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Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Od czasu zatrudnienia w Zaktadzie Fizjologii Roslin UMCS 1 pazdziernika 1997 r.,
moje zainteresowania badawcze skupialy si¢ wokot zagadnien zwigzanych z mechanizmami
tolerancji roslin wyzszych na kadm (Cd). Stanowily one kontynuacj¢ problematyki
badawczej, podjetej przeze mnie w pracy magisterskiej pt. ,,Analiza jakosciowa i ilo§ciowa
endogennych peptydow tiolowych oraz ich pochodnych akumulowanych w siewkach
kukurydzy, pszenicy i zyta pod wplywem kadmu”, wykonanej w tej samej jednostce. Wyniki
uzyskane w tej pracy zostaty opublikowane w artykule: Wdjcik M., Tukendorf A., 1999. Cd-
tolerance of maize, wheat and rye seedlings, Acta Physiol. Plant. 21, 99-107. Zagadnienia te
wpisywaly si¢ w wieloletnig problematyke badawczg Zakladu Fizjologii Roslin, ktora
dotyczyla wielu aspektoéw odpowiedzi roslin wyzszych na stres metali ciezkich.

Badania, jakie wykonatam w ramach pracy doktorskiej w latach 1997-2001, dotyczyty
oceny tolerancji na Cd trzech gatunkéw roslin:

- Arabidopsis thaliana — ro$lina o typowym poziomie tolerancji na metale i jednocze$nie
obiekt modelowy w badaniach biochemii, fizjologii i genetyki roslin,

- Thlaspi caerulescens - jedyny zidentyfikowany wowczas hiperakumulator Cd, wykazujacy
bardzo wysoki poziom tolerancji na metale,

- Zea mays — gatunek mato efektywnie gromadzacy Cd, lecz ze wzgledu na duzy przyrost
biomasy i stosunkowo niskg wrazliwo$¢ na Cd, potencjalnic uzyteczny w oczyszczaniu
srodowisk zanieczyszczonych metalami.

Szczegbdlny nacisk potozylam w tych badaniach na okreslenie roli fitochelatyn (PC)
(adaptacyjnych peptydow tiolowych zaangazowanych w detoksyfikacje metali) w tolerancji
tych gatunkéw na Cd. Uzyskane wyniki zlozyly si¢ na moja rozprawe doktorska
zatytutlowang: ,,Tolerancja na kadm Arabidopsis thaliana, Thlaspi caerulescens i Zea mays
oraz ich uzyteczno$§¢ w fitoremediacji”, ktéra obronitam 12.12.2001 roku. Zostaly one
réwniez opublikowane w nastepujacych artykutach naukowych:

- Wojcik M., Tukendorf A., 1999. The effect of EDTA on maize seedlings response to Cd-
induced stress. Z. Naturforsch. C, 54c, 754-758;

- Wajcik M., Tukiendorf A. 2004. Phytochelatin synthesis and cadmium localization in wild
type of Arabidopsis thaliana. Plant Growth Reg. 44 (1), 71-80;



- Wejcik M., Vangronsveld J., Tukiendorf A. 2005. Cadmium tolerance in Thlaspi
caerulescens. I. Growth parameters, metal accumulation and phytochelatin synthesis in
response to cadmium. Environ. Exp. Bot. 53, 151-161;

- Wojcik M., Vangronsveld J., D’Haen J., Tukiendorf A. 2005. Cadmium tolerance in Thlaspi
caerulescens. 11. Localization of cadmium in Thlaspi caerulescens Environ. Exp. Bot. 53, 163-
171;

- Wojcik M., Tukiendorf A. 2005. Cadmium uptake, localization and detoxification in Zea
mays. Biol. Plant. 49 (2), 237-245.

Moje zainteresowania problematyka zanieczyszczenia Srodowiska i mozliwos$ciami
wykorzystania ros§lin w procesach oczyszczania terendw skazonych gldéwnie metalami
ciezkimi, zapoczatkowaly wyjazdy na staze naukowe do Limburgs Universitair Centrum,
Department of Environmental Biology (obecnie Hasselt University, Centrum for
Environmental Sciences), Diepenbeek, Belgia (luty 1999, czerwiec 2000, listopad-grudzien
2000). Zaowocowaly one przygotowaniem i realizacjg 3-letniego miedzynarodowego projektu
badawczego, w ktorym bylam glownym wykonawca (Bilateral Scientific and Technological
Cooperation with Flanders, Poland - Flanders project BIL 99/003, ,Mechanisms of
detoxification and adaptation of the photosynthetic apparatus of the metal hyperaccumulator
Thlaspi caerulescens to Cd and Zn”, 2000-2002) oraz wieloletnia wspolipracg naukowa,
trwajaca do dnia dzisiejszego. Wynikiem tych zainteresowan byt réwniez artykut
przegladowy: Wajcik M. 2000. Fitoremediacja - sposéb oczyszczania srodowiska. Kosmos
49, 135-147, a zagadnienia roznorodnosci mechanizméw tolerancji roslin na metale zostaty
opisane w artykule przegladowym, stanowigcym rozdzial w monografii zagranicznej:
Siedlecka A., Tukendorf A, Skérzynska-Polit E., Maksymiec W., Wdjcik M., Baszynski T.,
Krupa Z. 2001. Angiosperms (Asteraceae, Convolvulaceae, Fabaceae and Poaceae; other
than Brassicaceae). In: Prasad M.N.V. (Ed.) Metals in the Environment: Analysis by
Biodiversity, Marcel Dekker, Inc., pp. 171-217. Wyniki badan byly rowniez prezentowane na
4 krajowych i 4 migdzynarodowych konferencyjnych naukowych. Mechanizmy tolerancji
roslin A. thaliana na metale ci¢zkie byly przedmiotem badan w ramach projektu badawczego,
w ktorym bylam gldwnym wykonawca (Grant KBN, 6 P04C 064 15 ,Molekularne
mechanizmy oddzialywania metali cigzkich na aparat fotosyntetyczny roslin wyzszych —

badania modelowe nad wptywem Cd i Cu na Arabidopsis thaliana L.", lata 1998-2001).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, moja glowna problematyke

badawcza rozszerzylam o zagadnienia adaptacji roslin do zasiedlania terendéw



zanieczyszczonych w ekstremalnie wysokim stopniu metalami ci¢zkimi, a opréocz Cd, do
badan laboratoryjnych wilaczytam réwniez cynk (Zn) i otéw (Pb), metale wystepujace w
najwickszych ilosciach w sktadowiskach odpadow pogoérniczych i pohutniczych, skad
pozyskiwatam materiat roslinny do badan.

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 18 oryginalnych prac
eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach z bazy JCR (taczny IF, zgodny z
rokiem opublikowania — 34,396; 1F014 — 41,091; sumaryczna liczba punktow wg wykazu
czasopism MNIiSW - 540) oraz jeden rozdziat w monografii zagranicznej (7 punktow
MNISW). Ponadto, wyniki badan zostaly przedstawione w 53 komunikatach prezentowanych
na konferencjach krajowych 1 migdzynarodowych oraz w raporcie koncowym z realizacji
projektu badawczego wiasnego, ktorego bytam kierownikiem (grant MNiSW nr N N305
185737, lata 2009-2012).

Sposrod artykutdow naukowych, opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora, 7 prac
eksperymentalnych oraz artykut przegladowy, stanowigcy rozdzial w monografii
zagranicznej, weszly w sklad osiggni¢cia naukowego, bedacego przedmiotem postepowania

habilitacyjnego.

IV. Wskazanie osiagniecia naukowego
wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

A) Tytul osiggniecia naukowego:

»Mechanizmy adaptacji wybranych gatunkow roslin do wzrostu na haldach

cynkowo-olowiowych”

B) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego
(Przy kazdej pozycji podano Impact Factor zgodnie z rokiem opublikowania oraz za rok 2014, a
takze punktacje MNiSW wg wykazu czasopism z dn. 31.12.2014)

1. Wojcik M., Sugier P., Siebielec G. 2014. Metal accumulation strategies in plants
spontaneously inhabiting Zn-Pb waste deposits. Sci. Tot. Environ. 487, 313-322
IF2014 3,163; MNISW - 35 pkt, autor korespondencyjny



2. Wojcik M., Dresler S., Jawor E., Kowalczyk K., Tukiendorf A. 2013. Morphological,
physiological, and genetic variation between metallicolous and nonmetallicolous
populations of Dianthus carthusianorum. Chemosphere 90, 1249-1257
IF2013 3,137; IF2014 3,499; MNISW - 35 pkt, autor korespondencyjny

3. Wajcik M., Tukiendorf A. 2014. Accumulation and tolerance of lead in two
contrasting ecotypes of Dianthus carthusianorum. Phytochemistry 100, 60-65
IF2014 3,350; MNISW - 35 pkt, autor korespondencyjny

4. Wojcik M., Dresler S., Plak A., Tukiendorf A. 2015a. Naturally evolved enhanced Cd-
tolerance of Dianthus carthusianorum L. is not related to accumulation of thiol
peptides and organic acids. Environ. Sci. Poll. Res. (DOI: 10.1007/s11356-014-3963-8)
(dostepny online: http://link.springer.com/article/10.1007/s11356-014-3963-8)

IF2014 2,757; MNISW - 30 pkt, autor korespondencyjny

5. Wojcik M., Dresler S., Tukiendorf A. 2015b. Physiological mechanisms of adaptation
of Dianthus carthusianorum L. to growth on a Zn-Pb waste deposit — the case of
chronic multi-metal and acute Zn stress. Plant Soil (DOI: 10.1007/s11104-015-2396-6)
(dostepny online: http:/link.springer.com/content/pdf/10.1007%2Fs11104-015-2396-6.pdf)
IF2014 3,235; MNISW - 45 pkt, autor korespondencyjny

6. Wojcik M., Skorzynska-Polit. E., Tukiendorf A. 2006. Organic acids accumulation
and antioxidant enzyme activities in Thlaspi caerulescens under Zn and Cd stress.
Plant Growth Reg. 48 (2), 145-155
IF2006 0,903; IF2014 1,625; MNISW - 30 pkt

7. Wajcik M., Tukiendorf A. 2011. Glutathione in Arabidopsis thaliana adaptation to
cadmium stress. Biol. Plant. 55 (1), 125-132
IF2011 1,974; 1F2014 1,74; MNISW - 25 pkt, autor korespondencyjny

8. Wajcik M. 2009. Vacuole as a multifunctional compartment in plant responses to
stress factors, W: “Compartmentation of Responses to Stresses in Higher Plants, True
or False”, Maksymiec W. (Red.), Transworld Research Network, Kerala, India, 91-
123
MNISW - 7 pkt, autor korespondencyjny

Sumaryczny Impact Factor wymienionych wyzej publikacji, zgodny z rokiem opublikowania
wynosi 18,519 (IF5014 19,369). Sumaryczna liczba punktow MNiSW wynosi 242.


http://www.springer.com/-/7/50915e5c8fc14ec88ef5763eb8cacf14

Informacje na temat wkladu pracy wszystkich autorow podczas przygotowywania publikacji
sa zawarte w zataczniku nr 5 (Oswiadczenia dotyczace indywidualnego wkiadu habilitanta w

autorstwo prac oraz o$wiadczenia wspdtautorow publikacji).

