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Wstep

Prezentowana Panstwu monografia jest juz czwartg pozycja wydawniczg cyklu
pos$wigconego najnowszym osiggnieciom z zakresu badan nad bioréznorodnoscia,
prowadzonych na wszystkich poziomach organizacji zycia roslin, grzybéw i poro-
stow — od komorki do ekosystemu. Motywem przewodnim cyklu jest wszechstron-
na analiza funkcjonowania roélin i grzybow w zmieniajacych si¢ warunkach $rodo-
wiska, dzieki interdyscyplinarnym badaniom genetycznym, biochemicznym, fizjo-
logicznym, florystycznym, demograficznym oraz fitosocjologicznym.

Poszczegolne rozdzialty monografii prezentuja szeroki zakres zagadnien nau-
kowych zwigzanych z ekofizjologia, biochemia, biologia rozwoju roélin, ekologia
populacji, fitosocjologia, florystyka i systematyka. Autorami rozdzialéw sg pracow-
nicy uczelni krajowych, uznani badacze naukowi, w wigkszosci cztonkowie Polskie-
go Towarzystwa Botanicznego.

W monografii oméwione zostaly szczegétowo réznorodne zagadnienia przed-
stawiane w $wietle najnowszych badan, miedzy innymi: modyfikacja aktywnosci
kluczowego enzymu fotosyntezy - rubisco, rola fotooddychania oraz metabolizmu
cukréow w roslinach rosnacych w zmiennych warunkach srodowiska, réznorodnos¢
porostdw czy zbiorowisk roslinnych wystepujacych na terenach obszaréw chronio-
nych oraz na terenach zanieczyszczonych metalami ciezkimi. W tomie przedsta-
wiono wiele przykladéw dostosowan roslin do wzrostu i rozwoju w warunkach
stresu biotycznego i abiotycznego. Zostala rowniez zasygnalizowana problematyka
paleobotaniczna, dotyczaca wplywu osadnictwa cztowieka na szate rodlinna.

Zyczac Panstwu milej lektury, mamy nadzieje, Ze monografia przyczyni sie do
owocnej dyskusji, kontynuacji interdyscyplinarnych badan nad bioréznorodnoscia
lub okreslenia nowych interesujacych kierunkéw badan w tym zakresie.

Andrzej Bajguz, Iwona Ciereszko
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Streszczenie

Liczne dane dowodza, ze Rubisco podlega bardzo precyzyjnej regulacji w odpowiedzi na krétko-
i dlugoterminowe zmiany czynnikéw srodowiskowych, a takze zmieniajacy sie kontekst ontogene-
tyczny. Wydarzenia regulacyjne uruchamiane w odpowiedzi na zmiany czynnikéw $rodowisko-
wych, wiaczajac w nie zastgpienie warunkéw komfortowych stresowymi, moga polegaé¢ na modu-
lacji zawartosci Rubisco poprzez zmiany intensywnosci syntezy i degradacji obu podjednostek,
wzglednie na modulacji aktywnosci karboksylacyjnej gotowych czastek enzymu. Niniejsza praca
stanowi przeglad stanu wiedzy na temat molekularnych uwarunkowan wydarzen regulacyjnych,
ktorym podlega Rubisco, z uwzglednieniem wynikéw najnowszych dokonan w zakresie poznania
struktury i funkgji tego enzymu.

Stowa kluczowe: aktywnos¢ karboksylacyjna, degradacja, mniejsza podjednostka Rubisco, wieksza
podjednostka Rubisco, transkrypcja

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 9-21 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko




1.1. Wstep

Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu (Rubisco, EC 4.1.1.39)
jest najobficiej reprezentowanym bialkiem w biosferze. Szacuje si¢, ze enzym ten
stanowi 0,2% wszystkich obecnych na Ziemi biatek (Ellis, 1979), a u roslin typu C;
Rubisco stanowi od 30% do 50% catkowitej puli rozpuszczalnych bialek liscia;
w enzymie tym zakumulowane jest takze 25% calkowitej puli azotu liscia (Ellis,
1979). Rubisco katalizuje karboksylacje czasteczki rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBP),
co stanowi pierwsza reakcje fazy ciemnej fotosyntezy (Ellis, 1979) oraz oksygenacje
RuBP (Bowes i in., 1971). Jeden z produktéow oksygenacji RuBP podlega ztozonej
sekwengcji reakcji skladajacych si¢ na cykl fotooddechowy (Chollet, 1997). Obec-
nos$¢ Rubisco zostata potwierdzona w odniesieniu do wigkszosci organizméw auto-
troficznych, wliczajac w nie: archeony, bakterie fotosyntetyczne, bakterie chemoli-
toautotroficzne, cyjanobakterie, eukariotyczne glony oraz rosliny wyzsze.

Czastki Rubisco sg najcze¢sciej multimerami zbudowanymi z dwéch typéw
podjednostek: wigkszych (LS-large subunit, ok. 50 kDa) oraz mniejszych (SS-small
subunit, ok. 13 kDa) (Whitney i in., 2011). W przypadku pewnej liczby gatunkow,
obie podjednostki zostaly zsekwencjonowane, a ponadto udalo si¢ pozna¢ struktury
krystaliczne holokompleksu Rubisco (zostaly one zdeponowane w bazach NCBI
oraz PDB). Najczesciej spotykang wersja Rubisco, obecng u roslin wyzszych (ale
takze u wigkszosci fotoautotroficznych bakterii, cyjanobakterii, glonéw niezielo-
nych oraz krasnorostow) jest heksadekamer zbudowany z o$miu duzych oraz
o$miu malych podjednostek, okreslany jako forma I Rubisco (Ryc. 1.1.). Analizy
bioinformatyczne sekwencji aminokwasowych obu podjednostek Rubisco zaklasy-
fikowanych jako forma I doprowadzity do wyrdznienia w jej obrebie dwdch podty-
péw: ,zielonego” oraz ,czerwonego”, ktore dodatkowo podzielone zostaly na dwie
mniejsze grupy. W ramach podtypu ,,zielonego” wyréznia si¢, miedzy innymi, gru-
pe I B charakterystyczng dla roslin wyzszych, glonéw zielonych i niektérych cyja-
nobakterii.

W heksadekamerze formy I Rubisco podjednostki LS sa odpowiedzialne za
aktywno$¢ karboksylacyjng — grupuja sie¢ w cztery pary, w obrebie ktorych kazda
z podjednostek jest zorientowana przeciwlegle wzgledem partnera. Wewnatrz kaz-
dej pary istniejg dwa centra katalityczne wspdttworzone przez reszty aminokwaso-
we nalezace do obu oddzialywujacych ze sobg podjednostek (Whitney i in., 2011).
Cztery dimery LS buduja rdzen holokompleksu, na ktérego biegunach zlokalizo-
wane s3 dwa tetrameryczne pierscienie utworzone przez czasteczki podjednostek SS
Rubisco (Andersson, Backlund, 2008). Holokompleks Rubisco szpinaku ma ksztalt
cylindra o $rednicy ~ 110 A i wysokosci ~ 100 A (Liu i in., 2010), przez wnetrze
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ktérego przechodzi hydrofilny kanal zapewniajacy wystarczajacg ilo$¢ miejsca nie-
zbednego dla otwierania i zamykania centréw katalitycznych w trakcie przeprowa-
dzania reakcji enzymatycznej (Esquivel i in., 2013). Strukture formy I Rubisco zapi-
suje si¢ w jako (L)4(Ss)2, a calkowita masa czasteczkowa holokompleksu zostata
okreslona jako ok. 550 kDa (Tabita, 1999).

Dimer
LS Rubisco

Tetramer ¢
SS Rubisco

Rycina 1.1. Struktura krystaliczna Rubisco szpinaku (Spinacia oleracea)

Objasnienia:
Rubisco szpinaku reprezentuje forme I, podtyp ,zielony”, grupe IA. PDB ID: 1RCX

Jakkolwiek centra katalityczne sg zlokalizowane w obrebie podjednostek LS, to
nie ma watpliwosci, ze podjednostki SS w istotny sposdb wplywaja na funkcje kata-
lityczne holokompleksu. Wskazuja na to wyniki doswiadczen dowodzace, ze ak-
tywnos¢ karboksylacyjna chimerycznych czastek Rubisco, skladajacych sie z pod-
jednostek LS ryzu oraz SS pochodzacych z sorgo jest zmieniona w poréwnaniu
z aktywnoscig karboksylacyjng natywnego Rubisco ryzu (Ishikawa i in., 2011).
Z kolei aktywnos¢ kompleksu (L,)s, powstalego przez catkowite usuniecie podjed-
nostek SS z holokompleksu Rubisco cyjanobakterii Synechococcus, okazala si¢
o kilka procent nizsza niz natywnego holokompleksu, a ponowne przylaczenie pod-
jednostek SS do rdzenia pozwala w pelni odtworzy¢ aktywnos¢ katalityczng enzy-
mu (Andrews, Ballment, 1983).
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W genomie Arabidopsis thaliana obecne s3 cztery geny kodujace SS okreélane
jako: rbcS-1a, rbeS-1b, rbeS-2b oraz rbeS-3b (Spreitzer, Salvucci, 2002) (Ryc. 1.2.).
Geny te roznig sie strukturg pierwszorzedows, przy czym: rbcS-1b, rbcS-2b oraz
rbcS-3b wykazuja wysokie (na poziomie ponad 95%) podobienstwo sekwencji nu-
kleotydowej oraz dtugosci zaréwno egzonoéw, jak i intronéw; rbcS-1a jest natomiast
mniej podobny do kazdego sposréd rbcS1-3b niz poszczegolne rbeS1-3b migdzy
sobg (Dean i in., 1989). Gen kodujacy LS Rubisco (rbcL) jest u A. thaliana repre-
zentowany przez pojedyncza kopie nieposiadajacg intronéw, wchodzaca w sktad
genomu chloroplastowego, ale catkowita liczba kopii rbcL przypadajaca na komor-
ke jest wyzsza, co wynika ze znacznej liczby chloroplastow zlokalizowanych na jej
terytorium oraz obecnosci wielu kopii genomu w kazdym z chloroplastow (Gutte-
ridge, Gatenby, 1995).

1 307 544 688 815 921 1092 1267
At1g67090
1072 142
1 243 483 655 789 878 1049 1135
rbes-1b o 3
At5g38430
1 258 498 638 774 864 1034 1091
oo S I -
5 3
At5g938420
1 329 547 739 873 963 1134 1244
rbcS-3b 5 3
At5g38410
1 1421

900 - e
AtCg00490
B -coon . =

intron

Rycina 1.2. Struktura gendw kodujacych podjednostke SS (rbcS-1a, rbcS-16, rbcS-2b, rbcS-3b)
oraz genu kodujacego podjednostke LS Rubisco Arabidopsis thaliana

Objasnienia:
UTR — odcinek kodujacy rejon mRNA niepodlegajacy translacji

Zrédto: dane elektroniczne, tryb dostepu: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Czastki Rubisco nalezace do formy I katalizujg reakcje karboksylacji (polega-
jaca na przylaczeniu czasteczki CO, do czasteczki RuBP) po uprzedniej aktywacji,
ktéra polega na wolnej i odwracalnej karbamylacji, tzn. przylaczeniu dodatkowej
(niebedacej substratem) czasteczki CO, do e-aminowej grupy konserwatywnej resz-
ty lizyny, zlokalizowanej w centrum katalitycznym enzymu; w przypadku szpinaku
jest to Lys 201 (Lorimer, 1981). Na skutek przylaczenia sie¢ CO, do reszty lizyny
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powstaje karbaminian, ktéry poprzez szybka reakcje przylaczania Mg** tworzy do-
datnio naladowany zwigzek chelatowy, dzieki czemu enzym staje si¢ aktywny kata-
litycznie (Lorimer, Miziorko, 1980). Do zaktywowanej czastki holokompleksu
Rubisco wiaze si¢ czasteczka RuBP. Karboksylacja RuBP jest reakcja wieloetapowa,
ktéra rozpoczyna sie od enolizacji substratu zwigzanego z centrum katalitycznym
Rubisco. W wyniku tej reakeji dochodzi do wytworzenia nietrwalego endiolowego
metabolitu posredniego, ktéry nastepnie reaguje z czasteczka CO,, co prowadzi do
wytworzenia nietrwalego produktu posredniego hydratowanego, nastgpnie do
dwoch czasteczek kwasu 3-fosfoglicerynowego (3-PGA). Czasteczki 3-PGA sa kie-
rowane do cyklu Calvina, a jego metabolity zostaja wykorzystane zaréwno do syn-
tezy skrobi, jak i regeneracji RuBP.

Rola, jaka spelnia Rubisco w metabolizmie organizmdw fotoautotroficznych
jest tak istotna, ze zaréwno zawartos¢, jak i aktywno$¢ karboksylacyjna tego enzy-
mu podlega precyzyjnej i zlozonej regulacji w odpowiedzi na fluktuacje czynnikéw
srodowiskowych i na zmieniajacg si¢ sytuacje ontogenetyczna.

1.2.  Regulacja Rubisco w odpowiedzi na zmiane czynnikow
srodowiskowych innych niz natezenie Swiatta

1.21.  Zmiany zawartosci Rubisco

Regulacja Rubisco polegajaca na zmianie zawartosci enzymu dotyczy zaréwno
syntezy, jak i degradacji obu podjednostek Rubisco i moze rozgrywac si¢ na wszyst-
kich etapach biosyntezy bialka: transkrypcji, translacji oraz wydarzen potranslacyj-
nych.

W odniesieniu do regulacji na poziomie transkrypcji, zmiany natezenia czyn-
nikéw $rodowiskowych moga, w zaleznosci od kierunku tych zmian, powodowac
zaréwno wzmocnienie, jak i ostabienie aktywnosci transkrypcyjnej genéw koduja-
cych obydwie podjednostki. Wzmocnienie transkrypcji rbeL i rbcS obserwowano na
przyktad w trakcie ekspozycji sosny alpejskiej na podwyzszone stezenie ozonu (Pel-
loux i in., 2001), a takze u tego samego gatunku sosny i w lisciach roslin Arabidopsis
thaliana poddanych stresowi suszy (Williams i in., 1994, Pelloux i in., 2001). Z kolei
dlugoterminowa hodowla roslin Arabidopsis thaliana w warunkach podwyzszone-
go stezenia CO, skutkuje znacznym obnizeniem zawartosci holokompleksu Rubi-
sco, ktére wynika z zahamowania transkrypcji genéw obu podjednostek (Cheng
iin., 1998).

13



Przyktadem zaangazowania translacji w regulacje zawartosci Rubisco jest ob-
nizenie wydajnosci translacji mRNA podjednostki LS zaobserwowane u siewek
grochu (Pisum sativum), ktére poddawano trwajacej do 2 dni ekspozycji na uzu-
pelniajace promieniowanie UV-B (Mackerness i in., 1997). Wydaje si¢ prawdopo-
dobne, ze mechanizmy regulujace zawartos¢ Rubisco na poziomie translacji, uru-
chamiane moga by¢ w odpowiedzi na réznorodne stresy srodowiskowe, ktorych
wspolnym mianownikiem jest promowanie wytwarzania reaktywnych form tlenu
(RFT). Uwaza si¢ bowiem, ze nagromadzenie RFT skutkuje zmianami w statusie
redoks puli glutationu komorki, czego konsekwencja jest zahamowanie translacji
mRNA LS Rubisco (Irihimovitch, Shapira, 2000).

Wisrdd potranslacyjnych mechanizméw regulujacych zawartos¢ Rubisco wy-
mienia si¢ caly szereg wydarzen obejmujacych agregacje i/lub degradacje (bezen-
zymatyczng lub enzymatyczng) podjednostki LS Rubisco. Jednym z lepiej scharak-
teryzowanych mechanizméw regulujacych zawartos¢ Rubisco, poprzez wydarzenia
majace charakter potranslacyjny, jest fragmentacja bezenzymatyczna LS, czynni-
kiem promujacym ktora s3 RFT. W przypadku inkubacji oczyszczonego Rubisco
w Srodowisku wytwarzajacym generujacym rodnik hydroksylowy w reakcji Fento-
na (a reakcja ta moze zachodzi¢ w odpowiedzi na réznorodne stresy srodowiskowe)
dochodzi do miejscowo specyficznego ciecia podjednostki LS w sasiedztwie Gly-239
(Ishida i in., 1999). Sadzi sie, ze miejsce to wigze z wysoka efektywnoscia jony Fe*,
w obecnosci ktérych dochodzi do lokalnej akumulacji rodnika hydroksylowego
w wyniku reakcji Fentona (Luo i in., 2002). W literaturze §wiatowej znajdujg si¢
ponadto stosunkowo liczne przyklady wskazujace na to, ze jednym z potranslacyj-
nych mechanizméw regulujacych zawartos¢ Rubisco jest degradacja podjednostki
LS katalizowana przez proteazy (= degradacja enzymatyczna). Przyklady te obej-
muja wyniki badan polegajacych na inkubacji in vitro lizatéw chloroplastéw lub
oczyszczonych preparatow Rubisco w warunkach nasladujacych dziatanie in vivo
réznorodnych czynnikéw stresowych, takich jak np. podwyzszona temperatura
(liscie ryzu - Bose i in., 1999 oraz liScie pszenicy — Zhang i in., 2005). Wskazano,
ze kluczowa role w enzymatycznej degradacji LS Rubisco najprawdopodobniej
odgrywaja RFT poprzez indukowanie oksydacyjnych modyfikacji struktury pod-
jednostki LS, ktérych skutkiem jest podwyzszenie jej podatnosci na atak proteaz
(Desimone i in., 1996).

Dowiedziono, ze degradacja LS Rubisco, do jakiej dochodzi w odpowiedzi na
dzialanie niektérych czynnikéw stresowych, moze by¢ poprzedzona powstaniem
agregatéw bialko-bialko z udziatem LS (jako skutek wprowadzenia do LS modyfi-
kacji oksydacyjnych) oraz przemieszczaniem agregatow do bton chloroplastowych
- taka sytuacje obserwowano w komorkach Chlamydomonas reinhardtii poddawa-
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nych stresowi solnemu (Marin-Navarro, Moreno, 2006) oraz w roslinach pszenicy
i Spirodela oligorrhiza traktowanych jonami Cu** lub poddanych stresowi deficytu
azotu (Mehta i in., 1992). Uwaza sie, ze w tych przypadkach dopiero powstawanie
miedzybialkowych agregatow z udzialem LS oraz wejscie przez agregaty w kontakt
z blonami nadaje LS podatnos¢ na degradacje enzymatyczng. Zatem scenariusz
wydarzen regulacyjnych prowadzacych do degradacji LS Rubisco moze, ale nie
musi obejmowac etapu agregacji oraz przylaczenia si¢ agregatow do bton chloro-
plastowych (bton tylakoidowych lub otoczek). Jednak scenariusz potranslacyjnych
mechanizméw regulujacych zawartos¢ Rubisco moze by¢ jeszcze inny, tzn. obej-
mowa¢ formowanie agregatéw z udzialem podjednostek LS, ktéremu nie towarzy-
szy degradacja powstalych agregatow. Sytuacje taka odnotowano np. w przypadku
dziatania wysokiego stezenia H,O, na komdrki Chlamydomonas reinhardtii
(Esquivel i in., 2006). Zaobserwowano réwniez, ze niedobdr azotu u Euglena graci-
lis prowadzi do formowania wysokoczasteczkowych agregatow z udzialem LS Rubi-
sco, czemu towarzyszy przemieszczanie sie¢ wspomnianych agregatow ze stromy do
blon chloroplastowych ale nie dochodzi do proteolitycznego usuwania LS (Garcia-
Ferris, Moreno, 1994). Nie ustalono natomiast dalszych loséw niezdegradowanych
agregatow miedzybialkowych z udzialem LS. Elementem wspdlnym dla kazdego
z opisanych powyzej scenariuszy potranslacyjnych mechanizméw regulujacych
zawarto$¢ Rubisco sa modyfikacje oksydacyjne podjednostki LS Rubisco (ktérych
sprawcami sg RFT), do jakich dochodzi in vivo w odpowiedzi na réznorodne stresy.

1.2.2.  Zmiany aktywnosci karboksylacyjnej Rubisco

Forma regulacji Rubisco w odpowiedzi na dzialanie stresow moga by¢ takze
zmiany aktywnosci karboksylacyjnej tego enzymu, ktére nie s3 powigzane z modu-
lacja zawarto$ci biatka holokompleksu.

Poznano kilka mechanizméw bioracych udziat w regulacji aktywnosci karbok-
sylacyjnej Rubisco. Za podstawowy uwaza si¢ aktywacje enzymu, czyli karbamyla-
cje odpowiedniej reszty lizyny w centrum katalitycznym holoenzymu. Jak juz o tym
pisano wcze$niej, karbamylacja Rubisco jest odwracalnym procesem zachodzacym
spontanicznie w obecnoéci CO, i Mg*". Stopien karbamylacji Rubisco in vivo moz-
na okresli¢ eksperymentalnie. Wykorzystuje si¢ do tego pomiary tzw. aktywnosci
karboksylacyjnej poczatkowej, tzn. mierzonej w ekstrakcie enzymatycznym lisci
bezposrednio po jego sporzadzeniu, ktéra poréwnuje si¢ nastepnie z tzw. aktywno-
$cig karboksylacyjng calkowita, tj. mierzong po wczesniejszej inkubacji ekstraktu
enzymatycznego w wysycajacym stezeniu CO, i Mg**. Iloraz wartosci aktywno$ci
poczatkowej i catkowitej — okreslany w literaturze $wiatowej jako stan aktywacji
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Rubisco - jest wlasnie miarg tego, jak wiele sposréd dostepnych centrow katali-
tycznych Rubisco jest karbamylowanych in vivo (Parry i in., 2008). Miedzy innymi
analizy in vitro aktywnosci karboksylacyjnych Rubisco pochodzacych z lisci tyto-
niu, bawelny i szpinaku wykazaly znaczne obnizenie stanu aktywacji enzymu wraz
ze wzrostem temperatury (Crafts-Brandner, Salvucci, 2000; Yamori i wsp., 2006).
Stan aktywacji Rubisco istotnie obniza si¢ takze w trakcie suszy, co zanotowano np.
w przypadku kilkunastu §rédziemnomorskich gatunkéw roslin (Galmes i in., 2011)
- dowiedziono, ze przyczyng spadku stanu aktywacji Rubisco jest w tym przypadku
obnizenie si¢ wewnatrzchloroplastowego stezenia CO,, spowodowane zmniejsze-
niem si¢ przewodnosci szparkowej i przewodnosci komoérek mezofilu.

1.3.  Regulacja Rubisco w odpowiedzi na zmiany
natezenia Swiatfa

1.3.1.  Zmiany zawartosci Rubisco

Jednym z najwazniejszych czynnikéow srodowiskowych odbieranych przez
roéliny jest $wiatlo. Powszechnie wiadomo, Ze zmiany natezenia §wiatla uruchamia-
ja mechanizmy regulujace Rubisco, zaréwno wplywajace na zawartos$¢, jak i na
aktywno$¢ enzymu. Mechanizmy te bada si¢ stosujac dwa modele eksperymentalne:
model zazieleniania si¢ etiolowanych siewek (= przejscie ciemno$¢: $wiatlo) oraz
model zmiany natezenia $wiatla, na ktére roslina jest eksponowana w ciggu dnia -
na wyzsze lub nizsze od dotychczasowego.

Wykazano, ze po przeniesieniu rosngcych w ciemnosci siewek do $wiatla (za-
zielenianie), dochodzi do uruchomienia transkrypcji genéw rbcL i rbcS w lisciach,
co prowadzi do wzrostu zawartosci Rubisco. Obserwacji takich dokonano m.in. dla
kukurydzy; w tym przypadku rozpoznano w promotorze genu rbcL miejsce wigza-
nia dwoch czynnikéw transkrypcyjnych (CDF1 i RPLB). Czynniki te, wigzac sie do
specyficznego miejsca w promotorze genu, stymuluja inicjacje jego transkrypcji.
Jednoznacznie stwierdzono, ze powinowactwo czynnikéw transkrypcyjnych do
miejsca wigzania w promotorze znacznie wzrasta na skutek dzialania §wiatla (Liere
iin., 2011). Takze w regionie promotorowym genu rbcS wystepuja konserwatywne
sekwencje DNA, ktére wymagaja $wiatlozaleznej interakcji z czynnikiem tran-
skrypcyjnym (HY5), aby uruchomi¢ transkrypcje tego genu (Lopez-Ochoa i in.,,
2007). Dowiedziono, ze w trakcie zazieleniania si¢ roslin réwniez wydarzenia trans-
lacyjne uczestniczg w zmianach zawartosci Rubisco (np. Klein i in., 1988).
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Zmiany natezenia $wiatla, na jakie roslina jest eksponowana w ciggu dnia
réwniez prowadza do uruchomienia proceséw regulujacych zawarto$¢ Rubisco,
dzialajac na poziomie transkrypcyjnym, translacyjnym i potranslacyjnym. Wyka-
zano mianowicie, ze zmiana natezenia $wiatla z niskiego na wysokie, ktérej podda-
wano potéwki pojedynczych lisci tytoniu, w skali 1-2 dni wywoluje wzrost akumu-
lacji mRNA genu rbcS (efekt netto zmian intensywnosci transkrypcji oraz zmian
stabilno$ci mRNA) i zwigzany z nim wzrost zawartosci holokompleksu Rubisco
(Prioul, Reyss, 1987). Jednakze kiedy komoérki Chlamydomonas reinhardtii ekspo-
nowane na $wiatlo o niskim nate¢zeniu traktowano $wiatlem o nate¢zeniu bardzo
wysokim, zaobserwowano w czasie 1-4 godz. uruchomienie sekwencji wydarzen
translacyjnych i potranslacyjnych. Obejmowaty one zahamowanie elongacji trans-
lacji mRNA genu rbcL, degradacje wczesniej zsyntezowanych czasteczek SS Rubi-
sco, obnizenie zawartosci tej podjednostki, a ostatecznie fragmentacje i agregacje LS
Rubisco - pozostajacej w nadmiarze w stosunku do swojego funkcjonalnego part-
nera (Cohen i in., 2005; Knopf, Shapira, 2005). Wydaje si¢, ze uruchomienie takie-
go scenariusza inicjowane jest przez modyfikacje oksydacyjne obecnych na terenie
stromy czgstek LS Rubisco, do ktérych dochodzi na skutek dziatania $wiatla o bar-
dzo wysokim natezeniu.

Do niedawna bardzo niewiele wiedziano o mechanizmach regulujacych za-
warto$¢ Rubisco, ktoére sg uruchamiane w trakcie obniZania nat¢zenia $wiatta
w ciggu dnia - z wysokiego na niskie, wzglednie z umiarkowanego na niskie, badz
z niskiego na bardzo niskie. Jedne z nielicznych informacji na ten temat wskazywa-
ly, ze po uplywie 1-2 dni po zmianie natezenia $wiatfa z niskiego na bardzo niskie
dochodzito do istotnego obnizenia zawartosci holokompleksu Rubisco tytoniu,
wywolanego spadkiem poziomu mRNA genu rbcS (Prioul, Reyss, 1988). Stan wie-
dzy na ten temat zostal znaczaco rozszerzony w biezacym roku, dzigki wynikom
uzyskanym przez nasz zespdl badawczy. Ustalilismy, ze dlugoterminowa zmiana
natezenia $wiatla z umiarkowanego na niskie prowadzi do odwracalnej eliminacji
strukturalno-funkcjonalnej czesci puli Rubisco, poprzez stymulacje modyfikacji
oksydacyjnych prowadzacych do powstawania agregatéw miedzybialkowych
z udzialem LS Rubisco. Pula ta jest prawdopodobnie nadmiarowa w zmienionych
warunkach o$wietleniowych. Wiekszos¢ agregatéw ulega uplynnieniu, kiedy tylko
dochodzi do ponownej ekspozycji na $wiatto o umiarkowanym natezeniu. Odwra-
calna stymulacja akumulacji agregatow miedzybiatkowych zawierajacych LS Rubi-
sco — bez degradacji zagregowanych czasteczek — moze by¢ traktowana jako nowa
dla nauki strategia przetrwania umiarkowanego stresu, jakim jest ekspozycja na
$wiatlo o niskim natezeniu (Grabsztunowicz i in., 2015).
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1.3.2.  Zmiany aktywnosci karboksylacyjnej Rubisco

W trakcie zazieleniania siewek pszenicy oraz rzodkiewnika obserwuje sie
wzrost aktywnosci karboksylacyjnej Rubisco, ktéry najprawdopodobniej realizo-
wany jest przez podwyzszenie stanu aktywacji Rubisco (Salvucci i in., 1987). Wyka-
zano takze, ze zmianie nat¢Zenia $wiatta w ciggu dnia z niskiego lub umiarkowane-
go do bardzo wysokiego towarzysza zmiany w aktywnosci karboksylacyjnej Rubi-
sco, ktore polegaja badz na wzroscie obu: poczatkowej i catkowitej aktywnosci kar-
boksylacyjnej enzymu, bez zmiany stanu aktywacji enzymu (Prioul, Reyss, 1987),
badz jedynie aktywnos$ci poczatkowej, czemu towarzyszy wzrost stanu aktywacji
(Brooks, Portis, 1988). Wyniki naszych badan (Grabsztunowicz i wsp., 2015) wska-
zujg, ze stymulowane przez zmiang natezenia $wiatta z umiarkowanego na niskie
powstawanie miedzybialkowych agregatow z udzialem podjednostki LS prowadzi
do obnizenia obu aktywnosci karboksylacyjnych, bez zmiany stanu aktywacji en-
zymu. Ponowna ekspozycja na $wiatlo o umiarkowanym nate¢zeniu w znacznym
stopniu przywraca wyjsciowe wartosci obydwu aktywnosci.

Powyzszy przeglad stanu wiedzy nie prowadzi do wskazania uniwersalnej
sekwencji wydarzen regulacyjnych, jakim mialoby podlega¢ Rubisco w odpowiedzi
na zmiany czynnikéw Srodowiskowych. Istnieje wiele mechanizmoéw regulacyj-
nych, a przebieg wydarzenn molekularnych rézni¢ si¢ moze bardzo znaczaco w za-
leznosci od gatunku i rodzaju czynnika srodowiskowego, ktory podlega zmianie.
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Streszczenie

Fotooddychanie jest procesem zachodzacym podczas fotosyntezy, w ktérym tlen jest pobierany,
a dwutlenek wegla wydzielany. Fotooddychanie jest wynikiem oksygenacji rybulozo 1,5 bisfosfo-
ranu, reakcji katalizowanej przez enzym Rubisco. Szacuje sie, ze 30-50% zasymilowanego wegla
jest uwalniane podczas jego przebiegu. Obecnie sadzi sie, ze proces ten stanowi wazng cze$c¢
odpowiedzi roslin na stres, gdyz prowadzi do optymalizacji fotosyntezy poprzez ograniczenie
produkgcji reaktywnych form tlenu. Fotooddychanie integruje tez metabolizm chloroplastéw,
peroksysomow, mitochondriéw i cytozolu. Reakcje fotooddechowe moga bezposrednio lub po-
Srednio zuzywad nadmiar czynnikdéw redukcyjnych oraz utrzymywac optymalne stezenie ATP,
co warunkuje homeostaze komorek. Ponadto, poprzez wytwarzanie H,0,, fotooddychanie uczest-
niczy w transdukgcji sygnatow oraz moduluje ekspresje genéw, co moze by¢ korzystne dla roslin
w warunkach stresowych, np. wysokiego natezenia Swiatta, suszy, zasolenia, chtodu, jak réwniez
przy niskim stezeniu CO,. Zuzywanie nadmiaru sity redukcyjnej zapobiega tez uszkodzeniu aparatu
fotosyntetycznego przez stres oksydacyjny. R6znorodnosc¢ funkgji peroksysomoéw, w zaleznosci od
rodzaju tkanek roslin wyzszych, mogta doprowadzi¢ do powstania réznych grup metabolicznych
takich jak rosliny C3, CAM i C4.

Stowa kluczowe: fotooddychanie, rosliny C3 i C4, reaktywne formy tlenu, stres

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 23-35 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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2.1. Fotoodychanie jako kluczowy proces metaboliczny

Fotooddychanie jest procesem, ktdry zachodzi u wszystkich organizméw pro-
wadzacych fotosynteze oksygeniczna, i jest jedna z gtéwnych drég przemian wegla
w biosferze. Fotooddychanie sprzezone jest z fotosyntetycznym redukcyjnym cy-
klem wegla i jest wynikiem oksygenacji przeprowadzane]j przez kluczowy chloro-
plastowy dwufunkcyjny enzym Rubisco, ktéry moze wigza¢ CO, lub O,. W fotood-
dychaniu, z dwdch czasteczek powstajacego toksycznego fosfoglikolanu, w wyniku
wielu przemian, odtwarzany jest fosfoglicerynian, uwalniany jest CO, i tracona jest
energia (Edwards, Walker 1983). Stosunek szybkosci karboksylacji/oksygenacji
rybulozobisfosforanu (RuBP) zalezy od stezen obu gazowych substratow (CO, i O,)
oraz kinetycznych parametréw Rubisco (Jorgan, Ogren 1984). Szacuje si¢, ze w ros-
linach rosngcych w atmosferze o normalnym skladzie, intensywnos¢ reakeji kar-
boksylacji przewyzsza ok. 2,5-3-krotnie intensywnos$¢ reakcji oksygenacji. Jezeli
natomiast stezenie obu gazéw byloby jednakowe, karboksylacja zachodzitaby ok. 80
razy szybciej niz reakcja utleniania. Fotooddychanie wystepuje u roslin wigzacych
dwutlenek wegla za posrednictwem tylko cyklu Calvina (rodliny C3). Proces ten jest
silnie obnizony lub nie zachodzi u roslin C4.

Rosliny wyksztalcity wiele mechanizméw ograniczajacych fotooddychanie
poprzez zwigkszenie stezenia CO, wokoé! Rubisco. Mozna wyrdznic ich trzy katego-
rie: (1) pompa CO, przy udziale PEP karboksylazy, wystepujaca u roslin C4 i CAM;
(2) zalezne od energii pobieranie CO,, wystepujace u glonéw, niektérych mszakéw
i wodnych roélin nasiennych; (3) lokalizacja fotooddechowego wydzielania CO,
w takich czesciach roéliny, aby jego stezenie wzrastalo 3-4 razy w poréwnaniu
z komorkami mezofilu (Sage 2013). W lisciach roslin C4 wystepuja dwa typy ko-
morek uczestniczace w wigzaniu CO,: komdrki mezofilu (M) i komorki otaczajace
wigzke przewodzaca (BS), o chloroplastach réznigcych sie od siebie cechami ultra-
struktury, a takze aktywnoscia biochemiczng i fizjologiczna. Tylko w chloropla-
stach komorek BS zachodzi cykl Calvina-Bensona i wystepuje Rubisco, za$ pier-
wotne wigzanie CO, odbywa si¢ w komdrkach mezofilu (Hatch 1992). Ehleringer
iin. (1991) uwazaja, ze szlak metaboliczny C4 powstat jako odpowiedz na obnize-
nie stezenia CO, w atmosferze. Dokonalo si¢ to przy udziale pompy biochemiczne;j
C4, poprzez zwigkszenie stezenia CO, (10-30 razy) w miejscu dziatania Rubisco
(Sage 2013). Ponadto rozwiniety przez rosliny C4 mechanizm koncentracji dwu-
tlenku wegla pozwala na wydajne przeprowadzanie fotosyntezy w warunkach nis-
kiego stezenia CO,, wysokich natezen $wiatta, podwyzszonej temperatury i suszy.
Zwigzane jest to z ograniczeniem oksygenazowej aktywnos$ci Rubisco (Jordan,
Ogren 1984). Zatem metabolizm C4 jest kompleksowa adaptacja drogi C3, prowa-
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dzaca do zahamowania procesu fotooddychania (o ok. 90%). U roélin CAM, gdzie
fotoodychanie jest znacznie obnizone, stezenie CO, moze wzrasta¢ w tkankach
liscia od 0,8 do 2,5% - w fazie dekarboksylacji jablczanu (Borland i in. 2000).
Wspdlczynnik powinowactwa substratowego (SF) jest podobny u roélin wyzszych
o réznych typach metabolizmu wegla, warto$¢ SF jest szczegdlnie niska u fotosynte-
tyzujacych bakterii, za$ u termofilnych krasnorostéw jest bardzo wysoka. Réznice
w SF wynikajg z réznych form strukturalnych Rubisco. Ze wzgledu na kluczowa
role tego biatka w fotosyntezie, od wielu lat prowadzone sg badania molekularne
nad mechanizmami odpowiedzialnymi za regulacje biosyntezy i aktywnos$ci oraz
nad poprawg parametréw kinetycznych enzymu. Istnieje silny zwigzek aktywnosci
Rubisco z zawarto$ciag ATP/ADP, jak i ze stanem redoks chloroplastéw, dlatego tez
zwiekszenie asymilacji CO, poprzez modyfikacje enzymu jest trudne. Stwierdzono,
ze mechanizm koncentrujacy CO, ogranicza reakcje oksygenacji, jednak pozostaje
bez wigkszego wplywu zaréwno na ilos¢, jak iaktywno$¢ enzymu. Ponadto, na-
dekspresja enzymow cyklu Calvina nie wptywa na zawarto$c¢ i aktywno$¢ Rubisco.
Dlatego, jak dotad, nie udalo si¢ uzyskac¢ roéliny transgenicznej posiadajacej bar-
dziej wydajny enzym. Fotosyntetyczna produktywnos¢ roslin C4 jest 1,5-2 razy
wyzsza niz u roélin C3, stad tez prowadzone s3a intensywne badania nad obnize-
niem natezenia footoddychania. Wykorzystuje sie inzynieri¢ genetyczng do uzy-
skania roélin typu C4 z roslin C3, np. z ryzu lub innych gatunkéw roslin C3 waz-
nych gospodarczo, ze wzgledu na produkcje zywnosci.

W pierwotnej atmosferze st¢zenie tlenu bylo bardzo niskie, natomiast dwu-
tlenku wegla - przynajmniej 100 razy wyzsze niz obecnie (Buick 2008). Od mo-
mentu, gdy ok. 2,6 mld lat p.n.e. - wyewoluowaly pierwsze organizmy prowadzace
fotosynteze oksygeniczng, poziom O, w atmosferze stopniowo zwiekszal sie, nato-
miast stezenie CO, ulegalo obnizeniu. Uwaza sie, ze fotoodychanie jest adaptacja
zwigzang z pojawieniem sie tlenu. Proces ten sprzyjal zwigkszeniu aktywnosci ok-
sygenazowych Rubisco i mial wpltyw na ewolucje procesu fotooddychania, ktéry
stal sie kluczowa droga metaboliczng u roslin ladowych. Wysoka intensywnos¢
fotoodychania, zwigzana z niskim stezeniem atmosferycznym CO,, wysoka tempe-
raturg, suszg czy zasoleniem byla gtéwnym czynnikiem sprzyjajacym ewolucji ro-
$lin C4. Fotooddychanie jest $cisle powigzane z wieloma szlakami metabolicznymi,
szczegllnie z cyklem Calvina-Bensona, metabolizmem azotowym czy oddychaniem
mitochondrialnym (Bauwe i in. 2012). Fotooddychanie, poprzez transport inter-
mediatéw, laczy cztery kompartmenty komodrkowe: chloroplasty, mitochondria,
peroksysomy i cytozol (Ryc. 2.1).
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Rycina 2.1. Schemat ilustrujacy reakcje zachodzace podczas fotooddychania

Objasnienia:
Glu - glutaminian, GIn — glutamina, 2-OG - 2-oksoglutaran

Istnieje prawdopodobnie kilkanascie transporterow zwigzanych z fotooddy-
chaniem, cho¢ do chwili obecnej nie zostaly one szczegélowo opisane (Eisenhut
iin. 2013). Transport do peroksysoméw odbywa si¢ przy udziale kanaléw podob-
nych do poryn. Wczeéniej uwazano, ze rola fotoodychania u roélin C4 ma charakter
marginalny. Zelitch i in. 2009 pokazali, ze mutanty oksydazy glikolanowej (GOI)
kukurydzy sg letalne w powietrzu, natomiast w warunkach wysokiego stezenia CO,
wykazujg prawidlowy wzrost. Fakt ten wskazuje na istotng role fotooddychania we
wcezesnych etapach rozwoju siewek, jako procesu usuwajacego toksyczny glikolan,
co potwierdza wazna role drogi utleniania wegla w tym procesie. Nie jest znane, jak
wydajne jest fotooddychanie. Wydaje sie, ze jego intensywnos¢ zalezy od gatunku
rodliny, jej wieku, jak réwniez typu komorek, w ktérych proces ten przebiega.
Wspdlczesna nauka nie dysponuje wystarczajaca wiedzg o tym, jaka jest rola foto-
oddychania w odpowiedzi na stres i w konsekwencji — na regulacje metabolizmu
komérki. Obecnie uwaza sie, ze cho¢ fotooddychanie powoduje straty CO,, jest
procesem korzystnym dla roslin.
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Rycina 2.2. Schemat ilustrujacy funkcjonowanie fotooddychania podczas stresu

Objasnienia:
Fd — ferredoksyna, AOX — oksydaza alternatywna

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie: Voss i in. (2013).

W czasie suszy zamykanie aparatow szparkowych powoduje wzrost tempera-
tury liscia i redukuje stezenie CO,, zwiekszajac fotooddychanie. W tych warunkach
mozliwe jest zachodzenie fotosyntezy z wykorzystaniem fotooddechowego CO,,
ale wzrost roélin jest ograniczony. Stworzenie natomiast okolicznosci hamujacych
fotooddychanie, stymuluje wzrost i akumulacj¢ biomasy roélin (Timm i in. 2012).
Fotoodychanie jest Zzrédlem dwdch aminokwasow: glicyny i seryny. Uwaza sie,
ze seryna w cytozolu jest gtéwnym zrédlem jednostek C1 niezbednych do syntezy
metioniny i 5-adenozylometioniny - AdoMet. AdoMet jest donorem grup metylo-
wych we wszystkich znanych przenosnikach, co ma znaczenie w wielu procesach
komorkowych wymagajacych etapu metylacji, np. metylacja DNA i histonéw, bio-
synteza ligniny i inne (Ferni i in. 2012).
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2.2. Rola fotooddychania w odpowiedzi na abiotyczne
czynniki stresowe

W sytuacji, kiedy rosliny narazone sg na stres, jednym z parametréow pozwala-
jacych oceni¢ zmiany wywolane stresem jest pojawienie sie zwigkszonych ilosci
reaktywnych form tlenu (ROS) (Ryc. 2.2) oraz kontrolujacych ich poziom antyok-
sydantow. Reaktywne formy tlenu, generowane w komoérkach i tkankach, sa nie
tylko produktem ubocznym wielu proceséw metabolicznych, ale stanowia tez waz-
ne czasteczki sygnalowe powstajace w trakcie wzrostu i rozwoju rosliny. Wzrost
stezenia ROS moze prowadzi¢ do uszkodzenia wielu elementéw komdrkowych.
Rosliny wytwarzaja szereg enzymow antyoksydacyjnych oraz antyoksydantdéw nie-
enzymatycznych zapewniajacych optymalne stezenie ROS w komérkach. Gléwnym
zrodlem ROS w komorkach roslinnych jest fotosyntetyczny (Ryc. 2.3) i oddechowy
transport elektronow.

|

‘ Uszkodzenie > |
_Przystosewanie —'—>| ’Sygnal|ng‘~
Transport Transport
jabtczanu cykliczny

___Sygnaling ‘—='| Wzrost stezenia ROS
v |

Aklimatyzacja I ‘ Mechanizmy antyoksydacyjne | [
|

Rycina 2.3. Odpowiedzi stresowe zwigzane z nadmiernym wzrostem transportu elektronow
podczas fotosyntezy

Zrédho: opracowanie whasne na podstawie: Voss i in. (2013).
W czasie fotosyntezy, ROS wytwarzane sg przy ograniczonym dostepie CO,
(np. podczas suszy i/lub wysokiego nat¢zenia $wiatta), a ich stezenie w komorce jest

pod $cista kontrolg antyoksydantéw. Do lepiej poznanych enzymoéw o funkgji prze-
ciwutleniaczy nalezg: dysmutazy ponadtlenkowe, katalazy i peroksydazy. Do zwigz-
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kéw nieenzymatycznych natomiast, zaliczamy: karotenoidy, tokoferole, glutation
oraz askorbinian (Alscher i in. 1997). Oba typy zwiazkow wspdtdzialaja ze soba w
procesie usuwania reaktywnych form tlenu. Podczas fotooddychania powstaje
H,0,, ktdry rozktadany jest przez katalazy. U sinic i glonéw ograniczenie produkcji
H,0; zachodzi dzigki przemianie glikolanu do glioksalanu w reakeji katalizowanej
przez dehydrogenaze glikolanowg przy udziale NAD". Nadtlenek wodoru syntety-
zowany jest podczas fotooddychania, lecz jego rozklad przez katalaze ogranicza
stres oksydacyjny bedacy nastepstwem streséw srodowiskowych.

2.3.  Fotooddychanie a zapobieganie nadmiernemu
gromadzeniu ROS

Obnizenie stezenia CO, i brak NADP* lub innych akceptoréw fotosystemu I
(PSI) prowadzi do powstawania i gromadzenia ROS, ktére musza by¢ usuniete
przez rézne systemy, w tym cykl woda-woda (Asada 1999). Gléwnymi mechani-
zmami odpowiedzi fotosyntezy na stres jest: wzrost ilosci akceptora elektronéw,
usuwanie nadmiaru ROS i/lub szybka aklimatyzacja komorki do wyzszego ich ste-
zenia (Ryc. 2.3). Przy znacznym ograniczeniu akceptora elektronéw z PSI, NADP*
oraz braku CO, wzrasta znaczenie cyklicznego transportu elektronéw (CET). Jest to
dobrze poznana zalezno$¢ w odniesieniu do roslin C3 (Munekage i in. 2004). CET
zmniejsza wytwarzanie NADPH przy jednoczesnym zwigkszaniu produkcji ATP.
Zapobiega to niekontrolowanemu powstawaniu ROS, a zwiekszony gradient pro-
tondw umozliwia rozpraszanie nadmiaru energii w postaci ciepta (Foyer i in. 2009).
Wskazuje to na duze znaczenie CET w optymalizacji fotosyntezy w warunkach
diugotrwalego stresu. Natomiast przy zwigkszonej produkcji NADPH powstawanie
i transport jablczanu dziala jako system regulujacy i modulujacy stosunek NADPH/
ATP, co nie ogranicza transportu elektronéw i umozliwia transport czynnikéw
redukcyjnych do innych czesci komorki. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy fotoody-
chaniem a CET oraz miedzy dekarboksylacja glicyny i aktywnoscig szlaku oksydazy
alternatywnej (AOX) (Bykova i in. 2005). Wszystkie mechanizmy (posrednie lub
bezposrednie) przyczyniaja sie do zoptymalizowanej odpowiedzi roélin na stres.

Przebieg fotosyntezy w warunkach stresowych mozliwy jest dzigki usuwaniu
ROS. Obok klasycznych mechanizméw usuwania ROS oraz systemu reduktaza
NADPH-tioredoksyna (NTRC) (Serrato i in. 2004; Spinola i in. 2008), istnieja do-
wody na istnienie dynamicznego szlaku bezposrednio usuwajacego ROS w rézno-
rodnych sytuacjach stresowych. ROS uczestnicza réwniez w procesie sygnalizacji
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komorkowej (Mittler i in. 2011), dostosowujac metabolizm w zmieniajacych si¢
warunkach srodowiskowych.

2.4. Fotoodychanie w warunkach stresowych: podczas suszy,
w warunkach zasolenia, chtodu oraz w obecnosci metali
ciezkich

Stres wywolany susza powoduje zamykanie si¢ aparatow szparkowych, pro-
wadzac do zaburzen fotosyntetycznej asymilacji wegla oraz zmian metabolicznych
(Marshall i in. 2012). W warunkach niedoboru wody, na skutek zamykania apara-
tow szparkowych, spada zawarto$¢ CO, w lisciach, stymulujac fotooddychanie na-
wet 0 23-40%, ktore dziala jako akceptor elektronéw (Haupt-Herting, Fock 2002).
Jest to wazny mechanizm rozpraszania nadmiaru energii, chroniacy aparat fotosyn-
tetyczny przed fotouszkodzeniem podczas suszy. Stwierdzono réwniez, ze fotood-
dychanie wplywa na wydajnos¢ PSII i, po ustgpieniu stresu, warunkuje szybka reak-
tywacje fotosyntezy (Guan iin. 2004). O protekcyjnej roli fotooddychania w wa-
runkach stresu $§wiadczy wzrost zawartosci kluczowych enzymoéw fotooddecho-
wych, dekarboksylazy glicyny (GDC) i aminotransferazy seryna: glioksalan (SGAT),
jak tez zwigkszenie stosunku Gly/Ser (Abogadallah 2011). Glicyna, syntetyzowana
podczas fotooddychania, jest substratem do biosyntezy glutationu, kluczowego
zwiazku antyoksydacyjnego (Foyer, Noctor 2000). Interesujace jest, ze u kukurydzy,
pod wplywem suszy stwierdzono 2-3 krotny wzrost zawartosci glicyny i seryny,
co zwykle obserwuje si¢ w warunkach fotooddechowych. Sicher i Barnaby (2012)
sugeruja, ze susza zaburza dzialanie pompy CO; i aktywuje fotooddychanie nawet
u roslin C4. Konsekwencja suszy jest rowniez wytwarzanie nadtlenku wodoru, kto-
ry moduluje stan redoks (Beck i in. 2011). Zaklada sie, ze wowczas ponad 70%
H,0, produkowane jest przez fotooddychanie. H,O; jest w tych warunkach glowna
czasteczky sygnalowa modulujaca stan redoks puli antyoksydantéw. Fotooddycha-
nie staje si¢ zatem sygnatem do adaptacji do suszy, wytwarzajac nie tylko H,O,, ale
roéwniez glicyne niezbedna do syntezy glutationu.

Zasolenie jest jednym z gtéwnych czynnikéw ograniczajacych wzrost i plono-
wanie roélin (Allakhverdiev i in. 2000). W takich warunkach, zaréwno w roslinach
C3, jak i C4 indukowane s3 mechanizmy odpowiedzialne za usuwanie soli z ko-
morki i/lub prowadzace do zwigkszenia tolerancji na stres, zwigksza si¢ tez zawar-
tos¢ ROS (Miller i in. 2010). Stres oksydacyjny indukowany zasoleniem prowadzi
do zwigkszonej peroksydacji lipidow i zmniejszonej syntezy askorbinianu i gluta-
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tionu, hamuje fotosynteze (Mittova i in. 2003). Jednoczesnie obserwuje sie zwigk-
szenie zawartosci glioksalanu oraz stosunku Gly/Ser, co jest wskaznikiem stymula-
cji procesu fotooddychania (Parida, Das 2005). Wzrost aktywnosci oksydazy gliko-
lanowej (GOX) i katalazy wskazuje odpowiednio na utlenianie glikolanu i rozklad
H,0,. Zwigkszona aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych wydaje sie odgrywaé
kluczowa role w fagodzeniu stresu oksydacyjnego wywotanego duzym zasoleniem.

