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1. Imi¢ i Nazwisko: Stawomir Dresler

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2005

2009

Studia podyplomowe

2009 - 2010

2011 - 2012

2012 - 2013

Tytut zawodowy magister irnzynier rolnictwa

Akademia Rolnicza w Lublinie, Wydziat Rolniczy —ekunek
rolnictwo, Katedra Chemii Rolnej Srodowiskowej. Praca
magisterska pt. ,Azot mineralny w glebach Lubelyzcw’”,
promotor — prof. dr hab. Wiestaw Bednarek

Stopien doktora nauk rolniczych w zakresie ksztattowania
srodowiska — chemiasrodowiska

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat
Agrobioinzynierii, Katedra Chemii Rolnej iSrodowiskowe;.
Praca doktorska pt. ,,Oddziatywanie czynnikow przimaczych

I antropogenicznych na wygtowanie mineralnych form azotu w
glebie”, promotor — prof. dr hab. Wiestaw Bednarek

Studia podyplomowe ,Biologia molekubdin Uniwersytet
Jagielloski, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii,
Krakow

Studia podyplomowe ,Menad dla nauki i biznesu”, Wagza
Szkota Ekonomii i Innowacji w Lublinie, Lublin

Studia podyplomowe ,Ksztatcenie kadkgdemickiej do roli
wyktadowcow przedmiotuOchrona wihasnéci intelektualnej
Uniwersytet Marii  Curie-Sktodowskiej, Wydziat Biajo
i Biotechnologii, Lublin
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2015 - 2016 Studia podyplomowe »Ziotoznawstwo”, warsytet
Rzeszowski, Zamiejscowy Instytut Biotechnologii Siwvanej
i Nauk Podstawowych Uniwersytetu Rzeszowskiego wyhe
Werynia

Wazniejsze kursy i szkolenia

2010 Kurs podstawowy nowoczesnej chromatografii caoeve;.
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Komisja Analizy
Chromatograficznej Komitetu Chemii Analitycznej PANS5-
19.02.2010, Lublin

2011 Training included operation, data procesaimgj maintenance of
scanning electron microscope VEGA LMU and microgsial
EDS system INCA, 12.-13.05.2011, Lublin

2011 Kurs — Podstawy techniki real-time PCR, AA tBahnology,
12-13.09.2011, Gdynia

2011 Kurs — Wykrywanie mutacji punktowych, AA Bioteology,
14-15.09.2011, Gdynia

2012 Kurs — Ekologia molekularna. ,MBS” Serwis dkaologii
molekularnej, Muzeum i Instytut Zoologii PAN, 24-23.2012,
Warszawa

2012 Seminarium Perlan Technologies, LCMS i GCM3j- 2

27.09.2012, Warszawa

2014 Seminarium Perlan Technologies LCMS i GCMS,- 21
22.10.2014, Jachranka

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednstkach naukowych

Od 01.10.2009 roku do chwili obecregdiunkt
Zaktad Fizjologii Rglin, Instytut Biologii i Biochemii, Wydziat
Biologii i Biotechnologii (do wrzénia 2011 roku Instytut
Biologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi), Uniwenrget Marii

Curie-Sktodowskiej w Lublinie
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4. Wskazanie osjgniecia naukowego

a) Tytut osiagniecia naukowego:

Mechanizmy adaptacyjne populacjiEchium vulgare L. zasiedlapcych skladowiska
odpaddw z wydobycia i przerobu rud galmanowych

b) Publikacje wchodzce w skiad osigniecia naukowego(przy kazdej pozycji podano
punktacg MNiISW wg ujednoliconego wykazu czasopism z dn.02&2017, sredni
piccioletni wskanik IF z roku 2015 oraz liczbcytowar wg bazy WoS z dnia 24.05.2017)

1.

Dresler S, Bednarek W., Wéjcik M. 2014. Effect of cadmium selected physiological
and morphological parameters in metallicolous amh-metallicolous populations of
Echium vulgareL. Ecotoxicology and Environmental Safety, 104: 3&8 (MNiSW: 30;
IF: 3,246; liczba cytowa 10).

Dresler S, Kubrak T., Bogucka-Kocka A., Szymczak G. 201&tddmination of shikonin
and rosmarinic acid ifechium vulgareL. and Echium russicuml.F. Gmel. by capillary
electrophoresis. Journal of Liquid Chromatographyré&lated Technologies, 38: 698-701
(MNiSW: 15; IF 0,755; liczba cytow& 6).

Dresler S, Tyrka M., Szeliga M., Ciura J., Wielbo J., W&jdil., Tukiendorf A. 2015.
Increased genetic diversity in the populatiofcohium vulgard.. colonisinig Zn-Pb waste
heaps. Biochemical Systematics and Ecology, 6B&@8MNiSW: 15; IF: 1,199; liczba
cytowani: 5).

Dresler S, Kubrak T., Rutkowska E., GagM., Bogucka-Kocka A.Swieboda R., Wojcik
M. 2016. Comparison of analytical methods in chemiwim fingerprinting of metallicolous
and non-metallicolous populations Bfhium vulgare.. Phytochemical Analysis, 27: 239-
248 (MNiISW: 30; IF: 2,480; liczba cytowa?).

Dresler S, Rutkowska E., Bednarek W., Stanistawski G., kkbf., Bogucka-Kocka A.,
Wojcik M. 2017. Selected secondary metabolite&@hium vulgareL. populations from
nonmetalliferous and metalliferous areas. Phytodsteyn 133: 4-14 (MNiSW: 35; IF:
3,218; liczba cytowa 1).

Dresler S, Szymczak G., Wojcik M. 2017. Comparison of soseeondary metabolites
content in the seventeen species of the Boragieafesaily. Pharmaceutical Biology, 55:
691-695 (MNISW: 20; IF: 1,242).
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7. Dresler S, Bednarek W., Hawrylak-Nowak B., Wojcik M. 2017.okphometric and
phytochemical profile of seeds of metallicolous amahmetallicolousEchium vulgare
populations. Biochemical Systematics and Ecolo@y304-310 (MNiSW: 15, IF: 1,199).

8. Dresler S, Wojciak-Kosior M., Sowa ., Stanistawski G., BanyWojcik M. 2017. Effect
of short-term Zn/Pb or long-term multi-metal stress physiological and morphological
parameters of metallicolous and nonmetallicol&chium vulgareL. populations. Plant
Physiology and Biochemistry, 115: 380-389 (MNiSVE; 8§ 3,434)

Wszystkie prace, sktadgie s¢ na osigniccie naukowe, zostaty opublikowane w
czasopismach z bazy JCR, ich sumarycamyini 5- letni Impact Factor (IF) wynosi
16,773(suma IF zgodnie z rokiem opublikowania 15,15Imaryczna liczba punktow
MNiISW — 195 a liczba cytowa 24 (na dzié 24.05.2017). We wszystkich wej
wymienionych  publikacjach  jestem pierwszym autorenoraz  autorem
korespondencyjnym, a moj wkiad w ich powstanie wsfnod 65 do 90%, co
potwierdzag oswiadczenia wspoétautorow (zaiznik nr 4). Bylem autorem koncepciji
bada, petnitem wiodca role w planowaniu, organizacji i wykonaniu faadcze,
przystosowaniu aparatury naukowej do dlaeych analiz oraz modyfikacji i
doskonaleniu metod badawczych. Bylem réwneutorem graficznych opracowa
wynikéw, interpretacji danych dwiadczalnych oraz odpowiadatem za przygotowanie
tekstow prac do publikacji.

Informacje na temat wktadu wspétautorow w przygaowe publikacji § zawarte w
zalczniku nr 4 — Gwiadczenia wspotautoréw.

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i oggnietych wynikbw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Sktadowiska odpadoéw z wydobycia i przerobu rudrgalowych, bogatych w Zn i
Pb (hatdy galmanowe), stanawszczegolnerodowisko dla zasiedlagych je ralin.
Obszary takie charakteryaugic obecndcig gatunkow reélin o podwy.szonej toleranciji
na wystpujace tu abiotyczne stresyrodowiska, ktére stwarzaj ekstremalnie
niekorzystne warunki wzrostu i rozwoju na tych tereh. Wysoka zawardé metali

ciezkich w podi@u i zwigzane z tym jego zasolenie, niska zasdbnpodiaza w
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skladniki mineralne i materi organicze, niska wilgotné¢ podiaza oraz silne
nastonecznienie i dzialanie silnych wiatréw, injgjuprocesy naturalnej selekciji
prowadzce do wyksztatcenia populacji m o unikalnych cechach. Niektore
populacje rélin wystepujacych na hatdach galmanowych, gugiclty, w wyniku
proceséw mikroewolucyjnych, wysoki poziom specjatiz, co skutkowato powstaniem
odrebnych ekotypow, tzw. ekotypdéw galmanowych (Wierkhid Rostaski 2002).
Procesy prowadze do nabycia tolerancji na metalezkie przez réliny wystepujace
na obszarach zanieczyszczonych metalami mogty¢twdakilku do 150 lat (Bone i
Farres 2001).