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Podwyzszone zawartosci metali cigzkich w srodowisku wystgpuja w wyniku procesoOw
naturalnych (aktywno$¢ wulkaniczna, spontaniczne odkrywki na terenach rudono$nych), ale
przede wszystkim w wyniku dziatalno$ci antropogenicznej, a zwlaszcza proceséw wydobycia
i przetworstwa rud metali (Kabata-Pendias i Mukherjee 2007). Problem ten jest szczegolnie
istotny w poludniowych rejonach naszego kraju, gtéwnie w okolicach Bytomia-Tarnogory,
Olkusza-Siewierska oraz Chrzanowa-Trzebini. Wiclowickowe wydobycie i przetworstwo rud
cynku i otowiu na tych terenach przyczynito si¢ do szczegodlnie wysokiego, nawet w skali
europejskiej, skazenia $rodowiska zwigzkami Pb, Cd i Zn (Krzaklewski i Pietrzykowski
2002). Charakterystycznym elementem tych srodowisk sg sktadowiska odpadow goérniczo-
hutniczych (ze wzgledu na wysokie stezenia Zn i Pb nazywane haldami galmanowymi),
czesto zdeponowane w sasiedztwie zabudowan mieszkalnych, ogrodkow dziatkowych lub
posrod uzytkow rolnych. Nieustabilizowane i pozbawione okrywy roslinnej sktadowiska
odpadow sg zrodlem wtdrnego zanieczyszczania otaczajacych je terendw na skutek migracji
metali poprzez erozje wietrzng, zmywy powierzchniowe oraz przesigkanie wod opadowych
przez profil haldy i przenoszenie zanieczyszczen do wod gruntowych. Stanowiag zatem realne
zagrozenie dla zdrowia mieszkancow i funkcjonowania ekosystemow.

Wysokie st¢zenia metali w podlozu s3 gldéwnym, ale nie jedynym czynnikiem
utrudniajagcym lub wregcz uniemozliwiajagcym osiedlanie roslinnosci na sktadowiskach
odpadow. Panuje tam rowniez silne nastonecznienie, niska wilgotnos¢, deficyt niezbednych
makro- i mikroelementow, zasolenie, zakwaszenie, nietypowe fizyczne wiasciwosci podioza,
co stwarza ekstremalnie niekorzystne warunki dla rozwoju wegetacji (Wierzbicka i Rostanski
2002, Wong 2003). Mimo to, niektore gatunki roslin, przystosowaty si¢ do wzrostu w takich
srodowiskach na drodze ewolucji i naturalnej selekcji. Sa to tzw. pseudometalofity, czyli

ro§liny zdolne do zasiedlania zaréwno $rodowisk zanieczyszczonych jak i



niezanieczyszczonych metalami cigzkimi, w odroznieniu od metalofitow, wyst¢pujacych
wylacznie na terenach wzbogaconych w metale. Rosliny zasiedlajace sktadowiska odpadow
metalonosnych tworza zazwyczaj charakterystyczne zbiorowiska lub grupy roslin, zlozone
glownie z gatunkow siedlisk ubogich i termofilnych, a takze ruderalnych, segetalnych i
fakowych, o réznym stopniu tolerancji metali w podiozu (Grodzinska i in. 2000).
Dominujagcymi  gatunkami roslin  wyzszych, uznawanych za metalolubne lub
metalotolerancyjne, spontanicznie zasiedlajacych jedno =z najstarszych 1 najlepiej
przebadanych pod wzgledem florystycznym sktadowisk odpadéow cynkowo-otowiowych w
Bolestawiu k. Olkusza, sg: Dianthus carthusianorum, Silene vulgaris, Armeria maritima,
Arabidopsis arenosa, Galium album, Thymus pullegioides i Festuca ovina (Grodzinska i in.
2000, Szarek-Lukaszewska 2009). W przypadku niektorych gatunkéw, a mianowicie: D.
carthusianorum, S. vulgaris, A. maritima, A. arenosa i Biscutella laevigata stwierdzono
wyrazne morfologiczne 1 fizjologiczne réznice pomiedzy populacjami zasiedlajgcymi haldy
metalono$ne 1 tereny niezanieczyszczone (Wierzbicka 1 Rostanski 2002, Zatecka i Wierzbicka
2002, Wierzbicka i Stysz 2005, Fialkiewicz i Rostanski 2006, Przedpetska i Wierzbicka
2007). Rosliny populacji haldowych cechowata karlowato$¢ 1 kseromorfizm, redukcja
biomasy cz¢sci nadziemnych w stosunku do korzeni, przyspieszenie stadium rozwoju
generatywnego, wytwarzanie wickszej ilosci kwiatow i przedtuzenie okresu kwitnienia (tzw.
strategia zyciowa typu ,,r”’). Wigkszo$¢ tych cech, podobnie jak zwigkszona tolerancja na Zn
czy Pb dodawane do $§rodowiska wzrostu, utrzymywata si¢ przez kolejne 2-3 pokolenia roslin
uprawianych w optymalnych, kontrolowanych warunkach. Takie wyniki sugerowaty
wytworzenie odrebnych ekotypéw w obrgbie tych gatunkow, tzw. ekotypéw galmanowych
(Wierzbicka i Rostanski 2002). Jednak jedynie badania genetyczne, z zastosowaniem
markerow molekularnych, moga potwierdzi¢ zasadno$¢ wyodrebnienia do rangi ekotypu
populacji haldowych wystepujacych tam gatunkéw, co wykazano do chwili obecnej w
przypadku A. maritima (Abratowska i in. 2012), B. laevigata (Babst-Kostecka i in. 2014,
Wasowicz i in. 2014), Viola tricolor (Stomka i in. 2011) i w przeprowadzonych przeze mnie
badaniach D. carthusianorum (Wojcik i in. 2013).

Wyksztalcenie mechanizmow tolerancji w roslinach zasiedlajacych gleby o naturalnie
wysokich zawarto$ciach metali, zachodzi w ciggu 40-150 lat, a nawet 1000 lat (Bone i Farres
2001, Ernst 2006). Jednak na obszarach zanieczyszczonych w ekstremalnym stopniu
metalami, np. w rejonach wydobycia i przetworstwa rud metali, silna presja selekcyjna moze
doprowadzi¢ do powstania ekotypow tolerancyjnych juz w czasie 4-10 lat (Whitting i in.

2004, Ernst 2006). Wystepowanie ekotypow metalo-tolerancyjnych nie jest cecha
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taksonomiczna, obserwuje si¢ duze zréznicowanie w tolerancji miedzy gatunkami, a nawet
populacjami/ekotypami tego samego gatunku, czy nawet osobnikami w obrgbie tej samej
populacji. Dlatego uwaza si¢, ze kolonizowanie przez rosliny terenOw w znacznym stopniu
zanieczyszczonych metalami jest mozliwe przez ewolucje tolerancji zachodzacej de novo i in
situ, a roslinno$¢ takich terenéw jest znakomitym obicktem do badania mechanizmow
tolerancji na metale i ich mikroewolucji oraz poszukiwania ekotypow/form najlepiej
przystosowanych do niekorzystnych warunkéw $rodowiska, a zatem potencjalnie uzytecznych
w fitoremediacji czy rekultywacji zdegradowanych terenow.

Adaptacja roslin do wzrostu na podlozach wzbogaconych w metale ci¢zkie jest
mozliwa dzigki wystgpowaniu réznorodnych mechanizméw unikania pobierania 1 translokacji
metali w roslinach oraz tolerancji podwyzszonych stezen metali w tkankach.

Ze wzgledu na pobieranie i dystrybucj¢ pobranych metali wyr6znia si¢ 3 grupy ro$lin:
tzw. ,,excluders”, ,jindicators” i ,,accumulators” (Baker 1981). Do pierwszej grupy naleza
rosliny, ktére unikajg pobierania lub zatrzymuja wiekszos¢ pobranego metalu w korzeniach i
ograniczajg jego translokacje do organéw nadziemnych (stosunek zawarto$ci metalu w
lisciach i glebie jest mniejszy od 1). Rosliny wskaznikowe (,,indicators”) pobierajg metale
proporcjonalnie do ich zawarto$ci w podtozu i1 gromadza je do$¢ rownomiernie w tkankach
korzeni 1 cze$ci nadziemnych. Natomiast tzw. akumulatory pobieraja duze ilosci metali z
podloza i transportujg je do organdow nadziemnych (stosunek zawartosci metalu w lisciach i
glebie jest wiekszy od 1). Bardzo ciekawa grup¢ roslin wsréd akumulatoréw (ok. 515
zidentyfikowanych dotad gatunkéw) stanowig tzw. hiperakumulatory, ktore rosngc w
warunkach naturalnych, akumulujg ekstremalnie wysokie st¢zenia metali w organach
nadziemnych (ponad 1% Zn lub Mn; 0,1% Ni, Pb, Cu, Co, Cr; 0,01% Cd w suchej masie
lisci) bez widocznych objawow toksycznosci (Baker i Brooks 1989, Capa i Pilon-Smits 2014,
Krzciuk i1 Gatuszka 2014). Poznanie strategii akumulacji metali w roslinach zasiedlajacych
sktadowiska odpadow jest bardzo istotne ze wzgledow praktycznych - ,excluders” lub
»accumulators” moga by¢ wykorzystane odpowiednio do fitostabilizacji i fitoekstrakcji
zanieczyszczonych terendow, natomiast ro$liny wskaznikowe moga poshizy¢ jako
biogeochemiczne indykatory poziomu zanieczyszczenia srodowiska.

