano barwieniu.

Numer stacji Odczynnik Czas procesu Temperatura/ciSnienie/préznia
1 Alkohol 60% 15 minut Temp. otoczenia/-/-
2 Alkohol 70% 5 minut Temp. otoczenia/-/-
3 Alkohol 80% 5 minut Temp. otoczenia/-/-
4 Alkohol 90% 5 minut Temp. otoczenia/-/-
5 Alkohol 100% 5 minut Temp. otoczenia/-/-
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6 Alkohol 100% 5 minut Temp. otoczenia/-/-
7 Alkohol 100% 5 minut Temp. otoczenia/-/-
8 Alkohol/ksylen 10 minut Temp. otoczenia/-/-
9 Ksylen 10 minut 35°C
10 Ksylen 10 minut 35°C
11 Ksylen 10 minut 39°C
12 Parafina 5 minut 65°C
13 Parafina 5 minut 65°C
14 Parafina 10 minut 65°C

Tab. 2. Program NOC HistoCore PEARL do obrobki tkanek (zmodyfikowany).

Preparaty barwione byly 0,05% roztworem bigkitu toluidynowego w celu uwidocznienia
struktury $cian komérkowych oraz 1,5% roztworem floroglucyny w celu zbadania lignifikacji
scian komorkowych. Do przygotowania roztworéw wykorzystano biekit toluidynowy (C.I.
50240) bezwodng floroglucyne oraz kwas solny 35-38% sp. CZ. (wszystkie produkty marki
POL-AURA). Zastosowanie programu do obrdbki tkanek 1 odpowiednie utrwalenie materiatu
umozliwilo otrzymanie wystarczajaco cienkich skrawkéw, mimo to jednak uzyskanie pelnego
obrazu z siewek po 7-dniowym stosowaniu suszy okazato si¢ dos¢ wymagajacym zadaniem ze

wzgledu na duza wiotko$¢ 1 krucho$¢ materiatu.

Zdjecia wykonano przy wykorzystaniu mikroskopu ZEISS Axio Scope.A1 nalezacego do
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (Pracownia Patomorfologiczna GPSK). Zastosowano

kamerg do rejestracji obrazu AxioCam ER 5s firmy ZEISS.

3.5 Obliczanie wzglednej zawartosci wody (RWC [%] )

W celu doktadniejszej oceny poziomu zastosowanych warunkow stresowych obliczono
wzgledng zawarto$¢ wody (relative water content) ktora okresla procentowg zawartos¢ wody

w tkance roslinnej w odniesieniu do kontroli.

W pierwszej kolejnosci mierzono §wiezg mase 4 siewek z kazdego wariantu, a nastgpnie

materiat umieszczano w cieplarce w temperaturze 55°C w celu catkowitego odparowania wody.
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Po uplywie 3-5 dni mierzono suchg mas¢ organdéw i obliczano RWC [%] wedtug ponizszego

wzoru:

FW — DW

o F'W - $wieza masa
e DW - sucha masa

e HW - masa w stanie pelnego turgoru (kontrola)

Ryc. 7. Materiat zebrany do analizy zmian §wiezej i suchej masy pod wptywem odwodnienia.
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3.6 Pomiar poziomu zwigzkéw reagujacych z kwasem tiobarbiturowym - TBARS

Stopien peroksydacji lipidow to parametr sygnalizujacy intensywnos$¢ stresu
oksydacyjnego. Podczas peroksydacji pojawiaja si¢ duze ilo$ci charakterystycznych zwigzkow,
w tym dialdehydu malonowego (MDA), ktéry moze by¢ wykryty metoda TBARS, poprzez

dodanie kwasu tiobarbiturowego (TBA) do ekstraktéw roslinnych.

Proby homogenizowano w wychtodzonym mozdzierzu z dodatkiem 2 ml 10% kwasu
trichlorooctowego TCA (ryc.8). Nastgpnie przenoszono do probowek typu Eppendorf i
poddawano wirowaniu przez 10 minut przy 12 000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant

przenoszono do szklanych probéwek i dodawano 4 ml roztworu TBA (ryc. 9).

Ryc. 8. Homogenizacja prob w mozdzierzach. Z lewej strony epikotyle, z prawej hipokotyle i korzenie.
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Ryc. 9. Proby przed wirowaniem i po dodaniu roztworu TBA.

Nastepnie proby inkubowano w bloku grzejnym w temperaturze 95°C przez 30 minut,
schtadzano na lodzie i mierzono absorbancj¢ w kuwetach plastikowych przy dtugosci fali A =
532 nm oraz A = 600 nm (ryc. 10). Od absorbancji zmierzonej przy 532 nm odejmowano
absorbancj¢ nieswoistych substancji mierzong przy dlugos$ci fali 600 nm, a nastepnie obliczano

poziom zwigzkow reagujacych z TBA ze wspotczynnika ekstynkcji rownego 155 mM™! em™.
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Ryc. 10. Z lewej - proby w szklanych probowkach podczas inkubacji z roztworem TBA. Z prawej —

spektrofotometryczny pomiar absorbancji.

3.7 Pomiar poziomu anionorodnika ponadtlenkowego Oz~ w reakcji z NBT

Poziom anionorodnika ponadtlenkowego jest mierzony wybrang metoda (Doke 1983)
na podstawie jego zdolnosci redukcji biekitu nitrotetrazolowego (NBT) do diformazanu,

skutkiem czego jest niebieskie zabarwienie.

Najpierw przygotowywano bufor fosforanowo potasowy i ustalano jego pH na 7,8.
-2.978 g KbHPO4
-0.394 g KH,2PO4
- 200 ml wody destylowane;j

Nastepnie sporzadzano roztwor EDTA (10 mM).

185 mg EDTA + 50 ml wody. (Mepra = 372.24 g/mol)
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Roztwér rozcienczano 100 x przed dodaniem do buforu.

Przygotowywano mieszanin¢ inkubacyjna.

- 0.05 M bufor potasowy pH=7.8
- 0.05% NBT

-0.1 mM EDTA

- 10 mM NaN3

20 ml mieszaniny :

- 10 mg NBT

-2 ml 1 mM roztworu EDTA (0.1 mM EDTA)
- 13 mg NaN3

- dopetniano buforem potasowym do 20 ml.

Korzenie podobnej dlugosci odcinano na szalce na lodzie 1 umieszczano po 5 sztuk w kazdej

probdéwcee typu Eppendorf (o pojemno$ci 2 ml) zawierajacej 2 ml mieszaniny reakcyjne;.

Inkubowano przez 1 godzing w ciemnosci.

Po tym czasie korzenie osuszano, roztwory po wyjeciu korzeni umieszczano na 15 minut w

temperaturze 85 stopni. W tym czasie korzenie wazono, a nastgpnie proby przektadano do lodu

na 5 minut.

Po inkubacji mierzono absorbancje przy dlugosci fali 580 nm w kuwetach plastikowych, w

roztworze reakcyjnym po usunig¢ciu materialu roslinnego.

Wyniki wyrazano jako absorbancj¢ na gram $wiezej masy (FW) korzeni. Wykonano 6

powtdrzen biologicznych.
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Ryc. 11. Pomiar poziomu anionorodnika ponadtlenkowego O, w reakcji z NBT - przygotowywanie

doswiadczenia — roztwor inkubacyjny, bufory, probowki i materiat ro§linny.

3.8 Pomiar poziomu nadtlenku wodoru H,O;

Zawarto$¢ H.O» w badanym materiale ro§linnym oznaczano metoda kolorymetryczng oparta

na reakcji z odczynnikiem tytanowym z pomiarem absorbancji przy odpowiedniej dlugos$ci
fali (508 nm).

1. Materiat roslinny homogenizowano w schlodzonym mozdzierzu w 0.1 M buforze
fosforanowo-potasowym o pH 7.8; (P.inf 100 mg/1.6 ml)

2. Wirowano 13 000 g /25 min / 4°C

3. Nastepnie inkubowano mieszaning reakcyjna w szklanych probéwkach przez 10 minut
1 mierzono absorbancje¢ przy dlugosci fali 508 nm.

4. Mieszanina reakcyjna:
e 0.1 Mbufor P/K (pH 7.8) 600 pl
o Ekstrakt 400 pl

e Odczynnik tytanowy 500 pl

str. 50



Proba $lepa:

e (.1 M bufor P/K 800 pul
e Odczynnik tytanowy 500 pl
Odczynniki:

¢ Bufor fosforanowo-potasowy

e Odczynnik tytanowy — sporzadzony w dniu oznaczen przez zmieszanie w stosunku
I:1:

0.6 mM roztworu 4,2 pirydylazo-rezorcyny (PRL)
0,004 g / 25 ml H20
0.6 mM roztworu winianu potasowo-tytanowego (PTO)

0,0053 g / 25 ml H20

Po rozpuszczeniu PRL 1 PTO, odczynnik byt intensywnie mieszany i umieszczony na lodzie
w ciemnej butelce.

Dla kazdej serii pomiarowej (dzien 0, 1, 3, 5, 7, 8) sporzadzano osobng krzywa
standardowg, przygotowang na podstawie roztworow wzorcowych H20: o znanych stezeniach
(1,25; 2,5; 5; 10 uM). Dla kazdego stezenia mierzono absorbancj¢ spektrofotometrycznie, a

nastepnie stosowano rOwnanie regresji liniowej typu:

y=ax+b

gdzie:
y — zmierzona absorbancja,

x — stezenie H20:2 [uM].

Na podstawie uzyskanych réwnan regresji obliczano stezenie H.O. w probkach

badanych, podstawiajac zmierzong absorbancje do przeksztatconego wzoru:
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y—b>b
a

X =

Aby uzyska¢ warto$¢ wyrazong w przeliczeniu na mas¢ probki, absorbancje kazdej
probki przeliczano na jednostke §wiezej masy. Wyniki wyrazano w jednostkach: umol H>O»/g
Swiezej masy.

Dla kazdej préby wykonano siedem powtdrzen biologicznych. Wyniki przedstawiono jako

srednie + btad standardowy.

Krzywa standardowa

1. Przygotowywano roztwor 1 mM H>O»
10 pl H202 (stezenie 30%) /100 ml HoO ™= | mM H,O,
2. Rozcienczano roztwor 10x
1 ml (1 mM) H,0, + 9 ml H,O === 100 uM H>O»
3. Zrozcienczonego roztworu przygotowywano seri¢ dalszych rozcienczen.
o 150 ul (10 uM)
o 75ul(5uM)
o 38ul(2,5uM)
o 19ul (1,25 uM)

10 pM S5uM 2,5 uM 1,25 uM
H>02 (100 uM) 150 ul 75 ul 38 ul 19 pl
Bufor P/K 850 ul 925 ul 962 ul 981 ul
Odczynnik tytanowy | 500 ul 500 pul 500 pl 500 pl

Tab. 3. Krzywa standardowa dla nadtlenku wodoru
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3.9 Izolacja RNA

Izolacj¢ RNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu odczynnikéw Universal RNA
Purification Kit marki EURx® (nr kat. E3598-02). W celu zwickszenia wydajnosci
homogenizacji materiatu dodatkowo zastosowano probowki Tissue Grinding Tool (EURx®, nr

kat. E0359-04) oraz bufor Lyse Buffer PVP (EURx®, nr kat. E0291-01).

Procedura izolacji obejmowata nastepujace etapy:

1. Przygotowanie buforow:
Lyse Buffer PVP — do kazdego 1 ml buforu dodano po 10 pul B-merkaptoetanolu
Bufor RL — do kazdego 1 ml buforu dodano po 10 pl B-merkaptoetanolu

2. Po umieszczeniu materiatu w probéwkach do homogenizacji (100 mg/probdéwka)

dodano 200 ul buforu Lyse Buffer i 100 ul buforu RL.

3. Rozcierano przez 2 minuty przy pomocy plastikowych patyczkéw w probodwkach ze

ztozem $cierajacym.
4. Wirowano przez 4 minuty przy 12 000 rpm.

5. Przenoszono supernatant do nowych probdéwek typu Eppendorf (2 ml). Osad

wyrzucano.
6. Inkubowano na lodzie 10 minut.