Niska temperatura, zwigkszajac rozpuszczalnos¢ tlenu, moze stymulowac pro-
ces fotooddychania (Flexas i in. 1999), powoduje wzrost zawartosci ROS i indukuje
enzymy antyoksydacyjne (Einset i in. 2007). Stwierdzono wiekszg zawarto$¢ katala-
zy i indukcje ekspresji genow Cat (Cheng i in. 2007), jak tez wzrost ilosci GOX
i reduktazy hydroksypirogronianowej (HPR) (Zhou i in. 2006).

Ekspozycja roélin na podwyzszony poziom metali cigzkich powoduje zwigk-
szenie akumulacji ROS w komoérkach i stres oksydacyjny. Jesli stezenie ROS nie jest
toksyczne, moze by¢ indukowana sygnalizacja, ktéra stymuluje proces aklimatyza-
cji. Wykazano, ze kadm w wyzszych stezeniach indukuje w peroksysomach stres
oksydacyjny i przyspiesza proces starzenia (Sandalio i in. 2001). U tolerancyjnych
na kadm roélin ryzu stwierdzono wzrost ekspresji genu reduktazy hydroksypiro-
gronianowej (HPR), natomiast u roslin wrazliwych, ekspresja byla obnizona (Cai
iin. 2011). Wskazuje to na istotna role fotooddychania podczas stresu indukowa-
nego metalami cigzkimi.

Zmiany natezenia fotooddychania podczas stresu pokazuja, jaki jest udzial tej
drogi metabolicznej w odpowiedzi na niekorzystne czynniki srodowiskowe oraz
ukazujg, Ze proces ten uczestniczy w sygnalizacji migdzykomdrkowej i odpowiedzi
aklimatyzacyjnej roélin.

2.5.  Regulacja procesu fotooddychania

Fotosynteza i fotooddychanie s3 najwazniejszymi procesami odpowiedzial-
nymi za regulacje stanu redoks w komorce. Fotooddychanie zaangazowane jest
w produkcje NADH w mitochondriach iwykorzystanie w peroksysomach, przy
jednoczesnej stymulacji eksportu NADPH i ATP z chloroplastéw, utatwiajac tym
samym rozpraszanie energii. To pokazuje, Ze fotooddychanie jest silnie sprzezone
z innymi szlakami metabolicznymi (Foyer i in. 2009). Stwierdzono, wykorzystujac
mutanty pozbawione enzymoéw fotooddechowych - zaréwno w chloroplastach
i mitochondriach, jak i peroksysomach, ze sa one bardziej wrazliwe na stres (Mha-
mdi i in. 2010). Réwniez zaburzenia w powstawaniu czynnikéw redukcyjnych
i ATP mogg zmienia¢ zawarto$¢ ROS oraz metabolizm. Zahamowanie cyklicznego
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transportu elektronéw stymuluje fotoodychanie poprzez obnizenie stosunku
ATP/NADPH i zwigkszenie stanu redoks w stromie chloroplastu. Powoduje to
réwniez obnizenie asymilacji CO, w warunkach wysokiego nate¢zenia $wiatta
(Nandha i in. 2007). Stwierdzono, ze mutanty oksydazy alternatywnej maja wzmo-
zone fotooddychanie, a zahamowanie kompleksu cytochromowego bcl hamuje
utlenianie NADH w mitochondriach, obserwuje si¢ wzrost stosunku Gly/Ser,
co wskazuje na zmiany aktywnosci dekarboksylazy glicyny (GDC). Wynika stad,
ze mutanty kompensujg brak AOX wzrostem natezenia fotooddychania. Stwier-
dzono, ze mutanty Arabidopsis, charakteryzujace si¢ brakiem katalazy peroksyso-
malnej (cat2), maja objawy stresu oksydacyjnego w warunkach normalnych, nato-
miast nie wykazujg ich przy zwigkszonym stezeniu CO,. Wskazuje to na waznag role
katalazy w utrzymaniu homeostazy redoks w warunkach fizjologicznych. Stwier-
dzono, ze mutanty jeczmienia, pozbawione kompleksu GDC, charakteryzuja sie
nadmiernym stanem redukcyjnym w chloroplastach w warunkach fotooddecho-
wych. Fotooddychanie pelni zatem funkcj¢ mechanizmu regulujacego stan redoks
w komorce (Igamberdiev i in. 2001).

2.6. Podsumowanie

Rosliny w warunkach stresowych wykorzystuja wiele mechanizméw rozpra-
szajacych nadmiar energii i zapobiegajacych gromadzeniu si¢ ROS (Hebbelmann
iin. 2012). Fotooddychanie jest istotnym elementem systemu optymalizujacego
fotosyntez¢ w warunkach stresowych. Integrujac funkcje chloroplastéow, peroksy-
somow, mitochondriéw i cytoplazmy, uczestniczy w sygnalizacji komoérkowej
i wymianie metabolitdw. Funkcja ta jest szczegdlnie wazna w warunkach zmian
srodowiskowych, wymagajacych specjalnych adaptacji i wspoétdziatania réznorod-
nych systemoéw sygnalizacji komorkowe;j.
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Streszczenie

Zranienie roslin jest czynnikiem stresowym, powstajacym w wyniku zabiegdw rolniczych, zgryzania
przez zwierzeta i larwy owadow oraz przez czynniki abiotyczne, np. silny wiatr. W pracy przedsta-
wiono zmiany wystepujagce w metabolizmie weglowodandéw, gtéwnie sacharozy, w nastepstwie
zranienia spowodowanego przez mechaniczne uszkodzenie tkanek lub zerowanie owadéw i larw.
Reakcja roslin na zranienie i odbudowa uszkodzonych tkanek jest skutkiem, miedzy innymi, zwiek-
szonej aktywnos$ci enzymoéw dostarczajacych produkty wykorzystywane do proceséw naprawczych
i sygnalizacji o stresie. Pod wptywem zranienia zaobserwowano znaczne zwiekszenie aktywnosci
inwertaz kwasnych, przede wszystkim inwertazy zwigzanej ze $cianami komorkowymi. Mechanicz-
ne zranienie moze powodowac obnizenie ekspresji gendéw kodujacych syntaze sacharozy (SuSy),
indukcje genéw UGPazy, natomiast aktywnosé¢ enzymatyczna SuSy po zranieniu jest zmienna
w zaleznosci od badanego gatunku. Zawarto$¢ cukrédw w nastepstwie zranienia jest zmienna,
a modyfikacje metabolizmu weglowodandw wynikaja prawdopodobnie ze zmian potranskrypcyj-
nych i potranslacyjnych biatek enzymatycznych. Zwiazki syntetyzowane z udziatem enzyméw
metabolizmu weglowodandw s3 niezbedne, miedzy innymi, w syntezie sacharozy w cytozolu, jako
zwiazki sygnalizacyjne i energetyczne oraz donory weglowych grup glikozylowych podczas odbu-
dowy uszkodzonych tkanek w reakcji na uszkodzenie mechaniczne lub uszkodzenia biotyczne
powstate przez zgryzanie.

Stowa kluczowe: sacharoza, inwertazy, syntaza sacharozy, uszkodzenia mechaniczne, weglowodany
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3.1. Wstep

Rodliny rosngce w naturalnym s$rodowisku narazone sg na dzialanie wielu
niekorzystnych czynnikéw $rodowiskowych. Zranienie roslin jest czesto spotyka-
nym stresem, powodujacym obnizenie produktywnosci roélin oraz redukcje jakosci
i ilosci plonéw. Uszkodzone tkanki stanowig takze potencjalne miejsce ataku pato-
gendw. Zranienia roslin powstajg rowniez na skutek dzialalnosci czlowieka: zabie-
gow rolniczych, zbioréw, przechowywania roslin. Ponadto zgryzanie przez zwierze-
ta, owady, larwy i mechaniczne uszkodzenia (wiatr, deszcz, gradobicie) skutkuja
zranieniem roélin (Ledn i in. 2001; Slesak, Slesak 2011; Lukaszuk, Ciereszko 2012a).
Odpowiedz roélin na stres zranienia jest wcigz stosunkowo stabo poznana, zwtasz-
cza pod wzgledem zmian w metabolizmie weglowodanéw. W wyniku uszkodzenia
roélin, dochodzi do uruchomienia odpowiednich reakeji zaréwno w miejscu uszko-
dzenia (odpowiedz lokalna), jak i w miejscach oddalonych (odpowiedz systemicz-
na) (Leoén i in. 2001; Lukaszuk, Ciereszko 2012a). Badania z uzyciem mikromacie-
rzy DNA wskazuja, ze najszybciej aktywowane sa geny odpowiedzi systemicznej,
zwigzane z synteza zwiazkéw sygnalizujacych o zranieniu (Roitsch 1999; Delessert
iin. 2004). W dalszej kolejnosci ekspresji ulegaja geny zwigzane z odpowiedzia
lokalng, gtéwnie modyfikacjami $cian komoérkowych dotyczacymi ich wzmocnienia
poprzez lignifikacje, zwiekszenie wewnetrznego usieciowienia oraz synteze metabo-
litow wtérnych, w tym zwiazkéw fenolowych (Schwatchtje, Baldwin 2008; Slesak,
Slesak 2011). Zranienie bardzo szybko powoduje synteze polisacharydu kalozy we
floemie, natomiast nie zaobserwowano, aby bylo to skorelowane ze zwigkszona
ekspresja genu kodujacego syntaze kalozy, CalS7 (Xie i in. 2011). Odpowiedz sys-
temiczna roslin na uszkodzenia mechaniczne nastepuje poprzez synteze reaktyw-
nych form tlenu i fitohormondéw takich jak kwasy: jasmonowy, abscysynowy, sali-
cylowy, traumatynowy i etylen (Lafta, Fufate 2011; Piotrowska, Bajguz 2011; Mou-
savi i in. 2013). Fitohormony te biorg udzial w szlaku sygnalizacyjnym o zranieniu
aktywujac kinazy MAP, prowadza do zmiany ekspresji genéw, podjecia proceséw
naprawczych i syntezy bialek obronnych, inhibitoréw proteinaz, defensyn oraz
aktywuja alternatywne szlaki metaboliczne (Ledn i in. 2001; Savatin i in. 2014).

3.2.  Wptyw zranienia na aktywnosc fotosyntetyczng roslin
Przyswajany przez tkanki zielone CO, przeksztalcany jest w ufosforylowane

monosacharydy w procesie fotosyntezy. Zwigzki te nastepnie wykorzystywane sg do
budowy polisacharydoéw, bialek i lipidow. Fotosynteza jest procesem wrazliwym na
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dzialanie czynnikdw stresowych, w tym zranienia. Po uszkodzeniu lisci zaobser-
wowano zahamowanie ekspresji gendw zwigzanych z fotosynteza, kodujacych,
miedzy innymi, plastocyjaning, ferrodoksyne, niektére biatka wchodzace w sklad
fotosystemu II, syntaz¢ ATP (Delessert i in. 2004, Ralph i in. 2006). Obnizona eks-
presja gendw wplywa prawdopodobnie na to, ze na skutek zranienia/zgryzania
obniza si¢ intensywnos¢ fotosyntezy, natomiast aparat fotosyntetyczny nie ulega
uszkodzeniu (Quilliam i in. 2006; Schwachtje, Baldwin 2008). Produkcja i roz-
mieszczenie asymilatéw zmienia si¢ w zaleznosci od wieku rosliny: mlode liscie
dostarczaja produktéw odzywczych gérnym cze$ciom rosliny, natomiast starsze
liscie zasilaja dolne czesci fodyg i korzenie (Rolland i in. 2006; Ciereszko 2009).
Gléwnym zwigzkiem eksportowanym z chloroplastéw, z pomoca przenosnika fos-
foranéw, jest fosfodihydroksyaceton, ktéry zuzywany jest do syntezy sacharozy
(Patrick i in. 2013). Sacharoza jest podstawowym zwiazkiem transportowanym we
floemie, poniewaz jest cukrem mato reaktywnym chemicznie i tatwo rozpuszczal-
nym (Starck 2008; Patrick i in. 2013). W organach donorowych i akceptorowych
sacharoza po przemianie w a-ketokwasy (podczas oddychania tlenowego) moze
zosta¢ przeksztalcona w aminokwasy, a nastepnie w bialka. Sacharoza jest rowniez
prekursorem w syntezie nukleotydocukréw, potrzebnych do syntezy polisachary-
dow niezbednych w procesach naprawczych po uszkodzeniu tkanek (np. celulozy,
kalozy), a takze glikoprotein, glikolipidéw i glikozydéw (Ciereszko 2009; Zielinska
2012). Produkty metabolizmu sacharozy moga wiaczac si¢ w synteze lipidow, kwasow
nukleinowych, alkaloidéw, steroidéw, witamin, fitohormondéw (Rosa i in. 2009).

3.3.  Dystrybucja asymilatow w warunkach stresowych

Transport asymilatow nastepuje z miejsc syntezy, gtéwnie lisci, do miejsc do-
celowych, np. korzeni, tkanek merystematycznych, endospermy dojrzewajacych
nasion (Rolland i in. 2006; Starck 2008). Szybkos¢ wykorzystywania sacharozy
w miejscach jej zuzytkowania moze wplywacé na szybkos¢ dostarczania potrzebnych
substratéw. W warunkach stresowych, cukry s3 prekursorami w syntezie zwiazkéw
organicznych oraz wplywaja na ekspresje niektorych gendéw, odgrywaja istotng role
w percepcji i transdukcji sygnatu (Ciereszko 2006; Rosa 2009). Mechanizm trans-
portu i dystrybucja zwigzkéw pokarmowych jest specyficzna dla gatunku, determi-
nowana genetycznie, cho¢ w znacznej mierze zalezy od warunkéw srodowiskowych
(Ciereszko 2006). Badania przy uzyciu radioizotopu ''C wskazuja, ze pod wplywem
zranienia, w polaczeniu z podaniem jasmonianu metylu, nastepuje intensywniejsze
wigzanie CO; przez liscie i przejscie zasymilowanego wegla z organéw fotosyntety-
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zujacych do akceptorowych (np. korzeni i mlodych lisci), skorelowane ze zwiek-
szong aktywnoscig inwertaz kwasnych w korzeniach (Schwachtje, Baldwin 2008;
Ferrieri i in. 2013). Zranienie, podobnie jak inne czynniki stresowe, wplywa na
rozdzial zasymilowanego wegla pomiedzy skrobie a sacharoze i dystrybucje asymi-
latow (Starck 2008). Zwigzane jest to, migdzy innymi, z zatykaniem floemu przez
kaloze, w celu uszczelnienia i ograniczenia penetracji patogenéw (Leon i in. 2001;
Xieiin. 2011).

3.4.  Wptyw stresu zranienia na aktywnos¢ enzymow
uczestniczagcych w metabolizmie sacharozy w organach
donorowych

Donorami substancji pokarmowych sg organy, w ktérych przebiega fotosynte-
za. Produkty pierwotne fotosyntezy, fosfotriozy, transportowane s3 z chloroplastu
do cytozolu komorki z udzialem translokatoréw. Transport fosfotrioz prowadzi do
syntezy sacharozy bezposrednio zwigzanej z zaopatrywaniem akceptoréw. Regula-
cja syntezy sacharozy przebiega przy udziale syntazy sacharozy (SuSy, EC 2.4.1.13)
oraz syntazy fosforanu sacharozy (SPS, EC 2.3.1.14). Szybko$¢ syntezy sacharozy
zalezy od szybkosci dostarczania czastek fosfotrioz (Patrick i in. 2013). Uszkodzenie
tkanek powoduje zmniejszenie zawartosci triozofosforanéw i fruktozo-1,6-bisfosfo-
ranu (Lafta, Fugate 2011). SPS jest enzymem pelnigcym kluczowa role w regulacji
syntezy sacharozy w cytozolu oraz uczestniczy posrednio w zaladunku floemu
w liSciach, syntezie asymilatéw w fotosyntezie (Ciereszko 2006). Enzym ten wyka-
zuje zmienng aktywnos$¢ w zaleznodci od rodzaju tkanki, stadium rozwojowego
rodliny i warunkow srodowiskowych. Zranienie wplywa na zahamowanie ekspresji
genow kodujacych SPS u Musa acuminata, ponadto przeprowadzone badania
wskazuja, zZe badany czynnik stresowy reguluje aktywnosc¢ i zawartos¢ SPS na po-
ziomie transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym (Roy Choudhury i in. 2008). Powo-
duje to zahamowanie konwersji skrobi w sacharoze. Zranienie zwigksza aktywnosé
a-amylazy, enzymu hydrolizujacego skrobig, w siewkach Vigna radiata (Koizuka
iin. 1995). Zranienie korzeni Petunia hybrida spowodowalo nagromadzenie skrobi
(Ahkami i in. 2009). Z kolei u rosliny modelowej, stosowanej w badaniach biolo-
gicznych, Arabidopsis thaliana, zawarto$¢ skrobi zmniejszyta sie u roslin w czwar-
tym tygodniu wzrostu, natomiast w pigtym i széstym tygodniu, uszkodzenie lisci
rozetowych nie spowodowalo istotnych réznic (badania wlasne, nieopublikowane).
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SuSy wplywa na dystrybucje fotoasymilatow, wystepuje gtéwnie w cytopla-
zmie, zwigzany jest réwniez z cytoszkieletem i blonami (Patrick i in. 2013).
W zaleznosci od pH, enzym ten przeprowadza reakcje hydrolizy sacharozy (pH 6,0)
do fruktozy i urydynodifosforanu glukozy (UDP-glukozy) lub synteze sacharozy
w pH 8,0 (Ciereszko 2006). SuSy in vivo pelni raczej funkcje enzymu rozkladajace-
go sacharoze niz role syntetyzujaca, usprawniajac tym samym rozladunek floemu
(Ciereszko 2006). Mechaniczne zranienie nie wpltywa znaczaco na ekspresje genow
i aktywno$¢ SuSy u P. hybrida i A. thaliana, natomiast u Phaseolus vulgaris aktyw-
no$¢ SuSy zmniejszyta sie (u roslin w pierwszym tygodniu wzrostu na pozywkach
plynnych) (badania wlasne, nieopublikowane; Lukaszuk i in. 2010b; Ahkami i in.
2009). Zaobserwowano réwniez obnizenie aktywnosci SuSy o 40% cztery godziny
po zranieniu, a nastgpnie wzrost aktywnosci po 12 godzinach i ponowne obnizenie
w kolejnych godzinach po zranieniu (Ahkami i in. 2008).

Pirofosforylaza UDP-glukozy (UGPaza, EC 2.7.7.9) katalizuje odwracalng
reakcje syntezy UDP-glukozy i PPi z glukozo-1-fosforanu i UTP (Lukaszuk i Cie-
reszko 2010a). Reakcja ta zachodzi w cytoplazmie komoérek fotosyntetyzujacych.
Produkt reakcji: UDP-glukoza wykorzystywana jest w syntezach cukréw i polaczen
cukréw z biatkami w metabolizmie sacharozy, skrobi oraz kalozy. Istnieje niewiele
doniesien badawczych dotyczacych wplywu zranienia na aktywnos¢ tego enzymu,
a istniejace sugeruja zwigkszona ekspresje gendow Ugp u A. thaliana pod wplywem
zranienia (Ciereszko i in. 2001). Ponadto badania wskazujg réwniez na wzrost za-
warto$ci UDP-glukozy u P. hybrida (Ahkami i in. 2008). Zwigkszona ekspresja
genow Ugp moze by¢ zwigzana z tym, ze aktywnos¢ enzymatyczna UGPazy wzrasta
podczas formowania $ciany komdrkowej, a podstawowym elementem odpowiedzi
rodlin na zranienie mechaniczne jest wzmocnienie $cian komdrkowych. UDP-
glukoza, jest prekursorem w syntezie np.: celulozy, pektyn, hemicelulozy, glikolipi-
dow (Lukaszuk, Ciereszko 2010a).

W wyniku uszkodzenia tkanek, znaczna czes¢ cukréow kierowana jest do ich
odbudowy. Po zranieniu, zaobserwowano wyraznie podwyzszong ekspresje genéw
zwigzanych z budowy $ciany komoérkowej, np. genéw StExt1, kodujacych ekstensy-
ny, StPME, kodujacych metyloesteraze pektynowa w bulwach Solanum tuberosum
oraz zwiekszong synteze korka (fellemu), tkanki korkotwdrczej (fellogenu) oraz
ligniny (Denness i in. 2011; Neubauer i in. 2012). Zaobserwowano ponadto, ze do
syntezy ligniny niezbedna jest obecnos¢ kwasu jasmonowego, a mutanty z obnizo-
ng zawarto$cig tego hormonu nie produkowaly ligniny w wyniku zranienia (Den-
nessiin. 2011).
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3.5.  Woptlyw zranienia na zawarto$¢ weglowodanéw
w roslinie

Inwazja patogendw lub zranienie skutkuje zmianami w metabolizmie weglo-
wodandéw i ich zawartosci, jednakze zmiany te moga by¢ rézne w zaleznosci od
roéliny-gospodarza, jak i od typu patogenu (Morkunas, Ratajczak 2014). W wyniku
infekcji patogendéw zaobserwowano zaréwno zmniejszenie zawartosci cukrow, jak
i zwiekszenie ich poziomu (Morkunas, Ratajczak 2014). Infekcja patogena Botrytis
cinerea przyczynila si¢ do zmniejszenia zawartoéci glukozy, fruktozy i sacharozy
dopiero 3 dni po uszkodzeniu biotycznym liSci pomidora (Berger i in. 2004).
U Beta vulgaris nie zaobserwowano zmian zawartoséci sacharozy nawet 3 dni po
zranieniu, natomiast znaczaco wzrosta zawarto$¢ glukozy i/lub fruktozy (Rosen-
kranz i in. 2001; Lafta, Fugate 2011). U A. thaliana zaobserwowano réwniez, ze w
krotkim czasie (do 24 h) po zranieniu nie zmienia si¢ zawartos¢ sacharozy, glukozy
oraz zawartos¢ cukrow redukujacych, natomiast u mutantéw ze zmieniong percep-
cja hormonéw stresowych, zawartos¢ cukrow zwigkszyla sie (Lukaszuk, Ciereszko
2012b; Ferrieri i in. 2013). Podobne wyniki otrzymano w badaniach nad lucerng
(Landgraf i in. 2012). Zranienie lisci Quercus ilex spowodowalo znaczacy wzrost
zawartosci glukozy oraz metabolitow wtérnych bogatych w wigzania weglowe, np.
kwasu chinowego (Sardans i in. 2014). Ostatnie badania wskazujg na role trehalozy
w organach akceptorowych w zwigkszeniu tolerancji na stresy abiotyczne i biotycz-
ne (Iordachescu, Imai 2008; Zielinska 2012). Trehaloza jest to, podobnie jak sacha-
roza, cukier nieredukujacy, pelnigcy prawdopodobnie réowniez funkcje sygnaliza-
cyjna w warunkach streséw $rodowiskowych (Reignault i in. 2001; Iordachescu,
Imai 2008; Fernandez i in. 2010; Zielinska 2012). Pod wptywem zranienia u A. tha-
liana nastgpita wyzsza ekspresja genéw kodujacych syntaze trehalozo-6-fosforanu
i fosfataze trehalozo-6-fosforanu (AtTPS3, AtPPI i AtPPG w pedzie oraz AtTPS4
w korzeniu) (Iordachescu, Imai 2008). Z kolei po infekeji patogendéw zaobserwo-
wano akumulacje trehalozy u A. thaliana i Pinus sylvestris (Fernandez i in. 2010).
Spryskiwanie Triticum aestivum roztworem trehalozy (15 g/L) spowodowato ogra-
niczenie infekcji grzyba Blumeria graminis o 50-95% (Reignault i in. 2001).

Pod wplywem zranienia nastgpuje indukcja ekspresji gendéw A. thaliana kodu-
jacych transportery sacharozy i biatka zaangazowane w metabolizm cukréw (Deles-
sert i in. 2004). Zaobserwowano wyrazna indukcje ekspresji transportera AtSUC3
1-6 godzin po uszkodzeniu tkanek (Meyer i in. 2004). Transporter ten znajduje si¢
gltéwnie we floemie, ale zwigkszona ekspresja AtSUC3 po zranieniu wystepowata
w komorkach/tkankach akceptorowych np. komdrkach towarzyszacych rurek sito-
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wych, pylku, pylnikach, trichomach i przylistkach, kalusie (Meyer i in. 2004). Zaob-
serwowano rowniez indukcje transportera AtSTP4, specyficznego dla tkanek dono-
rowych, w nastepstwie zranienia oraz infekcji Pseudomonas syringae (Truernit i in.
1996). Wyniki te wskazuja, ze import weglowodandw z apoplastu po zranieniu lub
infekcji moze by¢ istotnym elementem odpowiedzi roslin na stres biotyczny i abio-
tyczny. Transport cukréw jest niezbedny dla zaspokojenia wyzszego zapotrzebowa-
nia energetycznego zainfekowanych/zranionych tkanek oraz w celu zahamowania
rozprzestrzeniania si¢ patogenow, ktére moga wykorzystywaé weglowodany do
budowy wlasnych komérek (Truernit i in. 1996; Meyer i in. 2004).

3.6. Aktywnosc¢ enzymow w organach akceptorowych
w warunkach stresu zranienia

Roztadunek asymilatéw (Ryc. 3.1) podlega kontroli hormonalnej i jest szcze-
golnie wrazliwy na warunki $rodowiskowe (Rolland i in. 2006; Rosa i in. 2009).
Hydroliza importowanej sacharozy przebiega przy udziale inwertazy (EC 3.2.1.26,
fruktohydrolaza B-D-frukto-furanozyd6w) lub SuSy (Ciereszko 2006).
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Zrédto: na podstawie: Ruan i in. 2010, zmienione.
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W roslinach wystepuja trzy typy inwertaz charakteryzujacych sie odmiennymi
wlasciwoéciami, ponadto kazdy typ reprezentowany jest przez rézne izoenzymy
(Roitsch i in 2003). Wyrdznia si¢ inwertazy kwasne (inwertaza zwigzana ze $ciang
komdrkowa, cwINV oraz wystepujaca w wakuoli, VIN) i cytozolowa inwertaze
obojetng, CIN (Roitsch iin 2003). Inwertazy dzieli si¢ réwniez ze wzgledu na roz-
puszczalnos$é, na: rozpuszczalne (VIN i CIN) oraz nierozpuszczalne (cwINV) (Cie-
reszko 2006).

Aktywno$¢ inwertaz regulowana jest specyficzng tkankowo ekspresja gendw,
fitohormonami i bodZcami zewnatrz- i wewnatrzkomdérkowymi, co wskazuje na
zbieznos$¢ szlakéw metabolizmu podstawowego, dzialania hormonéw i aparatu
molekularnego (Roitsch i in. 2003). Inwertazy kwasne, zlokalizowane na po-
wierzchni $ciany komorkowej, w znacznej mierze decyduja o sprawnosci zaopa-
trzenia w produkty fotosyntezy oraz uczestniczg posrednio w transdukcji sygnatéow
poprzez ekspresje genow zwigzanych z wrazliwoscia komorek na zmiany stezenia
cukrow (Starck 2008; Ruan i in. 2010). Pod wplywem zranienia, zaobserwowano
zwiekszona ekspresje gendéw kodujacych kwasne inwertazy oraz akumulacje cu-
krow (heksoz) u B. vulgaris (Rosenkranz i in. 2001). Ekspresja genéw kodujacych
cwINV i VIN byla najwyzsza 2-5 dni po zranieniu. Zranienie Medicago truncatula
spowodowalo zwigkszong ekspresje gendéw kodujacych inwertazy, zwlaszcza
cwINV i CIN (Landgraf i in. 2012). Uwaza sie¢, ze VIN hydrolizuja sacharoze, po-
woduja wzrost zawartosci cukréw prostych uczestniczacych w osmoregulacji, na-
tomiast CIN wlaczaja sacharoze w szlak reakcji katabolicznych (Ruan i in. 2010).
Badania przeprowadzone przez Quilliam i in. (2006) wskazuja, Ze najwyzsza ak-
tywno$¢ inwertaz kwasnych wystepuje 24 h po uszkodzeniu lisci A. thaliana. Ak-
tywnos$¢ cwINV byla najwyzsza w miejscu zranienia, co sugeruje udzial tych enzy-
moéw w lokalnej reakcji odpornosciowej rodlin. Podobne wyniki otrzymano w ba-
daniach wlasnych: aktywnos¢ inwertaz (24 h po uszkodzeniu lisci rozetowych) byta
w przyblizeniu o 30% wyzsza w stosunku do roélin nieuszkodzonych (Ryc. 3.2).
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Rycina 3.2. Aktywnosc¢ inwertaz po zranieniu lisci rozetowych A. thaliana (6 tydzien wzrostu)

Objasnienia:

K — rosliny kontrolne, niezranione;

W 2 - rosliny 2 h po zranieniu;

W 24 - rodliny 24 h po zranieniu;

Srednia z 5 powtdrzen + SD.

Aktywnos¢ inwertaz oznaczona metoda wg Ciereszko i Barbachowska 2000.

Zranienie, podobnie jak infekcja patogendw, indukuje transkrypcje glikozylo-
transferaz, enzymow katalizujacych reakcje przenoszenia reszty cukrowej (Sepulve-
da-Jiménez i in. 2005). Glikozylacja jest jednym z mechanizméw utrzymujacych
homeostaz¢ komoérkows. Metabolity wtérne moga ulega¢ glikozylacji, a nastepnie
by¢ akumulowane w wakuolach i plastydach. Przylaczenie reszty cukrowej powo-
duje zmiany wlasciwosci fizyko-chemicznych zwigzkéw biologicznie czynnych,
powodujac, miedzy innymi, obnizanie poziomu aktywnego fitohormonu (np. auk-
syny, giberelin). Ponadto glikozydy uczestniczag w przechowywaniu energii, two-
rzeniu struktur $ciany komoérkowej, sygnalizacji i oddziatywaniach typu gospodarz-
patogen (Ostrowski, Jakubowska 2013). Zaobserwowano, ze pod wplywem infekcji
Agrobacterium tumefaciens 1 po uszkodzeniu mechanicznym Beta vulgaris, naste-
puje indukcja ekspresji genu BvGT, kodujacego UDP-glikozylotransferaze. Skut-
kiem tego jest zwiekszona synteza czerwonego barwnika, betacyjaniny (Sepulveda-
Jiménez i in. 2005). UDP-glikozylotransferaza kwasu salicylowego bierze udziat
w reakcji systemowej Oryza sativa w odpowiedzi na infekcje Magnaporthe grisea,
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a wyciszenie ekspresji genu kodujacego ten enzym - OsSGT1, powodowalo obnize-
nie roélin na infekcje grzyba (Ostrowski, Jakubowska 2013).

3.7. Podsumowanie

Zwiegkszona aktywno$¢ niektérych enzymoéw metabolizmu weglowodanéw nie
zawsze skutkuje kumulacjg cukréow. W tkankach roslin, w wyniku zranienia, naste-
puje zwiekszona aktywnos¢ inwertazy apoplastycznej, cwINV, ktdéra dostarcza cuk-
réw, miedzy innymi, do proceséw zwigzanych ze wzmocnieniem $ciany komoérko-
wej. Rowniez aktywacja transporterow sacharozy swiadczy o intensyfikacji metabo-
lizmu i transportu cukrow pod wplywem stresu zranienia. Badania wskazuja
na istotng role mechanizméw zwigzanych z regulacja ekspresji genow, ktére decy-
duja o podatnosci/odpornosci na czynniki stresowe, w tym uszkodzenie tkanek
(Ciereszko 2006). Cukry prawdopodobnie s3 natychmiast wykorzystywane do pro-
cesOw zwigzanych z regeneracja i odbudowg uszkodzonych komoérek. W odpo-
wiedzi na zranienie i infekcje patogendw, weglowodany wykorzystywane sg inten-
sywniej w lokalnej odbudowie uszkodzonych tkanek, stanowig donory weglowych
grup do budowy zwigzkdéw organicznych i stanowia rezerwuar energetyczny, nie-
zbedny do prawidlowego funkcjonowania roélin zaaklimatyzowanych do okreslo-
nego czynnika stresowego.
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Streszczenie

Sktadowiska odpadow z wydobycia i przetwdrstwa rud cynku (Zn) i otowiu (Pb) stanowia ekstre-
malnie niekorzystne siedliska dla wzrostu i rozwoju roslin. Wysokie stezenie metali ciezkich (Zn, Pb
i kadmu, Cd), silne nastonecznienie, deficyt wody i substancji odzywczych, zasolenie, zakwaszenie
oraz nietypowe fizyczne wiasciwosci podtoza sprawiaja, ze tylko nieliczne gatunki roslin wkraczaja
spontanicznie na takie tereny. Sg to tzw. pseudometalofity, czyli rosliny zdolne do zasiedlania
zaréwno S$rodowisk zanieczyszczonych, jak i niezanieczyszczonych metalami. Sktad gatunkowy
oraz pokrycie roslinnosci spontanicznie wkraczajacej na hatdy sa zdeterminowane rodzajem odpa-
du (jego wiasciwosciami fizykochemicznymi, gtéwnie zasobnosciag fosforu i wapnia) oraz wiekiem
sktadowiska. W zbiorowiskach roslinnych badanych hatd najliczniej wystepuja taksony reprezentu-
jace rodziny: Asteraceae, Poaceae, Apiaceae, Fabaceae i Caryophyllaceae.

Adaptacja roslin do wzrostu na podfozach zanieczyszczonych metalami zachodzi na drodze mi-
kroewolugji i naturalnej selekgji. Jest mozliwa dzieki wyksztatceniu mechanizméw unikania pobie-
rania i translokacji metali w roslinach oraz tolerancji podwyzszonych stezen metali w tkankach.
Przy silnej presji selekcyjnej, ekotypy tolerancyjne moga powstaé nawet w czasie 4-10 lat. Charak-
teryzuja sie one unikaniem pobierania lub/i translokacji metali do organéw nadziemnych
(tzw. strategia ,metal excluder”), czesto wykazuja wyrazne morfologiczne i fizjologiczne réznice
w poréwnaniu do populagji tych samych gatunkéw zasiedlajgcych tereny niezanieczyszczone.
Wewnatrzkomérkowe mechanizmy detoksyfikacji metali, takie jak chelatowanie przez peptydy
tiolowe czy kwasy organiczne, majg drugorzedne znaczenie w procesach adaptacji.

Stowa kluczowe: hatdy galmanowe, kwasy organiczne, metale ciezkie, peptydy tiolowe, pseudo-
metalofity

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
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41. Wstep

Podwyzszone zawartosci metali ciezkich w §rodowisku wystepuja w wyniku
proceséw naturalnych (aktywno$¢ wulkaniczna, spontaniczne odkrywki na tere-
nach rudonosnych), ale przede wszystkim w wyniku dzialalnos$ci antropogenicznej,
a zwlaszcza proceséw wydobycia i przetwdrstwa rud metali (Kabata-Pendias, Muk-
herjee 2007). Problem ten jest szczegdlnie istotny w poludniowych rejonach Polski,
w regionie $lasko-krakowskim. Wielowiekowe wydobycie i przetworstwo rud cyn-
ku (Zn) i otowiu (Pb) na tych terenach przyczynilo si¢ do szczegélnie wysokiego,
nawet w skali europejskiej, skazenia srodowiska zwigzkami tych metali, dodatkowo
takze kadmem (Cd) (Krzaklewski, Pietrzykowski 2002). Charakterystycznym ele-
mentem tych $rodowisk sg skladowiska odpaddéw goérniczo-hutniczych (ze wzgledu
na wysokie stezenia cynku i olowiu nazywane haldami galmanowymi), czesto zde-
ponowane w s3siedztwie zabudowan mieszkalnych, ogrédkéow dziatkowych lub
posréd uzytkow rolnych. Nieustabilizowane i pozbawione okrywy roélinnej skla-
dowiska odpadéw, sa zZrédlem wtdérnego zanieczyszczania otaczajacych je terendw,
na skutek migracji metali poprzez erozje wietrzna, zmywy powierzchniowe oraz
przesigkanie wod opadowych przez profil haldy i przenoszenie zanieczyszczen do
wod gruntowych. Stanowig zatem realne zagrozenie dla zdrowia mieszkancéw
i funkcjonowania ekosystemdw, jednoczesnie s one trudne do zagospodarowania
i rekultywacji.

Zawartosci metali w gornych warstwach hald metalono$nych s3 ekstremalnie
wysokie: calkowite stezenia Zn wahajg sie w granicach 7300-171 790 mg kg, Pb —
1390-22 265 mg kg, a Cd - 66-1464 mg kg' (Wojcik i in. 2014). S to wartosci
przekraczajace kilka, a nawet kilkaset razy dopuszczalne normy dla terenéw prze-
mystowych (1000 mg kg" - Zn, 600 mg kg" - Pb oraz 15 mg kg' - Cd), ustano-
wione Rozporzadzeniem Ministra Srodowiska (2002). Wysokie stezenia metali
w podlozu s3 gléwnym, ale nie jedynym czynnikiem utrudniajacym lub wrecz
uniemozliwiajagcym osiedlanie roslinnosci na skladowiskach odpadow. Panuje tam
réwniez silne nastonecznienie, niska wilgotno$¢, deficyt niezbednych makro- i mi-
kroelementéw, zasolenie, zakwaszenie, nietypowe fizyczne wilasciwosci podioza,
co stwarza ekstremalnie niekorzystne warunki dla rozwoju wegetacji rodlin (Wierz-
bicka, Rostanski 2002; Wong 2003). Mimo to, niektére gatunki roélin przystosowa-
ly si¢ do wzrostu w takich srodowiskach na drodze ewolucji i naturalnej selekcji.
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4.2.  Szata roslinna hatd cynkowo-otowiowych

Rodliny zasiedlajace skladowiska odpadéw metalonosnych stanowily przed-
miot zainteresowan badaczy od dziesiecioleci (Grodzinska, Szarek-Lukaszewska
2002). Organizmy te tworza zazwyczaj charakterystyczne zbiorowiska lub grupy
roélin, ztozone gtéwnie z gatunkoéw siedlisk ubogich i termofilnych, a takze rude-
ralnych, segetalnych i takowych, o réznym stopniu tolerancji metali w podlozu
(Grodzinska i in. 2000; Skubata 2011). Sg to tzw. pseudometalofity, czyli rosliny
zdolne do zasiedlania zaréwno $rodowisk zanieczyszczonych, jak i niezanieczysz-
czonych metalami cigzkimi, w odréznieniu od metalofitow, wystepujacych wylacz-
nie na terenach wzbogaconych w metale.

Whbrew pozorom, szata roslinna sktadowisk odpadéw cynkowo-otowiowych,
tzw. flora galmanowa, jest dosy¢ bogata i ré6znorodna. Stwierdzono w niej bowiem
ponad 300 gatunkow roslin naczyniowych nalezacych do ponad 70 rodzin (Jedrzej-
czyk-Korycinska 2009). Najliczniej reprezentowane sa rodziny: Asteraceae, Poa-
ceae, Fabaceae, Rosaceae i Caryophyllaceae. Najczestszymi gatunkami wystepuja-
cymi masowo na wszystkich badanych haldach sg rodliny spotykane na terenie catej
Polski, m.in.: Silene vulgaris (Moench) Garcke, Cardaminopsis arenosa (L.) Hayek,
Lotus corniculatus L., Plantago lanceolata L., Daucus carota L., Festuca ovina L.,
Reseda lutea L. Dosy¢ pospolite sa rowniez rodzime drzewa i krzewy, np.: Betula
pendula Roth, Populus tremula L., Pinus silvestris L. Co ciekawe, na terenach tych
spotyka si¢ rowniez gatunki nalezace do roélin rzadkich, zagrozonych wyginigciem
i objetych réznymi formami ochrony prawnej. Naleza do nich m.in.: Camelina
sativa (L.) Crantz, Euphorbia exigua L., Iris sibirica L., Malaxis monophyllos (L.)
Sw., Epipactis atrorubens (Hoffm.) Besser. Niektore gatunki nalezace do tej grupy
wystepuja czasami w duzych ilosciach, np.: Carlina acaulis L., Epipactis helleborine
(L.) Crantz czy Convallaria majalis L. (Jedrzejczyk-Koryciniska 2009). Na uwage
zastuguje réwniez fakt wystepowania na haldzie w Bolestawiu k. Olkusza jedynego
nizowego stanowiska gorskiego gatunku Biscutella laevigata L., reliktu glacjalnego.
Ze wzgledu na obecnos¢, miedzy innymi, tego gatunku, halda ta zostala uznana
jako obszar chroniony w formie uzytku ekologicznego (Grodzinska, Szarek-
Lukaszewska 2002). Analizujgc réznorodno$¢ szaty roslinnej nalezy wspomnied,
ze oprocz bogactwa roélin naczyniowych, na haldach metalonosnych wystepuje
réwniez ponad 20 gatunkéw mchéw i ponad 70 gatunkéw porostéw (Jedrzejczyk-
Korycinska 2009).

Sklad gatunkowy i pokrycie rodlinnosci spontanicznie wkraczajacej na skta-
dowiska odpadéw cynkowo-otowiowych s3 silnie zdeterminowane przez rodzaj
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odpadu (wlasciwosci fizykochemiczne) oraz jego wiek. Starsze haldy (np. ponad
130-letnia halda w Bolestawiu k. Olkusza) charakteryzujg si¢ wiekszym bogactwem
gatunkow i pokryciem warstwy zielnej niz haldy, na ktérych odpady gérnicze czy
hutnicze zostaly zdeponowane kilkanadcie-kilkadziesigt lat temu (Wéjcik 2012).
Sposréd parametrow fizykochemicznych podtoza, wbrew oczekiwaniom, nie za-
warto$¢ metali cigzkich, ale przede wszystkim makroelementéw - fosforu i wapnia
maja gtéwny wplyw na sklad gatunkowy zbiorowisk roslinnych wystepujacych na
badanych skladowiskach.

Dominujacymi gatunkami roslin wyzszych, uznawanych za metalolubne lub
metalotolerancyjne, spontanicznie zasiedlajace jedno z najstarszych i najlepiej prze-
badanych pod wzgledem florystycznym skladowisk odpadéw cynkowo-olowio-
wych w Bolestawiu k. Olkusza, sg: Dianthus carthusianorum L., Silene vulgaris,
Armeria maritima Willd., Cardaminopsis arenosa, Galium album Mill., Thymus
pullegioides L. i Festuca ovina (Grodzinska i in. 2000; Szarek-Eukaszewska 2009).
W przypadku niektorych gatunkéw, a mianowicie: Dianthus carthusianorum, Sile-
ne vulgaris, Armeria maritima, Cardaminopsis arenosa i Biscutella laevigata stwier-
dzono wyrazne morfologiczne i fizjologiczne réznice pomigdzy populacjami zasie-
dlajagcymi hatdy metalonosne i tereny niezanieczyszczone (Wierzbicka, Rostanski
2002; Zalecka, Wierzbicka 2002; Wierzbicka, Stysz 2005; Fiatkiewicz, Rostanski
2006; Przedpetska, Wierzbicka 2007; Wojcik i in. 2013). Rosliny populacji haldo-
wych cechuje kartowato$¢ i kseromorfizm, redukcja biomasy czesci nadziemnych
w stosunku do korzeni, przyspieszenie stadium rozwoju generatywnego, wytwarza-
nie wigkszej ilo$ci kwiatéw i przedluzenie okresu kwitnienia (tzw. strategia zyciowa
typu ,,r”). Wiekszos¢ tych cech, podobnie jak zwigkszona tolerancja na cynk czy
olow dodawane do srodowiska wzrostu, utrzymywata si¢ przez kolejne 2-3 pokole-
nia roélin uprawianych w optymalnych, kontrolowanych warunkach, co wskazuje,
ze zostaly one utrwalone genetycznie. Badania markeréw molekularnych potwier-
dzily wytworzenie odrebnych ekotypow, tzw. ekotypéw galmanowych, w obrebie
kilku gatunkow roslin zasiedlajacych haldy, takich jak: Armeria maritima (Abra-
towska i in. 2012), Biscutella laevigata (Babst-Kostecka i in. 2014; Wasowicz i in.
2014), Viola tricolor L. (Stomka i in. 2011) oraz Dianthus carthusianorum (Wdjcik
iin. 2013).
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4.3.  Strategie akumulacji metali w roslinach hatdowych

Ze wzgledu na pobieranie i dystrybucj¢ pobranych metali, wyrdznia si¢ 3 gru-
py rodlin, tzw.: ,excluders”, ,indicators” i ,accumulators” (Baker 1981). Do pierw-
szej grupy nalezg roéliny, ktére unikajg pobierania lub zatrzymujg wigkszo$¢ po-
branego metalu w korzeniach i ograniczaja jego translokacje do organéw nadziem-
nych (stosunek zawartosci metalu w lisciach i glebie jest mniejszy od 1). Rosliny
wskaznikowe (,indicators”) pobieraja metale proporcjonalnie do ich zawartosci
w podiozu i gromadzg je dos¢ rownomiernie w tkankach korzeni i czeéci nadziem-
nych. Natomiast tzw. akumulatory (,accumulators”) pobieraja duze ilosci metali
z podloza i transportujg je do organéw nadziemnych (stosunek zawartosci metalu
w lisciach i glebie jest wigkszy od 1). Pos$réd akumulatoréw, bardzo ciekawa grupe
rodlin stanowia tzw. hiperakumulatory (ok. 515 zidentyfikowanych dotad gatun-
kow), ktoére rosngc w warunkach naturalnych, akumulujg ekstremalnie wysokie
stezenia 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 objawdéw toksycznosci
(Baker, Brooks 1989; Capa, Pilon-Smits 2014; Krzciuk, Gatuszka 2014). Poznanie
strategii akumulacji metali w roélinach zasiedlajacych skladowiska odpaddéw jest
bardzo istotne ze wzgledéw praktycznych: ,excluders” lub ,accumulators” moga
by¢ wykorzystywane odpowiednio do fitostabilizacji i fitoekstrakcji zanieczyszczo-
nych terendw, natomiast rosliny wskaznikowe moga postuzy¢ jako biogeochemicz-
ne indykatory poziomu zanieczyszczenia srodowiska.

W roélinach spontanicznie zasiedlajacych haldy cynkowo-olowiowe w Polsce
dominuje strategia unikania pobierania i translokacji metali do czeéci nadziemnych
(Wéjcik i in. 2014). Swiadczg o tym stosunkowo niewielkie ilosci metali akumulo-
wane w lisciach roslin, bardzo niskie wspdtczynniki bioakumulacji (stosunek steze-
nia metalu w organach nadziemnych do jego stezenia w glebie) oraz brak istotnych
korelacji miedzy zawartosciag metali w roslinach i w glebie. Cechy te sa pozadane
w roSlinach odpowiednich do fitostabilizacji, dlatego gatunki charakteryzujace si¢
najnizsza akumulacja metali w cze$ciach nadziemnych i dodatkowo tworzace zwar-
ta pokrywe roélinng, np.: Calamagrostis epigejos (L.) Roth, Carex hirta L., Festuca
rubra L., Festuca tenuifolia Sibth., Deschampsia cespitosa (L.) P. Beauv, Thymus
pulegioides czy Dianthus carthusianorum moga by¢ potencjalnie uzyteczne do re-
kultywacji obszaréw zanieczyszczonych metalami (Skubala 2011; W¢jcik i in.
2014). Wérdd rodlinnosci hatdowej nie stwierdzono obecnosci hiperakumulatoréw
ani roslin o duzej biomasie i jednoczesnie akumulujgcych istotnie podwyzszone
ilosci metali, dlatego zaden gatunek nie moze by¢ uzyteczny w procesie fitoekstrak-
¢ji. Nie zidentyfikowano réwniez gatunkéw, w ktorych akumulacja metali w cze-
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$ciach nadziemnych w pelni odzwierciedlalaby zawartosci metali w podlozu, czyli
gatunkow wskaznikowych, uzytecznych do oceny stanu zanieczyszczenia $rodowi-
ska metalami i oceny ryzyka ekologicznego. Co interesujace jednak, okreslenie
$redniego stezenia metali w organach nadziemnych wszystkich roslin tworzacych
zbiorowiska na danym terenie, bardzo dobrze oddawalo zawartosci metali w pod-
tozu, niezaleznie od wieku i rodzaju odpadu, dlatego moze by¢ przydatne w bio-
monitoringu terendéw skazonych metalami (Wdjcik i in. 2014).

4.4. Mechanizmy tolerancji metali

Wyksztalcenie mechanizméw tolerancji w roélinach zasiedlajacych gleby
o naturalnie wysokich zawarto$ciach metali, zachodzi w ciagu 40-150 lat, a nawet
1000 lat (Bone, 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 ekotypéw toleran-
cyjnych juz w czasie 4-10 lat (Whitting i in. 2004; Ernst 2006). Wystepowanie eko-
typéw metalo-tolerancyjnych nie jest cechg taksonomiczng, obserwuje si¢ duze
zréznicowanie w tolerancji miedzy gatunkami, a nawet populacjami/ekotypami
tego samego gatunku, czy nawet osobnikami w obrebie tej samej populacji. Dlatego
uwaza sie, ze kolonizowanie przez rodliny terenéw w znacznym stopniu zanieczysz-
czonych metalami jest mozliwe przez ewolucje tolerancji zachodzacej de novo i in
situ.

Adaptacja roslin do wzrostu na podiozach wzbogaconych w metale ciezkie jest
mozliwa dzigki wystepowaniu réznorodnych mechanizméw unikania pobierania
i translokacji metali w roslinach oraz tolerancji podwyzszonych stezen metali
w tkankach (Siedlecka i in. 2001).