Niezaleznie jednak od strategii pobierania i sposobu dystrybucji metali, rosliny
zasiedlajace tereny zanieczyszczone metalami cigzkimi wyksztalcaja na drodze ewolucji
mechanizmy detoksyfikacji, a wigc tolerancji nadmiaru metali w tkankach. Do
najwazniejszych mechanizméw tolerancji nalezy eliminacja wolnych jonéw metali z

protoplastu poprzez ich wigzanie w $cianie komorkowej, chelatowanie w cytoplazmie oraz
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sekwestracje w specyficznych przedzialach komoérkowych, gtéwnie w wakuoli (Siedlecka i
in. 2001, Wojcik 2009, Maestri i in. 2010; Viehweger 2014). Mechanizmy te wzajemnie
uzupelniaja si¢, a znaczenie poszczeg6lnych mechanizmoéw zalezy od gatunku rosliny, jej
stadium rozwojowego (wieku), rodzaju i stezenia metalu oraz czasu jego dziatania. Wérod
ligandow cytoplazmatycznych, zaangazowanych w chelatowanie i detoksyfikacje metali
ciezkich, najwazniejsza rolg przypisuje si¢ adaptacyjnym peptydom tiolowym (tzw. y-Glu-
Cys peptydom), glutationowi (GSH), kwasom organicznym, a w mniejszym stopniu
aminokwasom (gtownie prolinie oraz histydynie) i fitynie (Rauser 1999). Sposrod szesciu
zidentyfikowanych  dotychczas rodzin niskoczasteczkowych  y-Glu-Cys  peptydow,
najwazniejszg role w detoksyfikacji metali petnig fitochelatyny (PC), o wzorze (y-Glu-Cys),-
Gly, n=2-11, syntetyzowane enzymatycznie z GSH. Peptydy te kompleksujg metale przez
grupy tiolowe cysteiny, a nastepnie uczestniczg w transporcie metali do wakuoli (Yadav
2010). Uwaza sig, ze fitochelatyny petniag wazng role w detoksyfikacji Cd i arsenu (As) w
roslinach, jednak ich rola w tolerancji ros$lin na inne metale, np. Zn czy Pb nie jest
jednoznacznie wyjasniona. Réwniez glutation (y-Glu-Cys-Gly) moze uczestniczy¢ w
chelatowaniu metali (Cd, Zn, Pb) w cytoplazmie i transporcie takich kompleksow do wakuoli.
Jego role w tolerancji na metale sugerujg badania ekotypow roslin o podstawowym poziomie
tolerancji, np. A. thaliana (Woéjcik i Tukiendorf 2011, Jozefczak i in. 2014), jednak nie ma
jednoznacznych danych odno$nie jego roli w adaptacji roslin do $rodowisk skazonych
metalami. Kwasy organiczne, glownie cytrynowy i jabtkowy, stanowig wazne ligandy
cytoplazmatyczne i wakuolarne dla Zn, Cd i Ni, posredniczg rowniez w dlugodystansowym
transporcie metali w roslinach (Lopez-Bucio i in. 2000, Rascio i Navari-lzzo 2011).
Wykazano ich konstytutywnie wysoki poziom w roslinach hiperakumulujacych te metale, nie
Znana jest natomiast ich rola w tolerancji na Pb, jak rowniez niejednoznaczne sa wyniki badan
dotyczacych ich zaangazowania w tolerancjg Cd i Zn w ro$linach z terendw

zanieczyszczonych ale nie bedacych hiperakumulatorami.



Cel badan

Celem niniejszych badan bylo poznanie mechanizméw adaptacji roslin do srodowisk
zanieczyszczonych w ekstremalnie wysokim stopniu metalami cigzkimi.

Badaniami objetam roslinnos¢ zasiedlajaca w wyniku naturalnej sukcesji trzy
sktadowiska odpadéw cynkowo-otowiowych zlokalizowane w potludniowej Polsce,
zroznicowane Wiekowo (ok. 30-130 lat) oraz zawierajace rdzne typy odpadoéw (poflotacyjne z
procesd6w wydobycia rud Zn i1 Pb oraz zuzlowe z procesow hutniczych) (opisane szczegdtowo
w pracach Wojcik 2012, Wojcik i in. 2014). W szeroko zakrojonych interdyscyplinarnych
badaniach, zidentyfikowano gatunki roslin wystepujace na badanych sktadowiskach odpadow
oraz okreslono zalezno$ci miedzy zawartoscig 1 biodostepnoscig metali w podiozach hald a
akumulacja metali w roslinach. Dokladne badania morfologicznych, genetycznych i
fizjologicznych przystosowan do podwyzszonej zawartosci metali ciezkich w Srodowisku
wzrostu, przeprowadzitam dla wybranego gatunku — Dianthus carthusianorum L. (gozdzik
kartuzek) (Caryophyllaceae). Jest to jeden z dominujacych gatunkow porastajgcych
najstarszg z badanych hald odpadow cynkowo-olowiowych w Bolestawiu k. Olkusza, a
wczesniejsze doniesienia wskazywaly na interesujgce przystosowania morfologiczne i
anatomiczne roslin populacji haldowej D. carthusianorum do kserotermicznych warunkoéw
panujacych na haldzie, co odrozniatlo populacj¢ haldowa od populacji referencyjnych
(Zatecka 1 Wierzbicka 2002). Wyrazne réznice morfologiczne, utrzymujace si¢ przez 3
kolejne pokolenia w uprawach laboratoryjnych, sugerowaty wyksztalcenie odrebnego ekotypu
galmanowego (Wierzbicka 1 Rostanski 2002), brak jednak byto rzetelnych badan
genetycznych, ktore potwierdzityby zasadnos$¢ takiego stwierdzenia. Wstepne badania
laboratoryjne wskazywaty rowniez na zwigkszong tolerancje populacji hatdowych na Zn i Pb
(Zalecka i Wierzbicka 2002, Baranowska-Morek i Wierzbicka 2004). Nie badano jednak
wewnatrzkomorkowych mechanizmow lezacych u podstaw tej tolerancji, podobnie jak
wrazliwosci roslin D. carthusianorum na Cd czy mechanizméw detoksyfikacji tego
pierwiastka, stanowigcego istotng domieszke rud Zn i Pb.

Interesujagcym zagadnieniem bylo rowniez poréwnanie poziomu oraz mechanizmoéw
tolerancji D. carthusianorum z mechanizmami tolerancji wystgpujacymi w modelowe;]
ro$linie o podstawowym poziomie tolerancji — Arabidopsis thaliana oraz w roslinie o bardzo
wysokim  poziomie tolerancji — Thlaspi caerulescens, bedacej jednoczesnie
hiperakumulatorem Zn i Cd, a przy tym gatunkiem modelowym w badaniach hiperakumulacji

metali. Poniewaz uwaza si¢, ze GSH i PC pelnig wazng rolg w podstawowym poziome
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tolerancji na Cd, celem moich badan bylo okreslenie roli GSH w tolerancji kadmu w roslinach

A. thaliana, uprawianych hydroponicznie w warunkach z indukowanym niedoborem GSH

(przez zastosowanie inhibitora syntezy GSH) lub jego nadmiarem (po dodaniu egzogennego

GSH do s$rodowiska wzrostu). Ponadto, celem badan bylo zbadanie roli kwasow

organicznych, uwazanych za gldowny mechanizm detoksyfikacji Zn oraz peptydéw tiolowych,

petliacych glowng role w detoksyfikacji Cd, w tolerancji tych metali w roslinach T.

caerulescens, zaadaptowanych do wzrostu na sktadowiskach odpadéw cynkowo-otowiowych

w Plombieres (Belgia).

Szczegblowe cele badawcze obejmowaty:

1)

2)

3)

Zbadanie akumulacji metali ciezkich (gtownie Zn, Pb i Cd) w roslinach spontanicznie
zasiedlajacych sktadowiska odpadow cynkowo-otowiowych oraz Kklasyfikacje
gatunkOw roslin w oparciu o strategie pobierania i dystrybucji metali oraz ich
uzytecznos$¢ w fitoremediacji, biomonitoringu i ocenie ryzyka ekologicznego;
Okreslenie morfologicznego, fizjologicznego i genetycznego zrdéznicowania miedzy
populacjami D. carthusianorum pochodzgcymi z haldy cynkowo-otowiowej i z
terenéw niezanieczyszczonych metalami,

Porownanie wrazliwosci na toksycznos¢ Zn, Pb, Cd roslin D. carthusianorum
pochodzacych z haldy metalonosnej i z terenéw referencyjnych oraz charakterystyka
wewnatrzkomorkowych mechanizméw tolerancji metali w ro§linach, ze szczegdlnym

uwzglednieniem roli peptydow tiolowych (GSH, PC) oraz kwasow organicznych,;

4) Pordéwnanie mechanizmow tolerancji na metale roslin D. carthusianorum uprawianych

5)

w warunkach stresu ostrego (hydroponiki, krotkoterminowa ekspozycja na
stosunkowo wysokie, w porownaniu do zazwyczaj spotykanych w $rodowisku,
stezenia Zn, Pb 1 Cd) oraz stresu chronicznego (uprawa na glebie pochodzacej z hatdy
cynkowo-otowiowej w Bolestawiu, dlugoterminowa ekspozycja na subletalne,
spotykane w srodowiskach metalono$nych, stezenia metali);

Okreslenie roli peptydéw tiolowych w tolerancji na Cd ro$lin A. thaliana (roslina
modelowa o podstawowym poziomie tolerancji) oraz roli kwasow organicznych i
peptydow tiolowych w tolerancji na Zn i Cd ro$lin T. caerulescens (roslina modelowa

- hiperakumulator Zn i Cd).

11



Wyniki

Ad. 1
Strategie akumulacji metali w roslinach spontanicznie zasiedlajacych haldy Zn-Pb oraz
ich uzytecznos¢ w fitoremediacji, biomonitoringu i ocenie ryzyka ekologicznego

Wyniki badah przedstawiono w pracy: Wdjcik M., Suqgier P., Siebielec G. 2014. Metal

accumulation strategies in plants spontaneously inhabiting Zn-Pb waste deposits. Sci. Tot.

Environ. 487, 313-322, ktéra powstata w ramach realizacji projektu badawczego MNiSW nr
N N305 185737 (lata 2009-2012).

Analizowano catkowite 1 potencjalnie biodostepne zawartosci metali (Zn, Pb, Cd, Cu,
Ni, Cr) w podlozach 3 skladowisk odpadow cynkowo-otowiowych oraz akumulacj¢ tych
metali w organach nadziemnych 38 gatunkéw roslin spontanicznie zasiedlajgcych badane
sktadowiska.

Wykazano, ze zawarto§¢ metali w gornych warstwach hald metalono$nych byta
bardzo wysoka i silnie zréznicowana w obrebie danej haldy oraz mi¢dzy hatdami. Catkowite
stezenia Zn wahaly si¢ w granicach 7300-171 790 mg kg™, Pb — 1390-22 265 mg kg™, a Cd —
66-1464 mg kg™. Sa to wartosci przekraczajace kilka-kilkaset razy dopuszczalne normy dla
terenéw przemystowych (1000 mg kg™ Zn, 600 mg kg™ Pb oraz 15 mg kg™ Cd), ustanowione
Rozporzadzeniem Ministra Srodowiska (2002). Jednak ze wzgledu na lekko zasadowe pH
badanych hatd (7,2-7,6), frakcje metali potencjalnie biodostepnych dla roslin (ekstrakcja
CaCl,) byly stosunkowo niskie i wynosity odpowiednio: 0,034-0,11%, 0,005-0,03% i 0,28-
0,62% calkowitej puli Zn, Pb 1 Cd. St¢zenia Cu, Ni i Cr w podiozach hald oraz w roslinach
byty niskie i podobne jak na terenach niezanieczyszczonych metalami. W wiekszo$ci
badanych przypadkéw nie stwierdzono istotnych korelacji pomiedzy zawartoscig metali
(zarowno form catkowitych jak i1 potencjalnie biodostgpnych) w podlozu i w roslinach, co
wskazuje na niewielka uzyteczno$¢ analizy zawarto$ci metali w silnie zanieczyszczonych
glebach do oceny ich potencjalnej toksycznosci.