7. Wirowano przez 4 minuty przy 12 000 rpm.

8. Przenoszono supernatant do nowych proboéwek typu Eppendorf (2 ml).
9. Dodawano 200 pul buforu RL.

10. Doktadnie mieszano przez pipetowanie.

11. Ostroznie przenoszono supernatant (maksymalnie 650 pl) do mikrokolumny

homogenizacyjnej umieszczonej w 2-mililitrowej probéwce odbierajace;.

str. 53



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Wirowano przez 2 minuty przy 12 000 rpm (wirowanie filtruje i homogenizuje lizat

oraz eliminuje wigkszo$¢ DNA).

Do przesagczu dodawano 0,6 obj. alkoholu etylowego (96-100%). Mieszano

doktadnie przez pipetowanie.

Przenoszono mieszaning (razem z osadem) do minikolumny wigzacej umieszczonej

w probowce odbierajace;.

Wirowano przez 1 minutg (11 000 g).

Wylewano przesacz.

Dodawano 400 pl buforu ptuczacego Wash DN1 do minikolumny.

Wirowano przez 1 minute (11 000 g). Krok ten efektywnie eliminuje slady DNA,
jednak w celu uzyskania maksymalnej czystosci RNA dodatkowo trawiono preparat

DNAZza w pozniejszych etapach).

Wyjmowano minikolumneg, wylewano przesagcz i ponownie umieszczano

minikolumne w probowce.

Dodawano 600 pl buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny.

Wirowano przez 1 minutg (11 000 g).

Wyjmowano minikolumne, wylewano przesagcz 1 ponownie umieszczano

minikolumne w probowce.

Dodawano 300 pul buforu ptuczacego Wash RBW do minikolumny.

Wirowano przez 2 minuty (11 000 g).

Wylewano przesagcz i minikolumne umieszczano w nowej probowce typu

Eppendorf.

Dodawano 30 ul RNase-free water centralnie na membrang.
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27. Wirowano przez 1 minute (11 000 g).

28. Minikolumng¢ usuwano, zamykano probowke i po zmierzeniu iloéci oraz okresleniu

czystosci RNA przechowywano w temperaturze -80°C.

[lo§¢ 1 czystos¢ otrzymanego RNA okreslano spektrofotometrycznie przy wykorzystaniu
spektrofotometru UV-Vis IMPLEN NanoPhotometer® N60. Wymagana czystos¢ RNA w
przypadku tego urzadzenia to >2.0 (ratio 260/280 nm).

3.10 Usuwanie DNA i odwrotna transkrypcja

Usuwanie DNA

W celu usunigcia pozostatosci DNA przeprowadzano reakcje trawienia DNazg (DNase

I RNase-free marki EURX®, nr kat. E1345-01).
Mieszanina reakcyjna zawierala:

o 8 ulroztworu RNA (1 pg RNA rozpuszczony w RNase-free water)
e 1 ul buforu 10x Reaction Buffer I (w zestawie)

e 1 U RNase-free DNase |
Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl.

Mieszaning inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut, nastgpnie dodawano 1 pl

200-puM roztworu EDTA 1 inkubowano przez 10 minut w 65°C w celu zatrzymania reakcji.

Odwrotna transkrypcija

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono przy uzyciu zestawu smART First

Strand cDNA Synthesis Kit marki EURx® (nr kat. E0804-02).
Do probowki dodawano:

e 1 ug RNA w RNase-free water
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e 1 ul starterow Oligo (dT)20 (50 uM)
e 1 ul 10 mM dNTPs mix

e RNase-free water — uzupetniano do objetosci 12,5 pl.

Nastepnie dodawano:

e 4 ul 5x cDNA Buffer

e 2ulDTTO0,1M

e 0,5 ul RNase Inhibitor (50 U/ul)

e | pul smART (200 U/ul) — odwrotna transkryptaza

Koncowa objeto$¢ mieszaniny — 20 ul.
Probowki przenoszono do termocyklera i inkubowano 60 minut w temperaturze 50°C.

Reakcje przerywano przez 5-minutowg inkubacje w 85°C.

W  przedstawionym do§wiadczeniu nie wykonywano kontroli —RT (bez odwrotnej
transkryptazy); jednak zastosowanie etapu trawienia DNaza miato na celu minimalizacjg

obecnos$ci DNA genomowego w probkach.

3.11 Real-Time qPCR

Metoda Real-Time qPCR polega na iloSciowym oszacowaniu ilosci produktu
amplifikacji w kazdym cyklu reakcji, czyli powstajacy produkt monitorowany jest w czasie
rzeczywistym. Wymaga dobrania odpowiednich warunkow reakcji (temperatura, skiad
mieszaniny reakcyjnej) oraz metody analizy danych. Do pomiarow ekspresji genow
wykorzystano aparat LineGene 9660 (BIOER, Chiny) wraz 2z dedykowanym

oprogramowaniem producenta.

Badane geny wybrano na podstawie znalezionych w literaturze informacji o ich
potencjalnym udziale w odpowiedzi roslin na stres suszy lub w procesie ksylogenezy, biorac

pod uwage dostepno$¢ sekwencji nukleotydowych w bazie danych NCBI. Poniewaz dla
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gatunku Pinus sylvestris w czasie wykonywania badan istniata niewielka grupa interesujacych
sekwencji, w kilku przypadkach zastosowano startery zaprojektowane dla sekwencji innych,
spokrewnionych gatunkow. Wybor takich starteréw byt mozliwy dzigki wysokiemu stopniowi
konserwacji analizowanych sekwencji w obrebie rodzaju Pinus oraz innych gatunkéw roslin

nagonasiennych.

Sekwencje starterow stosowanych w reakcji Real-Time qPCR projektowane byty przy
uzyciu narzedzia Primer-BLAST  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  Oligonukleotydy

syntetyzowane byly w firmie Syngen Biotech sp. z 0.0. zgodnie z zamowieniem (tabela 4).

Numer w bazie . Kodowane

NCBI Gatunek Startery - sekwencja bialko
Pinus ACGGTTGTAACCTTCGGTCC

KM496532 . EF-1A
massoniana TTGTCACCGGGTAATGCCTC
TATTGTGCTCAGTGGCGGTT

GQ339779 Pinus sylvestris aktyna
CCTTTCTGGAGGTGCAACCA

GCAAGAAGGCAGAAGACGGA
MW116836.1 | Pinus sylvestris Dehydryna

TGGTGCTCTACTCCATGCTC DHN-1
TGGAAGTGTACCTTCGCGTT

AF119225.1 Pinus radiata COMT
GGAGATTCAGTGGGCAGCTT
ATGTCTTTGGTGGAGCCGAG

KY807684.1 Pinus radiata PIN1
AGTTCTGGCAAGCCTTTGGT

DQ657212.1 Pinus taeda TCGGCGACTGGATGTTTTGA HD-ZIP 111
AGGCTGCCATCTTCCAACAA (HDZ33)

Tab. 4. Sekwencje starterow z bazy danych NCBI dla wybranych genow.

Reakcje Real-Time qPCR prowadzono w objetosci 25 ul przy uzyciu zestawu SG/ROX
gPCR Master Mix (2x). Mieszanina reakcyjna zawierata: 12,5 ul SG/ROX qPCR Master Mix
(2x), startery specyficzne dla danego genu (st¢zenie koncowe 0,5 puM kazdy), 1 pul

rozcienczonej 5x matrycy cDNA oraz wode wolng od nukleaz do objetosci koncowej 25 pl.

Po zakonczeniu amplifikacji przeprowadzano analiz¢ krzywej topnienia (melt curve) w

celu weryfikacji specyficznosci produktow amplifikacji.
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Efektywnos¢ reakcji dla zastosowanych par starterow miescita si¢ w zakresie

akceptowanym dla analiz qPCR.

W celu normalizacji wynikow ekspresji badanych genéw zastosowano dwa geny
referencyjne: gen kodujacy aktyn¢ oraz elongacyjny czynnik translacyjny EFla. Analiza
stabilnos$ci ekspresji wykazata, ze oba geny wykazywaty zblizony wzor ekspresji, jednak EFla
charakteryzowal si¢ mniejszymi wahaniami poziomu transkryptu pomiedzy probkami w
poréwnaniu do aktyny. Ze wzgledu na wyzszg stabilnos$¢ ekspresji, do dalszych analiz danych

ilosciowych wykorzystano EF1a jako gldéwny gen referencyjny.

Wzgledng ekspresje gendéw obliczano metoda 2"-AACt (Livak i Schmittgen, 2001).
Wartos$ci ACt wyznaczano jako roznicg pomiedzy Ct genu badanego i genu referencyjnego
EFla. Nastgpnie obliczano AACt jako roznice pomiedzy srednig wartoscig ACt dla probek

stresowych i kontrolnych w danym dniu do$wiadczenia.

3.12 Analiza statystyczna

Analizg statystyczng przeprowadzono w programie OriginPro 2023. Do oceny istotnosci
réznic pomiedzy probkami kontrolnymi a poddanymi stresowi w poszczegolnych dniach
wykorzystano test Manna—Whitneya (dla danych niespelniajacych zatozen testu t-Studenta). Za
istotne statystycznie uznawano roznice przy wartosci p < 0,05. Analizy przeprowadzano
oddzielnie dla kazdego dnia doswiadczenia. Ze wzgledu na wielokrotno$¢ porownan wyniki
interpretowano z uwzglednieniem tego ograniczenia analizy. Dane przedstawiono jako $rednie

+ SD (odchylenie standardowe) dla okreslonej liczby powtoérzen biologicznych.

Odchylenie standardowe wyliczano przy uzyciu funkcji ODCH.ST.PROBKI w programie

Excel, wedlug wzoru:

n

1 )2

s= n_lz(xi—x)
i=1
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Liczba powtorzen biologicznych byta rézna w zaleznosci od rodzaju analizy. W
oznaczeniach poziomu H20: wykorzystano n = 7 powtdrzen biologicznych, w analizie TBARS
n =4, w oznaczeniu anionorodnika ponadtlenkowego metodag NBT n = 6, natomiast w analizie
ekspresji genow metoda qPCR n = 3 powtdrzenia biologiczne. Kazdg probe w qPCR

analizowano w dwoch powtdrzeniach technicznych.

4. WYNIKI

Wykresy w ponizszych podrozdziatach przedstawiajg srednie warto$ci + SD dla okre$lonej
liczby powtorzen biologicznych (n podano w podpisach rycin). Istotno$¢ roéznic pomiedzy
prébami kontrolnymi i1 poddanymi stresowi oceniano testem Manna—Whitneya dla kazdego
dnia doswiadczenia oddzielnie, przy poziomie istotnosci a = 0,05. Wartosci p podano w tekscie

lub podpisach rycin.

4.1 Zmiany morfologiczne siewek pod wptywem odwodnienia

W dniach 0, 1, 3, 5, 7 oraz 8 od zastosowania warunkow stresowych wykonywano
fotografie badanych oraz kontrolnych siewek sosny aby oceni¢, jak ograniczenie dostepu do
wody wpltywa na ich morfologi¢. Do wykonania zdje¢ wykorzystano skaner UMAX
AlphaVista II.

Juz w trzecim dniu obserwowane byly niewielkie zmiany nawodnienia tkanek,
widoczne szczegélnie w przypadku cze$ci nadziemnej. W dniach 5-7 odwodnienie
postgpowato, epikotyl stawat si¢ wiotki 1 opadajacy, natomiast czg$¢ korzeniowa byla
odwodniona do tego stopnia, ze powodowalo to niemate trudnosci z oczyszczeniem takiej
siewki z resztek podioza bez jej uszkodzenia. W dniu 8 po ponownym podlaniu siewek
zaobserwowano prawie catkowity powrdt cze$ci nadziemnej do stanu sprzed zastosowania
stresu. Czg$¢ podziemna nie byta zdolna do tak szybkiej regeneracji — korzenie byly wyraznie

ciensze, ciemniejsze 1 bardziej wiotkie w pordwnaniu z korzeniami siewek kontrolnych.
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Dzien 0 — kontrola / stres

Dzien 1 — kontrola Dzien 1 - stres
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Dzien 3 — kontrola Dzien 3 - stres
Dzien 5 — kontrola Dzien 5 - stres
Dzien 7 — kontrola Dzief 7 — stres
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Dzien 8 — kontrola Dzien 8 — stres

Ryc. 12 — 22. Fotografie obrazujace zmiany w budowie morfologicznej siewek sosny pod wptywem stresu
odwodnienia (dzien 0-8)

4.2 Obserwacje mikroskopowe — celuloza 1 lignina

W celu oceny zmian w strukturze $cian komorkowych epikotylow i hipokotylow 30-
dniowych siewek Pinus sylvestris przeprowadzono obserwacje mikroskopowe preparatow
barwionych btekitem toluidynowym oraz floroglucyng. Barwienia te umozliwity identyfikacje
struktur zawierajacych celuloze oraz ligning 1 poroéwnanie ich rozmieszczenia w roslinach

kontrolnych oraz poddanych 7-dniowemu stresowi suszy.
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Ryec. 23. Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania, kontrola, pow.

