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Wprowadzenie i cel naukowy

Polska nalezy do czotowki panstw europejskich pod wzgledem wielkosci produkcji
owocow wielu gatunkéw roslin sadowniczych. Cenne walory smakowe i dietetyczne owocow
sprawiaja, ze popyt na nie stale rosnie. Producenci owocoOw poszukujag odmian o duzej
plennos$ci, odpornych na mréz i choroby, wczesnie wchodzacych w okres owocowania,
0 owocach niepekajacych w czasie deszczu, dojrzewajacych w okreslonym terminie oraz
nadajacych si¢ do dlugotrwalego przechowywania. Konsumenci natomiast preferuja owoce
charakteryzujace si¢ wysoka trwaloscig oraz odpowiednimi cechami sensorycznymi, tj.
barwa, wielko$cig, ksztattem, rodzajem powierzchni, zapachem, smakiem, soczystoscia,
kruchoscig oraz jedrnosciag (Czernyszewicz 2007; Makosz 2011). Wraz ze wzrostem
swiadomos$ci konsumentéw w odniesieniu do warto$ci prozdrowotnej owocdw, szczeg6lnie
cenione s3 odmiany o wysokiej zawarto$ci zwigzkow chemicznych o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych. Substancje te, poprzez wychwytywanie wolnych rodnikéw, wigzanie
jondw oraz zapobieganie peroksydacji lipidowej chronig organizm cztowieka przed
starzeniem oraz rozwojem wielu chorob, m.in. nowotworowych i uktadu krazenia (Halliwell
i Gutteridge 2007; Kurosumi i wsp. 2007). Wartosciowg grupa antyoksydantow sa polifenole,
do ktorych zaliczamy m.in. proantocyjanidyny (taniny) oraz antocyjany (Treutter i wsp. 2012;
Lendete 2014). Taniny nadaja owocom charakterystyczng gorycz 1 cierpko$¢, maja
wilasciwosci  konserwujaco-bakteriobdjcze, chronia przed patogenami  grzybowymi

i roslinozercami oraz sprzyjaja przedtuzeniu zdolnosci przechowalniczej owocow.
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Antocyjany decyduja o atrakcyjnej barwie owocoéw oraz chronig tkanki przed szkodliwymi
skutkami promieniowania UV.

Oczekiwania 1 preferencje konsumentow wymuszaja ciggly wzrost jakosci owocow,
ktéra wptywa na ich warto$¢ konsumpcyjng i popyt. Zmiany nawykow zywieniowych oraz
wzrastajacy trend spozycia §wiezych owocow rodzimych gatunkéw, réwniez w okresie
zimowo-wiosennym, wiaza si¢ z konieczno$cig dlugotrwalego przechowywania owocow
W celu zapewnienia catorocznej dostepnosci dla konsumentdw z rownoczesnym utrzymaniem
wysokiej jako$ci do momentu konsumpcji.

Ontogeneza owocoéw jest procesem bardzo dynamicznym i wigze si¢ z szeregiem
przemian biochemicznych (Bonghi i wsp. 2011). Rozwoj owocni indukowany jest po udanym
zaplodnieniu komorki jajowej, a nawet bezposrednio po zapyleniu. Wedlug Esau (1973) oraz
Masia i wsp. (1992) tagiewka pytkowa zmierzajagca do komorki jajowej, jako pierwsza
stymuluje synteze fitohormonow, zwlaszcza auksyn, ktore zapoczatkowuja rozwdj Owocni.
Mtody zarodek i/lub otaczajace go tkanki odzywcze (np. bielmo) bardzo szybko wysylaja
sygnat stymulujacy rozwoj tozyska i perykarpu (Gillaspy i wsp. 1993). Proces wzrostu
owocOw mozna opisa¢ za pomoca krzywych sigmoidalnych, np. pojedynczej
u przedstawicieli rodzaju Malus i Pyrus (Garriz i wsp. 1993; Hirst i Flowers 2000) lub
podwadjnej u Prunus i Vaccinium (Godoy i wsp. 2008; Jorquera-Fontena i wsp. 2014). Krzywe
wzrostu przedstawiaja z reguty 3 okresy, roznigce si¢ dlugoscig i1 odzwierciedlajace
zroznicowane tempo wzrostu owocoOw. W poczatkowym okresie wzrostu zachodza
intensywne podzialy komorek perykarpu, w kolejnym etapie komorki owocni powigkszaja
si¢, nastgpuje rozwoj nasion i wzrost zarodka, a w okresie koncowym ma miejsce proces
dojrzewania owocoéw (Knoche i Peschel 2007; Bonghi i wsp. 2011; Seymour i wsp. 2013).
Srednica owocu wzrasta wraz z powickszaniem si¢  objetosci  przestwordw
miedzykomorkowych oraz wielkosci 1 turgoru komorek parenchymatycznych, co
spowodowane jest intensywnym pobieraniem wody i zwigkszong jej retencja w tkankach
(Starck 2007). Dojrzewaniu owocOw towarzysza intensywne przemiany biochemiczne
polegajace na intensywnym oddychaniu i1 transpiracji, wzroscie aktywnosci enzymow
degradujacych $ciany komoérkowe oraz wzmozonej produkcji etylenu, ktore prowadza do
zmian fizykochemicznych cech owocu (Theologis 1992; Duque i wsp. 1999; Paniagua i wsp.
2011). Konsekwencja opisanych przemian jest starzenie si¢ owocu, ktorego objawami sa
wigdniecie i migkniecie (Peschel i Knoche 2012; Chen i wsp. 2015).

Wiele cech jakosciowych owocow, ktore wpltywaja na ich jedrnos¢ i trwalos¢ ma

zwigzek z mikrostrukturg owocni i jest uwarunkowanych genetycznie (Wang 1985; Jaakola
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i wsp. 2002; Seymour i wsp. 2013; Hen-Avivi 1 wsp. 2014). Mikrostrukturalne cechy
jakosciowe owocow formujg si¢ i sg modyfikowane w czasie ich rozwoju, dojrzewania oraz
przechowywania. Owoce narazone sg woOwczas na wiele wspolzaleznych, czesto
niesprzyjajacych czynnikéw: klimatycznych, biologicznych i mechanicznych (Maguire i wsp.
2000; Ghafir i wsp. 2009). Reakcja na niekorzystne czynniki zewnetrzne sg procesy
adaptacyjne zachodzace zwlaszcza w skorce, ktora stanowi ochronng bariere oddzielajaca
wnetrze owocu od Srodowiska zewnetrznego oraz posredniczy w wymianie gazowej
pomiedzy tkankami ro$liny a atmosfera. Skorka uczestniczy takze w imporcie wody do
owocu oraz w transpiracji (Riederer i Schreiber 2001; Khanal i Knoche 2014). Wymiana
gazowa jest konieczna dla prawidtowego przebiegu proceséw fizjologicznych zachodzacych
w komorkach owocoéw. Natomiast nadmierny import wody wywolywaé moze pekanie skorki
owocOw, a intensywna transpiracja prowadzi¢ do znacznego ubytku masy owocoéw oraz
w dalszej konsekwencji do wigdnigcia 1 obnizenia ich jakosci. O wielkosci tego
dwukierunkowego transportu wody w znacznym stopniu decyduja woski epikutykularne,
kutykula oraz ordzawienia obecne na powierzchni owocow, a takze mikrospekania, szparki
I przetchlinki wystepujace w skorce (Veraverbeke i wsp. 2001, 2003; Burghardt i Riederer
2006). Nalot woskowy nie tylko ogranicza transpiracj¢, ale roOwniez rozprasza
promieniowanie UV oraz chroni tkanki owocu przed roslinozercami i patogenami (Miiller
i Riederer 2005; Rustioni i wsp. 2012). Mechaniczna wytrzymato$¢ skorki oraz barwa
owocow wielu gatunkow jest uwarunkowana przez teksturalne cechy jej komorek, natomiast
jedrnos¢ owocoéw ma zwigzek z teksturg komorek parenchymy (Allan-Wojtas i wsp. 2001;
Chiabrando i wsp. 2009; Matiacevich i wsp. 2013).