Gatunki ralin wystepujace na terenach metalaimych, ze wzgldu na osignicty
stopiev adaptacji, mgemy zalicz¢ do dwdch grup: metalofitow — §iin Scisle
zwigzanych z glebami o wysokiej zawaito metali oraz pseudometalofitow —slio
zasiedlagcych zaréwno gleby skane, jak isrodowiska niezanieczyszczone metalami
ciezkimi (Baker 1981). Niezalaie od osignictego poziomu przystosowania do
wzrostu w warunkach wysokichegen metali w podtau, rasliny zasiedlagce tereny
skazone metalami charakteryaujsic podwyszonym progiem tolerancji na inne
czynniki stresowe oddziatywage na hatdach. U niektérych gatunkow zasiediah
hatdy (m.in.Biscutella laevigata, Silene vulgaris, Dianthus tbaisianorun), przejawia
si¢ to w r@nicach morfologicznych madzy nimi, a rélinami rosmcymi na terenach
nieskaonych metalami eizkimi. Rasliny z obszarow metalosaych charakteryzygjsie
cechami kseromorficznymi, redukcpiomasy czsci nadziemnych, przyspieszeniem i
wydtuzeniem fazy generatywnej oraz wzrostem pléocn¢tzw. strategiazyciowa typu
). Cechy te, w padczeniu z wyszy tolerancy na metale eizkie, byty widoczne i
utrzymywaty s¢ w kolejnych pokoleniach #&in uprawianych w kontrolowanych
warunkach (Wdjcik i in. 2017). Dodatkowych dowoddpatwierdzagcych odebnas¢
populacji niektérych gatunkow $fin wystepujacych na obszarach hatd galmanowych,
dostarczaj badania markeréw genetycznych. Poréwnanie molekyth markerow
roslin ekotypdw galmanowych z §bnami populacji z obszarOw niezanieczyszczonych,
wskazato nie tylko na dymorfizm genetyczny pedaly populacjami, ale rownieozny
poziom wewRtrzpopulacyjnego zumicowania genetycznego (Wojcik i in. 2013).

Nalezy zwréci uwag, ze u poszczegoélnych gatunkéw, ekotypow, czypgepulacji
obserwuje s zrGznicowany poziom tolerancji na stres zZmany z nadmiarem metali w
podiazu. Rd&nice te wysipuja pomidzy gatunkami i & uwarunkowane ich

zroznicowary odporndcia konstytutywra — wynikapcg ze zmian adaptacyjnych.
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Notuje s¢ takze razny poziom odporngi indukowanej — bdacej wynikiem procesow
dostosowywania siroslin do niekorzystnych warunkéérodowiskowych. Odpornig
roslin (ang.stress resistangaa wysolg zawartd¢ metali cezkich w podiczu maze byé
wynikiem procesow sktadajych s¢ na dwie strategie. Jedna z nich (astress
avoidancg obejmuje procesy polegage na unikaniu stresu metaliegkich poprzez
blokowanie ich transportu do symplastu i utrzymamnskiej ich zawartéci w tkankach,
pomimo wysokiej zawartai w glebie. Strategia ta realizowana jestgazy innymi,
dzieki strukturalnym modyfikacjordciany komoérkowej (intensywna produkcja kalozy,
celulozy i ligniny) oraz zmianom przepuszczairiobtony komorkowej, ktore to
procesy prowadg do zatrzymywania jondw w apoptde, ograniczeniu pobierania
poprzez zmniejszenie biodephadsci metali (chelatowanie metali przez skiadniki
eksudatow korzeniowych), czy tworzeniu barier medatmnych zmniejszagych
kontakt jonéw metali z korzeniami (intensywne wyanie mukopolisacharyddéw).
Duze znaczenie w ograniczeniu pobierania metajzkith map rowniez procesy
alkalizacji ryzosfery lub tworzenia warunkéw spmggeych powstawaniu  mniej
dostpnych, utlenionych  form metali. Poza tym sloy, poprzez wydzieliny
korzeniowe promuace wzrost mikroorganizméw w ryzosferze oraz spiagg
mikoryzie, wptyway na biologiczg immobilizacg metali, jak i na ograniczenie
negatywnych skutkbw zwtanych z nisk zasobnécia podiaza lub susz (Manara
2012).

Mimo ze wielu fizjologbw uwaa strategi unikania stresu metali gakich za
dominupca w adaptacji rélin do tego czynnika stresowego, badania nad
mechanizmami drugiej strategii (angstress tolerancge rozwijaja sSie bardzo
dynamicznie od ponad 20 lat. Obejmwane 1/ poszukiwanie wewimzkomorkowych
(konstytutywnych i indukcyjnych) ligandow, ktére zez whzanie wnikagcych do
wnetrza komorek jonéw metali w kompleksy znacznie agzap ich toksycznéc, 2/
badania wewsgtrzkomérkowego transportu i sekwestracji jonow retigzkich lub ich
kompleksow w wakuoli, 3/ badania dlugodystansowetgansportu metali lub
metalokomplekséw oraz ich deponowanie w organaginnych (starsze dcie) lub w
epidermie czy jej strukturach (trichomy, aparatpakowe, struktury wydzielnicze) o
niskiej aktywndci metabolicznej lub umiiwiajacych ich usuricie, 4/ badania roli
enzymatycznych i nieenzymatycznych mechanizmow akistydacyjnych w toleranciji
na metale eizkie (Viehweger 2014).
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Wigzanie metali @izkich przez ligandy i transport takich kompleksow wakuoli,
gdzie metale $ deponowane, jest jednym z procesow ich wgmkomorkowej
detoksykacji. U rdin takimi ligandami g niskocasteczkowey-Glu-Cys peptydy,
ktorych synteza odbywa ¢siprzy udziale konstytutywnego enzymu - syntazy
fitochelatynowej — aktywowanego obeénia jonéw metali (C8', P, zZr?*, Cuf*,
Ag®, Hg', Au") (Grill i in. 1989). Substratem syntezy tych pefiiw jest tripeptyd
glutation lub jego homologi (m.in.: homoglutatiohydroksymetyloglutation), ktore
rowniez mog chelatowa jony metali cgzkich. Wewmngtrzkomorkowymi ligandami
jondw metali § tez niskocasteczkowe kwasy organiczne (zwilaszcza jabtkowy i
cytrynowy) oraz aminokwasy (histydyna, prolina, atiknamina), ktére oprécz
wewngtrzkomorkowej detoksykacji metali gikich uczestnicz w ich transporcie
ksylemowym (Rauser 1999).

Toksyczneé¢ metali cezkich zwigzana jest m.in. ze zwkszeniem podegy
reaktywnych form tlenu, czego przejawemuszkodzenia komoérek wywotane stresem
oksydacyjnym. W rélinach funkcjonuje szereg procesow pozwggch na
ograniczenie skutkéw tego stresu. Do najwejszych naleg: nieenzymatyczny system
antyoksydacyjny, w sktad ktorego wchadamiskoczsteczkowe zwjzki (kwas
askorbinowy, glutation, tokoferol, karotenoidy, ipehole) oraz enzymatyczne
mechanizmy antyoksydacyjne oparte na akty@ghoenzymow — dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazy glutationovpgroksydazy askorbinianowej,
reduktazy glutationowej (Manara 2012).

Ostatnie lata badanad zmianami metabolizmu i sokych zmian w odpowiedzi
roslin na stres metali ekkich, zwracag uwag na metabolity wtérne, ktorych znaczenie
w tolerancji streséw biotycznych i abiotycznychwierdzono wielokrotnie (Lavid i in.
2001, Chin i in. 2009, Ramakrishna i Ravishankar120Wykazanoze infekcje ralin
przez fitopatogeny oraz takie czynniki jak promemanie UV, zbyt wysoka lub niska
temperatura, susza, herbicydy, nadmiar lub niedalbdgzkow mineralnych w glebie,
czy uszkodzenia mechanicznegsto prowadz do wzmaonej syntezy metabolitow
wtérnych. Ze wzgldu na dua heterogeniczni tej grupy zwazkow, badania ich roli w
tolerancji r@glin na metale eizkie oparte $ na: 1/ ocenie zdoldoi metabolitow
roslinnych do chelatowania metali, 2/ okleniu ich wptywu na wzrost potencjatu
antyoksydacyjnego &bn, w tym aktywac§ enzymatycznych antyoksydantow, 3/
okresleniu ich udziatu w lignifikacjiscian komoérkowych (Kovék i Klejdus 2008,
Nourimand i Todd 2016). Obecnie usgask, ze obok powszechnie znanychlionych
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ligandow metali gjzkich (m.in. fitochelatyn, niskogsteczkowych kwasow
organicznych, niektérych aminokwaséw), istotne zeate w wjzaniu metali mog
mie¢ zwiazki polifenolowe (Lavid i in. 2000). Chin i in. (@) stwierdzili, ze
polifenole, a w szczegdlda taniny, odgrywaj istotrg role w wigzaniu i sekwestraciji
otowiu. Ponadto wskazujeesha rot polifenoli w ograniczaniu negatywnych skutkow
stresu oksydacyjnego. Ostatnie badania pokazig metabolity wtdrne nie tylko
bezpdrednio uczestnicgw usuwaniu wolnych rodnikéw tlenowych, ale zak jak w
przypadku alantoiny, w obecfm stresu metali megaktywowa enzymatyczny system
antyoksydacyjny (Nourimand i Todd 2016).