Ograniczanie pobierania metali z gleby nastepuje na skutek obnizenia biodo-
stepnosci metali poprzez wydzieliny korzeniowe, gromadzenia warstwy mukopoli-
sacharydéw wigzacych metale na powierzchni korzeni, zatrzymywania metali
w $cianie komoérkowej komoérek epiblemy, wytwarzania kalozy czy zmian prze-
puszczalnoséci blony komoérkowej. Barierg dla wnikania jonéw metali do korzeni
moze tez by¢ grzybnia mikoryzowa. Zatrzymywanie jondéw na powierzchni lub
w wewnatrzkomorkowych przedzialach komorek korzeni (sciana komorkowa,
wakuola) oraz utrudniony transport jonéw do ksylemu skutecznie ograniczaja
przemieszczanie metali do nadziemnych czesci rodlin. Unikanie toksycznosci metali
zachodzi réwniez poprzez ich odkiadanie w starszych, okresowo zrzucanych lis-
ciach lub w trichomach na powierzchni lisci (Siedlecka i in. 2001).
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Do najwazniejszych mechanizméw tolerancji nalezy eliminacja wolnych jo-
néw metali z protoplastu poprzez ich wigzanie w $cianie komdrkowej, chelatowanie
w cytoplazmie oraz sekwestracje w specyficznych przedziatach komoérkowych,
glownie w wakuoli (Wéjcik 2009; Maestri i in. 2010; Bajguz, Piotrowska-Niczy-
poruk 2012; Viehweger 2014). Mechanizmy te wzajemnie uzupelniajg si¢, a znacze-
nie poszczegolnych procesdéw zalezy od gatunku rosliny, jej stadium rozwojowego
(wieku), rodzaju i stezenia metalu oraz czasu jego dzialania. Wsrdd ligandéw cyto-
plazmatycznych, zaangazowanych w chelatowanie i detoksyfikacje metali cigzkich,
najwazniejsza role przypisuje sie adaptacyjnym peptydom tiolowym (tzw. y-Glu-
Cys peptydom), glutationowi (GSH), kwasom organicznym, a w mniejszym stop-
niu aminokwasom (gléwnie prolinie oraz histydynie) i fitynie (Rauser 1999). Spo-
$réd szesciu zidentyfikowanych dotychczas rodzin niskoczasteczkowych y-Glu-Cys
peptydéw, najwazniejsza role w detoksyfikacji metali pelnig fitochelatyny (PC),
o wzorze: (y-Glu-Cys),-Gly, n=2-11, syntetyzowane enzymatycznie z GSH. Peptydy
te kompleksujg jony metali przez grupy tiolowe cysteiny, a nastepnie uczestnicza
w ich transporcie do wakuoli (Yadav 2010). Roéwniez GSH (y-Glu-Cys-Gly) moze
uczestniczy¢ w chelatowaniu metali (Cd, Zn, Pb) w cytoplazmie i transporcie takich
kompleksow do wakuoli. Kwasy organiczne, glownie cytrynowy i jablkowy, stano-
wig wazne ligandy cytoplazmatyczne i wakuolarne dla Zn, Cd i Ni, posrednicza
réwniez w diugodystansowym transporcie metali w rodlinach (Lépez-Bucio i in.
2000; Rascio, Navari-Izzo 2011).

4.5. Tolerancja metali w wybranych gatunkach
roslin hatdowych

Fizjologiczne i molekularne mechanizmy adaptacji roslinnosci spontanicznie
zasiedlajacej skladowiska odpadow cynkowo-otowiowych nie s3 dokladnie pozna-
ne. Brak w literaturze doniesien dotyczacych wewnatrzkomdrkowych mechani-
zmow detoksyfikacji metali w roslinach wystepujacych naturalnie na haldach meta-
lonosnych. W nieopublikowanych dotychczas badaniach, analizowano kilka gatun-
kow roslin (Daucus carota, Reseda lutea, Silene vulgaris, Echium vulgare L., Dian-
thus carthusianorum, Armeria maritima), wystepujacych w wyniku naturalnej suk-
cesji na trzech skltadowiskach odpadéw cynkowo-otowiowych w potudniowej Pol-
sce, jak rowniez populacje tych gatunkow z terendw niezanieczyszczonych w okoli-
cach Lublina (W¢jcik 2012). Wykazano brak istotnych réznic w akumulacji kwa-
séw organicznych (jablkowego i cytrynowego) pomie¢dzy haldowymi i referencyj-
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nymi populacjami: Daucus carota, Reseda lutea, Silene vulgaris, Echium vulgare
i Dianthus carthusianorum lub nawet wieksza zawartos$¢ tych zwigzkow w roélinach
populacji referencyjnych, szczegélnie w przypadku Armeria maritima. Wyniki te
sugeruja, ze kwasy organiczne nie sa zaangazowane w adaptacje tych gatunkéw do
zasiedlania skladowisk odpadéw cynkowo-olowiowych. W czesciach nadziemnych
zadnego spos$rod badanych gatunkéw nie stwierdzono akumulacji fitochelatyn,
zatem peptydy te nie pelnig roli w adaptacji tych roslin do wzrostu i rozwoju na
skltadowiskach odpadéw. Natomiast istotnie wyzsza zawartos¢ GSH w populacjach
hatldowych wskazuje na jego potencjalng role w przystosowaniu roélin do wzrostu
w obecnosci ekstremalnie wysokich zawartosci metali w §rodowisku, albo przez
bezposrednie wigzanie jondéw metali, albo przez udzial w tagodzeniu stresu oksyda-
cyjnego.

Nieliczne badania wewnatrzkomdrkowych ligandéw uczestniczacych w detok-
syfikacji metali w roslinach Armeria maritima (Olko i in. 2008) oraz Echium vulga-
re (Dresler i in. 2014), uprawianych hydroponicznie w obecnosci Cd lub Zn, daly
niejednoznaczne wyniki. Najdokladniej przebadanym pod tym wzgledem gatun-
kiem jest gozdzik kartuzek — Dianthus carthusianorum (Woéjcik, Tukiendorf 2014;
Wojcik i in. 2015a, b). Doswiadczenia hydroponiczne wykazaly, ze ani fitochelaty-
ny, ani kwasy organiczne nie s3 odpowiedzialne za zwigkszong tolerancje na Zn, Pb
i Cd roslin haldowych tego gatunku, mimo wigkszej akumulacji metali w tkankach,
w poréwnaniu z roélinami populacji referencyjnej, pochodzacej z terenéw nieza-
nieczyszczonych. Poziom kwaséw organicznych byl zblizony w obu populacjach
i nie ulegal istotnym zmianom w roslinach traktowanych badanymi metalami, na-
tomiast zawartos$¢ fitochelatyn byla wyzsza w populacji referencyjnej, eksponowa-
nej na Cd lub Pb.

Doswiadczenia hydroponiczne umozliwiaja zazwyczaj badanie reakcji roélin
na stres ostry, czyli stosunkowo krotkotrwale (kilka-kilkanascie godzin lub dni)
dzialanie stosunkowo wysokich, rzadko spotykanych lub niespotykanych w warun-
kach naturalnych, stezen metali. Odmienne wyniki badan uzyskano w przypadku
ro$lin obu populacji Dianthus carthusianorum, uprawianych w warunkach stresu
chronicznego (kilkutygodniowa ekspozycja na stosunkowo niskie, subletalne steze-
nia metali), na glebie pozyskanej z haldy galmanowej w Bolestawiu k. Olkusza
(Wjcik i in. 2015b). W tym przypadku, zwigkszona tolerancja roslin hatldowych na
metale obecne w podlozu byla uwarunkowana ograniczeniem pobierania metali
iich translokacji do czesci nadziemnych, w poréwnaniu do roélin referencyjnych,
oraz zwigkszong zawartoscia kwaséw organicznych w liSciach. Brak akumulacji
fitochelatyn w obu populacjach potwierdza, ze peptydy te nie s3 zaangazowane
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w detoksyfikacje metali w warunkach stresu chronicznego, ani w adaptacje roslin
hatdowych do wzrostu w obecnosci wysokich stezen metali w srodowisku.

4.6. Podsumowanie

Roslinno$¢ spontanicznie zasiedlajgca skladowiska odpadéw z wydobycia
i przetworstwa rud cynku i olowiu, mimo skrajnie niekorzystnych warunkéw dla
wzrostu i rozwoju, charakteryzuje si¢ duzym bogactwem gatunkowym i réznorod-
nodcig form. Dlatego jest znakomitym obiektem do badania mechanizmoéw tole-
rancji na metale oraz ich mikroewolugji, a takze poszukiwania ekotypéw/form naj-
lepiej przystosowanych do niekorzystnych warunkéw srodowiska, a zatem poten-
cjalnie uzytecznych w fitoremediacji czy rekultywacji zdegradowanych terendéw.
Badania mechanizméw tolerancji w roslinach uprawianych w warunkach stresu
ostrego (wigkszos¢ badan laboratoryjnych) i chronicznego (imitujacego warunki
naturalne) daja odmienne wyniki, dlatego, aby w pelni poznac i zrozumie¢ mecha-
nizmy adaptacji roslin do podwyzszonych stezen metali w $rodowisku, niezbedne
jest prowadzenie badan na roslinach w ich naturalnych srodowiskach (in situ).
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Streszczenie

W pracy przedstawiono przeglad literatury dotyczacej badan roslinnosci oraz wybranych gatun-
kow porastajacych tereny o podwyzszonym tle metalicznym. Omédwiono strategie adaptacyjne
pozwalajace na wytworzenie genotypow tolerancyjnych na pierwiastki metaliczne. Zaprezentowa-
no wazniejsze prace naukowe ukierunkowane na zachowanie aktualnie istniejgcej bior6znorodno-
Sci florystycznej tej cennej grupy roslin naczyniowych, a takze te, ktére pozwalajg na wykorzystanie
poszczegolnych gatunkédw w trakcie remediacji srodowiska. Podkreslono zalety techniki kultywacji
in vitro cennych gatunkéw metalofitow.

Stowa kluczowe: bioréznorodnos¢ florystyczna, metalofity, mikrorozmnazanie, tolerancja

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 63-76 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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5.1. Wstep

Do metali ciezkich zalicza sie pierwiastki o liczbie atomowej powyzej 20 i ge-
stoéci wynoszgcej ponad 4,5 lub 5,0 g-cm™, w zaleznoséci od doniesien literaturo-
wych (Gwoézdz, Kopyra 2003; Jamal i in. 2013). Pierwiastki te wystepuja naturalnie
w ekosystemach w efekcie erupcji wulkanicznych, wietrzenia skat czy pozaréw ro-
slinnosci. Tym niemniej, gospodarcza i bytowa dziatalno$¢ czlowieka jest zaliczana
do istotnych czynnikéw, ktére warunkuja podwyzszona koncentracje metali ciez-
kich w §rodowisku. Do antropogenicznych zrédel tego typu zanieczyszczen zalicza
sie: hutnictwo metali niezelaznych i przemysl metalurgiczny, intensywne technolo-
gie rolnicze polegajace na stosowaniu duzej ilosci nawozéw sztucznych oraz che-
micznych srodkéw ochrony roslin, a takze state zageszczanie sieci i wzrost inten-
sywnosci uzytkowania szlakéw komunikacyjnych (Polkowska i in. 2007; Jamal i in.
2013; Bolan i in. 2014).

Na terenach, gdzie zalegaja rudy metali oraz na siedliskach o antropogenicznie
podwyzszonej zawartosci metalicznych pierwiastkow sladowych, wystepuja gatun-
ki, ktore, na drodze ewolucji, wyksztalcily przystosowania umozliwiajace przetrwa-
nie i reprodukcje w tym specyficznym $rodowisku. Poszczegélne taksony badz eko-
typy roélin porastajacych takie siedliska stanowig ogromnie wazne, unikatowe Zro-
dlo réznorodnosci biologicznej, przydatne i stosowane zaréwno w badaniach
o charakterze podstawowym, jak i aplikacyjnym (Whiting i in. 2004; Ciarkowska,
Hanus-Fajerska 2008; Jedrzejczyk-Korycinska 2009; Baker i in. 2010; Hanus-Fajer-
ska 2011; Rascio, Navari-Izzo 2011; Nadgérska-Socha i in. 2015).

5.2.  Badania roslin terendbw wzbogaconych w pierwiastki
metaliczne

Na siedliskach wzbogaconych w metale, na przestrzeni lat dochodzi do wy-
ksztalcenia wyspecjalizowanych zbiorowisk, a liczne populacje roslin wykazuja caly
szereg przystosowan biochemicznych, fizjologicznych, morfologicznych i ekolo-
gicznych, dzieki ktérym osiagaja sukces kolonizacyjny (Alford i in. 2010; Epelde
iin. 2010; Pollard i in. 2014). Niemniej jednak, dla poszczegélnych grup taksono-
micznych tempo zmian ewolucyjnych prowadzacych do wyksztalcenia genotypéw
tolerancyjnych, a tym samym zdolnych do wzrostu, reprodukcji i samorzutnego
rozprzestrzeniania si¢ na tych terenach jest ogromnie zréznicowane i uwaza sie,
ze moze trwac od zaledwie czterdziestu do nawet tysiecy lat (Bone, Farres 2001).
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Taksony porastajace podioza o podwyzszonym stezeniu metali cigzkich zwykle
dzieli si¢ na tak zwane metalofity obligatoryjne, czyli taksony zdolne do wzrostu
jedynie na siedliskach metalonosnych, oraz na metalofity fakultatywne (pseudome-
talofity) — taksony, ktére wystepuja zaréwno na stanowiskach z wysoka zawartos$cig
metali, jak i na terenach niewykazujacych podwyzszonego tta metalicznego.
W grupie metalofitéw obligatoryjnych mozna wymieni¢ m.in.: Viola calaminaria
(Ging.) Lej i Armeria maritima (Mill.) Willd ssp. halleri Love et Love, zas wsrod
pseudometalofitow — Silene vulgaris (Moench) Garcke i Dianthus carthusianorum
L. (Wojcik i in. 2013; Pollard i in. 2014). Natomiast ze wzgledu na rodzaj ztoza mi-
neralnego, wyrdznia si¢ roslinno$¢ serpentynitows, porastajaca gleby o wysokim
odczynie, niskiej zawartosci fosforu, potasu i wapnia oraz wysokiej koncentracji
niklu, zelaza i chromu; gleby takie wystepuja na duzych przestrzeniach w potu-
dniowej Afryce, Nowej Zelandii czy Kalifornii (Brady i in. 2005; Ho i in. 2013).
Na terenie Europy najwiecej gleb serpentynitowych spotyka si¢ na Pétwyspie Bat-
kanskim, gléwnie w Grecji, Serbii, Chorwacji i Albanii (Bani i in. 2010; Stomka i in.
2015); w Polsce gleby serpentynitowe sg charakterystyczne przede wszystkim dla
obszaru Dolnego Slagska (Zolnierz 2007). Z kolei na obszarach zalegania rud cyn-
kowo-olowiowych, obecnych na wszystkich kontynentach, a w Europie — na terenie
Wielkiej Brytanii, Niemiec, Belgii, Francji i Polski, doszlo do wyksztalcenia gleb
porosnietych roslinnodcig galmanowa. Zbiorowiska te toleruja suche podloze, ubo-
gie w azot i jednoczesnie ponadnormatywnie zasobne w cynk, otéw, kadm, do-
mieszki talu, arsenu i szeregu innych pierwiastkow (Baker, Brooks 1989; Szarek-
Lukaszewska, Grodzinska 2008; Cabata 2009). Przykladem naturalnych proceséw
sukcesji jest samorzutnie powstala murawa galmanowa (na skladowiskach odpa-
déw cynkowo-olowiowych) w Bolestawiu k. Olkusza. Pierwsze publikowane Zrédla
dotyczace tego zbiorowiska stanowig opracowania z poczatku dwudziestego wieku
(Wéycicki 1913; Pax 1918; Zalewski 1986). Po drugiej wojnie $wiatowej dr Jadwiga
Dobrzanska z Katedry Botaniki éwczesnej Wyzszej Szkoly Rolniczej, w pracy opu-
blikowanej za namowg profesora W. Szafera, dokonala spisu ponad 260 gatunkow
roélin nasiennych i ponad 20 gatunkéw mchow wystepujacych na terenach galma-
nowych rejonu olkuskiego (Dobrzanska 1955). Po tych pionierskich badaniach, juz
od lat osiemdziesigtych dwudziestego wieku roslinno$¢ galmanowa tego terenu
stata si¢ przedmiotem wszechstronnych badan ekologicznych, florystycznych, fizjo-
logicznych oraz genetycznych (Wierzbicka, Rostanski 2002; Szarek-Lukaszewska
2009; Szarek-Lukaszewska, Grodzinska 2008, 2011; Jedrzejczyk-Korycinska 2009;
Nowak i in. 2011; Stomka i in. 2012; Muszynska 2013, 2014; Muszynska i in. 2013,
2015; Muszynska, Kolton 2013; Jedrzejczyk-Korycinska i in. 2014; Wojcik i in.
2013, 2015; Wéjcik, Tukiendorf 2014). Prace florystyczne i ekologiczne daly nau-
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kowg podstawe niezbedng do utworzenia uzytku ekologicznego ,,Pleszczotka” oraz
obszaru chronionego ,Sasanka - Stary Olkusz”, ktére stanowig miejsce wystepo-
wania wielu cennych i coraz rzadziej wystepujacych na terenie Polski roélin (Kapu-
sta i in. 2010; Kowolik i in. 2010). W odniesieniu do stanowisk znajdujacych sie na
terenach zalegania rud cynkowo-otowiowych stwierdzono, iz zostaly one skoloni-
zowane nie tylko przez gatunki wystepujace sporadycznie na terenie Europy i jedy-
nie na nielicznych stanowiskach, lecz takze przez gatunki, podgatunki i ekotypy
gatunkow pospolitych, ktére w wyniku adaptacji, nabyly tolerancje na wysokie
stezenia jonoéw cynku i ofowiu, a takze podstawowego pierwiastka towarzyszacego
zlozom rud Zn-Pb, czyli kadmu. Na szczegolng uwage zastuguja: Biscutella laeviga-
ta L., galmanowy ekotyp Dianthus carthusianorum, Armeria maritima ssp. halerii
(Wierzbicka, Potocka 2002; Wierzbicka, Rostaniski 2002; Szarek-Lukaszewska,
Grodzinska 2008; Kowolik i in. 2010; Wdjcik, Tukiendorf 2014). Dowiedziono, iz
roznig sie one znacznie od osobnikéw rosngcych na terenach nieskazonych. Popu-
lacje haldowe przewaznie cechuje wysoka biomasa organéw podziemnych, szereg
przystosowan kseromorficznych i szybkie osigganie fazy generatywnej (Wierzbicka,
Panufnik 1998; Wierzbicka, Potocka 2002; Przedpelska, Wierzbicka 2007). Trudne
warunki siedliskowe, a zwlaszcza silne nastonecznienie i duza przepuszczalno$é
podloza, skutkujgca niska pojemnosciag wodng, s przyczyna sporego udzialu ga-
tunkéw termofilnych, takich jak: Achillea millefolium L., Alyssum montanum L.,
Anthylis vulneraria L., Arenaria serpylifolia L., Dianthus carthusianorum, Gypsophi-
la fastigiata L., Helianthemum nummularium (L.) Mill,, Potentilla arenaria Borkh.,
Reseda lutea L., Thymus pulegioides L., Thymus serpyllum L. Na nieuzytkach poko-
palnianych, w wyniku spontanicznej i bardzo powolnej kolonizacji, pojawiajg si¢
réwniez gatunki siedlisk ubogich, reprezentowane przykladowo przez Silene vulga-
ris czy Festuca ovina L., jak rowniez inne liczne, przewaznie reprezentujace rodziny:
Caryophyllaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Poaceae, ktore doskonale toleruja lokalnie
wystepujace warunki siedliskowe. Wystepuja tu rowniez roéliny drzewiaste, takie
jak: Betula pendula Roth., Pinus silvestris L., czy Juniperus communis L. (Jedrzej-
czyk-Korycinska 2009; Szarek-Lukaszewska 2009; Olenska 2014). Murawa najstar-
szych hald jest barwna niemal przez cate lato. W porze kwitnienia, Biscutella laevi-
gata, Alyssum montanum, Anthyllis vulneraria czy Scabiosa ochroleuca L. nadaja
wystepujacym tu zbiorowiskom z6ita barwe, natomiast rézowa — Dianthus carthu-
sianorum 1 Armeria maritima. Fioletowo kwitng gatunki z rodzaju: Thymus, Gen-
tianatella, Veronica, za$ na bialo Arabidopsis, Silene, Gypsophila, Galium (Hanus-
Fajerska i in. 2011; Szarek-Lukaszewska, Grodzinska 2011).
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5.3.  Strategie przystosowania do wzrostu na podtozu
o podwyzszonym tle metalicznym i mozliwe
mechanizmy tolerangji

Populacje gatunkéw porastajacych gleby zasobne w jony metali wyksztalcily
réznorodne strategie przystosowawcze. Czesto u genotypdéw tolerancyjnych funk-
cjonuje mechanizm wykluczania, ktéry pozwala na utrzymanie niskiego poziomu
metalu w roslinie, mimo jego duzej zawartosci w podtozu. Przy czym zauwazono,
ze powyzej krytycznego stezenia metalu w srodowisku, systemy odpowiedzialne za
jego pobieranie zwykle przestaja by¢ skuteczne i w efekcie dochodzi do niekontro-
lowanego transportu jondéw, co moze by¢ letalne (Viehweger 2014). Natomiast
mechanizm akumulacji polega na gromadzeniu w tkankach wysokich stezen jonéw
metali, co jest mozliwe dzieki odpowiednim adaptacjom metabolicznym. Roéliny
mogg gromadzi¢ metale w korzeniach, zachowujac tym samym ich niski poziom
w pedach (wykluczanie z peddw; ang. shoot excluders). Strategie tego typu obser-
wowano w populacjach: Plantago lanceolata L., Armeria maritima (Szarek-Luka-
szewska i in. 2004), Silene vulgaris (Wierzbicka i in. 2004) i Dianthus carthusiano-
rum (Baranowska-Morek, Wierzbicka 2004; Wojcik, Tukiendorf 2014). Rosliny
moga rowniez akumulowaé metale ciezkie w pedach, w stezeniach znacznie prze-
kraczajacych ich zawarto$¢ w korzeniach (ang. accumulators). Istnieja gatunki zwa-
ne hyperakumulatorami, zdolne do gromadzenia metali w bardzo wysokich steze-
niach. Termin ,hyperakumulator” zostal zastosowany przez Brooksa i in. (1977)
w odniesieniu do roslin akumulujacych nikiel w organach nadziemnych, w ilosci
przekraczajacej 1 000 mg kg™ suchej masy. Obecnie znanych jest ponad 400 gatun-
kéw tego typu i ich lista stale si¢ powieksza. Wedtug Bakera i Brooksa (1989), mi-
nimalna zawarto$¢ metalu zgromadzonego w tkankach hyperakumulatora powinna
wynosi¢: dla kadmu - 100 mg kg s. m, dla olowiu, niklu, kobaltu, chromu i miedzi
- 1000 mg kg s. m., a dla cynku i manganu - 10 000 mg kg s. m. Nieco zmienione
kryteria hyperakumulacji podaje van der Ent i in. (2013), zgodnie z ktérymi steze-
nia dla poszczegdlnych metali, oznaczone w suchej masie pedéw, powinny wynosic:
100 mg kg' dla kadmu, 300 mg kg dla miedzi, chromu i kobaltu, 1000 mg kg™
suchej masy dla olowiu i niklu, 3 000 mg kg" dla cynku oraz 10 000 mg kg dla
manganu. Biorgc pod uwage te klasyfikacje, ponad 500 gatunkéw roslin wykazuje
wlasciwosci hyperakumulacyjne wzgledem jednego lub kilku pierwiastkéw (Ba-
rzanti i in. 2011). Najczesciej wérod nich wystepuja przedstawiciele nastepujacych
rodzin: Brassicaceae, Caryophylaceae, Violaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, Lamia-
ceae, Asteraceae, Cyperaceae, Poaceae, Cunouniaceae, Flacourtiaceae. Sposrod
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pierwiastkow, najbardziej efektywnie gromadzony jest nikiel, miedz, kobalt, selen,
otéw, cynk i mangan (van der Ent i in. 2013). Istnieja réwniez gatunki, zwane bio-
indykatormi, ktére pasywnie pobieraja metale ze srodowiska, a ich stezenie w tkan-
kach jest proporcjonalne do zawartosci metali w glebie. Na podstawie skladu ga-
tunkowego roslin wskaznikowych na danym obszarze mozna rozpoznac typ skaze-
nia gleby. Do bioindykatoréw metali cigzkich naleza miedzy innymi: Cardami-
nopsis arenosa (L.) Hayek, Vicia faba L., Plantago major L., Taraxacum officinale F.
H. Wigg (Capecka, Gaweda 2002; Wierzbicka, Rostanski 2002; Markert 2008; Epel-
de i in. 2010). Tolerancja moze by¢ indukowana, zatem pojawiajaca si¢, z perspek-
tywy ewolucji, w stosunkowo krétkim czasie na skutek kontaktu roélin z wysokimi
stezeniami metali cigzkich (przykladowo na bardzo silnie zanieczyszczonych gle-
bach) lub konstytutywna, wystepujaca u roélin, ktére nigdy wczesniej w srodowisku
naturalnym nie zetknely si¢ ze stezeniem metali mogacym wywotac presje selekcyj-
ng (Wierzbicka, Potocka 2002; Roosens i in. 2008). Wyksztalcenie tolerancji wigze
sie z konieczno$cig uruchomienia wydajnych wewnatrzkomérkowych mechani-
zmo6w walki ze stresem, a koszt energetyczny wytworzenia takiej odpornosci jest
bardzo duzy (Kiipper i in. 2004; Jabeen i in. 2009), wiec rosliny tolerancyjne cha-
rakteryzuje stabsze tempo wzrostu w poréwnaniu do populacji analogicznych ga-
tunkow, ktore wystepuja na terenach nieskazonych (Maestri i in. 2010; Wéjcik i in.
2013, 2015). Przykladowo, do cech adaptacyjnych galmanowego ekotypu Dianthus
carthusianorum naleza przystosowania kserotermiczne: ograniczenie wzrostu czesci
nadziemnych, krdtsze i wezsze liscie, redukcja ich liczby, wskutek czego po-
wierzchnia transpiracji tych roélin jest mniejsza o okoto 25% wzgledem powierzch-
ni okreslonej dla rodlin porastajacych stanowiska nieskazone. Ponadto, u osobni-
kéw galmanowych obserwuje si¢ silniejszy wzrost systemu korzeniowego i obfite
tworzenie wlo$nikéw. Liczne roéliny terenéw przemystowych cechuje wczesne
wchodzenie w faze generatywna, obfite kwitnienie i owocowanie. Strategia zwigk-
szonej ptodnosci kosztem przyrostu biomasy jest uzasadniona, gdyz zwigksza szan-
se zachowania gatunku w trudnych warunkach siedliskowych (Zatecka, Wierzbicka
2002). Konsekwencja funkcjonowania mechanizméw tolerancji jest zréznicowana
odpowiedz poszczegolnych populacji na pojawiajacy sie stres. Oznacza to, Ze ga-
tunki, podgatunki badZz ekotypy tolerancyjne s3 mniej narazone na wzrastajace
stezenie jonow metali w podlozu niz populacje nietolerancyjne (Wéjcik i in. 2015).
Dla przykladu, podwyzszony poziom cynku okazal si¢ bardziej toksyczny dla
uprawianych hydroponicznie osobnikdw Arabidopsis halerii (L.) O’Kane&Al
Shehbaz, reprezentujacych populacje z terendw nieskazonych metalami ci¢zkimi
(Meyer i in. 2010). Podobnie, ro$liny Dianthus carthusianorum, uzyskane z nasion
pobranych z osobnikéw porastajacych obszary nieskazone oraz tereny o podwyz-

68



szonym tle metalicznym, odmiennie reagowaly na traktowanie jonami ofowiu
(Wjcik, Tukiendorf 2014).

5.4. Badania w zakresie zachowania bioréznorodnosci
metalofitow

Zachowanie aktualnie istniejacej bioréznorodnosci metalofitow stanowi jeden
z kluczowych elementdéw caloksztaltu dzialan, majacych na celu poprawe stanu
srodowiska, gdyz rosliny te moga by¢ wykorzystane w trakcie rekultywacji terenéw
skazonych do poziomu toksycznego dla innych gatunkow. Z inicjatywy srodowisk
naukowych rozpoczeto prace nad tworzeniem i utrzymaniem kolekcji metalofitow,
zaréwno o zasiegu lokalnym, jak i globalnym (Whiting i in. 2004; Rostanski i in.
2014). Wsr6d nich warto wymieni¢ Herbarium Uniwersytetu Slaskiego (KTU-
HMP), w ktérym zgromadzono ponad 2 000 okazdéw roslin naczyniowych, repre-
zentujacych metalotolerancyjne populacje terendw o podwyzszonej zawarto$ci
pierwiastkow sladowych, wystepujace na obszarze potudniowej Polski (monokliny
Slasko-Krakowskiej), Niemiec (géry Harz, Nadrenia Pélnocna — Westfalia) oraz
Belgii (La Calamine, Moresnet i Plombieres). Kolekcja ta obejmuje: metalofity oraz
hyperakumulatory porastajace tereny historycznego wydobycia rud; gatunki sie-
dlisk antropogenicznie wzbogaconych w metale cigzkie, o oznaczonej zawartosci
pierwiastkow sladowych w podlozu, gatunki reprezentujace tereny poprzemystowe
o nieznanym poziomie zanieczyszczenia srodowiska metalami ciezkimi oraz okazy
pochodzace z eksperymentéw, uprawiane na podtozu wzbogaconym w okreslone
stezenia toksycznych jondw. Kolekcje uzupetniaja bazy danych, zawierajace infor-
magcje na temat morfo- i genotypoéw poszczegélnych metalofitow, miejsc ich wyste-
powania oraz krétki opis wykonanych obserwacji lub przeprowadzonych ekspery-
mentéw (Rostanski i in. 2014; Tokarska-Guzik i in. 2014). Podobnie, warto$¢ eko-
logiczng i biotechnologiczng metalofitéw i ich siedlisk dokumentuje baza danych
BioRem, ktdra jest dostepna po adresem internetowym: http://www.univie.ac.at/
biorem. Jest to platforma umozliwiajaca wymiang oraz gromadzenie informacji,
miedzy innymi, z zakresu biordznorodnosci czy ekofizjologii roslin pochodzacych
z terendw o podwyzszonej zawartosci metali ciezkich w podlozu (Nebel i in. 2013).
Prowadzone s3 rowniez badania nad efektywnoscia zastosowania metod biotechno-
logicznych w remediacji oraz w ochronie zasobéw genowych poszczegélnych popu-
lacji metalofitéw, a wykorzystanie do tego celu technik kultur in vitro ciagle stano-
wi nowatorskie podejscie. Opracowanie protokoléw rozmnazania materiatu rolin-
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nego w warunkach aseptycznych jest cenne w przypadku unikatowych przedstawi-
cieli flory poszczegélnych nisz ekologicznych. Niemniej jednak publikacje doku-
mentujgce zastosowanie tego typu metod, w odniesieniu do roslin metalotoleran-
cyjnych, sa dos¢ nieliczne (Bidwell i in. 2001; Jack i in. 2005; Zhao i in. 2009;
Hanus-Fajerska i in. 2012; Wiszniewska i in. 2015). Dobry przyktad stanowig proby
opracowania wydajnego protokotu regeneracji Thlaspi caerulescens ]. Presl et
C. Presl - najbardziej znanego hyperakumulatora cynku i kadmu (Xu i in. 2008)
lub Pteris vittata L. - hyperakumulatora arsenu (Zheng i in. 2008; Shukla, Khare
2014). Réwniez w Zakladzie Botaniki i Fizjologii Roélin Instytutu Biologii Roslin
i Biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie od lat prowadzone s3 bada-
nia z wykorzystaniem roslinnych kultur tkankowych. Dotychczas opracowano me-
tody efektywnego mikrorozmnazania nastepujacych taksondw, reprezentujacych
populacje galmanowe Olkuskiego Rejonu Rudnego: Anthyllis vulneraria (Faba-
ceae), Armeria maritima ssp. halleri (Plumbaginaceae), Alyssum montanum, Biscu-
tella laevigata (Brassicaceae), Dianthus carthusianorum, Gypsophila fastigiata, Silene
vulgaris (Caryophyllaceae), Scabiosa ochroleuca (Dipsacaceae) (Hanus-Fajerska,
Czura 2009; Hanus-Fajerska 2011; Hanus-Fajerska i in. 2012; Muszynska, Hanus-
Fajerska 2012; Kozminska, Muszynska 2014; Muszynska i in. 2014). Podejmowane
w Zakladzie zagadnienia dotycza rowniez wykorzystania technik kultur in vitro do
oceny morfologicznej, anatomicznej i fizjologicznej odpowiedzi roslin na stres me-
taliczny oraz selekgji linii o podwyzszonej odpornosci na metale cigzkie (Muszyn-
ska 2013; Muszynska, Kolton 2013; Muszynska 2014; Wiszniewska i in. 2015).
Ponadto, testuje si¢ przydatnos¢ galmanowych ekotypéw roélin, uzyskanych za-
réwno w warunkach laboratoryjnych, jak i szklarniowych do remediacji podiozy
skazonych metalami ci¢zkimi (Ciarkowska, Hanus-Fajerska 2008; Hanus-Fajerska
2011; Muszynska i in. 2013, 2015). Nad wyraz pozadane s3 réwniez szerokie dziala-
nia edukacyjne, majace na celu upowszechnianie wiedzy na temat tych unikalnych
roélin i ich zbiorowisk, a takze waloréw geologicznych oraz krajobrazowych obiek-
tow gorniczych, hutniczych i poprzemystowych.

Podziekowania

Autorzy wyrazaja wdzieczno$¢ za dotacje statutowa Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego na rzecz Zaktadu Botaniki i Fizjologii Roslin IBRiB Uniwersytetu Rolni-
czego im. Hugona Kollataja w Krakowie.
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Streszczenie

Niekorzystne dla wzrostu roslin warunki srodowiska naturalnego powodujg wprowadzanie zmian
przystosowawczych, ktére niekiedy bywaja zdumiewajace. Interesujacym przyktadem adaptacji do
srodowiska ubogiego w fatwo dostepne sktadniki mineralne byto wyksztatcenie migsozernosci
u autotroféw. Ograniczona dostepnos¢ sktadnikow mineralnych w podtozu, zmusita rodliny wyzsze
do fizjologicznego ,przeprogramowania”, umozliwiajacego pozyskiwanie pokarmu zwierzecego.
W toku ewolucji, miesozernos$¢ powstawata wielokrotnie i niezaleznie — na odseparowanych geo-
graficznie obszarach. Szacuje sig, ze obecnie istnieje ok. 700 gatunkow roslin miesozernych, acz-
kolwiek liczba ta stale ulega zmianom. Z jednej strony, sa odkrywane nowe gatunki, z drugiej,
ingerencja cztowieka w Srodowisko naturalne powoduje, ze rosliny te gina. Szansa na przetrwanie
rodlin miesozernych jest wzrost zainteresowania tymi organizmami, nie tylko ze wzgledu na ich
specyficzny sposéb pozyskiwania pokarmu czy wyglad, ale rowniez na potencjalng mozliwos¢
wykorzystania réznych zwigzkéw organicznych znajdujacych sie w ich cieczy trawiennej. Sugeruje
sie, ze substancje te mogtyby zastapic antybiotyki czy powszechnie stosowane repelenty.

Za pobieranie sktadnikéw pokarmowych u ,typowych” roslin odpowiada gtéwnie korzen. Niektore
funkcje stabo wyksztatconego systemu korzeniowego roslin miesozernych przejeta putapka. Ma to
miejsce u rosiczek (Drosera), muchotéwek (Dionaea), kapturnic (Sarracenia) i dzbanecznikéw
(Nepenthes). Niektore z tych roslin w ogdle nie wyksztatcajg systemu korzeniowego, jak ma to
miejsce u aldrowand (Aldrovanda), czesci ptywaczy (Utricularia) i zenlisei (Genlisea). Z drugiej
strony, istniejg wyjatki posiadajgce dobrze rozwiniety system korzeniowy, jak u rosolistnikéw (Dro-
sophyllum) czy byblis (Byblis). Celem pracy jest przedstawienie wybranych zmian adaptacyjnych
roslin miesozernych, ktére to zmiany umozliwiajg im zasiedlanie srodowiska naturalnego, nieko-
rzystnego dla ,typowych” autotrofow.

Stowa kluczowe: NO, ciecz trawienna

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie rodlin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 77-88 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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6.1. Wstep

W zaleznosci od typu $rodowiska naturalnego, rosliny wyzsze moga dostoso-
wywac sie¢ do panujacych warunkéw zewnetrznych, np. poprzez modyfikacje nie-
ktérych organéw, w tym lisci. Podstawowa funkcjg fizjologiczng lisci jest przepro-
wadzanie fotosyntezy, ktéra zachodzi w chloroplastach. Przeksztalcajac energie
$wietlng w energie wigzan chemicznych, roéliny produkuja organiczne zwiazki
wegla. Na tej podstawie wyksztalcilo si¢ przeswiadczenie o roslinach jako nieszko-
dliwych organizmach, ktére raczej stuza zwierzgtom jako pokarm, a nie odwrotnie.
Pojecie drapieznictwa jest zarezerwowane gléwnie dla zwierzat. Niemniej jednak
funkcjonowanie organizmu roslinnego jako ,,drapieznika” co jakis czas pojawia si¢
w ludzkiej wyobrazni. Odzwierciedleniem tego faktu we wspotczesnych czasach jest
literatura i film, w ktérych wystepuja roéliny przedstawiane jako krwiozercze po-
twory. Ciekawy przyklad stanowig Tryfidy, rosliny polujace na ludzi - stwory wy-
myslone przez Johna Wyndhama. Skad si¢ bierze wizja roélin, ktére takng krwi
zwierzat, a moze i nawet samego czlowieka? Sama aktywnos$¢ fotosyntetyczna nie
wystarcza do tego, by organizm roslinny moégl prawidtowo funkcjonowaé. Wigk-
szo$¢ roslin ladowych wyksztalcila korzenie, ktdre nie tylko mocujg caly organizm
do podloza, ale umozliwiaja pozyskiwanie skladnikéw mineralnych. Korzenie cha-
rakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cia metaboliczng, zwigzana nie tylko z absorpcja,
ale i wydzielaniem szeregu substancji organicznych do otoczenia. Powszechnie
akceptowana jest teoria moéwigca o tym, ze korzenie pelnig role mézgu rosliny,
zapewniajac jej ciaglta wymiane informacji z otoczeniem (Baluska i in. 2010). Presja
selekcyjna $rodowiska naturalnego o deficytowym zaopatrzeniu w sktadniki mine-
ralne wyznaczyta kierunek zmian adaptacyjnych prowadzacych, miedzy innymi do
miesozerno$ci u roslin. Charakterystyczna modyfikacja roslin miesozernych doty-
czy lisci, ktore z typowych organdéw asymilacyjnych zostaly przeksztalcone
w pulapki. Jednakze, wyniki licznych badan wykazaly, ze proces fotosyntezy puta-
pek roélin miesozernych nie pokrywa ich potrzeb na asymilaty, jak ma to miejsce
w przypadku liéci ,,typowych” roélin (Adlassnig i in. 2009). Posréd roslin migsozer-
nych wystepuja réwniez te, ktére w duzym stopniu lub nawet catkowicie sg pozba-
wione chlorofilu i schwytane ofiary stanowig zrédlo zaréwno sktadnikéw mineral-
nych, jak i zredukowanych zwiazkow wegla (Krdl i in. 2012). Kolejna cechg adapta-
cyjna roslin miesozernych jest modyfikacja systemu korzeniowego, w zalezno$ci od
warunkéw srodowiska. Szczegoélnie ma to znaczenie u tych gatunkéw, ktérych ko-
rzenie muszg funkcjonowaé w otoczeniu charakteryzujacym si¢ niska zawartoscia
tlenu oraz pH ok. 3.
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U licznych gatunkéw funkcje zwigzane z pozyskiwaniem skladnikéw pokar-
mowych zostaly przejete przez pulapki (Adlassnig i in. 2005). Roéliny miesozerne
absorbuja z cial schwytanych ofiar gléwnie azot, fosfor i siarke, a takze potas, wapn
czy cynk (Adlassnig i in. 2009). Ponadto pierwiastki takie jak: magnez, mangan,
a nawet wegiel sg fatwo uwalniane z trawionych ofiar i absorbowane przez rosling
(Adlassnig i in. 2009; Krdl i in. 2012). Wykazano, ze ilo§¢ pobieranych pierwiast-
kéw z ofiar nie jest jednakowa dla kazdej pulapki danej rosliny. Putapki zatem,
tworza odrebne, fizjologiczne jednostki ,trawienne” (Adlassnig i in. 2009). Mine-
ralne odzywianie roslin migsozernych zostalo opisane w j. polskim w pracy przegla-
dowej Krasuskiej i in. (2012).

Jak wspomniano, duza cze¢s¢ rodlin migsozernych posiada stabo wyksztatcony
system korzeniowy lub korzenie, ktére wystepuja jedynie tymczasowo. Ponadto
niektdre gatunki roélin, zwlaszcza zasiedlajace sSrodowisko wodne, w ogdle nie wy-
twarzaja korzeni (Adlassnig i in. 2005), jak ma to miejsce w przypadku ok. 50 ga-
tunkow plywaczy (Adamec 2010). Wyglada na to, ze roélinny ,system trawienny”
zostal polaczony z niektorymi funkcjami roélinnego ,,mozgu”.

Dotychczas opisano ok. 700 gatunkéw roélin migsozernych, jednak liczba ta
ulega zmianom. Z jednej strony, sg wcigz odkrywane nowe gatunki; niestety, poste-
pujaca degradacja naturalnych siedlisk powoduje, ze roélin tych z roku na rok uby-
wa (Krél i in. 2012). W toku ewolucji roslin okrytozalazkowych migsozernos¢ roz-
winela sie wielokrotnie i niezaleznie. Rosliny migsozerne mozna odnalez¢ zaréwno
posrod jednolisciennych, jak i dwuliSciennych. Rozwoj strategii wabienia i ,,chwy-
tania” ofiary zalezy od danego $rodowiska, tym czynnikim w gtéwnej mierze nalezy
ttumaczy¢ taka réznorodnos¢ cech analizowanych organizméw, podobnie jak roz-
maitos$¢ typow pulapek (Ellison, Gotelli 2001; 2009).

6.2.  Miesozernosc — adaptacja roslin do warunkow
ograniczonej dostepnosci sktadnikdéw mineralnych

Pierwszy, naukowy opis dotyczacy roslin, ktore ,zjadaja” owady (zwierzeta)
mozna znalez¢ w ksigzce Karola Darwina zatytulowanej ,Roéliny owadozerne”
(Krdl i in. 2012). Rosliny te wystepuja na terenach podmoktych, bagiennych, torfo-
wiskach, w stojacych zbiornikach wodnych, w okolicach strumieni terenéw gorzys-
tych czy w lasach tropikalnych. Wspdlng cecha tych nisz ekologicznych jest staba
dostepno$¢ skladnikéw mineralnych dla ,,typowych” roslin (Adamec 2002). Cieka-
wym wyjatkiem jest Drosophyllum lusitanicum, ktéry ros$nie na glebach piaszczys-
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tych potudniowych terenéw Hiszpanii i Portugalii. Roélina ta jest w stanie prze-
trzymac¢ nawet do 5 miesiecy bezdeszczowych, intensywnie pobierajac wode dzigki
dobrze rozwinietemu systemowi korzeniowemu (Adlassnig i in. 2005). W Polsce
réwniez mozna odnalez¢ rosliny miesozerne, ktére nalezg do grup: plywaczy,
aldrowand, rosiczek i tlustoszy (Pinguicula) (Mazik 2012). Rosiczki stanowig naj-
bardziej rozpoznawalng grupe roélin miesozernych. Zgubne dla tej rosliny jest jej
wystepowanie na torfowiskach, terenach eksploatowanych przez cztowieka i maso-
wo osuszanych (Mazik 2012). Kosmopolityczne rosliny migsozerne to ptywacze,
ktére wystepuja w Australii, Ameryce Potudniowej, jak i w wigkszej czesci Europy,
takze w Polsce (Ptachno, Jankun 2003). Plywacze charakteryzuja si¢ wytworzeniem
szczegllnie skomplikowanej i bardzo szybkiej — w reakcji na ofiare - putapki
(Ptachno, Jankun 2003).

Wykazano, ze migsozerno$¢ w swiecie roslin jest niezwykle kosztowna energe-
tycznie, zwlaszcza w procesie wytwarzania pulapek i utrzymania ich aktywnosci
fizjologicznej (Pavlovic i in. 2009). Wyniki badan prowadzonych, miedzy innymi,
nad aktywnoscig fotosyntetyczng rodlin miesozernych pozwolily ustali¢ bilans zy-
skow-strat, ktory wykazuje, ze adaptacja ta jest mozliwa przewaznie w $rodowi-
skach ubogich w sktadniki pokarmowe, ktére dodatkowo sa oswietlone i jednocze-
$nie wilgotne (Givinish i in. 1984; Adlassnig i in. 2009). Uwaza sie, ze migsozernosc
wskazujaca na heterotrofie moze w pewien sposdb uzupelnia¢ niedobory pokar-
mowe odzywiajacych si¢ autotroficznie roslin (Givinish i in. 1984). Pomimo prze-
prowadzania fotosyntezy, dzbaneczniki moga pobiera¢ i wykorzystywaé wegiel
pozyskany z trawionych ciat do syntezy wlasnych zwigzkéw organicznych, co suge-
ruje czesciowa heterotrofie. Ponadto, wzrost niektorych gatunkow roélin miesozer-
nych zalezy od ilosci wegla pobranego droga cudzozywnosci (Pavlovic i in. 2009).
W sklad podstawowego ,jadlospisu” roslin migsozernych zalicza si¢ przede wszyst-
kim mréwki, termity, muchy, komary i pajaki, drobne organizmy wodne, lecz takze
$limaki (Plachno, Jankun 2003; Bennett, Ellison 2009; Adlassnig i in. 2011).

Migsozerno$¢, jako adaptacja, mogla powsta¢ dzieki wyksztalceniu tzw. syn-
dromu migsozernosci, ktory jest definiowany jako zdolno$¢ rosliny do wabienia
ofiary, schwytania jej, usmiercenia i strawienia — w celu absorpcji sktadnikow od-
zywczych. Nie wszystkie roéliny wyksztalcity w pelni ten syndrom. Kapturnice ko-
rzystajg z ,pomocy” mikroorganizméw zasiedlajacych wnetrze pulapki (Krol i in.
2012). Niektore ptywacze jako pokarm wykorzystuja réwniez algi, detrytus i bakte-
rie (Adamec 2010). Istniejg tez i inne wspolzaleznosci o charakterze symbiotycz-
nym pomiedzy rodlinami mig¢sozernymi a zwierzetami. Wyniki obserwacji sposobu
pozyskiwania azotu przez dzbanecznika lowii (N. lowii), zasiedlajacego lasy Malezji,
wykazaly specyficzng zaleznos¢ tej rosliny od ryjowki nadrzewnej (Tupaia montana).
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Podstawowym zrédlem azotu tego dzbanecznika sg fekalia pozostawione przez
drobne ssaki; szacuje sie, ze od 57% do nawet 100% pozyskiwanego azotu pochodzi
z ich odchodéw (Clarke i in. 2009). Ten sposéb odzywiania rosliny okresla si¢ ter-
minem koprofagii, ktéry zarezerwowany jest gtownie dla zwierzat. Ciekawy przy-
padek stanowi réwniez dzbanecznik bukietnicowaty (N. rafflesiana), wystepujacy
w lasach Borneo, ktéry pobiera pokarm z odchodéw pozostawianych przez nie-
wielkiego nietoperza (Kerivoula hardwickii hardwickii). Ssak ten traktuje dzbanki
jako schronienie i gniazdo, a w zamian ,,dokarmia” ro$ling poprzez regularne od-
dawanie tam kalu i moczu. Sama putapka réwniez zostala dostosowana do tej sym-
biozy, m.in. poprzez zredukowanie ilosci wydzielanej cieczy trawiennej (Grafe i in.
2011). W tym przypadku dzbanecznik wabi zwierze nie po to, by je zabi¢, ale by
otrzymywac state zrédlo azotu. Opisano takze przyklady roslin miesozernych, ktére
korzystaja z pokarmu roslinnego (Krasuska i in. 2012). Dzbanecznik beczutkowaty
(N. ampullaria) trawi martwe czesci roslin, ktére wpadly do pulapki. Wykazano,
ze nawet do 35% pobieranego przez te roéline azotu moze by¢ pochodzenia roslin-
nego (Moran i in. 2003). Wyzej wymienione przyklady wskazuja, ze rosliny migso-
zerne, majac ,,okazje” zdobywania pokarmu w sposdb mniej ,,drapiezniczy”, dosto-
sowuja sie do tego typu warunkow.

Zatem wérdd roslin migsozernych wyrézniono organizmy: (1) migsozerne
sensu stricto, ktore w pelni wyksztalcily syndrom miesozernosci oraz (2) protomie-
sozerne, ktore korzystaja z réznych mutualistycznych powiazan ekologicznych
(Adlassnig i in. 2011). Typ pulapki zalezy od ,strategii” polowania realizowanej
przez rodling migsozerng. Pulapki dzieli si¢ na: aktywne i pasywne. Pasywne pulap-
ki o charakterze dzbanka lub rozet lisciowych (ang. pitfall traps), wystepuja u dzba-
necznikéw, heliamfor (Heliamphora), kapturnic, darlingtonii (Darlingtonia), cefa-
lotuséw (Cephalotus) i brokinii (Brocchinia). Pulapki adhezyjne majace charakter
lepéw wystepuja u tlustoszy, rosiczek, rosolistnikéw i triphyophyllum (Triphyophyl-
lum). Aktywne pulapki zatrzaskowe wytwarzane sg przez muchotéwki i aldrowan-
dy; ofiary, draznigc wloski czuciowe, powodujg zatrzasnigcie pulapki. Putapki
aktywne o charakterze pecherzykéw z zamykang klapka wystepuja u plywaczy,
w tym przypadku ofiara jest ,,zasysana” poprzez zmiang ci$nienia we wnetrzu pu-
tapki. Pulapki typu koszy townych mozna zaobserwowac u zenlisei (Gorb i in. 2004;
Hatano, Hamada 2012).

Zwabienie ofiary jest mozliwe dzieki produkowaniu réznych atraktantow,
takich jak: kolor, zapach czy nektar. Rosliny miesozerne wabig réwniez poprzez
tworzenie wzoréw widocznych zwlaszcza w $wietle UV (Scholz i in. 2010; Bauer
iin. 2011).
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W zaleznosci od stopnia zdolnosci do pozyskiwania sktadnikéw mineralnych
przez korzenie lub liscie (pulapki), rosliny miesozerne dzieli si¢ na trzy ekofizjolo-
giczne grupy: (1) gatunki charakteryzujace sie wysokim zapotrzebowaniem na
skladniki mineralne, (2) gatunki, u ktérych wystepuje wspélzawodnictwo w pobie-
raniu skladnikéw mineralnych pomig¢dzy korzeniem a li§¢mi oraz (3) gatunki, ktore
s3 uzaleznione od absorpcji substancji pokarmowych przez liscie (Adamec 2002).