5x).

Ryc.24. Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania, 7 dzien

stosowania warunkdw stresowych, pow. 5x).
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Ryec. 25. Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania, kontrola, pow.
20x). Preparat barwiony btekitem toluidynowym.

Ryec. 26. Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania, 7 dzien
stosowania warunkow stresowych, pow. 20x). Preparat barwiony blekitem toluidynowym.
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Ryc. 27. Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania, kontrola, pow.
40x). Preparat barwiony btekitem toluidynowym.

Ryec. 28. Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania, 7 dzien
stosowania warunkow stresowych, pow. 40x). Preparat barwiony blekitem toluidynowym.
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Ryec. 29. Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania, kontrola, pow.
5x). Preparat barwiony floroglucyna.

Ryec. 30. Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania, 7 dzien
stosowania warunkow stresowych, pow. 5x). Preparat barwiony floroglucyna.
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Ryec. 31. Przekr6j poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania, kontrola, pow.
20x). Preparat barwiony floroglucyna.

Ryc. 32. Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania, 7 dzien
stosowania warunkow stresowych, pow. 20x). Preparat barwiony floroglucyna.
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Ryec. 33. Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania, kontrola, pow.
40x). Preparat barwiony floroglucyna.

Ryec. 34. Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania, 7 dzien
stosowania warunkow stresowych, pow. 40x). Preparat barwiony floroglucyna.
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Obserwacje mikroskopowe wykazaly wyrazne nieregularno$ci w rozmiarach i1 ksztatcie
rozwijajacych si¢ komorek ksylemu u siewek poddanych 7-dniowemu stresowi suszy w

poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.

Barwienie blekitem toluidynowym ujawnito struktury $cian komoérkowych zarowno w
probie kontrolnej, jak i w siewkach poddanych stresowi suszy. Nie zaobserwowano wyraznych
réznic w intensywnosci zabarwienia ksylemu miedzy wariantami, co moze wskazywac na brak

istotnych zmian w odktadaniu sktadnikow $ciany komoérkowej na tym etapie stresu.

W komorkach migkiszowych siewek poddanych suszy widoczne byly objawy

odwodnienia, takie jak zapadnigcie $cian komorkowych oraz zmniejszenie turgoru.

W preparatach barwionych floroglucyng obserwowano reakcje charakterystyczng dla
ligniny w $cianach komoérkowych ksylemu. Przy wigkszym powickszeniu widoczne byto
pogrubienie §cian komorkowych w probach poddanych stresowi, co moze wskazywac na

zwigkszong intensywnos$¢ reakcji floroglucynowe;.

4.3 Wzgledna zawarto$¢ wody (RWC [%] )

Aby okresli¢ poziom stosowanych warunkow stresowych oznaczono wzgledng
zawarto$¢ wody w siewkach podczas stosowania stresu suszy. Obliczona procentowa zawarto$¢
wody w badanych siewkach spadata wraz z uptywem czasu pod wptywem postepujacego

odwodnienia.

W przypadku epikotyli zanotowano najwyzsza warto$¢ RWC w pierwszym dniu w
odniesieniu do kontroli (121,39%). Nastepnie w dniu 3 wartos¢ spadta do 91,00%, a w dniu 5
wynosita juz 61,21%. Najnizszy poziom nawodnienia byl obserwowany zgodnie z
przewidywaniami w dniu 7 (54,73%) i po nawodnieniu w dniu kolejnym powrdcit niemal do

warto$ci sprzed zastosowania stresu (88,71%).

Hipokotyle oraz korzenie analizowano oddzielnie. Hipokotyle charakteryzowaty si¢
podobnym poziomem odwodnienia w wigkszosci punktéw kontrolnych eksperymentu.
Pierwszego dnia zanotowano jedynie niewielki spadek zawarto$ci wody w stosunku do kontroli

w poréwnaniu z czes$cig nadziemng (85,92%), co moze $§wiadczy¢ o tym, ze pobrana woda
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dhuzej utrzymuje si¢ w elementach przewodzacych w obrebie zielonej cz¢sci siewki, niz w
czesci nizej potozonej. W dniu 3, 5 1 7 (odpowiednio 67,11%, 62,38% 1 47,66%) wida¢ byto
postepujace odwodnienie hipokotyli. Po podlaniu obserwowano réwniez wyrazny powroét tej
czesci siewki praktycznie do poziomu nawodnienia zmierzonego dla siewek kontrolnych (dzien

8 - 92,57%).

Korzenie znajdujace si¢ w podtozu torfowym 1 majgce znacznie ograniczony kontakt z
powietrzem odznaczaty si¢ najsilniejszym deficytem wody podczas trwania eksperymentu. W
dniu 1 zaobserwowano rowniez niewielki wzrost wartosci RWC (108,20%), natomiast w
dniach kolejnych 3, 5 i 7 odwodnienie postepowalo bardzo szybko (odpowiednio 59,81%,
26,24% 1 14,40%), co bylo rowniez bardzo widoczne w wygladzie zewnetrznym korzeni. Po
podlaniu podziemna czg$¢ siewki nie wracata juz do stanu fizjologicznego, a zmierzony poziom

nawodnienia nie przekroczyt 22,51%.
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Ryc. 35. Poziom RWC [%] w epikotylach siewek sosny w dniach 0-8 stosowania stresu.
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ks hipokotyle

Ryc. 36 Poziom RWC [%] w hipokotylach siewek sosny w dniach 0-8 stosowania stresu.
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Ryc. 37. Poziom RWC [%] w korzeniach siewek sosny w dniach 0-8 stosowania stresu.
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4.4 Poziom zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) — marker
peroksydacji lipidow

W  badaniach wykonywanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
zaobserwowano , ze poziom odwodnienia siewek sosny na poczatkowym etapie ich rozwoju
moze wpltywaé na poziom zwigzkéw reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS). W
siewkach badanych zarowno w przypadku epikotyli jak hipokotyli i korzeni (dla ktérych
wykonywano pomiary tacznie ze wzgledu na trudnos$ci z uzyskaniem zaktadanej masy probki
sktadajacej si¢ jedynie z korzeni) obserwowano trend wzrostu poziomu TBARS od dnia 1 do
dnia 7, a po podlaniu w dniu 8 jego spadek do poziomu zblizonego do wartosci dla siewek
kontrolnych. Eksperyment sktadal si¢ z 4 powtdrzen biologicznych i pomimo wyraznego
trendu wzrostu poziomu TBARS w warunkach stresu, roznice te nie osiggnely poziomu
istotnosci statystycznej (test Manna—Whitneya, p > 0,05), prawdopodobnie ze wzgledu na duza

zmienno$¢ biologiczng 1 ograniczong liczbe powtorzen

TBARS [umol/g]
- N N w w
| 1 | 1 |

-
1

Dni

Ryc. 38. Poziom zwiazkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBA) w epikotylach siewek sosny traktowanych stresem
suszy (S) oraz siewek kontrolnych (K). Dane przedstawiono jako $rednie = SD (n = 4). Istotno$¢ réznic pomigdzy kontrolg i
stresem w poszczegdlnych dniach oceniano testem Manna—Whitneya. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic (p >

0,05).
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Ryc. 39. Poziom zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) mierzony tacznie w hipokotylach i
korzeniach siewek sosny traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek kontrolnych (K). Dane przedstawiono jako $rednie + SD
(n = 4). Istotno$¢ roéznic pomigdzy kontrolg i stresem w poszczegoélnych dniach oceniano testem Manna—Whitneya. Nie

stwierdzono istotnych statystycznie roznic (p > 0,05).

4.5 Poziom anionorodnika ponadtlenkowego O"~ w reakcji z NBT

Poziom anionorodnika ponadtlenkowego (Oz¢") oceniano posrednio na podstawie
zdolnosci redukcji blekitu nitrotetrazolowego (NBT), a uzyskane warto$ci absorbancji
traktowano jako wzgledny wskaznik jego obecno$ci w badanym materiale. W przypadku
epikotyli poziom badanego zwigzku byl nizszy niz obserwowany w dolnych czgsciach. W dniu
7 w epikotylach siewek poddanych stresowi suszy wystapil wzrost stezenia O2" , przy czym
warto$ci charakteryzowaty si¢ duzym rozproszeniem, co przetozyto si¢ na wysokie odchylenie
standardowe. Tak duza zmienno$¢ pomiedzy powtorzeniami biologicznymi (n = 6) moze
wskazywac¢ na zréznicowang odpowiedz roslin na zastosowane warunki eksperymentalne. W
dniu 8, po nawodnieniu, poziom O:¢" ulegal obnizeniu do wartosci zblizonych lub nieco

nizszych od wartosci poczatkowych (dzien 0).

W siewkach kontrolnych poziom O,'~ pozostawat wzglednie stabilny w czasie trwania
doswiadczenia i1 nie wykazywatl istotnych zmian. We wszystkich analizowanych dniach w
przypadku epikotyli réznice pomigdzy probami kontrolnymi a poddanymi stresowi nie

str. 73



osiggnely poziomu istotnosci statystycznej (test U Manna—Whitneya, p > 0,05), co wskazuje na

brak podstaw do odrzucenia hipotezy zerowe;.

Pomiary poziomu O;" ~ w materiale pozyskanym z hipokotyli i korzeni wykazaty
umiarkowany trend wzrostowy zaréwno w siewkach kontrolnych jak i poddanych dziataniu
stresu suszy. Podobnie jak w epikotylach, najwyzsze warto$ci odnotowano w dniu 7,
odpowiadajacym najwickszemu stopniowi odwodnienia tkanek. Po ponownym nawodnieniu
(dzien 8) w przypadku tej frakcji stwierdzono istotng statystycznie rdznicg pomiedzy proba
kontrolng a poddang stresowi (test Manna—Whitneya, p = 0,030). W siewkach poddanych
stresowi obserwowano spadek poziomu O:¢", podczas gdy w siewkach kontrolnych warto$ci

pozostawaty na zblizonym poziomie lub wykazywaty tendencj¢ wzrostowa.
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Ryc. 40. Poziom anionorodnika ponadtlenkowego (O2¢") w epikotylach siewek sosny traktowanych stresem suszy
(S) oraz siewek kontrolnych (K). O$ pionowa — absorbancja w przeliczeniu na gram $wiezej masy. Dane
przedstawiono jako $rednie = SD (n = 6). Istotnos¢ rdznic pomiedzy kontrolg i stresem w poszczegdlnych dniach
oceniano testem Manna—Whitneya. Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic (p > 0,05).
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Ryc. 41. Wzgledny poziom anionorodnika ponadtlenkowego (O2¢7) oceniany posrednio na podstawie redukcji NBT
(absorbancja) mierzony tacznie w korzeniach i hipokotylach siewek sosny traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek
kontrolnych (K). O$ pionowa — absorbancja w przeliczeniu na gram §wiezej masy. Dane przedstawiono jako $rednie + SD (n
= 6). Istotno$¢ réznic pomiedzy kontrolg i stresem w poszczegdlnych dniach oceniano testem Manna—Whitneya. Istotng

statystycznie rdznic¢ stwierdzono w dniu 8 (p = 0,030).

4.6 Poziom nadtlenku wodoru H>O»

W przypadku analizy dolnych czgsci siewek (hipokotyle 1 korzenie) materiat byt
analizowany tacznie ze wzgledu na trudno$ci w uzyskaniu wystarczajacej masy pojedynczej
tkanki do przeprowadzenia oznaczen biochemicznych. Nalezy jednak uwzgledni¢, ze hipokotyl
1 korzen roznig si¢ fizjologia oraz odpowiedzig na stres, dlatego uzyskane wyniki nalezy
interpretowac jako odnoszace si¢ do polaczonej frakcji tkanek, a nie do poszczegdlnych

organdw oddzielnie.