Procesy zwikszonej produkcji i akumulacji metabolitow wtornyplod wptywem
stresOw srodowiskowych mog mie¢ szczegblne znaczenie u gatunkowslimo
leczniczych (Rai i in. 2005, Nasim i Dhir 2010), potwierdzag wyniki wczesniejszych
bada wskazujce na wzmoong syntez hioscyjaminy uDatura stramonium(Furze i
in. 1991), alkaloidéw tropanowych Wétropa belladonna(Lee i in. 1998) oraz
ajmalicyny, w rélinach Catharanthus roseu&heng i Wu 2004).

Rdsling o pewnym potencjale leczniczym, wystijagca w murawie kserotermicznej
hatd galmanowych je&chium vulgard.. —zmijowiec pospolity. Jego ziele i konz®d
dawna g stosowane w medycynie ludowej jakmdek leczniczy na wiele schorze
Dzisiaj wiadomo, ze wiaciwosci te zwhzane § z wystpowaniem w rélinie
metabolitow wtoérnych, szczegdlnie alantoiny, gakbmi (ok. 8-12%), fitosteroli,
saponin, olejkow eterycznychsluzéw. Dodatkowo nasiona tej dmy sa bogate w
kwasy tluszczowe —y-linolowy-GLA Cig3 (n-6) oraz rzadko spotykany kwas
stearydonowy-SDA G4 (n-3) (Ozcan 2008). Mimo dego zainteresowania tym
gatunkiem jego fitochemia nie jest zbyt dobrze @meni dotychczas nie badano
wptywu tak zanieczyszczonego metalamiezkimi srodowiska, jakim s haldy
galmanowe, na produkcjmetabolitow wtornychE. vulgare co mogtoby dostarczy
informacji wytecznych dla farmakologii, przemystu ggwczego czy kosmetycznego.
Z powyzszego powodu wybrano gatun&kchium vulgare spontanicznie zasiedialy

polskie hatdy galmanowe na Goérnyitasku, jako obiekt badawczy.

Materiat ro slinny, metody i cele bada

Echium wvulgare L. jest dwuletnim hemikryptofitem naigcym do rodziny

Boraginaceae. Rbna zasiedla gleby piaszczyste, lekkie lub kanstniJako gatunek

8
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synantropijny wysipuje na stanowiskach ruderalnych, nasypach kolejbwgraz

hatdach odpadéw budowlanych. Gatunek ten spotykestytake na hatdach odpadéw
pochodacych z wydobycia i przerobu rud metali — haldachpsetynitowych oraz

galmanowych, gdzie towarzyszmu m.in.: Daucus carota, Pimpinella saxifraga,
Reseda lutea, Rumex acetosa, Silene vulgahisprzeciwigistwie do niektorych

gatunkow zaliczanych do tzw. ekotypdéw galmanowyEhyulgareporastajcy tereny

zanieczyszczone metalami edtimi nie r&ni sig cechami morfologicznymi i

anatomicznymi od ®bin zasiedlajcych obszary nieskane. Natomiast niekorzystne
warunki bytowania na hatldach metaléngch istotnie wptywaj na ograniczenie jego
wzrostu (Wojcik i in. 2017).

W prezentowanych badaniach wykorzystano trzy papell&chium vuglare Dwie
populacje zasiedlage hatdy odpaddw pochagtz/ch z wydobycia i przerobu rud cynku
i otowiu oraz jedna populacja referencyjna, ktgtanowity ra@liny porastajce tereny
niezanieczyszczone metalami ¢aiimi (populacja oznaczona jako NM -
nonmetallicoloug w okolicach Kazimierza Dolnegd51°1845"N; 21°2347"E).
Hatdowe populacje zlokalizowane byly w potudnioviRglsce na GornyrSlasku, na
dwoch sktadowiskach zraicowanych pod wzgblem wieku oraz wkxiwosci fizyko-
chemicznych. Pierwsza z hatdowych populacji wysie w PiekaractSlaskich na
stosunkowo miodym (30-letnim) skiadowiskwizli powstatych w wyniku przerobu
rudy galmanowej (populacja MP metallicolousPiekary) (50°1288'N; 18°5819'E),
druga populacja hatldowa wygpbwata na 90-letnim sktadowisku utworzonym w
wyniku grawitacyjnego wzbogacaniu 1 przerobu rud nkgywo-otowiowych,
zlokalizowanym w Brzezinact$laskich (populacja MB —metallicolous Brzeziny)
(50°2119"N; 19°0017"E). Cechami znamiennymi obu skiadowisks: ssilne
zanieczyszczenie metalamiegkimi (Zn, Pb, Cd), nieuregulowane stosunki wodne,
niska zasobn@& podiaza w material organiczny, zasadowy odczyn poato silne
nastonecznienie (doktadn charakterystyk warunkédw na w/w sktadowiskach

zamieszczono w pracy Dresler i in. 2016).

Cele bada:

Celem badabyto poznanie mechanizmow adaptacji populagjimcEchium vulgare
L. do ekstremalnie wysokich zawaito metali cezkich w podiczu hatd odpaddéw

pochodacych z wydobycia i przerobu rud cynku i otowiu.

9
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W szczegolnéci przeprowadzone badania miaty na celu:

1. Okredlenie poziomu genetycznego znicowania wewastrzpopulacyjnego oraz
pomiedzy badanymi populacjari. vulgare
2. Ocere tolerancji ra@lin uprawianych w warunkach ostrego stresu metaizkech
(krotkotrwata ekspozycja na wysokie estnia Cd, Pb lub Zn w uprawach
hydroponicznych) i stresu chronicznego (dtugotrwagbeawa na podia zebranym z
miejsc wys¢powania badanych populacji).
3. Ocerr wplywu ekstremalnie niekorzystnych warunkéw wzuosha zawart&
wybranych metabolitow wtérnych w zielu, korzeniawhz nasionack. vulgare
a. opracowanie metody wykorzystepj wysokospraws elektroforez kapilarry
do analizy wybranych metabolitow wtérnych . vulgare oraz innych
roslinach z rodziny Boraginaceae,
b. okreslenie znaczenia wybranych metabolitéw wtérnychtdlaranciji populacji
E. vulgarena metale etzkie.
4. Ocerr mazliwosci wykorzystania metod chemometrycznych w badaniach
poréwnawczych populacji §n z obszaréw zanieczyszczonych i nieskaych

metalami a¢zkimi, na przyktadzie badanych populagji vulgare

W badaniach wykorzystano n@gtijace metody analityczne chromatografia
cienkowarstwowa (TLC - angThin Layer Chromatography), wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC — ardigh-Performancel iquid Chromatography),
wysokosprawna elektroforeza kapilarna (HPCE - atigh-PerformanceCapillary
Electrophoresis), chromatografia gazowa (GC - am®as Chromatography),
spektroskopia FTIR (androurier Transforml nfraredSpectroscopy), spektroskopia mas
(MS — ang.Mass Spectrospy), atomowa spektrofotometria masowa (AAZng.
Atomic Absorption Spectrometry), analizy spektrofotometryczne (oznacze
zawartgci  flawonoidoéw, polifenoli, barwnikéw fotosyntetyeygch, proliny,
wiasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktownetody genetyczneoparte na badaniach
markerow molekularnych markery polimorfizmu pomidzy powtorzeniami
mikrosatelitarnymi (ISSR — anginter Simple Sequence Repeats), polimorfizm
markeréw mikrosatelitarnych (SSR — arfgmple SequenceRepeats), polimorfizm
diugasci amplifikowanych markeréw (AFLP — angdmplified Fragment Length

Polymorphism); metody statystyczne: statystyki parametryczne (analiza wariancij,
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korelacja r-Pearsona, analiza gtéwnych skladowyahaliza skupig), statystyki
nieparametryczne (test U Manna-Whitneya), statystykorzystywane w badaniach
genetycznych (AMOVA — analiza wariancji molekulggn@naliza struktury populaciji,
indeksy podobigstwa i r&nic pomedzy populacjami, wspotczynniki przeptywu genow

pomidzy populacjami, MI — indeks markera, PIC — polifirtana informacja markera).

Podsumowanie wynikéw bada

1. Ocena zrénicowania genetycznego wewtnzpopulacyjnego oraz pomzy populacjami

haldowymi a populagj referencyjmy

Badane populacje hatldowe (MP, MB) oraz populacjeremcyjna (NM) byty
analizowane pod wzgllem genetycznego zndicowania wewastrzpopulacyjnego oraz
pomiedzy populacjami. Do tego celwyto trzech systemow markerow molekularnych:
ISSR (ang.Inter Smple SequenceRepeat), AFLP (angAmplified FragmentL ength
Polymorphism) oraz SSR (andgsimple SequenceRepeat). Przeprowadzono t&k
analiz porownawcz zastosowanych markerow pod waigm ich ayteczngci w
badaniu polimorfizmu badanych populacji. Ze wzgi na poliploidalny charakter
badanej réliny metoda AFLP okazatacsmato efektywna. Mimae uwidocznita bardzo
duzg liczbe polimorficznych fragmentéw DNA, to, ze wzglu na bédy w amplifikacji
mogta dawa falszywe rezultaty (potwierdzgjto Fay i in. 2005). Przeprowadzona
analiza markeréw ISSR i SSR oraz obliczone wspdleiky AMOVA (ang. Analysis of
MolecularVariance) wykazaly zrinicowanie pomidzy populacjami na poziomie 14%
(ISSR) oraz 11% (SSR). Dymorfizm genetyczny pgainy populacjami potwierdzita
takze analiza skupiez uzyciem metodysrednich padczen UPGMA (ISSR) oraz ocena
struktury z wykorzystaniem statystyki Bayesa (SSR).