6.3.  Dzbaneczniki - rosliny z zewnetrznym zotadkiem

Podrod wszystkich roslin migsozernych wyréznia si¢ ok. 120 gatunkéw dzba-
necznikéw (Mithofer 2011). Dzbaneczniki wystepuja gtéwnie w rejonie potudnio-
wo-wschodniej Azji, ale réwniez na Madagaskarze, Seszelach, Nowej Kaledonii
i Australii (Pavlovi¢ i in. 2009). Liscie pulapkowe dzbanecznikéw pelnig podwojng
role. Blaszka liSciowa zostala przeksztalcona w pasywna pulapke, a wydtuzony
i splaszczony ogonek lisciowy przejal funkcje fotosyntetyczne (Pavlovic i in. 2009;
Mithofer 2011). Aktywnos¢ fotosyntetyczna dzbanka jest zdecydowanie nizsza
w poréwnaniu z innymi fragmentami liscia, aczkolwiek moze wzrasta¢ po schwyta-
niu ofiary w putapke (He, Zain 2012). Ponadto dzbanki charakteryzuje obnizona
zawarto$¢ chlorofilu, brak miekiszu palisadowego i obnizona ilo§¢ aparatéw szpar-
kowych (Mithofer 2011). Pulapki dzbanecznikéw maja wyspecjalizowana budowe.
Od gory znajduje si¢ wieczko o ksztalcie liscia, pokryte gruczotami wydzielajacymi
nektar. Wieczko ma za zadanie zabezpieczenie cieczy trawiennej przed nadmier-
nym rozcienczeniem, ktére moze powodowaé¢ woda deszczowa. Kolorowy pery-
stom stanowi brzeg dzbanka, a zarazem jest $miertelng pulapka dla owadéw (Bauer
i in. 2011). Wnetrze pulapki jest podzielone na strefy: strefe zeslizgu i strefe tra-
wienna, bogata w gruczoly wydzielnicze. Strefe zeslizgu pokrywaja epikutykularne
krysztalki wosku, nadajac powierzchni szorstka strukturg. Utrudnia to owadom
wspinanie si¢ do gory w celu ucieczki, a wosk dodatkowo przykleja si¢ do odndzy
ofiar (Gorb i in. 2004; Scholz i in. 2010). Jedng z istotnych strategii zapobiegania
ucieczce schwytanych owadow sg wlasciwosci fizykochemiczne cieczy trawienne;j.
Ma ona mniejsze napiecie powierzchniowe w stosunku do wody i wysoka lepko-
sprezystos¢ (Gaume, Forterre 2007).

Wewnatrz pulapki wydzielana jest ciecz trawienna, za co odpowiadajg gruczo-
ty trawienne pochodzenia epidermalnego. W gruczotach wydzielniczych liczbowo
przewazaja mitochondria nad plastydami, co dowodzi przewagi oddychania mito-
chondrialnego nad fotosyntezg (Owen i in. 1999; Schulze i in. 1999). Ilos¢ cieczy
trawiennej moze osiggna¢ objetos¢ nawet do 1,5 litra (Moran i in. 2010; Adlassnig
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iin. 2011). Ptyn trawienny stanowi specyficzne srodowisko, w ktérym réwniez
moga rozwijac sie rézne mikroorganizmy (Morohoshi i in. 2011). Niektére z nich
produkuja enzymy takie jak np. lipazy umozliwiajace trawienie schwytanej przez
gospodarza ofiary w niskim pH (Morohoshi i in. 2011). Trawienie ofiary, jak
wspomniano uprzednio, zachodzi w srodowisku o obnizonym pH, ktdre jest osia-
gane dzigki pompowaniu protonéw do cieczy trawienne;j. Jest to proces, ktory wy-
maga aktywnosci blonowych pomp protonowych (H*-ATPaz). Z drugiej strony,
w celu regulowania kwasowosci ptynu, protony moga by¢ z niego absorbowane
(Moran i in. 2010; Mithofer 2011).

Sygnalem do rozpoczecia trawienia jest obecno$¢ ofiary w cieczy trawiennej
(Hatano, Hamada 2012). Do wnetrza pulapki s wydzielane wowczas rézne bialka,
ktére majg za zadanie strawi¢ pokarm. W cieczy trawiennej roslin migsozernych
udalo sie zidentyfikowa¢ takie bialka, jak: proteazy cysteinowe, proteazy aspartylo-
we, peptydazy, rybonukleazy, amylazy, chitynazy, fosfatazy kwasne i alkaliczne,
fosfoamidazy, esterazy, lipazy, B-1,3-glukanazy oraz peroksydazy klasy III (Mit-
hofer 2011; Morohoshi i in. 2011; Hatano, Hamada 2012). Ostatnio opublikowane
wyniki wskazuja, ze rosliny miesozerne réwniez pobieraja glukoze, ktora jest uwal-
niana ze zwigzkow zawierajacych sacharoze, w wyniku aktywnosci -1,3-glukanazy,
co z kolei podkresla zdolnos¢ do heterotrofii roslin migsozernych (Michalko i in.
2013). Wykazano réwniez, ze podczas trawienia do cieczy trawiennej s3 wydzielane
reaktywne formy tlenu (ROS), ktére sprzyjaja temu procesowi (Chia i in. 2004).

Wchtlanianie pozyskanych sktadnikéw pokarmowych zachodzi aktywnie przez
gruczoly wydzielnicze, ktére pelnia podwojna role. Jak wykazano uprzednio, azot
moze by¢ pobierany w postaci jonéw amonowych, ale réwniez aminokwasow,
anawet polipeptydéw o niewielkiej masie czasteczkowej. Zdolnos¢ do absorpcji
peptydow ponownie $wiadczy o heterotrofii roslin migsozernych (Schulze i in.
1999). Réwniez wykazano, ze pobieranie sktadnikéw pokarmowych z dzbanka mo-
ze zachodzi¢ droga endocytozy. Rozklad zwigzkéw odbywa si¢ wtedy przynajmniej
cze$ciowo wewnatrz komorek (np. w lizosomach), co jest mniej energochlonne
(Adlassnig i in. 2012). Bioragc pod uwage dzbanek jako wyspecjalizowany organ
umozliwiajacy strawienie ofiary i wchlanianie substancji pokarmowych, moze on
stanowi¢ odpowiednik uktadu pokarmowego zwierzat.

6.4. Udziat reaktywnych form azotu w procesie trawienia

Tlenek azotu (NO), zaliczany do reaktywnych form azotu (RNS) stanowi cza-
steczke o charakterze bimodalnym. W zaleznosci od st¢zenia, pelni funkcje sygna-
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fowa lub cytotoksyczng, co opisuje model tzw. drzwi nitrozacyjnych. Ponadto RNS
charakteryzuja si¢ krotkim okresem poéttrwania w réznych uktadach biologicznych
i fatwym przenikaniem przez blony biologiczne (Gupta i in. 2011; Krasuska, Gniaz-
dowska 2012; Yu i in. 2014). Do RNS zalicza si¢: NO w formie wolnorodnikowe;
('NO), posta¢ kationowa (NO), anionowg (NO") oraz nadtlenoazotyn (ONOO").
Ostatni z wymienionych zwigzkéw powstaje w wyniku reakcji NO z ROS, i jako
silny utleniacz modyfikuje strukture biatek, lipidéw i kwaséw nukleinowych oraz
stanowi znacznik stresu nitrooksydacyjnego (Vandelle, Delledonne 2011; Yuiin.
2014).

NO bierze udzial w wiekszoéci poznanych proceséw fizjologicznych, w tym
reakcjach rodlin na czynniki stresowe biotyczne badz abiotyczne (Arasimowicz,
Floryszak-Wieczorek 2007; Yu i in. 2014). Szczegélnie duzo ONOO™ powstaje
w reakcjach roélin na mikroorganizmy o charakterze patogennym (Vandelle, Del-
ledonne 2011). Biorac pod uwage fakt, ze wewnatrz pulapek wystepuja réwniez
organizmy patogenne, mozna przypuszczaé, ze w cieczy trawiennej jest produko-
wany ten zwigzek. Jednakze na dzien dzisiejszy, w dostepnej literaturze nie ma in-
formacji na ten temat.

Wykazano, ze u organizméw zywych, NO moze powstawa¢ na drodze enzy-
matycznej badz/i nieenzymatycznej. Czasteczka ta jest syntetyzowana nieenzyma-
tycznie, glownie z jonéw azotynowych wkwasnym srodowisku i w obecnosci
reduktantéw, takich jak np. kwas askorbinowy (Yamasaki 2000; Yu i in. 2014).
Enzymatyczna synteza NO u roélin jest stosunkowo stabo poznana. Wykazano
jednak niezbicie, ze NO powstaje przede wszystkim w wyniku aktywnosci redukta-
zy azotanowej, ale w warunkach hipoksji (Foresi i in. 2010). U zwierzat NO jest
wytwarzany gltéwnie enzymatycznie, w wyniku aktywnosci syntazy NO (NOS).
W przypadku roslin wyzszych, na poziomie molekularnym nie udalo si¢ wykazaé
obecnosci tego enzymu, jedynie wyniki nielicznych prac wskazuja mozliwos¢ prze-
prowadzania NOS-podobnej reakcji w roznych tkankach. Obecno$¢ genu koduja-
cego NOS homologiczng do ssaczych enzymoéw potwierdzono tylko u zielenic
Ostreococcus tauri (Corpas i in. 2009; Foresi i in. 2010).

Ze wzgledu na niskie pH i wysokie stezenie azotynéw, zofadek cztowieka sta-
nowi gldwne miejsce nieenzymatycznego wytwarzania NO. W obecnosci reduktan-
tow takich jak kwas askorbinowy czy tiocyjaniany, azotyny sa przeksztalcane
w duzej mierze do NO. Wzrastajaca wiedza dotyczaca metabolizmu NO pozwolita
zmieni¢ status azotyndw ze zwigzkow typowo toksycznych, na czasteczki roéwniez
o znaczeniu fizjologicznym (Rocha i in. 2009). Podstawowym zrédlem azotynéw s
azotany pochodzace z diety (gtownie zielonych czesci roslin) (Rocha i in. 2009).
Wykazano obecno$¢ NO m.in. w: $liniankach, zoladku, watrobie, jelicie cienkim
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i grubym. Ponadto potwierdzono, ze NO wystepuje jako czasteczka funkcjonalna
w ukladzie trawiennym innych zwierzat kregowych oraz bezkregowcow (Schleiffer,
Raul 1997). NO, jako neurotransmiter, reguluje przeplyw krwi w §liniankach oraz
samo wydzielanie $liny, dziala cytotoksycznie w stosunku do mikroorganizméw
patogennych. NO wplywa na relaksacje migsni gladkich przewodu pokarmowego.
Uczestniczy w przemieszczaniu tresci pokarmowej podczas trawienia oraz wydala-
nia resztek niestrawionego pokarmu. W zotadku, NO pelni tez role ochronng przed
dzialaniem czynnikow stresotworczych, takich jak kwas solny, etanol czy kwas oc-
towy (Schleiffer, Raul 1997). Ponadto zwiazek ten moduluje wydzielanie kwasu
zoladkowego i pepsynogenu poprzez oddzialywanie na cyklaze guanylanowa i cyk-
liczny guanidynomonofosforan (Itoiin. 2008). Obecnie prowadzone s3 badania
nad udzialem zwigzkoéw nitrowanych (znaczniki NO) w reakcjach fizjologicznych
i patofizjologicznych zofadka. Prawdopodobnie produkty nitracji maja charakter
sygnalu o charakterze lokalnym i systemicznym (Rocha i in. 2012).

W przypadku pulapek dzbanecznikéw, nie istnieje zadna publikacja naukowa
dotyczaca udzialu NO w procesie trawienia. Wyniki ostatnich badan prowadzo-
nych w Katedrze Fizjologii Roslin SGGW wykazaly obecnos¢ RNS w cieczy tra-
wiennej dzbanecznika brzusznego (Nepenthes ventrata) podczas trawienia pokar-
mu (Dzierzynska i in. 2014). Moga one sugerowa¢ modulacyjng funkcje NO w tym
procesie.

6.5. Podsumowanie

Adaptacje roélin do niesprzyjajacych warunkéw $rodowiska naturalnego mo-
ga by¢ zaskakujace, czego przykladem sg rosliny migsozerne. Biorac pod uwage
fakt, ze miesozernos¢ wyksztalcita si¢ w toku ewolucji niejednokrotnie i niezaleznie
na réznych kontynentach, potencjalnie kazda rodlina moze sta¢ si¢ ,drapiezca”,
potrzebuje tylko do tego odpowiedniego bodzca. Przystosowaniem do migsozerno-
$ci u roslin bylo wyksztalcenie specyficznej ,strategii” polowania na ofiar¢ oraz
rozwo6j syndromu migsozernoéci. Organizmy zwierzece stuza jako pokarm tym
rodlinom, zwlaszcza bioragc pod uwage fakt, ze aktywno$¢ fotosyntetyczna jest
unich nizsza w stosunku do ,typowych” autotroféw i fakultatywna heterotrofia
musi ja uzupelnia¢. Ciekawg adaptacje do specyficznych warunkéw naturalnych
obserwuje si¢ u dzbanecznikéw, ktore posiadajg pulapki pasywne. Wyglad i spel-
niane funkcje fizjologiczne upodabniajg je do zewnetrznego uktadu pokarmowego.
Regulacja procesu trawienia ofiar przez dzbaneczniki rowniez nasuwa skojarzenia
z zoladkiem ssakow.
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Streszczenie

Celem pracy jest okreslenie zréznicowania fitosocjologicznego i florystycznego zbiorowisk roslin-
nych w dolinie Stoi oraz ocena ich waloréw przyrodniczych. Badania terenowe prowadzono
w latach 2011-2012, w miejscowosci Lipowy Most, w Puszczy Knyszynskiej. W badaniach zbioro-
wisk roslinnych wykonano 146 zdjec fitosocjologicznych z punktowym kartowaniem technika GPS.
Waloryzacje przyrodniczg wykonano na ptaszczyznie przyrodniczej, estetycznej i rekreacyjnej —
metoda Mahona i Millera (2003), w modyfikacji tukaszewskiej i Wysockiego (2009).

W badaniach szaty roslinnej doliny Stoi zidentyfikowano 20 zbiorowisk roslinnych (faki $wieze,
wilgotne i mokre, ziotorosla potakowe, zbiorowiska fgkowo-pastwiskowe, zbiorowiska szuwaréw
turzycowych, trzcinowych i mozgowych, agrocenozy segetalne i zbiorowiska ruderalne, zarosla
tozowe, zbiorowiska lesne), nalezacych do 8 klas syntaksonomicznych. Badania wykazaty obecno$¢
zbiorowiska tegowego Piceo-Alnetum Sokot. 1980 o znaczeniu wspoélnotowym (kod 91EO)
z Zatacznika I Dyrektywy Rady 92/43/EWG oraz stanowiska 9. chronionych gatunkéw roslin, w tym
1 pod ochrong Scista i 8 pod ochrong czesSciowa (2 gatunkdw roslin naczyniowych i 6 gatunkdw
mchéw).

W badaniach stwierdzono, ze zaprzestanie uzytkowania rolniczego wielu ptatéw tak i niekorzystne
zmiany warunkéw hydrologicznych, wynikajace z rozbudowy sieci kanatéw i rowéw melioracyj-
nych, w procesie sukcesji wtérnej, prowadzg do widocznych zmian w strukturze zespotéw roslin-
nych w dolinie Stoi. Wskazuje na to, w gtéwnej mierze, duzy udziat ksztattujacych sie ziotorosli
potakowych i inicjalnych faz zarosli fozowych, a nastepnie lesnych zespotéw tegowych. Dokonana
waloryzacja przyrodnicza szaty roslinnej w dolinie Stoi w Lipowym Moscie, wskazuje jednak na
najwyzsza — I range, oceny jej waloréw przyrodniczych na ptaszczyznie przyrodniczej, estetycznej
i rekreacyjne;.

Stowa kluczowe: syntaksonomia zbiorowisk roslinnych, ochrona gatunkowa rodlin, waloryzacja
fitocenoz, synantropizacja, ruderalizacja

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybow. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 89-102 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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7.1. Wstep

Dolina Stoi na terenie Lipowego Mostu lezy w centrum Puszczy Knyszynskiej,
ktdra nalezy do sieci obszaréw Natura 2000 i stanowi Obszar Specjalnej Ochrony
Ptakéow (OSO) ,,Puszcza Knyszynska” PLB200003 (Dyrektywa Parlamentu Euro-
pejskiego i Rady 2009/147/WE) i Specjalny Obszar Ochrony Siedlisk (SOO) ,,Osto-
ja Knyszynska” PLH200006 (Dyrektywa Rady 92/43/EWG). Dolina Sloi na tym
terenie jest jednak w znacznym stopniu przeksztalcona antropogenicznie, co prze-
jawia sie w ruderalizacji i synatropizacji siedlisk oraz w silnym rozcztonkowaniu
doliny rzecznej szczegélnie rozwinietg siecig rowow melioracyjnych i kanaléw oraz
sztucznych zbiornikéw wodnych. Liczne badania wykazuja, ze rozbudowa sieci
kanaléw i rowéw melioracyjnych w dolinach rzecznych, jak i regulacja koryt rzek,
poprzez ich poszerzanie, poglebianie i prostowanie powoduje obnizenie stanu wo-
dy wrzekach, zmniejszenie zalewéw powierzchniowych i obnizenie stanu wod
gruntowych w dolinach, czego wynikiem jest znaczne przesuszenie siedlisk hydro-
genicznych (Dembek 2002; Grzelak i in. 2008; Gamrat i in. 2010). Konsekwencja
tego procesu sg przemiany wilgotnych tak, w procesie sukcesji wtornej, w ziotorosla
polakowe, zarosla wierzbowe i lesne zbiorowiska tegowe (Laska 2008; 2009; 2012).
W dolinie Stoi skupiaja si¢ one gléwnie po wschodniej stronie koryta rzeki, w mo-
zaice przestrzennej z parkiem golfowym i nowoczesnym kompleksem hotelowo-
rekreacyjnym, ktory otaczajg grunty lesne. Zbiorowiska lesne w Lipowym Moscie
s3 rowniez przeksztalcone antropogenicznie w wyniku gospodarki cztowieka, gdzie
znaczna ich czg$¢ ma charakter lesnych zbiorowisk zastgepczych (Laska 2006).
Na badanym terenie reprezentuja one sztuczne monokultury drzew iglastych,
gltéwnie dragowiny i mlodniki sosnowe, a ich sklad florystyczny wskazuje, ze
w przeszlosci byly one réwniez wypasane (Laska i in. 2013).

Zaburzenia antropogeniczne i zmiany w sposobie uzytkowania terenéw doli-
nowych istotnie wplywaja na ksztaltowanie si¢ ich szaty roslinnej (Piérkowski 2002;
Kryszak i in. 2004; Kryszak, Grynia 2005; Matysiak, Dembek 2006; Kryszak, Kry-
szak 2007; Grzelak i in. 2008). Dzialania antropogeniczne maja istotny wplyw na
kierunek przemian zbiorowisk roslinnych w dolinach rzecznych, gdyz ich wyni-
kiem sg zmiany rezimu hydrologicznego w calej zlewni (Koztowska 2005; Kryszak
iin. 2006; Kaminski 2008). Ze wzgledu na obecnos¢ doliny Stoi, zaréwno w otocze-
niu zespotu hotelowego, pola golfowego i kompleksu stawow, jak i jej wystepowa-
nia w centrum chronionego obszaru Ostoi Knyszynskiej, waznym problemem ba-
dawczym jest okreslenie zréznicowania fitosocjologicznego i florystycznego zbio-
rowisk rodlinnych analizowanego fragmentu terenu oraz ocena ich waloréw przy-
rodniczych.
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7.2. Teren i obiekt badan

Badany fragment doliny Stoi zlokalizowany jest w Lipowym Moscie, w gminie
Szudzialowo, miejscowosci polozonej na potudniowy wschdd od drogi Bialystok-
Krynki, w odleglosci 6 km od osady i Arboretum w Kopnej Gérze, na terenie Pusz-
czy Knyszynskiej. Otaczajg go grunty lesne, wchodzace w sktad Nadle$nictwa Su-
prasl i obrebu Sokétka (po zachodniej stronie doliny Stoi) oraz Nadle$nictwa
i Obrebu Krynki (po wschodniej stronie doliny rzecznej).

Dolina Stoi tworzy poligenetyczny system obnizen, polaczony z doling rzeki
Suprasl. Rzeka Stoja wykorzystata najnizej polozone w terenie obnizenia wytopi-
skowe, laczac je odcinkami w jeden ciag dolinny, ktéry we fragmencie zlokalizowa-
nym od miejscowosci Grodzisk do Lipowego Mostu buduja gtéwnie piaski humu-
sowe i namuly den dolinnych, powstale w wyniku akumulacyjnej dzialalnosci wod
rzecznych (Centralne Archiwum Panstwowego Instytutu Geologicznego w War-
szawie, arkusz Wierzchlesie (302) w skali 1:25000). Utwory te, w blizszym poloze-
niu od cieku rzecznego, w poéinocno-zachodniej oraz w potudniowo-wschodniej
czesci przechodza w piaski deluwialne, a od wschodniej strony - w piaski i zwiry
wytopiskowe. Pdinocna, pétnocno-wschodnia i zachodnia czg¢$¢ doliny Stoi, od
mostu w Lipowym Moscie, az do ujscia rzeki Derezina przechodzi stopniowo
w piaski i zwiry wodnolodowcowe rownin sandrowych, a od poludniowego-zachodu
— w piaski i zwiry tarasow kemowych. Piaski i zwiry wodnolodowcowe otaczaja
doling na wiekszosci rozpatrywanego odcinka. Sg to zdenudowane formy akumula-
cji rzeczno-lodowcowej z okresu zlodowacenia srodkowopolskiego (Starkel 1980).

Badany fragment doliny Stoi zlokalizowany jest w jej dolnym odcinku, odda-
lonym o ok. 4,5 km od ujscia rzeki Stoi do rzeki Suprasl. Rzeka Stoja, o dlugosci
23 km i powierzchni zlewni 225 km?, stanowi jeden z dwunastu wigkszych ciekow
kompleksu puszczanskiego (Gérniak 1999). Mokradta w dolnej czeéci doliny Stoi,
na terenie Lipowego Mostu, majg fluwiogeniczny charakter i wypetnione s3 torfami
olesowymi na utworach mutowo-namutowych.

7.3.  Materialy i metody

Metody badawcze analizowanych w pracy badan obejmowaly kilka etapéw
prac, w tym szczegélowa analiz¢ materiatow zZrédlowych, nastepnie ich konfronta-
cje i weryfikacje w trakcie badan terenowych oraz przetworzenie informacji $rodo-
wiskowej na informacje komputerowa. Wsrdd licznych materialéw zrédlowych,
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analizowano 2 arkusze mapy topograficznej: ,,Ostrow” (246.11) w skali 1:25000
i, Lipowy Most” (246.113) w skali 1:10000, 3 arkusze map roslinnosci: naturalnej,
rzeczywistej i antropogenicznie znieksztalconej Puszczy Knyszynskiej w skali
1:100000 (Laska 2006) oraz arkusze map geomorfologicznych i geologicznych: ar-
kusz ,,Przegladowej Mapy Geomorfologicznej Polski” w skali 1:500000 (Starkel
1980) oraz arkusz ,,Szczegoélowej Mapy Geologicznej Polski” w skali 1:25000 — Wie-
chrzylesie (302) (Centralne Archiwum Panstwowe Instytutu Geologicznego, War-
szawa). Na podstawie analizy danych analogowych, dokonano rozpoznania typolo-
gii rzezby, gtéwnych jednostek geomorfologicznych i utworéw geologicznych, oraz
identyfikacji siedliskowej w konfrontacji z typami dzisiejszej potencjalnej roslinno-
$ci naturalnej w terenie.

Badania terenowe prowadzono w sierpniu i wrzesniu w 2011 roku oraz
w maju 2012 roku, z uwzglednieniem wczesnowiosennego pojawu geofitow. Prace
terenowe obejmowaly badania kartograficzne i fitosocjologiczne zbiorowisk roslin-
nych oraz identyfikacje siedliskowa badanych platéw rodlinnych. W badaniach
zastosowano dwie metody: topograficzng oraz metode punktéw rozproszonych
z wykorzystaniem zdjec¢ fitosocjologicznych (Falinski 1990). Na tej podstawie do-
konano identyfikacji i delimitacji zbiorowisk roslinnych oraz oceny stopnia ich
zachowania i waloréw przyrodniczych. W badaniach wykonano 146 zdje¢ fitosocjo-
logicznych z punktowym kartowaniem (lokalizacja technikg GPS). W zbiorowiskach
le$nych zdjecia wykonywano na powierzchniach o wielkosci 200 m2 (10x20 m),
w zbiorowiskach niele$nych - na powierzchni 100 m? (10x10 m), 50 m?* (5x10 m)
i25 m* (5x5 m), co bylo uzaleznione od wielkosci i réznorodnosci biologicznej
badanych ptatéw. Wszystkie zdjecia fitosocjologiczne zbiorowisk roslinnych opra-
cowano w postaci analitycznych tabel zbiorowisk. Syntaksonomie jednostek roslin-
nosci naturalnej przyjeto za Matuszkiewiczem (2001) i Czerwinskim (1995), a do
kodowania siedlisk przyrodniczych oraz gatunkéw roslin wymienionych w Zalacz-
nikach I'i II Dyrektywy Siedliskowej zastosowano ujecie Herbicha (2004).

Waloryzacje przyrodniczag wykonano metoda waloryzacji fitocenoz Mahona
i Millera (2003), w modyfikacji Lukaszewskiej i Wysockiego (2009). Uwzglednia
ona 14 kryteriéw oceny waloréw na plaszczyznie przyrodniczej, estetycznej i rek-
reacyjnej (Tab. 7.1). Sa to: pokrycie terenu roslinnoscia, obecno$¢ chronionych
gatunkow i zbiorowisk roslinnych, cigglos¢ trwania ekosystemu, obecnos¢ starych
i okazatych drzew, wskaznik synantropizacji (liczono za Chmielem 2006), wielko$¢
powierzchni, odleglos¢ od bagien i terenéw podmoklych oraz strumieni i rzek,
odlegtos¢ od szlakdw, odporno$¢ na uzytkowanie rekreacyjne, wlasciwosci leczni-
cze i psychoregulacyjne zbiorowisk oraz preferowane ich kierunki uzytkowania
(Ryc. 7.1).
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‘ Wizje terenowe Studia kameralne map | Rycina 7.1. Metoda waloryza-
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7.4. Wyniki i dyskusja

W badaniach szaty roslinnej doliny Stoi, na powierzchni 10 ha, zidentyfiko-
wano 20 zbiorowisk roslinnych z 8 klas syntaksonomicznych, w tym obecnos¢ jed-
nego zbiorowiska fegowego Piceo-Alnetum Sokol. 1980 o znaczeniu wspolnotowym
(kod 91E0) z Zaltacznika I Dyrektywy Rady 92/43/EWG.
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Tabela 7.1. Obliczenie sumarycznej rangi walorow

Ocena waloréw na ptaszczyznie

Wartos$¢ srednia Ranga
Przyrodniczej (P) Estetycznej (E) Rekreacyjnej (R)
(75- I
suma waloréw suma waloréw suma waloréw 100)
P+E+R I
60 41 20 ——— | (50-75)
%100 +100 *100 3 25-50) |
v
<25

Zrédto: kukaszewska, Wysocki 2009.

74.1.

Syntaksonomia zbiorowisk roslinnych

Uwzgledniajac badane jednostki roslinnosci lesnej i nielesnej, poszczegélne

syntaksony zidentyfikowano nastepujaco (Ryc. 7.2):

Klasa: Querco-Fagetea Br.-Bl. et Vlieg. 1937
Rzad: Fagetalia sylvaticae Pawl. in Pawl., Sokol. et Wall. 1928
Zwiazek: Alno-Ulmion Br.-Bl. et R.Tx. 1943
Podzwiazek: Alnenion glutinoso-incanae Oberd. 1953

Klasa: Vaccinio-Piceetea Br.-Bl. 1939

Zbiorowiska tegéw nizowych
Zespot: Piceo-Alnetum Sokol. 1980

Rzad: Cladonio-Vaccinietalia Kielc.-Lund 1967
Zwiazek: Dicrano-Pinion Libb. 1933
Podzwigzek: Dicrano-Pinenion Seibert in Oberd. (ed.) 1992

Grupa boréw sosnowych na glebach mineralnych

Zespol: Peucedano-Pinetum W. Mat. (1962) 1973

Rzad: Vaccinio-Piceetalia Br.-Bl. 1939
Zwigzek: Piceion abietis Pawt. et all. 1928 (= Vaccinio-Piceion Br.-Bl. 1938)
Podzwigzek: Vaccinio-Piceenion Oberd. 1957

Grupa borealnych zespoléw nizowych
Zespol: Serratulo-Piceetum Sokol. 1968
Zespol: Carici digitatae-Piceetum Czerw. 1978

Klasa: Alnetea glutinosae Br.-Bl. et R.Tx.1943
Rzad: Alnetalia glutinosae R. Tx.1937
Zwiazek: Alnion glutinosae (Malc. 1929) Meijer Drees 1936
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Grupa zbiorowisk zaroslowych
Zespol: Salicetum pentandro-cinereae (Almq. 1929) Pass. 1961

Klasa: Molinio-Arrhenatheretea R. Tx. 1937
Rzad: Arrhenatheretalia elatioris Pawl. 1928
Zb. intensywnie uzytkowane laki z Dactylis glomerata
Zb. zdegenerowane Poa trivialis-Festuca rubra
Rzad: Molinietalia caeruleae W. Koch 1926
Zwiazek: Filipendulion ulmariae Segal 1966
Zespol: Lythro-Filipenduletum ulmariae Hada¢ et all. 1997
Zwigzek: Calthion palustris R. Tx. 1936 em. Oberd. 1957
Grupa eutroficznych tak wilgotnych
Zespol: Angelico-Cirsietum oleracei R. Tx. 1937 em, Oberd. 1967
Grupa mokrych 13k, cze$ciowo zabagnionych
Zb. Deschampsia caespitosa
Grupa zbiorowisk lakowo-pastwiskowych
Zespol: Junco-Cynosuretum Sougnez 1957
Zwiazek: Alopecurion pratensis Pass. 1964
Zespol: Alopecuretum pratensis (Regel 1925) Steffen 1931

Klasa: Phragmitetea R Tx. et Prsg 1942
Rzad: Phragmitetalia W. Koch 1926
Zwiazek: Phragmition W. Koch 1926
Grupa szuwar6éw typowych
Zespol: Phragmitetum australis (Gams 1927) Schmale 1939
Zwigzek: Magnocaricion W. Koch 1926
Zbiorowiska o charakterze tak turzycowych
Zespol: Caricetum gracilis (Graebn. et Hueck 1931) R.Tx. 1973
Nietorfotworcze szuwary trawiaste terenéw zalewowych
Zespol: Phalaridetum arundinaceae (Koch 1926 n.n.) Libb. 1931

Klasa: Artemisietea vulgaris Lohm., Prsg et R.Tx. in R.Tx. 1950
Podklasa: Artemisienea vulgaris
Rzad: Onopordetalia acanthii Br.-Bl. et R Tx. 1943 em. Gors 1966
Zwiazek: Onopordion acanthii Br.-Bl. 1926
Rzad: Artemisietalia vulgaris Lohm. in R.'Tx. 1947
Zwiazek: Arction lappae R.Tx. 1937 em. 1950



Klasa: Stellarietea mediae R. Tx., Lohm. Et Prsg 1950
Rzad: Polygono-Chenopodietalia (R. Tx. et Lohm. 1950) J. Tx. 1961
Zwiazek: Polygono-Chenopodion Siss. 1946
Rzad: Sisymbrietalia ].Tx 1961
Zwiazek: Sisymbrion officinalis R.Tx., Lohm, Prsg 1950

Klasa: Potametea R.Tx. et Prsg
Rzad: Potametalia Koch 1926
Zwiazek: Nymphaeion Oberd. 1953

Rycina 7.2.

Badania doliny Sloi wykazaly znaczny udzial zbiorowisk nielesnych (60%)
(Ryc. 7.2). W duzej mierze jest to roslinnos¢ synantropijna (21%), wtdrnie uksztal-
towana pod wplywem dzialalnosci antropogenicznej. Sa to gléwnie agrocenozy
nieuzytkow (6%), zbiorowiska z roslinnoscig ruderalna, towarzyszace zabudowa-
niom (10%) i drogom (2%) z rzedu Sisymbrietalia i rzedu Onopordetalia, oraz ro-
slinnos¢ segetalna pol uprawnych (roslin okopowych i zbdz) (3%) klasy Stellarietea
mediae. Dolina rzeczna jest silnie rozcztonkowana rozwinieta siecia rowéw melio-
racyjnych (1%) i kanaléw (5%) oraz sztucznych zbiornikéw wodnych (stawy 0,7%).
Pozostata czg¢§¢ doliny Stoi jest intensywnie uzytkowana rolniczo w postaci pa-
stwisk Junco-Cynosuretum (2%) lub Iak kosnych (10%), w tym z wyczyncem lako-
wym Alopecuretum pratensis (1%), Angelico-Cirsietum oleracei (1%) i Poa trivailis-
Festuca rubra (2%). W oddaleniu od cieku rzecznego, od strony wschodniej koryta
rzeki, towarzysza im réwniez intensywnie uzytkowane ki, koszone i nawozone
z kupkéwka pospolita Dactylis glomerata (6%). Grunty nieuzytkowane kos$nie
i zaniedbane, w przykorytowej czesci rzeki Stoi, zajmuja taki wilgotne ze $miatkiem
darniowym Deschampsia caespitosa (8%) i zioloroéla polagkowe Lythro-Filipendu-
letum ulmariae (3%). Tworza one kompleks mozaikowo-przestrzenny ze zbiorowi-
skami szuwaréw turzycowych Caricetum gracilis (5%) i mozgowych Phalaridetum
arundinaceae (2%), z mniejszym udzialem szuwaréw trzcinowych Phragmitetum
australis (1%) (Ryc. 7.2).

Obszar doliny Stoi charakteryzuje tez wystepowanie zbiorowisk lesnych
(40%). Wokot doliny dominujg zadrzewienia olchowe, olchowo-brzozowe i za-
krzewienia wierzbowe (lozowiska) z klasy Alnetea glutinosae (5%) oraz zlokalizo-
wane od strony poélnocnej i zachodniej tegi $wierkowo-olszowe Piceo-Alnetum
(4%). Wsrdd sztucznie uksztattowanych drzewostanéw, na calym badanym obsza-
rze, w oddaleniu od doliny Stoi, wystepuja zbiorowiska borowe, gléwnie w postaci
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Legenda:

[

11

12

13

28

29

Zbiorowiska lesne zwiazane z siedliskami przyrodniczymi wymienionymi w Zalaczniku I Dyrektywy Rady 92/43/EWG

1.kod 91E0-3 - Leg swierkowo-olszowy Piceo-Alnetum Sokotowski 1980 - forma potnocno-wschodnia nizowego tggu jesionowo-olszowego
Siedliska przyrodnicze lesne i nieleSne nie wymienione w Zalaczniku I Dyrektywy Rady 92/43/EWG

Zadrzewienia i sztuczne dragowiny na siedlisku boru $wiezego Peucedano-Pinetum W. Mat. (1962) 1973

Zadrzewienia i sztuczne dragowiny na siedlisku boru mieszanego $wiezego Carici digitatae-Piceetum Czerw. 1978

Zadrzewienia i sztuczne dragowiny na siedlisku boru mieszanego $wiezego Serratulo-Piceetum Sokot. 1968

Zakrzewienia $rodpolne i mtodniki sosnowe na siedlisku boru $wiezego Peucedano-Pinetum W. Mat. (1962) 1973

Zakrzewienia $rodpolne i mtodniki sosnowe na siedlisku boru mieszanego $wiezego Carici digitatae-Piceetum Czerw. 1978
Zakrzewienia $rodpolne i mtodniki sosnowe na siedlisku boru mieszanego $wiezego Serratulo-Piceetum Sokot. 1968

Zagospodarowany parkowo drzewostan sosnowo-brzozowy

Zbiorowisko taki intensywnie uprawianej Alopecuretum pratensis (Regel 1925) Steffen 1931 ze zwiazku Alopecurion pratensis Pass. 1964
Zbiorowisko Iaki wilgotnej Angelico-Cirsietum oleracei R.Tx. 1937 em. Oberd. 1967 ze zwiazku Calthion palustris R.Tx. 1936 em. Oberd. 1957
Intensywnie uzytkowane, wypasane i nawozone taki $wieze z Dactylis glomerata z klasy Molinio-Arrhenatheretea

Agrocenozy: zbiorowiska pastwiskowe z klasy Molinio-Arrhenatheretea

Agrocenozy: zbiorowiska pol uprawnych (segetalne) z klasy Stellarietea mediae

Agrocenozy: nieuzytki, ugory, zbiorowiska chwastow towarzyszace gruntom ornym z klasy Stellarietea mediae

Zabudowania, w tym hotel (H) i park golfowy (G) oraz zbiorowiska ruderalne z klasy Artemisietea

Zadrzewienia olchowe, olchowo-brzozowe, inicjalne olszyny potakowe i zakrzewienia wierzbowe (fozowiska) z klasy Alnetea glutinosae
Laki mokre - Zbiorowisko Deschampsia caespitosa

Nieuzytkowane taki wilgotne - ziotorosla potakowe Lythro-Filipenduletum ulmariae Hada¢ et all. 1997

Intensywnie uzytkowane Iaki wilgotne - Zbiorowisko Poa trivialis-Festuca rubra

Zbiorowiska szuwarow turzycowych Caricetum gracilis (Graebn. et Hueck 1931) R.Tx. 1973 zwiazku Magnocaricion Koch 1926

Zbiorowiska szuwarow trzcinowych Phragmiteteum australis (Gams 1927) Schmale 1939 zwiazku Phragmition Koch 1926
w tym facja z palka szerokolistna Typha latifolia

Zbiorowiska szuwaréw mozgowych Phalaridetum arundinaceae (Koch 1926 n.n.) Libb. 1931 zwiazku Magnocaricion Koch 1926

Facje z Juncus effusi

Facje z Rubus idaeus

Zbiorowiska roslin wodnych zwiazku Nymphaeion klasy Potametea

Zbiorowiska roslin wodnych sztucznych rowow melioracyjnych

Zbiorowiska roslin wodnych cieku rzecznego Stoi oraz innych zbiornikéw i oczek wodnych uksztalttowanych sztucznie
Drogi

Skarpy piaszczysto-zwirowe

Wieza obserwacyjna i drewniane ktadki

Stanowiska gatunkow roslin objetych ochrona Scisla - Czarcikesik Kluka Succisella inflexa

Rycina 7.2. Zroznicowanie fitosocjologiczne i florystyczne szaty roslinnej w dolinie Stoi




dragowin w wieku 40-80 lat i mtodnikéw sosnowych w wieku 10-35 lat. Dotyczy to
szczegdlnie boru swiezego Peucedano-Pinetum (13,2%), ktorego platy rozciagaja sie
po wschodniej i poludniowo-zachodniej stronie od doliny rzecznej oraz boréw
mieszanych $wiezych - Carici digitatae-Piceetum (12%), lokujacego si¢ w pdinoc-
nej, wschodniej i zachodniej czesci oraz Serratulo-Piceetum (5,1%) wystepujacego
na poélnocnym zachodzie (Ryc. 7.2).

O duzej réznorodnosci florystycznej doliny Stoi decyduja réwniez liczne sta-
nowiska chronionych gatunkéw roélin (Dz. U. 2014, poz. 1409). Stwierdzono tu
stanowiska 9 chronionych gatunkéw roslin, w tym 1 pod ochrong Scista (Succisella
inflexa) 1 8 pod ochrong czg$ciowa, w tym 2 gatunki roslin naczyniowych (Daphne
mezereum, Helichrysum arenarium) i 6 gatunkéw mchow (Eurhynchium striatum,
Polytrichum commune, Pleurozium schreberi, Hylocomium splendens, Dicranum
polysetum i Diranum scoparium).

74.2.  Waloryzacja przyrodnicza, estetyczna i rekreacyjna

Dokonana waloryzacja przyrodnicza szaty roslinnej w dolinie Stoi w Lipowym
Moscie, wskazuje na najwyzsza, I range, oceny jej waloréw (warto$¢ srednia 87,8)
na plaszczyznie przyrodniczej (78,3%), estetycznej (95,1%) i rekreacyjnej (90%)
(Tab. 7.2).

Dolina Stoi z siedliskami mokradlowymi wyréznia sie obecnoscig terendow
podmoklych gk turzycowych i szuwarowych. Jest to réwniez obszar z duzym
udzialem zbiorowisk lesnych (40%), co przektada si¢ na wysokie wskazniki walory-
zacyjne na plaszczyznie przyrodniczej (kryterium A). Na plaszczyznie estetycznej,
najwyzej punktowane w zakresie tego kryterium s3 tereny zwigzane ze zbiorowi-
skami mokradlowymi, wodnymi i leénymi (Lukaszewska, Wysocki 2009).

Uwzgledniajac kryterium ochrony gatunkowej (B), na obszarze badan wyste-
puje 9 chronionych gatunkéw roslin, w tym 1 pod ochrong $cisla i 8 pod ochrong
czeSciowy (Dz. U. 2014, poz. 1409). Wéréd zbiorowisk chronionych (Dz. U. 2001,
Nr 92, poz. 1029) (kryterium C), w dolinie Stoi zidentyfikowano 2 jednostki: eutro-
ficzne taki wilgotne Angelico-Cirsietum oleracei oraz tegi swierkowo-olszowe Piceo-
Alnetum. Stad tez, warto$ci wizualne i przyrodnicze rzadkich elementéw krajobra-
zu, z okazalymi i starymi drzewami (kryterium E), ktore sg jeszcze fragmentarycz-
nie obecne w dolinie Stoi, jest wysokie (Tab. 7.2).

Silne przeksztalcenia antropogeniczne doliny Stoi wykluczajg jednak cigglos¢
trwania ekosystemow i ich niezmiennos¢ pokrycia w stosunku do map archiwal-
nych z 1971 roku (kryterium D), ktére mogtyby by¢ wskazane do objecia ochrona
jako banki nasion lub uzytki ekologiczne (Lukaszewska, Wysocki 2009). Swiadczy
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réwniez o tym wysoki wskaznik synantropizacji (83,3%), z przewazajacym udzia-
tem apofitéw w skiadzie florystycznym zbiorowisk roslinnych, charakterystycznych
gléwnie na siedliskach poétnaturalnych i antropogenicznych.

Fragment doliny Stoi badano na powierzchni 10 ha (kryterium G), w obrebie
terenow podmoklych (kryterium H) i koryta rzecznego Stoi (kryterum I). Przez
obszar Lipowego Mostu przebiega rowniez jeden z trzech turystycznych szlakow
konnych Puszczy Knyszynskiej o dlugosci 119,7 km (kryterium J).

Odporno$¢ na uzytkowanie rekreacyjne, obliczone na podstawie wzoru Luka-
szewskiej i Wysockiego (2009), osiaga Srednig warto$¢ 62,4 osdb/ha/dzien. Zalezy
ona od obcigzenia granicznego runa, to jest $redniej liczby osdéb, poruszajacych si¢
jednorazowo przez 8 godzin, po powierzchni 1 ha jednorodnego ptatu roslinnego.
Powoduje to uruchomienie proceséw degradacyjnych siedlisk oraz zmiane skladu
i struktury zbiorowisk roglinnych. Srednia warto$¢ tego kryterium wynika z faktu
obecnosci na tym terenie pola golfowego i kompleksu hotelowo-rekreacyjnego,
popularnego wsrdd spolecznoséci regionalnej, krajowej i miedzynarodowej. Jest to
réwniez obszar o bardzo dobrych wilasciwosciach leczniczych i psychoregulacyj-
nych, ze wzgledu na mozliwo$¢ czynnego wypoczynku i rekreacji w otoczeniu wielu
stawow. Stad tez preferowane kierunki uzytkowania zbiorowisk na ptaszczyznie
estetycznej i rekreacyjnej oceniono wysoko (Tab. 7.2).

Tabela 7.2. Waloryzacja doliny Stoi metoda Mahona i Millera (2003), w modyfikacji tukaszewskie]
i Wysockiego (2009)

Punktacja na ptaszczyznie

Kryterium

przyrodniczej estetycznej rekreacyjnej
A - POKRYCIE TERENU
Tereny podmokle, starorzecza 5 5 -
Lasy (duzy udzial warstwy drzew) 5 5 -
Monokultury sosny 4 4 -
Laki, murawy z warstwg drzew 3 3 -
Laki, murawy bez udziatu warstwy drzew 2 2 -
Koszona trawa, pastwiska 1 2 -
B. OBECNOSC GATUNKOW CHRONIONYCH
5515 | 5 | - | -
C. OBECNOSC ZBIOROWISK CHRONIONYCH
Obecne ‘ 5 | - | -
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Punktacja na ptaszczyznie

Kryterium

przyrodniczej estetycznej rekreacyjnej
D. CIAGLOSC TRWANIA EKOSYSTEMU
To samo pokrycie terenu na mapie w roku 1971 ‘ 0 | - | -
E. OBECNOSC STARYCH, OKAZALYCH DRZEW
>5i5 | 5 | 5 | -
F. WSKAZNIK SYNANTROPIZACJI EKOSYSTEMU S,,
81-100 | 1 | - | -
G. POWIERZCHNIA JEDNOSTKI
<12,13 ha | 1 | - | -
H. ODLEGtOSC OD BAGNA, TERENOW PODMOKEYCH
<10,67 m | 5 | 4 | -
1. ODLEGtOSC OD STRUMIENI RZEK
<3048 m | 5 | 4 | -
J. ODLEGLOSC OD SZLAKOW
<3048 m | - | - | 5

K. ODPORNOSC NA UZYTKOWANIE REKREACYJNE [os6b/ha/tydzien]

113 - 140 | - | - | 3

L. WEASCIWOSCI LECZNICZE I PSYCHOREGULACYJNE ZBIOROWISKA

Bardzo dobre ‘ - | - | 5

. PREFEROWANE KIERUNKI UZYTKOWANIA ZBIOROWISKA

Bardzo duze mozliwo$ci ‘ - | - | 5

M. PREFEROWANE KIERUNKI UZYTKOWANIA ZBIOROWISKA

Bardzo dobre ‘ - | 5 | _

Lacznie SUMA WSKAZNIKOW | 47 | 39 | 18

W waloryzacji przyrodniczej autorzy wykorzystuja rézne elementy srodowiska
przyrodniczego, badania gleb (Czepinska-Kaminska 2002), fauny (Klimaszewski
2007), czy tez krajobrazu (Zarska 2005, Rembiatkowska, Lesiniski 2007). Dokonana
waloryzacja szaty roélinnej doliny Stoi jest istotnym czynnikiem w precyzowaniu
zasad jej ochrony i racjonalnym wykorzystaniu istniejacych zasobdw, zgodnie z ich
predyspozycjami do pelnienia okreslonych funkcji przyrodniczych, estetycznych
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i rekreacyjnych w zmieniajacym sie antropogenicznie krajobrazie (Mahon, Miller
2003; Brunetta, Voghera 2008; Ferrari i in. 2008).
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Streszczenie

Rodzina storczykowatych Orchidaceae jest jedna z najbardziej zagrozonych wyginieciem w skali
globalnej grup systematycznych rodlin. Reprezentuje ona ponad 10% wszystkich roslin kwiato-
wych, co stanowi znaczng cze$¢ swiatowej bioréznorodnosci. Jednym z gtéwnych powoddw zani-
kania populacji storczykowatych sg zmiany zachodzace w zajmowanych siedliskach, ich kurczenie
sie, fragmentacja i r6znego rodzaju zaburzenia. Wyjatkowa wrazliwo$¢ na powyzsze zmiany jest
spowodowana szczegdlnymi cechami ich biologii i ekologii, w tym funkcjonowaniem w sieci zalez-
nosci z takimi komponentami danego ekosystemu jak grzyby mikorytyczne czy wyspecjalizowane
grupy zapylaczy. Dlatego tez, storczykowate moga stanowi¢ swoistego rodzaju bioindykatory
i wskazniki wczesnego ostrzegania o jakosci ekosystemow. Warunkiem tej zaleznosci jest doktadne
poznanie, w jaki sposéb funkcjonuja populacje storczykéw na danym obszarze. Zaktad Botaniki
Instytutu Biologii UwB od ponad 20 lat prowadzi wieloaspektowe badania populacji storczykow
zlokalizowanych w warunkach Niziny Pétnocnopodlaskiej, takich jak: obuwik pospolity-Cypripe-
dium calceolus L., podkolan biaty Platanthera bifolia (L.) Rich., gnieznik jajowaty Neottia ovata (L.)
Bloff et Fingerh. gotka dtugoostrogowa Gymnadenia conopsea (L) R. Br., butawnik czerwony
Cephalanthera rubra (L.) Rich., kruszczyk szerokolistny Epipactis helleborine (L.) Crantz., kruszczyk
rdzawoczerwony E. atrorubens (Hoffm.) Besser., kruszczyk btotny E. palustris (L) Crantz., wyblin
jednolistny Malaxis monophyllos (L) Sw., tajeza jednostronna Goodyera repens (L.) R. Br. Niniejsza
praca stanowi przeglad dynamiki liczebnosci populacji storczykowatych i wybranych czynnikow,
ktore je ksztattujg oraz biologii rozrodu i rozsiewania nasion, opracowanych na podstawie badan
demograficznych, eksperymentalnych i genetycznych.

Stowa kluczowe: dyspersja nasion, klonalnos¢, systemy rozrodu, uspienie

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 103-115 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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8.1. Wstep

Zmiany $rodowiska naturalnego wynikajace z intensywnej dziatalnosci czlo-
wieka spowodowaly wycofywanie si¢ i redukeje liczebnosci stanowisk licznych ga-
tunkéw rodlin (Turner 1966). Wiele z nich reprezentowanych jest obecnie przez
male i izolowane populacje, cho¢ w przeszlosci charakteryzowal je zasieg ciagly
oraz duza liczebno$¢ populacji (Deprés i in. 2002; Wrdblewska 2008). Obecnie bez-
spornym jest fakt, ze aby podja¢ efektywne dzialania ochronne nalezy uwzgledni¢
trzy poziomy organizacji biologicznej - genetyczne, gatunkowe i ekosystemowe,
sktadajace si¢ na réznorodnos¢ biologiczng (Frankel i in. 1995). Zachowanie tak
rozumianej bioréznorodnosci jest jednym z gléwnych probleméw wspolczesnej
biologii i znajduje si¢ w centrum zainteresowania badaczy reprezentujacych rézne
dyscypliny naukowe.

