STRESZCZENIE

Zanieczyszczenie $rodowiska metalami cigzkimi jest wcigz wysokie, jako efekt
naturalnych procesOw oraz dziatalnosci cztowieka. Obecnos¢ metali toksycznych, takich jak
Cd lub bardzo wysoka zawarto$¢ mikroelementow, takich jak Zn, stanowig powazne zagrozenie
dla srodowiska. Rosliny pobieraja metale z gleby i akumulujg je w swoich tkankach, co moze
stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi spozywajacych rosliny, zawierajace wysokie stgzenia
tych metali. Dlatego istnieje potrzeba opracowania nowych i skutecznych technik usuwania
metali ciezkich ze srodowiska lub ograniczania ich negatywnego wplywu na organizmy zywe.

Celem projektu bylo poglebienie wiedzy na temat mechanizmoéw zwigzanych z
pobieraniem i akumulacja metali przez rosliny oraz odporno$cig na ich toksyczne dziatanie.
Hyperakumulatory metali cigzkich to ro$liny, ktére moga zy¢ na glebach silnie
zanieczyszczonych przez metale i posiadajg zdolnos¢ do akumulacji niezwykle wysokich
stezen tych metali w tkankach nadziemnych. Arabidopsis halleri wykorzystywane jest jako
gatunek modelowy do badania mechanizméw zwigzanych z tolerancjg i akumulacjg wysokich
stezen metali. Gatunek ten charakteryzuje si¢ wysoka odpornoscia na duze stezenia Cd i Zn i
jest zdolny do hyperakumulacji Zn w pedach, a takze Cd w przypadku niektérych populacji.
Arabidopsis arenosa, gatunek blisko spokrewniony z A. halleri, rowniez wykazuje wysoka
odporno$¢ na oba metale. Wcze$niejsze badania wykazaly, ze A. arenosa akumuluje metale
glownie w korzeniach, transportujac jedynie niewielka czgs¢ Cd 1 Zn z korzeni do pedow. W
poludniowej Polsce oba gatunki mozna zaobserwowac na tych samych stanowiskach silnie
zanieczyszczonych metalami. Eksperymenty mialy na celu zbadanie miedzy- |
wewnatrzgatunkowej zmiennosci pomigdzy populacjami A. halleri i A. arenosa z terenow
czystych oraz zanieczyszczonych metalami, w celu zidentyfikowania parametrow
fizjologicznych 1 gené6w odpowiedzialnych za ro6znice w ich adaptacji do toksycznych stgzen
metali. Aby odpowiedzie¢ na postawione pytania badawcze, prace podzielono na trzy etapy,
stanowigce odrebne rozdziaty.

Pierwszy rozdzial obejmuje badania terenowe oraz eksperymenty laboratoryjne. W celu
okreslenia réznic fizjologicznych w ich naturalnym $rodowisku oraz przy traktowaniu r6znymi
stezeniami Cd w hydroponice, przebadano po jednej populacje z terendéw czystych oraz po
jednej z trenéw zanieczyszczonych metalami, zar6wno dla A. halleri jak i A. arenosa.
Przeanalizowano catkowitg zwarto$¢ metali w glebie oraz biodostepne frakcje Cd, Pb 1 Zn.
Zawarto$¢ tych pierwiastkoéw oznaczono rdwniez w korzeniach i lisciach wszystkich badanych

populacji. Ponadto porownano aktywno$¢ aparatu fotosyntetycznego i zawarto$¢ barwnikow



we wszystkich czterech populacjach rosngcych w ich naturalnym $§rodowisku. Ploidalnos¢
kazdej populacji zostata przeanalizowana w celu potwierdzenia, ze badane populacje A. halleri
sg diploidalne, natomiast A. arenosa tetraploidalne. Dzigki temu mozliwe bylo wykluczenie
wymiany materialu genetycznego miedzy dwoma gatunkami rosngcymi na tym samym
stanowisku. W warunkach hydroponicznych rosliny poddano dziataniu 50, 100 i 200 uM Cd
przez 24 dni. Nastgpnie przeprowadzono taka samg analize¢ jak in situ. Po raz pierwszy
przeanalizowano sktad mineralny A. arenosa w potaczeniu z analizg aktywnosci aparatu
fotosyntetycznego zaréwno w warunkach terenowych, jak i laboratoryjnych. Moje wyniki
pokazuja, ze populacja A.arenosa z terenu zanieczyszczonego metalami jest tak samo
tolerancyjna na metale ci¢zkie, jak hyperakumulujaca populacja A. halleri z tego samego
stanowiska. Ponadto moje wyniki wykazaly, ze populacja A. arenosa z terenu
zanieczyszczonego metalami hyperakumuluje Cd i Zn.