Zawartos¢ metali w nadziemnych cze¢$ciach roslin byta bardzo zréznicowana, zarowno
pomiedzy gatunkami, jak réwniez pomigdzy osobnikami danego gatunku. Sposrod 38
przebadanych gatunkéw roélin, 33 akumulowaty w cze$ciach nadziemnych podwyzZszone
stezenia Zn, 15 - podwyzszone stezenia Cd, a 6 - podwyzszone stezenia Pb (podwyzszone,
tzn. uznawane za nadmierne lub toksyczne dla wiekszos$ci ro$lin, tj. mieszczace si¢ w zakresie
lub wyzsze niz 100-400 mg Zn, 30-300 mg Pb lub 5-30 mg Cd kg™ suchej masy materiatu

roslinnego, wg Kabata-Pendias i Mukherjee 2007). Zawarto$¢ metali stwierdzana w roslinach
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nie byla jednak ekstremalnie wysoka, zatem ro$liny te nie stanowig istotnego ryzyka
przenikania metali do tancucha troficznego.

W wigkszosci badanych przypadkow (68%), Srednie stezenie metali w czgsciach
nadziemnych nie r6znito si¢ istotnie miedzy roslinami tego samego gatunku wystgpujacymi
na trzech badanych hatdach, mimo istotnych réznic w zawarto$ci metali w ich podlozach
(brak istotnych korelacji migdzy zawartoscia metali w roslinie i glebie). Wskazuje to na
niewielka uzytecznos¢ poszczegodlnych gatunkow roslin w biomonitoringu zanieczyszczenia
srodowiska na podstawie analizy ich sktadu pierwiastkowego. Natomiast analiza zawartosci
metali w zbiorowiskach roslinnych poszczegdlnych hatd ($rednie stezenie metali w organach
nadziemnych wszystkich roélin analizowanych na danym terenie), bardzo dobrze
odzwierciedlata zawarto$¢ metali w podlozu, niezaleznie od wieku i rodzaju odpadu, dlatego
moze by¢ wykorzystywana do oceny stanu zanieczyszczenia srodowiska metalami i oceny
ryzyka ekologicznego.

Wspodtczynniki bioakumulacji metali w roslinach, w odniesieniu do catkowitej puli
metali w glebie, byty bardzo niskie. Wahaty si¢ one w granicach 0,002-0,013 dla Zn; 0,002-
0,075 dla Cd, a dla Pb przewaznie nie przekraczaty wartosci 0,002. W polaczeniu z brakiem
lub niskimi wspdtczynnikami korelacji zawarto$ci metali w roslinach 1 w podlozu, §wiadczy
to o wyksztalceniu strategii unikania pobierania i/lub translokacji metali z korzeni do cze$ci
nadziemnych we wszystkich badanych roslinach zasiedlajgcych sktadowiska odpadow
cynkowo-otowiowych. Okreslenie wspotczynnikow bioakumulacji metali w roslinach, w
odniesieniu do potencjalnie biodostepnej puli metali w glebie (ekstrahowanej CaCl,), dato
odmienne wyniki — w wiekszosci przypadkéw wspolczynniki te byly wigksze od jednosci, a
nawet dochodzily do 144 (w przypadku bioakumulacji Zn przez Solidago gigantea i Echium
vulgare), 154 (akumulacja Cd przez Hieracium piloselloides) czy 505 (wspdtczynnik
bioakumulacji Pb w E. vulgare). Jednak ten ostatni parametr nic powinien by¢ brany pod
uwage w ocenie mozliwosci bioakumulacji metali w ro$linie, wskazuje on jedynie na poziom
tolerancji danej ro$liny/gatunku na toksyczno$¢ metali. W przypadku braku objawow
fitotoksycznos$ci przy wspdlczynniku bioakumulacji wigkszym od jedno$ci, mozna mowic o
wysokiej tolerancji rosliny na dany metal (Abreu i in. 2008). Zatem, wiekszos¢ roslin
zasiedlajacych w wyniku naturalnej sukcesji hatdy cynkowo-otowiowe, wyksztatcita w toku
mikroewolucji wysoka tolerancje na toksyczne stezenia metali obecne w §rodowisku.

Ze wzgledu na stosunkowo niskg zawarto$¢ metali w czgsciach nadziemnych roslin,
niewielka produkcj¢ biomasy oraz niskie wspotczynniki bioakumulacji i korelacji, Zzaden

gatunek roslinny wystepujacy na skltadowiskach odpadow cynkowo-olowiowych nie moze
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by¢ wykorzystany/uzyteczny w procesie fitoekstrakcji. Jednak wymienione powyzej cechy
ro§lin sg pozadane w przypadku fitostabilizacji, dlatego gatunki charakteryzujace sie¢
najnizszg akumulacjg metali w czg¢$ciach nadziemnych i dodatkowo tworzace zwartg pokrywe
ros§linng, np. Calamagrostis epigejos, Carex hirta, Thymus pulegioides czy Dianthus
carthusianorum, mogg by¢ potencjalnie uzyteczne do rekultywacji (fitostabilizacji) obszaréw

zanieczyszczonych metalami.

Ad. 2
Morfologiczne, fizjologiczne i genetyczne zréznicowanie miedzy populacjami D.
carthusianorum pochodzacymi z haldy Zn-Pb i z gleb niezanieczyszczonych metalami

Wyniki badan przedstawiono w pracy: Wdjcik M., Dresler S., Jawor E., Kowalczyk

K., Tukiendorf A. 2013. Morphological, physiological, and genetic variation between

metallicolous and nonmetallicolous populations of Dianthus carthusianorum. Chemaosphere
90, 1249-1257.

Analizowano cechy morfologiczne (wyglad i wielko$¢ organéw nadziemnych oraz
parametry morfometryczne lisci i fodygi kwiatonosnej), fizjologiczne (zawartos¢ chlorofilu,
karotenoidow, antocyjandéw, proliny) i markery genetyczne (RAPD - random amplified
polymorpic DNA, ISSR — inter simple sequence repeat) w dwoch populacjach roslin D.
carthusianorum - pochodzacej z haldy cynkowo-olowiowej w Bolestawiu oraz z gleby
niezanieczyszczonej metalami w Pliszczynie k. Lublina. Parametry morfologiczne i
fizjologiczne byty oznaczane w roslinach wystepujacych w ich naturalnych srodowiskach, jak
roOwniez w pierwszym pokoleniu tych ros$lin uprawianych na glebie ogrodniczej w
jednakowych kontrolowanych warunkach. Takie badania miaty wykaza¢, czy obserwowane
roznice morfologiczne sa wynikiem jedynie przystosowania do niekorzystnych warunkoéw
srodowiska, czy jednak utrzymuja si¢ w kolejnym pokoleniu niezaleznie od warunkow
Wzrostu.

Wykazano, ze ro$liny zasiedlajace hatde byly mniejsze od roslin z terenéow
referencyjnych, miaty mniej lisci w rozecie, ich liscie bylty wezsze i krotsze, a pedy kwiatowe
znacznie krotsze; wigkszo$¢ tych roznic byta zachowana w roslinach pierwszego pokolenia,
uprawianych w optymalnych jednakowych warunkach wzrostu. Parametry fizjologiczne nie
wykazywaty zroznicowania mi¢dzy badanymi populacjami, nie zmieniaty si¢ rOwniez istotnie
w zaleznos$ci od warunkow wzrostu, nie moga by¢ zatem uwazane ani za markery specyficzne
dla populacji, ani za wskazniki abiotycznego stresu Srodowiskowego. Analiza markeréw

molekularnych wykazata istotne zrdéznicowanie genotypowe miedzy hatdowg i referencyjna
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populacja D. carthusianorum, co jednoznacznie potwierdzito wczesniejsze sugestie odnos$nie
wytworzenia odrgbnego ekotypu, nazwanego ekotypem galmanowym. Wyniki analizy
wariancji (AMOVA) wskazaly jednak, ze tylko 24% catkowitej wariancji okreslato
zroznicowanie miedzy populacjami, a wigkszo$¢ catkowitej wariancji (76%) byla
zlokalizowana wewnatrz poszczegélnych populacji. Uwaza si¢, ze adaptacja roslin do
ekstremalnie niekorzystnych warunkow s$rodowiska wigze si¢ z obnizeniem poziomu
zmiennosci genetycznej wsrod osobnikéw kolonizujacych dang nisze¢ s$rodowiskowa, ze
wzgledu na silng selekcje genotypow najlepiej przystosowanych 1 eliminacj¢ alleli rzadziej
wystepujacych w populacji i nieistotnych z punktu widzenia przetrwania (tzw. ,.efekt szyjki
butelki”, ang. bottleneck effect) (Deng i in. 2007). Uzyskane wyniki nie potwierdzaja jednak
powyzsze] prawidlowos$ci, poniewaz obie populacje charakteryzowala podobna wartos¢

wskaznika Hj, okreslajacego wewnatrzpopulacyjng zmienno$¢ genetyczng.

Ad. 3

Porownanie wrazliwosci na toksycznos¢ Zn, Pb i Cd roslin D. carthusianorum
pochodzacych z haldy metalonosnej i z terenéw referencyjnych oraz charakterystyka
wewnatrzkomoérkowych mechanizmow tolerancji metali

Wyniki badah przedstawiono w 3 pracach eksperymentalnych:

- Wojcik M., Tukiendorf A. 2014. Accumulation and tolerance of lead in two contrasting

ecotypes of Dianthus carthusianorum. Phytochemistry 100, 60-65;

- Wojcik M., Dresler S., Plak A., Tukiendorf A. 2015a. Naturally evolved enhanced Cd-
tolerance of Dianthus carthusianorum L. is not related to accumulation of thiol peptides and
organic acids. Environ. Sci. Poll. Res. (DOI: 10.1007/s11356-014-3963-8);

- Wojcik M., Dresler S., Tukiendorf A. 2015b. Physiological mechanisms of adaptation of

Dianthus carthusianorum L. to growth on a Zn-Pb waste deposit — the case of chronic multi-
metal and acute Zn stress. Plant Soil (DOI: 10.1007/s11104-015-2396-6)

Rosliny ekotypu hatdowego oraz referencyjnego D. carthusianorum, wyhodowane z
nasion pozyskiwanych z roslin rosngcych w ich naturalnych stanowiskach, uprawiano
hydroponicznie w kontrolowanych warunkach fotoperiodu i temperatury, na pozywce
kontrolnej oraz z dodatkiem roznych stezen Zn (250, 500, 1000 uM), Pb (15, 30 uM) lub Cd
(5, 15, 50 uM). Stosowane st¢zenia metali zostaly dobrane na podstawie doswiadczen
wstepnych oraz danych literaturowych, wskazujacych potencjalng dostepno$¢ metali w
podiozu haldy odpadow cynkowo-otowiowych w Bolestawiu (Godzik 1993). Analizowano

parametry wzrostu roslin (elongacj¢ korzeni, $wieza mas¢ korzeni i czgsci nadziemnych,
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zywotno$¢ korzeni), stezenia metali w tkankach roslin oraz akumulacj¢ peptydéw tiolowych
(GSH, PC) i kwasow organicznych (jabtkowego i cytrynowego) w korzeniach i liSciach.