Jedna z najbardziej zagrozonych w skali globalnej grup systematycznych roslin
jest rodzina storczykowatych, Orchidaceae. Reprezentuje ona ponad 10% wszyst-
kich rodlin kwiatowych, co stanowi znaczna cze$¢ $wiatowej bioréznorodnosci
(Ackerman 1998). Calkowita ekstynkcja wielu przedstawicieli storczykowatych
(epifitycznych i naziemnych), jak i szybko nastepujaca zmiana ich statusu ochron-
nego, od powszechnych do zagrozonych wymarciem, jest procesem obserwowanym
od bardzo dawna na wszystkich kontynentach (Turner 1966; Brundrett 2007). Jed-
nym z gtéwnych powodéw zanikania populacji storczykowatych jest kurczenie si¢
siedlisk, w ktérych moga bytowa¢ (Wotkowycki 2008). Osuszanie 13k i torfowisk,
intensywna gospodarka, nawozenie czy wycinanie laséw (Turner 1966; Michalik
1975; 1979) wplywaja nie tylko na bezpo$rednie zniszczenie populacji, ale rowniez
inicjujg fragmentacje siedlisk, ktorej negatywne skutki na funkcjonowanie popula-
¢ji réznych gatunkow storczykdéw od dawna sg dokumentowane (Kull, Hutchings
2006; Jacquemyn i in. 2007b). Z punktu widzenia szeroko rozumianej biologii
i ekologii, populacje, ktére na skutek fragmentacji staja si¢ matymi i izolowanymi,
s3 przede wszystkim bardzo silnie limitowane dostepnoscia zapylaczy. Konsekwen-
cja tego jest obnizony sukces reprodukcyjny wyrazony poziomem owocowania oraz
iloscig dostepnych w populacji nasion (Murren 2000), co z kolei redukuje poziom
rekrutacji nowych osobnikéw i obniza liczebno$¢ populacji (Ashman i in. 2004).
Poniewaz ewolucja tak bogatej w gatunki rodziny, jaka sa Orchidaceae (ok. 19 500
gatunkow wedlug Peakall 2007) jest warunkowana przede wszystkim adaptacja do
zapylania przez okreslone grupy zapylaczy (Kiester i in. 1984) oraz mikoryza z od-
powiednimi grzybami (Shefferson i in. 2005), to wszelkie zaburzenia §rodowiska
ograniczajace wystepowanie obydwu grup organizmdw, niezbednych do zrealizo-
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wania pelnego cyklu zyciowego storczykowatych, sg szczegdlnie istotne w tej grupie
roélin.

Funkcjonowanie w ,,sieci zaleznos$ci” sprawia, ze storczykowate moga stano-
wic¢ swoistego rodzaju bioindykatory i wskazniki wczesnego ostrzegania o jakosci
ekosystemow. Warunkiem tej zaleznosci jest dokltadne poznanie, w jaki sposob
funkcjonujg populacje storczykéw na danym obszarze. Mimo, ze zanikanie stor-
czykowatych dotyczy réznych skal geograficznych, to najsilniej zaznacza si¢ ono na
poziomach regionalnym i lokalnym. Wsréd roslin umieszczonych na europejskiej
czerwonej liscie roslin naczyniowych znajduje si¢ obecnie 19 przedstawicieli stor-
czykowatych (Bilz i in. 2011), podczas gdy w Polsce 25 gatunkéw stanowigcych
nieco ponad polowe rodzimej flory Orchidaceae (Kazmierczkowa i in. 2014).
Zkolei w granicach wojewodztwa podlaskiego 16 gatunkéw obejmujacych 44%
flory storczykowatych wystepujacych w regionie (Wotkowycki 2008) uznano za
narazone w réznym stopniu na wyginiecie. Zaklad Botaniki Instytutu Biologii
Uniwersytetu w Bialymstoku od ponad 20 lat prowadzi wieloaspektowe badania
populacji storczykéw zlokalizowanych w warunkach Niziny Péinocnopodlaskie;.
Dzigki nim ogdlna wiedza z zakresu biologii, ekologii i genetyki storczykéw naziem-
nych zostala w znaczacy sposob uzupelniona o nowe fakty, a poznanie ,tajnikow”
funkcjonowania populacji w regionie pozwolilo na podjecie dziatan ochrony czyn-
nej w skali lokalnej w ramach projektu realizowanego w Biebrzanskim Parku Naro-
dowym pt. ,,Ochrona zagrozonych gatunkéw roslin na mineralnych wyspach
w Biebrzanskim Parku Narodowym”.

8.2.  Liczebnosc¢ populacji i problemy z wyodrebnieniem
osobnika

Analizujac zmiany liczebnosci danej populacji w czasie i przestrzeni istotne
jest okreslenie czy mamy do czynienia z gatunkiem klonalnym i z jakg intensywno-
$cig rozmnazanie wegetatywne realizowane jest w poszczegdlnych populacjach.
Przykladowo, badania demograficzne i analiza genetyczna 11 populacji tajezy jed-
nostronnej Goodyera repens (L.) R.Br. (zlokalizowanych w Puszczach: Bialowie-
skiej, Knyszynskiej, Augustowskiej i Rominckiej oraz w dolinie Biebrzy), powszech-
nie uznawanej za gatunek o intensywnym rozmnazaniu wegetatywnym, istotnie
ksztaltujacym ekologicznag i genetyczng strukture populacji tego storczyka, niespo-
dziewanie wykazaly istotniejszg role rozmnazania generatywnego w trwaniu popu-
lacji tajezy (Brzosko i in. 2013). Z kolei badania demograficzne oraz analiza gene-
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tyczna populacji intensywnie rozrastajacego si¢ przez klacza kruszczyka blotnego
Epipactis palustris (L.) Crantz. (prowadzone w 5 populacjach w dolinie Biebrzy i na
Pojezierzu Suwalskim) udowodnily, ze w zaleznosci od siedliska zajmowanego
przez ten gatunek, wyraznie wyodrebniajace si¢ w przestrzeni skupiska pedow mo-
ga by¢ tworzone przez ten sam genet lub kilka genetéw wzajemnie przerastajacych
sie dlugimi miedzywezlami kiaczy (Tatalaj 2009). Bardzo wazna role rozmnazania
wegetatywnego w funkcjonowaniu populacji wykazano réwniez w biebrzanskich
populacjach bulawnika czerwonego Cephalanthera rubra (L.) Rich., w ktérych
stwierdzono, ze pedy lezace w odleglosci <20 cm naleza do tego samego genetu
(Brzosko, Wréblewska 2003a). Jedne z najbardziej spektakularnych wynikéw uka-
zaly badania nad klonalng réznorodnoscig obuwika pospolitego Cypripedium cal-
ceolus L. prowadzone na gradzikach Zabudnik, Pogorzaty i Oparzelisko w dolinie
Biebrzy (Brzosko i in. 2002). Pedy obuwika grupuja si¢ w wyraznie wyodrebniajace
sie w przestrzeni skupienia. Badania genetyczne prowadzone w trzech populacjach
udowodnily, ze srednia liczba genetéw tworzacych skupienie byla zblizona w bada-
nych populacjach i ksztaltowala sie na poziomie od 2,1 w do 2,7 genetu na skupie-
nie. Jednoczesnie okazalo sig, ze niektére skupienia moga sklada¢ si¢ az z 7 gene-
tow, jak rowniez skupienia skladajace si¢ z doktadnie takiej samej liczby ramet mo-
ga stanowi¢ zaréwno jeden genet, jak i 6 roznych genetéw. Rowniez wielkos¢ gene-
tow w skupieniu (a wiec intensywnos¢ rozrastania si¢ poszczegoélnych osobnikdw)
nie byla stala i ksztaltowala si¢ na poziomie od 2,7 do 4,9 ramety dla danego genetu.

Najwigkszy genet skiadajacy si¢ z 38 i 39 ramet zanotowano w najwiekszych
skupieniach na gradziku Zabudnik. Poniewaz wzrost liczby skupien jest najczesciej
efektem reprodukcji generatywnej, natomiast wzrost liczby pedéw w skupieniu
wynika glownie z wegetatywnego rozrastania si¢ osobnikéw uzasadnionym stata sie
analiza dynamiki populacji tego gatunku na dwoch poziomach organizacji: pedéw
iich skupien. Zmiany liczebno$ci populacji obuwika na mineralnych wyspach
w dolinie Biebrzy prowadzone sg od 1990 roku i okazuje sig, ze na obydwu pozio-
mach organizacji maja one charakter asynchroniczny, co oznacza, ze okresy spadku
i zwigkszania liczebnosci przypadaja na rézne lata w poszczegdlnych populacjach
(Brzosko 2002a; 2013). Wyniki badan wskazuja jednoczesnie, ze rola czynnikéw
pogodowych w dynamice populacji tego gatunku jest mniejsza niz si¢ powszechnie
uwaza, natomiast istotnym czynnikiem ksztaltujacym liczebno$¢ biebrzanskich
populacji sg zréznicowane warunki bytowania na mineralnych wyspach. W sumie,
liczebnos¢ biebrzanskich populacji C. calceolus, zagrozonego wyginieciem w skali
calego zasiegu swego wystepowania, jest jedng z najwyzszych w Europie. W latach
najwyzszej liczebnosci na gradziku Zabudnik populacja obuwika obejmowatla
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ponad 200 skupien i blisko 1400 ramet. Liczebnos¢ dwéch pozostalych populacji
jest $rednio o potowe nizsza (Brzosko 2002a; 2013).

W przypadku kilku innych analizowanych gatunkéw storczykéw wzrost klo-
nalny mial niewielkie znaczenie w ksztaltowaniu dynamiki liczebnosci ich popula-
cji. Szedcioletnie badania dwdch duzych populacji podkolana biatego Platanthera
bifolia (L.) Rich. w dolinie Biebrzy (maksymalna liczebno$¢ populacji wynosita 292
i 458 osobnikéw) ukazaly fluktuacje pomiedzy rokiem o najwyzszej i najnizszej
liczebnosci populacji na poziomie 23%-30% (Brzosko 2003). Z kolei siedmioletnie
badania dwoch biebrzanskich populacji listery jajowatej — obecnie gnieznika jajo-
watego Neottia ovata (L.) Bloff et Fingerh. ukazaly mniejsze fluktuacje liczebnosci
populacji dochodzace do 18% w populacji liczacej maksymalnie 98 osobnikéw,
natomiast najwyzsza roéznice 47% zanotowano w wiekszej populacji liczacej mak-
symalnie 225 osobnikéw (Brzosko 2002b). Sposrod analizowanych storczykow,
najbardziej drastycznymi wahaniami liczebnosci populacji charakteryzuje si¢ wy-
blin jednolistny Malaxis monophyllos (L.) Sw. Piecioletnie badania populacji z Do-
liny Rospudy, Pojezierza Suwalskiego i Sejnenskiego ukazaly, ze gatunek ten tworzy
zwykle populacje male, nie przekraczajace 100 osobnikéw. Norma jest, ze fluktua-
cje ich liczebno$ci pomiedzy poszczegélnymi latami wynosza zwykle 100%, a nawet
zanotowano zmiang liczebnosci na poziomie 300% (Jermakowicz, Brzosko, wystane
do druku).

8.3.  Fenomen uspienia

W rodzinie storczykowatych waznym powodem fluktuacyjnych zmian liczeb-
nosci populacji czy wyréznionych jednostek demograficznych obserwowanych nad
powierzchnig ziemi jest zjawisko odpoczynku (ang. dormancy), podczas ktérego
rodliny nie wytwarzaja organéw nadziemnych. W dolinie Biebrzy u$pienie obuwika
pospolitego w niektérych latach dotyczylo nawet 75% populacji. W ciggu 15 lat
badan populacji tego gatunku, ponad 50% osobnikéw odpoczywalo przynajmniej
raz i najczesciej odpoczynek trwatl jeden rok, cho¢ odnotowano réwniez przypadki
roélin nieobecnych nad powierzchnia gleby przez 5 kolejnych lat (Brzosko 2002a).
Podobne wlasciwosci stwierdzono réwniez w biebrzanskich populacjach podkolana
biafego i gnieznika jajowatego. Kilkuletnie badania na powierzchniach statych uka-
zaly, ze od 34% do 43% osobnikdéw w dwoch populacjach P. bifolia i od 42% do 65%
osobnikow w dwoch populacjach N. ovata odpoczywalo przynajmniej raz i odpo-
czynek réwniez najczesciej trwat jeden rok, a najdtuzszy czas uspienia dla obu ga-
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tunkow wynosit odpowiednio 4 lata i 5 lat (Brzosko 2002b; 2003). Uspienie stor-
czykow, z jednej strony pozwala przetrwac niekorzystne warunki, np. susze, redu-
kujac w ten sposéb $miertelno$¢ w populacji, z drugiej jednak strony ogranicza
rozrodczo$¢, poniewaz czg$¢ (czasami znaczna) osobnikéw zdolnych do rozrodu
nie bierze w nim udzialu przez kilka lat, co obniza poziom rozrodczosci i w konse-
kwencji znajduje odzwierciedlenie w przyszlej liczebnosci populacji (Tamm 1991).
W jednej z biebrzanskich populacji C. calceolus w nastepstwie odpoczynku obser-
wowano drastyczne zmniejszanie si¢ z roku na rok liczby skupien o 42,5%, zas licz-
by pedéw az o 75%. Stanowilo to 4-krotng réznice migdzy maksymalng i minimal-
ng liczbg skupien oraz 7-krotng miedzy maksymalng i minimalng liczbg pedow.
Interesujacym jest rowniez fakt, ze u$pienie dotyczyto najczesciej matych skupien,
a do odpoczynku przystepowaly z podobnag czestotliwoscia zaréwno osobniki kwit-
nace, jak i niekwitnace (Brzosko 2002a). Zupelnie inny wzorzec wplywu uspienia
na dynamike populacji ukazuja populacje podkolana biatego i gnieznika jajowate-
go. W badanych populacjach liczebno$¢ byta pomniejszona o maksymalnie 22,4%
i 16,3% uspionych osobnikéw P. bifolia oraz maksymalnie 16,8% i 33,9% uspionych
osobnikéw N. ovata. U obu gatunkéw do odpoczynku istotnie czesciej przystepo-
waly osobniki niekwitngce niz kwitnace (Brzosko 2002b; 2003). Wspdlna cecha
wigkszosci badanych populacji C. calceolus, P. bifolia i N. ovata okazala si¢ nato-
miast zmniejszona frekwencja kwitnienia po zrealizowanym odpoczynku.

8.4. U zrodet sukcesu reprodukcyjnego

Ewolucja storczykowatych jest istotnie determinowana dostepnoscig zapyla-
czy, ktore sa czynnikiem silnie limitujacym system rozrodu tej grupy roslin (Trem-
blay i in. 2005). System rozrodu (ang. breeding system) definiowany jako anato-
miczne, morfologiczne i fizjologiczne aspekty reprodukcji generatywnej osobnika
i populacji (Neal, Anderson 2005), jest jednym z istotniejszych aspektéw biologii
gatunku i jednoczesnie jednym z najwazniejszych czynnikéw ksztattujacych struk-
ture i dynamike populacji, wewnatrzpopulacyjng zmiennos$¢ genetyczng, genetycz-
ne zroznicowanie pomiedzy populacjami danego gatunku, jak réwniez ewolucje
genomow (Hamrick, Godt 1989; Charlesworth 2006). Potwierdzajg to réwniez ba-
dania dotyczace genetyki populacji storczykéw naziemnych (Brzosko i in. 2002;
Brzosko, Wréblewska 2003a, b; Brzosko i in. 2004; Brzosko i in. 2009; Tatataj 2009;
Brzosko, Wréblewska 2012; 2013; Brzosko i in. 2013). Mimo konsekwencji, jakie
niosg ze sobg poszczegolne typy zaplodnienia (zaptodnienie krzyzowe lub samoza-
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plodnienie), najnowsze badania dowodza, ze w wielu grupach roslin, w tym u stor-
czykowatych, bardzo czesto nowe pokolenia powstaja na drodze mieszanego sys-
temu rozrodu, taczacego obydwa typy zaplodnienia (Goodwilllie i in. 2005). Bada-
nia prowadzone na storczykach w warunkach Niziny PéInocnopodlaskiej wpisuja
sie w aktualny trend intensywnych dociekan badaczy nad zrozumieniem powodéw,
dla ktérych rosliny wykorzystuja mieszany system rozrodu.

Populacje storczykow zlokalizowane w dolinie Biebrzy, na Pojezierzu Suwal-
skim i w dolinie Rospudy, takie jak kruszczyk szerokolistny Epipactis helleborine
(L.) Crantz., kruszczyk rdzawoczerwony Epipactis atrorubens (Hoffm.) Besser.,
kruszczyk blotny, gétka dlugoostrogowa Gymnadenia conopsea (L.) R. Br., bulaw-
nik czerwony, podkolan bialy i gnieznik jajowaty charakteryzujg si¢ bardzo wyso-
kim poziomem samozgodnosci (do 100% owocédw zawigzanych na skutek induko-
wanego samozapylenia), ktory stanowi pierwszy, podstawowy czynnik umozliwia-
jacy samozaplodnienie (Talataj, Brzosko 2008; Talataj, Skierczynski 2015; Talalaj
iin. wystane do druku). Sposrod nich stwierdzono po raz pierwszy, ze tylko krusz-
czyk blotny i gotka dlugoostrogowa majg mozliwo$¢ zrealizowania samozaptodnie-
nia na drodze autogamii spontanicznej, w momencie gdy kwiaty nie zostang zapy-
lone przez zapylacze. W przypadku Epipactis palustris proces ten jest mozliwy dzie-
ki wlasciwemu temu gatunkowi wysunieciu pytkowin przed znamie na skutek
splaszczenia kieszeni (tzw. klinandrium) skrywajacej pytkowiny oraz zasychaniu
bariery mechanicznej pomiedzy zenskimi a meskimi elementami pretostupa, jaka
stanowi rostellum. Jednocze$nie intensywno$¢ autogamii u tego gatunku jest istot-
nie zréznicowana zaréwno pomiedzy populacjami zlokalizowanymi w dolinie Bie-
brzy i na Pojezierzu Suwalskim, jak i w réznych latach w obrebie tej samej popula-
cji. Sposrod kwiatéw eksperymentalnie poddanych spontanicznemu samozaptod-
nieniu, $rednio od 0,5 do 82% zawigzalo owoce, a zréznicowana intensywnos$¢ tego
procesu jest prawdopodobnie warunkowana okreslonymi czynnikami abiotyczny-
mi, zwlaszcza stopniem wilgotnosci powietrza (Talataj, Brzosko 2008). Z kolei
w kwiatach Gymnadenia conopsea autogamia spontaniczna jest poprzedzona sze-
rokim otwarciem kieszeni, w ktérych znajduja si¢ pytkowiny przyczepione do trzo-
neczkow. Nastepnie dochodzi do zaginania si¢ trzoneczkdéw i wysunigcia pytkowin
z kieszeni, za$ pylkowiny rozdzielaja si¢ na pojedyncze pakiety zlozone z poskleja-
nych ziaren pytku, ktére opadaja na boczne tatki znamienia. Spontaniczna autoga-
mia moze wystepowac u gotki w kwiatach bedacych w réznych fazach kwitnienia
(za wyjatkiem fazy poczatkowej) oraz w réznych potozeniach kwiatostanu. Ponie-
waz, podobnie jak u kruszczyka blotnego jest to proces zalezny od warunkow sie-
dliskowych, w badanych populacjach w dolinie Biebrzy i Rospudy ma ona niewiel-
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kie znaczenie w procesie rozrodu, gdyz maksymalny udzial owocéw zawigzanych
spontanicznie osigga maksymalnie 3,3% (Talataj, Skierczynski 2015).

Oprocz autogamii spontanicznej, w przypadku wigkszosci badanych gatun-
kéw storczykowatych, bardzo wazna role w systemie rozrodu spelnia geitonogamia,
czyli samozapylenie w obrebie tego samego kwiatostanu. Wyjatkiem jest butawnik
czerwony, ktory stosuje strategie mimikry Batesowskiej i upodabnia si¢ do kwiatow
dzwonkdw, sam nie produkujac nektaru (Nilsson 1983). W badanych populacjach
w dolinie Biebrzy sukces reprodukcyjny tego gatunku jest silnie zwigzany z sasiedz-
twem dzwonkow, co sie przeklada bezposrednio na obecno$¢ zapylaczy z rodzaju
Chelostoma (nozycéwka) iwaha si¢ od 0% w populacji, ktorej nie towarzysza
dzwonki do zaledwie 6% w populacji z dzwonkami (Brzosko, Wréblewska 2003a).
Natomiast udzial mieszanego rozrodu w ogélnym systemie rozrodu zostal bezpo-
$rednio wykazany w populacjach kruszczykow: szerokolistnego, rdzawoczerwonego
i blotnego. Kruszczyki moga by¢ zapylane przez rézine gatunki bezkregowcow,
zwlaszcza z rzeddw blonkéwek i muchowek, ktore ze wzgledu na brak $cistego
zwigzku z okreslonym typem budowy kwiatéw nazywane sg ,,generalistami” (Tala-
taj 2009). Obserwacje zapylaczy prowadzone w dolinie Biebrzy i na Pojezierzu Su-
walskim dowiodly, ze prawdopodobienstwo wystapienia geitonogamii u przedsta-
wicieli rodzaju Epipactis ros$nie, gdy wzrasta udzial odwiedzin kwiatéw przez
przedstawicieli blonkéwek. Owady te wizytuja wiele kwiatéw na kwiatostanie,
co zwieksza szanse przeniesienia pytku na kwiaty tego samego osobnika. W przeci-
wienstwie do blonkéwek, muchdwki najczesciej odwiedzaja pojedyncze kwiaty
danego osobnika. Poniewaz blonkoéwki przodowaly jako zapylacze w badanych
populacjach E. atrorubens, u storczyka tego prawdopodobienstwo wystapienia gei-
tonogamii okazalo si¢ najwyzsze sposrod trzech gatunkow kruszczykéw. Natomiast
zblizony udziat réznych gatunkéw blonkdwek i muchowek, ktére interesowaly sie
E. palustris, powodowal podobng frekwencj¢ zachowan promujacych zaréwno gei-
tonogamie, jak i zaptodnienie krzyzowe (Talalaj, Brzosko 2008).

Posrednim dowodem wskazujacym na wystepowanie mieszanego systemu
rozrodu w wielu badanych populacjach storczykéw naziemnych jest rdwniez ob-
serwowany poziom ich owocowania i réznorodnosci genetycznej. Przyjmuje sie,
ze gatunki calkowicie niezdolne do zrealizowania samozaplodnienia, nie osiggaja
owocowania wyzszego niz 25% (Tremblay i in. 2005). Wynik taki notowano
w okresie 6 lat badan, w trzech populacjach C. calceolus w dolinie Biebrzy (Brzosko
2002a). Natomiast, dlugoterminowe badania dwdch populacji podkolana biatego
i dwoch gnieznika jajowatego z doliny Biebrzy wykazaly, ze poziom owocowania
najczesciej przekraczal 50% i osiagal az 90% (Brzosko 2002b; 2003). Réwniez suk-
ces reprodukcyjny kruszczykéw analizowany przez 5 kolejnych lat dochodzil
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do 90%, przy czym byl on najwyzszy i najbardziej stabilny w pieciu populacjach
E. palustris, natomiast bardziej zmienny w czasie i przestrzeni w pieciu populacjach
E. atrorubens i szeSciu populacjach E. helleborine (Talalaj 2009). Udzial samoza-
plodnienia w systemie rozrodu potwierdza réwniez poziom réznorodnosci gene-
tycznej populacji P. bifolia (Brzosko i in. 2009) i trzech gatunkéw z rodzaju Epipac-
tis (Tatalaj 2009).

8.5.  Rozsiewanie nasion storczykéw — historia napisana
od poczatku

W zaleznosci od zrealizowanego system rozrodu, w owocu typu torebka moze
powstac rozna liczba nasion, poczynajac od maksymalnie 350 nasion wyksztalco-
nych na skutek autogamii spontanicznej u gétki dtugoostrogowej (Talalaj, Skier-
czynski 2015) po 8500 nasion powstalych w wyniku autogamii indukowanej
u C. rubra (Talalaj i in. wystane do druku). Nasiona storczykowatych sktadaja sie
z kulistego zarodka, zwykle zbudowanego z kilkudziesigciu niezréznicowanych
komodrek oraz jednowarstwowej, bardzo cienkiej tupiny nasiennej. Pojedyncze na-
siono moze mie¢ dtugos¢ od 0,05 do 6,0 mm i moze wazy¢ zaledwie od 0,31 do 24 pg.
Wielko$¢ nasion sprawia, ze s3 one porownywane do kurzu (ang. dust-like). Uwaza
sie, ze ze wzgledu na niewielkie rozmiary oraz udzial powietrza wewnatrz nasion od
60% do ponad 90%, s3 one z fatwoscig przenoszone na dlugie dystanse (ang. lepto-
curtic dispersal; Arditti, Ghani 2000). Grupa badaczy, ktérzy popieraja poglad dale-
kiego transportu nasion, jako gtéwnego nosnika genéw (Cozzolino i in. 2003;
Alcantara i in. 2006) udowadnia, ze wskazywany przez innych naukowcéw prze-
plyw genow poprzez pytek (Squirrell i in. 2001; Petit i in. 2005) jest w tej rodzinie
roélin utrudniony ze wzgledu na ograniczony areal furazowania owadow.

Badania populacji storczykéw w dolinie Biebrzy wykazaly zupelnie odmienny
wzorzec dyspersji nasion. Wykorzystujac szalki Petriego pokryte samoprzylepnymi
ta$mami i ustawiajac je w co najmniej 4 transektach, w odleglosci do maksymalnie
18 m od ro$liny macierzystej (w zaleznosci od badanego gatunku i zajmowanego
siedliska) stwierdzono, ze u tak réznych gatunkéw storczykow naziemnych, jak
tajeza jednostronna, podkolan bialy, butawnik czerwony, gnieznik jajowaty, obuwik
pospolity czy kruszczyk szerokolistny nasiona sa gtéwnie rozsiewane bardzo blisko
roéliny macierzystej. Sposréd badanych gatunkéw najkrdtszy dystans maksymalnej
dyspersji do 2 m zanotowano u G. repens, a najdalsza dyspersje do 15,5 m wykaza-
no u E. helleborine (Brzosko i in. 2013; Brzosko i in. wystane do druku). Wynik ten
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potwierdza wcze$niejsze badania dotyczace Zrodet zmiennosci genetycznej popula-
cji i przestrzennej struktury genetycznej analizowanych gatunkéw (Brzosko i in.
2002; Brzosko, Wroblewska 2003a; Brzosko i in. 2004; Brzosko i in. 2009; Talalaj
2009; Brzosko, Wroblewska 2012; 2013; Brzosko i in. 2013) oraz bezposrednio wpi-
suje sie¢ w najnowsze doniesienia dokumentujace bliski transport nasion storczy-
kéw (Chung i in. 2005; Jacquemyn i in. 2007a; 2009) i wraz z nimi otwiera nowa
karte informacji o tak waznym aspekcie biologii storczykéw naziemnych.

Podziekowania

Sktadam serdeczne podzigkowania moim kolezankom z Zakladu Botaniki za udo-
stepnienie danych zZrédlowych oraz publikacji wystanych do druku.
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Streszczenie

Ponad 80% stanowisk zagrozonej wyginieciem populacji sasanki otwartej Pulsatilla patens (L.) Mill.
znajduje sie w pdtnocno-wschodniej Polsce (Wéjtowicz 2004). Celem pracy jest ocena obecnego
stanu zachowania i zagrozenia populacji sasanki otwartej na stanowisku w okolicach wsi Berzniki,
w Nadlesnictwie Pomorze, na obszarze Ostoi Augustowskiej PLH200005 oraz wskazanie kierunkéw
i dziatan ochronnych dla zapewnienia jej dalszej egzystencji. Badania populacji prowadzono
w sezonie wegetacyjnym 2014 roku, na powierzchni badawczej o tacznej wielkosci 3447 m> Miej-
sce wystepowania populacji zlokalizowano na podstawie informacji uzyskanych od Pawlikowskie-
go (dane niepubl.). W badaniach struktury ekologicznej okreslono rozmieszczenie i strukture prze-
strzenng populacji, strukture faz rozwojowych, strukture wielkosci osobnikéw z uwzglednieniem
wysokosci i pokroju.

W badaniach stwierdzono obecno$¢ 690 osobnikéw o érednim zageszczeniu 0,20 osob./m? Struk-
tura przestrzenna populacji ma charakter skupiskowy (wspotczynnik dyspersji d=2,75), przy fre-
kwencji osobnikéw 9,98%. W populacji dominujg osobniki wegetatywne (85%), przy znacznie
mniejszym udziale osobnikédw generatywnych (15%). W badanej populacji okreslono obecnos¢
7242 peddw, w tym 138 peddéw generatywnych, 7056 peddw wegetatywnych i 48 peddw juwenil-
nych. Najwiecej osobnikdéw charakteryzuje sie wysokoscig od 14 cm do 20 cm (66,1%) i osiaga
wielkos$¢ przyziemnej rozety do 10 cm (78,6%).

Populacja sasanki otwartej w Puszczy Augustowskiej osigga najwieksza liczebnos¢ w poréwnaniu
z liczebnoscia stwierdzong w Puszczy Knyszynskiej (kaska, Sienkiewicz 2010) oraz w Puszczy Piskiej
(kaska, Sienkiewicz 2014). Gtéwnym zagrozeniem dla dalszej egzystencji badanej populacji jest
znaczne zacienienie przez drzewostan oraz wystepowanie w runie leSnym sasanki tgkowej Pulsatil-
la pratensis. W celu jej ochrony, na badanym stanowisku zaleca sie state monitorowanie stopnia
zacienienia miejsc wystepowania, a w przypadku zbyt silnego wzrostu drzew i krzewdw, konieczne
jest przeswietlanie drzewostanu.

Stowa kluczowe: gatunek chroniony, struktura ekologiczna populacji, status gatunku, zabiegi
ochronne, pétnocno-wschodnia Polska

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybow. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 117-128 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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9.1. Wstep

Sasanka otwarta Pulsatilla patens (L.) Mill. od 1958 roku w Polsce podlega
$cislej ochronie gatunkowej i wymaga ochrony czynnej (Dz.U. 2014, poz. 1409).
Jest to gatunek o znaczeniu wspdlnotowym (kod 1477), wymieniony w Zalaczniku
IT Dyrektywy Siedliskowej (92/43/EWG) oraz w Zalaczniku I Konwencji Bernen-
skiej, sklasyfikowany jako gatunek zagrozony (E) na ,Czerwonej liscie roslin na-
czyniowych zagrozonych w Polsce” (Zarzycki, Szelag 2006) oraz w ,Czerwonej
ksiedze rodlin” (Kazmierczakowa i in. 2014). Gatunek ten uznany jest za krytycznie
zagrozony (CR) na Wyzynie Malopolskiej (Podgorska, Broz 2010) i w Karpatach
Polskich (Mirek, Pigko$-Mirkowa 2008), jako narazony na wyginiecie (V) - klasyfi-
kowany jest w Wielkopolsce i na Pomorzu Zachodnim (Zukowski, Jackowiak 1995),
a jako wymarly w regionie (RE) na Dolnym Slasku (Kacki 2003) i w wojewddztwie
opolskim (Nowak, Spatek 2002). Wielu autoréw potwierdza proces ustepowania
tego taksonu ze stanowisk bedacych w zasiegu naturalnego wystepowania roéliny
(Ciosek 1999; Chmura 2003; Karczewska 2009; Juskiewicz-Swaczyna 2010).
W zaleznosci od regionu Polski, stopien zagrozenia taksonu i ryzyko jego wymarcia
s rozne. Zalezy to w gtéwnym stopniu od oddziatywania czynnikéw naturalnych
(biotycznych i abiotycznych), jak i antropogenicznych, ktére determinuja wyste-
powanie zagrozonego gatunku (Laska, Sienkiewicz 2013). Ponad 80% stanowisk
zagrozonej wyginieciem populacji sasanki otwartej znajduje si¢ w pétnocno-wschod-
niej Polsce (Woéjtowicz 2004). Fakt, ze Puszcza Augustowska jest miejscem najlicz-
niejszego wystepowania tego gatunku w Polsce (Pawlikowski, dane niepubl.) umoz-
liwia podjecie aktywnych dzialan zmierzajacych do opracowania skutecznych kie-
runkow ochrony sasanki otwartej i zachowania jej dalszej egzystencji na tym tere-
nie. Cennym narzedziem przy ocenie ryzyka zagrozenia tego taksonu oraz efektéw
planowanych dziatan ochronnych w Polsce i w Europie, s3 badania struktury eko-
logicznej populacji sasanki otwartej (Brook i in. 2000; Menges 2000). Okreslenie
rozmieszczenia i struktury przestrzennej populacji, struktury faz rozwojowych,
struktury wielkosci osobnikéw z uwzglednieniem wysokosci i pokroju, umozliwia
oceng¢ obecnego stanu zachowania populacji oraz ogélnej kondycji osobnikéw
w badanej populacji. Pozwala réwniez okresli¢ stopien zagrozenia gatunku, co jest
szczegdlnie wazne w przypadku matych populagji, dla ktérych spadek liczebnosci
moze doprowadzi¢ do catkowitego wyginiecia istniejacych populacji. Celem pracy
jest ocena obecnego stanu zachowania i zagrozenia populacji sasanki otwartej na
stanowisku w okolicach miejscowosci Berzniki, w Nadlesnictwie Pomorze oraz
wskazanie kierunkoéw i dziatan ochronnych dla zapewnienia dalszej egzystencji tego
taksonu.
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9.2.  Materiaty i metody badan

Badania terenowe oceny stanu zachowania populacji P. patens prowadzono
w sezonie wegetacyjnym 2014 roku. Miejsce wystepowania badanej populacji zloka-
lizowano na podstawie informacji uzyskanych od Pawlikowskiego (dane niepubl.).
Prace terenowe obejmowaly badania kartograficzne wystepowania taksonu z wyko-
rzystaniem kartowania punktowego i lokalizacji technika GPS. Stanowisko badawcze
o tacznej wielkosci 3447 m?* podzielono na mniejsze poletka podstawowe o wielko-
$ci 1 m>. W celu okreélenia struktury przestrzennej, na kazdym poletku podstawo-
wym skartowano rozmieszczenie osobnikow sasanki otwartej, z uwzglednieniem
ich frekwencji i zageszczenia. Frekwencje i zageszczenie osobnikéw okreslono na
podstawie ich obecnosci i liczebnosci na poletkach o wielkosci 1 m®. Za skupisko
przyjeto osobniki zlokalizowane w odleglosci nie wiekszej niz 1 m. W trakcie badan
terenowych opisywano cechy charakteryzujace kazdego osobnika. Na podstawie
cech morfologiczno-rozwojowych, rozpoznano i odnotowano liczebno$¢ osobni-
kéw w poszczegdlnych fazach rozwojowych (juwenilnej, wegetatywnej i genera-
tywnej). W celu okreslenia struktury wielkosci osobnikéw w badanej populaciji,
dokonano pomiaru wysokosci osobnikéw, $rednicy przyziemnej rozety oraz liczby
pedéw. Oceny stanu zachowania sasanki otwartej dokonano na podstawie roz-
mieszczenia osobnikow i liczebnosci badanej populacji. Okreslenie struktury prze-
strzennej, struktury faz rozwojowych oraz struktury wielkosci osobnikéw dato pod-
stawy do oceny stanu zagrozenia populacji P. patens w Nadle$nictwie Pomorze.

9.3. Teren i obiekt badan

Badania populacji P. patens prowadzono w pdinocno-wschodniej Polsce,
na terenie Nadlesnictwa Pomorze w Puszczy Augustowskiej, w okolicach miejsco-
wosci Berzniki. Jest to teren nalezacy do sieci obszaréw Natura 2000 jako Specjalny
Obszar Ochrony Siedlisk ,,Ostoja Augustowska” PLH200005 i Obszar Specjalnej
Ochrony Ptakéw ,,Puszcza Augustowska” PLB200002. Teren nadlesnictwa obejmu-
je kompleks lesny o powierzchni 15 864,4 ha, polozony w poinocno-wschodniej
cze$ci Puszczy Augustowskiej, z ktorego 6364 ha zajmuja Obszary Chronionego
Krajobrazu ,,Pojezierze Sejnenskie” oraz ,Puszcza i Jeziora Augustowskie” (RDPL,
Bialystok).

Sasanka otwarta Pulsatilla patens (L.) Mill. jest byling nalezaca do rodziny
jaskrowatych (Ranunculaceae). Jest to gatunek o zasiggu cyrkumborealnym. Wyste-
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puje gtownie na skraju boréw sosnowych z klasy Vaccinio-Piceetea (Matuszkiewicz
2001), na stanowiskach o wystawie poludniowo-zachodniej i poludniowej. Sasanka
otwarta preferuje miejsca przeswietlone i stabo ocienione, stad tez notowana jest
takze na przeorywanych zrebach, przecinkach i pasach przeciwpozarowych, przy
drogach, liniach przesytowych, torach kolejowych, pasach granicznych oraz na
kserotermicznych i psammofilnych murawach (Wéjtowicz 2000; Laska, Sienkie-
wicz 2010). Jest hemikryptofitem (Raunkiaer 1909) i rhizofitem (Lukaszewicz 1962)
o wysokosci 7-20 cm (w czasie owocowania do 40 cm), z pojedynczym dzwonko-
watym kwiatem zlozonym z 6 dzialek o $rednicy do 6 cm i barwie od blekitnej do
ciemnofioletowe;.

9.4. Wyniki badan i dyskusja

W badaniach struktury ekologicznej okreslono rozmieszczenie i strukture
przestrzenng populacji, strukture faz rozwojowych, strukture wielkosci osobnikéw
z uwzglednieniem wysokosci i pokroju.

94.1. Liczebno$¢ i struktura przestrzenna populacji

W populacji sasanki otwartej stwierdzono obecnos¢ 690 osobnikéw. Badania
wykazaly, ze struktura przestrzenna populacji ma charakter skupiskowy, co potwier-
dza wysoki wspoétczynnik dyspersji d=2,75. Na powierzchni badawczej o lacznej
wielkosci 3447 m?, obecno$¢ sasanki otwartej stwierdzono na 344 jednometrowych
poletkach podstawowych. Czestos¢ wystepowania osobnikéw w badanej populacji
wynosi 9,98%. Srednie zageszczenie osobnikéw w badanej populacji wynosi 0,20
osobnika na 1 m? a zageszczenie rzeczywiste ksztaltuje sie na poziomie 2,01 osob-
nika na 1 m®. Wartoéci $redniego i rzeczywistego zageszczenia osobnikdw sasanki
otwartej w badanej populacji, w poréwnaniu z wartosciami zageszczenia w innych
populacjach w poétnocno-wschodniej Polsce wykazujg, ze liczebnos¢ populacji
w Nadle$nictwie Pomorze ksztaltuje si¢ na wysokim poziomie. Dla poréwnania:
w Nadle$nictwie Suprasl w Puszczy Knyszynskiej, w populacji sasanki otwartej
liczacej 165 osobnikéw, Srednie zageszczenie osobnikéw wynosi od 0,01 do 2,0
osobnika na 1 m? a rzeczywiste zageszczenie osobnikow osigga od 1,0 do 3,8 osob-
nika na 1 m? przy obecnosci 6 populacji o skupiskowym typie rozmieszczenia
osobnikéow (Laska, Sienkiewicz, dane niepubl.). W Nadlesnictwie Spychowo
w Puszczy Piskiej, w populacji sasanki otwartej liczacej 33 osobniki, $rednie zagesz-
czenie osobnikéw wynosi od 0,25 do 3,0 osobnika na 1 m? a rzeczywiste zageszcze-
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nie osobnikéw osigga od 1,0 do 3,0 osobnikéw na 1 m?, przy obecnosci 3 populacji
o skupiskowym typie rozmieszczenia osobnikéw (Laska, Sienkiewicz 2014) (Ryc. 9.1).
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Rycina 9.1. Srednie wielkosci struktury ekologicznej populacji sasanki otwartej Pulsatilla patens
(L.) Mill., odpowiednio: w Puszczy Augustowskiej, w Puszczy Knyszynskiej oraz w Puszczy Piskiej

W Nadle$nictwie Pomorze, w populacji sasanki otwartej, stwierdzono wyste-
powanie 35 skupisk liczacych powyzej 5 osobnikéw w skupisku, przy sredniej po-
wierzchni skupiska 7,71+8,02 m* i rzeczywistym zageszczeniu skupisk 0,13 skupi-
ska na 1 m’. Maksymalnie w jednym skupisku stwierdzono obecno$¢ 142 osobni-
kow, a na 1 m* okre$lono maksymalnie 10 osobnikow.

Rozmieszczenie osobnikéw w badanej populacji charakteryzuje si¢ wystepo-
waniem skupisk. Stwierdzono, ze znaczne zaggszczenie osobnikéw w skupiskach
oraz duzy areal skupisk w miejscach przeswietlonych i stabo ocienionych, odpo-
wiadajacych pod wzgledem wymagan siedliskowych, zapewnia populacji wigksze
mozliwosci rozwoju i sprzyja dalszej ekspansji gatunku. Skupianie si¢ osobnikdéw,
przy niesprzyjajacych warunkach $rodowiskowych, powoduje nizsza ich $miertel-
nos$¢ niz osobnikéw izolowanych (Howard, Goldberg 2001; Lehsten, Kleyer 2007;
Loeuille, Leibold 2008; Laska 2012). Jest to szczegdlnie wazne w przypadku osobni-
koéw juwenilnych, ktére w najwiekszym stopniu narazone s3a na oddziatywanie nie-
korzystnych warunkéw srodowiskowych.
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9.4.2.  Struktura faz rozwojowych osobnikéw w populacji

W populacji P. patens w Nadle$nictwie Pomorze, odnotowano obecnos¢ 102
osobnikow generatywnych i 588 osobnikow wegetatywnych. Nie stwierdzono obec-
nosci osobnikéw juwenilnych. Rozkltad wiekowy populacji przedstawia ksztaltem
piramide typu urny, nie posiadajacej podstawy z powodu braku osobnikéw juwenil-
nych w strukturze populacji. Przewaga dorostych osobnikéw niekwitnacych w bada-
nej populacji moze $wiadczy¢ o wysokim udziale osobnikéw przed kwitnieniem.
Ale moze réwniez wskazywac na zredukowane tempo reprodukcji dojrzatych osob-
nikéw z powodu niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych. Dla poréwnania: na
stanowiskach sasanki otwartej w Nadlesnictwie Suprasl w Puszczy Knyszynskiej,
stwierdzono obecno$¢ 86 osobnikéw generatywnych, 62 osobnikéw wegetatywnych
i 17 osobnikéw juwenilnych (Laska, Sienkiewicz dane niepubl.), za$ na stanowiskach
w Nadle$nictwie Spychowo w Puszczy Piskiej, odnotowano wystepowanie 18 osobni-
kow generatywnych i 15 osobnikéw wegetatywnych (Laska, Sienkiewicz 2014) (Ryc.
9.1). Stwierdzono, ze tendencje rozwojowe badanej populacji w Nadle$nictwie Pomo-
rze warunkowane s3 rekrutacja osobnikdéw juwenilnych iobecnoscig korzystnych
warunkéw $rodowiskowych do ich wzrostu i rozwoju, oraz podobnym udzialem
w badanej populacji osobnikéw generatywnych i wegetatywnych.

W populacji P. patens na stanowisku w Nadle$nictwie Pomorze stwierdzono
obecnos¢ 7242 pedéw, w tym 138 peddéw generatywnych, 7056 pedow wegetatyw-
nych i 48 pedéw juwenilnych. Srednia liczba pedéw przypadajaca na jednego osob-
nika w badanej populacji wynosi 10,5+8,8, przy $redniej liczbie pedéw generatyw-
nych 0,2+0,7 oraz $redniej liczbie pedow wegetatywnych 10,23+8,52 i $redniej licz-
bie pedéw juwenilnych 0,07+0,34. W badanej populacji dominujg 1 pedowe osob-
niki kwitnace, przy maksymalnej liczbie do 13 pedéw kwiatowych.

9.4.3. Struktura wielkosci osobnikow

Analiza struktury wielko$ci osobnikéw w badanej populacji sasanki otwartej
wskazuje, ze dominujg osobniki o $redniej wysokosci (Ryc. 9.2). Stwierdzono,
ze najwiegcej jest osobnikéw o wysokosci od 16 do 18 cm (20,4%) i od 18 do 20 cm
(22,6%). Mniejszy udzial stanowig natomiast osobniki nizsze, w klasach wysokosci
od 2 do 12 cm (0,1-4,1%) i osobniki wyzsze, w klasach wysokosci od 20 do 58 cm
(0,1-4,2%) (Ryc. 9.2). Najwyzszy osobnik sasanki otwartej w Nadle$nictwie Pomo-
rze osigga wysokoé¢ 58 cm, a najnizszy - 4 cm. Srednia wysoko$¢ osobnikéw
w badanej populacji wynosi 19,4+7,87 cm (Ryc. 9.2).
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Rycina 9.2. Wysokos¢ osobnikow w populacji sasanki otwartej Pulsatilla patens (L) Mill. w Nadle-
$nictwie Pomorze w Puszczy Augustowskiej

W badaniach stwierdzono, ze w populacji P. patens dominuja osobniki
o §rednicy przyziemnej rozety do 10 cm (78,6%). Mniejszy udzial w populacji jest
natomiast osobnikéw duzych, o $rednicy przyziemnej rozety powyzej 20 cm (5,1%)
(Ryc. 9.3). Na badanym stanowisku w Nadle$nictwie Pomorze, §rednica przyziem-
nej rozety sasanki otwartej osiaga maksymalnie do 47 cm, a minimalnie do 0,5 cm.
Srednia rozpieto$¢ przyziemnej rozety osobnikéw w badanej populacji wynosi
8,05+5,64 cm (Ryc. 9.3).
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Rycina 9.3. Srednica przyziemnej rozety osobnikéw w populacji sasanki otwartej Pulsatilla patens
(L.) Mill. w Nadlesnictwie Pomorze w Puszczy Augustowskie]
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Na stanowiskach sasanki otwartej w Nadlesnictwie Suprasl w Puszczy Kny-
szynskiej, najwyzszy osobnik osigga wysokos¢ 30 cm, a najnizszy 2 cm. Najwieksza
stwierdzona rozpietos¢ przyziemnej rozety osigga nawet 13 cm, a najmniejsza 0,5 cm
(Laska, Sienkiewicz, dane niepubl.). Na stanowiskach w Nadlesnictwie Spychowo
w Puszczy Piskiej, najwyzszy osobnik osigga wysokos$¢ 35 cm, a najnizszy — 7 cm.
Srednica przyziemnej rozety osiagga maksymalnie do 15 cm, a minimalnie do 0,5 cm
(Laska, Sienkiewicz 2014) (Ryc. 9.1).

9.4.4.  Zagrozenia populacji P. patens i dziatania ochronne

Gléwnym zagrozeniem dla dalszej egzystencji populacji P. patens w Nadle-
$nictwie Pomorze jest znaczne zacienienie miejsca jej wystepowania przez rozrasta-
jacy sie drzewostan. Sasanka otwarta, jako gatunek §wiattozadny, preferuje stanowi-
ska widne, przeswietlone i dobrze nastonecznione. Zanik naturalnych czynnikéw
zaburzen w postaci pozaréow i wiatroloméw, skutkujgcych tworzeniem sie luk
w drzewostanie moze stanowi¢ przyczyne do wycofywania si¢ tego gatunku na ba-
danym terenie. Istotne znaczenie dla dalszej egzystencji populacji tego taksonu ma
takze utrzymanie odpowiedniego zwarcia warstwy krzewow, gdyz miedzy innymi
od niego zalezy naturalne odnawianie si¢ populacji. Zagrozeniem dla wystepowania
badanej populacji jest rdwniez liczna obecnos¢ w runie lesnym sasanki lgkowej
Pulsatilla pratensis. Ze wzgledu na niska konkurencyjno$¢ badanego gatunku
w stosunku do innych roélin runa, wzrost stopnia pokrycia przez sasanke Iakowa
moze przyczynic si¢ do ustgpienia populacji P. patens. Liczna obecnos¢ osobnikéw
P. pratensis w runie leSnym ogranicza kietkowanie nasion i rekrutacje siewek bada-
nego taksonu oraz redukuje znacznie dostepnos¢ miejsc do wzrostu i rozwoju mto-
dych osobnikéw P. patens.

P. patens w Polsce jest gatunkiem rzadkim, dla ktérego wéréd przyczyn zagro-
zenia podaje sie stale zmniejszanie powierzchni lesnej i nasilenie si¢ réznych form
presji antropogenicznej poprzez rolnicze, przemystowe lub urbanistyczne wykorzy-
stanie obszardw jej naturalnego wystepowania (Wojtowicz 2000, 2004; Nowak,
Spatek 2002; Kacki 2003; Mirek, Pieckos-Mirkowa 2008). W celu zachowania bada-
nej populacji na stanowisku w Nadlesnictwie Pomorze, niezbedne jest stosowanie
zabiegdw ochrony czynnej oraz stale monitorowanie stopnia zacienienia w miejscu
jej wystepowania. Ochrona czynna powinna obejmowa¢ dzialania zwigzane z usu-
waniem zakrzewien i przeswietlaniem drzewostanu. Warunkiem zachowania tego
taksonu w miejscach o znacznym pokryciu przez sasanke fgkowa jest odstanianie
fragmentéw gleby w celu tworzenia bezpiecznych miejsc do kietkowania i rozwoju
nowych osobnikéw.
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9.5. Podsumowanie i wnioski

O randze zagrozenia sasanki otwartej $wiadczy fakt, ze gatunek ten jest wy-
mieniony w ,,Czerwonych ksiegach” i na ,,Czerwonych listach” wielu krajow.
Na terenie Czech P. patens jest taksonem krytycznie zagrozonym (Holub, Prochaz-
ka 2000), wymieniony jest takze na Czerwonej Liscie oraz w Czerwonych Ksiegach
Niemiec (zagrozony) (Roder, Kiehl 2006), Szwecji (narazony) (Gérdenfors 2000),
Litwy (wzglednie przywrdcony), Obwodu Leningradzkiego Rosji (zmniejszajaca si¢
liczebnos¢), Lotwy (niepelne dane) (EUNIS 2005), Stowacji (Prsa i in. 2005)
i Okregu Kaliningradzkiego Federacji Rosyjskiej (Noskov 2000). W Finlandii i Es-
tonii populacje tego gatunku uznano za reliktowe (Rassi i in. 2001; Pilt, Kukk
2002). Na terenie Polski, stanowiska sasanki otwartej objete s3 ochrong w 6 parkach
narodowych, w 21 parkach krajobrazowych oraz w 29 rezerwatach przyrody
(Zych 2007). W badaniach wykazano, ze populacja sasanki otwartej w Nadlesnic-
twie Pomorze w Puszczy Augustowskiej jest najliczniejsza w poréwnaniu z liczeb-
noscig taksonu notowang w innych regionach Polski. W badaniach prowadzonych
na Murawach Poligonu w Orzyszu, stwierdzono obecnos¢ 49 populacji o tacznej
liczbie 316 osobnikow (Juskiewicz-Swaczyna 2010), w Nadlesnictwie Suprasl
w Puszczy Knyszynskiej — 16 populacji z 165 osobnikami (Laska, Sienkiewicz
2010), a w Nadle$nictwie Spychowo w Puszczy Piskiej — 9 populacji z 33 osobnika-
mi (Laska, Sienkiewicz 2014).