W trakcie trwania eksperymentu poziom nadtlenku wodoru (H20:) w epikotylach
utrzymywat si¢ na zblizonym poziomie do dnia 7, w ktorym obserwowano jego wzrost, a

nastepnie spadek po nawodnieniu do wartosci zblizonych do wcze$niejszych.
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W analizowanej frakcji dolnych czesci siewek (obejmujacej lacznie hipokotyle 1
korzenie) zaobserwowano podwyzszony poziom H20: juz w pierwszym dniu od zastosowania
stresu. Ze wzgledu na to, ze wyniki stanowig $rednig z 7 powtorzen biologicznych, obserwacja
ta moze wskazywa¢ na wczesng odpowiedz roslin na warunki stresowe, cho¢ nie mozna
wykluczy¢ wptywu zmiennosci biologicznej. Podobnie jak w epikotylach, najwyzsze wartosci
odnotowano w dniu 7, odpowiadajacym najwigkszemu nasileniu stresu, po czym nastepowat

spadek poziomu H>02, w niektdrych przypadkach do warto$ci nizszych niz poczatkowe.

W przypadku poziomu nadtlenku wodoru (H20:) obserwowano duzg zmiennos$¢
pomigdzy powtdrzeniami biologicznymi, co znalazto odzwierciedlenie w wysokich
warto$ciach odchylenia standardowego. Pomimo widocznych trendéw nie stwierdzono
istotnych statystycznie roéznic pomigdzy siewkami kontrolnymi i traktowanymi stresem w
zadnym z analizowanych dni (test Manna—Whitneya, p > 0,05). Zmienno$¢ ta moze wynikaé
zarowno z naturalnych rdznic fizjologicznych pomiedzy osobnikami, jak i z czulo$ci

zastosowanej metody detekcji.
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Ryec. 42. Poziom nadtlenku wodoru (H20:) w epikotylach siewek sosny traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek
kontrolnych (K). O$ pionowa — zawarto$¢ H.O» [uM/g §wiezej masy]. Dane przedstawiono jako $rednie £ SD (n = 7).
Istotno$¢ roznic pomigdzy kontrolg a stresem w poszczegdlnych dniach oceniano testem Manna—Whitneya (p > 0,05).
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Rye. 43. Poziom nadtlenku wodoru (H202) w dolnych cze$ciach siewek sosny (obejmujacych tacznie korzenie i hipokotyle)
traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek kontrolnych (K). O$ pionowa — zawarto$¢ HO2 [uM/g $wiezej masy]. Dane
przedstawiono jako $rednie + SD (n = 7). Istotno$¢ réznic pomigdzy kontrola a stresem w poszczegdlnych dniach oceniano

testem Manna—Whitneya (p > 0,05).

4.7 Badanie ekspresji genow metodg Real-Time RT-PCR

Ze wzgledu na bardzo silne odwodnienie korzeni podczas prowadzenia eksperymentu i

trudnosci z uzyskaniem wymaganej ilo$ci materiatu w badaniu ekspresji genow skupiono si¢
na epikotylach.

W analizie wzglednej ekspresji genu DHN1 odnotowano wyrazne zmiany w czasie trwania
do$wiadczenia (ryc. 44). W pierwszych dniach poziom ekspresji utrzymywat si¢ na bardzo
niskim poziomie (wartosci 2-AACt bliskie 1), natomiast poczawszy od 3. dnia zaobserwowano
wzrost. Maksimum ekspresji wystapito w 5. dniu doswiadczenia, gdzie ekspresja wzrosta ok.

70-krotnie. W kolejnych dniach (7. 1 8.) poziom transkryptu ulegt znacznemu obnizeniu.

Dla genu COMT zmiany ekspresji byly bardziej umiarkowane (ryc. 45).
Wartosci 2"AACt wzrastaly sukcesywnie do 3. dnia, po czym nastgpowal ich spadek.

Maksymalna warto$¢ 2 AACt wynosila okoto 20 w dniu 3.
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W przypadku genu PINI ekspresja wykazywata odmienny wzorzec zmian (ryc. 46).
Najwyzsze wartosci 2-AACt zarejestrowano we wczesnej fazie eksperymentu (dzien 1).
Nastegpnie ekspresja genu stopniowo malata, osiggajac najnizsze wartosci w 5. 1 7. dniu

do$wiadczenia, by ponownie wzrosna¢ po nawodnieniu siewek.

Ekspresja genu HDZ33 stopniowo wzrastala w czasie trwania do$wiadczenia (ryc. 47).
Poczatkowo wartosci 2"AACt byly niskie, natomiast w kolejnych dniach obserwowano ich

wzrost, osiggajac maksymalne wartosci w 8. dniu.

We wszystkich analizowanych przypadkach wyniki przedstawiono jako $rednig + blad
standardowy (n = 3). Mimo tak wyraznego efektu biologicznego, zmienno$¢ pomiedzy
powtdrzeniami biologicznymi byta zbyt duza, aby rdznice osiggnely poziom istotnosSci
statystycznej (test Manna—Whitneya, p > 0,05). Prawdopodobng przyczyna jest niewielka
liczba powtorzen doswiadczenia. Wyniki pokazuja jedynie tendencje, ktore przy zastosowaniu

wiegkszej liczby powtdrzen mogtyby si¢ uwidocznic.
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Ryc. 44. Wzgledna zmiana ekspresji genu DHNI w czasie trwania do$wiadczenia, obliczona metoda 2-AACt.
Wyniki przedstawiono jako $rednia + btad standardowy (n = 3).
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Ryc. 45. Wzgledna zmiana ekspresji genu COMT w czasie trwania doswiadczenia, obliczona metodg 2 AACt.
Wyniki przedstawiono jako $rednig = blad standardowy (n = 3).
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Ryc. 46. Wzgledna zmiana ekspresji genu PIN! w czasie trwania doSwiadczenia, obliczona metoda 2-AACt.
Wyniki przedstawiono jako $rednig = blad standardowy (n = 3).
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Ryc. 47. Wzgledna zmiana ekspresji genu HDZ33 w czasie trwania doswiadczenia, obliczona metoda 2-AACt.
Wyniki przedstawiono jako $rednig = blad standardowy (n = 3).

5. DYSKUSJA

Obserwacje mikroskopowe — synteza celulozy i lignifikacja

W odpowiedzi roslin na stres suszy zachodza nie tylko zmiany fizjologiczne, ale
rowniez istotne przeksztalcenia strukturalne na poziomie komérkowym. Procesy takie jak
biosynteza celulozy oraz lignifikacja §cian komorkowych odgrywaja kluczowa rolg w adaptacji
tkanek przewodzacych do warunkéw ograniczonej dostepnosci wody, wplywajac na stabilnos¢
komorek, ich wilasciwosci mechaniczne oraz odpornos¢ na kawitacje. Zmiany te mozna
zaobserwowac dzieki analizie mikroskopowej, ktora dostarcza bezposrednich informacji o
dynamice przeksztatcen w budowie i sktadzie Scian komorkowych ksylemu.

W celu uchwycenia mikrostrukturalnych zmian zachodzacych w tkankach siewek sosny
zwyczajnej w odpowiedzi na proces odwodnienia, wykonano przekroje poprzeczne siewek na
mikrotomie 1 przeprowadzono ich dokumentacj¢ mikroskopowa. Analiza obrazow umozliwita

ocen¢ zmian w skladzie §cian komodrkowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem stopnia
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lignifikacji oraz zawartosci celulozy, co moze odzwierciedla¢ adaptacyjne przeksztatcenia
strukturalne na poziomie komorkowym.

W odpowiedzi na stres suszy, biosynteza celulozy ulega zmianom zaleznym od gatunku
rosliny. W wielu przypadkach obserwuje si¢ spadek zawartosci celulozy, jak wykazano u
Arabidopsis, komorek zawiesinowych tytoniu (Nicotiana benthamiana), liSci winoros$li (Vitis
vinifera). Jednakze, w przypadku bawelny (Gossypium hirsutum), zaobserwowano wzrost
biosyntezy celulozy w odpowiedzi na susze, co wskazuje na istnienie ré6znych mechanizmow
adaptacyjnych majacych na celu utrzymanie integralnosci $ciany komorkowej i1 ci$nienia
turgorowego (Geng i in. 2018). W badaniu przeprowadzonym w ramach niniejszej rozprawy
nie zaobserwowano istotnych réznic w odktadaniu celulozy migdzy wariantem kontrolnym a
suszonym po 7 dniach, co znajduje odzwierciedlenie w wynikach barwienia biekitem
toluidynowym. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze wczesna odpowiedz rosliny na susze nie obejmuje
jeszcze znaczacych zmian w biosyntezie celulozy w §cianach komorek ksylemu.

Eksperymenty wykonane w niniejszej pracy koncentrowalty si¢ na ostrej,
krotkoterminowej odpowiedzi mtodych siewek. Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaty
zwigkszong lignifikacje rozwijajacych si¢ tkanek przewodzacych w odpowiedzi na stres suszy,
co moze wskazywac na rosnacg role ligniny w adaptacji ksylemu do warunkéw ograniczone;j
dostepnosci wody. Podobne zmiany obserwowano u hybrydowych topoli (Populus tremula
tremuloides), gdzie w warunkach silnego stresu suszy formowato si¢ drewno o mniejszych
Swiatlach naczyfh, wyraznie grubszych $cianach wiokien oraz zwigkszonym udziale
powierzchni $cian komorkowych w przekroju poprzecznym drewna. Co istotne, mimo
fizjologicznego pogrubienia $cian komodrkowych, klasyczna kaskada transkrypcyjna
odpowiedzialna za biosyntezg¢ sktadnikow Sciany wtornej (w tym ligniny) byla w topoli
hamowana, a zamiast tego aktywowane zostaly liczne geny zaangazowane w przebudowe
Sciany komorkowej. Moze to sugerowac, ze takze w przypadku badanych siewek sosny
zwyczajnej zwiekszona lignifikacja tkanek ksylemu jest czeScig alternatywnego programu
odpowiedzi stresowej, ktory rdzni si¢ od typowego mechanizmu rozwojowego 1 pozwala na
wzmocnienie elementow przewodzacych w warunkach deficytu wody.

Zwigkszona zawarto$¢ ligniny obserwowana w niniejszym badaniu u siewek sosny
zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) poddanych stresowi suszy moze wskazywa¢ na aktywacje
szlaku lignifikacji jako jednej z form adaptacji do niekorzystnych warunkow srodowiskowych.
Wyniki te sg zgodne z doniesieniami literaturowymi sugerujacymi, ze lignifikacja odgrywa
istotng role w zwigkszaniu tolerancji ro$lin na stresy abiotyczne, w tym susze, poprzez

wzmacnianie $cian komoérkowych i ograniczanie przewodnictwa wodnego w ksylemie. U
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roznych gatunkdéw geny zwigzane z biosyntezg ligniny moga wykazywac zrdéznicowang

ekspresje pod wptywem stresu.

Jak wykazano m.in. u Arabidopsis i1 u topoli, zwigkszone stezenie ABA — bedace
klasyczng odpowiedzig roslin na stres wodny — moze aktywowac czynniki transkrypcyjne z
rodziny NAC (np. SND1) i MYB (np. MYB46), ktore reguluja ekspresje genéw biosyntezy
ligniny, takich jak CCR2, C4H2, COMT?2 czy CCoAOMT 1. Co istotne, niektore transkrypcyjne
"przetaczniki gtowne" (np. SND1, NST1, MYBS83) biorg jednoczesnie udziat w odpowiedzi na
stres osmotyczny 1 wodny, co sugeruje istnienie wspolnej osi sygnalizacyjnej dla lignifikacji i
adaptacji do stresow srodowiskowych. W réznych gatunkach, takich jak brzoza, jablon czy ryz,
nadekspresja tych czynnikow prowadzila do zwickszenia odktadania ligniny i poprawy
tolerancji na susze¢ (Han i in. 2022). Opierajac si¢ na tych danych, mozna przypuszczaé, ze
réwniez w przypadku sosny zwyczajnej stres wodny prowadzi do aktywacji konserwatywnego
mechanizmu transkrypcyjnego regulujacego lignifikacje, ktory peini funkcje ochronng i

adaptacyjna w warunkach ograniczonej dostepnosci wody.