Na podstawie analizy parametréw wzrostu stwierdzono, ze rosliny pochodzace z hatd
odpadow cynkowo-otowiowych wykazywaly mniejszg wrazliwo$¢ na toksyczne dziatanie
wszystkich badanych metali w poréwnaniu z roslinami referencyjnymi. Najnizsze st¢zenia
metali calkowicie hamujgce elongacj¢ korzeni (tzw. wskaznik EC100 — ang. effect of
concentration) wynosity odpowiednio dla roslin hatdowych i referencyjnych: 3750 1 2000 uM
Zn, 850 1 600 uM Pb oraz 800 1 450 uM Cd. Rowniez przyrosty Swiezej masy korzeni 1 lisci
oraz zywotno$¢ korzeni (a w przypadku Cd rowniez liSci) byly mniej obnizone w roslinach
haldowych eksponowanych na Zn, Pb i Cd, szczegdlnie ich najwyzsze stezenia, niz w
roslinach referencyjnych. Jednocze$nie, rosliny pochodzace z terendow metalono$nych
akumulowaty blisko dwukrotnie wyzsze stezenia Pb, Zn i zblizone stezenia Cd (zardwno w
korzeniach jak i lisciach) w poréownaniu do roslin pochodzacych z gleb
niezanieczyszczonych. We wszystkich jednak przypadkach, korzenie akumulowaty znacznie
wyzsze stezenia metali niz organy nadziemne, a wspotczynnik translokacji metali z korzeni
do lisci byl podobny w roslinach obu ekotypdéw. Mniej nasilone objawy toksycznosci, mimo
wyzszej (Zn i Pb) lub takiej samej (Cd) zawartosci metali w tkankach roslin haldowych,
wskazuja na ich wigksza tolerancje na metale, a zatem na sprawniej dziatajgce mechanizmy
detoksyfikacji metali, utrwalone genetycznie w wyniku mikroewolucji.

Stezenie GSH w korzeniach roslin kontrolnych (nie traktowanych metalami) byto
wyzsze w ekotypie hatdowym, jednak w lisciach nie stwierdzono réznic miedzy ekotypami.
Podanie metali (Zn, Pb, Cd) do srodowiska wzrostu w wiekszosci przypadkow nie zmieniato
stezenia GSH po 14 dniowej ekspozycji, ponadto akumulacja GSH byta zblizona (brak
statystycznie istotnych rdznic) w obu ekotypach, zarowno w ich korzeniach jak i czg¢éciach
nadziemnych. Nie stwierdzono indukcji syntezy PC pod wplywem Zn, nie s one zatem
zaangazowane w detoksyfikacje tego metalu w roslinach. Kadm indukowat, rosnaca wraz ze
wzrostem stezenia metalu w pozywce, syntez¢ PC w korzeniach 1 li§ciach, natomiast Pb tylko
w Kkorzeniach roslin D. carthusianorum. W obu przypadkach jednak, akumulacja tych
peptydow byla wyzsza w ro$linach pochodzacych z terendw niezanieczyszczonych, co
wskazuje, ze nie pelnia one istotnej roli we wzmozonej tolerancji na Cd i Pb obserwowanej w
ro$linach hatdowych.

Rosliny hatdowe uprawiane w warunkach kontrolnych, mialy konstytutywnie wyzszy
poziom akumulacji kwasow organicznych (jabtkowego i cytrynowego) w czeséciach

nadziemnych, w korzeniach kwasy te wystepowaly na tym samym poziomie w obu
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ekotypach. Akumulacja kwasoéw organicznych wlasciwie nie zmieniata si¢ w roslinach
traktowanych rosngcymi st¢zeniami Zn, Pb i Cd, mimo istotnego wzrostu stezenia tych metali
w tkankach roslin. Poziom akumulacji kwaséw byt zblizony w obu ekotypach, jedynie w
organach nadziemnych ro$lin traktowanych Pb, wyzsze stezenia kwaséw organicznych wcigz
stwierdzano w ekotypie haldowym. Wyniki tych badan wskazuja, ze kwasy organiczne nie
petnig waznej funkcji w detoksyfikacji metali w badanych roslinach, jak rowniez nie sg
odpowiedzialne za utrwalong genetycznie wysokg tolerancje roslin haldowych, zwtaszcza w

odniesieniu do Zn i Cd.

Ad. 4
Mechanizmy tolerancji na metale roslin D. carthusianorum uprawianych w warunkach
stresu ostrego oraz stresu chronicznego

Wyniki badah przedstawiono gtdéwnie w pracy: Woijcik M., Dresler S., Tukiendorf A.

2015b. Physiological mechanisms of adaptation of Dianthus carthusianorum L. to growth on

a Zn-Pb waste deposit — the case of chronic multi-metal and acute Zn stress. Plant Soil (DOI:
10.1007/s11104-015-2396-6) oraz w pracach: Wadjcik i Tukiendorf (2014), Wjcik i in.
(2015a) wymienionych w punkcie 3.

Rosliny ekotypu hatdowego oraz referencyjnego D. carthusianorum uprawiano przez
5 tygodni w warunkach kontrolowanych, na glebach pozyskanych ze stanowisk naturalnego
wystgpowania tych ekotypéw (niezanieczyszczonej z Pliszczyna oraz zanieczyszczonej
metalami z haldy w Bolestawiu). Analizowano ogélny wyglad oraz biomase czgsci
nadziemnych, st¢zenia metali (Zn, Pb, Cd) oraz akumulacj¢ peptydéw tiolowych (GSH, PC) i
kwasow organicznych (jabtkowego i1 cytrynowego) w lisciach. Wyniki tych analiz poro6wnano
z wynikami uzyskanymi w badaniach roslin uprawianych hydroponicznie w obecnosci Zn, Pb
lub Cd.

Rosliny rosngce na terenach zanieczyszczonych metalami, s3 narazone na tzw. Stres
chroniczny, definiowany jako dlugoterminowa (trwajaca przez okres Kilku tygodni-miesigcy
lub catej ontogenezy) ekspozycja na stosunkowo niskie (subletalne) stezenia metali. Biorac
pod uwage bardzo niska biodostepnos¢ metali w podiozu sktadowisk odpadow cynkowo-
olowiowych, uwaza sie, ze taki rodzaj stresu wystepuje rowniez na hatdach metalono$nych.
Natomiast stres ostry wystepuje wowczas, gdy rosliny sag poddawane dziataniu wysokich,
tzn. rzadko spotykanych lub niespotykanych w warunkach naturalnych, stezen metali przez
stosunkowo krotki okres (kilka-kilkanascie dni), jak to ma miejsce w uprawach

hydroponicznych. Badania ro$lin uprawianych hydroponicznie, w kontrolowanych warunkach
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rodzaju 1 nat¢zenia czynnika stresowego, s3 niezwykle istotne ze wzgledu na mozliwo$¢
poznania molekularnych mechanizméw tolerancji na poszczegdlne metale i szybkiej selekcji
gatunkow/ekotypow/populacji tolerancyjnych. Ich wyniki nie moga by¢ jednak bezposrednio
odnoszone do roslin wystgpujacych na zanieczyszczonych terenach, gdzie dziata zazwyczaj
kilka czynnikow stresowych, np. obecnos¢ podwyzszonego stezenia kilku metali w glebie.
Dlatego, aby w petni zrozumie¢ mechanizmy adaptacji roslin do s$rodowisk skazonych
metalami, wazne jest, aby prowadzi¢ badania na roslinach w ich naturalnych §rodowiskach,
lub w warunkach imitujagcych w pewnym stopniu takie warunki (np. uprawy na glebach
pozyskiwanych z zanieczyszczonych terenow).

Wzrost zaréwno roslin referencyjnych, jak 1 hatdowych byt silnie zahamowany na
glebie zanieczyszczonej metalami, w poréwnaniu do roslin tych ekotypow uprawianych na
glebie niezanieczyszczonej. Wykazano, ze ro$liny ekotypu referencyjnego, uprawiane na
glebie zanieczyszczonej metalami, wykazywaly wigksze objawy toksycznosci metali (takie
jak chloroza 1 nekroza lisci) niz rosliny hatdowe. Jednoczes$nie stwierdzono, ze ro$liny te
akumulowaty blisko dwukrotnie wyzsze stezenia Zn, Pb 1 Cd w lisciach oraz nieco wyzsze
stezenia GSH, ale zawarto$¢ kwasoOw organicznych byla nizsza w porownaniu do roslin
haldowych uprawianych w tych samych warunkach. Nie stwierdzono akumulacji PC w
roslinach obu ekotypow uprawianych na zanieczyszczonej badz niezanieczyszczonej glebie.

Zaré6wno doswiadczenia glebowe, jak 1 hydroponicznie jednoznacznie wykazaly
wigkszg tolerancj¢ na metale roslin pochodzacych z haldy galmanowej, co dowodzi, ze
tolerancja ta rozwingla si¢ w wyniku wieloletniej adaptacji do wysokich zawartosci metali w
podiozu i jest utrwalona genetycznie - tzw. tolerancja adaptacyjna. Ciekawym jest jednak
fakt, ze w ro$linach referencyjnych, nasilone objawy toksyczno$ci metali obserwowano
dopiero po 3 tygodniach wzrostu na zanieczyszczonej glebie, a w uprawach hydroponicznych,
dopiero najwyzsze lub umiarkowanie wysokie stezenia metali indukowatly istotne obnizenie
parametrow wzrostu w porownaniu do roslin hatdowych. Wskazuje to na konstytutywnie
wysoki poziom tolerancji w tych roslinach - tzw. tolerancj¢ konstytutywna. Tolerancja
konstytutywna, wystepujaca we wszystkich populacjach danego gatunku, niezaleznie od
obecnosci czynnika stresowego w ich $rodowisku wzrostu, byta do tej pory opisana w
niewielu gatunkach roslin i wskazuje na wysoki potencjal danego gatunku do zasiedlania
obszarow o bardzo niekorzystnych warunkach dla rozwoju wegetacji.