Na podstawie analizy cech demograficznych P. patens na stanowisku w Nadle-
$nictwie Pomorze stwierdzono, ze populacja jest w dobrej kondycji. Swiadczy o tym
wystepowanie w populacji 690 osobnikéw, rozmieszczonych skupiskowo i osiagaja-
cych $rednie wielkosci. Nalezy jednak podkresli¢, ze tendencje rozwojowe badanej
populacji warunkowane s3 obecnoscig osobnikéw juwenilnych oraz korzystnymi
warunkami srodowiskowymi do ich wzrostu i rozwoju. Zagrozeniem dla wystepo-
wania populacji w Nadlesnictwie Pomorze jest znaczne zacienienie przez drzewo-
stan oraz wystepowanie w runie leSnym sasanki fgkowej. Dlatego tez, na terenie
Nadles$nictwa Pomorze w Puszczy Augustowskiej nadano jej status gatunku nara-
zonego na wyginiecie (VU) i zalecane jest stale monitorowanie warunkéw srodowi-
skowych jego wystepowania.
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Streszczenie

W niniejszym opracowaniu przedstawiono problematyke aktywnosci cztowieka w pradziejach,
w $redniowieczu oraz w czasach nowozytnych, a w szczegdlnosci zmian, jakie swoimi réznymi
dziataniami powodowat w srodowisku naturalnym. Obraz przeksztatcen szaty roslinnej, uchwycony
w profilu palinologicznym PG2, wskazuje, ze dziatalno$¢ cztowieka w okresie od epoki brazu do
poczatkéw Sredniowiecza w niewielkim stopniu ksztattowata Srodowisko przyrodnicze Pojezierza
Mragowskiego. W diagramie pytkowym wyrdézniono wéwczas niewielkie odlesienia oraz rozwdj
zbiorowisk z roslinnoscig tgkowa i uprawami zbéz. Bardziej znaczace zmiany odnotowano dla
okresu pdznego Sredniowiecza, kiedy to zwiekszyta sie roznorodnos¢ palinotaksonéw, zwigzana
zapewne z powiekszeniem areatu zbiorowisk ruderalnych i po6l uprawnych. Najbardziej czytelne
przeksztatcenia szaty roslinnej odnotowano dla ostatnich ok. 150 lat. Charakterystyczne dla tego
okresu jest rozprzestrzenienie sie swierka w lokalnych drzewostanach, co odzwierciedla specyficz-
na gospodarke lesna, polegajgca na nasadzeniach tego gatunku na siedliskach gradowych.

Stowa kluczowe: antropopresja, paleobotanika, analiza palinologiczna, Mazury, pétnocno-wschodnia
Polska

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 129-143 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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10.1. Wstep

W studiach nad rozwojem dawnych spotecznosci coraz wigksza role odgrywa
problematyka dotyczaca wplywu czynnikéw srodowiskowych ksztaltujacych wa-
runki Zycia czlowieka, a takze badania odnoszace si¢ do roli homo sapiens w prze-
ksztalcaniu poszczegélnych elementéw przyrody (m.in. Latalowa 2007). Analiza
palinologiczna zajmuje szczeg6lne miejsce w tego typu badaniach paleoekologicz-
nych, gdyz umozliwia rekonstrukcje historii przemian szaty roslinnej, w tym zmian
wywolanych gospodarka i osadnictwem dawnych spotecznosci. W opracowaniach
dedykowanych relacji czlowiek-srodowisko, bardzo wazny jest wybor odpowied-
niego terenu do badan. Szczegdlnie cenne s3 stanowiska badz regiony, dla ktérych
istnieje mozliwos¢ konfrontacji wynikow analiz paleoekologicznych z danymi
archeologicznymi i/lub historycznymi (dokumenty, mapy) (Odgaard, Rasmussen
1998). Z tego wzgledu, do badan, ktérych wyniki s prezentowane w niniejszej pra-
cy, wybrano obszar Pojezierza Mragowskiego, gdzie poczawszy od 1949 roku trwaja
systematyczne badania wykopaliskowe. Prowadzone one byty kolejno przez: Jerzego
Antoniewicza, Jerzego Okulicza-Kozaryna i Wojciecha Nowakowskiego, a po 1993
roku kontynuowane przez kilkanascie ekspedycji Instytutu Archeologii Uniwersy-
tetu Warszawskiego oraz Muzeum w Ketrzynie. Na podstawie tych wieloletnich
studiéw, w obrebie mikroregionu osadniczego nad jeziorem Salet oraz kompleksu
osadniczego w Poganowie, stwierdzono funkcjonowanie osadnictwa poczawszy od
mezolitu, az po okres $redniowiecza (Wroblewski i in. 2003; Nowakiewicz 2004;
Szymanski 2005; Manasterski 2009; Wyczotkowski 2009). Region ten stal sie, tym
samym, jednym z najlepiej przebadanych archeologicznie obszaréw péinocno-
wschodniej Polski, co stworzyto znakomita okazje do podjecia w tym miejscu stu-
diéw paleoprzyrodniczych nad uwarunkowaniami $rodowiskowymi osadnictwa
oraz zmianami, jakie nastegpowaly w $rodowisku pod wplywem antropopresji
w kolejnych fazach osadniczych. W niniejszej pracy zawarte sa czesciowe wyniki
analiz palinologicznych podjetych w ramach tych badan.

10.2. Materiat i metody

10.2.1. Wiercenie

Material do badan pochodzi z torfowiska zlokalizowanego ok. 7 km na potu-
dnie od Ketrzyna (Ryc. 10.1). Wiercenie wykonano przy uzyciu §widra torfowego
typu Instorf. Niestety, uzyskany profil, o tacznej migzszosci osadéw 190 cm, wyka-
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zuje zaburzenia sedymentologiczne na glebokosci ponizej 60 cm, spowodowane
prawdopodobnie zmianami hydrologicznymi. Z tego wzgledu, w niniejszej pracy
interpretacji zostaly poddane wyniki analizy pytkowej gérnej czesci profilu (60-0,5
cm).
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Rycina 10.1. Lokalizacja wiercenia PG2 wykonanego na potrzeby badan paleoekologicznych
oraz stanowisk archeologicznych w jego otoczeniu

Zrodio: opracowanie whasne.
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10.2.2. Analiza pytkowa

Analizie pytkowej poddano 26 prébek osadu. Material macerowano metoda
acetolizy Erdtmana (Faegri i Iversen 1989). W kazdej probce liczono $rednio 900 ziaren
pylkéw drzew i krzewow (AP) oraz wszystkie inne towarzyszace im sporomorfy.
Przy identyfikacji sporomorf postugiwano si¢ kluczami (m.in. Beug 2004) i kolekeja
poréwnawczg. Wyniki analizy przedstawiono w postaci procentowych diagraméw
pylkowych (Berglund, Ralska-Jasiewiczowa 1986). Udzialy procentowe poszczegdl-
nych taksonow pylkowych wyliczano w stosunku do sumy podstawowej, na ktora
skladat si¢ pytek drzew i krzewdw (AP) oraz roslin zielnych (NAP) - z wylaczeniem
roélin wodnych, bagiennych i zarodnikowych. Kreslenie diagraméw wykonano
przy pomocy programu Polpal (Nalepka, Walanus 2003). Do podzialu diagraméw
pylkowych na lokalne poziomy zespoltéw pytkowych, wykorzystano analize nume-
ryczng CONISS (Grimm 1987) oraz analiz¢ sktadowych gltéwnych PCA. Wykona-
no réwniez analize rarefakcyjng, w celu uchwycenia zmian w réznorodnosci rozpo-
znanych taksonéw. Powyzsze analizy wykonano w aplikacjach dostepnych w pakie-
cie programu Polpal.

10.2.3. Datowanie

Wiek stropowej warstwy osadéw (15 cm) okres$lono metodg otowiowg (*'°Pb)
w Instytucie Nauk Geologicznych PAN w Warszawie, a czterech préob osadow
z wigkszych gtebokosci, wykonano metodg radioweglowa (*C/AMS) w Gliwickim
Laboratorium Radioweglowym Instytutu Fizyki Politechniki Slaskiej.
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Na uproszczonym diagramie,
prezentujacym wyniki przepro-
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Rycina 10.2. Diagram prezentujacy
wyniki analizy palinologicznej i analiz
numerycznych (wybrane krzywe)
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Dla zobrazowania skali oddzialywania czlowieka na srodowisko, przygotowano
syntetyczny diagram procentowy palinologicznych wskaznikéw antropogenicznych
(Ryc. 10.3).
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Rycina 10.3. Diagram prezentujgcy zestawienie palinologicznych wskaznikow antropogenicznych
na tle danych archeologiczno-historycznych

Objasnienia:Z-Sz — zespoty typu Zabie-Szestno; kt — kultura tuzycka; kkz — kultura kurhanéw zachodnio-
battyksjich; KB — kultura bogaczewska; go — grupa olsztynska; kp — kultura pruska; PKZ — Panstwo Zakonu
Krzyzackiego; N/EB — neolit/epoka brazu; EZ — epoka zelaza; OR - okres rzymski; OWL — okres wedréowek
ludéw.

Zr6dto: badania whasne.

Wyniki datowania izotopowego postuzyly do opracowania modelu wiek/gle-
bokos¢ (Tab. 10.1, Ryc. 10.4). Wykorzystano do tego aplikacje Depth/Age progra-
mu Polpal (Nalepka, Walanus 2003; Walanus, Nalepka 2004). Z modelu odczytano
przyblizony wiek kazdej analizowanej palinologicznie prébki.
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Tabela 10.1. Wyniki okreslenia wieku osaddw profilu PG2 metoda izotopowa

Gtebokos¢

(cm)

Wiek *'C
(lata BP)

Wiek kalibrowany
(lata BP)

Zakres 68%

‘ Zakres 95%

Wiek kalibrowany
(lata BC/AD)

Datowanie metodg otowiowg (*'°Pb)

15 - - | - 1818-1908 AD
Datowanie metodg radioweglowa (**C/AMS)

57,00 2760 £25 2876-2794 2925-2781 976-832 BC
59,50 3015 +£25 3238-3165 3334-3081 1385-1132 BC
116,00 9890 +60 11387-11226 11602-11200 9653-9251 BC
170,00 10570 £60 12591-12426 12652-12390 10737-10455 BC

Zrédto: badania whasne.

Glebokogé [cm]

POLPAL Depth to Age S

Wiek [lata kal. BP]

Rycina 10.4. Model wiek/gtebokos¢ wykonany w programie Depth/Age Polpal

Zr6dto: badania whasne.




10.4. Dyskusja. Fazy rozwoju lokalnej szaty roslinnej

10.4.1. Pierwszy poziom palinologiczny (lata ok. 1350 p.n.e. — 330 n.e.)

Uzyskany zapis palinologiczny dokumentuje mozaikowos$¢ otoczenia badane-
go stanowiska: od siedlisk bagiennych, wilgotnych Igk, po siedliska suche.

W starszej fazie omawianego poziomu pytkowego (datowanej na lata ok.
1350-1160 p.n.e.) (Ryc. 10.2) na uwage zastuguja stosunkowo wysokie wartosci
procentowe sosny, brzozy i leszczyny, zyskujacych na znaczeniu szczegdlnie
w okresach odlesienia. Obecno$¢ zarodnikéw paproci, orlicy pospolitej Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn podrednio potwierdza wystepowanie na badanym terenie
widnych laséw sosnowych, ale moze takze wskazywa¢ na istnienie siedlisk zabu-
rzonych przez czltowieka (np. poprzez wypalanie powierzchni lesnych). W zapisie
pylkowym zachowane s3 $lady aktywnosci gospodarczej czlowieka, ktéra zapewne
wymagala tworzenia prze$wietlen w okapie lasu poprzez wycinke lub wypalanie.
Obecnos¢ palinologicznych wskaznikéw antropopresji (Ryc. 10.2, Ryc. 10.3), wska-
zuje na wystepowanie zbiorowisk ruderalnych i upraw zbozowych. Ponadto, zareje-
strowano ziarna pylku w typie babki lancetowatej, bedacej wskaznikiem prowadze-
nia wypaséw. Co ciekawe, Makohonienko (2004) wskazuje, ze cho¢ babka lanceto-
wata wykazuje szczegolng relacje z praktyka umiarkowanego spasania, moze by¢
takze wskaznikiem wystepowania powierzchni ornych.

Osady z gtebokosci 59,5 cm wydatowano metoda radioweglowa na lata 1385-
1132 p.n.e, czyli na przelom epok neolitu i brazu, kiedy mialo miejsce $cieranie si¢
lokalnych ugrupowan neolitycznych z naptywowa ludnoscig kultury luzyckiej.
Obszar Pojezierza Mazurskiego w tym okresie opisywany jest w literaturze archeo-
logicznej jako nieomal biata plama na mapie osadnictwa tej cz¢$ci Europy (m.in.
Dabrowski 1997), a zachowania osadnicze opisywane byly tu dotad jako przenika-
nie/penetracje/wplywy grup o mieszanych cechach kulturowych, niepozwalajacych
na jednoznaczng klasyfikacje. Mazury okreslane s3 tez czesto jako peryferia ludéw
nierolniczych, tzw. spolecznosci strefy lesnej, zajmujacych sie zbieractwem i towiec-
twem, bez stabilnej sieci osadniczej. Dopiero najnowsze badania wykopaliskowe,
prowadzone pod kierownictwem Manasterskiego (2009), przyniosly dane archeo-
logiczne pozwalajace na okreslenie dla tego okresu swoistej sekwencji osadniczej,
nazwanej zespolem typu Zabie-Szestno. Badania prowadzone przez Manasterskiego
(2009) wskazuja, ze gospodarka 6wczesnych spotecznosci opierata si¢, poza dotych-
czas przyjmowanym lowiectwem i zbieractwem, takze na mobilnej hodowli zwie-
rzat. Na badanych stanowiskach, wérdd odnalezionych szczatkéw pokonsumpcyj-
nych, zidentyfikowano kosci bydta, owcy, kozy, konia oraz psa, za$ wsréd kosci
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dzikich zwierzat, dominowaly pozostalosci ryb. Prezentowane w niniejszej pracy
wyniki analizy palinologicznej wydaja si¢ potwierdza¢ przypuszczenia archeologéw
o praktykowaniu pasterstwa, a ponadto wskazuja na podjecie prob uprawy zbéz na
obszarze Pojezierza Mragowskiego (Ryc. 10.2, Ryc. 10.3).

Mtodsza faze pierwszego poziomu palinologicznego wydatowano na lata 1160
p.n.e.-330 n.e. Na ten okres przypada znaczaca zmiana w zyciu spoleczenstw euro-
pejskich, mianowicie przy wyrobie narzedzi i broni coraz powszechniej stosuje si¢
zelazo zamiast brazu. Rozwoj technik uzyskiwania i obrabiania nowego surowca,
wigzal sie z formowaniem si¢ w Europie nowych ukltadéw osadniczo-kulturowych.
Na Pojezierzu Mazurskim, w VII w. p.n.e., miejsce kultury tuzyckiej zajmuja Bat-
towie przybyli z dorzecza Dniepru, formujac ugrupowanie pod nazwa kultury kur-
hanéw zachodniobaltyjskich (Okulicz 1981). Z tym ugrupowaniem wigze si¢ po-
wstanie kompleksu osadniczego w Poganowie, polozonego niedaleko badanego
stanowiska palinologicznego PG2. Skfad spektréw pylkowych wskazuje na stale
wystepowanie zbiorowisk antropogenicznych, ale dokumentuje takze nieznaczna
regeneracje drzewostanéw (Ryc. 10.2). Wzrastaja wowczas udzialy pytku olchy,
wigzu i topoli, co $§wiadczy o wystepowaniu olséw i legéw, najpewniej w dolinie
pobliskiego strumienia. Ponadto, zarejestrowano ziarna pylku w typie Humulus
(Ryc. 10.2), ktdry reprezentowany jest na obszarze srodkowoeuropejskim przez
pnacza chmielu zwyczajnego, bedacego naturalnym skladnikiem laséw legowych
(Matuszkiewicz 2002). Zarejestrowano takze wysokie udzialy procentowe krzywej
pylkowej sosny oraz zwigkszone udzialy procentowe pylku lipy, grabu, debu, brzo-
zy ileszczyny (Ryc. 10.2), odzwierciedlajace wystepowanie laséw mieszanych. Zapis
palinologiczny wskazuje tym samym, ze 6wczesne osadnictwo nie wywotalo zbyt
silnych zaburzen w srodowisku, albo tez osady ulokowane byly w znacznej odlegto-
$ci od badanego stanowiska, co uniemozliwia wlasciwa oceng sity antropopres;ji.
Pomimo powyzszych watpliwosci, przeprowadzone badania dokumentuja wyste-
powanie w okolicy niewielkich terenéw wypasu i p6l uprawnych (Ryc. 10.3).

10.4.2. Drugi poziom palinologiczny (lata ok. 330-1320 n.e.)

W $wietle zapisu pylkowego, starsza faza wyréznionego tu poziomu palinolo-
gicznego obrazuje oslabienie osadnictwa, przypadajace na okres rzymski i okres
wedrowek ludow. W tym czasie postepuje dalsza odbudowa olsow i tegéw. Zaznacza
sie rowniez wzrost udzialéw procentowych pytku lipy, grabu i brzozy (Ryc. 10.2),
wskazujac na rozwoj mieszanych laséw lisciastych. Rozprzestrzenily sie takze zaro-
sla leszczynowe, co dokumentuje wzrost udzialu pytku w typie Corylus avellana
(Ryc. 10.2). W dalszym ciggu dominujacym skladnikiem szaty roslinnej pozostawa-
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ta sosna. Zarejestrowany w zapisie pytkowym wzrost réznorodnosci palinotakso-
nomicznej (wzrost wartosci krzywej rarefakcyjnej) oraz obecnos$¢ przedstawicieli
zbiorowisk ruderalnych, migdzy innymi bylicy i komosowatych, swiadczy o wyste-
powaniu siedlisk zmienionych przez czlowieka (Ryc. 10.2). Powierzchnia, jaka zaj-
mowaly zbiorowiska otwarte, nie byla zbyt duza, a ich wystgpowanie prawdopo-
dobnie mozna powigza¢ z osadnictwem z okresu rzymskiego, na ktéry datowane sg
polozone niedaleko stanowiska osadnicze Poganowo stan. X i Poganowo stan. XI
oraz cmentarzysko w Turwagach (VO{£3 1886).

W mlodszej fazie drugiego poziomu pytkowego nastepuje postepujacy proces
deforestacji. Zaznacza si¢ przede wszystkim spadek udzialéw olchy, wigzu i lipy
(Ryc. 10.2), co oznacza ograniczenie arealu olsow. Maleje réwniez reprezentacja
leszczyny oraz, i tak rzadkiej wczesniej, brzozy. Na odlesionych powierzchniach
rozwinely sie zbiorowiska otwarte, gtéwnie Igki. Analiza rarefakcyjna wykazala
wigksze bogactwo rozpoznanych taksonoéw (Ryc. 10.2), co posrednio wskazuje na
zmiane warunkéw siedliskowych, w zwigzku ze zmniejszeniem si¢ zwarcia drzewo-
standw i mozliwoscig pojawienia sie taksondéw $wiattolubnych. Jak podaje Norys-
kiewicz (2006), wzrost wartosci krzywej rarefakcyjnej moze wskazywa¢ na fazy
o wzmozonej aktywnosci gospodarczej czlowieka. W omawianym odcinku profilu
PG2, liczniej notowane byly trawy, selerowate, jaskrowate, marzanowate i gozdzi-
kowate. Jednoczes$nie zaznaczyl sie wzrost wartosci krzywej procentowej zbo6z
(Ryc. 10.3), co odzwierciedla istnienie powierzchni uprawnych w okolicy badanego
stanowiska. Przedstawiony tu obraz przeksztalcen srodowiska datowany jest na lata
850-1320 n.e. i obejmuje okres sredniowiecznego osadnictwa, ktdrego liczne pozo-
stalosci zarejestrowano w okolicy badanego stanowiska palinologicznego, w tym
rozlegly osade, grodzisko oraz miejsce kultu (ofiarne) (Wyczoétkowski 2009). Lud-
nosci kultury pruskiej, ktora zasiedlata w tym czasie obszar Pojezierza Mragowskie-
go, znana jest w historiografii z poganskich wierzen, w ktérych wazng role odgry-
wal kult lasu (Biatunski 2002; Lapo 2007). Piotr z Dusburga, kronikarz krzyzacki,
opisal tak zwane ,,$wigte gaje”, gdzie nie ragbano drzew i nie lowiono zwierzyn (Wy-
szomirski 2005, przekltad). Z kolei Jan Dlugosz nadmienia, Ze tylko nieliczni mieli
prawo wstepu na teren miejsc $wietych. Niektorzy historycy upatrujg przyczyn
$mierci $w. Wojciecha w sprofanowaniu pruskiego miejsca kultu (Powierski 1966;
Bialunski 2002). Las w religii Pruséw, byl siedzibg ich boéstw, gléwnym miejscem
odprawiania kultu i z tego wzgledu, traktowany byl z niezwykla czcig. Bialunski
(2002) podaje, ze szczegdlng opieka otaczano, miedzy innymi, deby. By¢ moze,
zarejestrowany w omawianym tu poziomie pytkowym, wzrost udziatéw pytku de-
bu, mozna wigzac ze sprawowaniem opieki nad tym drzewem.
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10.4.3. Trzeci poziom palinologiczny (lata ok. 1320-1870 n.e.)

Starsza faza wyr6znionego tu poziomu pytkowego, czasowo odpowiada pod-
bojowi krzyzackiemu badanego obszaru. Zdaniem historykéw, w wyniku licznych
wojen prusko-krzyzackich oraz miedzyplemiennych, doszto w tym czasie do znacz-
nego wyludnienia Mazur (m.in. Biatunski 1996). W zrdédlach archeologicznych
zarejestrowano jednak $lady osadnictwa, ktére przetrwato az do XIV wieku (Oku-
licz 1981; Nowakiewicz, Wroblewski 2003; Wrdblewski i in. 2003; Auch, Nowakie-
wicz 2009; Wyczotkowski inf. ustna.), a ktore to pozostalosci dodatkowo znajduja
potwierdzenie w wynikach analiz palinologicznych (Wacnik 2009; Szal i in. 2013,
2015). Dzialania Zakonu od polowy XIV wieku wigzaly si¢ uruchomieniem akcji
osadniczej, ktora objeta badany rejon i przyniosta efekt, miedzy innymi, w postaci
nadania w 1357 roku praw miejskich miastu Ketrzyn (oddalonemu od badanego
stanowiska o ok. 8 km) i nastepnie wybudowaniu tam zamku krzyzackiego
(ok. 1370 AD). Jak podaje Sikorski (2012), w ramach przywileju lokacyjnego, Ke-
trzyn otrzymal 1713,6 ha gruntéw, z ktorych wiekszos¢ miata by¢ przeznaczona
pod uprawy rolne. W $wietle prezentowanych w niniejszej pracy danych palinolo-
gicznych, w wyrdéznionym okresie nastepuje spadek reprezentacji drzew, takich jak:
wigz, lipa i dab (Ryc. 10.2). Zajmowane przez nie zyzne siedliska przeznaczano pod
uprawe zboz, o czym $wiadczy obecnos$¢ pytku Cerealia typ (Ryc. 10.2). Po raz pierwszy
w analizowanym profilu zarejestrowano ziarna pytku w typie Secale cereale, wska-
zujace na uprawy zyta. Ponadto, krzywa rarefakcyjna osiaga najwigksze z dotych-
czasowych wartosci, co wskazuje na wyrazne zwiekszenie bogactwa rozpoznanych
taksonow pytkowych (Ryc. 10.2). Zapis palinologiczny wskazuje na zwiekszenie si¢
powierzchni zbiorowisk ruderalnych z bylica oraz terenéw otwartych z trawami
(taki i/lub pastwiska). W profilu obecna jest wigzéwka oraz baldaszkowate i turzyco-
wate, informujace szczegdlnie o obecnosci podmoktych tagk. W mtodszym odcinku
trzeciego poziomu palinologicznego, wydatowanego na lata 1620-1840, zaznacza
sie wzrost udziatu pytku niektérych drzew, wskazujac na zmniejszenie si¢ aktywno-
$ci gospodarczej czlowieka i odbudowe lasu na terenach wylaczonych z uzytkowa-
nia. Grab, ktory lepiej od innych drzew regeneruje si¢ z odrosli korzeniowych, zajat
miejsce na najzyzniejszych siedliskach. Czes¢ obszaréw porolnych zajely lasy brzo-
zowe i bory sosnowe. Doszlo tez do czgsciowego odnowienia si¢ $wierka, ktory
mogl wchodzi¢ w sklad réznych typow lasu. Jak wynika z zapisu pytkowego, w nie-
dalekim sasiedztwie stale obecne byly bardzo niewielkie powierzchnie zbiorowisk
otwartych, w tym prawdopodobnie takze zbiorowisk o charakterze antropogenicz-
nym.
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10.4.4. Czwarty poziom palinologiczny (lata ok. 1860-2013 n.e.)

W wyréznionym etapie miata miejsce zdecydowana przebudowa drzewosta-
néw, wyrazona znacznym, do$¢ gwaltownym wzrostem udziatu $wierka, ktéry od
tej chwili, obok sosny, stal si¢ gatunkiem dominujagcym w tej okolicy (Ryc. 10.2).
Najprawdopodobniej, bylo to wynikiem gospodarki lesnej prowadzonej na tere-
nach Prus poczawszy od XVII do XVIII wieku, polegajacej na systematycznym
nasadzaniu $wierka na siedliskach gradowych (Zurkowski i in. 2004). Datowanie
metoda olowiowa momentu wzrostu krzywej pylkowej §wierka wskazuje, ze na
Pojezierzu Mragowskim tego typu gospodarke lesng rozpoczeto ok. 1860 roku.
Rozwdj nasadzonego swierka ograniczyl areal typowych sktadnikow gradéw, takich
jak: grab, lipa, wigz i leszczyna (spadek udzialéw procentowych pylku w typie:
Carpinus betulus, Tilia cordata, Ulmus i Corylus avellana) (Ryc. 10.2). Swierk mogt
tez rozprzestrzenia¢ si¢ w okolicznych zbiorowiskach w sposéb naturalny, ponie-
waz sprzyjaja temu warunki klimatyczne péinocno-wschodniej Polski, a wysoki
udzial swierka w drzewostanach wszystkich typow lasu jest cecha typowa dla tej
czeéci kraju (Srodon 1967, Uggla 1965). W taki sposéb $wierk mégt rozwingé sie
przede wszystkim w zbiorowiskach olséw, czgsciowo eliminujac z nich olsze (spa-
dek udzialéw pytku Alnus) (Ryc. 10.2). Niewykluczone, Ze proces ten zostal przy-
spieszony w wyniku obnizenia poziomu wody, spowodowanego pracami meliora-
cyjnymi, ktére w XIX-wiecznych Prusach prowadzono na masowa skale. Zareje-
strowany w diagramie pytkowym wzrost udziatu pytku roslin zielnych dokumentu-
je przerzedzenie drzewostandw i poszerzenie areatu zbiorowisk otwartych. Podwyz-
szone frekwencje wielu wskaznikéw antropogenicznych sugeruja, ze byly to przede
wszystkim zbiorowiska zwigzane z cztowiekiem (Ryc. 10.3). Stosunkowo wysokie
wartoéci procentowe pylku Cerealia typ oraz obecno$¢ pytku Secale cereale dowo-
dza istnienia upraw zbozowych, a wystepujacy w duzych ilosciach pytek Brassica-
ceae moze obrazowaé uprawy rzepaku (Ryc. 10.2). Licznie notowany pylek bylicy
i komosowatych dokumentuje rozwdj zbiorowisk ruderalnych. Ponadto, podwyz-
szone frekwencje pylku traw wskazuja na obecnos¢ gk i/lub pastwisk. Tworzenie
$rodlesnych przeswietlen i rozwoj zbiorowisk antropogenicznych wigzaly si¢ naj-
prawdopodobniej z utworzeniem w XIX i XX wieku licznych wsi i majatkéw ziem-
skich w sasiedztwie badanego stanowiska.
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Podziekowania

Badania zostaly dofinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (projekt badaw-
czy nr DEC-2011/01/B/HS3/04167) oraz dotacj¢ celowa na prowadzenie badan
naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzacych rozwo-
jowi mlodych naukowcédw oraz uczestnikéow studiow doktoranckich w roku 2015,
na Wydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu w Bialymstoku.
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Streszczenie

Znaczacy przeptyw gendw miedzy sympatrycznymi gatunkami brzéz (Betula L.) powoduje trudno-
$ci w opisie taksonomicznym, morfologicznym i filogenetycznym réznorodnych przedstawicieli
tego rodzaju. Hybrydy miedzygatunkowe brzéz moga posiada¢ morfologie posrednig lub taka,
jaka ma jeden z gatunkdw rodzicielskich. Mieszance pierwszego pokolenia miedzy gatunkami
roznigcymi sie ploidalnoscig charakteryzuja sie zazwyczaj posrednia liczba chromosomoéw, ale
hybrydy dalszych pokolen i organizmy powstate z krzyzéwek wstecznych czesto nie réznig sie
liczbg chromosomoéw od jednego z gatunkéw rodzicielskich. Na skutek introgresji chloroplasto-
wego DNA roznogatunkowe brzozy rosnace sympatrycznie sg do siebie bardziej podobne pod
wzgledem markeréw chloroplastowych niz osobniki tego samego gatunku pochodzace z populac;ji
allopatrycznych. Brak diagnostycznych markeréw molekularnych dla poszczegélnych gatunkéw
brzdz sprawia, ze zwiagzki pokrewienstwa w obrebie tego rodzaju sa ciagle niejasne. Hybrydyzacja
i introgresja u Betula powoduja, ze jednoznaczne zaklasyfikowanie osobnikéw w dalszym ciggu
wymaga zastosowania jednoczesnie analizy wybranych sekwencji DNA, pomiaréw morfometrycz-
nych i oszacowania wielkosci genomu.

Stowa kluczowe: cechy morfologiczne, filogeneza, introgresja, kariotyp

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie rodlin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 145-157 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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11.1. Wstep

Hybrydyzacja to proces polegajacy na kojarzeniu si¢ osobnikéw pochodzacych
z roznych genetycznie populacji, w wyniku ktérego moze powstaé¢ potomstwo mie-
szanicowe. Jezeli wktad gatunkéw rodzicielskich w powstanie genotypu hybrydowe-
go nie jest rownocenny, méwimy o hybrydyzacji introgresywnej (Rieseberg, Carney
1998). Hybrydyzacja jest nastepstwem wystepowania niepelnej bariery izolacji roz-
rodczej miedzy gatunkami sympatrycznymi lub parapatrycznymi. Brak catkowitej
bariery izolacji rozrodczej dotyczy najczesciej gatunkéw mtlodych ewolucyjnie,
ktére w srodowisku naturalnym moga wymienia¢ geny nawet przez kilka milionow
lat od czasu swego powstania (Mallet 2005).

Zjawisko hybrydyzacji ma bardzo duze znaczenie w procesie ewolucji. Hybry-
dyzacja moze bowiem doprowadzi¢ do powstania nowych gatunkéw, zwlaszcza gdy
mieszance s3 allopoliploidami. Allopoliploidy maja zwielokrotniona liczbe geno-
moéw dwdch réznych gatunkow, stad tez migdzy nimi a formami wyjsciowymi two-
rzy sie natychmiastowa, silna bariera reprodukcyjna (Soltis, Soltis 2009). Natomiast
niepelna izolacja reprodukcyjna miedzy mieszancami a gatunkami rodzicielskimi
moze prowadzi¢ do introgresji gendw neutralnych lub adaptacyjnych, co przyczy-
nia si¢ do zwigkszenia réznorodnosci genetycznej populacji lub pojawienia si¢
w populacji nowych korzystnych cech (Abbott i in. 2013). Genotypy zawierajace
korzystne allele pochodzace od innego gatunku moga mie¢ wiecksze dostosowanie
w poréwnaniu z czystymi osobnikami rodzicielskimi, co istotnie podnosi szans¢ na
przetrwanie gatunku (Donovan i in. 2010). Z drugiej jednak strony, hybrydyzacja
i introgresja moga powodowa¢ rozbijanie korzystnych uktadéow genéw dajacych
lokalne adaptacje, doprowadzi¢ do wymieszania si¢ unikalnych pul genowych po-
pulacji lub mlodych gatunkéw i zaniku ‘czystych’ populacji. Zjawisko to stanowi
szczegolne zagrozenie dla rzadkich gatunkow, ktére tworza niewielkie izolowane
populacje i czesciej krzyzuja si¢ z blisko spokrewnionymi gatunkami, poniewaz
w malo licznych populacjach szansa na znalezienie odpowiedniego partnera do
rozrodu jest duzo nizsza (Rhymer, Simberloft 1996).

Hybrydyzacja odgrywa bardzo wazna role u ok. 25% gatunkéw roélin (Mallet
2005), jednak czesto$¢ wystepowania mieszancow jest istotnie statystycznie zalezna
od pochodzenia filogenetycznego danej grupy, i dlatego poszczegdlne rzedy roslin
naczyniowych réznia si¢ pod wzgledem frekwencji hybrydéw (Whitney i in. 2010).
Do spontanicznej wymiany gendw dochodzi znacznie czgsciej u bylin o zaptodnie-
niu krzyzowym, ktére moga ponadto rozmnazac si¢ przez agamospermie¢ (rozmna-
zanie przez nasiona powstajace z niezaptodnionej komorki jajowej lub z innej ko-
morki woreczka zalagzkowego) lub w sposéb wegetatywny (Ellstrand i in. 1996).
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Zaréwno agamospermia, jak i rozmnazanie wegetatywne zapewniajg stabilnos¢
genotypu hybrydowego, ktéry powstal z dwdch, czgsto niekompatybilnych, geno-
moéw rodzicielskich. Analiza przeprowadzona wsrdd 282 rodzin roélin naczynio-
wych pochodzacych z Europy, Ameryki Pétnocnej i Australii wykazata, ze najwyz-
sza zdolnos¢ do hybrydyzaciji, liczona jako procent kojarzen zakonczonych powsta-
niem potomstwa mieszanicowego wsrod wszystkich potencjalnych krzyzéwek mie-
dzygatunkowych w danym rodzaju, wykazujg paprocie z rodziny Dennstaedtiaceae
(denstecjowate) oraz rosliny kwiatowe, miedzy innymi z rodzin: Phyllanthaceae
(lisciokwiatowe), Aspleniaceae (zanokcicowate), Blechnaceae (podrzeniowate),
Orchidaceae (storczykowate), Haloragaceae (wodnikowate), Salicaceae (wierzbo-
wate) i Betulaceae (brzozowate; Whitney i in. 2010; Barrington 2011).

Brzozy (Betula L.) s3 doskonalym przykladem na to, jak bardzo hybrydyzacja
moze utrudnia¢ definiowanie gatunkéw, a co za tym idzie, ich wzajemne powigza-
nia. Ze wzgledu na intensywny miedzygatunkowy przepltyw genéw do dzisiaj nie-
znana jest liczba gatunkow brzéz. Rézni autorzy podaja, ze do rodzaju Betula moze
naleze¢ od 30 do 120 gatunkow drzew i krzewdw obecnych na potkuli péinocnej
(Jarvinen i in. 2004; Koropachinskii 2013). W Europie rosng cztery gatunki brzoéz
o potwierdzonym statusie taksonomicznym, dwa krzewiaste: brzoza niska (Betula
humilis Schrk.) i karlowata (B. nana L.) oraz dwa drzewiaste: brzoza omszona
(B. pubescens Ehrh.) i brodawkowata (B. pendula Roth). Brzozy drzewiaste sg po-
wszechne na niemal calym kontynencie, natomiast gatunki krzewiaste maja ograni-
czony zasieg wystepowania (Hultén, Fries 1986). Betula nana wystepuje w pdtnoc-
nej czesci Europy oraz na izolowanych stanowiskach w Europie Zachodniej i Srod-
kowej. Betula humilis ro$nie w Europie Wschodniej i Srodkowej oraz w Alpach.
Ponadto, na kontynencie wyrdznia si¢ niekiedy: brzoze¢ ojcowska B. oycoviensis
Bess., brzoze karpacka B. carpatica Waldst. and Kit ex Willd. (Ralska-Jasiewiczowa
i in. 2004; Staszkiewicz 2014), brzoze ciemng B. obscura Kotula (Franiel 2009)
ibrzoze karelska B. pendula var. carelica (Mercklin) Hémet-Ahti (Ryyndnen,
Ryyninen 1986).

11.2. Rola hybrydyzacji w ksztattowaniu zmiennosci
morfologicznej brzoz

Z uwagi na duze podobienstwo morfologiczne dwdch najbardziej pospolitych

w Europie gatunkow brzéz drzewiastych: B. pubescens i B. pendula, zostaly one
opisane w 1753 roku przez Linneusza jako jeden gatunek — B. alba. Analizy cytolo-
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giczne wykazaly jednak, ze obydwa gatunki réznig si¢ poziomem ploidalnosci.
Betula pendula jest diploidem (2n=28), natomiast B. pubescens to allotetraploid
(2n=56), a wiec gatunek o podwojonej liczbie chromosoméw. Obydwa gatunki
zajmujg rézne nisze ekologiczne. Betula pendula rosnie zwykle w $rodowiskach
bardziej suchych i cieptych, z kolei B. pubescens wystepuje na stanowiskach o wigk-
szej wilgotnosci, jednak zasiegi wystepowania obu gatunkow w duzej mierze po-
krywaja si¢ ze sobg (Atkinson 1992). Szeroki zakres zmiennosci cech morfologicz-
nych B. pendula i B. pubescens sprawia, ze s3 one trudne do rozrdznienia w terenie.
Atkinson i Codling (1986) zaproponowali metode rozréznienia tych dwoch gatun-
kéw za pomocg dyskryminacyjnej funkeji Atkinsona (ang. Atkinson Discriminant
Function, ADF), bazujacej na cechach zwiazanych z ksztattem licia: liczbie zgbkow
na brzegu blaszki lisciowej, odleglosci od ogonka do pierwszego zabka u podstawy
liscia oraz szerokosci wierzchotka liscia. Dla B. pendula otrzymuje si¢ ADF<-2,
natomiast w przypadku B. pubescens ADF>-2 (Wang i in. 2014b). Zastosowanie tej
metody na bardzo duzej probie lisci pochodzacych od osobnikéw B. pendula oraz
B. pubescens w Wielkiej Brytanii pozwolilo przypisa¢ 97,5% préb do jednego
z dwoch gatunkoéw, co pokrywalo si¢ z wynikami genotypowania z wykorzystaniem
jadrowego mikrosatelitarnego DNA (Wang i in. 2014a). Nakrywanie si¢ cech mor-
fologicznych obydwu gatunkéw moze by¢ konsekwencja wymiany genéw miedzy
nimi lub wptywu czynnikéw srodowiskowych. Wang i in. (2014b) sugeruja jednak,
ze znaczenie hybrydyzacji w zréznicowaniu morfologicznym jest niewielkie, gdyz
szacuje si¢, ze hybrydy B. pendula i B. pubescens wystgpuja w naturze stosunkowo
rzadko i maja znacznie obnizong ptodnos¢ (Atkinson 1992).

Znacznie czgsciej spotykane s3 mieszance miedzy tetraploidalng B. pubescens
a diploidalng B. nana na obszarach, na ktérych ich zasiegi pokrywaja si¢. Polacze-
nie analiz morfologicznych i cytogenetycznych wykorzystano do zbadania zjawiska
hybrydyzacji migdzy brzoza omszong a brzoza karfowata na Islandii (Thérsson i in.
2001). W tym celu wybrano facznie 72 osobniki nalezgce do réznych grup kariolo-
gicznych: diploidy (2n=28), triploidy (2n=42) i tetraploidy (2n=>56). Dla kazdego
osobnika obliczono warto$¢ indeksu morfologicznego, bazujac na cechach réznig-
cych oba gatunki, takich jak: forma wzrostu, pokrdj, dlugos¢ ogonka lisciowego,
ksztalt licia, zabkowanie, ksztalt wierzchotka, podstawy i brzegu liScia. Kazda ce-
cha zostala wypunktowana jako 0, 1 lub 2, przy czym 0 przypisano cechom typo-
wym dla B. nana, natomiast wartoécia 2 oznaczono cechy charakterystyczne dla
B. pubescens (np. ksztalt liscia okragly — 0, odwrotnie jajowaty - 1, jajowaty — 2).
Wartosci indeksu morfologicznego dla poszczegélnych osobnikéw otrzymano po-
przez zsumowanie punktow dla poszczegdlnych cech. Najnizszg wartos¢ (0) repre-
zentowaly typowe osobniki B. nana, za$ najwyzsza (13) oznaczala brzozy o morfo-
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logii B. pubescens (Thérsson i in. 2001). Poréwnanie wartoéci indeksu morfolo-
gicznego i liczby chromosoméw wykazalo, zgodnie z oczekiwaniami, Ze wiekszos$¢
osobnikéw diploidalnych miata cechy B. nana (0-1), natomiast tetraploidy posiada-
ly cechy bardziej typowe dla B. pubescens (8-11). Zadna z badanych brzéz nie miata
jednak wszystkich cech B. pubescens (13; Thorsson i in. 2001). Wérdd analizowa-
nych brzéz zidentyfikowano osobniki tetraploidalne o posrednich cechach morfo-
logicznych (3-7), jak i osobniki diploidalne o morfologii posredniej lub nawet cha-
rakterystycznej dla B. pubescens (8-10). Osobniki triploidalne wykazywaly pelne
spektrum cech morfologicznych: od typowych dla B. nana (1), poprzez posrednie
(2-7) do charakterystycznych dla B. pubescens (8-9; Thérsson i in. 2001).

Innym przyktadem obrazujacym jak przeplyw genéw miedzy spokrewniony-
mi gatunkami brzéz wplywa na morfologie osobnikéw, jest znaleziony w zachod-
niej czesci Islandii triploidalny mieszaniec, ktdry faczyl w sobie cechy morfologicz-
ne brzozy omszonej i brzozy kartowatej (Anamthawat-Johnsson, Thorsson 2003).
Cechy tego osobnika typowe dla B. pubescens to m.in.: forma wzrostu i pokrdj, na-
tomiast cechy B. nana to: zaokraglona podstawa i okragly ksztalt blaszki lisciowej.
Zaobserwowano ponadto, ze liScie tego osobnika wybarwiajg si¢ jesienig na czer-
wono, co jest charakterystyczne dla brzozy karfowatej, w odréznieniu do brzozy
omszonej, ktorej liscie o tej porze roku sg jasnozolte. Naturalna hybrydyzacja mie-
dzy B. pubescens i B. nana jest zjawiskiem dos¢ powszechnym, aczkolwiek osobniki
triploidalne sg czesciej spotykane na granicy stanowisk zajmowanych przez brzozy,
co moze oznaczad, ze mieszance lepiej radza sobie na obszarach otwartych, niezaro-
$nietych przez gatunki rodzicielskie (Anamthawat-Jéhnsson, Thérsson 2003).

Thorsson i in. (2007) przeprowadzili badania cech morfologicznych B. pube-
scens i B. nana z wykorzystaniem indeksu morfologicznego oraz liniowej analizy
dyskryminacyjnej LDA (ang. Linear Discriminant Analysis). Model LDA mierzy
cechy ilosciowe, takie jak: powierzchnia liScia, dlugo$¢ ogonka lisciowego, dlugos¢
i szerokos¢ liscia, natomiast indeks morfologiczny bazuje na cechach jakosciowych.
Obydwie metody pozwolily rozrézni¢ trzy grupy osobnikéw o réznym stopniu
ploidalnosci, jednak model LDA okazatl si¢ bardziej doktadny w przypadku triploi-
dalnych hybrydéw (51% poprawnie zidentyfikowanych mieszancéw) niz indeks
morfologiczny (42%; Thorsson i in. 2007). Z powodu duzego zréznicowania mor-
fologicznego mieszancéw, analizy cech ilosciowych pozwolily rozpozna¢ tylko po-
towe triploidéw, jednak osobniki diploidalne B. nana i tetraploidalne B. pubescens
zostaly poprawnie zidentyfikowane z niemalze 100% doktadnoscig (Thdérsson i in.
2007).

Badania oparte na analizie cech morfologicznych lisci i organéw generatyw-
nych B. humilis przeprowadzono w Polsce (Staszkiewicz i in. 1993). U czeéci osob-
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nikéw niektore z analizowanych cech miaty wartoéci bardziej zblizone do B. nana
lub do brzéz drzewiastych: B. pendula i B. pubescens, a jedynie niewielka liczba
osobnikéw charakteryzowala si¢ wszystkimi cechami czystego gatunku B. humilis
(Staszkiewicz i in. 1993). Pomiary morfometryczne sugerowaly, ze w populacjach
B. humilis czgsto$¢ hybrydéw i form introgresywnych moze siega¢ nawet 45%. Au-
torzy przypuszczaja, ze zjawisko introgresji mogto ulec nasileniu na skutek osusza-
nia torfowisk i melioracji podmoklych 1gk, ktére stanowia naturalne siedliska brzo-
zy niskiej. W warunkach silniejszego nacisku selekcji, hybrydy brzéz maja przy-
puszczalnie wieksze szanse przezycia niz gatunki rodzicielskie (Thérsson i in.
2007).

11.3. Wptyw hybrydyzacji na interpretacje wynikow
analiz filogenetycznych brzéz

W analizach filogenetycznych stosuje si¢ rézne sekwencje DNA, ktére w od-
réznieniu od cech morfologicznych nie podlegaja modyfikujacym wptywom sro-
dowiska. W badaniach nad wzajemnymi powigzaniami filogenetycznymi brzéz
wykorzystywane byly nastepujace sekwencje DNA: geny jadrowe (Jarvinen i in. 2004;
Li i in. 2005; Nagamitsu i in. 2006; Isidorov i in. 2014), geny chloroplastowe (Jarvi-
nen i in. 2004), ITS (ang. internal transcribed spacers; Nagamitsu i in. 2006; von
Créutlein i in. 2011), mikrosatelitarne DNA (Nagamitsu i in. 2006), ISSR (ang.
inter-simple sequence repeats; Jiang i in. 2002), AFLP (ang. amplified fragment le-
ngth polymorphism; Schenk i in. 2008) i RAD tagi (ang. restriction-site associated
DNA fragments; Wang i in. 2013). Dla wielu grup roslin zaproponowano kroétkie
sekwencje DNA diagnostyczne dla poszczegdlnych gatunkéw, tzw. genetyczne ko-
dy paskowe (ang. barcoding). Naleza do nich m.in. rodzaje: bylica (Artemisia L.),
rzezucha (Cardamine L.), gwiazdnica (Stellaria L.), szczaw (Rumex L.) i zawilec
(Anemone L.; Saarela i in. 2013). Niestety, w przypadku brzéz popularne kody pa-
skowe DNA pokazujg brak zmienno$ci na poziomie miedzygatunkowym (von
Créutlein i in. 2011; Saarela i in. 2013), co nie pozwala rozstrzygna¢ watpliwosci
taksonomicznych. Na przyklad, do dzisiaj niewyjasnione zostalo pochodzenie hy-
brydowego gatunku B. pubescens. Za jeden z gatunkéw rodzicielskich brzozy
omszonej uznawana jest brzoza brodawkowata (Howland i in. 1995). Nie wiadomo
jednak, czy drugim gatunkiem rodzicielskim jest B. nana czy B. humilis (Jarvinen
iin. 2004). Jarvinen i in. (2004) stwierdzili bowiem u B. pubescens dwa allele jadro-
wego genu dehydrogenazy alkoholowej (ADH) rézniace si¢ diugoscia. W analizie
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filogenetycznej kroétszy allel grupuje si¢ z allelem B. humilis, a dtuzszy - z allelem
B. nana.

Kolejnym problemem w analizach filogenetycznych brzéz wynikajacym
z zachodzenia procesu hybrydyzacji jest to, ze drzewa filogenetyczne bazujace na
réznych fragmentach genomu pokazuja odmienne zwiazki pokrewienstwa pomie-
dzy poszczegdlnymi gatunkami (Schenk i in. 2008). Na przyklad, wykorzystanie
genu ADH w analizach 14 gatunkéw brzéz pozwolilo wyréznic trzy grupy (Jarvinen
i in. 2004). W kazdej z grup znalazly si¢ gatunki zasiedlajace rézne kontynenty,
przy czym euroazjatycki gatunek B. pubescens byt wlaczany do grupy pierwszej lub
trzeciej, w zaleznosci od tego, czy brany byt pod uwage allel krétki czy diugi genu
ADH. Z kolei, na podstawie sekwencji chloroplastowego genu maturazy (matK),
te same gatunki brzéz zostaly podzielone na dwie grupy. Do pierwszej weszly trzy
gatunki polnocnoamerykanskie: B. alleganiensis Britt., B. lenta L. i B. papyrifera
Marsh. (Jarvinen i in. 2004). Pozostale 11 gatunkéw pochodzacych z Europy, Azji
i Ameryki Poéinocnej utworzylo grupe druga. Najbardziej prawdopodobng przy-
czyng braku zgodnos$ci wzoréw zréznicowania sekwencji jadrowych i chloropla-
stowych jest hybrydyzacja introgresywna, ktéra moze prowadzi¢ do wiaczenia ge-
nomu chloroplastowego (cpDNA) lub mitochondrialnego (mtDNA) jednego ga-
tunku do puli genowej innego gatunku (ang. cytoplasmic capture), nawet przy nie-
wielkiej wymianie genow jadrowych (Rieseberg, Soltis 1991; Rieseberg i in. 1996).
W efekcie osobnik jest podobny pod wzgledem cpDNA i/lub mtDNA do jednego
gatunku rodzicielskiego, a pod wzgledem morfologii i genomu jadrowego - do
drugiego gatunku rodzicielskiego. Podejrzewa sie, ze introgresja cpDNA jest odpo-
wiedzialna za wigksze podobienstwo genetyczne réznogatunkowych brzéz wyste-
pujacych w populacjach sympatrycznych niz osobnikéw tego samego gatunku,
pochodzacych ze stanowisk allopatrycznych (Palme i in. 2004; Thorsson i in. 2010;
Jadwiszczak i in. 2012; Thompson i in. 2015).