Warto zaznaczy¢, ze dlugoterminowe oddziatywanie deficytu wody moze prowadzi¢ do
znacznie szerszych zmian morfologicznych 1 fizjologicznych niz te obserwowane w
krotkoterminowej odpowiedzi stresowej. Zagadnienie wplywu deficytu wody na wzrost i
rozwo0j sosny zwyczajnej byto wezesniej podejmowane m.in. przez Pearson 1 in. (2013), ktorzy
badali reakcje dwuletnich siewek tego gatunku na dlugoterminowy stres suszy oraz zalewania
na podtozu z nieprzetworzonego torfu. Ich wyniki wykazaty, ze susza wyraznie ograniczata
wzrost pedow 1 korzeni, a takze wptywata na parametry fizjologiczne, takie jak efektywnos¢

fotosyntetyczna, metabolizm poliamin oraz przewodnictwo hydrauliczne.

Markery stresu oksydacyjnego

W celu oceny nasilenia reakcji stresowej w badanych siewkach sosny zwyczajnej
oznaczono poziom wybranych markerow stresu oksydacyjnego — produktoéw peroksydacji
lipidéw (MDA), anionorodnika ponadtlenkowego (O:7¢) oraz nadtlenku wodoru (H:20-).
Parametry te naleza do grupy fizjologiczno-biochemicznych wskaznikow powszechnie
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stosowanych do oceny odpowiedzi roslin na deficyt wody, ze wzgledu na ich rolg w
obrazowaniu poziomu uszkodzen oksydacyjnych oraz aktywacji mechanizméw obronnych.
Uzyskane wyniki wskazuja na wyrazne tendencje zmian w poziomie reaktywnych form tlenu i
pochodnych uszkodzen lipidow, co sugeruje uruchomienie odpowiedzi stresowej w wyniku

odwodnienia.

Peroksydacja lipidow moze wystapi¢ w reakcji na ro6zne rodzaje czynnikow stresowych
1 jest powigzana ze stresem oksydacyjnym. W badaniach nad sosng zwyczajng wykazano, ze
dhugotrwaty stres srodowiskowy, taki jak zanieczyszczenie powietrza i gleby, prowadzi do
zmian w sktadzie lipidow bton komoérkowych, w tym obnizenia poziomu fosfolipidéw i
wielonienasyconych kwaséw thuszczowych oraz spadku zawarto$ci a-tokoferolu — lipofilnego
antyoksydantu. Obserwowane zmiany s3 zgodne z obrazem stresu oksydacyjnego (Pukacki 1
Kaminska-Rozek 2002). Podobne mechanizmy mogg by¢ aktywowane rowniez w odpowiedzi
na susze, co podkresla znaczenie badan nad lipidowym profilem stresu srodowiskowego. W
badaniach przeprowadzonych na sosnach egzotycznych (P. elliottii i P. taeda) metoda
spektroskopowa wykazano, ze zawarto§¢ MDA wzrastala w poczatkowej fazie stresu suszy,
osiggajac maksimum po 7-14 dniach, w zalezno$ci od nasilenia stresu (Zhang i in., 2021). W
niniejszym badaniu rowniez stwierdzono wzrost poziomu zwigzkéw reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) w tkankach siewek sosny zwyczajnej, ktory osiggal maksimum w
dniu 7 eksperymentu — a wigc w momencie najwigkszego nasilenia stresu wodnego. Zmiany
poziomu MDA moga odzwierciedla¢ rzeczywisty poziom uszkodzen bton lipidowych oraz
skuteczno$¢ mechanizmé6w adaptacyjnych roslin. Wyniki te potwierdzajg przydatnosé
oznaczania MDA jako markera stresu oksydacyjnego 1 narzgdzia do oceny tolerancji na suszg

réwniez w przypadku drzew iglastych.

W czteroletnich siewkach swierka pospolitego (Picea abies), poddanych stresowi suszy
o réznym nasileniu, zaobserwowano wyrazne objawy stresu oksydacyjnego, w tym wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu — anionorodnika ponadtlenkowego (O.") oraz nadtlenku
wodoru (H20.), ktérych stezenia przekraczaty poziomy kontrolne odpowiednio o 116% 1 30%
(Kaminska-Rozek i1 Pukacki 2004). Zjawisku temu towarzyszyty typowe objawy uszkodzen
bton komorkowych: zwigkszona przepuszczalno$¢, degradacja fosfolipidow, oksydacja
kwasow ttuszczowych oraz wzrost zawarto$ci malonodialdehydu. Jednocze$nie odnotowano
wzmozong aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (SOD) oraz zuzycie niskoczasteczkowych
antyoksydantow (GSH, AsA, flawonoidy, a-tokoferol), co potwierdza intensywng odpowiedz

obronng na poziomie komérkowym.
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Podobne zmiany zaobserwowano w niniejszym eksperymencie z mtodymi siewkami
sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris), u ktorych rowniez stwierdzono wzrost poziomu O2"" 1 H202
w warunkach odwodnienia, rownolegle z podwyzszeniem wskaznikow peroksydacji lipidow
(TBARS). Zbieznos¢ obserwowanych mechanizméw u roéznych gatunkéw iglastych i na
roznych etapach rozwoju sugeruje, ze wzrost stezenia ROS jest czg¢sto obserwowanym i
istotnym elementem odpowiedzi drzew iglastych na stres suszy. Obserwacje te moga
odzwierciedla¢ nasilenie stresu oksydacyjnego w badanych tkankach. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w niniejszej pracy nie oznaczano bezposrednio aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych ani poziomu niskoczasteczkowych antyoksydantow, dlatego wnioski

dotyczace aktywacji mechanizméw obronnych maja charakter posredni.

Uzyskane wyniki sugeruja rowniez, ze mlode siewki sosny moga wykazywaé
zwigkszong wrazliwo$¢ na zmiany dostepnosci wody. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyniki te
odnosza si¢ do wezesnych faz rozwojowych oraz warunkow eksperymentalnych i1 stanowig
przestanke do dalszych badan, w szczeg6lnosci terenowych, nad przezywalnos$cig i wzrostem

odnowien w warunkach suszy.

Badania ekspresji genow

W ramach niniejszej rozprawy zbadano wybrane geny, ktérych potencjalne funkcje w
procesie ksylogenezy lub/i odpowiedzi na warunki stresowe byly sygnalizowane w literaturze.
Badania ekofizjologiczne gatunkow drzewiastych z uzyciem technik biologii molekularnej byty
prowadzone od wielu lat. Zmiany ekspresji genoOw u drzew iglastych badano gtownie metodami
analizy transkryptomowej oraz PCR w czasie rzeczywistym (Real Time PCR, qRT PCR). Cele
takich analiz sg zwykle réznorodne i zaleza od kontekstu badawczego. Tak szerokie podejscie
umozliwia zidentyfikowanie jak najwigkszej liczby transkryptow, ktore §wiadcza o aktywacji
badz supresji okre$lonych sekwencji w odpowiedzi na zmienne warunki srodowiskowe.
Badania interakcji miedzy réznymi genami 1 selektywnej ekspresji u r6znych odmian lub
klonow sg kluczowe dla zrozumienia dziatania sieci regulacyjnych w komoérkach.

O so$nie zwyczajnej (Pinus sylvestris) odnosnie genow w rézny sposodb powigzanych z
odwodnieniem wiemy stosunkowo niewiele - inne gatunki sosny sg pod tym wzgledem duzo

lepiej scharakteryzowane. Od ponad 20 lat prowadzone sg badania zmian ekspresji genow pod
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wplywem suszy u amerykanskiej sosny Pinus taeda (Li i in. 2021). Przy uzyciu analizy
transkryptomowej wykryto u tego gatunku istotne réznice w ekspresji genéw zwigzanych z
deficytem wody w zalezno$ci od odpornosci poszczegolnych klonéw na ten rodzaj stresu.

Do dos$¢ dobrze poznanych pod tym wzgledem gatunkow zalicza si¢ rowniez sosna
Pinus massoniana wystepujaca w Chinach 1 na Tajwanie. W$rod genow, ktorych ekspresja
zmienia si¢ u tej sosny pod wplywem stresu suszy opisano m.in. rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych, takie jak DREB (Dehydration Response Element Binding Factors), ERF
(Ethylene Responsive Factor), czy ABRE (ABA Response Element) (Du i in. 2018).

Inne czynniki transkrypcyjne o ekspresji wrazliwej na stres suszy u Pinaceae to biatka
zrodziny NAC (Han i in. 2023), WRKY, MYB (Sun i in. 2022, Zhang i in. 2023) i bZIP (Du i
in. 2018). Czynnik transkrypcyjny MYB jest zaangazowany w aktywacje transkrypcji genow
zwigzanych ze szlakiem fenylopropanoidowym, ktéry jest polaczony ze szlakiem biosyntezy

ligniny, a wigc z jednym z ostatnich etapow procesu ksylogenezy.

W niniejszym eksperymencie dobor genéw do analizy oparto zar6wno na ich
potencjalnym znaczeniu biologicznym, zwigzanym z procesami ksylogenezy oraz odpowiedzig
ros$lin na stres $rodowiskowy, jak i z uwagi na ograniczong dostepnos¢ sekwencji
nukleotydowych w ogélnodostepnych bazach danych (NCBI).

Whioski dotyczace ekspresji gendw nalezy interpretowac z ostroznoscig ze wzgledu na
minimalng liczebno$¢ replik biologicznych oraz ograniczenia walidacji starteréw.

Do charakterystycznych biatek pojawiajacych si¢ w warunkach suszy nalezg bez
watpienia dehydryny (DHNSs), ktore sg syntetyzowane w roslinach w odpowiedzi na abiotyczne
warunki stresowe, takie jak niska lub wysoka temperatura, zbyt wysokie stezenie soli w glebie,
ale przede wszystkim pojawiaja si¢ one w reakcji na odwodnienie (stad ich nazwa). Dehydryny
naleza do grupy Il biatek LEA (Late Embryogenesis Abundant). Charakteryzujg si¢ obecnoscia
konserwatywnych domen strukturalnych (motyw K, S 1Y), ktore umozliwiajg im stabilizacje
bton komoérkowych oraz ochrone biatek przed denaturacja w warunkach deficytu wody
(Perdiguero 1 in. 2015). Biatka te akumulowane sg w chloroplastach i $cianach komoérkowych,
a ich poziom moze wzrasta¢ sezonowo wraz ze zmianami dostgpnosci wody w ciggu roku
(Kontunen-Soppela i Laine 2001, Korotaeva i in. 2015). Ekspresja genéw nalezacych do
rodziny DHN zmienia si¢ tez w roznym stopniu u roznych gatunkdéw sosny, przystosowanych
do innych warunkéw $rodowiskowych. Perdiguero i in. (2015) wykazali istotny wzrost

ekspresji genéw dehydryn typu K2 (odpowiednikéw Dhnl) w igtach i1 fodygach jednorocznych
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siewek Pinus pinea poddanych przedtuzajacej si¢ suszy. Ekspresja genu dhn K2b wzrosta
nawet 100-krotnie w stosunku do kontroli, co potwierdza kluczowa role tych biatek w reakcji
na odwodnienie.

Dehydryne DHN1 wybrano jako pierwszy z badanych gendéw, aby porownaé
ewentualng ekspresj¢ tego genu w warunkach stresu suszy oraz w warunkach kontrolnych.
Zaobserwowano wyrazny wzrost ekspresji genu DHN1 w odpowiedzi na odwodnienie u
miesi¢cznych siewek Pinus sylvestris, co potwierdzono w odrgbnej analizie wzgledem dwoch
genow referencyjnych (EF1 1 aktyny). Wzrost ekspresji byt zauwazalny juz we wczesnych
etapach stresu wodnego, a wzgledna ekspresja genu osiggata wartosci nawet ponad 60-krotnie
wyzsze w stosunku do kontroli, co wskazuje na silng 1 szybka odpowiedz transkrypcyjng. Taki
wynik sugeruje, ze DHNI moze odgrywac istotng rol¢ ochronng w najwczes$niejszych fazach
reakcji na odwodnienie, dzialajac jako jeden z ,pierwszych straznikow” sygnalizujacych
warunki stresu abiotycznego. W literaturze dehydryny typu DHN1 byty czesto opisywane jako
biatka konstytutywne, obecne w ro$linach rowniez bez ekspozycji na stres, z umiarkowang
indukcja po jego wystapieniu. Kartashov i in. (2021) wykazali, ze u 20-dniowych siewek sosny
zwyczajnej akumulacja biatka DHN1 byla obserwowana zaréwno w warunkach kontrolnych,
jak 1 suszy, a ekspresja genu PsDhnl wzrastata jedynie ok. 5—6 razy. Wyniki uzyskane w
niniejszej pracy roéznig si¢ od tych obserwacji, co moze wynika¢ z kilku czynnikow, w tym
réznic w wieku roslin, rodzaju stresu (naturalne odwodnienie vs. sztuczne suszenie PEG), czy
tez warunkach prowadzenia eksperymentu. Tak silna indukcja ekspresji DHNI moze $wiadczy¢
o dynamicznym zaangazowaniu tego genu w ochron¢ tkanek merystematycznych i
roznicujacych si¢ przed uszkodzeniami wywotanymi deficytem wody. Dehydryny, jako biatka
LEA (Late Embryogenesis Abundant), majga zdolno$¢ wigzania jonéw metali, stabilizacji bton
biologicznych 1 biatek cytoplazmatycznych, co czyni je kluczowymi elementami strategii
przetrwania ro$lin w warunkach suszy. Wysoka ekspresja DHN1 juz na poczatkowych etapach
stresu moze wskazywac na jego potencjalng role jako wczesnego markera molekularnego

reakcji sosny zwyczajnej na odwodnienie.