Cel badan

Dotychczasowe badania poswigcone budowie i niektorym strukturalnym cechom
jakosciowym owocow dotyczyly wyltacznie owocoéOw dojrzatych. Budowa owocow we
wczesniejszych stadiach rozwojowych oraz ksztaltowanie si¢ mikrostrukturalnych cech
jakosciowych od momentu zaptodnienia do czasu zbioru i1 przechowywania, nie byty do tej
pory przedmiotem kompleksowych opracowan. Podjete przeze mnie badania mialy na celu
uzupetlienie tej wiedzy oraz przedstawienie iloSciowych 1 jakosciowych rdznic
mikrostrukturalnych pomiedzy rozwijajacymi si¢ i dojrzatymi owocami wybranych odmian
ro$lin sadowniczych: Malus domestica Borkh., Pyrus communis L., Prunus domestica L. oraz
Vaccinium corymbosum L., cenionych przez konsumentéw i uprawianych na szerokg skale

w Europie i na innych kontynentach. Przeprowadzone niejednokrotnie po raz pierwszy,



mikromorfologiczne, histologiczne oraz ultrastrukturalne badania perykarpu wykonane
w kilku stadiach rozwojowych owocow, pozwolily na analize cech egzo- i mezokarpu
majacych wplyw na jedrno$¢ oraz trwalo$¢ owocow. Waznym celem moich badan bylo
ustalenie momentu, w ktéorym nastgpuje inicjacja istotnych dla jakosci owocdéw cech
mikrostrukturalnych oraz okreslenie tempa zmian i kierunku rozwoju analizowanych cech
mikrostruktury. Ponadto w przypadku owocow jabtoni oceniatam wpltyw kilkumiesiecznego
okresu przechowywania na mikrostrukture owocow oraz zmiany ilosci woskow
kutykularnych. Prowadzitam takze analizy iloSciowe zawarto$ci zwigzkow fenolowych
w powierzchniowych poktadach owocoéw §liwy, jak rowniez ustalatam lokalizacje syntezy,
sposob transportu i deponowania tanin oraz sktadnikéw kutykuli na poziomie komorkowym
W owocach borowki.

Badania prowadzilam w nastepujacych stadiach rozwojowych:
- Malus domestica — stadium 3-tygodniowego zawigzka oraz stadium dojrzatosci: zbiorczej
I konsumpcyjnej (po kilkumiesigcznym przechowywaniu w warunkach kontrolowanej
atmosfery),
- Pyrus communis — stadium 3-tygodniowego zawigzka i dojrzatosci zbiorczej,
- Prunus domestica — stadium antezy, 4-tygodniowego zawigzka i dojrzatosci zbiorczej,
- Vaccinium corymbosum — koniec antezy, 4 lub 5-tygodniowego zawiagzka i dojrzatosci

zbiorczej.

Omowienie wynikow

W przedstawionym przeze mnie Osiggnieciu naukowym analizowatam nast¢pujace

cechy mikrostrukturalne owocow, ktore wptywaja na ich jakosc:

e obecnosc 1 strukture woskow krystalicznych,

e strukture i grubos¢ kutykuli,

e wystepowanie ordzawien,

e wystepowanie mikrospegkan kutykuli i pekanie skorki,

e obecnos¢ szparek i przetchlinek,

e grubo$¢ skorki oraz teksture jej komorek,

o teksturg komoérek parenchymy i obecnos¢ komoérek kamiennych,

e wystepowanie tanin i antocyjanow.



Obecnos¢ i struktura woskow krystalicznych

Badane gatunki i odmiany, w analizowanych stadiach rozwojowych roznity si¢ forma
woskow krystalicznych obecnych na powierzchni owocdéw. Na zawigzkach 1 dojrzatych
owocach odmian jabtoni i gruszy Krystality wosku wystepowalty w formie ptytek o rdznej
orientacji, wielkosci i ksztalcie [02-05]. Wielko$¢ 1 zaggszczenie plytek byto wicksze na
powierzchni zawigzkéw jabtek niz gruszek, zwlaszcza odmian ‘Jonagold” 1 ‘Ligol’,
odznaczajacych si¢ $liskg i1 gltadkg powierzchnig owocow w stadium dojrzatosci [03, 05].
W miar¢ wzrostu i dojrzewania owocoOw wielkos$¢ plytek wzrastata i byta najwicksza na
powierzchni dojrzatych jabtek przechowywanych w warunkach kontrolowanej atmosfery [02,
04]. Mikroskopowe obserwacje wystepowania woskoéw epikutykularnych potwierdzitam
badaniami masy woskéw u odmiany ‘Ligol’, przed i po 6-miesiecznym okresie
przechowywania owocow. Wykazatam znaczny wzrost iloSci woskow na owocach
przechowywanych [04]. Stwierdzitam, ze synteza woskow epikutykularnych trwa przez cate
zycie owocu na drzewie, a nastgpnie jest kontynuowana poO zbiorze, w czasie
przechowywania, prawdopodobnie do czasu wyczerpania si¢ substratu w komorkach
epidermy lub tez do momentu nekrozy komorek tej tkanki. Ustalitam, Ze najwigcej ptytek
wosku obecnych bylo na brzegach oraz we wnetrzu mikrospgkan wystepujacych na
powierzchni jabtek 1 gruszek w stadium dojrzatosci oraz Ze orientacja plytek
w mikrospg¢kaniach i poza nimi nie byla przypadkowa [02-04]. Ptytki obecne we wngtrzu
mikrospgkan ukierunkowane byly glownie wertykalnie i/lub diagonalnie. Ptytki wystepujace
pomigdzy mikrospgkaniami mialy z reguly orientacje horyzontalng na owocach jabtoni,
natomiast czesciej wertykalng na owocach gruszy. Stwierdzitam, ze w czasie dtugotrwalego
przechowywania owocoéw odmian jabloni w warunkach kontrolowanej atmosfery, ptytki
wosku gesto wypelniajgce mikrospekania mogg taczy¢ sie ze sobg. Krystality wosku tworza
wowczas ciaggla, nieprzepuszczalng warstweg ,reperujaca”’ czy tez ,,zszywajaca’
mikrospekania. Przedstawiony mechanizm zablizniajacy mikrospgkania, tzw. ,,Tear and
Repair” lub ,,Rip and Stitch” najwyrazniej obserwowany byl na owocach odmian ‘Jonagold’
i ‘Ligol’, ktore posiadaty $liskg i gladka skorke, a mikrospgkania wypetnione licznymi
krystalitami wosku. Funkcjonowanie opisanego mechanizmu istotnie ograniczato ilos¢ wody
wyparowywanej podczas przechowywania owocow. W konsekwencji owoce odmian
‘Jonagold’” 1 ‘Ligol’ charakteryzowaly si¢ mniejszym spadkiem masy w poréwnaniu do
odmiany ‘Szampion’, ktorej owoce odznaczaja si¢ sucha i szorstka skorkg z mniej licznymi

ptytkami wosku [02, 04].



W czasie badan wykazalam, Ze powierzchnia dojrzalych pestkowcoéw badanych
odmian $liwy pokryta byta intensywnym nalotem woskowym, utworzonym z bardzo
drobnych granulek wosku krystalicznego, ktorych ilos¢ sukcesywnie wzrastata wraz
z rozwojem owocow [06, 07]. W stadium antezy zalgznie stupkow odmian §liwy pozbawione
byly krystalitow wosku, natomiast na zawigzkach owocoéw obecny byt delikatny nalot
woskowy. Cechg odmianowg dojrzatych owocow §liwy byto wystepowanie pomiedzy gesto
osadzonymi granulkami wosku takze jego plytek, ktére tworzyly uporzadkowane szeregi
I odznaczaty si¢ regularnym ksztaltem (‘Wegierka Zwykta’) lub byly chaotycznie
rozmieszczone 1 mialy rézne ksztalty (‘Bluefre’). Granulki wosku obserwowalam takze
W porach szparek wystepujacych w skorce owocoéw, co moglo ograniczaé przepuszczalnosé
szparek.

We weczesnych stadiach rozwoju owocOw bordéwki, na powierzchni hypancjow
badanych odmian obserwowatam wosk krystaliczny w postaci licznych pateczek rdznej
wielkosci [08, 09]. Pomigdzy obszarami pokrytymi pateczkami wosku widoczne byty rejony
gladkiej kutykuli, pozbawionej krystalitow. Stwierdzitam, ze w miare rozwoju owocow
grubo$¢ poktadu wosku krystalicznego wzrastata. Jednoczesnie powickszaly si¢ obszary
pokryte zdegradowanymi, stopionymi i ulegajacymi fuzji Krysztatami, poprzedzielane
waskimi pasmami kutykuli z nielicznymi, zdeformowanymi pateczkami wosku. Pomigdzy
badanymi odmianami boréwki zaobserwowatam subtelne rdznice W ksztalcie i wielkosci

pateczek wosku.

Struktura i grubosé¢ kutykuli

Na powierzchni owocu, poza woskami epikutykularnymi, wystepuje kutykula, ktora
réwniez chroni perykarp przed niesprzyjajacymi czynnikami zewngtrznymi i transpiracja.
Badane przeze mnie gatunki, we wszystkich stadiach rozwojowych roznity si¢ istotnie
gruboscia oraz strukturg kutykuli pokrywajacej zewnetrzng S$ciang komorek epidermy
owocow. Wykazatam, ze w miar¢ rozwoju owocoéOw grubos¢ kutykuli zwigkszala sie, a udziat
kutykuli wtasciwej w catkowitej grubosci tej warstwy wzrastat. Stwierdzitam, ze grubosé¢
kutykuli na owocach jabtoni byta takze zrdznicowana w zalezno$ci od polozenia na owocu.
Po stronie intensywnie nastonecznionej (rumieniec) kutykula byta grubsza niz po stronie
zacienionej [02]. We wszystkich badanych stadiach rozwojowych najgrubszg kutykule
obserwowalam na owocach jabtoni i gruszy [01-04], natomiast najciensza na owocach
borowki [08, 09]. Ustalitam, ze odmiany jabtoni, ktore odznaczaty si¢ $liska i gladka skorka

na owocach oraz wigcksza trwatoscia owocow, posiadaly grubsza kutykule niz odmiany
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0 suchej i/lub szorstkiej skorce i gorszej zdolnosci przechowalniczej [01, 02]. Przeciwnie,
poktad kutykuli na owocach gruszy odmiany ‘Konferencja’, charakteryzujacych sie
przydatnoscig do dhlugotrwalego przechowywania, byl znacznie ciefszy niz na owocach
odmiany ‘Klapsa’, ktore szybko migkng i odznaczaja si¢ niewielka trwatoscia [03].