Kolejng prébe ustalenia powigzan filogenetycznych miedzy brzozami podjeli
Schenk i in. (2008), ktérzy w swoich analizach wykorzystali 23 gatunki i kilkanascie
hybrydéw miedzygatunkowych. W drzewie filogenetycznym, narysowanym w opar-
ciu o wysoce zmienne markery AFLP, cztery europejskie gatunki brzéz zostaty za-
klasyfikowane do tej samej grupy - IV. Betula, chociaz w morfologicznej klasyfika-
cji de Jonga (1993) B. humilis i B. nana naleza do sekcji Chamaebetula, a B. pendula
i B. pubescens do sekcji Betula. Niejasne pokrewienstwo pomiedzy grupami brzéz
wydzielonymi na podstawie markeréw AFLP oraz niskie wartoéci poparcia staty-
stycznego dla poszczegdlnych galezi drzewa wynikajg najprawdopodobniej z zaniku
réznic gatunkowych, co jest konsekwencja zachodzenia hybrydyzacji introgresyw-
nej (Schenk i in. 2008).
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Odmienny tok rozumowania przyjeli Jiang i in. (2002), ktérzy przeprowadzili
analiz¢ markeréow ISSR u o$miu gatunkéw brzéz z Europy i Azji. Wedlug tych au-
toréw, gatunki zaklasyfikowane przez de Jonga (1993) do jednej sekcji morfolo-
gicznej sg bardziej do siebie podobne genetycznie niz gatunki nalezace do réznych
sekcji, co utatwia zachodzenie hybrydyzacji w obrebie jednej sekcji.

Schenk i in. (2008) sugerowali, Ze problemy w ustalaniu pokrewienstwa brzéz
moga by¢ spowodowane nie tylko miedzygatunkowa wymiang gendw, ale takze
zajéciem wielu przypadkow specjacji w krétkim czasie, co niekiedy skutkuje poja-
wieniem si¢ mutacji konwergentnych (sg to podobne mutacje wystepujace w dwoch
niezaleznych liniach rodowych; cechy homoplastyczne) lub niekompletng segrega-
cja alleli (ang. incomplete lineage sorting). Brak kompletnej segregacji alleli polega
na tym, ze dwie populacje potomne, pochodzace od tej samej populacji ancestral-
nej, posiadajg rozne allele. Jednak wyniki badan jadrowego mikrosatelitarnego
DNA przeprowadzone w Wielkiej Brytanii w populacjach brzozy omszonej i brzozy
karlowatej nie potwierdzaja tych ostatnich hipotez. Wedtug Wanga i in. (2014a),
zaréwno roznice w procentowym udziale obcych alleli u obu gatunkéw brzoéz, jak
i wzrost frekwencji wspélnych alleli z potudnia na pétnoc, czyli w kierunku zasigegu
B. nana, $wiadcza o introgresji.

11.4. Wptyw hybrydyzacji na kariotyp i genotyp brzédz

Niektore sympatrycznie rosngce gatunki brzéz réznia sie liczba chromoso-
mow, np. B. pendula jest diploidem o 2n=28, a B. pubescens tetraploidem o 2n=>56.
Brzoza omszona, preferujgca wilgotne gleby bagienne i torfiaste, moze réwniez
wspotwystepowaé z diploidalnymi brzozami krzewiastymi: B. humilis (2n=28)
i B. nana (2n=28). Wydawaloby sie zatem, ze analiza liczby chromosoméw w popu-
lacjach brzéz moze poméc w oszacowaniu frekwencji hybrydéw, gdyz potencjalne
mieszance z pokolenia F1 powinny by¢ triploidami o 2n=42. Takie hybrydy stwier-
dzono na Islandii (Thoérsson i in. 2001, 2007; Anamthawat-Jénsson, Thérsson
2003), gdzie sympatryczne populacje tworza brzoza omszona i brzoza karlowata.
Jednak nie wszystkie hybrydy w populacjach islandzkich byly triploidami. Czes¢
osobnikéw mieszancowych okazala si¢ diploidalna (Anamthawat-Jénsson, Témas-
son 1990; Anamthawat-Jénsson, Thérsson 2003; Thérsson i in. 2007). Przypusz-
czalnie takie diploidy s3 dalszym niz F1 pokoleniem mieszancéw albo pochodza
z krzyzéwek wstecznych (Anamthawat-Jonsson, Témasson 1990). W naturalnych
populacjach B. pubescens i B. nana na Islandii czgsto$¢ triploidalnych hybrydéw
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wynosila ok. 10% (Thérsson i in. 2001; 2007). Z kolei, w eksperymencie polegaja-
cym na zapladnianiu kwiatéw zenskich brzozy kartowatej pytkiem pochodzacym
od brzozy omszonej otrzymano ok. 70% potomstwa triploidalnego (Anamthawat-
Jénsson, Témasson 1999). Konsekwencja posiadania triploidalnego genomu jest
bardzo czgsto obnizona plodno$¢ lub nawet sterylnos¢ osobnikéw, wynikajace
z nieprawidlowos$ci w koniugacji i segregacji chromosomoéw. Jednak badania prze-
prowadzone na Islandii sugeruja, ze triploidy miedzy brzoza karfowata a omszong
wytwarzajg niewielkg ilo$¢ zdolnych do zaptodnienia gamet o 14 lub 28 chromo-
somach (Anamthawat-Jénsson, Thérsson 2003).

Krzyzéwki miedzy B. pendula i B. pubescens daja potomstwo o 2n=28, 32, 42
lub 56 chromosomach w kariotypie (Atkinson 1992; Howland i in. 1995). Dane
kariotypowe pochodzace z polskich populacji brzozy niskiej réwniez moga wska-
zywac na zachodzenie kojarzen miedzygatunkowych, gdyz od 19 do 60% osobni-
kéw byto aneuploidami o: 2n=26-27 lub 2n=29-31 (Jadwiszczak i in. 2011). Analiza
chromosomowa przeprowadzona w sympatrycznych populacjach B. humilis i B. pube-
scens w Niemczech wykazala, Ze wszystkie potencjalne hybrydy mialy kariotyp ty-
powy dla jednego z gatunkéw rodzicielskich (Natho 1959). Powyzsze przyklady
pokazuja, ze pomimo wyraznych réznic w liczbie chromosoméw pomiedzy niekto-
rymi gatunkami Betula, nie zawsze jest mozliwe wskazanie osobnikéw hybrydo-
wych. Wynika to z faktu, ze chromosomy brzéz sa niezmiernie male ($rednio
<lpm, czyli mniej niz 1/10 $redniej diugosci chromosomu pszenicy), co powoduje
ogromne trudnosci w ich liczeniu (Anamthawat-Jénsson 2003). Do dzisiaj brakuje
danych na temat zmiennos$ci chromosomowej w naturalnych populacjach Betula.
Przyczyng tego stanu jest brak szczegélowych opiséw kariotypdw brzéz. O karioty-
pie B. pendula wiadomo tylko tyle, ze tworza go chromosomy metacentryczne
i submetacentryczne (Taper, Grant 1973).

Poczatkowe badania chromosomowe w populacjach brzdz sugerowaly, ze prze-
plyw genow jest jednokierunkowy: od gatunku o nizszej ploidalnosci do gatunku
o wyzszej ploidalnosci. Poréwnanie zmiennosci morfologicznej, kariotypowej
i mapowanie gendéw rybosomalnych (rDNA) w islandzkich populacjach brzéz po-
zwolito wyciagna¢ wniosek o dwukierunkowym przeptywie genéw, w ktorym tri-
ploidalne hybrydy odgrywaja bardzo istotng rol¢ (Anamthawat-Jonsson, Thoérsson
2003). Triploidalne mieszance z Islandii posiadaly geny rDNA 16S-28S pochodzace
od obu gatunkéw rodzicielskich, co dowodzi, ze powstaly jako pokolenie F1 -
w wyniku kojarzenia czystych form rodzicielskich. Ciagla w czasie i przestrzeni
mozliwo$¢ wymiany gendéw miedzy B. nana i B. pubescens potwierdzita ocena wiel-
kosci genomdw u czystych gatunkéw oraz ich triploidalnych hybrydéw. Genom
triploida okazat si¢ posredni (666 mln par zasad) w stosunku do genomoéw diploi-
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dalnego (448 mln pz) i tetraploidalnego (882 mln pz; Anamthawat-Jonsson i in.
2010). Posrednia wielko$¢ genomu triploidéw oznacza, ze nie ulegl on jeszcze zmo-
dyfikowaniu, a wigc powstal bardzo niedawno.

Wydawaloby sie, ze wszelkie watpliwosci zwigzane z hybrydyzacja i introgre-
sja u brzoz rozwieje sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next-generation sequ-
encing, NGS), zwane inaczej wielkoskalowym, pozwalajace otrzymac sekwencje
ogromne;j liczby fragmentéw DNA u badanych osobnikéw. W wyniku sekwencjo-
nowania wielkoskalowego uzyskano $rednio ponad 71 tysiecy RAD tag (krotkie
odcinki DNA przylegte do miejsca restrykcyjnego) loci u dwéch osobnikéw B. nana,
siedmiu B. pubescens, jednego B. pendula i pieciu hybrydéw miedzygatunkowych
(Wang i in. 2013). Sposréd analizowanych RAD tagéw, cztery wykazaly brak
zmienno$ci u dwdch brzoéz kartowatych, co moze sugerowac, ze loci te sg diagno-
styczne dla tego gatunku. Jednak wynik ten wymaga potwierdzenia na wickszej
probie osobnikow, gdyz moze si¢ okaza¢, ze genotypy innych osobnikéw B. nana sa
heterozygotyczne w potencjalnych loci markerowych lub takie same allele wystepu-
ja jednak u gatunkdéw blisko spokrewnionych. Generalnie, analiza NGS potwierdzi-
fa, ze sekwencje DNA brzozy omszonej i karlowatej nie réznig si¢ istotnie (Wang
iin. 2013). Stad tez, dopoki sekwencjonowanie wielkoskalowe nie stanie sie stan-
dardem w badaniach populacyjnych, jednoznaczne okreslenie przynaleznosci ga-
tunkowej osobnikéw Betula wymaga zastosowania jednoczesnie analizy wybranych
markeréw molekularnych, pomiaréw morfometrycznych i oszacowania wielkosci
genomu (Wang i in. 2014b).
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Streszczenie

W pracy zbadano stan symbiozy ektomykoryzowej dojrzatych osobnikéw topoli czarnej Populus
nigra 'Italica’, rosnacych w zréznicowanych warunkach siedliskowych: na stanowiskach wiejskich
Srédpolnych i przydroznych oraz stanowiskach miejskich o ré6znym stopniu oddziatywania ruchu
ulicznego. Badania zbiorowisk ektomykoryzowych symbiontéw topoli przeprowadzono metodami
morfologiczno-anatomicznymi przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego (morfotypowanie).
Na pieciu badanych stanowiskach topoli wyrézniono tacznie 16 morfotypéw ektomykoryz. Stwier-
dzono istotny wptyw siedliska na proporcje miedzy liczbg zywych i martwych ektomykoryz, a takze
na zréznicowanie zbiorowisk ektomykoryzowych symbiontéw P. nigra ‘Italica’.

Stowa kluczowe: ekosystem miejski, ekosystem rolniczy, stresowe czynniki glebowe, mykoryza,
morfotypy

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybow. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 159-172 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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12.1. Wstep

Mykoryzy sa to mutualistyczne zwigzki symbiotyczne, wystepujace miedzy
wyspecjalizowanymi grzybami przystosowanymi do Zycia w glebie i w roélinie
a korzeniem (lub innym organem kontaktujacym si¢ z podlozem) zywej rosliny.
Bliski kontakt komérek partneréw mykoryzowych umozliwia obustronng wymiang
substancji odzywczych miedzy roéling (fytobiontem) i grzybem mykoryzowym
(mykobiontem). Mykoryzy s3 niezbedne dla jednego lub obu partneréw symbio-
tycznych (Brundrett 2004).

Badania paleontologiczne oraz molekularne dowodza, Ze symbioza mykory-
zowa rozwinela sie wraz pojawieniem si¢ na Ziemi pierwszych roslin ladowych.
Poczatkowo (ok. 450-500 mln lat temu) — w postaci mykoryzy arbuskularnej, poz-
niej (ok. 200 mln lat temu), wraz ze wzrostem zawartos$ci materii organicznej,
w glebach pierwotnych rozwinela sie ektomykoryza (Cairney 2000). Ponad 90%
gatunkéw roélin ladowych zyje w symbiozie z grzybami mykoryzowymi. Grzyby te
s3 niezbedne dla prawidlowego rozwoju roslin, poniewaz zwiekszaja ich odpornos¢
na patogeny glebowe, czynniki abiotyczne, a takze poprawiajg dostepnos¢ wody
i zwigzkéw mineralnych (gléwnie fosforu i/lub azotu) roélinie — gospodarzowi.
W zamian, grzyby mykoryzowe otrzymuja od roéliny organiczne zwigzki wegla
(Smith, Read 2008). Grzyby mykoryzowe sg szczegélnie wazne i niezbedne dla ro-
$lin zasiedlajacych gleby ubogie w dostepne pierwiastki odzywcze, tereny zdegra-
dowane, zanieczyszczone przez przemyst, transport i rolnictwo.

W zaleznosci od sposobu penetracji korzeni przez grzybnie oraz wymiany
metabolitdéw pomigdzy symbiontami, wyrdzniono kilka kategorii mykoryzy, z kté-
rych najpowszechniejsze w $rodowisku naturalnym to: mykoryza arbuskularna
(AM), ektomykoryza (ECM), mykoryza roslin wrzosowatych (ERM) i mykoryza
storczykow. Poza wymienionymi kategoriami opisano wiele typéw mykoryz specy-
ticznych dla niewielkich grup roélin (Smith, Read 2008). W przypadku AM, grzyb
mykoryzowy (gatunki z gromady Glomeromycota) wnika do przestrzeni miedzy-
komorkowych epidermy i kory pierwotnej oraz do wnetrza komorek korzeni drob-
nych rosliny-gospodarza, tworzac charakterystyczne struktury (grzybnia intrama-
trykalna, zwoje grzybniowe, wezikule i arbuskule) oraz rozprzestrzenia si¢ w podto-
zu, tworzac struktury pozakorzeniowe (grzybnia ekstramatrykalna i zarodniki).
Ektomykoryzy rozwijaja si¢ na najdrobniejszych korzeniach zywiacych, charaktery-
zujacych sie budowa pierwotng i $rednicg najczesciej nieprzekraczajaca 2 mm.
Odznaczajg sie swoista morfogeneza, zréznicowang w zaleznosci od roélinnego
gospodarza i grzybowego partnera. Strzepki grzyba otaczajag korzen roéliny-
gospodarza tworzac opil$n, czyli mufke. Struktura mufki grzybniowej zalezy od
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symbionta grzybowego i najczesciej jest specyficzna dla rodzaju lub gatunku (Age-
rer 1987-2002). Strzgpki grzybniowe mykobionta wnikaja do wnetrza korzenia,
penetruja przestwory miedzykomoérkowe epidermy i kory pierwotnej rosliny-
gospodarza, tworzac tzw. sie¢ Hartiga, natomiast nie kolonizuja wnetrza komorek.
Od powierzchni mufki w glab podloza odchodza strzepki tworzace sie¢ grzybni
ekstramatrykalnej. Grzyby ektomykoryzowe s3 szeroko rozpowszechnione w §ro-
dowisku naturalnym, aczkolwiek nawigzujg symbioze tylko z 3% gatunkow roslin
naczyniowych, gléwnie z drzewami lesnymi strefy borealnej i umiarkowanej, nale-
zacymi do rodzin: Betulaceae, Fagaceae, Pinaceae, Salicaceae oraz laséw tropikal-
nych - Dipterocarpaceae (Read 1993; Smith, Read 2008). Pod wzgledem systema-
tycznym, grzyby ektomykoryzowe naleza gléwnie do klasy Basidiomycetes: Agari-
cales, Thelephorales, Russulales, Cantharellales oraz Ascomycetes: Pezizales, Helo-
tiales, ktore sa jednak mniej liczne i stabiej poznane.

Topole maja zdolno$¢ tworzenia dwdch typéw mykoryzy: ECM i AM. Mecha-
nizmy warunkujace stan mykoryzowy topoli s3 stabo poznane, a wyniki badan réz-
nych autoréw - niejednoznaczne; jednak szereg autoréw wskazuje na genotyp to-
poli jako jeden z czynnikéw istotnie wplywajacych na pionowe rozmieszczenie
korzeni (Barker i in. 2002; Karlinski i in. 2010) oraz udziat grzybéw mykoryzowych
w kolonizacji korzeni (Khasa i in. 2002; Gehring i in. 2006; Karlinski i in. 2010).

Badania prezentowane w pracy byly prowadzone na jednolitym genetycznie
materiale roslinnym, jakim jest odmiana hodowlana topoli czarnej Populus nigra
‘Ttalica’, nazywana tez topola wloska (ang. Lombardy poplar). P. nigra ‘Italica’ po-
wstala prawdopodobnie na przetomie XVII i XVIII wieku w Lombardii we Wto-
szech, w wyniku spontanicznej mutacji (Bialobok 1973). Z uwagi na wyjatkowe
walory estetyczne (waski, kolumnowy pokroj), rozmnozona wegetatywnie przez
czlowieka, stanowi jednorodny klon meski, a osobniki klonalne rozpowszechnity
sie w Europie przez Francje i Niemcy. Najprawdopodobniej w drugiej polowie
XVIII wieku P. nigra ‘Italica’ dotarla do Polski. Drzewa zenskie o pokroju topoli
wloskiej, rzadziej spotykane na naszych terenach, s3 mutantami albo mieszanicami
topoli wloskiej z topola czarng (Seneta, Dolatowski 2000). Topola wloska jest sa-
dzona w réznych ekosystemach, takze w silnie odksztalconych antropogenicznie
siedliskach miejskich, poprzemystowych i wzdtuz ruchliwych arterii komunikacyj-
nych. Obserwuje si¢ zamieranie tego popularnego drzewa ozdobnego, szczegdlnie
w miastach, zaréwno w Polsce (obserwacje wlasne), jak i innych krajach (Cousins
iin. 2003). Zjawisko zamierania tych drzew moze mie¢ zwigzek ze stanem symbio-
zy mykoryzowej.

Celem pracy byla ocena wplywu warunkéw srodowiska na zZywotnos¢ i zroz-
nicowanie zbiorowisk ektomykoryz topoli czarnej P. nigra ‘Italica’ oraz wskazanie
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dominujacych symbiontéw. Grzyby ECM, zdolne do zycia w warunkach streso-
wych, moga by¢ wykorzystane w programach zasiedlania topolg wloska réznych
srodowisk, szczegélnie tych poddanych antropopresji.

12.2. Teren badan

Badania prowadzono na pieciu stanowiskach dorostych drzew topoli wloskiej
(P. nigra ‘Ttalica’) w Polsce, reprezentujacych zréznicowane warunki srodowiskowe.
Dwa miejsca badawcze (1 - Prusinowo 52°12°N, 17°08’E i 2 — Boréwiec 52°17'N,
17°02’E) reprezentuja tereny wiejskie, zlokalizowane w gminie Kdérnik (woj. wiel-
kopolskie). Topole na stanowisku pierwszym rosna wzdluz drogi przy gruntach
ornych, a na stanowisku drugim - rosng w pasie pomigdzy polami a ogrodami.
Nie s3 wyeksponowane na bezposredni wplyw zanieczyszczen powietrza, pozostaja
jedynie pod wpltywem dzialalnosci rolniczej. Dwa kolejne miejsca badawcze (nr 3
inr 4), zlokalizowane na terenie Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu Kazimierza
Wielkiego (UKW) w Bydgoszczy (53°07 N, 18°00°E), sa pod wplywem umiarko-
wanego ruchu ulicznego. Stanowisko nr 5 réwniez znajduje si¢ w centrum Byd-
goszczy na terenie UKW, w bezposrednim sgsiedztwie al. Powstancow Wielkopol-
skich - ulicy o duzym natezeniu ruchu. Na uwage zastuguje fakt, ze stanowiska
badawcze réznily sie pod wzgledem struktury podloza glebowego: na stanowisku
nr 1 systemy korzeniowe topoli w polowie znajduja si¢ w obrebie pola uprawnego,
gdzie byly prowadzone prace agrotechniczne, na stanowiskach nr 3 i 4 systemy
korzeniowe drzew s3 rozprzestrzenione w glebie Ogrodu Botanicznego, gdzie po-
wierzchnia gleby jest wolna, nieutwardzona i nienarazona na ubijanie. Na stanowi-
sku nr 2 gleba jest gliniasta, zbita, trudno przepuszczalna dla wody, a na stanowisku
nr 5 podioze jest kamieniste i rowniez zbite. Z kazdego stanowiska wyselekcjono-
wano po dwa doroste (70-80-letnie) drzewa P. nigra ‘Italica’. Wyjatek stanowi sta-
nowisko nr 3, gdzie rosnie pojedyncza topola wloska. Przynalezno$¢ wybranych
drzew do klonu P. nigra ‘Italica’ potwierdzity analizy molekularne przeprowadzone
w Plant Research International, Wageningen UR Plant Breeding w Holandii.
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12.3. Materialy i metody

12.3.1. Pobieranie préb glebowo-korzeniowych

Proby glebowo-korzeniowe pobierano wiosng i jesieniag w 2008 i 2009 roku,
kopiac przy uzyciu lopaty na glebokos$¢ 20 cm (powierzchnia préby 15x15 cm).
Pobrano po 5 losowych prob spod kazdego drzewa, w odleglosci okolo 1,5 m od
podstawy pnia topoli. Do czasu analizy, proby byly przechowywane w foliowych
woreczkach w temperaturze -10°C.

12.3.2.  Analiza chemiczna gleby

Préby glebowe wysuszone i przesiane przez sito (@ oczek = 2 mm) poddano
analizie na zawarto$¢ przyswajalnych form makro- i mikroskladnikéw (Cog, N, P,
K, Ca, Mg, S-SO,, Cl, Na, Pb), a takze kwasowos¢ i przewodnos¢ elektryczna gleb
w certyfikowanym laboratorium w Katedrze Nawozenia Uniwersytetu Przyrodni-
czego w Poznaniu.

12.3.3. Badania ilosciowe i jakosciowe ektomykoryz

Reprezentatywne proby korzeni drobnych (100 odcinkéw o dlugosci ok. 1 cm
kazdy) obserwowano pod mikroskopem stereoskopowym (Carl Zeiss Stemi 2000-
C), przy powiekszeniu 6,5-50x z o$wietleniem $wiattowodowym. Zywotno$¢ ekto-
mykoryz oceniono na podstawie kryteriéw wizualnych (Vogt, Persson 1991). Mor-
fotypy wyrdzniono na podstawie cech morfologicznych ektomykoryz, takich jak:
ksztalt i wielko$¢ ektomykoryzy, kolor i struktura powierzchni mufki grzybniowej,
cechy morfologiczne i anatomiczne strzgpek grzybni ekstramatrykalnej, obecnosé
sznuréw grzybniowych (Agerer 1987-2002; Ingleby i in. 1990). Obliczono procen-
towy udzial morfotypu jako stosunek liczby zywych wierzchotkéw ECM, reprezen-
tujacych dany morfotyp — do catkowitej liczby zywych ektomykoryz. Zakladajac,
ze jeden morfotyp oznacza jeden gatunek, obliczono wskaznik ogdlnej réznorod-
nosci gatunkowej (Shannon, Weaver 1949).

12.3.4. Analizy statystyczne

W celu opracowania statystycznego otrzymanych wynikéw badan, stosowano
analiz¢ wariancji ANOVA oraz test Tukeya (rozsadnej istotnej réznicy). Do analiz
statystycznych dane procentowe standaryzowano. Standaryzacje i analizy staty-
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styczne wykonano przy pomocy programu komputerowego STATISTICA ([Stat-
Soft, Inc. (2011)] data analysis software system, wersja 10, www.statsoft.com.

12.4.  Wyniki

12.41. Analiza whasciwosci chemicznych gleb

Analiza wariancji ANOVA wykazala istotne statystycznie réznice pomiedzy
stanowiskami badawczymi pod wzgledem zawartosci wybranych makro- i mikro-
pierwiastkéw, pH oraz przewodnosci elektrycznej (Tab. 12.1). Czynnikami najbar-
dziej réznicujacym stanowiska badawcze byta zawarto$¢ otowiu, stosunek wegla do
azotu i stezenie chlorkow.

Tabela 12.1. Charakterystyka gleb stanowisk badawczych

Stanowiska

Prusinowo Boréwiec Bydgoszcz Bydgoszcz Bydgoszcz
Cecha (h) @) 3) 4 (5)
Cog [%] 0,10 0,45 2,10 0,45 0,90
Nog [%] 0,10° 0,16° 0,36° 0,274 0,23¢
C/N 1,06* 2,81°¢ 5,83¢ 1,67° 3,91¢
P [mg 100g™] 5,404 1,40° 2,90 2,80 11,60¢
K [mg 100g™] 14,80° 18,70 34,25 27,90 61,55
Ca [mg 100g™] 30,95* 37,75 371,45¢ 393,40° 196,25
Mg [mg 100g™] 6,75° 7,65* 26,75° 32,30° 40,20°
S-SO4 [mg 100g™] | 0,35 1,00* 3,20° 2,10 3,50°
Cl [mg 100g™] 2,554 4,30° 1,30 1,10° 2,20°
Na [mg 100g™] 1,90 1,80° 1,30° 2,30° 3,00°
Pb [mg kg'] 4,34* 7,03% 13,66° 14,40° 20,641
pH [H:0] 6,80° 6,60° 7,43° 7,54° 7,57°
EC [mS/cm] 0,10* 0,11* 0,31° 0,28° 0,39

Objasnienia: 1 — Prusinowo, 2 — Boréwiec, 3 — Bydgoszcz (Ogréd Botaniczny UKW 1), 4 — Bydgoszcz
(Ogréd Botaniczny UKW 1I), 5 — Bydgoszcz (Al. Powstancow Wielkopolskich). Wyniki sg wartosciami
Srednimi (n=10). R6znymi literami oznaczono statystycznie istotne roéznice w wartosciach parametréw
glebowych pomiedzy stanowiskami badawczymi (test Tukeya, p<0,05).

Zrédto: badania whasne.
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12.4.2. Badania ilosciowe i jakosciowe ektomykoryz

12.4.2.1. Procentowy udziat zywych ektomykoryz

Analiza wariancji ANOVA wykazala istotne statystycznie réznice pomiedzy
stanowiskami pod wzgledem procentowego udzialu zywych i martwych ektomyko-
ryz (Ryc. 12.1). Najmniej zywych ektomykoryz (24%) stwierdzono na stanowisku 2
(Boréwiec). Istotnie najwigkszy udzial zywych ektomykoryz zaobserwowano
w Prusinowie oraz na terenie Ogrodu Botanicznego (Bydgoszcz), odpowiednio:
75% 1 71%. Wsrdd drzew rosnacych na terenie miejskim, stwierdzono tendencje do
obnizania si¢ procentowego udziatu zywych ektomykoryz wraz ze wzrostem presji
antropogenicznej, jaka stanowi natezenie ruchu komunikacyjnego.

%
a
o

d a c d b

1 2 3 4 5

O 2zywe H martwe ‘

Rycina 12.1. Stosunek liczby zywych do martwych ektomykoryz w prébach korzeni drobnych
dorostych drzew topoli Populus nigra Ttalica’ (wyrazony w procentach) na poszczegélnych stano-
wiskach badawczych

Objasnienia: 1 — Prusinowo, 2 — Bordéwiec, 3 — Bydgoszcz (Ogréd Botaniczny UKW 1), 4 — Bydgoszcz
(Ogréd Botaniczny UKW 1I), 5 — Bydgoszcz (Al. Powstancow Wielkopolskich). Dane sg wartosciami $red-
nimi z dwéch lat badawczych (2008 i 2009). Réznymi literami oznaczono statystycznie istotne réznice
pomiedzy stanowiskami badawczymi (test Tukeya, p<0,05).

Zrédto: badania whasne.

12.4.2.2. R6znorodnosc zbiorowisk ektomykoryzowych

Na podstawie przeprowadzonych badan, wyrdzniono tacznie 16 morfotypoéw
ECM P. nigra ‘Ttalica’, od 6 do 13 morfotypéw na stanowisku (Tab. 12.2). Szczegé-
fowa analiza cech morfologiczno-anatomicznych wierzchotkéw ECM pozwolita
okresli¢ przynaleznos¢ niektérych symbiontow ECM topoli do okreslonego rodza-
ju. Sze$¢ morfotypoéw zaobserwowano na stanowisku wiejskim w Boréwcu, z jed-
nym dominujacym morfotypem MF16, ktorego udzial w puli zywych mykoryz byt
réowny 67%.
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Tabela 12.2. Procentowy udziat morfotypéw ektomykoryz dorostych drzew Populus nigra 'Ttalica’
w 0golnej liczbie ektomykoryz na poszczegdinych stanowiskach badawczych

Stanowisko
Morfotyp

Prusinowo (1) Bordwiec (2) Bydgoszcz (3) Bydgoszcz (4) Bydgoszcz (5)
MF1 22,80 25,80 35,30 21,60 1,08
MEF2 9,80 0,83 4,07 4,93 1,89
MEF3 14,73 2,08 6,10 1,55 6,76
MF4 - - 39,30 56,30 87,30
MF5 5,40 - 1,02 1,70 0,81
MF6 27,97 - 8,81 3,94 0,27
MEF7 0,90 - - - -
MF8 3,00 - 0,68 1,27 0,54
MF9 1,00 0,83 2,03 0,85 -
MF10 - - - 0,56 -
MF11 2,00 - - - -
MF12 11,00 - - - -
MF13 0,50 - 0,34 1,97 -
MF14 0,40 - - 0,28 -
MF15 - 3,33 1,70 1,83 1,35
MF16 0,50 67,10 0,68 3,23 -

Objasnienia: 1 — Prusinowo, 2 — Bordéwiec, 3 — Bydgoszcz (Ogréd Botaniczny UKW 1), 4 — Bydgoszcz
(Ogroéd Botaniczny UKW 1I), 5 — Bydgoszcz (Al. Powstancow Wielkopolskich). Dane sg wartosciami sred-
nimi wynikéw uzyskanych w sezonach 2008 i 2009 roku.

Zrédto: badania wiasne.

Najwigksze bogactwo morfotypow stwierdzono natomiast w Ogrodzie Bota-
nicznym UKW (Bydgoszcz 4) i w Prusinowie (odpowiednio: 13 i 12 morfotypow).
Tylko trzy morfotypy wystapily we wszystkich badanych miejscach (chociaz ich
udzial procentowy byl zréznicowany): MF1 - podobny do Hebeloma: 1-35%, MF2
- podobny do Thelephora: 1-10%, MF3 — podobny do Paxillus: 1-16%. Topole na
poszczegolnych stanowiskach badawczych posiadaly tez specyficzne morfotypy.
Na stanowisku nr 1 (Prusinowo) wystepowal morfotyp MF7 reprezentowany przez
1% ektomykoryz, morfotyp MF11 - 2% ektomykoryz i morfotyp MF12 - 11% ek-
tomykoryz. Zbiorowisko ektomykoryz drzew rosnacych w Prusinowie charaktery-
zowalo sie rowniez istotnie najwyzszym udzialem procentowym morfotypu MF3
w stosunku do pozostalych stanowisk. Morfotypem charakterystycznym dla topoli
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rosnacych na stanowiskach w Bydgoszczy okazal si¢ MF4 (podobny do Tuber),
ktérego udzial wahal sie od 40% do 87%, w zaleznosci od stanowiska. Morfotyp
MF10 wystapit wylacznie na stanowisku nr 4 w Bydgoszczy, chociaz jego udzial
w puli mykoryz byl niski (0,56%). Generalnie, na wszystkich stanowiskach badaw-
czych dominowalo od jednego do trzech morfotypdow.

Badania ukazuja, ze najwyzsza réznorodnoscia biologiczna, okreslong na pod-
stawie wspdlczynnika réznorodnosci gatunkowej Shannona (Ryc. 12.2), charakte-
ryzowalo si¢ zbiorowisko ektomykoryz topoli rosnagcych na stanowisku w Prusino-
wie i byla ona 4-krotnie wigksza od tej zaobserwowanej w Bydgoszczy wzdtuz ulicy
o wysokim natezeniu ruchu (stanowisko nr 5). Najbardziej podobnymi do siebie,
pod wzgledem warto$ci wskaznika Shannona, byly dwa stanowiska bydgoskie (nr 3
i nr 4 w Arboretum UKW) oraz stanowiska nr 2 i nr 5.

2,5 7

2,

1,5

1,

0,5

0
1 2 3 4 5

Rycina 12.2. Wskaznik ogdinej réznorodnosci biologicznej ektomykoryz (indeks Shannona) dla
poszczegolnych stanowisk badawczych

Objasnienia: 1 — Prusinowo, 2 — Boréwiec, 3 — Bydgoszcz (Ogréd Botaniczny UKW 1), 4 — Bydgoszcz
(Ogréd Botaniczny UKW 1I), 5 — Bydgoszcz (Al. Powstancow Wielkopolskich).

12.5. Dyskusja

Wiyniki obecnej pracy wykazaly istotny wplyw siedliska na bogactwo i zrézni-
cowanie zbiorowisk ektomykoryzowych symbiontéw P. nigra ‘Italica’, a takze na
proporcje miedzy liczbg Zywych i martwych ektomykoryz. Najwigksza réznorod-
no$¢ symbiontéow ektomykoryzowych stwierdzono na jednym z dwoch badanych
stanowisk wiejskich, a najnizsza - na jednym z trzech stanowisk miejskich. Badania
pokazaly tez znaczace réznice liczby typoéw morfologicznych ektomykoryz topoli
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w obrebie typow siedlisk (miejskie i wiejskie). Wyrdzniono trzy morfotypy wspdlne
dla wszystkich stanowisk oraz morfotypy specyficzne dla poszczegdlnych siedlisk.

Zwiazki mykoryzowe sg zalezne od wielu czynnikéw srodowiska, do ktérych
zalicza sig: warunki klimatyczne i glebowe, genotyp i cechy fizjologiczne rodliny-
gospodarza oraz wlasciwosci grzybow mykoryzowych. W obecnej pracy czynnik
genetyczny nie mial znaczenia, poniewaz przedmiotem badan byty drzewa bedace
jednym klonem topoli czarnej P. nigra ‘Ttalica’, co zostalo potwierdzone przy po-
mocy badan molekularnych. Srodowisko wplywa na mykoryze bezposrednio po-
przez glebe oraz posrednio, przez oddzialywanie na symbionta roslinnego, jego
aktywno$¢ fotosyntetycznag i alokacje zwiagzkoéw wegla z czesci nadziemnej do ko-
rzeni i mykoryz (Smith, Read 2008). Stanowiska, na ktérych rosly badane topole,
istotnie réznily si¢ pod wzgledem wlasciwosci chemicznych gleby (Tab. 12.1), przy
czym czynnikami najistotniej réznicujacymi byly stezenia N, Cl, Ca, K, Pb, stosu-
nek C/N, a takze pH i EC (przewodno$¢ elektryczna). Podobne wyniki uzyskali
Karlinski i in. (2013), ktérzy wykazali, ze czynnikami istotnie wplywajacymi na
stopien kolonizacji korzeni drobnych réznych odmian hodowlanych topoli przez
grzyby ektomykoryzowe byla zawartos$¢ C, N oraz Ca w glebie, a na terenach prze-
mystowych dodatkowo koncentracja metali ci¢zkich i wilgotnos¢ gleby.

W obecnej pracy na poszczegdlnych stanowiskach badawczych wyrdzniono
od 6 do 13 morfotypéw ektomykoryzowych, zwigzanych z korzeniami P. nigra
Ttalica’ (Tab. 12.2). Generalnie, na wszystkich stanowiskach badawczych domino-
wal jeden do trzech morfotypéw, z jednoczesnym niskim udzialem pozostatych.
Liczba morfotypéw na poszczegdlnych stanowiskach, zaréwno miejskich, jak
i wiejskich, byla nizsza w poréwnaniu z wynikami prac innych autoréw badajacych
grzyby mykoryzowe towarzyszace topolom. Cripps (2004) stwierdzila obecnos¢
owocnikéw ponad 50 gatunkéw grzybdw potencjalnie zwigzanych z Populus tremu-
loides. W Ogrodzie Botanicznym UKW w Bydgoszczy, gdzie zlokalizowane byly
dwa stanowiska topoli badanych w obecnej pracy, wykazano wystgpowanie owoc-
nikéw 11 gatunkow grzybow ektomykoryzowych (Glowska i in. 2013). Jednak oce-
na zbiorowiska grzybéw ektomykoryzowych, na podstawie wystepowania owocni-
kéw naziemnych, moze prowadzi¢ do niedoszacowania liczby gatunkéw, poniewaz
nie wszystkie grzyby ektomykoryzowe tworza owocniki widoczne gotym okiem.
Niektore gatunki grzybéw nie tworza wcale owocnikow, ale s3 obecne w glebie
i nawigzujg symbioze ektomykoryzows, inne tworzg owocniki niepozorne, trudne
do zaobserwowania (tzw. owocniki rozpostarte), produkuja owocniki podziemne
lub wytwarzaja owocniki co kilka lat (Smith, Read 2008). Obecnos¢ takich sym-
biontéw ektomykoryzowych w systemach korzeni drobnych drzew mozna stwier-
dzi¢ w wyniku morfotypowania ektomykoryz i identyfikacji grzybéw w pojedyn-
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czych ektomykoryzach z wykorzystaniem metod opartych na analizie DNA (Gar-
dens, Bruns 1993). Badania przeprowadzone w oparciu o polaczone metody morfo-
logiczne i molekularne, pozwolily zidentyfikowa¢ 122 gatunki grzybow ektomyko-
ryzowych w probach korzeniowych pojedynczego drzewa Populus tremula, rosng-
cego w lesie mieszanym w Estonii (Bahram i in. 2011).

W obecnej pracy badane byly dwa typy ekosysteméw pozostajacych pod
wplywem dzialalnosci czlowieka: ekosystem miejski i ekosystem rolniczy. Badania
dowodzag, ze ekosystemy miejskie charakteryzujg si¢ mniejszym bogactwem gatun-
kéw grzybow naziemnych i mniejsza obfitoscia owocnikéw w stosunku do obsza-
réw pozamiejskich (Lawrynowicz 1982). Czynniki stresowe s$rodowiska moga
istotnie wplywa¢ na kompozycje zbiorowisk grzybow glebowych oraz obniza¢
zdolnos¢ grzybow ektomykoryzowych do kolonizacji korzeni drzew (Newbound
iin. 2010). W drzewostanach sosnowych, rosnacych w silnie zanieczyszczonym
srodowisku, a mianowicie w poblizu huty miedzi w Glogowie, stwierdzono istotnie
nizsze zrdznicowanie gatunkowe grzybéw ektomykoryzowych i nizsza obfitosé
owocnikéw w pordwnaniu do drzewostanéw kontrolnych (Rudawska i in. 2011).
Na sklad i biomase zbiorowisk grzybow i bakterii glebowych wptywa bardzo istot-
nie odczyn gleby (Baath, Anderson 2003; Rousk i in. 2009). W obecnej pracy, gleby
na stanowiskach miejskich byly alkaliczne (pHu.0=7,4-7,6), a na stanowiskach wiej-
skich charakteryzowaly si¢ odczynem lekko kwasnym (pHm.0=6,6-6,8). Jako
ze rozne gatunki grzybéw maja rézne wymagania w stosunku do pH, odczyn gleby
mogt wplywa¢ na strukture gatunkowsq zbiorowisk grzybéw oraz na dostepnosé
kluczowych pierwiastkéw dla grzybow i roslin. Wysokie pH gleby oraz wysokie
stezenie Ca na stanowiskach miejskich (Tab. 12.1) mogty wptywac na ograniczony
dostep fosforu (Smith, Read 2008). Takze usuwanie lisci spod drzew na stanowi-
skach miejskich moze ogranicza¢ obieg pierwiastkow i wptywac na strukture zbio-
rowiska symbiontéw ektomykoryzowych (Aponte i in. 2010). W obecnej pracy
niski udzial zywych ektomykoryz i male zréznicowanie zbiorowisk ektomykoryz
stwierdzono na stanowisku wiejskim (nr 2 — Boréwiec) i stanowisku miejskim (nr 5
- Bydgoszcz wzdluz ulicy o duzym nate¢zeniu ruchu). Te dwa stanowiska roznig sie
wartosciami pH gleby oraz stezeniem makro- i mikroelementéw, a czynnikiem
wspdlnym dla tych dwdch miejsc jest struktura podtoza (na stanowisku nr 2 - gli-
niaste, twarde, a na stanowisku nr 5 - kamieniste, z ubita powierzchnig), w obu
miejscach trudno przepuszczalne dla wody. Wyniki sugeruja, ze wlasnie struktura
gleby, niedostatek wody i — prawdopodobnie — materii organicznej moga by¢ gltéw-
na przeszkoda rozwoju drobnych korzeni drzew, ktére potencjalnie moga zosta¢
skolonizowane przez grzyby mykoryzowe oraz rozprzestrzeniania si¢ grzybni my-
koryzowej w glebie. Dodatkowo, na stanowisku w Boréwcu zarejestrowano pod-
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wyzszone stezenie chlorkow w glebie, a na stanowisku przyulicznym w Bydgoszczy
- podwyzszone stezenie otowiu (Tab. 12.1). Dzialalno$¢ cztowieka w znacznym
stopniu zaburza i utrudnia nawigzywanie funkcjonalnej symbiozy mykoryzowe;j.
Malejace obszary lesne, przy jednoczesnym wzrastajacym udziale terendw zurbani-
zowanych, istotnie redukujg naturalne ekosystemy oraz przyczyniajg si¢ do zmian
klimatycznych mikro$rodowisk. Degradacja gleby ma bezposredni wptyw na for-
mowanie mykoryzowych zwigzkéw symbiotycznych, ograniczajac zdolnos¢ do
tworzenia propagul grzybow, rozprzestrzeniania si¢ grzybni w $rodowisku oraz
nawigzywania symbiozy mykoryzowej. Stwierdzono, ze eliminacja ze srodowiska
roélin-gospodarzy, szczeg6lnie w wyniku pozaréw (Dahlberg 2002), czy ekspan-
sywnej wycinki drzew (Visser i in. 1998), powoduje zmniejszenie ilosci grzybni
ektomykoryzowej w glebie.

Podsumowujac, badania pokazaly, ze warunki glebowe modyfikuja zwigzki
ektomykoryzowe topoli wloskiej P. nigra ‘Italica’. Jednak, wyniki badan prowadzo-
nych w warunkach naturalnych dla roslin nie pozwalaja pozna¢ bezposredniego
wplywu poszczegélnych stresoréw na organizmy i ich symbionty mykoryzowe,
poniewaz organizmy znajduja si¢ pod wplywem wielu czynnikéw naturalnych
i antropogenicznych, a odpowiedz roélin i grzybow mykoryzowych na niekorzystne
okolicznosci ma charakter addytywny. Dlatego konieczne jest prowadzenie uzupel-
niajacych badan w kontrolowanych warunkach do$wiadczenia.

Podziekowania

Badania zostaly sfinansowane ze $rodkéw MNiSW na utrzymanie potencjalu ba-
dawczego UKW oraz ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach Sieci Doskonatosci
EVOLTREE. Autorki dzigkuja dr. MJM Rene Smuldersowi z Plant Research Inter-
national, Wageningen UR Plant Breeding w Holandii za wykonanie analiz moleku-
larnych topoli.
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Streszczenie

W warunkach miejskich drzewa i grzyby mykoryzowe podlegajag negatywnym wptywom czynnikéw
Srodowiska. Rezultatem tego procesu moze by¢ ograniczenie rozwoju symbiozy mykoryzowej,
ktora jest istotna dla utrzymania dobrej kondycji drzew. Celem niniejszych badan byto poréwnanie
stopnia kolonizacji mykoryzowej korzeni kilkudziesiecioletnich drzew kasztanowca biatego, rosna-
cych w zréznicowanych warunkach srodowiska. Proby korzeniowe pobrano w pazdzierniku 2012
roku i w maju 2013 roku spod okapu drzew rosnacych w Bydgoszczy na stanowiskach o réznym
natezeniu antropopresji oraz w Arboretum Kérnickim, reprezentujgcym $rodowisko pozamiejskie.
W wyniku badan wykazano obecnos¢ struktur mykoryzy arbuskularnej (arbuskule, wezikule, zwoje
grzybniowe, grzybnia intramatrykalna) w korzeniach kasztanowca na wszystkich stanowiskach
badawczych. Stwierdzono wysoka frekwencje i poréwnywalna obfitos¢ struktur mykoryzowych
w korzeniach kasztanowca w warunkach pozamiejskich oraz na stanowiskach miejskich, niezalez-
nie od natezenia czynnikdw stresowych oddziatujagcych na badane drzewa. Badania udowodnity
obecnos¢ grzybow arbuskularnych w ekosystemach miejskich, w tym na przyulicznym stanowisku
narazonym na dziatanie stresébw zwigzanych z intensywnym ruchem ulicznym oraz pokazaty, ze na
stopien skolonizowania korzeni przez grzyby arbuskularne silniej wptywaja czynniki klimatyczne,
zwigzane z pora roku, niz czynniki antropogenne.

Stowa kluczowe: grzyby arbuskularne, ekosystem miejski, arboretum, warunki glebowe

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 173-185 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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13.1. Wstep

Drzewa sg niezwykle waznym elementem krajobrazu ze wzgledu na duze wa-
lory estetyczne i ekologiczne. Stanowig barier¢ ograniczajaca migracje zanieczysz-
czen powietrza i gleby, absorbuja i magazynuja wegiel, sa zrédtem tlenu, reguluja
wilgotnos¢ i obnizajg temperature powietrza w upalne dni. Sadzone w miescie,
chronig ulice przed przegrzaniem, oddzielaja budynki od ruchu ulicznego, zanie-
czyszczen i halasu, wplywajg korzystnie na klimat miasta oraz na jakos$¢ zycia jego
mieszkancéw. Jednak zanieczyszczenia powietrza i gleby, swoisty mikroklimat ob-
szaréw miejskich, niewlasciwa struktura gleby, niedobdr pierwiastkéw odzywczych,
prowadza do zamierania drzew, szczegolnie przy gtéwnych ulicach (Dmuchowski
iin. 2001; Borowski, Lachota 2006). Zamiera wiele drzew nowo posadzonych.
Chociaz w pewnych enklawach miejskich drzewa rosng dobrze, osiagaja wiek doj-
rzaly i pomnikowe rozmiary, to $rednia dtugo$¢ zycia drzew w miastach jest zna-
czaco krotsza, niz drzew tych samych gatunkéw w warunkach naturalnych (Borow-
ski 2008).

Badania drzew miejskich, prowadzone na $wiecie i w Polsce, dotyczyly najcze-
$ciej parametréw wzrostowych, widocznych uszkodzen i skladu chemicznego lisci
oraz aktywnosci fotosyntetycznej (Borowski 2008), a tylko nieliczne obejmowaly
ocene korzeni (Nielsen, Rasmusen 1999; Lukasiewicz 2002; Timonen, Kaupinnen
2008; Bainard i in. 2011; Tyburska i in. 2013; Karlinski i in. 2014). Tymczasem
zrownowazony wzrost i rozwdj drzew zalezy od funkcjonowania systeméw korze-
niowych, ktére w warunkach miejskich czesto zajmuja ograniczong przestrzen
i maja niedostateczny dostep do wody i zwigzkéw mineralnych (Borowski 2008).
Prawidlowy wzrost i rozwdj roélin jest wspomagany przez mikroorganizmy glebo-
we, w tym grzyby mykoryzowe.

Mykoryza jest to zwiazek symbiotyczny, niezbedny dla obu partneréw, zacho-
dzacy miedzy grzybem (wyspecjalizowanym do zycia w glebie i w roslinie) a korze-
niem (lub innym organem kontaktujacym sie z podtozem) zywej roéliny, odpowie-
dzialnym za przekazywanie pokarméw. Mykoryzy tworza sie w wyspecjalizowa-
nych organach rosliny (najczesciej w najdrobniejszych korzeniach zywiacych),
gdzie bliski kontakt komérek organizmdéw symbiotycznych jest wynikiem synchro-
nizacji rozwoju rosliny i grzyba (Brundrett 2004). Grzyby mykoryzowe otrzymuja
od rosliny wegiel, a w zamian dostarczaja pobrane z gleby pokarmy mineralne.
Pelnig takze inne funkcje, takie jak poprawa struktury gleby poprzez tworzenie
agregatow oraz ochrona rosliny przed susza, patogenami i chemicznymi zanie-
czyszczeniami. Degradacja warunkow $rodowiska dziata niekorzystnie na symbioze
mykoryzowa, bezposrednio przez wpltyw czynnikéw glebowych na grzyby mykory-
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zowe lub posrednio przez obnizenie aktywnosci fotosyntetycznej i doplywu
weglowodandw do korzeni (Smith, Read 2008).

Jednym z najpopularniejszych drzew miejskich jest kasztanowiec biaty Aescu-
lus hippocastanum L., zwany takze kasztanowcem zwyczajnym lub pospolitym.
Kasztanowiec jest duzym drzewem liSciastym, wystepujacym naturalnie na Potwy-
spie Batkanskim (Seneta, Dolatowski 2007). Gatunek ten, z uwagi na wyjatkowe
walory estetyczne, jest uprawiany w calej Europie, w tym takze w Polsce i stanowi
staly, niezwykle wazny element krajobrazu zurbanizowanego (Pauleit, Jones 2002;
Seneta, Dolatowski 2007). Kasztanowiec ro$nie prawie we wszystkich glebach miej-
skich, w tym zasadowych, na obszarach zabudowanych o zredukowanej wolnej
powierzchni wokdt drzew (Gilman, Watson 1993). Kasztanowiec zaliczono do
drzew malo odpornych na kompleksowe skazenia miejskie (Lukasiewicz 1978). Jest
wrazliwy na susze¢ (Gilman, Watson 1993), natomiast odporny na mréz (Wilczyn-
ski, Podlaski 2007).