Uzyskane wyniki wykazaty rowniez, ze mechanizmy tolerancji w roslinach D.
carthusianorum eksponowanych na stres chroniczny i ostry s3 rézne. W warunkach stresu

chronicznego, zwigkszona tolerancja roslin hatdowych na metale (tolerancja adaptacyjna)
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byla uwarunkowana ograniczeniem pobierania metali z podloza i/lub ich translokacji do
organdéw nadziemnych, gdzie wazng rolg w detoksyfikacji metali odgrywata prawdopodobnie
podwyzszona zawarto$¢ kwasOw organicznych. W roslinach pochodzacych z terendéw
niezanieczyszczonych, bariery/mechanizmy ograniczajace pobieranie i translokacje¢ metali nie
byly tak efektywne, co skutkowalo wicksza akumulacja metali w lisciach i nasilonymi
objawami toksycznos$ci. W przeciwienstwie do stresu chronicznego, w warunkach stresu
ostrego, rosliny haldowe pobieraty i transportowaly do lisci wigksze ilo§ci metali niz rosliny
referencyjne, mimo to wcigz wykazywaly mniejsza wrazliwo$¢ na toksycznos¢ metali, a ich
wieksza tolerancja nie wynikata z podwyzszonej akumulacji kwasoéw organicznych.
Akumulacja peptydéw tiolowych, a zwlaszcza PC, odgrywata role w detoksyfikacji
Cd i w mniejszym stopniu Pb jedynie w warunkach stresu ostrego, kiedy wystgpowata
koniecznos$¢ szybkiej eliminacji z protoplastu wnikajacych tam duzych ilosci jonow metali z
pozywki. Mechanizm ten miatl wigksze znaczenie w roslinach ekotypu referencyjnego
(wyzsza akumulacja PC, znacznie nasilone objawy toksycznosci Cd w warunkach deficytu
PC po zastosowaniu inhibitora ich syntezy), co potwierdza wcze$niejsze doniesienia (Wojcik
i Tukiendorf 2011) o waznej roli PC jedynie w podstawowym poziomie tolerancji. Brak
akumulacji PC w roslinach w warunkach stresu chronicznego (uprawianych w warunkach
laboratoryjnych na zanieczyszczonej glebie — Wojcik i in. 2015b oraz w osobnikach
pozyskiwanych ze stanowisk na hatldzie w Bolestawiu — Wojcik 2012) wskazuje, ze PC nie sg
zaangazowane W adaptacje¢ ro$lin do wzrostu w $rodowiskach zanieczyszczonych metalami

(nie odgrywaja istotnej roli w tolerancji adaptacyjne;j).

Ad. 5

OkKkreslenie roli peptydéw tiolowych w tolerancji na Cd roslin Arabidopsis thaliana oraz
roli kwasow organicznych i peptydow tiolowych w tolerancji na Zn i Cd roslin Thlaspi
caerulescens

Wyniki badan przedstawiono w 2 pracach eksperymentalnych:

- Wajcik M., Tukiendorf A. 2011. Glutathione in Arabidopsis thaliana adaptation to cadmium
stress. Biol. Plant. 55 (1), 125-132,
- Wajcik M., Skérzynska-Polit. E., Tukiendorf A. 2006. Organic acids accumulation and

antioxidant enzyme activities in Thlaspi caerulescens under Zn and Cd stress. Plant Growth
Reg. 48 (2), 145-155.

Rosliny A. thaliana (typ dziki, odm. Columbia, roslina modelowa o podstawowym

poziomie tolerancji) uprawiano hydroponicznie na pozywce kontrolnej lub w obecnosci Cd

19



oraz z dodatkiem BSO (butionina sulfoksyiminy, inhibiotor syntezy GSH — aby obnizy¢
poziom GSH w roslinach) lub egzogennego GSH (aby podnie$¢ poziom GSH w roslinach).

Dodatek BSO do pozywki roslin kontrolnych (nie traktowanych Cd) nie wptywat na
wzrost ro$lin, podczas gdy egzogenny GSH powodowat obnizenie biomasy korzeni.
Wykazano, ze obecno$¢ BSO zwickszata fitotoksycznos¢ Cd, prawdopodobnie wskutek
redukcji akumulacji GSH i syntezy PC (o ponad 96%). Wskazuje to na wazng role tych
peptydow w detoksyfikacji Cd u A. thaliana i w podstawowym poziomie tolerancji na Cd,
jaki wystepuje rowniez w referencyjnym ekotypie D. carthusianorum. Jednak, indukowane
obecnos$cig egzogennego GSH zwigkszenie (2,7-krotne) st¢zenia GSH i PC w ro$linach, nie
tylko nie obnizylo toksycznosci Cd, lecz nawet nasilito jej objawy, prawdopodobnie na skutek
zaburzenia rownowagi redox i wywolanego tym stresu oksydacyjnego. Uzyskane wyniki
sugerujg, ze poziom GSH naturalnie wystepujacy w tkankach A. thaliana jest wystarczajacy
do zapewnienia optymalnego poziomu tolerancji na Cd. Zmiany tego poziomu (deficyt albo
nadwyzka GSH w ros$linach) prowadza do zaburzenia metabolizmu 1 zwigkszenia wrazliwosci
na Cd.

Rosliny T. caerulescens (populacja z Plombiéres, Belgia, hiperakumulator Zn i Cd,
roslina modelowa w badaniu hiperakumulacji 1 wysokiej tolerancji na metale) uprawiano
hydroponicznie na pozywce kontrolnej lub w obecnosci Cd lub nadmiaru Zn.

Obecnos¢ Cd wptywata toksycznie na wzrost roslin, natomiast obecno$¢ Zn miata
korzystny wplyw na przyrost biomasy roslin T. caerulescens. Rosnagce stezenia Zn w
srodowisku wzrostu 1 w tkankach stymulowaly wzmozong akumulacje kwasu jablkowego i
cytrynowego w liciach, nie indukowaty natomiast syntezy PC. W przypadku Cd stwierdzono
podwyzszong akumulacj¢ jablczanu w lisciach oraz rosngcg, zaleznie od stezenia metalu,
akumulacj¢ PC, ktora jednak malala w miar¢ przedluzania ekspozycji roslin na Cd, zwlaszcza
w lisciach. Thlaspi caerulescens jest rosling o zwigkszonym zapotrzebowaniu na Zn i o
bardzo wysokiej tolerancji na Zn w poréwnaniu do innych roslin, dlatego nawet duzy nadmiar
Zn w tkankach nie powodowal objawow toksycznosci, co bylo prawdopodobnie zwigzane ze
zwigkszong synteza kwasOw organicznych, zaangazowanych w detoksyfikacje nadmiaru
metalu. Na rolg kwasow organicznych w adaptacji do wzrostu W obecnosci wysokich
zawartosci metali w podlozu wskazujg rowniez wyniki badan roslin Thlaspi caerulescens z
ich naturalnych stanowisk w Plombieres w Belgii, ktére akumulowaty ponad 2 razy wigce;j
jablczanu i cytrynianu w lisciach, w pordwnaniu do roslin blisko spokrewnionego gatunku

Thlaspi arvense z terendw niezanieczyszczonych (artykut w przygotowaniu do druku).
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Zwigkszona synteza PC w pierwszych dniach po podaniu Cd do srodowiska wzrostu
wskazuje na ich role w detoksyfikacji Cd jako pierwotnej reakcji obronnej. Jednak w miare
wydhizania czasu dzialania metalu i postepujacego wzrostu poziomu Cd w tkankach, zostaty
uruchamiane inne i bardziej skuteczne mechanizmy detoksyfikacji Cd, co doprowadzito do
eliminacji wolnych jonéw metalu z cytoplazmy i zahamowania syntezy PC. Zatem peptydy te
nie sg odpowiedzialne za wzmozong tolerancje T. caerulescens ani na Zn, ani na Cd. Nie
pelniag one rowniez roli w adaptacji T. caerulescens do wzrostu na terenach silnie
zanieczyszczonych metalami, co potwierdzily badania roslin ze stanowisk naturalnych

(artykut w przygotowaniu do druku).

Wielofunkcyjna rola wakuoli w odpowiedzi roslin na czynniki stresowe

W pracy przegladowej Wajcik M. 2009. Vacuole as a multifunctional compartment in

plant responses to stress factors, W: “Compartmentation of Responses to Stresses in Higher

Plants, True or False”, Maksymiec W. (Red.), Transworld Research Network, Kerala, India,

91-123 zebrano i1 podsumowano stan wiedzy odnos$nie specyficznych i wspdlnych
mechanizméw obronnych roslin w warunkach réznych stresoéw srodowiskowych, takich jak:
uszkodzenia przez zwierzeta ro$linozerne, atak patogendéw, stres solny, ksenobiotyki,
promieniowanie UV, nadmiar $wiatla i ozonu, a takze metale ci¢zkie.

Wakuola moze zajmowac¢ 80-90% objetosci dojrzatej komorki roslinnej, co sprawia,
ze jest ona gldwnym przedzialem magazynujacym roznorodne substancje (jony
nieorganiczne, produkty metabolizmu pierwotnego i wtornego, niektore enzymy), ktore sg
niezbedne do prawidlowego funkcjonowania komodrki w warunkach normalnych i w
sytuacjach stresowych. W wakuoli sg réwniez odkladane substancje toksyczne pobrane z
otoczenia (nadmiar soli, ksenobiotyki i ich metabolity, metale ciezkie). W funkcjach tych
istotng role peilnig bialkowe transportery (kanaty, przenosniki, pompy) zlokalizowane w
blonie wakuolarnej — tonoplascie, ktore posrednicza w odkladaniu substancji w wakuoli lub
ich uwalnianiu z wakuoli do cytoplazmy.