Drugi rozdzial przedstawia analize odpowiedzi fizjologicznej populacji A. halleri i
A. arenosa ze stanowiska zanieczyszczonego metalami, traktowanych wysokim st¢zeniem Cd
(1.0 mM) lub Zn (5.0 mM). Roéznice w akumulacji Cd i Zn, tolerancji, aktywno$ci aparatu
fotosyntetycznego 1 zmiany zawartos$ci barwnikdw zostaly przeanalizowane po 7 dniach
traktowania. Populacja A. arenosa akumulowata wigcej Cd w poréwnaniu z populacja
A. halleri, ktora akumulowata wigcej Zn. Traktowanie wysokim stezeniem Cd i Zn
potwierdzito bardzo wysoki poziom tolerancji populacji A. arenosa i A. halleri z terenu
zanieczyszczonego na oba metale. Oba gatunki ro6znity si¢ zmianami w aktywnos$ci aparatu
fotosyntetycznego w odpowiedzi na Cd 1 Zn w wysokich stezeniach, co sugeruje réznice w
mechanizmach homeostazy metali pomi¢dzy gatunkami.

Trzeci rozdziat skupia si¢ na ocenie korelacji pomigdzy odpowiedzia fizjologiczng i
ekspresja genow w populacjach A. halleri i A. arenosa z terendw czystych, jak i
zanieczyszczonych metalami. Rosliny traktowano 5 uM Cd lub 150 uM Zn przez 10 dni w
kulturach hydroponicznych. Do analizy ekspresji genow w warunkach umiarkowanego stresu
zarOwno w hypertolerancyjnych, jak i wrazliwych populacjach wybrano nizsze stezenia metali,
niz w pierwszym eksperymencie. W trakcie badan okreslono wzrost roslin, poziom tolerancji
na Cd i Zn, sktad mineralny korzeni i lisci oraz zawarto$¢ barwnikéw w li§ciach. Ponadto
zmierzono poziom ekspresji gendw zaangazowanych w pobieranie, translokacj¢ Iub
detoksykacj¢ Cd i Zn oraz biosyntezg flawonoidow (HMA2, HMA3, HMA4, MTP1, IRT1, IRT3,
FRD3, FRO2, ZIF1, NRAMP3, NRAMP4, OPT3, NAS2, LDOX i F3H). Zaobserwowano
wyrazng réznice w akumulacji Cd i Zn pomiedzy populacja A. halleri i A. arenosa z terenow

zanieczyszczonych. Analiza poziomu ekspresji genow wykazata réznice nie tylko miedzy



gatunkami, ale takze miedzy populacjami. Traktowanie Cd lub Zn miato rowniez rozny wplyw
na wszystkie populacje w odniesieniu do niektérych genow.

Wyniki uzyskane w ramach tego projektu wypetniaja luke w charakterystyce
fizjologicznej gatunku A. halleri zarowno w warunkach terenowych, jak i w kulturach
hydroponicznych. Co wigcej, doglebna charakterystyka fizjologiczna populacji A. arenosa z
terenu zanieczyszczonego pozwolita na zidentyfikowanego go, jako nowego hyperakumulatora
Cd i1 Zn. Hyperakumulujaca populacja A. arenosa z terenow metalono$nych moze zosta¢
wykorzystana, jako nowy model do przyszltych badan nad zjawiskiem hyperakumulacji. Co
wiecej, zaobserwowane roznice w ekspresji genow zaangazowanych w pobieranie, translokacje
i detoksykacj¢ metali migdzy A. halleri i A. arenosa sugeruje, ze mechanizmy homeostazy
metali u A. arenosa sg rozne od A. halleri, i dalsze badania z wykorzystaniem obu gatunkow

przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia tych mechanizmow.