Na owocach jabtoni i gruszy kutykula odznaczata si¢ strukturg lamelarno-
siateczkowatg [02-05], natomiast u S$liwy i borowki miala budowe amorficzng lub
siateczkowatg [06-09]. Kutykula amorficzna, utworzona wyltgcznie z kutyny, jest najbardziej
elastycznym rodzajem kutykuli, ktora rozcigga si¢ wraz ze wzrostem powierzchni perykarpu.
Ten typ kutykuli obserwowatam w poczatkowych stadiach rozwojowych owocow §liwy
i borowki [07, 09]. Warstwa lamelarna budujaca kutykule wlasciwa zawigzkoéw i dojrzatych
owocoOw jabloni 1 gruszy, utworzona byta z lameli woskow intrakutykularnych, ulozonych na
przemian z warstwami kutyny. Kutykula lamelarna ze wzglgdu na warstwowy uktad woskow,
ktére charakteryzuja si¢ znacznie ograniczong przepuszczalno$cig, najefektywniej ogranicza
parowanie wody. Natomiast kutykula siateczkowata, obecna na powierzchni pestkowcow
sliwy 1 jagdd borowki w pozniejszych stadiach rozwojowych, sprzyja ewaporacji, gdyz
oprocz woskOow oraz kutyny zawiera takze mikrofibryle polisacharydowe, ktore tworza
rozgaleziong sie¢ mikrokanalikow ulatwiajacych penetracje czasteczkom wody. Podczas
intensywnych opadéw deszczu, mikrokanaliki polisacharydowe przyczyniaja si¢ rowniez do
sorpcji wody do wnetrza owocu, czego konsekwencjag moze by¢ pekanie skorki owocow,
obserwowane zwlaszcza w przypadku odmian §liwy [06]. Ponadto u wszystkich badanych
gatunkow, kutykula wlasciwa (cuticle proper) i lezaca pod nig zewngtrzna i wewngtrzna
warstwa kutykularna (cuticular layer) czesto charakteryzowaly si¢ zrdéznicowang gestoscia
W transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM), co §wiadczy¢ moze o roznym sktadzie
chemicznym tych poktadéw.

Na podstawie obserwacji struktury komorek egzokarpu 5-tygodniowych owocow
borowki w TEM wykazatam, ze sktadniki kutykuli syntetyzowane sg W poczatkowym okresie
rozwoju owocoOw w komorkach epidermy, po czym w postaci elektronowo gestych inkluzji
przemieszczaja si¢ w poprzek $ciany komorkowej do miejsca przeznaczenia [08]. Inkluzji

tego typu nie obserwowatam w skorce owocow dojrzatych.

Wystepowanie ordzawien

Nastepna cechg zwigzang z jakoScig owocow, ktorg analizowatam, byto wystgpowanie
ordzawien na powierzchni owocoéw jabloni (‘Boskoop’) i gruszy (‘Konferencja’) [01, 03].

Obecno$¢ ordzawien nie miata zwigzku z mechanicznymi uszkodzeniami owocow.
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Powstawatly one samoistnie i obejmowaty znaczng cz¢$§¢ powierzchni owocow dojrzatych.
W czasie badan stwierdzitam, ze ordzawienia utworzone byty z kilkuwarstwowego korka,
powstatego W wyniku aktywno$ci miazgi korkotworczej zaktadajacej sie w komorkach
subepidermalnych perykarpu. Korek, ktorego komorki maja zwarte ulozenie, a $ciany
komoérkowe wysycone sg suberyng, kutyng oraz woskiem, jest tkanka o ograniczone]
przepuszczalno$ci. Podobnie jak nalot woskowy i kutykula, korek chroni perykarp przed
utratg wody i innymi niekorzystnymi bio- i abiotycznymi czynnikami $rodowiska.
Ordzawienia obnizaja wyglad estetyczny owocow, ale pozytywnie wpltywaja na ich trwalosé,

a tym samym na zdolno$¢ przechowalnicza.

Wystepowanie mikrospekan kutykuli i pekanie skorki

Wraz z rozwojem i intensywnym powigkszaniem si¢ objetosci owocow, W kutykuli
jabtek i gruszek powstawaty coraz liczniejsze mikrospekania o zréznicowanej szerokosci
i glebokosci, tworzace charakterystyczny wzor na powierzchni owocow [01-05]. Nieliczne
mikrospekania obserwowatam juz w poczatkowym stadium rozwoju owocow, gdy $rednica
zawigzkéw nie przekraczata 10 mm. Badane odmiany jabtoni i gruszy réznily si¢
wystepowaniem mikrospekan [01-05]. Mikrospekania powstawa¢ mogly na skutek
niewystarczajacej, W stosunku do wzrastajacej powierzchni owocu, biosyntezy sktadnikow
kutykuli, co prowadzito do rozdzielania si¢ ptytek wosku w kolejnych, coraz glebszych
warstwach kutykuli i skutkowalo przerywaniem jej ciaglo$ci. Mikrospgkania przebiegaty
w réznych kierunkach, najczgsciej wzdtuz $cian komorek epidermy. Mialy one zr6znicowang
glebokos¢, jednak ograniczaly sie¢ wylacznie do poktadu kutykuli i nie uszkadzaty lezacych
ponizej komorek epidermy. Mikrospekania, o ile nie byty zasklepione ptytkami wosku, mogty
znacznie zwickszaé transpiracje.

W przypadku dojrzatych owocow §liwy mikrospekania byly dos$¢ ptytkie i dotyczyly
jedynie poktadu woskéw krystalicznych (‘Wegierka Zwykta’). Natomiast niekiedy wokot
szparek 1/lub poza nimi obecne byly pokazne spekania, ktore obejmowaty nie tylko kutykule,
ale uszkadzaly takze komorki skorki. Badane odmiany sliwy réznity si¢ podatnoscig na
tworzenie tego typu spekan [06]. Powstawanie spekan w egzokarpie pestkowcow Sliwy
najczesciej zwigzane jest z kutykularnym pobieraniem wody w czasie intensywnych
deszczow 1 jej gromadzeniem w wakuolach komorek parenchymy. Gwattowny wzrost
objetosci komorek parenchymy przekracza mozliwosci rozciggliwosci scian komorkowych

epidermy i hipodermy, co prowadzi do przerwania ciggtosci tych tkanek. Spegkania sprzyjaja

11



szybkiemu wiednieciu owocow oraz wzmozonej infekcji przez patogeny grzybowe
i bakteryjne.

Na owocach boréwki spekania obserwowano sporadycznie, wytgcznie w poblizu
blizny szyputkowej owocu [08, 09]. Jednak transpiracja oraz sorpcja wody zachodzi¢ moze
nie tylko przez spekania i siateczkowata kutykule, ale tez przez blizng szyputkowa
i nektarnikowa, ktorych $rednica u badanych odmian boréwki byta zr6znicowana i wzrastata

wraz z powickszaniem si¢ objetosci owocu.

Obecnos¢ szparek i przetchlinek

Kolejng cechg skorki owocoOw wplywajacg na jedrnos¢ i trwatos¢, jest wystgpowanie
szparek i przetchlinek, ktére moga sprzyjac transpiracji. U wszystkich badanych gatunkow,
W poczatkowych etapach rozwoju owocdéw wystepowaty liczne, typowe aparaty szparkowe.
W przypadku jabtek 1 gruszek, na powierzchni zawigzkow widoczne byly takze
niezabliznione miejsca po odpadajacych wiloskach niegruczotowych, ktore, podobnie jak
szparki, mogly utatwiaé¢ parowanie wody [03-05]. Ggstos¢ szparek na zawigzkach owocow
badanych gatunkoéw rdznita si¢ wyraznie; najwigksza byla na powierzchni owocéw gruszy
[03], natomiast najmniejsza na zawigzkach boroéwki, na ktorych szparki wystepowaly
sporadycznie [08, 09]. Na tym etapie rozwoju owocOw, rdznice gestosci szparek
zaobserwowano takze pomigdzy odmianami jabtoni oraz gruszy [03, 05]. W przypadku
owocow dojrzatych, gestos¢ szparek na powierzchni owocow $liwy i1 przetchlinek u jabtoni
oraz gruszy byla kilkakrotnie mniejsza niz na owocach niedojrzatych. Wystapily réwniez
wyrazne mi¢dzyodmianowe roznice ggstosci szparek. Ponadto gesto$¢ przetchlinek na
dojrzatych owocach jabtoni byla zrdéznicowana w =zalezno$ci od polozenia; najmniej
przetchlinek wystepowato w okolicach szypulki, a najwiecej w sgsiedztwie kielicha [02].