W ramach badania przeanalizowano rowniez poziom ekspresji genow potencjalnie

zaangazowanych w przebieg procesu ksylogenezy.

3-O-metylotransferaza kwasu kawowego (COMT) to kluczowy enzym szlaku
biosyntezy ligniny, odpowiedzialny za metylacjc kwasu kawowego oraz 5-

hydroksyferulowego, prowadzaca do powstania jednostek syringylowych (S). W badaniach
str. 86



przeprowadzonych na pszenicy (Triticum aestivum), gen 7aCM kodujacy COMT wykazywat
konstytutywng ekspresj¢ w tkankach wegetatywnych oraz wysoka aktywnos$¢ wzgledem
aldehydu 5-hydroksykoniferylowego — gtéwnego prekursora ligniny syringylowej (Ma 1 Xu,
2008). Zhong i in. (2000) udowodnili, ze represja genu COMT w roslinach transgenicznych
(topola) prowadzita do selektywnego obnizenia udziatu jednostek syringylowych, bez istotnego
wplywu na catkowitg zawarto$¢ ligniny. Podobne wyniki uzyskano w transgenicznym tytoniu,
co potwierdza, ze COMT odgrywa istotng rol¢ w modulowaniu sktadu ligniny, a nie jej ilosci
(Ma i Xu, 2008).

Chociaz u roslin nagonasiennych, takich jak sosna zwyczajna, dominujagcym typem
ligniny jest frakcja guajakolowa (G), to wykazano rowniez obecno$¢ §ladowych ilosci ligniny
syringylowej (S) — frakcji typowej dla lignin liSciastych (Wagner i in. 2015) oraz ekspresje
gendéw uczestniczacych w jej biosyntezie. Ralph i in. (2015) wykazali, Ze transgeniczne linie
Pinus radiata, w ktorych ekspresji poddano geny F5H oraz COMT, byty zdolne do produkcji
alkoholu synapilowego 1 wbudowania go do polimeru ligniny. Analiza metodami
spektroskopowymi (2D-NMR i GC/MS) ujawnila obecnos¢ jednostek syringylowych na
poziomie do 8%, co jednoznacznie potwierdza mozliwo$¢ powstania ligniny typu G/S u
iglastych. Kluczowg rol¢ w tym procesie odegrata COMT, ktorej ekspresja pozwolita na
skuteczne przeksztatcenie posrednich zwigzkéw szlaku fenylopropanoidowego i umozliwita
syntez¢ SA. W analizie chemicznej ligniny odzyskanej z drewna sosny zwyczajnej (Pinus
sylvestris), przeprowadzonej przez Khan i in. (2022), przy uzyciu spektroskopii ATR-FTIR
zidentyfikowano charakterystyczne pasma absorpcji odpowiadajace zaréwno jednostkom
guajakolowym (Q), jak 1 syringylowym (S). Wyniki te dostarczajg bezposredniego dowodu na
naturalng obecnos$¢ frakcji syringylowej w ligninie iglastych, mimo ze jej udziat jest sladowy.
Co wigcej, obecnos¢ 1 wzrost ekspresji genu COMT w drewnie reakcyjnym sosny nadmorskiej
(Pinus pinaster) zostaty wykazane przez Plomion i in. (2000), co potwierdza, Ze enzym ten
bierze udziat w szlaku lignifikacji takze u nagonasiennych. W badaniu tym zidentyfikowano
biatka COMT 1 CCoAOMT jako elementy silnie reagujace na stres mechaniczny w ksylemie,
co moze sugerowac ich potencjalng role rowniez w odpowiedzi na inne czynniki sSrodowiskowe,
np. odwodnienie.

U nagonasiennych aktywno$¢ COMT moze odpowiadaé za precyzyjne dostosowanie
sktadu ligniny do warunkow $rodowiskowych, szczegolnie w mtodych tkankach 1 w sytuacjach
stresowych. W przeprowadzonym do$wiadczeniu wzgledng ekspresje genu COMT oceniono
wzgledem dwoch gendw referencyjnych (EF'1 oraz ACT). W obu przypadkach zaobserwowano

jedynie umiarkowany wzrost poziomu transkryptu w warunkach stresu wodnego. Analiza
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wzgledem ACT wykazala jeszcze stabiej zaznaczone zmiany — wzgledna zmiana (fold change)
nie przekraczala wartosci 4,84. Uzyskane wyniki moga §wiadczy¢ o niewielkiej wrazliwosci
COMT na odwodnienie w analizowanym przedziale czasowym, co dodatkowo podkresla
roznice pomi¢dzy dynamiczng aktywacja gendéw odpowiedzi stresowej (takich jak DHNI) a
powolniejszymi, adaptacyjnymi zmianami w szlaku lignifikacji. Cho¢ w analizowanych
warunkach ekspresja genu COMT nie wykazata silnych zmian, obserwacje mikroskopowe
wykazaly wyrazny wzrost zawartosci ligniny w tkankach pedu. Mozna przypuszczaé, ze
zmiany te dotyczg przede wszystkim frakcji guajakolowej (G), ktora dominuje u roslin
nagonasiennych, takich jak sosna zwyczajna. COMT bierze udziat gtdwnie w syntezie ligniny
syringylowej (S), obecnej u sosny jedynie w §ladowych ilosciach, co moze tlumaczy¢ brak

istotnych zmian ekspresji tego genu przy jednoczesnym wzroscie ogolnej lignifikacji.

Gen PINI (PIN-FORMED 1) koduje btonowy transporter auksyny, ktory odgrywa
kluczowa role w kierunkowym (polarnym) transporcie tego fitohormonu mi¢dzy komoérkami.
Dzigki spolaryzowanej lokalizacji biatka PIN1 w blonie plazmatycznej, roslina moze
precyzyjnie kontrolowa¢ przeptyw auksyny w tkankach, co warunkuje procesy morfogenezy 1
réznicowania, w tym ksylogenezg.

Jak podkreslaja Luschnig i Friml (2024), PIN1 stanowi centralny element mechanizmu
dystrybucji auksyny w organizmie ros§linnym, integrujac zarowno sygnaty rozwojowe, jak i
srodowiskowe. Polarny transport auksyny regulowany przez PINI1 determinuje lokalne
gradienty hormonalne, ktdre steruja miejscem inicjacji i przebiegiem rdéznicowania wigzek
przewodzacych.

Wykazano, ze wzor ekspresji PINI poprzedza rozw0j tkanek przewodzacych (Scarpella
et al., 2006), a jego zaburzenie prowadzi do nieprawidtowego rozwoju ksylemu. Lokalizacja
biatka PIN1 w btonach komorek kambialnych 1 parenchymatycznych odpowiada za przeptyw
IAA do stref roznicowania komoérek naczyniowych. Rowniez czynniki stresowe, takie jak
odwodnienie, mogg wptywac na ekspresje PINI oraz jego relokacje w blonie, co modyfikuje
przebieg ksylogenezy i adaptacyjnych zmian w strukturze ksylemu.

W niniejszym badaniu wykazano obecno$¢ transkryptu PINI w pedach siewek sosny
zwyczajnej w warunkach suszy, co moze wskazywac¢ na jego udzial w regulacji rozwoju
ksylemu w odpowiedzi na deficyt wody. Pomimo braku dostepnych danych
transkryptomicznych potwierdzajacych ekspresje genu PINI u sosny zwyczajnej (Pinus
sylvestris), w niniejszym badaniu uzyskano pozytywny sygnat ekspresji zarowno w siewkach

kontrolnych, jak i w warunkach stresu wodnego. Do reakcji qPCR zastosowano startery
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zaprojektowane na podstawie sekwencji genu PINI z Pinus radiata, co wskazuje na wysoki
poziom podobienstwa (konserwatywnos$¢) tej sekwencji w obrebie rodzaju Pinus. Wyniki te
moga $wiadczy¢ o aktywnej roli PINI w transporcie auksyny oraz potencjalnym udziale w
regulacji procesow ksylogenezy. W analizowanych warunkach pomimo, ze zaobserwowano
obecnos¢ transkryptu genu PINI w pedach siewek, poziom jego ekspresji nie wykazywat
istotnych roznic pomigdzy probkami kontrolnymi a poddanymi odwodnieniu. Moze to
sugerowaé, ze ekspresja PINI w tej fazie rozwojowej nie ulega regulacji pod wplywem
krotkotrwatego deficytu wody, lub ze ewentualne zmiany zachodzg na poziomie translacji,
lokalizacji biatka lub w dtuzszej skali czasowe;.

Ekspresja PINI ulega zmianie w odpowiedzi na stres wodny u réznych roslin
okrytozalagzkowych, takich jak Arabidopsis thaliana, Zea mays czy Liriodendron chinense,
gdzie obserwowano jej wzrost lub spadek w zalezno$ci od tkanki i warunkow stresu (Bawa 1
in. 2022, Liu 1 in. 2022, Wang 1 in. 2019, Wu 1 in. 2021). U Pinus sylvestris wykazano, ze
zardwno wzrost elongacyjny jak 1 podzialy komorek kambium sg kontrolowane przez szlak
oparty na przeptywie bazypetalnym auksyn oraz stymulowanie ekspresji genu kodujacego
transporter PIN1 przez gibereliny (Wang i in. 1997). W niniejszym eksperymencie w przypadku
sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris) poziom transkryptu PINI pozostal stabilny, co moze
wskazywac na bardziej konstytutywna funkcje genu w tej grupie roslin. Rola PINI moze by¢
zwigzana z utrzymywaniem biegunowosci lub wzrostu tkanek, co moze thumaczy¢ brak
istotnych zmian jego ekspresji w analizowanych warunkach stresu wodnego.

Geny z rodziny HD-ZIP III (Homeodomain Leucine Zipper klasy III) koduja czynniki
transkrypcyjne odgrywajace kluczowa role w roznicowaniu tkanek przewodzacych, w tym w
procesie ksylogenezy. Geny te zostaly szczegdotowo scharakteryzowane u ro$lin zielnych,
gléwnie Arabidopsis thaliana, gdzie pelnig kluczowa role w rdéznicowaniu tkanek
przewodzacych i tworzeniu $ciany wtdrne;j.

Wszystkie biatka z tej rodziny zawieraja dwie charakterystyczne domeny:
homeodomen¢ (HD), odpowiadajaca za wigzanie DNA, oraz domen¢ leucynowego zamka
(LZ), umozliwiajaca dimeryzacj¢ biatek. Na podstawie roznic w strukturze i funkcji, geny te
zostaly podzielone na cztery klasy: HD-ZIP 1-1V. Biatka nalezace do klasy HD-ZIP III
wyrozniaja sie dodatkowo obecnoscia domeny START, uczestniczacej prawdopodobnie w
wigzaniu lipidow, oraz domeny MEKHLA, ktora bierze udziat w odbieraniu sygnalow
fizykochemicznych. Geny HD-ZIP III sg ewolucyjnie konserwowane 1 obecne we wszystkich

gléwnych liniach roslin ladowych (Wang i in. 2021, Li i in. 2022).
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U Arabidopsis thaliana do tej grupy nalezy pie¢ genow: PHB, PHV, REV, ATHBS i
CNA, ktore pelnia zarowno komplementarne, jak i antagonistyczne role w rozwoju rosliny.
Reguluja one m.in. embriogeneze, tworzenie merystemow, ustalanie biegunowosci organdw i
roznicowanie tkanek przewodzacych — w tym ksylemu. Ekspresja HD-ZIP III podlega Scistej
regulacji potranskrypcyjnej za posrednictwem mikroRNA miR165/166. Mutacje znoszace
sekwencje wigzania tego miRNA prowadza do silnych, dominujacych zmian fenotypowych, co
podkresla znaczenie precyzyjnej kontroli tych czynnikow (Miyashima i in. 2013, Du i Wang
2015).