Charakterystyczny jest fakt odmiennego zniGowania genetycznego wewire
badanych populacji. Z reguty adaptacjdliro do ekstremalnegérodowiska skutkuje
ograniczeniem zumicowania populacji kolonizggych taki obszar. Jest to efektem
presjisrodowiska i selekcji osobnikéw o cechach pozvaghagh zasiedt ,trudny”, np.
zanieczyszczony, teren. Proces ten, nazywany @ieldzyjki butelki”, przyczynia si
do eliminacji alleli nieistotnych z punktu widzenjrzetrwania w niekorzystnych
warunkach i zawzenia zmiennéci genetycznej populacji (Deng i in. 2007). W

badanych populacjachE. vulgare, nie tylko nie obserwowano ograniczenia
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zroznicowania genetycznego, ale nawet jegockeaenie. Potwierdzity to wskaiki

zréznicowania genetycznego (Hj) wynase 0,225; 0,236; 0,239; (metoda ISSR) oraz

0,676; 0,688; 0,705 (metoda SSR) odpowiednio dlaufazji NM, MB, MP. Wysoki

poziom genetycznego zndicowania populacji hatdowych meswiadczy o:

-/ wysokiej tolerancji populacji zasieddaych tereny hatdowe, w stosunku do
warunkowsrodowiskowych,

-/ wysokim poziomie przeptywu genow z pobliskiabpplacii,

-/ duzym zr&nicowaniu warunkow bytowania w aftnie danej hatdy,

-/ mazliwe] zwieckszonej frekwencji mutacji dalacych odpowiedzi na czynniki

stresowe (Mengoni i in. 2001).

Wyzej opisane wyniki badezostaty przedstawione w pracy:

Dresler S, Tyrka M., Szeliga M., Ciura J., Wielbo J., Wé&d¥., Tukiendorf A. 2015.
Increased genetic diversity in the populationBghium vulgarel. colonisinig Zn-Pb
waste heaps. Biochemical Systematics and Ecoldg2& 36

2. Poréwnanie poziomu tolerancji na metaleegkie badanych populacji E. vulgare w

warunkach stresu ostreqo i chronicznego

Rasliny trzech populacjiE. vulgareuzyskane z nasion zebranych w miejscach ich
naturalnego wyspowania (dwéch pochodeych z obszaréw zanieczyszczonych
metalami o¢zkimi — populacje MB i MP oraz jednej z terenu referyjnego
niezanieczyszczonego — NM), uprawiano hydroponezwi scisle kontrolowanych
warunkach komory wegetacyjnej. Dodatkowo przepr@sad porownawcze
doswiadczenia wzrostowe z zyciem gleby zebranej z naturalnych stanowisk
wystepowania badanych populacji. Biadczenia prowadzone bylty metoklbmpletnej

randomizacji w uktadzie:

a) Doswiadczenia w warunkach stresu ostrego (wysokie dawekali, krotki czas
dziatania, uprawy hydroponiczne):

-\ dodwiadczenie z gyciem kadmu:

0 (kontrola), 5, 15, 30, 50 uM Cd x populacje MBRMM,;
-\ dadwiadczenie z gyciem cynku:

0 (kontrola), 200, 400 uM Zn x populacje MB, MP, NM

12



Dr inz. Stawomir Dresler Zakcznik 2

-\ dadwiadczenie z gyciem otowiu:
0 (kontrola), 30, 60 uM Pb x populacje MB, MP, NM;

b) doswiadczenie w warunkach stresu chronicznego z&#y czas dziatania w
warunkach, uprawy #&tin na glebie z naturalnych siedlisk):
-\ gleby NM, MP, MB x populacje MB, MP, NM.

Przeprowadzono pomiary parametrow wzrostowych (b&an korzeni i G&ci

nadziemnych, powierzchnia $di), oznaczono zaward6 metali cezkich |

niskoczsteczkowych kwasoéw organicznych wélinach oraz:

-/ w raslinach rosgcych w warunkach stresu chronicznego lub ostregayolanego
toksyczndcig cynku lub otowiu, analizowano wybrane metabolit{ome i potencjat
antyoksydacyijny,

-/ w raslinach rosacych w warunkach stresu ostrego wywotanego toksysczs
kadmu, przeprowadzono analizywotnasci korzeni i oznaczono zawastobarwnikow
fotosyntetycznych, proliny, glutationu oraz fitotdtgny.

Raosliny wszystkich populadcji uprawiane hydroponiczni® obecnéci Cd
wykazywaly ni#sz zawart@d¢ barwnikow fotosyntetycznych i antocyjanéw w
poréwnaniu z rdinami rosmcymi w pazywkach bez kadmu. Natomiast eksza
zywotnai¢ korzeni oraz, zatey od dawki metalu, mniejsza redukcja biomasysciz
nadziemnych w rdinach populacji hatdowych (MP i MB), wskazuje nzhiwyzsz
tolerancg kadmu w poréwnaniu z referencyjrpopulaci NM. Na wyzszy poziom
tolerancji populacji hatdowych wskazuje rowhnienniejsz redukcg biomasy rélin
uprawianych w obecroi 200 lub 400 uM Zn w pgywce (redukcja biomasy o 25-65%
w porownaniu do kontroli — brak metalu) w poréwnaizie znaczrym spadkiem w
populacji referencyjnej NM (redukcja biomasy o 8@8stosunku do kontroli).

W daswiadczeniach hydroponicznych z dodatkiem otowiugdgdmie stwierdzono
wyzszg tolerancg populacji hatdowych MB i MP (redukcja biomasy o-&3%ow
stosunku do kontroli — brak metalu) w poréwnaniypapulacy referencyja NM
(redukcja biomasy o 58-75% w stosunku do kontroli).

Wyzsza tolerancja na metaleedkie hatdowych populacji MB i MP zostata réwnie
potwierdzona wynikami pomiarow biomasy wsddadczeniach glebowych.

Ze zr@nicowanym wptywem metali na wzrostshm badanych populacji wie st

rozna zwarté¢ metali akumulowanych w organachslin. Réznice te wykazano
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zaréwno ponydzy populacjami, jak i ze wzgllu na sposob uprawy (hydroponiki lub
doswiadczenia glebowe).

W warunkach ostrego stresu w uprawach hydropon@dzrstwierdzono istotnie
wyzszg akumulacg kadmu, cynku i otowiu w rdinach populacji hatdowych w
poréwnaniu z populagjNM. Kadm gromadzit si w znacznie wikszych stzeniach,
zarbwno w korzeniach, jak kfdach. Istotnie wiksze s{zenia cynku stwierdzono tylko
w czesciach nadziemnych populacji hatldowych, co zmoswiadczy o fatwej
translokacji tego pierwiastka dasdi (wspotczynnik translokacji koradis¢ 0,40 dla
populacji MP, 0,65 dla populacji MB oraz 0,30 dlapplacji NM). Miejscem
deponowania otowiu byty natomiast korzenie (wspgheek translokaciji korz&/lis¢ —
0,01-0,03). W warunkach wzrostuslia w doswiadczeniach glebowych dtugotrwaty
wzrost na glebie zanieczyszczonej metalamizkimi skutkowat wysz zawartdcia
kadmu, cynku i oftowiu orazelaza w l§ciach r@lin hatdowych MP i MB; w
referencyjnej populacji miejscem akumulacji mebaliy korzenie. Wyniki te wskazyj
ze translokacja i wysza zawart& metali w czsciach nadziemnych gbn jest jednym z
objawow zwekszonej tolerancji rdin populacji hatdowych na kadm, cynk i otéw.

Raosliny hatldowych populacji MB oraz MP, uprawiane w dngponikach bez
obecndci metali, charakteryzowat konstytutywnie niski pom niskocasteczkowych
kwaséw organicznych. Dodatek metalu do zyeki skutkowal wzrostem ich
akumulacji, zwykle nieprzekraczaym 10-krotndci ich zawartéci w prébie kontrolne;j
(bez metalu), np. w przypadkudi hatdowych populacji kin traktowanych cynkiem
lub otowiem, czy korzeni &hin traktowanych otowiem. Podobnie istotnie 8y
zawartd¢ kwasow organicznych stwierdzono w korzeniachimchatdowych populaciji
traktowanych kadmem. Populaggferencyja NM traktowara kadmem (30 lub 50 uM
Cd) charakteryzowala istotniezsza zawart& kwasow organicznych w poréwnaniu do
roslin hatdowych. Wplyw metali na wzrost akumulacji,.im kwasu cytrynowego w
lisciach, czy kwasu jabtkowego w korzeniach, zostatwmydzony réwnie w
doswiadczeniach glebowych. Jednak w warunkach stresuonecznego nie
obserwowano istotnych xaic w zawartéci kwasow pomgdzy badanymi populacjami.