W czasie wzrostu owocow jabloni i gruszy, szparki i blizny po opadlych wloskach
ulegaly znacznemu rozcigganiu i powigkszaniu. W dojrzatych owocach, w rejonach tych
tworzyty si¢ przetchlinki o zréznicowanych ksztattach [01-04]. Na powierzchni przetchlinek
czesto widoczna byta rozerwana, odstajgca kutykula, a w komorkach budujacych przetchlinki
wystepowaty taniny. Wykazatam, ze czg$¢ przetchlinek byla wypetniona komoérkami korka
lub hipodermy zawierajagcymi w $cianach kutyne i/lub suberyn¢. Komorki fellemu
powstawaty w wyniku podzialéw komorek fellogenu zaktadajacego si¢ w hipodermie owocni.
W przypadku badanych odmian $liwy, wiele szparek obecnych w epidermie owocow
zawieralo granulki wosku we wnetrzu porusa [06]. Tego typu przetchlinki oraz szparki miaty

ograniczong przepuszczalno$¢ i nie sprzyjaly transpiracji. Natomiast pozostate przetchlinki,
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ktore wypetnione byly komoérkami majacymi celulozowe S$ciany, podobnie jak otwarte
(drozne) szparki $liwy, wzmagaly transpiracje, mogly utatwia¢ wnikanie patogendéw oraz

sprzyjac¢ rozwojowi chorob przechowalniczych [02, 03, 04].

Grubos¢ skorki oraz tekstura jej komorek

Skorke (egzokarp) owocoéw u odmian badanych gatunkow tworzyta jednowarstwowa
lub rzadziej dwuwarstwowa epiderma oraz kilkuwarstwowa hipoderma o charakterze tkanki
mechanicznej. W stadium dojrzalosci zbiorczej owocow, najcienszg skorka odznaczaty sie
jagody boroéwki [08, 09], zréznicowang grubo$¢ miata skorka gruszek [03], natomiast
najgrubsza byla skorka jablek i pestkowcow Sliwy [02, 06]. Stwierdzitam, ze wraz
z powickszaniem si¢ objetosci owocow, grubo$¢ egzokarpu na owocach jabloni 1 $liwy
zwigkszata si¢. W przypadku odmian gruszy i niektérych odmian boréwki, po poczatkowym
wzroscie grubosci skorki obserwowalam zmniejszanie grubosci tej warstwy w owocach
dojrzatych [01-03, 05-09]. Wykazatam, ze zmiany grubosci skorki mialy Scisty zwigzek
z grubos$cig poktadu hipodermy lezacej pod epiderma. Grubos¢ hipodermy wzrastata w czasie
rozwoju 1 wzrostu owocow jabloni i §liwy, natomiast ulegata redukcji w dojrzatych owocach
gruszy 1 boréwki.

We wczesnych stadiach rozwojowych owocow wszystkich gatunkow, $cisle zespolone
komorki egzokarpu miaty charakter tkanki merystematycznej i odznaczaty si¢ zachodzacymi
w nich licznymi podziatami mitotycznymi. Na przekrojach poprzecznych komorki epidermy
bytly wydtuzone antyklinalnie, natomiast w czasie intensywnego powickszania si¢ objgtosci
owocow, ulegaty rozcigganiu wzdhuz $cian peryklinalnych. W stadium dojrzato$ci owocow,
rowniez hipoderma odznaczata si¢ peryklinalnym splaszczeniem komorek, bardziej
widocznym niz we weczesniejszych stadiach rozwojowych. Zewngtrzne Sciany komorek
epidermy oraz peryklinalne $ciany komoérek hipodermy byly najciefisze w poczatkowych
stadiach rozwojowych owocow, natomiast w czasie ich dojrzewania, u wigkszo$ci gatunkow
zauwazytam wzrost grubosci $cian komoérkowych tych tkanek [04, 08, 09]. Wyrazne roznice
w grubosci peryklinalnych §cian hipodermy zaobserwowatam pomigdzy odmianami jabtoni
[05] oraz boréwki [09] w stadium zawigzka. Natomiast migdzyodmianowe zrdéznicowanie
grubosci poktadu hypodermy stwierdzitam w zawigzkach i dojrzatych owocach §liwy [06, 07]
oraz w dojrzalych owocach jabtoni, zarowno w cze$ci nastonecznionej, jak 1 zacienionej
owocu [02].

Na podstawie obserwacji w mikroskopie $wietlnym (LM) wykazatam, ze w dojrzatych

owocach borowki wystepowaly zaburzenia w teksturze komoérek skorki. Nieprawidtowosci
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polegaty na oddzielaniu si¢ komorek hipodermy od siebie, odstawaniu warstwy epidermy od
hipodermy lub oddzielaniu catego poktadu egzokarpu od lezgcych ponizej warstw
parenchymy [08, 09]. Rozluznienie tekstury skorki bylo spowodowane rozpuszczaniem
blaszek srodkowych oraz migracja i ubytkami wody z wakuol, ktére kurczac si¢, obnizaly
turgor komorek, powodowaty zapadanie si¢ $cian komoérkowych oraz oddzielanie sig
komoérek od siebie. Powyzsze procesy prowadza do szybkiego migknigcia owocdéw 1 s3
symptomem starzenia. Badane odmiany borowki roznily si¢ stopniem intensywnos$ci

przedstawionych zaburzen.

Tekstura komorek parenchymy i obecnosé komorek kamiennych

Wraz z rozwojem i wzrostem $rednicy owocow, u badanych gatunkow obserwowatam
istotne powigkszanie si¢ komorek parenchymy tworzacej mezokarp. W stadium zawigzka
srednica komoérek parenchymy byta podobna u badanych odmian jabtoni [05], natomiast
réznita si¢ pomigdzy odmianami gruszy, sliwy i boréwki [03, 07, 09]. We wczesnych etapach
rozwoju owocoéw, w komodrkach obwodowych warstw parenchymy obecne byty liczne
chloroplasty, czesto zawierajace ziarna skrobi [03, 05, 06, 08]. Ziarna skrobi widoczne byly
réwniez w parenchymie owocni gruszy ‘Konferencja’ oraz jabtoni ‘Szampion’ i ‘Jonagold’
w stadium dojrzatosci zbiorczej [02, 03]. Zdeponowana skrobia ulegata hydrolizie w fazie
dojrzatosci konsumpcyjnej owocoéw. W dojrzalych owocach borowki chloroplasty
wykazywaty objawy degeneracji zwigzane z dojrzewaniem i starzeniem si¢ owocow [08].

W analizowanych stadiach rozwojowych, w owocach badanych odmian borowki
komorki parenchymy wykazywaty rézne tempo wzrostu oraz odznaczaty si¢ zroznicowang
teksturg. Dojrzale owoce odmiany ‘Earliblue’ charakteryzowaty si¢ wyrazna destrukcja
komorek migkiszowych, ktorej oznakami byto zapadanie si¢ i faldowanie §cian oraz zmiana
ksztaltu 1 utrata turgoru komorek, a takze rozklejanie blaszek §rodkowych oraz tworzenie
pustych przestrzeni. Opisane zmiany powodowaly spadek jedrnosci owocoéw i1 obnizaty ich

atrakcyjnosc.

W kilkutygodniowych zawigzkach owocow gruszy oraz boréwki, komorki kamienne
obecne byly w sasiedztwie komodr nasiennych, a takze w peryferyjnych warstwach
parenchymy lezacych bezposrednio pod skorkg [03, 08, 09]. W przypadku gruszy komorki
kamienne wyst¢powaly rowniez wokot zaglebienia kielichowego. Sklereidy zlokalizowane
pod skorka tworzyty kilkukomorkowe skupienia lub wystepowaly pojedynczo. W dojrzatych

owocach gruszy agregaty sklereidow najliczniej wystepowaly w powierzchniowej, okoto
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5 mm warstwie perykarpu i byly zdecydowanie liczniejsze niz w stadium zawiagzka [03].
Wykazatam, ze w obydwu analizowanych stadiach rozwojowych, odmiany gruszy réznity si¢
liczbg sklereidow zlokalizowanych pod skoérka owocdéw; owoce odmiany ‘Klapsa’,
odznaczajace si¢ krotka trwalo$cia, zawieraly mniej agregatow komorek kamiennych niz
owoce odmiany ‘Konferencja’, ktore charakteryzuja si¢ wigksza zdolnoscig przechowalniczg.