Badania na Arabidopsis thaliana wykazaty, ze rozw0j ksylemu kontrolowany przez
czynniki HD-ZIP III zalezy od lokalnej biosyntezy auksyny, opartej na szlaku tryptofanowym.
Zaklocenie tego procesu prowadzito do zmienionego wzorca roznicowania komorek ksylemu
(Ursache et al.,, 2014). Najnowsze dane uzyskane metoda transkryptomiki pojedynczych
komorek potwierdzaja te obserwacje: Ekspresja HD-ZIP III promuje wzrost komorek ksylemu
oraz ich réznicowanie, co stanowi dowodd na ich centralng role w regulacji rozwoju tkanek
przewodzacych u ro$lin naczyniowych. Wyniki te, cho¢ uzyskane na modelowej roslinie
zielnej, wskazuja na istotng funkcje HD-ZIP 111, ktéra moze by¢ rowniez obecna u gatunkow
drzewiastych.

Badania przeprowadzone na topoli (Populus trichocarpa) wykazaty, ze gen PtrHB4,
nalezacy do rodziny HD-ZIP III, odgrywa kluczowg role¢ w rozwoju kambium wigzkowego i
miedzywigzkowego. Jak wykazali Zhu i in. (2018), represja PtrHB4 prowadzita do zaburzen w
formowaniu kambium migdzywigzkowego, co skutkowalo nieprawidlowym rozwojem
wtérnych tkanek przewodzacych. Z kolei jego nadekspresja indukowata aktywnos¢ kambium
oraz roznicowanie komoérek ksylemu, réwniez w miejscach ektopowych. Autorzy
zaproponowali, ze PtrHB4 moze dziata¢ poprzez szlak sygnalizacyjny auksyny, wplywajac
m.in. na ekspresj¢ genow PIN1 1 WOX4. Wyniki te potwierdzaja, ze HD-ZIP II1 nie tylko
kontrolujg rozwoj kambium w sposob typowy dla roslin zielnych, ale rowniez pelnig funkcje
specyficzne dla ro§lin drzewiastych, w tym modulacj¢ formowania ciaglego pierscienia
kambialnego.

U ro$lin nagonasiennych, takich jak $wierk (Picea spp.) czy sosna (Pinus spp.),
wykazano ekspresje tych genéw w réznicujacym si¢ drewnie wtdérnym, co potwierdza ich
zaangazowanie w rozw¢j tkanki naczyniowej tych roslin (Coté et al., 2010). Badania
prowadzone na Pinus canariensis wskazuja, ze ekspresja HD-ZIP 1l wzrasta w p6zniejszych
etapach wzrostu wierzchotkowego, podczas inicjacji przyrostu wtornego i lignifikacji (Chano

et al., 2020).
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Chociaz HD-ZIP III s3 klasycznie postrzegane jako regulatory rozwoju, coraz wigcej
badan wskazuje na ich udziat w odpowiedzi na stresy abiotyczne. U roslin zielnych wykazano,
ze poziom ekspresji tych genéw wzrasta w warunkach suszy, zasolenia czy niskiej temperatury.
Moga one posrednio uczestniczy¢ w adaptacji roslin do deficytu wody poprzez modyfikacje w
strukturze tkanek przewodzacych i1 regulacje hormonalng. W transkryptomicznej analizie
Nicotiana tabacum poddanej krétkoterminowemu stresowi suszy zaobserwowano aktywacje
wielu rodzin czynnikow transkrypcyjnych, w tym WRKY, AP2/ERF oraz HD-ZIP, z ktoérych
czg$¢ wykazywata rodzinowo specyficzne wzorce ekspresji (Rabara i in., 2015). Zmiany te
sugeruja, ze odpowiedz transkrypcyjna na deficyt wody moze by¢ modulowana nie tylko przez
powszechne szlaki sygnatowe, ale rowniez przez czynniki typowe dla danej grupy
taksonomicznej, co podkresla potencjalng role HD-ZIP roéwniez u innych gatunkow.

Chociaz najwigcej danych eksperymentalnych dotyczacych odpowiedzi HD-ZIP na
stres abiotyczny pochodzi z badan nad klasg I (np. ATHBS, ATHB7 1 ATHBI12 u Arabidopsis,
indukowanych przez susz¢ i ABA; Henriksson i in., 2005; Johanesson i in. 2001), to doniesienia
te podkreslaja potencjalne znaczenie czynnikéw HD-ZIP rowniez w innych klasach tej rodziny,
w tym HD-ZIP IIl. Zwazywszy na ich znang rol¢ w rozwoju tkanki przewodzacej, warto
pogtebi¢ badania nad ich udziatem w adaptacyjnej odpowiedzi roslin na stres srodowiskowy.

Jak pokazano wcze$niej, ekspresja genu z rodziny HD-ZIP Il (HDZ33) zostala
przeanalizowana wzgledem dwoch genéw referencyjnych: EF1 oraz ACT. W obu przypadkach
zaobserwowano zmiany w poziomie transkryptu w odpowiedzi na stres wodny. W kilku
punktach pomiarowych uzyskano wzrost ekspresji — (fold change do ~23-krotnej indukcji).
Szczegolnie silna aktywacja miata miejsce w dniach 5-7 co moze wskazywac na zaangazowanie
HD-ZIP Il w adaptacyjne procesy zwigzane z roznicowaniem tkanek przewodzacych w
warunkach deficytu wody.

Uzyskane wyniki sa zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami przeprowadzonymi m.in.
na Arabidopsis thaliana 1 Populus spp., w ktorych wykazano, ze geny HD-ZIP I1I biorg udziat
nie tylko w rozwoju ksylemu, lecz takze moga by¢ aktywowane w odpowiedzi na stresy
abiotyczne, w tym susz¢. Obecno$¢ indukcji w mlodych siewkach sosny zwyczajnej sugeruje,
ze HDZ33 moze peli¢ podobng funkcj¢ rowniez u gatunkdéw nagonasiennych, co potwierdza
jego potencjalng role w regulacji adaptacyjnej morfogenezy tkanek przewodzacych w

warunkach odwodnienia.

U sosny zwyczajnej opisano kilka innych genow, ktére pod wptywem silnego stresu

suszy wykazaly istotny statystycznie wzrost ekspresji. Wsrdd nich wymieni¢ mozna PAL
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kodujacy amoniakoliaz¢ L-fenyloalaniny, enzym zaangazowany w biosynteze zwigzkow
fenolowych oraz réwniez w biosyntezg ligniny, a takze gen abaH, ktoérego ekspresja moze by¢
indukowana kwasem abscysynowym (ABA), czyli hormonem ro$linnym odpowiedzialnym
m.in. za zamykanie aparatow szparkowych jako element strategii obronnej przed utratag wody

(Carvalho i in. 2017).

Podsumowujac, wséréd gendéw zaangazowanych zardwno w proces formowania
ksylemu, jak i zmieniajacych poziom ekspresji pod wptywem deficytu wody u Pinaceae,
wyrdézniamy glownie geny (w tym czynniki transkrypcyjne) zwigzane ze szlakiem
fenylopropanoidowym i biosynteza ligniny (PAL, COMT, MYB), a takze inne czynniki
transkrypcyjne regulujace proces powstawania tkanki drewna na r6znych etapach (np. NAC,
bZIP). W niniejszej pracy zbadano wybrane geny zwigzane zarowno z formowaniem tkanki
ksylemu, jak 1 z odpowiedzig na stres odwodnienia w poczatkowych etapach rozwoju siewki
sosny.

Jak wykazaly badania na syberyjskiej so$nie zwyczajnej (Belokopytova i in. 2020),
procesy prowadzace do powstawania tkanki drzewnej, a wigc podzialy komorek, ich
powiekszanie oraz odktadanie wtornej sciany komorkowej, nie zachodza zupelnie niezaleznie
od siebie. Istnieja dowody na to, ze zjawiska te moga by¢ regulowane przez wspdlne
mechanizmy, zwlaszcza w przypadku reakcji na bodzce klimatyczne, takie jak stres suszy.
Szczegodlnie podzialy 1 wzrost komorek prekursorowych drewna wydaja si¢ mie¢ wiele
wspolnego, co moze mie¢ wplyw na to, Ze s bardziej wrazliwe na niedobdr wody, niz proces
formowania scian komorkowych. Porownanie wynikow moze sugerowac, ze niektore zmiany
morfologiczne (np. w strukturze komorek) pojawiaja si¢ bardzo wczesnie 1 moga by¢é
traktowane jako wczesne markery stresu. Mikrostrukturalne zmiany w $cianach komoérkowych,
zmiany poziomu markerow stresowych oraz gendw zaangazowanych w odpowiedZ na stres
suszy moga wskazywa¢ na bardzo wczesne reakcje adaptacyjne lub potencjalnie

dlugoterminowe konsekwencje fizjologiczne.

Reakcja drzew iglastych na niskg dostepno$¢ wody obejmuje rdézne procesy
fizjologiczne i mechanizmy molekularne. Oczekuje sie¢, ze adaptacje roslin do warunkow suszy
beda zyskiwaé coraz wigksze znaczenie w najblizszej przysziosci ze wzgledu na modele
klimatyczne przewidujace wydluzenie czasu trwania i nasilenie okresow suszy w wielu
regionach. Pomimo zlozonosci omawianych mechanizmoéw poczyniono znaczne postepy w

zrozumieniu reakcji ro$lin na susz¢ w ostatnich dekadach. Byto to mozliwe szczeg6lnie dzigki
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wykorzystaniu zawansowanych technologii utatwiajacych zidentyfikowanie i doktadne
przeanalizowanie licznych gendéw i szlakéw metabolicznych kontrolujacych odpowiedz na
stres. Poznanie wszystkich aspektow tej odpowiedzi pozostaje jednak nieuchwytne, zwlaszcza
ze strategie adaptacji i przetrwania niekorzystnych warunkow moga réznic si¢ w zaleznosci od
gatunku, typu gleby czy intensywnosci czynnika stresowego. Dlatego tak istotne jest
kompleksowe podejscie, taczace badania fizjologiczne, biochemiczne i molekularne. Takie
podejscie umozliwia nie tylko dokladniejsze poznanie mechanizméw odpowiedzi roslin na
deficyt wody, ale rowniez identytikacje kluczowych szlakow adaptacyjnych, ktére moga staé
si¢ celem przysztych dziatan hodowlanych ukierunkowanych na zwigkszenie odpornosci roslin
na stresy srodowiskowe.

Aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy adaptacji drzew iglastych do stresu suszy, konieczne
jest potaczenie wynikdw badan z réznych dziedzin oraz uwzglednienie wszystkich czynnikow
wplywajacych na odpowiedz roslin w warunkach naturalnych. Wérod tych czynnikéw istotne
znaczenie maja m.in. wlasciwosci gleby, sktad mikrobiomu ryzosfery, zmienno§¢ warunkéw
klimatycznych oraz etap rozwoju roslin. Tylko podejsScie oparte na integracji roznorodnych
danych moze umozliwi¢ petniejsze zrozumienie ztozonych procesow adaptacyjnych drzew
iglastych 1 stworzy¢ podstawy do skutecznego wykorzystania tej wiedzy w ochronie oraz

poprawie kondycji lasow w obliczu zmieniajgcego si¢ klimatu.

Ograniczenia i perspektywy badan

Do gléwnych ograniczen niniejszego badania nalezy zaliczy¢ niewielka liczbe
powtorzen biologicznych w analizie ekspresji genow oraz brak pelnej walidacji efektywnos$ci

wszystkich par starterow, co moze wptywac na doktadnos¢ ilosciowej oceny ekspres;ji.

Ponadto oznaczenia anionorodnika ponadtlenkowego metoda NBT odzwierciedlaja
zmiany intensywnos$ci reakcji, a nie bezwzgledne stezenia, co ogranicza mozliwos¢

bezposredniego porownania wynikéw z danymi literaturowymi.