Obecngc¢ fitochelatyn, rélinnych peptydow zaangawanych w wazanie i transport
metali cezkich do wakuoli, stwierdzono jedynie w przypadkuslio uprawianych
hydroponicznie w obecrioi kadmu. W rélinach pochodzcych z ddéwiadczenia
glebowego oraz w #&inach uprawianych hydroponicznie traktowanych agnk lub

otowiem, zawarté¢ tych peptydéw byty ponej poziomu limitu detekcji. Powgze
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wyniki sa potwierdzeniem doniegsieinnych autoréw, wskazagych, ze w stresie
chronicznym fitochelatyny, jako kompleksy nietrwale krotkim okresie stabilrnigi (7-
14 dni), petnd mato znacaca role w detoksykacji i kompartmentacji metaliezkich,
orazze jony Zrt*i Pb** sa znacznie mniej efektywnymi aktywatorami enzymutsyy
tych peptydow (Zenk 1996). W populacjach hatdowynhjwiekszaz zawartdé
fitochelatyn (300-400 nmol SH ™g$.m.) wykrywano w rélinach traktowanych
wyzszymi (30, 50 pM) steniami kadmu. Inaczej w przypadkuslio populacji
referencyjnej, gdzie najwgz akumulac fitochelatyn (ponad 400 nmol SH'g.m.)
obserwowano w ’inach traktowanych 5 uM Cd, natomiastasye stzenie kadmu w
pozywce (powyej 15 uM) skutkowato istotnym zmniejszeniem zawaitditochelatyn
(100-200 nmol SH § $.m.). Obserwowane phice w akumulacji fitochelatyn w
populacjache. vulgaremog swiadczy o roli tych zwizkow tiolowych w zwgkszaniu
tolerancji populacji hatdowych na Cd. Nie stwierdap natomiast mnic miedzy
populacjami w ildci glutationu, ktory mge by, obok fitochelatyn, zwizkiem
kompleksugcym jony metali gjzkich.

Wyzej opisane wyniki badezostaty przedstawione w pracach:

Dresler S, Bednarek W., Wojcik M. 2014. Effect of cadmium selected physiological
and morphological parameters in metallicolous and-metallicolous populations of
Echium vulgard.. Ecotoxicology and Environmental Safety, 104: 338

Dresler S, Rutkowska E., Bednarek W., Stanistawski G., KlkbF., Bogucka-Kocka
A., Wojcik M. 2017. Selected secondary metaboliteEchium vulgarel. populations
from nonmetalliferous and metalliferous areas. Btlyemistry, 133: 4-14

Dresler S, Wojciak-Kosior M., Sowa |., Stanistawski G., Bahy Wéjcik M. 2017.
Effect of short-term Zn/Pb or long-term multi-metsiress on physiological and
morphological parameters of metallicolous and ndaitheolous Echium vulgareL.
populations. Plant Physiology and Biochemistry,:1380-389

3. Optymalizacja metody elektroforezy kapilarnej danalizy metabolitbw wtdrnych

wyskpujgcych w rglinach E. vulgare oraz innych gatunkach rodziny Baginaceae

Dotychczasowe badania wskagujze ziele E. vulgare jest zrédtem kwasu
rozmarynowego (Kurutizim-Uz i in. 2004), a karzpochodne] naftochinonu —
szikoniny (Fedoreev i in. 1979). Bazgj na tych informacjach przeprowadzono
optymalizacg analizy obu tych zwzkow z wyciem metody HPCE. Ze wazglu na
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rézny charakter chemiczny obu zwkéw, zastosowano dwa rodzaje ekstrahentéw:
heksan (szikonina) oraz mieszanimetanol/woda (kwas rozmarynowy). Opracowana
metoda pozwala analizowaba zwjzki w krétkim czasie (3,5 minuty) przy poziomach
limitu detekcji 0,603 ppm dla szikoniny i 0,270 ppita kwasu rozmarynowego. W toku
dalszych badametoda ta zostata nieznacznie zmodyfikowana (wyufta czas analizy
do 12 min, zmniejszonérednic kapilary z 75 pum do 50 pm oraz obmmo pH buforu
boranowego z 9,5 do 9,2). Modyfikacja metody pozaocridentyfikowa& wicksz
liczbe pikow, na podstawie ich czasOw retencji oraz poefdiwa (powyej 99,9%) ich
widm absorpcyjnych z wzorcami. Opracowana modyfkametody pozwolita na
wykazanie w materialeE. vulgare obecndci alantoiny, rutyny, kwasu p-
hydroksybenzoesowego, kwasu 3,4-dihydroksyhydraoygmewego. Zmodyfikowana
metoda zostata ayta do oceny iléciowej wybranych metabolitow oraz analizy
chemometrycznej podohistwa 17 gatunkéw z rodziny Boraginaceséykazano,ze
obecnd¢ alantoiny jest ceehcharakterystyczndla ralin tej rodziny i, obok wczaniej

juz potwierdzonego jej wysgpowania w Symphytum officinaleL., zwigzek ten
wykrywano we wszystkich badanych gatunkd@idraginaceaew sezeniu osigajgcym
okoto 25,8 mg g p.s.m (powietrznie suchej mas¥. (officinal® oraz nawet 34,9 mg'y
p.s.m. uEchium italicumL. Rowniez obecné¢ kwasu rozmarynowego u wszystkich
badanych gatunkéw zostata potwierdzona, a jego as¢awynosita od 1,2 mg g
p.s.m. w liciach Lithospermum officinald.. do ponad 36 mgfp.s.m. w liciach

Pulmonaria molliswulfen ex Hornem.

Wyzej opisane wyniki badezostaty przedstawione w pracach:

Dresler S, Kubrak T., Bogucka-Kocka A., Szymczak G. 201%etddmination of
shikonin and rosmarinic acid Echium vulgarel.. andEchium russicund.F. Gmel. by
capillary electrophoresis. Journal of Liquid Chraoggraphy & Related Technologies,
38: 698-701

Dresler S, Szymczak G., Wojcik M. 2017. Comparison of ssaeondary metabolites

content in the seventeen species of the Boragieafzaily. Pharmaceutical Biology,
55: 691-695
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4. Wptyw ekstremalnie niekorzystnych warunk@wdowiskowych panujcych na haldach

metalonanych na zawarté¢ wybranych metabolitdw w stinach i nasionach E. vulgare

Przeprowadzona analiza chemiczna metanolowychatk&tr ziela i korzeni rdin
E. vulgare zebranych z ich hatdowych stanowisk, wykazatatmstowptyw stresu
srodowiskowego na poziom akumulacji metabolitow wi@h. Raliny te zawieraty
istotnie wiksze stzenia szikoniny, alantoiny oraz kwasu p-hydroksylob&spwego,
natomiast mniejsze kwasu chlorogenowego i rutyny,p@arownaniu z rélinami
pozyskanymi z terenu niezanieczyszczonego. Na aeistwidm spektrometrii mas i
widm absorpcyjnych (190-600 nm) otrzymanych w wynilanaliz z wayciem
elektroforezy kapilarnej oraz ich poréwnania z wam wzorcow zidentyfikowano w
roslinach E. vulgare6 metabolitdw wtérnych: alantainszikonire, kwas rozmarynowy,
rutyne, kwas p-hydroksybenzoesowy oraz kwas chlorogen&iwyierdzonoze rasliny
uprawiane w kontrolowanych warunkach komory weggte w warunkach stresu
chronicznego, na glebie zebranej z obszaroéw hatdlorenych, zawieraty okoto 20-
krotnie wiecej alantoiny ni rosliny rosmce w glebie niezanieczyszczonej. Podpbn
zaleznos¢é obserwowano w przypadku szikoniny oraz kwasu prolglybenzoesowego.
Takze ostry stres wywotany dodatkiem cynku lub otowior plazywki w uprawach
hydroponicznych skutkowat zwkszeniem zawartoi metabolitow wtérnych
(alantoiny, kwasu rozmarynowego, kwasu chlorogemmle JednoczZmie naley
stwierdzt, ze notowane zmiany zawaéth wykrytych metabolitow wtornych nie
roznity sie pomkdzy populacjami hatdowymi a populacjeferencyja. Zwickszonej
zawartdci tych metabolitow towarzyszyt wzrost oznaczonegazyciem DPPH oraz
ABTS-u potencjatu antyoksydacyjnego otrzymanychraksow metanolowych.