W owocach badanych odmian borowki, liczba komoérek kamiennych w zawiazkach
i owocach dojrzatych byla zblizona, natomiast wielko$¢ sklereidow rdznita sie¢ miedzy
odmianami [08, 09]. W czasie badan stwierdzitam takze, Zze grubo$¢ $cian komorek
kamiennych byta stata przez caly okres rozwoju i wzrostu owocow boroéwki, jednak mogta
r6zni¢ si¢ pomigdzy odmianami. Komorki kamienne odznaczajace si¢ sztywnymi, silnie
zgrubialymi 1 zlignifikowanymi $cianami komodrkowymi, rozmieszczone pomiedzy
komorkami parenchymy o cienkich, celulozowych $cianach, stanowig swoiste rusztowanie
(tzw. mocne punkty) pozytywnie wplywajace na tekstur¢ owocow. Lignina zapewnia
wytrzymato$¢ 1 sztywno$¢ Scian sklereidow, przez co przyczynia si¢ do zwickszenia
odpornosci skorki owocoOw na uszkodzenia mechaniczne, a w konsekwencji przedtuza

jedrnos¢ 1 trwato$¢ owocow.

Wystepowanie tanin i antocyjanow

Powierzchniowe warstwy owocoéw badanych gatunkow sadowniczych zawieraty
zwiazki fenolowe, zwlaszcza taniny oraz antocyjany, ktore wyr6zniajg si¢ silnym dziataniem
antyoksydacyjnym. W oparciu o testy histochemiczne oraz obserwacje w LM i TEM
wykazatam, Zze obecnos$¢ tanin byla najwieksza w owocach niedojrzatych, po czym, w miare
dojrzewania owocdéw wystepowanie tych metabolitow zmniejszato si¢, a owoce tracity swoj
cierpki smak. Wyjatek stanowily owoce gruszy ‘Konferencja’, w ktorych taniny obecne byty
w komorkach egzo- i mezokarpu rowniez w stadium dojrzatosci zbiorczej [03]. W pierwszym
stadium rozwoju owocni, skondensowane taniny obserwowalam we wszystkich poktadach
budujacych $ciany zalgzni stupka §liwy [07] oraz hypancjum boréwki [08, 09]. W stadium
zawigzkoéw, obecno$¢ tanin ograniczata si¢ z reguty do skorki owocoéw [05, 07-09]. Taniny
wystepowaty w postaci sferycznych, elektronowo gestych, nicobtonionych depozytow, ktore
Zlokalizowane byty w wakuolach komorek. Ustalitam, ze badane odmiany jabtoni, gruszy,
sliwy 1 borowki roznity si¢ wielkoscig depozytow. Analizujac komorki  skorki
kilkutygodniowych zawigzkow borowki zaobserwowatam, ze w synteze tanin mogly by¢

zaangazowane specyficzne plastydy wypelnione licznymi pgcherzykami i/lub granularnymi
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inkluzjami, ktére nastepnie przemieszczaly si¢ poza btone plastydéw i mogty transportowaé
taniny [09].

W  dojrzewajacych owocach badanych gatunkow obserwowatam wzrost ilosci
antocyjanow, ktére podobnie jak taniny, akumulowane byty gtéwnie w komorkach skorki.
Antocyjany nadawaty granatowe lub fioletowe zabarwienie skorce owocoéw $liwy 1 boréwki
[06, 08, 09], jak rowniez odpowiadaty za barwe rumienca na owocach jabtoni i gruszy [02-
04]. Na podstawie obserwacji w mikroskopie $wietlnym stwierdzitam, Zze antocyjany
wystepowaly w wakuolach komoérek w postaci sferycznych globul o r6znej wielkos$ci lub byty
rozpuszczone w soku wakuolarnym. W TEM obserwowatam owalne, elektronowo geste
antocyjanowe inkluzje wakuolarne, ktore czesto przylegaty do tonoplastu. Stwierdzitam, ze
odmiany $§liwy 1 borowki roznity si¢ intensywnos$cig zabarwienia skorki owocow dojrzatych
oraz wielkoscig inkluzji antocyjanowych, co moglo mie¢ zwigzek z rdézng koncentracja
I rodzajem antocyjandéw, zréznicowanym pH soku wakuolarnego i/lub obecnoscig jonow Al,
Fe i Mg. Badania catkowitej zawarto$ci zwigzkow fenolowych oraz flawonoidow, obecnych
w obwodowych poktadach dojrzatych owocow s$liwy, wykazaly istotne rdéznice pomigdzy
badanymi odmianami [06]. Najwyzsza zawartoscig tych metabolitow odznaczaly si¢ owoce
‘President’, natomiast najnizszg ‘Wegierki Zwyklej’, zawierajagce odpowiednio 8 i 18 razy

mniej polifenoli i flawonoidéw niz owoce ‘President’.

Podsumowanie

W cyklu publikacji tworzacym Osiggnigcie naukowe, przedstawitam wyniki moich
wieloaspektowych badan dotyczacych rozwoju i struktury owocdéw cenionych odmian
4 waznych gatunkéw roslin sadowniczych. Ustalitam po raz pierwszy przebieg i tempo
rozwoju szeregu mikrostrukturalnych cech jakosciowych owocéw oraz wskazatam moment,
w ktérym nastepuje ich inicjacja. Wykazatam, ze jedrnos¢ i trwalo§¢ owocow ksztaltuje sie
przez caty okres ich rozwoju i jest efektem jednoczesnego wystepowania Kkorzystnych
i niekorzystnych cech mikrostrukturalnych. Przeprowadzone przeze mnie kompleksowe
I w wielu aspektach nowatorskie badania por6wnawcze, stanowig cenne uzupehienie wiedzy
na temat ontogenezy owocoéw oraz fizjologicznych i biochemicznych proceséw zachodzacych
w tych organach. Unikalne wyniki dotyczace rozwoju cech jako$ciowych w mikrostrukturze
perykarpu majg rowniez znaczenie aplikacyjne i mogg by¢ wykorzystywane do wczesnego
diagnozowania kierunku rozwoju okreslonych cech jakosciowych, a takze do badan
porownawczych pomie¢dzy odmianami, w ocenie ich zdolno$ci przechowalniczej oraz

wartosci prozdrowotnej. Poniewaz o rozwoju wielu jakosciowych cech owocoéw, obok
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czynnika genetycznego, decyduja czynniki Srodowiskowe, znajomo$¢ momentu inicjacji oraz
tempa ksztaltowania si¢ cech jakosciowych owocow moze by¢ wykorzystywana do
przyspieszenia lub wzmocnienia rozwoju cech wartoSciowych, jak tez czg¢sciowego
eliminowania lub modelowania cech niekorzystnych. Proby modyfikowania mikrostruktury
skorki, a tym samym oddziatywania na cechy jakosciowe owocow, mozna podejmowaé
poprzez odpowiednie zabiegi agrotechniczne, wtasciwe warunki przechowywania, regulacje
termindOw zbioru, stosowanie regulatorOw wzrostu 1 rozwoju oraz biostymulatorow.
Wykonane przeze mnie mikrostrukturalne badania owocow sa takze wartoSciowym
uzupehieniem innych metod badawczych oceniajacych ich jakos$¢, takich jak metody

sensoryczne, chemiczne czy instrumentalne.

5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Poza tematyka przedstawiong w Osiggnieciu naukowym, moje zainteresowania naukowo-
badawcze zwigzane s3 z toksycznym oddzialywaniem glinu na morfologi¢, anatomi¢
i ultrastrukturg wegetatywnych organéw roslin uprawnych oraz dotycza zagadnien
zwigzanych z biologia kwitnienia, zapylania i nektarowania r6znych grup roslin. Tematyka
moich badan obejmuje takze mikrostrukture kwiatéw i nektarnikéw kwiatowych, jak réwniez
Zwigzana jest z aktywnoscig innych kwiatowych struktur wydzielniczych. Z kolei zawartos¢
pyltku w produktach pszczelich oraz obfitos¢ pylenia i wydajno$¢ pytkowa roslin
pszczelarskich to problematyka poruszana w jednych z moich pierwszych prac [3.1, 4.2].
Najnowszy kierunek moich eksploracji dotyczy wystepowania i roli zwigzkéw biologicznie
czynnych obecnych w strukturach wydzielniczych roslin majacych wiasciwosci lecznicze.
Wigkszo$¢ badan przeprowadzam w oparciu o rdzne techniki mikroskopowe: $wietlng
jasnego pola (LM) i fluorescencyjng (LSM) oraz elektronowa skaningowa (SEM)

I transmisyjng (TEM), a takze stosujac roznorodne metody histochemiczne.