Dodatkowym czynnikiem wplywajacym na interpretacj¢ wynikdw jest potencjalna
zmienno$¢ fizjologiczna pomiedzy osobnikami oraz naktadanie si¢ efektow stresowych i

procesOw rozwojowych.

W  przysztych badaniach wskazane byloby zwigkszenie liczby powtorzen
biologicznych, rozszerzenie analizy o dodatkowe markery molekularne oraz zastosowanie

metod umozliwiajacych bardziej precyzyjne oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu.
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Moze mozna w dyskusji dodac krétki podrozdziat ,Ograniczenia i perspektywy” z 4—6 punktami
(qPCR, n, NBT, RWC, kontrola srodowiska, tkankowos¢), to poziom dojrzatosci tego rozdziatu
wzrosnie zauwazalnie.

6. STWIERDZENIA I WNIOSKI

1. Analiza poziomu zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS)
wskazuje na obecno$¢ trendu zmian w przebiegu eksperymentu, sugerujacego
wpltyw stresu odwodnienia na intensywno$¢ peroksydacji lipidow w siewkach
sosny. Wzrost poziomu TBARS w dniach 1-7 zaréwno w epikotylach, jak i w
hipokotylach i1 korzeniach moze wskazywa¢ na narastajace uszkodzenia struktur
btonowych w odpowiedzi na poglegbiajacy sie stres suszy. Najwyzsze wartosci
poziomu TBARS obserwowano w 7. dniu do$wiadczenia, co sugeruje mozliwg
kumulacje uszkodzen oksydacyjnych w wyniku dlugotrwatego braku wody.
Podanie wody w 8. dniu skutkowato obnizeniem poziomu TBARS do wartosci
zblizonych lub nizszych niz u roslin kontrolnych, co moze $wiadczyé o
uruchomieniu mechanizméw naprawczych oraz redukcji stresu oksydacyjnego po
nawodnieniu. Jednak ze wzgledu na duzg zmienno$¢ wynikéw pomiedzy
powtdrzeniami biologicznymi oraz brak istotno$ci statystycznej réznic pomiedzy
grupami (test U Manna—Whitneya, p > 0,05), obserwowane zmiany nalezy
interpretowac ostroznie. Réznice poziomu TBARS miedzy dniami 5 i 7 moga
odzwierciedla¢ indywidualne reakcje siewek na stres suszy lub sugerowac roznice

w tempie uruchamiania mechanizmow adaptacyjnych.

2. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano wzrost poziomu anionorodnika
ponadtlenkowego (O2¢) u siewek sosny w warunkach stresu suszy, przy czym
zmiany te miaty charakter trendu 1 w wigkszosci punktow czasowych nie osiagnety
istotnosci statystycznej (p > 0,05). Najwyzsze wartosci obserwowano w dniu 7, co

odpowiadato maksymalnemu nasileniu stresu wodnego. Jednoczes$nie odnotowano
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znaczng zmienno$¢ pomiedzy powtorzeniami biologicznymi, co znalazlo
odzwierciedlenie w wysokich warto$ciach odchylenia standardowego.

Istotng statystycznie réznice pomiedzy wariantem kontrolnym a stresowym
stwierdzono jedynie w dniu 8 w analizowanej frakcji dolnych czg$ci siewek
(hipokotyle 1 korzenie), gdzie poziom O2¢~ byt nizszy u ros§lin wczesniej poddanych
stresowi (p = 0,030). Obserwacja ta moze by¢ zwigzana ze zmiang warunkoéw
fizjologicznych po nawodnieniu. W siewkach kontrolnych poziom Oz~ pozostawat
wzglednie stabilny w czasie trwania doswiadczenia. Wyzsze warto$ci obserwowane
w dolnych cze$ciach siewek w porownaniu do epikotyli moga sugerowac

zrdznicowang odpowiedz poszczegdlnych tkanek na stres wodny.

Wzrost stezenia nadtlenku wodoru (H202) w siewkach sosny w dniu 7 eksperymentu
moze $wiadczy¢ o aktywacji reakcji stresowej w odpowiedzi na odwodnienie
tkanek. Obnizenie poziomu H202 po nawodnieniu sugeruje dziatanie mechanizmow
antyoksydacyjnych przywracajacych rownowage oksydoredukcyjng. Jednak mimo
widocznych trendow w analizowanych punktach czasowych, nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic pomiedzy siewkami kontrolnymi a poddanymi
stresowi wodnemu (test U Manna—Whitneya, p > 0,05). Moze to wynikac z wysokiej
zmienno$ci biologicznej pomigdzy powtorzeniami oraz ograniczonej liczby replik,
co ogranicza moc statystyczng testow. Zaobserwowana zmienno$¢ wskazuje
réwniez na mozliwe réznice indywidualne w odpowiedzi siewek na stres suszy oraz
potencjalng obecnos¢ naturalnych roznic fizjologicznych pomiedzy osobnikami.
Wynik wskazuje na trend zgodny z narastaniem stresu, lecz przy p>0,05 nie moze

stanowi¢ samodzielnej podstawy do potwierdzania hipotez.

. Analiza poziomu ekspresji gendw DHN1, PIN1, COMT i HDZ33 metoda Real-Time
gPCR wskazuje na zréznicowany charakter odpowiedzi transkrypcyjnej badanych

genow na stres wodny.

W przypadku genu DHNI1, zaobserwowano wyrazny trend wzrostu ekspresji,
osiggajacy maksimum w 5. dniu do$wiadczenia, po ktorym nastgpowal spadek
poziomu transkryptu w kolejnych dniach. Moze to odzwierciedla¢ wczesng

odpowiedz roslin na stres osmotyczny.
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Gen PINI, wykazywal najwyzszy poziom ekspresji w poczatkowej fazie
eksperymentu (dzien 1), nastepnie obserwowano jej spadek w dniach 5-7 oraz
ponowny wzrost po nawodnieniu, co moze by¢ zwigzane ze zmianami w regulacji
transportu auksyn w odpowiedzi na stres.

W przypadku genu COMT, obserwowano umiarkowany wzrost ekspresji do okoto
3.-5. dnia do$wiadczenia, po ktérym nastepowat jej spadek, co moze wskazywaé na

przej$ciowa aktywacje procesow zwigzanych z biosynteza ligniny.

Ekspresja genu HDZ33 wykazywala stopniowy trend wzrostowy w trakcie trwania
eksperymentu, osiggajac najwyzsze wartosci w koncowych dniach (dzien 7-8), co

moze sugerowac jego udzial w pdzniejszych etapach odpowiedzi adaptacyjne;j.

Pomimo obserwowanych zmian o charakterze biologicznie uzasadnionych trendéw, réznice
pomiegdzy wariantami kontrolnymi i stresowymi nie osiagnely istotnosci statystycznej (test U

Manna—Whitneya, p > 0,05), co ogranicza mozliwo$¢ ich jednoznacznej interpretacji.

Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu podkreslaja zlozonos¢ odpowiedzi sosny na stres
wodny, wskazujac na potencjalny udziat zaréwno mechanizméw szybkich (transport

hormonalny), jak i dtugoterminowych (ochrona strukturalna i regulacja ekspresji genéw).

Przedstawione wnioski majg charakter opisujacy obserwowane tendencje i wymagaja
potwierdzenia w badaniach o wigkszej liczbie powtdrzen biologicznych oraz zwigkszonej mocy

statystyczne;j.
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10

Uproszczony schemat obrazujacy kompleks enzymatyczny syntazy celulozy

zlokalizowany w blonie komdrkowe;.

Szlaki biosyntezy monomerow ligniny.

Typy strategii przetrwania roslin w warunkach stresu. Opracowanie wtasne.

Cykl glutationowo-askorbinianowy u ro$lin

Nasiona sosny zwyczajnej przed wysianiem

Hodowla siewek na krazkach torfowych

Materiat zebrany do analizy zmian §wiezej i suchej masy pod wptywem odwodnienia
Homogenizacja prob w mozdzierzach

Proby przed wirowaniem i po dodaniu roztworu TBA

Proby w szklanych probowkach podczas inkubacji z roztworem TBA oraz

spektrofotometryczny pomiar absorbancji.

11. Pomiar poziomu anionorodnika ponadtlenkowego O2¢— w reakcji z NBT - przygotowywanie

12-22

23

24

25

26

27

doswiadczenia — roztwor inkubacyjny, bufory, probowki i materiat roslinny.

Fotografie obrazujace zmiany w budowie morfologicznej siewek sosny pod wplywem
stresu odwodnienia (dzien 0-8)

Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania,
kontrola, pow. 5x).

Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania,

7 dzien stosowania warunkow stresowych, pow. 5x).

Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania,

kontrola, pow. 20x). Preparat barwiony btekitem toluidynowym.

Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania,
7 dzien stosowania warunkow stresowych, pow. 20x). Preparat barwiony biekitem

toluidynowym.

Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania,

kontrola, pow. 40x). Preparat barwiony btekitem toluidynowym.
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28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

. 38.

39.

40.

Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania,
7 dzien stosowania warunkow stresowych, pow. 40x). Preparat barwiony biekitem

toluidynowym.

Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania,

kontrola, pow. 5x). Preparat barwiony floroglucyna.

Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania,

7 dzien stosowania warunkow stresowych, pow. 5x). Preparat barwiony floroglucyna.

Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania,

kontrola, pow. 20x). Preparat barwiony floroglucyna.

Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania,
7 dzien stosowania warunkow stresowych, pow. 20x). Preparat barwiony

floroglucyna.

Przekroj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykietkowania,

kontrola, pow. 40x). Preparat barwiony floroglucyna.

Przekrdj poprzeczny przez epikotyl siewki Pinus sylvestris (30 dni od wykielkowania,
7 dzien stosowania warunkow stresowych, pow. 40x). Preparat barwiony

floroglucyna.

Poziom RWC [%] w epikotylach siewek sosny w dniach 0-8 stosowania stresu
Poziom RWC [%] w hipokotylach siewek sosny w dniach 0-8 stosowania stresu
Poziom RWC [%] w korzeniach siewek sosny w dniach 0-8 stosowania stresu

Poziom zwigzkéw reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBA) mierzony w

epikotylach siewek sosny traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek kontrolnych

(K).

Poziom zwiazkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBA) mierzony lacznie w
hipokotylach i korzeniach siewek sosny traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek

kontrolnych (K).

Poziom anionorodnika ponadtlenkowego mierzony w epikotylach siewek sosny
traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek kontrolnych (K). Os pionowa —

absorbancja w przeliczeniu na gram $wiezej masy.
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41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Poziom anionorodnika ponadtlenkowego mierzony tgcznie w korzeniach i
hipokotylach siewek sosny traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek kontrolnych

(K). O$ pionowa — absorbancja w przeliczeniu na gram §wiezej masy.

Poziom nadtlenku wodoru mierzony w epikotylach siewek sosny traktowanych
stresem suszy (S) oraz siewek kontrolnych (K). Na osi pionowej — stgzenie H>O»

[uM/g $wiezej masy].

Poziom nadtlenku wodoru mierzony tacznie w korzeniach i hipokotylach siewek
sosny traktowanych stresem suszy (S) oraz siewek kontrolnych (K). Na osi pionowej —

stezenie H,O» [uM/g $wiezej masy].

Wzgledna zmiana ekspresji genu DHNI w czasie trwania do§wiadczenia, obliczona

metodg 2-AACt. Wyniki przedstawiono jako $rednig + btad standardowy (n = 3).

Wzgledna zmiana ekspresji genu COMT w czasie trwania doswiadczenia, obliczona

metodg 2-AACt. Wyniki przedstawiono jako $rednig + btad standardowy (n = 3).

Wzgledna zmiana ekspresji genu PINI w czasie trwania do§wiadczenia, obliczona

metoda 2-AACt. Wyniki przedstawiono jako $rednig + btad standardowy (n = 3).

Wzgledna zmiana ekspresji genu HDZ33 w czasie trwania doswiadczenia, obliczona

metodg 2-AACt. Wyniki przedstawiono jako $rednig + btad standardowy (n = 3).
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SPIS TABEL

Tab. 1 Schemat do§wiadczenia.

Tab. 2 Program NOC HistoCore PEARL do obrobki tkanek (zmodyfikowany).
Tab. 3 Krzywa standardowa dla nadtlenku wodoru.

Tab. 4 Sekwencje starteréw z bazy danych NCBI dla wybranych genow.
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