Zaro6wno nadmiar metali niezb¢dnych do prawidlowego wzrostu i rozwoju roslin
(mikroelementy: Fe, Zn, Mn, Cu, Co), jak i juz niewielkie stezenia metali nie peligcych
zadnych funkcji w metabolizmie ro$lin (Cd, Pb, Hg), powoduja powazne zakldcenia
procesdw metabolicznych. Toksyczno$¢ metali wynika gldownie z ich wigzania z grupami
funkcyjnymi biatek strukturalnych i enzymatycznych (-SH, -COOH), zastgpowania innych
niezbednych metali w centrach katalitycznych enzymoéw 1 generowania reaktywnych form

tlenu. Dlatego niezwykle istotne dla rosliny jest wyeliminowanie wolnych jonow metali z

21



cytoplazmy, co odbywa si¢ poprzez ich wigzanie z ré6znymi ligandami w cytoplazmie a
nastgpnie transport takich kompleksow, jak rowniez wolnych jonéw do wakuoli.
Zidentyfikowano szereg transporterow uczestniczacych w przenoszeniu do wnetrza wakuoli
wolnych jonéw metali (np. CAX2 - Cd*/H* antyporter, MTP — Zn, Cd, Ni, Co, Mn),
kompleksow metali z ligandami (np. AtMRP3 - dla kompleksow Cd z GSH i PC, ZIF1 — dla
kompleksow Zn prawdopodobnie z kw. organicznymi), jak réwniez wolnych ligandow (np.
specyficzny anionowy kanat dla jablczanu, AttDT — jablczan). W kwasnym pH wakuoli,
metale tworzg trwate kompleksy z fitochelatynami (tzw. HMW — ang. high molecular weight
complex - Cd), kwasami organicznymi (gt. cytrynowym i jablkowym — Zn, Ni, Cd), fityng
(Zn, Cd), nikotianaming (Fe) czy ferrytyna (Fe, Cd, Cu, Zn). Nie zawsze wakuola jest
docelowym miejscem odktadania metali. W przypadku zapotrzebowania na mikroelementy,
takie jak: Fe, Mn, czy Zn, moga one by¢ przenoszone z powrotem do cytoplazmy, np. poprzez
funkcjonowanie przenos$nika AtNRAMP3, ktory moze réwniez posredniczy¢ w transporcie

jonéw Cd z wakuoli.

Najwazniejsze osiagniecia prezentowanych badan

- Adaptacja roslin, spontanicznie kolonizujacych sktadowiska odpadow z wydobycia i
przetworstwa rud Zn i1 Pb, do wzrostu w srodowiskach zawierajacych ekstremalnie wysokie
stezenia Zn, Pb 1 Cd, wynika z wyksztalcenia w nich strategii unikania pobierania i/lub
translokacji metali do czesci nadziemnych (,,metal excluders”). Swiadcza o tym bardzo niskie
wspotczynniki bioakumulacji metali w roslinach oraz brak istotnych korelacji migdzy
zawarto$cig metali w roslinach 1 glebie.

- Stosunkowo niewielkie ilo$ci metali, akumulowane w organach nadziemnych ro$lin
zasiedlajacych haldy metalono$ne wskazuja, ze rosliny te nie stanowia istotnego zrdodla
przenikania metali do tancucha pokarmowego, dlatego moga by¢ uzyteczne w rekultywacji
terenow zdegradowanych w wyniku dziatalnos$ci gorniczo-hutniczej.

- Analiza catkowitej badZz ekstrahowalnej puli metalu w podlozu nie odzwierciedla
biodostepnosci tego metalu dla roslin 1 moze mie¢ tylko drugorzedne znaczenie w ocenie
ryzyka ekologicznego. Duzo bardziej miarodajne jest okreslenie st¢Zzenia metali w organach
nadziemnych roslin tworzacych zbiorowiska na danym terenie.

- Zaden z gatunkow, zidentyfikowanych na skladowiskach odpadéw cynkowo-olfowiowych,
nie wykazywal cech uzytecznych w fitoekstrakcji. Natomiast kilka gatunkow roélin,

charakteryzujacych si¢ niska bioakumulacja metali i tworzacych zwarta pokrywe ro$linng,
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moze mie¢ znaczenie dla fitostabilizacji terenéw zanieczyszczonych w ekstremalnie wysokim
stopniu metalami, w tym sktadowisk odpadéw gorniczo-hutniczych, niezaleznie od rodzaju
czy wieku odpadu.

- Roédliny Dianthus carthusianorum wykazywaty genetycznie utrwalone morfologiczne
przystosowania do wzrostu na haldzie odpadéw cynkowo-olowiowych, wyraznie
odrézniajace je od roslin z terenéw niezanieczyszczonych metalami. Analiza zrdznicowania
genetycznego migdzy populacjami potwierdzitla wyksztalcenie odrgbnego ekotypu roslin
hatdowych, nazwanego ekotypem galmanowym.

- Zmienno$¢ genetyczna ws$rod osobnikow haldowej 1 referencyjne; populacji D.
carthusianorum byta na podobnym poziomie, co wyklucza wystgpienie zjawiska ,,bottleneck
effect”, czyli ograniczenia rdéznorodno$ci genetycznej podczas adaptacji do skrajnie
niekorzystnych warunkéw wzrostu na hatdzie.

- Rosliny haldowe D. carthusianorum wykazywaty wigksza niz rosliny populacji
referencyjnej tolerancje na obecno$¢ toksycznych stezen Zn, Pb i Cd w kulturach
hydroponicznych i w glebie. Wskazuje to na wyksztalcenie utrwalonych genetycznie
przystosowan do wzrostu w S$rodowiskach zanieczyszczonych metalami (tolerancja
adaptacyjna). Wysoki poziom tolerancji konstytutywnej, stwierdzony w tym gatunku, a
zwlaszcza wysoka tolerancja adaptacyjna ekotypu galmanowego, czyni go potencjalnie
uzytecznym w rekultywacji terendw zanieczyszczonych metami.

- Doswiadczenia hydroponiczne wykazaly, ze ani fitochelatyny, ani kwasy organiczne nie sa
odpowiedzialne za zwigkszong tolerancje na Zn, Pb i Cd roslin hatdowych, zaadaptowanych
do podwyzszonych zawarto$ci metali w Srodowisku wzrostu.

- Fitochelatyny pehig role w detoksyfikacji Cd i tolerancji na Cd w roslinach o podstawowym
poziomie tolerancji (A. thaliana, D. carthusianorum ekotyp z terendow niezanieczyszczonych).
W roslinach zaadoptowanych do wzrostu na podlozach zawierajacych wysokie st¢zenia
metali (T. caerulescens, D. carthusianorum ekotyp galmanowy), inne mechanizmy
odpowiadajg za ich zwigkszong tolerancje na ten cytotoksyczny pierwiastek.

- Wysoki poziom kwasow organicznych w roslinach T. caerulescens zasiedlajacych tereny
metalonosne oraz w ro$linach D. carthusianorum uprawianych na glebie hatdowej wskazuje
na ich udziat w adaptacji do wysokich stezeh metali w podiozu w warunkach stresu
chronicznego.

- Badania mechanizméw tolerancji w roslinach uprawianych w warunkach stresu ostrego 1

chronicznego daja odmienne wyniki, dlatego, aby w pelni pozna¢ i zrozumie¢ mechanizmy
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adaptacji roslin to podwyzszonych st¢zen metali w srodowisku, niezbedne jest prowadzenie

badan na roslinach w ich naturalnych stanowiskach (in situ).
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V. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Rownolegle do badan przedstawionych powyzej, ktore stanowily podstawe
osiaggniecia naukowego, prowadzitam lub uczestniczytam w réznorodnych innych badaniach

naukowych, dotyczacych nastgpujacych problemoéow badawczych:

- Mechanizmy tolerancji roslin Arabidopsis thaliana w stresie indukowanym miedzig

Miedz (Cu) jest waznym mikroelementem niezbednym w metabolizmie roslin, jednak
ze wzgledu na jej duza reaktywnos¢, juz niewielki nadmiar tego pierwiastka prowadzi do
powaznych zaburzen proceséw fizjologicznych. W roslinach Arabidopsis thaliana objawiaty
si¢ one zahamowaniem wzrostu, chlorozg i1 nekrozg li§ci, zmianami w morfologii 1 anatomii
korzeni oraz wyraznymi zmianami w strukturze i ultrastrukturze chloroplastow. Objawy te
bylo bezposrednio lub posrednio zwigzane ze stwierdzonymi zaki6ceniami jasnej i ciemnej
fazy fotosyntezy, nasilong peroksydacja lipidow 1 generowaniem stresu oksydacyjnego w
roslinach. Fitochelatyny nie byly zaangazowane w detoksyfikacj¢ nadmiaru Cu w roslinach,
prawdopodobnie na skutek utlenienia GSH do GSSG (dwusiarczek glutationu) i
niewystarczajagcego poziomu GSH do syntezy PC. Zmiany poziomu GSH w roslinach,
indukowane zastosowaniem BSO (inhibitor syntezy GSH), egzogennego GSH (zwigkszenie
poziomu GSH) lub jasmonianu metylu (czgsteczka sygnalowa, m.in. stymulujgca ekspresje
genoOw odpowiedzialnych za synteze¢ GSH) wskazywaty, ze GSH nie jest bezposrednio
zaangazowany w detoksyfikacje jonéw Cu, natomiast moze pelni¢ wazng rolg w neutralizacji
wywolanych Cu negatywnych skutkoéw stresu oksydacyjnego, np. poprzez sprawne dziatanie
cyklu askorbinianowo-glutationowego.

Wyniki tych badan zostaly zaprezentowane w nastepujacych publikacjach:

e Wojcik M., Tukiendorf A. 2003. Response of wild type of Arabidopsis thaliana to
copper stress. Biol. Plant. 46, 79-84;

e Maksymiec W., Wajcik M., Krupa Z. 2007. Variation in oxidative stress and
photochemical activity in Arabidopsis thaliana leaves subjected to cadmium and
excess copper in the presence or absence of jasmonate and ascorbate. Chemosphere
66, 421-427,

o Wijcik M., Pawlikowska-Pawlega B., Tukiendorf A. 2009. Physiological and
ultrastructural changes in Arabidopsis thaliana as affected by changed GSH level and
excess Cu. Russ. J. Plant Physiol. 56 (6), 820-829.
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- Wplyw selenu i krzemu na toksyczno$¢ metali w roslinach
Toksyczno$¢ Pb lub Cd w roslinach moze by¢ modyfikowana obecnoscig innych
pierwiastkow, np. selenu (Se) lub krzemu (Si) w $rodowisku wzrostu, przy czym, W
zalezno$ci od st¢zenia tych pierwiastkOw, moga one wywiera¢ pozytywny badz negatywny
wptyw na ro$liny. Niskie stezenia Se (1,5 uM NaySeOs) znosity toksyczno$¢ Pb w roslinach
Vicia faba L. minor (czemu towarzyszyta obnizona produkcja anionorodnika nadtlenkowego i
zwigkszona synteza zwigzkdéw tiolowych), natomiast wyzsze stezenia Se (6 uM) nasilaty stres
oksydacyjny w ro$linach traktowanych Pb (poprzez zwigkszenie peroksydacji lipidow i
produkcji anionorodnika nadtlenkowego). Obecnos$¢ Se tagodzita rowniez negatywne skutki
dziatania Cd na rosliny Cucumis sativus L., w tym przypadku rowniez obserwowano
antyoksydacyjne dziatanie Se, przejawiajace si¢ obnizeniem peroksydacji lipidow i
zwigkszeniem stabilno$ci blon biologicznych. Ponadto, w badaniach tych po raz pierwszy
wykazano, ze obecno$¢ Se obniza syntez¢ PC w roslinach traktowanych Cd. Prawdopodobnie
bylo to spowodowane podstawieniem Selenu w miejsce siarki w grupach funkcyjnych
cysteiny, a zastgpienie cysteiny selenocysteing, np. w centrum Kkatalitycznym syntazy
fitochelatynowej, obnizylo produkcje PC. Obecno$¢ Si w pozywce wywierala korzystny
wplyw na wzrost roslin Zea mays L., natomiast nie wplywala w istotny sposob na
toksycznos¢ Cd w roslinach. Obserwowano przy tym hamujace dzialanie Si na pobieranie i
akumulacje Cd w korzeniach, co bylo réwniez przyczyng obnizonej akumulacji PC w
korzeniach ros$lin traktowanych Cd.
Wyniki powyzszych badan zostaty opisane w nast¢pujacych publikacjach:
e Mroczek-Zdyrska M., Wajcik M. 2012. The influence of selenium on root growth and
oxidative stress induced by lead in Vicia faba L. minor plants. Biol. Trace Elem. Res.
147, 320-328;
e Hawrylak-Nowak G., Dresler S., Wajcik M. 2014. Selenium affects physiological
parameters and phytochelatins accumulation in cucumber (Cucumis sativus L.) plants
grown under cadmium exposure. Sci. Hortic. 172, 10-18;
e Dresler S., Wéjcik M., Bednarek W., Hanaka A., Tukiendorf A. 2015. The effect of
various silicon concentrations on maize growth and the response to cadmium stress,
Russ. J. Plant Physiol. 62 (1), 86-92.