Toksyczne oddzialywanie glinu na strukture organéw wegetatywnych roslin uprawnych

Wspoélpraca z Katedra Chemii Rolnej UP w Lublinie, nawigzana przeze mnie przed
uzyskaniem stopnia naukowego doktora w ramach grantu ,,Przyczyny i skutki toksycznego
oddzialywania glinu w agrosystemach”, ktérego bytam wykonawca, zaowocowata nie tylko
wspolnymi  publikacjami 1  doniesieniami  konferencyjnymi, ale rowniez moim
zainteresowaniem podjeta tematyka i1 kontynuowaniem badan nad toksyczno$cig glinu
rowniez po zakonczeniu grantu. Rezultaty swoich kilkuletnich badan zamiescitam w pracy

doktorskiej, a nast¢gpnie opublikowatam w postaci 11 oryginalnych prac twdrczych
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W czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym i krajowym [5.1, 6.2, 6.4, 6.6, 6.9, 6.10, 7.1-
7.5] oraz zaprezentowatam w postaci 8 komunikatow na konferencjach zagranicznych oraz

krajowych.

Postepujacy od lat proces zakwaszania gleb spowodowany przede wszystkim rozwojem
motoryzacji, przemystu i gornictwa oraz emisja gazowych zanieczyszczen i kwasnymi
deszczami, powoduje pojawianie si¢ w podlozu mobilnych, toksycznych dla organizméw
zywych form glinu (Gromysz-Katkowska i Szubartowska 1999; Gworek 2006; Widtak 2011).
Jony glinu sg tatwo i szybko pobierane przez system korzeniowy, a ich obecno$¢ w tkankach
korzenia znacznie ogranicza wzrost i plonowanie roslin poprzez zakiécenia metabolizmu
i anomalie rozwojowe (Matsumoto i Motoda 2012; Silva 2012; Aggarwali i wsp. 2015). Ze
wzgledu na niepelne 1 czegsto rozbiezne informacje dotyczace skutkow oddziatywania
toksycznych form glinu na organy roslinne oraz nieznajomos$¢ reakcji wielu roslin uprawnych
na jego zrdéznicowana zawarto$¢ w glebie, w rozprawie doktorskiej porownalam wplyw
réznych stezen toksycznego glinu na intensywno$¢ wzrostu oraz struktur¢ korzeni, lodyg
i lisci siewek trzech gatunkéw: Helianthus annuus L., Capsicum annuum L. i Raphanus
sativus L. var. radicula Pers. uprawianych w kulturach wodnych. Wynikiem kilkuletnich
badan bylo ustalenie dla badanych gatunkéw stopnia tolerancyjno$ci na stres glinowy oraz
wykonanie przy uzyciu réoznych technik mikroskopowych analiz poréwnawczych badanych
organow, ktore wykazaty szereg istotnych, ilo§ciowych i jakosciowych zmian wywotanych
obecnoscig toksykanta. Waznym elementem moich badan bylo przeanalizowanie szlaku
przemieszczania si¢ jonéw glinu z korzeni do todyg i lisci oraz ustalenie regionéw jego
akumulacji we wszystkich badanych organach, ktore przedstawitam w oparciu o metody
histochemiczne oraz obserwacje mikroskopowe [5.1, 6.4, 6.9]. Po raz pierwszy wykazatam,
ze depozyty glinu oraz symptomy toksycznosci tego metalu wystgpowaly nie tylko
w komorkach korzenia, ale takze w tkankach todyg oraz lisci, w ktorych dotychczas
opisywano tylko wtorne objawy toksycznosci glinu. Badania powierzchni korzeni i pedow
traktowanych jonami glinu w skaningowym mikroskopie elektronowym, jak rowniez analiza
ultrastruktury komorek tych organow w TEM przyczynity si¢ do kompleksowego
przedstawienia wiedzy na temat objawOw toksycznosci glinu. Udowodnitam, dotychczas
ignorowany lub wregcz odrzucany wplyw szkodliwosci tego pierwiastka na rozwdj, wzrost
I funkcjonowanie organdéw nadziemnych, zwlaszcza lisci [5.1, 7.4, 7.5]. Rada Wydziatu
Ogrodniczego uznata moja rozprawg doktorska za bardzo wartoSciowa prace

interdyscyplinarng, a Rektor Akademii Rolniczej wyr6znit jg stosowng nagroda.

18



Biologia kwitnienia, zapylania i nektarowania oraz struktura kwiatow i nektarnikow

kwiatowych

Od poczatku zatrudnienia moje zainteresowania badawcze koncentrujg si¢ na réznych
aspektach biologii kwitnienia, zapylania i nektarowania roslin oraz mikrostrukturze kwiatow,
a zwlaszcza budowie i funkcjonowaniu nektarnikoéw kwiatowych. Doswiadczenie naukowo-
badawcze w wymienionej tematyce zdobywatam wspotpracujac z Prof. dr hab. Elzbieta
Weryszko-Chmielewskg oraz doskonalitam biorgc udziat w kursie cytologicznym, podczas
ktérego zapoznatam si¢ z metodami pozyskiwania i przygotowywania materiatu badawczego
oraz sporzadzania preparatoéw do badan w réznego typu mikroskopach.

Efektywne zapylenie, a w jego konsekwencji zaptodnienie i powstanie nasienia oraz
owocu (sukces reprodukcyjny) w przypadku roslin entomofilnych uzalezniony jest od
odwiedzin przez owady zapylajace. Obecno$¢ zapylaczy oraz ich efektywno$¢ zwigzana jest
z atrakcyjno$cig kwiatow oraz nagroda oferowang owadom, ktdrg najczesciej jest nektar i/lub
pytek (Brandenburg i wsp. 2009; Heil 2011). Wydajnos¢ nektarnikow kwiatowych, dynamika
nektarowania oraz sktad nektaru to czynniki wptywajace na preferencje owadoéw zapylajacych
oraz ekologie zapylania (Chalcoff 1 wsp. 2006; Denisow 1 wsp. 2015). Znajomos¢ lokalizacji,
budowy oraz funkcjonowania nektarnikow kwiatowych przyczynia si¢ do poznania
I zZrozumienia interakcji pomiedzy rosling a zapylaczem oraz ma zaznaczenie w taksonomii
i filogenezie ro$lin (Smets i wsp. 2000; Bernardello 2007; Nepi 2007).

Jednym z moich pierwszych osiggnig¢ naukowych byt cykl 12 publikacji poswieconych
nektarnikom kwiatowym 1 nektarowaniu 29 taksondéw dziko rosngcych i1 ozdobnych
przedstawicieli Pomoideae, uznawanych za warto$ciowe rosliny miododajne [1.1, 2.1, 3.2-
3.4,6.1, 6.3, 6.5, 6.7, 6.8, 7.6, 7.7]. Potowa prac zostala opublikowanych przed doktoratem,
natomiast pozostate - po uzyskaniu stopnia doktora, 9 prac powstalo we wspotautorstwie, a
3 to prace samodzielne.

Badaniami objeto nektarniki kwiatowe Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott,
Chaenomeles japonica (Thunb.) Lindl. ex Spach i Ch. speciosa (Sweet) Nakai, Cotoneaster
lucidus Schltdl., C. horizontalis Decne. i C. praecox Vilm.-Andr., Crataegus coccinea L.,
C. crus-galli L., C. curvisepala Lindm. i C. prunifolia (Lam.) Pers., Cydonia oblonga Mill.,
Malus sylvestris Mill., Pyrus communis L. i P. ussuriensis Maxim., Sorbus aucuparia L.
i S. intermedia (Ehrh.) Pers. oraz 13 odmian r6znych gatunkéw jabtoni ozdobnych. Nektarniki
kwiatowe wymienionych taksonéw naleza do nektarnikoéw receptakularnych, tatwo