Badane populacje zostaly tak porownane pod wzglem cech nasion (cechy
morfometryczne, sktad fitochemiczny) zebranych dimorosracych w miejscach ich
naturalnego bytowania. Pomiary wykazatg, nasiona populacji hatdowych MP i MB
byly mniejsze w porownaniu z nasionamislo referencyjnej populacji NM.
Stwierdzono, ze sklad chemiczny nasion réwnieréznicowat badane populacije,
szczegOlnie odumiat populagg hatdows MB od drugiej hatdowej MP oraz
referencyjnej NM. Ronice te dotyczyly gtdwnie zawado kwasow ttuszczowych,
ktérych catkowita zawartg w populacji MB wynosita 22,4% i byta istotnie ¢ksza od

zawartgci w nasionach populacji NM (21,5%) oraz MP (21,7%gdnoczaie
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wykazano wyszy udziat kwasoéw ttluszczowych nasyconych oraz gagmasyconych
w nasionach populacji MB (odpowiednio 15,6 i 20,0%)poréwnaniu z nasionami
populacji NM (odpowiednio 9,3 i 13,8%) oraz MP (ospednio 9,0 i 13,4%). Inaczej,
nasiona rélin MB zawieraly istotnie mniej wielonienasyconykiwaséw ttuszczowych
(63,6%) w stosunku do populacji NM (76,9%) i MP @%). Nasiona populacji MB
roznity si¢ od nasion rélin NM oraz MP take nizsz zawartdcia alantoiny oraz kwasu

rozmarynowego.
Wyzej opisane wyniki badezostaty przedstawione w pracach:

Dresler S, Bednarek W., Hawrylak-Nowak B., Wojcik M. 2017.okphometric and
phytochemical profile of seeds of metallicolous armhmetallicolousEchium vulgare
populations. Biochemical Systematics and Ecolo@y304-310

Dresler S, Rutkowska E., Bednarek W., Stanistawski G., Klkbr., Bogucka-Kocka
A., Wojcik M. 2017. Selected secondary metaboliteEchium vulgarel. populations
from nonmetalliferous and metalliferous areas. Btlyemistry, 133: 4-14

5. Wykorzystanie technik chemometrycznych w badahiaoslin pochodzicych z terenéw

skazonych metalami atzkimi — na przyktadzie populacji E. vulgare

Celem bada bylo poréwnanie znaczenia czterech technik araitych -
wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej (HPCE, ahtigh-PerformanceCapillary
Electrophoresis), chromatografii cienkowarstwowej LCT ang. Thin Layer
Chromatography), spektrometrii mas (MS, amdass Spectrometry) i spektroskopii
FTIR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) w badaniu a0ic
fitochemicznych midzy rdlinami populacji E. vulgare pochodzcymi z hald
metalondnych oraz stanowiska referencyjnego niezanieczgsmgo metalami
ciezkimi. W pracy przedstawiono opis procedury opracomaa uzyskanych
wielowymiarowych danych (m.in. wygtadzenie sygnatwyrownanie pikow) i
przeprowadzenia analizy chemometrycznej. Opracowamo indeks zrénicowania
(DI, ang. Difference Index) i przedstawiono jego praktyczneycie w poréwnaniu
populacji E. vulgare pochodacych z terenéw zanieczyszczonych metalanikemi
oraz obszaru niezanieczyszczonego. W pracy wyktamgs take znane techniki
chemometryczne wykorzystige analiz skupigi oraz analiz PCA (ang.Principal

ComponentAnalysis). Chocia wszystkie metody ujawnity fitochemicznezroce, w
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szczegolnéci miedzy populacgi NM a populacjami MB oraz MP, ich skutecZaow
identyfikacji markeréw dyskryminggych byla réna i wzrastala w kierunku
TLC>MS=HPCE>FTIR.

Wyniki bada zostaly przedstawione w pracy:

Dresler S, Kubrak T., Rutkowska E., Ga§joVl., Bogucka-Kocka A.Swieboda R.,
Wojcik M. 2016. Comparison of analytical methodsclmemometric fingerprinting of
metallicolous and non-metallicolous populationsEahium vulgarel.. Phytochemical
Analysis, 27: 239-248

Najwazniejsze osagniecia prezentowanych bada

Przeprowadzone badania, m.in. na populacfaclvulgare zasiedlajcych obszary
zanieczyszczone metalamicikimi oraz tereny nieskane, przyczynity s do
wyjasnienia niektorych mechanizméw adaptacyjnyclilinodo wzrostu na obszarach
ekstremalnie zanieczyszczonych metalami.

W szczegdlnéci wykazanaze:

a) Rosliny E. vulgarewystpujace na hatdach cynkowo-otowiowych wykazywaty
utrwalony genetycznie wgzy poziom tolerancji na stres metaleakdich w
poréwnaniu z rélinami zasiedlajcymi tereny niezanieczyszczone,

b) Analiza markerow molekularnych badanych populagawnita odebnasé
genetyczn populacji hatdowych; wysoki poziom zsdicowania genetycznego
tych populacjiswiadczy zarazem o ograniczonej selekcji podczasrikoécii
hatd metalonénych,

c) Na podstawie analizy zawath metali ceézkich w rcélinach rosmacych w
warunkach stresu chronicznego:ma gdzi¢, ze podobnie jak w stresie ostrym,
jednym z gtdwnych mechanizméw tolerancji populadjatdowych jest
translokacja metali (Cd, Pb, Zn) doe¢éa nadziemnych. Mniej tolerancyjna
populacja referencyjna zatrzymuje metale w korzemjustrategii wykluczania
(excluder strategy),

d) Translokacja metalu do ¢&i nadziemnych (Zn), jego akumulacja w korzeniach
(Pb), czy te mazliwos¢ akumulacji daych ilosci w obu organach &tinnych
(Cd) mog by¢ jednym z mechanizmow tolerancjishm hatdowych do wzrostu

w warunkach stresu ostrego,
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e)

f)

¢)

h)

)

Niektore metabolity wtérneE. vulgare mog petnic role w zwigkszeniu
tolerancji tego gatunku na metaleadie. Wykazanoze niekorzystne warunki
srodowiskowe panage na hatdach metalogroych lub chroniczny stres metali
ciezkich, bardzo wydajnie indukowaty syntezych metabolitow, zwilaszcza
alantoiny i szikoniny. Zwikszory akumulagt metabolitéw wtérnych (kwasow
fenolowych oraz alantoiny) stwierdzono #ak u r@lin uprawianych
hydroponicznie w warunkach stresu ostrego wywotar@gecnécia otowiu lub
cynku,

Ekstremalnie niekorzystne warunki bytowanialiro populacji MB, istotnie
roznicowaty w ich nasionach sklad kwasow tluszczowymtaz zawartée
alantoiny i kwasu rozmarynowego,

Fitochelatyny petri funkcjge w detoksykacji kadmu w sbnach E. vulgare
Obserwowane thice w ich zawartéi, pomedzy populacjami haldowymi a
populacy referencyja, mogs wskazyw@ na pewn role fitochelatyn w wyszej
tolerancji kadmu rélin populacji MB oraz MP,

Wzrost zawartéci kwasow organicznych w fbnach hatdowych populaciji
uprawianych w warunkach stresu ostrego wskazujenodiwos¢ udziatu tych
zwigzkow w adaptacji rédin populacji hatdowych do stresu metaliediich,
prawdopodobnie jako transporterow metali descznadziemnych réin,

Na podstawie przeprowadzonych analiz porownawczyémych technik
analitycznych wykazanaze techniki chemometryczne mp@y¢ uzyteczne w
badaniu oraz identyfikacji populacji dlom pochodacych z terenow
zanieczyszczonych, a skutecghometod w wykrywaniu fitochemicznych
markeréw dyskryminacych byta régna | wzrastata w kierunku
TLC—»MS=HPCE-FTIR,

Opracowano metadanalizy metabolitow wtornych (alantoiny, rutyngjkoniny
oraz kwasow fenolowych: kwasu rozmarynowego, kwaklorogenowego,
kwasu p-hydroksybenzoesowego, kwasu dihydroksyltyti@monowego),

ktora okazata siskuteczna w analizie 17 gatunkowélno rodziny Boraginaceae.

Mozliwe zastosowania praktyczne wynikow bada

Badania procesow adaptacyjnych, zachogeh w zbiorowiskach &in rosmcych

w srodowiskach zanieczyszczonych metalamikimi, poza znaczeniem poznawczym,
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mog mie¢ rowniez wazne aspekty praktyczne dla nauk farmaceutycznydhictwa i

ochronysrodowiska poniewa
-/ analizy fitochemiczne,wykonywane z zastosowaniem prezentowanej w
osiagnieciu naukowym metody, umazliwiaja ocer badanych populacji pod
wzgledem zawartéci zwigzkOw biologicznie aktywnych a nawet identyfikac]
nowych, nieznanych dgd metabolitow wtdrnych, ktorych synteza reo by
indukowana stresem metalegkich. Badania te majszczegdlnie die znaczenie w
kontelécie zwkkszapcego st zainteresowania znanymi zugatunkami rélin
leczniczych w celu poszukiwania w nich nowych gkidw biologicznie czynnych
wykorzystywanych w lecznictwie czy przeshy spaywczym @rodio m.in.
surowcow do produkcji lekow, sktadnikdéw aavczych takich jak witaminy czy
kwasy tluszczowe, barwnikow spavczych, konserwantow).
-/ poznanie podstaw zwkszonej tolerancji rédin z obszaréw metalodaych na
ekstremalnie niekorzystne warunk&iodowiska mae by uzyteczne w tworzeniu
nowych odmian o korzystnych cechactythkowych (odporné na susg, zasolenie,
niska zasobné¢ gleby w skiadniki pokarmowe czy zabiegi agrotechne). Ponadto,
analizy fitochemiczne takich §lin sa zrodtem informacji dla przemystu rolniczego i
chemicznego o wykorzystaniu ich jakoddta naturalnychirodkéw ochrony rélin,
poniewa metale cjzkie stymuluj syntez metabolitow wtornych (fitoaleksyn) o
wiasciwosciach grzybo- czy bakteriobojczych.
-/ ocena skzenia metalami eizkimi roslin uzytkowych zbieranych ze stanowisk
metalondnych pozwoli na okrdenie zagraenia wynikajcego z uprawy lub
pozyskiwania rélin o potencjalnym znaczeniu w przeftey czy rolnictwie. Wyniki
bada powinny by upowszechniane &0d zamieszkucej zanieczyszczone tereny
przemystowe ludngi, ktora w gsiedztwie hatd metalosoych uprawia pola i
ogrody, a grzyby czy jagody do wiasnej konsumpuaf Ina sprzedazbiera na
hatdach.
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5. Omowienie pozostatych ogignie¢ naukowo-badawczych

a) Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskanientapnia doktora

W trakcie studiow doktoranckich, w ramach wykonyefarpracy doktorskiej
prowadzitem badanidrodowiskowe nadwvptywem czynnikow fizyko-chemicznych
gleby, zabiegow agrotechnicznych, oraz przebiegu gody na wystpowanie
mineralnych form azotu w glebie Przeprowadzone na terenie wojewddztwa
lubelskiego badania zawaétw azotu azotanowego i amonowego w glebie wskazaty
istotny wptyw zabiegéw agrotechnicznych, wdavosci fizyko-chemicznych gleby oraz
pory roku na rozmieszczenie obu form azotu w puodileby (0-90 cm). Stwierdzono,

wysoka mobilnags¢ azotu azotanowego oraz shevosci wymycia tej formy z warstwy
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0-60 cm w okresie jesienno-zimowym. Uzyskane wyrukistaty opublikowane i
przedstawione w publikacjach: 2.A22.B zgodnie z zatznikiem 3. Ponadto bratem
udziat w badaniach prowadzonych w Katedrze Chenoing i Srodowiskowej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie pod kierwsrki prof. dr. hab. Wiestawa
Bednarka. Badania dotyczyly gtownieceny jakasci ptodéw rolnych pod katem
zawartosci m.in. metali cigzkich. Przedmiotem badabyta ocena jadalnych exi
roslin (m.in.: marchwi, ziemniakow, ogorkéw, kapustialej, zyta ozimego, pszenicy
ozimej, truskawek, jabtek) uprawianych na tereniejemddztwa lubelskiego pod
wzgledem zawartéci metali cezkich (Pb, Cd, Ni, Zn, Cu, As, Hg). Dodatkowo
przeprowadzono ocenjakasci ziemniaka i warzyw korzeniowych pod wgdém
zawartgci azotanow. Wyniki opisanych wgj bada zostaly przedstawione w
publikacjach: 1.B; 2.B; 3.B; 4.B; 5.B; 6.B; 7.B;B3.10.B. Przed obrandoktoratu
bralem take udziat w badaniach nad okleniem wplywu warunkéw
meteorologicznych na plonowanie kupkowki pospol{8B) oraz ocenie zaopatrzenia
w siarke roslin uprawnych (11.B).

M¢j dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia dektdrejmujell oryginalnych
recenzowanych prac eksperymentalnych a¢zatik 3, pozycje 1.B-11.B), ktorych
sumaryczna liczba punktéw MNiISW (wg ujednoliconeggkazu czasopism z dn.
26.01.2017) wynosi47.

b) Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stojndoktora

Po uzyskaniu w 2009 roku stopnia doktora nauk calysh w zakresie ksztattowania
srodowiska (dyscyplina chemiaodowiska) podjtem prae na stanowisku adiunkta w
Zaktadzie Fizjologii Rélin Uniwersytetu Marii Curie-Skiodowskiej w Lubliai Tutaj
wiaczytem s¢ do prac zespotu badaggofizjologiczne i biochemiczne mechanizmy
tolerancji roslin na stres metali cezkich. Badania byly prowadzone na populacjach
roslin zasiedlagcych silnie zanieczyszczone metalamgzkimi hatdy pokopalniane i
pohutnicze na obszarze Gorne§taska. Obiektem badabyly rosliny Dianthus
carthusianorumy ktérego w populacji z hatdy galmanowej w Bolestakaio Olkusza
wykazano wyrazny dymorfizm w poroéwnaniu z sbnami zebranymi z obszaréw
referencyjnych. Rdiny hatldowe byly mniejsze, miaty mniejti w rozecie, ich lcie

byly wezsze i krotsze w porownaniu zstmami kontrolnymi. Dodatkowym dowodem

“numer prac umieszczony w wykazie opublikowanyclt praukowych (Zalcznik nr 3)
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na wyksztatcenie odbnego ekotypu (tzw. galmanoweg®). carthusianorumbyta
analiza markerow molekularnych, ktéra wskazatast@atme zranicowanie genotypowe
migdzy populacjami hatdoavi referencyjm. Rowniez daswiadczenia hydroponiczne,
przeprowadzone w kontrolowanych warunkach komor etssyjnych, wskazaly na
zroznicowany poziom tolerancji na stres wysokich dawek Zn i Pb, znacznie vigzy
w populacji D. carthusianorumz hatdy galmanowej w poréwnaniu z slinami
pochodacymi z obszaréw niezanieczyszczonych tymi metal&@twierdzono réwnie
ze zarowno fitochelatyny, jak i kwasy organiczne mielnag roli w zwiekszonej
tolerancji populacji hatdowej na stres nadmiaru dmadh metali. Wyniki opisanych
wyzej bada zostaly przedstawione w 5 publikacjach feahik 4, poz. 6.A; 11.A;
14.A; 20.A; 27.B).

Innym nurtem bada w ktérych uczestniczytem, byly zagadnieniaptywu
egzogennych zwjzkéw na fagodzenie skutkdw toksycznego dziatania radi
ciezkich.

Dodatek selenu (w &teniu 10 pM) do srodowiska wzrostu ®bin ogoérka
traktowanych kadmem w kulturach hydroponicznych ymat pozytywnie na wzrost
systemu korzeniowego, zmniejszat poziom peroksydgmdéw oraz wpltywat na
wzrost stabilnéci bton komdérkowych. Przeprowadzone badania pokapehadto,ze
selen znacgo ograniczat syntez fitochelatyn u rélin traktowanych kadmem.
Przyczymn takiego efektu mogto ktypodstawienie selenu w miejsce siarki w cysteinie
(selenocysteina zamiast cysteiny),2awam substracie w syntezie fitochelatyn.

Uczestniczytem rowniew badaniu maiwosé detoksykacji kadmu przez dodatek do
srodowiska wzrostu min ogérka jonéw Si. Obserwowane w tym przypadku
zmniejszenie produkcji fitochelatyn mogto &y spowodowane stwierdzonym
ograniczeniem pobierania kadmu przeginy. Pomimo mniejszej akumulacji kadmu,
zastosowanie krzemu nie wptywato na tagodzenie ymksego wptywu kadmu na
rosliny, chocia w prébie kontrolnej (0 uM Cd) krzem wykazywat kgsimme dziatanie
na wzrost rélin.

Analiza wptywu wybranych niskogsteczkowych kwasow organicznych (kwasu
jabtkowego, kwasu octowego) dodawanych do wzrosglinr traktowanych kadmem,
wykazata,ze zwihzki te w istotny sposéb ograniczyty toksyczéikadmu. Réliny
uprawiane w obecroi kadmu bez dodatku kwaséw organicznych miahtiséonizsz
zawartg¢ barwnikow fotosyntetycznych, zawieraty ewej nadtlenku wodoru oraz

charakteryzowaly sinizsz aktywnacia stazkdw wzrostu korzeni.
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Badano rowniz mazliwos¢ ograniczenia toksycznego dziatania miedzi przez
dodanie dagrodowiska wzrostu rin jasmonianu metylu. Naky on do fitohormondw i
jako casteczka sygnatlowa uczestniczy w odpowiedzlimona stres biotyczny i
wywotane ra@nymi czynnikami stresy abiotyczne. Znaczenie jasammm w tych
procesach zwrane jest z jego oddziatywaniem na enzymatycznienzymatyczny
potencjat antyoksydacyjny. Do badawykorzystano réliny fasoli traktowane
jasmonianem metylu a naphie poddane krétko- lub dtugotrwatemu dziataniedzi
w kulturach hydroponicznych. Oznaczenia enzymOwtesya antyoksydacyjnego
(dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydakpriénianowej) wykazaty wzrost
ich aktywnagci pod wptywem miedzi i niejednoznaczny wplyw jasmanu na
aktywacg enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego.

Wyniki opisanych wyej bada zostaty przedstawione w publikacjach: 8.A; 12.A;
15.A; 17.A.

Wyniki bada nadzréznicowang odpowiedzy roslin traktowanych kadmem lub
miedzig zaleznie od wieku lisci, zostaly przedstawione w publikacjach: 5.A; 9.A.
Wykorzystupc charakterystyczny typ wzrostusdi roslin jednolisciennych, lécie
dzielono na trzy e&ci, oznaczajc je jako miode, dojrzate i stare. Pod wptywem rineta
ciezkich stwierdzono zwkszory akumulacg kwaséw organicznych w starszych
fragmentach fici z istotnym zranicowaniem mgdzy dzialaniem badanych metali.
Kadm (100 uM Cd) zwkszat zawart& kwasu cytrynowego, natomiast pod wptywem
miedzi (50 pM Cu) wzrastata zawaitokwasu bursztynowego i pirogronowego.
Zawarta¢ kwasu jabtkowego wzrastata istotnie pod wptyweosstvanych dawek obu
metali. W badaniach zawaftv w lisciach niektérych nieenzymatycznych
antyoksydantow glutationu (GSH/GSSG) i kwasu askonbego (L-AA/L-DHA)
wykazano,ze mied, niezalenie od wieku badanego organu, wplywata 3-4- krotrae
wzrost zawartéci L-AA. Metal ten zwiekszat rownie akumulac GSH oraz GSSG w
miodszych fragmentachsti. W obecnéci kadmu obserwowano natomiast zk&zory
akumulacgg GSH w starszych dciach i zmniejszenie jego zawaitd w lisciach
miodych.