- Tolerancja na Cd roslin Echium vulgare L. pochodzacych ze skladowisk odpadéw

cynkowo-otowiowych i z terenow niezanieczyszczonych
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Dwie populacje Echium vulgare, pochodzace z terenéw metalonosnych, wykazywaty
mniejszg wrazliwos¢ na toksyczne dzialanie Cd niz populacja referencyjna. Zawartosé
kwasow organicznych (winowego, jabtkowego, cytrynowego, bursztynowego) zazwyczaj nie
zmieniala si¢ pod wplywem akumulacji Cd w ro$linach i byla podobna w roslinach
hatldowych i referencyjnych, co sugeruje, ze nie sg one zaangazowane w detoksyfikacj¢ jonow
Cd ani w tolerancje na Cd. Akumulacja PC byla wigksza w korzeniach ro$lin pochodzacych
ze sktadowisk odpadow, co moze wskazywac na ich rolg w zrdznicowanej tolerancji na Cd
wsrod badanych populacji.

Wyniki badan zostaty opisane w artykule:

e Dresler S., Bednarek W., Wgjcik M. 2014. Effect of cadmium on selected physiological
and morphological parameters in metallicolous and non-metallicolous populations of
Echium vulgare. Ecotoxicol. Environ. Safe. 104, 332-338.

- Akumulacja peptydéw tiolowych i kwaséw organicznych w roslinach spontanicznie
zasiedlajacych skladowiska odpadéw cynkowo-olowiowych

Analizowano kilka gatunkéw roslin (Daucus carota, Reseda lutea, Silene vulgaris,
Echium vulgare, Dianthus carthusianorum, Armeria maritima), wystepujacych w wyniku
naturalnej sukcesji na trzech sktadowiskach odpadéow Zn-Pb w potludniowej Polsce oraz
dodatkowo kilka gatunkow roslin (Thlaspi caerulescens, A. maritima, S. vulgaris) z terenéw 0
podobnym stopniu zanieczyszczenia metalami w Plombiéres w Belgii, jak rowniez populacje
tych gatunkow z terenéw niezanieczyszczonych w okolicach Lublina. Wykazano brak
istotnych réznic w akumulacji kwasow organicznych (jabtkowego 1 cytrynowego) pomiedzy
haldowymi i referencyjnymi populacjami D. carota, R. lutea, S. vulgaris, E. vulgare i D.
carthusianorum lub nawet wigkszg zawarto$¢ tych zwigzkéw w roslinach populacji
referencyjnych, szczegélnie w przypadku A. maritima. Wyniki te sugeruja, ze kwasy
organiczne nie s zaangazowane w adaptacje tych gatunkow do zasiedlania skladowisk
odpadéw cynkowo-otowiowych. Natomiast istotnie wicksze st¢zenia kwasow organicznych
wystepowaly w hatdowej populacji T. caerulescens z Plombiéres w poréwnaniu z populacja
referencyjng Thlaspi arvense (poniewaz T. caerulescens nie wystepuje na terenach
niezanieczyszczonych metalami, blisko spokrewniony z nim gatunek T. arvense uznawany
jest w wielu badaniach jako gatunek referencyjny), co wskazuje, ze w tym gatunku kwasy
organiczne moga petni¢ pewna rolg w przystosowaniu do wzrostu w $rodowisku
wzbogaconym w metale. W cze¢s$ciach nadziemnych zadnego sposrod badanych gatunkéw nie

stwierdzono akumulacji PC, zatem peptydy te nie pelig roli w adaptacji tych roslin do
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wzrostu i rozwoju na sktadowiskach odpadow. Natomiast istotnie wyzsza zawartos¢ GSH w
populacjach haldowych wskazuje na jego potencjalng role w przystosowaniu roslin do
wzrostu w obecno$ci ekstremalnie wysokich zawarto$ci metali w $rodowisku, albo przez
bezposrednie wigzanie jonéw metali, albo przez udzial w fagodzeniu stresu oksydacyjnego.

Wyniki tych badan zostaly opisane w raporcie merytorycznym z realizacji grantu
MNISW (Wajcik 2012), zostaly przedstawione w 4 doniesieniach konferencyjnych, a w
chwili obecnej sg przygotowywane do druku.

Sumaryczny Impact Factor przedstawionych powyzej publikacji, w ktérych opisano
pozostale osiggnigcia naukowo-badawcze, nie wiaczane do osiggnigcia stanowigcego
podstawe postepowania habilitacyjnego, wynosi 15,877 (IF zgodny z rokiem publikacji; 1F2014
— 21,722). Sumaryczna liczba punktow MNiSW (zgodnie z aktualng punktacjg z dnia
31.12.2014) wynosi 305.

VI. Inne realizowane obecnie zadania badawcze

Ponizej przedstawitam realizowane obecnie przeze mnie zagadnienia badawcze,

bedace na réznym stopniu zaawansowania prowadzonych badan:

- Okreslenie sprawnosci aparatu fotosyntetycznego oraz wybranych parametréw stresu
oksydacyjnego w roslinach Dianthus carthusianorum, pochodzacych z hatd
metalono$nych i terenéw niezanieczyszczonych metalami, poddanych dziataniu Zn,
Pb lub Cd (wyniki badan sg przygotowywane do publikacji).

- Lokalizacja Cd (oraz Pb i Zn) w korzeniach i li§ciach roslin Dianthus carthusianorum
i innych ro$lin hatdowych z wykorzystaniem metod histochemicznych, ablacji
laserowej oraz mikroanalizy rentgenowskiej (EDX).

- Morfologiczny, fizjologiczny i genetyczny polimorfizm w hatdowych i referencyjnych
populacjach roslin Echium vulgare i Daucus carota oraz wewnatrzkomorkowe
mechanizmy tolerancji Zn, Pb i Cd w tych populacjach (jeden artykut naukowy
wystany do druku).

- Akumulacja peptydow tiolowych i kwaséw organicznych w wybranych gatunkach
roslin hatdowych (Biscutella laevigata, Silene vulgaris) uprawianych hydroponicznie

w obecnosci Cd.
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- Poréwnanie wrazliwo$ci na Cd, wewnatrzkomorkowych mechanizméw detoksyfikacji
Cd oraz sprawnosci aparatu fotosyntetycznego w roslinach Thlaspi caerulescens i
Thlaspi arvense (wyniki badan sg przygotowywane do druku).

- Ocena skazenia metalami cigzkimi gleb i ro§lin uprawnych w najblizszym otoczeniu
sktadowisk odpadéow z wydobycia rud cynku i olowiu na Gornym Slasku (zadanie
badawcze realizowane we wspolpracy z Zakladem Botaniki Systematycznej
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, Zakladem Gleboznawstwa i Ochrony Gleb
UMCS w Lublinie oraz Hasselt University, Belgia).

- Analiza akumulacji peptydow tiolowych w roslinach Arabidopsis thaliana typu
dzikiego oraz mutantach z zaburzong syntezg GSH lub askorbinianu (badania

realizowane we wspodtpracy z Hasselt University, Belgia).

VII. Dalsze perspektywy badawcze

W  przyszlosci zamierzam kontynuowaé interdyscyplinarne badania dotyczace
roslinnos$ci spontanicznie zasiedlajacej sktadowiska odpadoéw metalono$nych.
Przeprowadzone do tej pory badania wskazuja, ze wewnatrzkomérkowe ligandy nie sg
odpowiedzialne za adaptacje roslin do wysokich stezen metali w srodowisku wzrostu, dlatego
w dalszych badaniach planuje poszukiwanie alternatywnych mechanizméw detoksyfikacji i
tolerancji metali, takich jak depozycja w $cianie komorkowej, sekwestracja w wakuoli czy
ekskrecja lub depozycja w trichomach. W badaniach tych zamierzam wykorzystaé
nowoczesne metody okreslania wewngtrzkomorkowej lokalizacji oraz specjacji metali.
Interesujacym zagadnieniem, ktore rowniez zamierzam realizowaé, jest badanie zmian
anatomicznych, utrudniajacych migracje metali w apoplascie i ich przenikanie do wnetrza
komorki, takich jak tworzenie dodatkowej warstwy endodermy oraz wzmozone odkladanie
ligniny, pektyn lub suberyny w $cianach komorkowych w odpowiedzi na obecno$¢ metali.
Badania te bgda prowadzone na gatunkach ro$lin hatdowych analizowanych dotychczas oraz
na innych gatunkach, ktore okaza si¢ interesujace pod katem ich przystosowan, w tym
jedynym wystepujacym w Polsce hiperakumulatorze Zn i Cd — Arabidopsis halleri.
Trudne warunki siedliskowe, takie jak wystepujace na hatdach metalono$nych,
wplywaja na inicjacj¢ alternatywnych szlakoéw metabolicznych, prowadzacych do akumulacji
wtornych metabolitow roslinnych, korzystnych dla ros$lin w ich adaptacji do Srodowiska.

Planuj¢ zatem poszerzy¢ swoje zainteresowania badawcze o zagadnienia akumulacji w
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roslinach substancji biologicznie czynnych, istotnych pod wzgledem przystosowan do
wysokich zawarto$ci metali w podtozu, jak rowniez o potencjalnym znaczeniu uzytkowym w
przemysle farmaceutycznym 1 spozywczym. Analiza wybranych gatunkéw roslin,
wystepujacych na sktadowiskach odpadéw cynkowo-olowiowych, pozwoli byé moze na

selekcje ekotypow cennych z punktu widzenia sktadu fitochemicznego.
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