dostepnych dla owaddéw zapylajacych i zlokalizowane s3a na adaksialnej stronie dna
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kwiatowego, zajmujac przestrzen migdzy precikowiem a nasadami szyjek dolnego stupka.
Sekrecja nektaru odbywa si¢ przez zmodyfikowane aparaty szparkowe pozbawione zdolnosci
zamykania si¢, a tym samym niezdolne do kontrolowania wyplywu nektaru. Na szczegolng
uwage zashuguja unikalne wyniki badan poréwnawczych dotyczace budowy anatomicznej
i wielkosci nektarnikow u badanych gatunkéow oraz okreslajace gestos¢ szparek na
powierzchni epidermy sekrecyjnej [1.1, 2.1, 3.2, 3.3, 6.1, 6.3, 6.7]. Wymienione parametry
umozliwiajg prognozowanie wydajnosci gruczolu nektarnikowego oraz tempa wyplywu
nektaru. Dla niektorych taksonow wykazano proporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy iloscig
wydzielanego nektaru a wielko$cig nektarnika i/lub liczbg szparek, natomiast u innych, ze
wzgledu na zréznicowang gesto$¢ szparek w réznych rejonach gruczotu, ilo§¢ wytwarzanego
nektaru nie byla pozytywnie skorelowana z ta cecha. Waznym osiagnieciem podjetych badan
bylo ustalenie, ze rézne gatunki Pomoideae nalezace do tego samego rodzaju, wyraznie
r6znily si¢ ilo§cig wytwarzanego nektaru, masg cukrow oraz koncentracjg cukréw w nektarze,
tj. parametrami, ktore charakteryzuja warto$¢ pszczelarska danego taksonu [1.1, 2.1, 3.3, 6.1].
Ponadto na podstawie obserwacji w SEM stwierdzono, ze nektarniki réznych gatunkéw
Chaenomeles, Cotoneaster, Crataegus, Sorbus i Malus roznity si¢ ornamentacja kutykuli na
powierzchni epidermy sekrecyjnej oraz usytuowaniem szparek wydzielajacych nektar
wzgledem otaczajacych je komorek epidermy, ktére to cechy stanowa wazne kryteria
taksonomiczne dla badanej grupy roslin [2.1, 6.5, 6.7, 6.8, 7.6, 7.7]. Prazkowana kutykula
oraz zaglebione szparki przyczyniajg si¢ do ochrony nektarnika i nektaru przed intensywnag
insolacja, co wydluza czas ekspozycji nektaru i warunkuje jego plynnos¢, podczas gdy gtadka
kutykula i szparki osadzone na poziomie epidermy lub na wzniesieniach, sprzyjaja szybkiemu
wysychaniu 1 parowaniu nektaru. Na podstawie pomiaré6w wykazano takze, Zze nektarniki
badanych taksonéw Pomoideae réznity si¢ wartoscig wielu parametrow anatomicznych,
takich jak wysokos¢ komorek epidermy i grubo$¢ jej zewnetrznych S$cian, migzszosé
gruczohu, wielko§¢ komorek parenchymy sekrecyjnej oraz liczba jej warstw [2.1, 3.2-3.4,
6.7]. Przeprowadzone po raz pierwszy, kompleksowe badania struktury nektarnikow
Pomoideae pozwolity wyjasni¢ nie w pelni poznany sposéb produkcji i transportu nektaru
u przedstawicieli tego taksonu [1.1] oraz okresli¢ zmiany zachodzgce w czasie rozwoju,
dojrzewania i starzenia si¢ nektarnika [7.6]. Ustalono, ze sktadniki prenektaru jeszcze przed
kwitnieniem byly dostarczane w duzych ilosciach do parenchymy sekrecyjnej przez wiazki
przewodzace, czego konsekwencja byto intensywne wydzielanie nektaru w czasie antezy.

Duza ilo$¢ tatwo dostgpnego i bogatego w cukry nektaru wytwarzanego przez kwiaty

20



Pomoideae sprawia, ze przedstawiciele tego taksonu sg wartosciowym zrodtem pokarmu dla
owadow zapylajacych, ktérymi przede wszystkim sg pszczoty i trzmiele.

Za cykl publikacji opisujacy mikromorfologie oraz anatomi¢ nektarnikéw Pomoideae
zostalam dwukrotnie nagrodzona przez Rektora AR w Lublinie nagrodami zespotowymi II
stopnia.

Doswiadczenie zdobyte w trakcie realizowania rozprawy doktorskiej oraz dzieki
wspotpracy z Prof. Weryszko-Chmielewska pozwolito mi wypracowa¢ wilasny warsztat
badawczy oraz poszerzy¢ wiedz¢ na temat mikromorfologii, anatomii i ultrastruktury, jak
réwniez udoskonali¢ technike wykonywania i analizy preparatow mikroskopowych, czego
efektem byly kolejne, w wigkszo$ci samodzielne prace z zakresu biologii kwitnienia
i struktury nektarnikow kwiatowych.

Obiektem badawczym, ktory wzbudzil moje zainteresowanie, byt deren biaty (Cornus
alba L.), krzew kwitngcy wczesng wiosng i do$¢ czesto spotykany w nasadzeniach miejskich
[5.2, 6.11]. Zaobserwowalam, ze mimo obfitosci nektarujacych kwiatow i1 niewielu
kwitngcych o tej porze konkurencyjnych roslin pozytkowych, gatunek ten byt chetniej
oblatywany przez pszczolinki 1 muchowki, natomiast pszczota miodna sporadycznie
interesowala si¢ pozytkiem w kwiatach derenia. W czasie 2-letnich badan wykazatam, ze
niepozorne, zyjace 3 dni kwiaty Cornus alba wyposazone sa w otwarte, trwale nektarniki
0 niewielkich rozmiarach i produkuja mate ilo$ci, szybko wysychajacego i krotko dostepnego
nektaru, co zniechg¢cato wieksze owady (pszczote miodna, rdézne gatunki z rodzaju Bombus)
do oblotu kwiatéw derenia. Owady majac do wyboru kwiaty intensywnie nektarujace oraz te,
produkujace mate iloSci nektaru, najcze$ciej wybieraty pokarm dostgpny latwiej
I w wigkszych iloéciach. Ustalitam takze, ze obserwowana pod koniec okresu antezy, wyrazna
zmiana barwy nektarnika z zottej na czerwong byla wyraznym sygnatem dla owadow
odwiedzajacych o konczacej si¢ sekrecji nektaru. Kwiaty z wybarwionymi antocyjanami
nektarnikami byly zupeilnie nieatrakcyjne dla owaddéw. W czasie badan anatomicznych
i ultrastrukturalnych stwierdzitam takze, ze komorki tkanki nektarnikowej derenia
funkcjonowaty asynchronicznie, co rowniez moglo przyczynia¢ si¢ do ograniczonej ilosci
produkowanego i oferowanego owadom nektaru. Czes¢ komodrek parenchymy sekrecyjnej
W czasie antezy odznaczata si¢ degenerujacg zawartoscig oraz obecnoscig elektronowo
gestych ztogobw w wakuolach, ktore wskazywaly na postgpujacy proces programowane]
$mierci komorki.

Przedmiotem kolejnych badan byty kwiaty i nektarniki kwiatowe lipy drobnolistnej (Tilia

cordata Mill.), waznej ro$liny leczniczej i miododajnej [5.5]. Na podstawie badan
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mikrostrukturalnych stwierdzitam, Ze nektarniki tego gatunku naleza do typu trichomowych
i zlokalizowane sg u nasady dziatek kielicha. Wykazatam, ze nektar powstaje w licznych
maczugowatych wloskach wydzielniczych, a nastgpnie gromadzi si¢ w przestrzeni pomiedzy
ciang a kutykulg komorki szczytowej wloska i moze by¢ uwalniany przez mikrokanaliki
obecne w kutykuli. Sktadniki prenektaru dostarczane byly przez elementy tyka zasilajacego
dziatki kielicha, a nastgpnie gromadzone w parenchymie gruczolowej, tworzacej
wielowarstwowy poktad ponizej trichoméw wydzielniczych. Ustalitam takze, ze nektarniki
lipy chronione sg przed patogenami i roslinozercami przez zwigzki fenolowe akumulowane
w tkankach dziatek kielicha, a produkowany nektar zabezpieczany jest przed wysychaniem
i wyplywaniem poza obreb dziatek przez dwojakiego rodzaju niegruczotowe wtoski ochronne
o znacznej gesto$ci. Stwierdzitam rowniez, ze dziatki kielicha sg nie tylko miejscem
lokalizacji nektarnikow, ale tez rejonem wystepowania kanatow §luzowych, ktérych
wydzielina decyduje o przeciwzapalnych wtasciwosciach kwiatow lipy.

Celem kolejnych badan bylo poglebienie wiedzy na temat biologii kwitnienia oraz
budowy i funkcjonowania nektarnikow kwiatowych bluszczu pospolitego (Hedera helix L.),
gatunku, ktory kwitnie 1 nektaruje péznym latem, w okresie ograniczonej liczby roslin
pozytkowych i dlatego jest szczegdlnie cennym zrédtem pokarmu dla owadoéw zapylajacych
[5.7]. Ustalitam, ze funkcjonowanie zlokalizowanych na gornej powierzchni hypancjum
receptakularnych nektarnikow zalezne jest od intensywno$ci nastonecznienia w okresie
kwitnienia, albowiem wytwarzanie nektaru w komoérkach tkanki nektarnikowej odbywa si¢
czesciowo na drodze fotosyntezy i zwigzane jest z wystepowaniem aktywnych chloroplastow.
Przeprowadzone po raz pierwszy ultrastrukturalne badania nektarnikow bluszczu wykazaty,
ze oprocz typowych chloroplastow z uporzadkowanym ukladem lameli, w komodrkach
parenchymy nektarnikowej wystgpowaly takze liczne chloroplasty o anormalnym, kolistym
przebiegu tylakoidow. Opisane objawy degeneracji tylakoidow moga wskazywaé na
transformacje chloroplastéw w chromoplasty i by¢ oznaka szybszego starzenia si¢ tej czesci
komorek parenchymy sekrecyjnej. W czasie badan zaobserwowatam, ze poza chloroplastami,
dodatkowym zrédtem sktadnikow prenektaru byly weglowodany dostarczane przez wiazki
przewodzace przebiegajace w sgsiedztwie parenchymy sekrecyjnej i gromadzone w postaci
ziaren skrobi w gltebiej lezacych jej poktadach. Wykazatam, ze tak wyprodukowany nektar
byt stosunkowo dlugo i1 obficie wydzielany, a jego sekrecja odbywata si¢ przez
zmodyfikowane szparki nektarnika. Stwierdzitam, ze catkowita liczba szparek byta znacznie
wieksza od liczby szparek funkcjonalnych, gdyz cze$¢ z nich stanowily takze nie w peni