Wyniki bada przedstawionych w publikacjach 10.A i 18.A, doty@astosowania
strontu jako induktora syntezy fitoestrogenéw w rd@linach soi Glycine max L.
Merr. Badania byly prowadzone w dwoOch kierunkach: ocevptywu strontu na
akumulag} izoflawonow w r@linach soi oraz mdiwosci biofortyfikacji roslin soi tym

pierwiastkiem. Ze wzghu na podobigstwo strontu do wapnia, pierwiastek ten w
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organizmach zwiekxych przejmuje funkejwapnia i mae by odktadany w uktadzie
kostnym. Potwierdzono lecznicze (terapeutyczneptdmie organicznych zgakow
strontu (ranelinian strontu) w leczeniu osteopordayzystny wptyw na osteoblasty,
przy jednoczesnym hamowaniuznbicowania s komoérek w osteoklasty. Innym
aspektem dziatania strontu jest jego wplyw na zex@rfitoestrogendéw w rdinach.
Znamienm cechy roslin soi jest zdolné& do syntezy izoflawonow (genisteiny,
daidzeiny, glicyteiny). Ze wzgtlu na strukturalne podoliigtwo do zenskich
hormonow piciowych, zwizki te maj zdolng¢ wigzania st z receptorami
estrogenowymi. Cecha ta pozwala wykorzystywzoflawony w leczeniu objawow
menopauzy. Ponadto zyzki te mog zapobiegé osteoporozie, dzialgjhamuaco na
niektére typy nowotworow lub magoy¢ stosowane w chorobach uktaduaienia.

W wyniku przeprowadzonych batlanad maliwoscia wzbogacania min w
korzystne ildci strontu stwierdzonoze stront jest tatwo akumulowany wesgiach
nadziemnych soi, agjapc wspotczynnik translokacji koradis¢ (w zaleznosci od
stezenia strontu w poywce) na poziomie od 7 do ponad 9. Najgzs zawartdé strontu
(1,2 mg g s.m.) oznaczono wékiach r@lin uprawianych na pgwce zawierajcej 3,0
mM strontu. Stwierdzono tak korzystny wptyw strontu na zawadéoizoflawonow w
roslinach soi. Uprawa soi w pgwce zawierajcej 2,0 mM strontu, zwkszata 2,7; 1,9,
3,8, oraz 2,9-krotnie zawa#b odpowiednio daidzeiny, kumestrolu, genisteiny oraz
formononetyny w poréwnaniu z dlsnami kontrolnymi.

Poniewa identyfikacg i izolac roslinnych metabolitow wtérnych znacznie utatwia
zastosowanie metody elektroforezy kapilarnej, gimdpadania metodyczne zwjzane
z optymalizacja rozdziatu metabolitow roslinnych ta metods.

Wysokosprawna elektroforeza kapilarna jest dynaniéczozwijapca sie technilg
rozdziatu mieszanin chemicznych. Nigliwymi jej zaletami g niskie koszty analizy,
wysoka sprawné, fatwas¢ w przygotowaniu prébek, krotki czas analizy oraerekie
spektrum zastosowania. Podsgawozdziatu elektroforetycznego jest zjawisko
przeptywu elektroosmotycznego. W przeciaggvie do technik chromatograficznych,
mobilnas¢ probki w elektroforezie kapilarnej jest wynikienrzgtozenia wysokiego
napkcia do kaicow wypetnionej buforem kapilary. Technika ta jegkorzystywana w
badaniach farmaceutycznych, biochemicznych oramiddnych. Umaliwia analiz
zarbwno zwizkOw organicznych (m.in.: gglowodanow, kwasow nukleinowych,
roslinnych metabolitow wtornych, biatek), jak i jondwieorganicznych. Wykorzystag

technile elektroforezy kapilarnej przeprowadzono optymaljzaozdziatu zwizkow
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kumarynowych (eskulina, eskulatyna, dihydrokumarynanbeliferon) w korze
Aesculus hippocastanurfl.), i Juniperus communigL.) “Pendula” oraz w zielu
Cichorium intybus(L.), i Melilotus officinalis (L.). Metoda charakteryzuje esdobrg
powtarzalnécig oraz rozdzielczéria, a czas rozdziatu nie przekracza 9 min. Metoda
elektroforezy kapilarnej okazatag¢srowniez uzyteczna w oznaczaniu w damach
zredukowanych oraz utlenionych nieenzymatycznychazwdw antyoksydacyjnych
(glutationu — GSH, dwusiarczku glutationu — GSS@ag&u askorbinowego — L-AA,
kwasu dehydroaskorbinowego — L-DHA). 24gki te uczestnicgz w cyklu
askorbinianowo-glutationowym prowagym do usuwania reaktywnych form tlenu.
Opracowana metoda pozwala na jednoczesraliz badanych zvezkdéw zapewniajc
dobn liniowos¢ i powtarzalné¢. Dodatkowo umgliwia pomiar zawartéci analitbw w
niewielkiej ilosci prébki (np. we fragmenciestia).

Opracowano réwnie z wyciem elektroforezy kapilarnej, metody analizy
alkaloidéw izochinolinowych wChelidonium majud.. (cheleretryna, sangwiniaryna,
berberyna, chelidonina), furanokumaryn (m.in. bptga, izopimpinelina,
ksantotoksyna) oraz substancji biologicznie aktyeimyvystpujacych w Hypericum
perforatum L. (hiperycyna, hyperforyna, hiperozyd, rutyna, ekeetyna, kwas
chlorogenowy).

Wyniki czesci opisanych wyej bada zostaly przedstawione w publikacjach: 5.A;
16.A.

Badania rolnicze zwizane m.in. z ocegn jakosci ptodow rolnych pod wzgkdem
zawartosci  metali  ciegzkich  oraz  okresleniem  wplywu  czynnikow
antropogenicznych i srodowiskowych na plon i jakasé gleby. Badania byty
realizowane w ramach wspoipracy z Uniwersytetemyi@dniczym w Lublinie.
Problematyka badaobejmowata cztery gidbwne zagadnienia:

1) Wplyw agrotechniki i warunkow uprawy na plonowairjekos¢ roslin

Celem bada bylo okrglenie wplywu przeprowadzonych  zabiegow
agrotechnicznych oraz czynnikéésodowiskowych na plon gtin (owies, zyto ozime,
jeczmien jary, pszenica jara, pszenica ozima, burak cukrdwpkowka pospolita) oraz
okreslenie roli integrowanej produkcji na zawaitometali cezkich w niektérych
owocach. Badania obejmowaty rownianaliz wybranych parametrow fizjologicznych
rukoli siewnej, nawgonej r&nymi dawkami azotu i potasu oraz zawaéttrakcji azotu

w kupkowce pospolitej, w zataosci od przebiegu warunkow meteorologicznych lub
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nawazenia azotem. Badania dotyczyly tak wptywu nawaenia mineralnego na
wybrane parametry fizjologiczne rukoli siewnej lawart@¢ roznych frakcji azotu w
tymotce 4kowej.

Wyniki opisanych wyej bada zostatly przedstawione w publikacjach: 1.A; 13.8;A;
9.B; 12.B; 13.B; 14.B; 15.B; 17.B; 18.B; 19.B; 20 2.B;

2) Ocena wplywu czynnikbw agrotechnicznych siodowiskowych na wybrane
wiasciwasci fizyko-chemiczne gleby
Badania koncentrowaly i na przegjdzie jakaci gleb uprawnych na
Lubelszczynie oraz okréeniu wptywu powodzi i zabiegbw agrotechnicznych
(nawazenie organiczne) na ich velawosci.
Wyniki opisanych wyej bada zostaty przedstawione w publikacjach: 3.A; 4.AA;7.
21.B; 28.B.

3) Okreslenie stopnia zaopatrzenia flom uprawianych na terenie Lubelszczyzny w
makro- i mikroelementy
Podgte badania miaty na celu ogestopnia zaopatrzenia w makro- i mikroelementy

roslin uprawianych na terenie Lubelszczyzny. Badaniawartdci mikro- i
makroelementéw dotyczyly takich upraw jak: pomidmbton oraz — w przypadku
oceny zaopatrzenia diin w siarke — zyto ozime, pszenica ozima, ziemniaki, marchew,
kapusta biata, ogorki, truskawka i jabhtoOcenie poddano réwnigakos¢ nawozow
organicznych pochodezych z regionu lubelskiego. Wyniki opisanych agy bada
zostaty przedstawione w publikacjach: 16.B; 24.B & 26.B.

6. Dane bibliometryczne.

a) Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania (5-letmipactFactor w roku 2015)
czasopism, w ktérych ukazatyesiszystkie publikacje habilitanta50,655;
(suma IF zgodnie z rokiem opublikowanid4,929

b) Sumaryczna liczba punktow MNISW wg ujednoliconeggkazu czasopism z dn.
26.01.2017 za wszystkie publikacje habilitantet037,5

c) Liczba cytowa wszystkich publikacji habilitanta (wg bazy WebSxience/Cited
Reference Search) (w dniu 24.05.201748

d) Indeks Hirscha (wg bazy Web of Science/Cited RefegeSearch) #
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