wyksztalcone 1 niefunkcjonalne szparki. Powierzchnia nektarnika bluszczu pokryta byla
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bardzo grubym poktadem kutykuli wytwarzajacej masywne prazki i glgbokie rowki, ktore
zapobiegatly wyciekaniu 1 ewaporacji nektaru oraz przyczyniaty si¢ do réwnomiernego
rozprowadzania wydzieliny na powierzchni gruczolu, a zarazem sprzyjaly rozpraszaniu
I odbiciu promieni stonecznych w czasie silnej insolacji. Z kolei w chtodniejsze dni,
w komorkach nektaridow zaobserwowatam akumulacje barwnikéw antocyjanowych, ktére
dzigki pochfanianiu promieniowania UV nie tylko chronity wrazliwe zalaznie kwiatow
i rozwijajace sie zarodki przed szkodliwym dziataniem promieniowania, ale jednocze$nie
zapobiegaty ich uszkodzeniom w czasie niskich temperatur.

Tematyka dwu kolejnych prac jest zwigzana z ekologicznymi cechami kwiatow
przystosowujacymi je do entomofilnosci [5.10, 6.12]. W kwiatach jasnoty biatej (Lamium
album L.) oraz skalnicy roztogowej (Saxifraga stolonifera Curtis) zaobserwowatam
wystepowanie szeregu adaptacyjnych cech do zapylania przez owady, tj. obecnos¢
atraktantow sygnalizacyjnych, takich jak emisja zapachu, atrakcyjna barwa okwiatu,
wskazniki nektaru (nectar guides), kontrastowa barwa prgcikow i/lub nektarnika oraz
wystepowanie atraktantow pokarmowych w postaci pytku oraz nektaru. Przeprowadzone
badania pozwolity ustali¢ po raz pierwszy sposob sekrecji nektaru w rodzinie Saxifragaceae
oraz pozna¢ jakosciowe i ilosciowe cechy mikromorfologiczne i anatomiczne nektarnikow
kwiatowych skalnicy roztogowej, a takze okresli¢ lokalizacje zwiazkow fenolowych
w kwiatach tego majacego wiasciwosci terapeutyczne gatunku [6.12]. Z kolei w pracy
dotyczacej jasnoty bialej przedstawiono lokalizacje, budowe¢ oraz funkcje réznego typu
trichoméw wystepujacych w kwiatach tego taksonu. Stwierdzono, ze wloski gruczotowe
usytuowane na koronie i gtéwkach precikow jasnoty emitowaly olejki eteryczne, trichomy
niegruczotowe obecne we wngtrzu korony zabezpieczaty nektar przed parowaniem, natomiast
wloski niegruczotowe na nitkach precikow stanowily tzw. wtérne prezentery pytku [5.10].
W oparciu 0 wyniki nektarowania jasnoty biatej wykazano, ze jest ona cennym gatunkiem
pszczelarskim, odznaczajacym si¢ wysoka wydajnoscia miodowa i cukrowa oraz wysoka
koncentracja cukréw w nektarze, a wymienione parametry zalezne sa od przebiegu pogody
W czasie kwitnienia. Ta pospolita roslina ruderalna stanowi¢ moze dodatkowe zrodio
pokarmu dla owadoéw zapylajacych 1 sprzyja¢ zachowaniu bior6znorodnosci entomofauny.

Ogot zagadnien dotyczacych biologii kwitnienia zamykajg badania porownawcze dwoch
gatunkow z rodzaju Euonymus, ktorych celem bylo wykazanie podobienstw oraz odmiennosci
w budowie kwiatow i nektarnikow kwiatowych [5.11]. Niepozorne kwiaty Euonymus fortunei
(Turcz.) Hand.-Mazz. i E. europaea L. wyposazone sg w otwarte, receptakularne,

fotosyntetyzujace nektarniki kwiatowe, tworzace czworoboczny, zielony dysk wokot zalgzni
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gornego stupka. W oparciu o uzyskane wyniki dowiodtam, ze mimo bliskiego pokrewienstwa,
pomig¢dzy badanymi gatunkami wystepuja wyrazne ilosciowe i jakoSciowe rdznice
w mikromorfologii okwiatu i organéw generatywnych oraz w strukturze i sposobie sekrecji
nektaru. Roznice migdzygatunkowe dotyczyly wielkosci gruczotow, liczby warstw oraz
migzszosci parenchymy gruczotowej, wysokosci komorek epidermy, lokalizacji i liczebnos$ci
szparek oraz zawarto$ci skrobi i zwigzkow fenolowych w komorkach tkanki sekrecyjnej. Po
raz pierwszy dla gatunkow w obrebie podrodziny Celastroideae opisatam dotychczas
nieznany sposob wydzielania nektaru, nie tylko przez szparki, ale takze przez kutykule
komorek epidermy sekrecyjnej. Wykonane przeze mnie badania mikrostruktury kwiatéw
Euonymus s3a wartoSciowym uzupelnieniem wiedzy dotyczacej biologii kwitnienia

i nektarowania tego rodzaju oraz majg istotne znaczenie taksonomiczne.

Wystepowanie i rola zwigzkow biologicznie czynnych obecnych w strukturach

wydzielniczych roslin

Ze wzgledu na nie w pelni poznang lokalizacje i form¢ wystepowania oraz funkcje
metabolitow wtérnych u roslin, aktualnym przedmiotem moich zainteresowan sg zwigzki
biologicznie czynne wystepujace w kwiatach roslin majacych wlasciwosci lecznicze.
Elementy tych badan pojawity si¢ juz w moich wczeéniejszych pracach i dotyczyty gtownie
wystepowania zwigzkoéw fenolowych, zwlaszcza tanin, ktérych obecno$¢ ustalatam w oparciu
o mikroskopi¢ S$wietlng oraz testy histochemiczne [5.5, 5.11, 6.12]. Rola zwigzkow
fenolowych obecnych w kwiatach Tilia, Saxifraga i Euonymus jest ochrona organow
generatywnych, ktére warunkuja reprodukcje, przed drobnoustrojami chorobotworczymi
I roslinozercami. Jednak z danych literaturowych wynika, ze substancje te wykazuja takze
wlasciwosci lecznicze, stad wiedza o ich wystgpowaniu i lokalizacji ma rowniez znaczenie
w medycynie (Barros i wsp. 2013; Skotti i wsp. 2014). W ostatnim czasie, rozlegle badania
nad zréznicowanym spektrum substancji biologicznie czynnych obecnych w kwiatowych
strukturach wydzielniczych przeprowadzitam dla 9 chronionych gatunkéw pasozytniczych
z rodzaju Orobanche L. we wspotpracy z dr Anetg Sulborskg z Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie oraz mgr Piotrem Chmielewskim, pracownikiem Zamojskiego Towarzystwa
Przyrodniczego, od wielu lat prowadzagcym badania nad bior6znorodnoscia muraw
kseromorficznych, ktére s miejscem wystepowania wielu gatunkow rodzaju Orobanche.
Organy wegetatywne 1 generatywne tych roslin charakteryzuja si¢ wystepowaniem wloskoéw

gruczolowych, o nie do konca poznanej funkcji i roznorodnym sktadzie wydzieliny. Sktadniki
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wydzielin niektorych gatunkéw mogg mie¢ dziatanie terapeutyczne (Abbes i wsp. 2014; Qu
iwsp. 2015). Do tej pory w wydzielinie wloskéw gruczotowych réznych gatunkow
Orobanche, wraz ze wspotpracownikami ustalitam obecnos¢ olejkow eterycznych, polifenoli,
w tym tanin oraz polisacharydow 1 réznych zwiazkéw o charakterze tluszczowym.
Stwierdzitam, ze nektarniki kwiatowe u tego taksonu nalezg do typu gynoecialnych
i zlokalizowane sg wokot nasadowej czesci zalazni stupka, a sekrecja nektaru zachodzi przez
zmodyfikowane szparki. Dotychczasowe rezultaty naszych badan wykazaty, ze budowa oraz
obecno$¢ lub brak wloskow gruczotowych na poszczegélnych elementach kwiatu, podobnie
jak lokalizacja i struktura nektarnikow kwiatowych, to wazne gatunkowe cechy
taksonomiczne. Planowane sg dalsze badania majace na celu kompleksowa analiz¢ sktadu
wydzieliny oraz ustalenie funkcjonowania gruczotow nektarnikowych u przedstawicieli
Orobanche. Do obecnej chwili wyniki badan zwigzanych z powyzsza tematyka
przedstawiono w 6 doniesieniach konferencyjnych w kraju (2) i zagranicg (4).
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