Badania prowadzone w Polsce i na $wiecie wskazuja, ze zbiorowiska grzybéw
mykoryzowych w warunkach miejskich sa ubozsze od zbiorowisk grzybéw w wa-
runkach naturalnych (Lawrynowicz 1982; Newbound i in. 2010). Stawiane sg hipo-
tezy, ze ograniczony rozwoj grzybéw mykoryzowych i mykoryz w systemach ko-
rzeni drobnych drzew rosnacych w ekosystemach miejskich wptywa niekorzystnie
na odzywienie i stosunki wodne drzew, a w konsekwencji przyczynia si¢ do obnize-
nia ich zdrowotnosci i zywotnosci. Wiadomo, ze kasztanowiec bialy nawiazuje
symbioze mykoryzowa z grzybami arbuskularnymi, ale prace badawcze dotyczace
stanu mykoryzy tego gatunku byly dotad nieliczne (Bainard i in. 2011; Tyburska
iin. 2013; Karlinski i in 2014). Celem niniejszych badan byto poréwnanie stopnia
kolonizacji mykoryzowej korzeni kilkudziesigcioletnich drzew kasztanowca bialego
rosnacych w zréznicowanych warunkach srodowiska.

13.2. Teren badan

Badania prowadzono w Bydgoszczy, duzym miescie polozonym w péinocnej
Polsce (53°07°N, 18°00E) oraz w zlokalizowanym 25 km na potudnie od Poznania
Koérniku (52°15°N, 17°04'E). Proby korzeniowe na terenie Bydgoszczy pobierano
ze stanowisk o réznym stopniu antropopresji: na stanowisku przyulicznym oraz
w Ogrodzie Botanicznym Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego (UKW). Oba stano-
wiska badan polozone s3 w centrum miasta. Stanowisko przyuliczne znajduje sie
w pasie zieleni przyulicznej, otoczonej z czterech stron ciggami komunikacyjnymi.
Ogréd Botaniczny UKW (powierzchnia 2,33 ha) natomiast sgsiaduje z zabudowa-
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niami Uniwersytetu oraz ruchliwymi ulicami. W Ogrodzie rosnie ponad 600 ga-
tunkéw oraz odmian drzew i krzewow, zaréwno krajowych, jak i obcego pocho-
dzenia. W rejonie Kornika, ktory jest niewielkim miastem, znajdujg si¢ gléwnie
tereny rolnicze. Proby korzeniowe pobierano w nalezagcym do Instytutu Dendrolo-
gii PAN Arboretum Kérnickim (powierzchnia 50 ha). Arboretum Koérnickie zalicza
sie do najstarszych kolekcji drzew i krzewéw w Europie. Liczy ok. 3500 gatunkéow
i odmian. Potozone jest w granicach miasta Kornik, w bliskim sgsiedztwie Jeziora
Kérnickiego, od ktérego oddziela je ulica Zamkowa oraz waski pas zieleni.

13.3. Materiat i metody

13.3.1. Pobédr préb

Préby korzeniowe pobrano w pazdzierniku 2012 roku oraz w maju 2013 roku
z glebokosci 0-10 cm w odlegtosci ok. 100 cm od pnia dorostych drzew kasztanow-
ca bialego. Spod kazdego drzewa, przy pomocy lopatki, pobrano po trzy préby gle-
bowe oraz trzy proby korzeniowe, ktére umieszczono w woreczkach plastikowych
i do czasu badan przechowywano w temperaturze -18°C.

13.3.2. Badanie kolonizacji mykoryzowej

Korzenie drobne pocigto na fragmenty o dlugosci 1 cm i ptukano pod biezaca
woda na sicie o $rednicy oczek réwnej 2 mm. Losowo wybrane proby o masie okoto
0,5 g umieszczono w szklanych prébéwkach, zalano 10% roztworem KOH i pozo-
stawiono na 24 godziny. W celu wizualizacji struktur wytwarzanych w korzeniach
przez grzyby arbuskularne, proby korzeniowe poddano procedurze barwienia we-
diug zmodyfikowanej metody Kormanik i McGraw (1982). Maceracje korzeni
prowadzono w 10% roztworze KOH w lazni wodnej w temperaturze 90°C przez
1 godzing, odbarwianie korzeni w roztworze alkalicznej wody utlenionej w tempe-
raturze pokojowej przez 2 godziny, a barwienie grzybéw w korzeniach w 0,05%
roztworze blekitu trypanu w temperaturze 90°C przez 6 minut. Wybarwione ko-
rzenie przechowywano w roztworze konserwujacym (gliceryna-kwas mlekowy-
woda, w proporgji 1:1:1). Ocene kolonizacji mykoryzowej prowadzono na 30 frag-
mentach korzeni z kazdej pobranej préby korzeniowej. Obserwacje prowadzono
przy pomocy mikroskopu optycznego Axiostar plus firmy Zeiss przy powigkszeniu
100-400x. Dokumentacje fotograficzng sporzadzono przy pomocy aparatu cyfro-
wego firmy Canon (model PowerShot G5) oraz kamery cyfrowej (Mikroskopkame-
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raAxioCamERc 5s firmy Zeiss). Ocene stopnia kolonizacji mykoryzowej przepro-
wadzono metodg Trouvelot i in. (1986). Do obliczenia stopnia kolonizacji mykory-
zowej wykorzystany zostal program komputerowy, Mycocalc (http://www2.dijon.
inra.fr/mychintec/Mycocalc-prg/download.html).

W badaniach analizowano nast¢pujace parametry: F% — frekwencja mykory-
zowa w systemie korzeniowym, M% - intensywnos¢ kolonizacji mykoryzowej
w systemie korzeniowym, m% - intensywnos¢ kolonizacji mykoryzowej w skoloni-
zowanych fragmentach korzeniowych, A% - obfito$¢ arbuskul w systemie korze-
niowym, a% - obfitos¢ arbuskul w skolonizowanych fragmentach korzeniowych.

13.3.3.  Pomiar pH gleby

Odczyn kazdej proby glebowej mierzono w wodzie destylowanej i w 1M roz-
tworze KCI, wedlug Bednarek i in. (2004). Analizowano trzy proby glebowe spod
kazdego drzewa. Odczyn pH gleby mierzono przy pomocy pHmetru PH 25+ firmy
Crison.

13.3.4. Pomiar zawartosci wody w glebie

Zawartos¢ wody w glebie (%) oznaczano metodg Hausenbuillera (1975). Pré-
by glebowe, o znanej §wiezej masie, umieszczano w cieplarce w temperaturze 105°C
na 24 godziny. Zawarto$¢ wody w glebie (%) obliczano wedlug wzoru: zawartos¢
wody w glebie (%) = (§wieza masa proby — sucha masa proby)/sucha masa proby
x100%.

13.3.5. Analiza statystyczna wynikow

Analizie statystycznej poddano wartosci parametrow kolonizacji mykoryzowej
korzeni kasztanowca, pH gleby i zawartos¢ wody w glebie. Test RIR (rozsadnej
istotnej roznicy) Tukeya zastosowano w celu zbadania istotnych réznic miedzy
stanowiskami badan. Przy pomocy wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA),
sprawdzono wplyw miejsca badan i terminu badan na wyzej wymienione parame-
try przy poziomie istotnosci p<0,05. Jednoczynnikowg analize wariancji zastoso-
wano w celu zbadania wplywu miejsca badan na badane parametry w poszczegdl-
nych terminach przy poziomie istotnosci p<0,05. Dane procentowe standaryzowa-
no przeksztalcajac je wedlug formuly Blissa (Snedecor i Cochran 1976). W celu
okredlenia zaleznosci pomiedzy kolonizacja mykoryzows a zawarto$cia wody
w glebie, obliczono wspoétczynnik korelacji liniowej Pearsona. Analize statystyczng
wynikow przeprowadzono w programie Statistica 9.0 (StartSoft Inc.).
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13.4. Wyniki

Korzenie wszystkich badanych drzew kasztanowca bialego byly skolonizowa-
ne przez mykoryzowe grzyby arbuskularne, ktére wyksztalcity si¢ w charaktery-
styczne struktury mykoryzowe (arbuskule, wezikule, zwoje grzybniowe, grzybnia
intramatrykalna) na wszystkich stanowiskach badawczych i w obu terminach ba-
dan. Test istotnosci roznic RIR Tukeya wykazal, ze badane stanowiska réznily sie
istotnie pod wzgledem kolonizacji mykoryzowej korzeni kasztanowcéw oraz pod
wzgledem zawartosci wody w glebie, natomiast nie réznity sie pod wzgledem pH
gleb. Wieloczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazala istotny statystycznie
wplyw stanowiska badawczego oraz terminu badan na frekwencje mykoryzowa
w systemie korzeniowym (F%), a takze istotny statystycznie wplyw stanowiska ba-
dawczego na intensywnos$¢ kolonizacji mykoryzowej w systemie korzeniowym
(M%), intensywnos¢ kolonizacji mykoryzowej w skolonizowanych fragmentach
korzeniowych (m%) i obfitos¢ arbuskul w systemie korzeniowym (A%) (Tab. 13.1.).
Jednoczynnikowa analiza wariancji wynikow wykazala, ze jesienig 2012 roku war-
tosci F%, M%, m%, A%, okreslajace stopien kolonizacji mykoryzowej korzeni kasz-
tanowcow, nie roznily si¢ istotnie statystycznie pomiedzy poszczegdlnymi stanowi-
skami badawczymi. Wiosng 2013 roku frekwencja mykoryzowa (F%) byta istotnie
wyzsza w Arboretum Kornickim niz w Ogrodzie Botanicznym w Bydgoszczy.
Natomiast frekwencja mykoryzowa (F%) pomigdzy pozostalymi stanowiskami nie
roznifa sie istotnie (Tab. 13.2.). Wartosci intensywnosci kolonizacji mykoryzowej
w systemie korzeniowym (M%), jak i intensywno$¢ kolonizacji mykoryzowe;j
w skolonizowanych fragmentach korzeniowych (m%), byly istotnie statystycznie
wyzsze w Arboretum Koérnickim niz na stanowiskach w Bydgoszczy (Tab. 13.2.).
Obfitos¢ arbuskul w systemie korzeniowym (A%), zaréwno jesienig 2012 roku,
jakiwiosng 2013 roku byla najnizsza w Arboretum Kornickim (Tab. 13.2.).
Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic obfitosci arbuskul w skolonizo-
wanych fragmentach korzeniowych (a%) pomiedzy poszczegdlnymi stanowiskami
badawczymi w zadnym z badanych terminéw (Tab. 13.2.).

Pomiedzy poszczegélnymi stanowiskami badawczymi i terminami badan, nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odczynie gleb, ktéry byt lekko zasa-
dowy (Tab. 13.3.). Zawartos¢ wody w glebie (%) w obu badanych terminach réznita
sie istotnie statystycznie pomiedzy poszczegélnymi stanowiskami badawczymi.
Najnizszg zawarto$¢ wody obserwowano w glebie na stanowisku przyulicznym,
natomiast najwyzsza - w Arboretum Kornickim (Tab. 13.3.). Analiza korelacji
Pearsona wykazala istotng ujemng korelacje pomiedzy zawartosciag wody w glebie
(%) a obfitoscig arbuskul w systemie korzeniowym (A%) (Tab. 13.4.).
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Tabela 13.1. Wyniki analizy wariancji ANOVA parametréw kolonizacji mykoryzowej korzeni kasz-
tanowca biatego A. hyppocastanum

F% M% m% A% a%
Rodzaj badania

F p F P F p F p F P
ANOVA
wieloczynnikowa
termin 6,79 | 0,01* | 0,08 | 0,77 | 0,07 | 0,78 | 1,45 | 0,23 | 1,72 | 0,19
miejsce 4,75 | 0,01° | 9,56 | 0,00° | 10,01 | 0,00 | 7,42 | 0,00* | 0,35 | 0,70

termin x miejsce | 1,00 | 0,37 | 1,63 | 0,21 | 1,854 | 0,17 | 2,35 | 0,11 | 0,53 | 0,59

ANOVA
jednoczynnikowa

Jesien 2012 1,61 | 023 | 248 | 0,11 | 2,67 | 0,10 | 457 |0,02* | 0,99 | 0,15
miejsce
Wiosna 2013 5,54 | 0,01* | 9,06 | 0,00° | 891 | 0,00* | 526 | 0,01* | 0,39 | 0,85
miejsce

Objasnienia: ® — oznacza istotno$¢ statystyczng (p<0,05); F% — frekwencja mykoryzowa, M% — intensyw-
nos¢ kolonizacji mykoryzowej w systemie korzeniowym, m% — intensywno$¢ kolonizacji mykoryzowej w
skolonizowanych fragmentach korzeniowych, A% — obfitos¢ arbuskul w systemie korzeniowym, a% —
obfitos¢ arbuskul w skolonizowanych fragmentach korzeniowych.

Zrédto: badania wiasne.

Tabela 13.2. Kolonizacja mykoryzowa korzeni kasztanowca biatego A. Ajppocastanum L.
na stanowiskach w Bydgoszczy (stanowisko przyuliczne, Ogréd Botaniczny UKW) i w Arboretum
Kornickim

Termin i miejsce badania F% M% m% A% a%
Jesien 2012

Stanowisko przyuliczne 73,33° 1,89 2,31° 2,44° 0,02°
Ogrod Botaniczny UKW 76,85 4,07 4,57 0,69* 0,00°
Arboretum Koérnickie 91,48° 5,10° 5,52* 0,34* 0,01*
Wiosna 2013

Stanowisko przyuliczne 66,66%° 1,32 1,89 2,24° 0,02°
Ograéd Botaniczny UKW 56,91* 2,27° 3,35% 2,24° 0,02*
Arboretum Kérnickie 82,77° 7,57° 8,90° 0,44° 0,03*

Objasnienia: F% — frekwencja mykoryzowa, M% — intensywno$¢ kolonizacji mykoryzowej w systemie korze-
niowym, m% — intensywno$¢ kolonizacji mykoryzowej w skolonizowanych fragmentach korzeniowych, A% —
obfitos¢ arbuskul w systemie korzeniowym, a% — obfitos¢ arbuskul w skolonizowanych fragmentach korze-
niowych. Wyniki sa wartosciami Srednimi (n=3). R6znymi literami oznaczono statystycznie istotne réznice
w wartosciach kolonizacji mykoryzowej miedzy stanowiskami badawczymi (test Tukeya, p<0,05).

Zrédto: badania whasne.
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Tabela 13.3. Odczyn gleby i zawartos¢ wody w glebie (%) na stanowiskach badawczych jesienia
2012 i wiosng 2013 roku

Termin i miejsce badania pH20 pHka Zawartos$¢ wody (%)
Jesien 2012

Stanowisko przyuliczne 7,78 6,39* 1,87¢

Ogroéd Botaniczny UKW 7,81° 6,32° 9,92°

Arboretum Kérnickie 7,96 6,52° 31,46°

Wiosna 2013

Stanowisko przyuliczne 7,65° 6,49° 5,657

Ogrdéd Botaniczny UKW 7,65° 7,01° 13,89°

Arboretum Koérnickie 7,49° 6,91° 31,26¢

Objasnienia: Wyniki sg wartosciami $rednimi (n=3). Réznymi literami oznaczono statystycznie istotne
roznice w wartosciach parametrow glebowych pomiedzy stanowiskami badawczymi (test Tukeya,
p<0,05).

Zrédto: badania whasne.

Tabela 13.4. Zaleznos¢ miedzy zawartoscia wody w glebie na stanowiskach miejskich (Byd-
goszcz) i pozamiejskim (Arboretum Kornickie) a kolonizacjg mykoryzowa korzeni kasztanowca
biatego A. hippocastanum

Wspotczynnik korelacji Pearsona
Parametr

F% M% m% A% a%
Zawarto$¢ wody (%) 0,306 0,118 0,115 -0,428° 0,051

Objasnienia: * — oznacza istotno$¢ statystyczna, p<0,05; F% — frekwencja mykoryzowa, M% — intensyw-
no$¢ kolonizacji mykoryzowej w systemie korzeniowym, m% — intensywno$¢ kolonizacji mykoryzowej
w skolonizowanych fragmentach korzeniowych, A% — obfito$¢ arbuskul w systemie korzeniowym, a% —
obfitos¢ arbuskul w skolonizowanych fragmentach korzeniowych.

Zrédto: badania whasne.

13.5. Dyskusja

Wraz ze wzrastajacg $wiadomoscia wplywu czynnikéw antropogennych na
ekosystemy miejskie i zadrzewienia terendéw zurbanizowanych, poszukiwane sa
sposoby zachowania wlasciwej kondycji drzew miejskich. Drzewa rosngce w natu-
ralnych warunkach, zyja w statych zwiagzkach symbiotycznych z grzybami mykory-
zowymi, ktore zwiekszajg tolerancje roslin na stresy abiotyczne i biotyczne. Wyniki
badan wskazujace na nizsza ré6znorodnos¢ gatunkowa grzybéw w srodowisku miej-
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skim, w poréwnaniu do stanowisk naturalnych (np. Lawrynowicz 1982; Newbound
i in. 2010), zwrdcily uwage na mozliwy brak odpowiednich symbiontéw mykory-
zowych w glebach miejskich i konieczno$¢ podjecia ochrony biernej lub czynnej
grzybéw mykoryzowych. Ochrona czynna grzybéw powinna by¢ poprzedzona oce-
ng stanu mykoryzy drzew w ekosystemach miejskich oraz wskazaniem czynnikéw
szkodliwych i korzystnych dla rozwoju symbiozy mykoryzowej najwazniejszych
gatunkow drzew rosngcych w miastach. Jednym z pierwszych doniesien na temat
mykoryzy drzew miejskich byta praca Nielsena i Rasmussen (1999), ktérzy poréw-
nali stan ektomykoryz lipy Tilia cordata z réznych stanowisk miejskich i lesnych
w Danii. Stwierdzili, ze lipy rosngce w ekosystemach miejskich i lesnych miaty po-
dobny udzial procentowy (75%) zywych ektomykoryz w systemach korzeniowych,
ale roznily sie skladem typéw morfologicznych ektomykoryz. Obnizanie liczby
korzeni ektomykoryzowych oraz malejace zréznicowanie gatunkowe grzybow two-
rzacych ektomykotyzy, wraz ze wzrostem urbanizacji, stwierdzili Timonen i Kaup-
pinen (2008) u lip Tilia sp. oraz Karpati i in. (2011) u debu Quercus rubra.

W USA, na terenie Phoenix - najwigkszego miasta stanu Arizona, oraz na
otaczajacej je pustyni Sonora prowadzono badania nad wplywem sposobu wyko-
rzystywania gleby na stan ilociowy oraz zréznicowanie populacji grzybow arbu-
skularnych (Stabler, Martin 2001). Stanowiska badawcze zlokalizowane byty w po-
blizu ulic, na terenie farm, pél uprawnych, parku otaczajacego miasto, prywatnych
dzialek, pastwisk, osiedli mieszkaniowych, pola golfowego, boiska szkolnego oraz
nienaruszonych terenéw pustynnych. Wykazano, ze kolonizacja mykoryzowa ko-
rzeni drzew Parkinsonia microphylla, Larrea tridentate, Ambrosia deltoidea oraz
liczba zarodnikéw i zréznicowanie gatunkowe grzybdw arbuskularnych byty nizsze
na terenach miejskich niz na stanowiskach pozamiejskich (Stabler, Martin 2001).
Bainard i in. (2011) poréwnali kolonizacje mykoryzowa 26 gatunkéw drzew rosng-
cych w warunkach miejskich i pozamiejskich w Kanadzie. Dziesi¢¢ gatunkow
drzew wykazywalo istotnie nizszg kolonizacj¢ korzeni przez grzyby arbuskularne
w warunkach miejskich niz w pozamiejskich, a dwa gatunki drzew mialy w warun-
kach miejskich nizszy stopien kolonizacji ektomykoryzowej. W przypadku pozosta-
lych gatunkéw (m.in. kasztanowca biatego), stopien kolonizacji mykoryzowej nie
roznit si¢ istotnie migdzy stanowiskami miejskimi i pozamiejskimi (Bainard i in.
2011).

Wyniki obecnej pracy pokazaly, ze Srodowisko istotnie wplywa na frekwencje
i obfitos¢ kolonizacji mykoryzowej kasztanowca, ale duze znaczenie dla stopnia
kolonizacji mial termin badan (Tab. 13.1.). Frekwencja mykoryzowa w systemie
korzeniowym (F%), intensywnos¢ kolonizacji mykoryzowej w systemie korzenio-
wym (M%), intensywnos¢ kolonizacji mykoryzowej w skolonizowanych fragmen-
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tach korzeniowych (m%) i obfitos¢ arbuskul w systemie korzeniowym (A%) byty
istotnie wyzsze w $rodowisku pozamiejskim (Arboretum Kdrnickie) niz w Byd-
goszczy, ale tylko w terminie wiosennym 2013 roku. Jesienig 2012 roku z kolei je-
dynie obfitos¢ arbuskul w systemie korzeniowym (A%) byla wyzsza w Kérniku niz
na stanowiskach miejskich w Bydgoszczy. Frekwencja mykoryzowa w korzeniach
byta nizsza niz na stanowisku w Kérniku, jednakze tylko wiosng 2013 roku réznice
te byly istotne statystycznie (Tab. 13.2.). Wczesniejsze badania przeprowadzone
w Bydgoszczy i w Kérniku w maju i pazdzierniku 2010 roku wykazaly w obu ter-
minach nizsza frekwencje mykoryzowa w korzeniach kasztanowca na stanowiskach
miejskich niz na stanowiskach w Arboretum Kérnickim (Tyburska i in. 2013).

W przeciwienstwie do wynikéw prezentowanych w pracy, Karlinski i in.
(2014), badajac korzenie kasztanowca biatego pobrane w jednym terminie w listo-
padzie 2009 roku, zaobserwowali nizszg kolonizacje mykoryzowa na stanowiskach
pozamiejskich w poréwnaniu do kolonizacji mykoryzowej kasztanowcéw rosng-
cych w Poznaniu. Autorzy tej pracy zaznaczyli, ze stanowiska pozamiejskie byly
zlokalizowane na nawozonych obszarach rolniczych, a nawozenie moglo zahamo-
wac rozwoj mykoryzy. Grzyby mykoryzowe transportuja jony makro- i mikropier-
wiastkow z gleby do komorek roéliny, tak wiec symbioza mykoryzowa poprawia
zaopatrzenie roslin rosngcych na glebach ubogich w przyswajalne formy pierwiast-
kow. Z drugiej strony, stezenia fosforu i azotu w glebie i tkankach rosliny wplywaja
na kolonizacje mykoryzows i funkcjonowanie mykoryzy. Niekorzystny wplyw na-
wozenia na kolonizacje mykoryzowa korzeni jest dobrze znany (Hepper 1983;
Abbott i in. 1984). Badania ostatnich lat pokazaly, ze istnieje mechanizm, ktéry
pozwala roélinie kontrolowa¢ funkcjonowanie symbiontéw mykoryzowych w za-
leznosci od zapotrzebowania na pokarmy mineralne i ich dostepnos¢. Podwyzszone
stezenia przyswajalnych form fosforu i azotu wywoluja zahamowanie rozwoju my-
koryzy arbuskularnej. Prawdopodobnie dziala w takich wypadkach ztozony me-
chanizm sprzezenia zwrotnego, ktéry promuje lub ogranicza kolonizacje mykory-
zowa w zaleznosci od potrzeb (Nouri i in. 2015). Jezeli roslina moze uzyskac po-
trzebne pierwiastki mineralne bez posrednictwa grzybéw mykoryzowych, nie inwe-
stuje zwigzkow wegla w utrzymanie symbiozy. Przyczyng istotnie nizszej frekwencji
mykoryzowej korzeni kasztanowcéw rosngcych w Ogrodzie Botanicznym UKW
w Bydgoszczy (Tab. 13.2.), w poréwnaniu do pozostatych stanowisk, moglo by¢
nawozenie rabat pod drzewami, pod ktédrymi posadzono roéliny zielne. Réznice
kolonizacji mykoryzowej miedzy terminami badan w obecnej pracy (Tab. 13.1,,
13.2.) oraz wcze$niejsze wyniki (Tyburska i in. 2013) sugeruja, ze zwigzane z termi-
nem badan warunki klimatyczne maja duzy wplyw na kolonizacje¢ korzeni kaszta-

182



nowca przez mykoryzowe grzyby arbuskularne. Dlatego badania mykoryzy powin-
ny by¢ prowadzone przez kilka sezonéw wegetacyjnych.

O funkcjonowaniu mykoryzy arbuskularnej §wiadczy obecnos¢ arbuskul i/lub
zwoi grzybni w komoérkach korzeni, poniewaz struktury te s3 miejscem wymiany
pokarméw miedzy komoérka roéliny a grzybem mykoryzowym. W obecnej pracy
odnotowano obecno$¢ arbuskul na wszystkich badanych stanowiskach, zaréwno
jesienig, jak i wiosng. Najnizsza obfitos¢ arbuskul w systemie korzeniowym (A%)
zostala odnotowana w Arboretum Kornickim, a wyzsza na obu badanych stanowi-
skach miejskich. Na rozwdj struktur mykoryzy arbuskularnej wptywa tez dostep-
no$¢ wody w glebie. Prezentowane w tym miejscu badania wykazaly ujemna kore-
lacje pomiedzy zawartoscia wody w glebie (%) a obfitoécia arbuskul w systemie
korzeniowym (Tab. 13.4.). Badania prowadzone w roku 2010 (Tyburska i in. 2013)
pokazaly arbuskule wiosng tylko w Arboretum Koérnickim, natomiast jesienig arbu-
skule zaobserwowano tylko na stanowiskach w Bydgoszczy. Karlinski i in. (2014)
nie odnotowali obecnosci arbuskul w korzeniach kasztanowca biatego na zadnym
z badanych stanowisk miejskich i wiejskich (by¢ moze waznym powodem braku
tych struktur byl pézny termin badan (listopad), kiedy opad lisci hamuje aktywnos¢
fotosyntetyczng i redukuje transport cukrow do korzeni). Obserwowali natomiast
wezikule, ktérych obfitos¢ byla nizsza na stanowisku pozamiejskim niz w miescie.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze w kazdym z badanych siedlisk wystepuja
populacje autochtonicznych grzybéw arbuskularnych, ktére sa tolerancyjne na
warunki danego $rodowiska i nawiazujg funkcjonujaca mykoryze z kasztanowcem
bialtym. Wyniki sugeruja, ze czynnik klimatyczny moze silniej wptywaé na mykory-
ze¢ kasztanowca niz stresy antropogenne, szczegdlnie oddzialujgce na drzewa i mi-
kroorganizmy glebowe w srodowisku miejskim. Dodatkowe badania, prowadzone
w kontrolowanych warunkach moga dokladniej okresli¢c wpltyw najwazniejszych
czynnikow §rodowiska na mykoryze kasztanowca.

Podziekowania

Badania zostaly sfinansowane ze $srodkéw MNiSW na utrzymanie potencjalu ba-
dawczego UKW.
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Streszczenie

Bobowate (Fabaceae) stanowia rodzine roslin, ktérej sukces ewolucyjny w istotnym stopniu ma
zwigzek z mozliwoscig tworzenia relacji mutualistycznych z tak zwanymi bakteriami brodawkowy-
mi (ryzobiami). Ryzobia sg grupa taksonomiczna tlenowych, Gram-ujemnych pateczek, ztozona
z kilku rodzajéw, tj. Rhizobium sp., Mesorhizobium sp., Azorhizobium sp., Bradyrhizobium sp., Ensifer
sp. (Sinorhizobium) i Neorhizobium sp., ktére powszechnie wystepuja w glebie w postaci wolno
zyjacych form saprofitycznych. W okresie kwitnienia roslin, ryzobia inicjuja rozwdj organéw sym-
biozy — brodawek korzeniowych lub todygowych, zaleznie od rodzaju bakterii. Proces brodawko-
wania jest ztozony, specyficzny gatunkowo oraz jest determinowany genetycznie.

W powstatych z tkanek rosliny brodawkach, ryzobia przeksztatcone w bakteroidy, redukujg nie-
przyswajalny roslinom azot atmosferyczny do amoniaku, pod wptywem kompleksu enzymatycz-
nego nitrogenazy, sktadajacego sie z dinitrogenazy i reduktazy dinitrogenazowej. W wyniku mutu-
alistycznej interakcji, mikrosymbiont zyskuje odpowiednie warunki do wigzania azotu oraz korzysta
z produktéw fotosyntezy, gtéwnie cukrow, dostarczanych przez makrosymbionta, natomiast ro-
$linny gospodarz uzyskuje w zamian przyswajalne formy azotu, ktére moze wykorzystywac
do budowy biatek, kwaséw nukleinowych, porfiryn, hormondw roslinnych, metabolitéw wtérnych,
a takze zwigzkéw wysokoenergetycznych.

Stowa kluczowe: azot, brodawki korzeniowe, diazotrofia, kompleks nitrogenazy, znaczenie bobo-
watych

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 187-200 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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14.1. Wstep — systematyka i znaczenie gospodarcze
bobowatych

Bobowate (Fabaceae Lindl.), dawniej motylkowate, straczkowate (Papiliona-
ceae Hall., Leguminosae Juss.) stanowig trzecig co do ilo$ci taksonéw rodzine roslin
naczyniowych, ktéra obejmuje 600-700 rodzajow i ok. 18 tys. gatunkéw. Rodzina ta
jest szeroko rozpowszechniona na wszystkich kontynentach, wystepuje powszech-
nie we wszystkich strefach klimatycznych, stanowigc komponent zbiorowisk le-
$nych, krzewiastych, stepowych, sawannowych i pustynnych (Wielka Encyklopedia
Przyrody 1998). Flora naczyniowa Polski liczy 108 gatunkéw roélin zielnych z tej
rodziny, a wiekszos$¢ to rosliny dziko rosngce w zbiorowiskach naturalnych, pdtna-
turalnych oraz antropogenicznych (Szoszkiewicz i in. 2003).

Rosliny bobowate zaliczane s3 do klasy dwulisciennych (Dicotyledoneae),
podklasy rézowych (Rosidae), rzgdu bobowcow (Fabales) i rodziny bobowatych,
ktéra obejmuje trzy podrodziny. Najstarszg podrodzing motylkowatych, wystepu-
jaca juz w gornej kredzie, sa brezylkowate (Caesalpinioideae). Przedstawiciele tej
podrodziny wystepuja gléwnie w obszarze tropikalnym i subtropikalnym. Jest to
grupa zlozona z ok. 2000 gatunkéw, gtéwnie drzew, krzewéw i lian, bardzo rzadko
roélin zielnych, skupionych w 150 rodzajach, bedacych zasadniczym komponentem
deszczowych lasow tropikalnych. Cecha charakterystyczng brezylkowatych jest
brak wchodzenia w asocjacje mutualistyczne z bakteriami brodawkowymi. Wyjat-
kiem s3 przedstawiciele rodzaju Cassia, np. C. tora i C. occidentalis. Brezylkowate
sktadaja si¢ z kilku plemion. Rosliny z plemienia Caesalpinieae sa wykorzystywane
w garbarstwie (Caesalpinia coriaria), snycerstwie, przemysle drzewnym (brezylka
ciernista C. echinata), s3 cennym zrédlem barwnikéw, np. brezyliny czy hematok-
syliny (Haematoxylum campechianum) oraz posiadaja zastosowanie pokarmowe
(rosliny z plemion Cassieae, Cercideae, Detarieae czy Amherstieae) (Wielka Ency-
klopedia Przyrody 1998; Das, Parida 2014).

Podrodzina mimozowate (Mimosoideae) obejmuje 3000 gatunkow skupio-
nych w 50-60 rodzajach roslin stref goracych, gtéwnie terenéw suchych (sawann,
suchych lasow i zarosli) oraz laséw deszczowych i gorskich. Przedstawiciele tej pod-
rodziny s3 cennym surowcem gospodarczym. Na przyklad, nasiona Parkia speciosa
z plemienia Parkieae sa stosowane jako przyprawa, straki Leucaena leucocephala
z plemienia Mimoseae s3 spozywane jako warzywo, wykorzystywane jako pasza
oraz uzywane jako zielony nawdz, a Prosopis juliflora byl i jest obecnie wykorzysty-
wany w krajach latynoamerykanskich do wyrobu pieczywa. Roéliny z rodzaju Acacia
sp. z plemienia Acacieae s3 cenione ze wzgledu na: drewno, garbniki (A. mearnsii,
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A. catechu), olejki eteryczne (A. farnesiana) i gumy (A. senegal), natomiast straki

Inga feuillei z plemienia Ingeae s3 uprawiane w Peru dla celow spozywczych (Wiel-
ka Encyklopedia Przyrody 1998; de Faria i in. 1989).
Trzecia, najbogatsza w gatunki (ok. 12 tys.) i rodzaje (400-500) podrodzing

roélin bobowatych sa bobowate (Papilionoideae). Przedstawiciele tej podrodziny

wystepuja we wszystkich strefach klimatycznych swiata. Wiele gatunkow naleza-

cych do tej podrodziny sg to rosliny uzytkowe i uprawne, o znaczeniu ogdlnoswia-
towym (Tab. 14.1) (Podbielkowski 1992; Voisin i in. 2014).

Tabela 14.1. Znaczenie gospodarcze podrodziny bobowatych

Plemie Gatunek Znaczenie gospodarcze
. o ciemnoczerwone drewno do wyrobu
Swartzia madagascariensis . .
mebli, instrumentéw muzycznych
Swartzieae ® ) b lal bil
snycerstwo (boazerie), wyrdb kul bilar-
Zollernia paraensis Y "y
dowych
Myroxylon balsamum
yTOxy Balsam ,,Tolu”
var. balsamum
Sophoreae Balsam ,,Peru” stosowany w dermatolo-
Mpyroxylon balsamum . i .
) gii, przemy$le perfumeryjnym, utrwa-
var. pereirae , ,
lacz preparatéw mikroskopowych
Dipteryxeae Dipteryx odorata aromat tytoniu i tabaki
Dalbergia variabilis, D. sissoo, drewno do wyrobu mebli, snycerstwo,
Dalbergieae .g . w 7 .
D. latifolia stolarstwo artystyczne, budowa fodzi
Abreae Abrus precatorius ozdoby
Lonchocarpus utilis, Derris ellipti-
) 4 . ;. P insektycydy (obecnoé¢ izoflawonoidu
Tephrosieae ca, Tephrosia vogelii, Mundulea
. o . rotenonu)
sericea, Milletia ferruginea
Robinieae Robinia pseudoacacia ro$lina miododajna
Indigofera tinctoria, I. fruticosa, indygo - niebieski barwnik uzywan
Indigofereae 8oft f V8 o ywany
I arrecta w tkalnictwie
Desmodieae Desmodium tortuosum roélina pastewna, zielony nawdz
Phaseoleae o
] Mucuna deeringiana, L
podplemie Wwarzywo, pasza, nawoz zielony

Erythrininae

M. cochinchinensis, M. utilis

Phaseoleae

podplemie Canavalia ensiformis, C. gladiata Warzywo

Diocleinae

Phaseoleae Glycine max uprawna roélina jadalna
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podplemie

Pueraria lobata

uprawna roélina widknista

Glycininae

Phaseoleae

podplemig Clitoria ternatea roélina paszowa

Clitoriinae

Phaseoleae Phaseolus vulgaris, P. coccineus,

podplemie Vigna subterranea, Macrotyloma Warzywo

Phaseolinae geocarpa

Aeschynome- Arachis hypogaea uprawna roélina oleista

neae
lepki ptyn z nacig¢ kory wykorzysty-

Galegeae Astragalus gummifer, A. adscendes wanyJ akorsrodek wigZgcy i emulgator
w przemysle tekstylnym, farma-
ceutycznym i farbiarskim

Hedysareae Hedysarum coronarium roélina paszowa

Coronilleae

Ornithopus sativus

roélina pastewna

Coronilla varia

ros$lina lecznicza

Anthyllis vulneraria

roélina pastewna

Loteae - —
Lotus corniculatus roslina paszowa
L Vicia sativa, Vicia faba, Lens culi-
Vicieae , , ) Warzywo, pasza
naris, Lathyrus sp., Pisum sativum
Cicereae Cicer arietinum Warzywo
Trigonella caerulea, T. foenum-
przyprawa
graecum
Medicago sativa, M. varia, -
o . roslina uprawna, paszowa
Trifolieae M. lupulina
Trifolium repens, T. hybridum,
T. incarnatum, T. alexandrinum, ro$lina uprawna
T. resupinatum
Aspalathus contaminatus liscie do przygotowania herbaty
Crotalalarieae | Crotalaria anagyroides, , ,
o zielony nawdz
C. zanzibarica
Genisteae Lupinus luteus, L. angustifolius roslina uprawiana na pasze

Zrédto: Podbielkowski 1992; Wielka Encyklopedia Przyrody 1998; Voisin i in. 2014

Rodliny nalezace do rodziny bobowatych sa powszechnie wykorzystywane

przez czlowieka ze wzgledu na liczne walory estetyczne, uzytkowe i ekologiczne

(Szoszkiewicz i in. 2003). Ze wzgledu na dekoracyjnos¢ kwiatéw, bobowate sg po-

wszechnym komponentem mieszanek wysiewanych na trawniki miejskie, nato-
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miast z uwagi na morfologie drzewiastych i krzewiastych przedstawicieli tej rodzi-
ny, s3 one elementami parkéw, zielencow, ogrédkéw przydomowych (np. zloto-
karp zwyczajny Laburnum anagyroides, karagana syberyjska Caragana arborescens)
oraz zywoplotéw obronnych (np. robinia akacjowa Robinia pseudoacacia, glediczia
tréjcierniowa Gleditsia triacanthos).

Wysoka zawartos¢ bialka bogatego w aminokwasy egzogenne w nasionach
i organach wegetatywnych (zielonka) bobowatych jest kluczowa w wykorzystaniu
tych roélin jako pokarm dla czlowieka, pasza dla zwierzat gospodarskich, skfadnik
pasz tresciwych oraz surowiec stosowany w wielu dziedzinach przemystu przetwor-
czego. Srednia zawarto$¢ biatka w nasionach bobowatych moze wynosi¢ 240-440 g
kg' (Szwejkowska, Szemplinski 2012). W kompleksie biatkowym tych nasion do-
minuja globuliny (60-75%), z ktérych wiciliny i leguminy o réznym skfadzie ami-
nokwaséw egzogennych (gltéwnie lizyny, tryptofanu, treoniny i aminokwaséw siar-
kowych), determinujg warto$¢ pokarmowa nasion. Szczegdélna wartos¢ odzywcza
posiadaja nasiona soi warzywnej (Glycine max), zawierajace ok. 40% biatka i 20%
tluszczu (Wielka Encyklopedia Przyrody 1998; Szwejkowska, Szemplinski 2012).
Zielonka z roélin bobowatych moze zawiera¢ ok. 150-200 g kg s.m. bialka, i jest
bogata w prowitaming A (Szwejkowska, Szempliniski 2012). W Polsce, w celu zy-
wienia ludzi, jest uprawiana: fasola zwykla (Phaseolus vulgaris), groch siewny
(Pisum sativum), bob (Vicia faba), soczewica (Lens culinaris) czy ledzwian siewny
(Lathyrus sativus). W zywieniu zwierzat cenne s3 nasiona: bobiku (Vicia faba ssp.
minor), tubinu (Lupinus sp.), wyki siewnej (Vicia sativa), grochu polnego (Pisum
arvense), gorne czesci pedu uprawnych bobowatych, tj. koniczyny biatej (Trifolium
repens), fakowej (T. pratense), biatorézowej (T. hybridum), perskiej (T. resupina-
tum) oraz krwistoczerwonej (T. incarnatum), lucerny siewnej (Medicago sativa)
i nerkowatej (M. lupulina), seradeli (Ornithopus sativus) i komonicy zwyczajnej
(Lotus corniculatus) oraz gérne czesci pedu roslin dziko zyjacych, np. wyka ptasia
(Vicia cracca), wyka plotowa (V. sepium), komonica blotna (Lotus uliginosus), gro-
szek takowy (Lathyrus pratensis) czy koniczyna drobnogtéwkowa (Trifolium du-
bium).

Z ekologicznego punktu widzenia, obecno$¢ rodlin bobowatych sprzyja ogra-
niczeniu erozji wodnej oraz wietrznej: ich rozbudowany, palowy i gleboki system
korzeniowy ulatwia przesigkanie wod opadowych w glab profilu glebowego, ogra-
niczajac splywy powierzchniowe wody, a duza masa nadziemnej czesci roslin sprzy-
ja zadarnianiu gleby. Rosliny te przyczyniajg si¢ do wzbogacenia gleby w préchnice,
wzrostu jej aktywnosci biologicznej (w szczegoélnosci dzdzownic, pierwotniakow
i bakterii) oraz ulatwienia transportu skladnikéw mineralnych (gléwnie fosforu
i potasu) do powierzchniowych warstw gleby, z warstw i zwigzkéw trudno dostepnych
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innym roslinom (Voisin i in. 2014). Najistotniejsza korzysciag ekologiczng stosowa-
nia bobowatych jest wzbogacanie gleby w przyswajalny azot, co istotnie obniza
koszty nawozenia mineralnego oraz redukuje ryzyko towarzyszacego mu zanie-
czyszczenia $rodowiska, gtéwnie metalami ciezkimi.

14.2. Azot - wystepowanie i procesy mikrobiologicznej
transformacji pierwiastka

Azot jest pierwiastkiem biogennym, niezbednym do zycia wszystkich organi-
zmo6w zywych (Paul, Clark 2000). Wchodzi on w sktad kluczowych makroczaste-
czek komorkowych, tj. kwasy nukleinowe, bialka, chityna i peptydoglikan, beda-
cych skladnikami $ciany komoérkowej mikroorganizméw, oraz jest elementem
strukturalnym wielu innych zwigzkéw organicznych tj. amin, zwigzkéw amonio-
wych, aminocukréw, aminoalkoholi, zwigzkow porfirynowych (np. chlorofile, hem,
hemocyjanina, cytochromy) i makroergicznych, witamin z grupy B, mocznika,
kwasu moczowego, alantoiny, hydantoiny, ttuszczowcéw zlozonych, alkaloidow,
N-glikozydéw, barwnikéw (pterynowych, indolowych, pirolowych, lipofuscyno-
wych), heparyny, chityny, kwaséw (sjalowych, hialuronowych, chondroitynosiar-
kowych) niektérych hormondéw czy antybiotykéw (Czerpak 1993).

Na Ziemi, na ktdrej catkowita ilos¢ azotu jest szacowana na okoto 1,6x10" t,
gléwne zasoby tego pierwiastka wystepuja w: atmosferze (ok. 3,86x10" t), litosferze
(ok. 1,64x10" t) oraz biosferze (ok. 2,8x10" t) (Blaszczyk 2010). Wigkszoé¢ azotu
(98%) zlokalizowanego w geosferze stanowig formy nieprzyswajalne przez organi-
zmy zywe, natomiast zaledwie 2% tego pierwiastka moze zosta¢ przez nie wykorzy-
stana bezposrednio lub po uprzedniej transformacji. Do takich biodostepnych re-
zerwuarow azotu naleza: (1) atmosfera, w ktdrej azot gazowy wystepuje gléwnie
w formie czasteczkowej (N) oraz w zwiazkach z tlenem (N,O, NO, NO,), (2) gleba,
w ktorej azot wystepuje w postaci organicznej i nieorganicznej (azotany (NO3),
azotyny (NOy) i jony amonowe (NH,") (ok. 3,0x10"t) oraz (3) organizmy zywe
(ok. 10" t) (Paul i Clark 2000; Krug, Winstanley 2002; Wielbo, Skorupska 2003).

Uwolnienie do $rodowiska azotu w formie aktywnej chemicznie odbywa sig¢
w wyniku przeprowadzanych przez bakterie kilku rodzajow proceséw chemicz-
nych, tj. amonifikacja, nitryfikacja, denitryfikacja oraz diazotrofia (Wielbo i Sko-
rupska 2003).

Amonifikacja jest procesem mineralizacji azotu zawartego w zwigzkach orga-
nicznych. Polega na degradacji bialek, aminokwaséw i kwaséw nukleinowych na
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drodze hydrolizy azotu do formy mineralnej - amoniaku, zgodnie z reakcjg [1] pod
wplywem heterotroféw, przy wykorzystaniu enzymow proteinaz, proteaz, peptydaz
czy chitynaz (Paul i Clark 2000).

Norg P> NH, (1]

Na przykltad, mineralizacja azotu z chityny polega na uwolnieniu, pod wply-
wem chitynazy, monomeréw acetyloglukozoaminy, ktdéra jest rozkladana pod
wplywem kinazy, przenoszacych na nig grupe fosforanowa z ATP do glukozoami-
no-6-fosforanu ulegajacego deaminacji z uwolnieniem NH,". Proces nitryfikacji
polega na utlenieniu jonu amonowego do jonu azotynowego lub/i azotanowego
zgodnie z reakcjami [2 i 3], gdzie donorem elektronéw s3: NH4* i NO,, natomiast
akceptorem jest O,.

NH4+(_3) + 029 NOz_(+3) [2]

(Nitrosomonas europea, Nitrospira briensis, Nitrosococcus nitrosus,
N. oceanus, N. mobinus, Nitrosolobus multiformis, Nitrosovibrio tenuis)

NOz_(+3) + 029 NO3-(+5) [3]

(Nitrobacter winogradskyi, Nitrospira gracilis, Nitrococcolus mobilis)

Denitryfikacja jest procesem redukcji azotanéw lub azotynéw do azotu czas-
teczkowego pod wplywem bakterii: Bacillus sp., Pseudomonas stutzeri, P. aerugino-
sa, P. celcis, Achromobacter denitryficans. Proces ten wymaga warunkéw beztleno-
wych i przebiega zgodnie z reakcja:

1 2 3 4
2HNO;>2HNO,2>2NO>N,02>N, (4]

gdzie: 1 - reduktaza azotanowa (NAR), 2 — reduktaza azotynowa (NIR), 3 — reduktaza tlenku azotu (NOR),
4 — reduktaza podtlenku azotu.

Diazotrofia jest procesem biologicznej redukcji azotu czasteczkowego. Zdol-
no$¢ wigzania azotu czasteczkowego wykazuja rézne mikroorganizmy, np. wolno
zyjace w glebie Clostridium pasteurianum, Azotobacter vinelandii (Kaminski i in.
1998) czy tez ryzobia zdolne do asymilacji N, wylacznie podczas symbiozy z rosli-
nami bobowatymi.
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14.3. Ryzobia - charakterystyka

Ryzobia sg grupa bakterii symbiotycznych zasiedlajacych tkanki, gtéwnie ko-
rzenie roélin bobowatych. Sg to Gram-ujemne, urzgsione, tlenowe, drobne - o wy-
miarach 0,5-0,9x1,2-3,0 pm ruchliwe paleczki, ktére nie tworza przetrwalnikow.
Calymi latami moga wystepowaé w glebie w stanie wolnym, nie wiazac w tym cza-
sie N, preferuja obojetne lub lekko zasadowe $rodowisko, a na podiozach hodow-
lanych tworzg $luzowate kolonie. Ryzobia nalezg do klasy a- i p-Proteobacteria
(wigkszos¢ to a-Proteobacteria), i rodziny Rhizobiaceae, obejmujacej rodzaje: Rhi-
zobium sp., Ensifer sp. (dawniej Sinorhizobium), Mesorhizobium sp., Bradyrhizo-
bium sp., Azorhizobium sp. i Neorhizobium sp. (van Berkum, Eardly 1998; Willems
2006). Ryzobia wykazuja specyficznos¢ gospodarza, i tak: Rhizobium leguminosa-
rum bv. viciae tworzy asocjacje symbiotyczne z rodzajami bobowatych: Pisum sp.,
Vicia sp., Lathyrus sp., Lens sp.; R. leguminosarum bv. trifolii z Trifolium sp.,
R. leguminosarum bv. phaseoli z Phaseolus sp.; R. etli z Phaseolus sp., R. tropici
z Leucaena sp., Phaseolus sp., Medicago sp., Macroptileum sp.; Sinorhizobium meli-
loti z Medicago sp., Melilotus sp., Trigonella sp.; Sinorhizobium fredii z Glycine sp.,
Vigna sp.; Mesorhizobium loti z Lotus sp., Anthyllis sp., Lupinus sp.; Bradyrhizo-
bium japonicum z Glycine sp., Macroptilium sp., Vigna sp.; Bradyrhizobium elkanii
z Glycine sp., Macroptilium sp., Vigna sp.; Azorhizobium caulinodans z Sesbania
rostrata (Hadri i in. 1998).

Etymologia stowa ryzobium wywodzi sie¢ z jezyka lacinskiego, gdzie rhizos
oznacza korzen, natomiast bios — zycie, zatem pojecie to okresla organizm zyjacy
w korzeniu. Wiekszos$¢ asocjacji symbiotycznych ryzobiéw z bobowatymi ma po-
sta¢ brodawek w systemie korzeniowym roslin bobowatych. Wyjatkiem jest inte-
rakcja z Azorhizobium, ktéry indukuje rozwdj brodawek fodygowych. Brodawki
powstaja zaledwie u 23% gatunkdéw podrodziny Ceasalpinioideae, natomiast
u Mimosoideae i Papilionoideae odpowiednio 90 i 97% gatunkéw (de Faria i in.
1989).

14.4. Symbiotyczne przyswajanie azotu czgsteczkowego

Biologiczna transformacja wolnego azotu atmosferycznego (N,) w przyswajal-
ne jony amonowe (NH,") jest procesem wysoce energochfonnym (Ramos, Bisseling
2004; Geetanjali 2007). Czasteczka azotu, z powodu obecnosci potréjnego wigzania
kowalencyjnego pomiedzy dwoma atomami tego pierwiastka, jest bardzo trwata
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i nieaktywna chemicznie. Azot dwuatomowy dysocjuje w bardzo wysokich tempe-
raturach, ok. 3000°C i przy normalnym ci$nieniu. Energia trzech kowalencyjnych
wigzan wystepujacych w czasteczce azotu wynosi odpowiednio: N-N 37 000 cal/mol,
N=N 100 000 cal/mol, N=N 224 500 cal/mol. Do rozerwania pierwszego, najsilniej-
szego wigzania w czasteczce azotu musi by¢ zuzyta energia, ok. 124 500 cal/mol.
Obnizenie energii aktywacji i redukcja azotu czgsteczkowego odbywa sie u diazo-
troféw, w tym u ryzobiéw przy udziale enzymatycznego kompleksu dinitrogenazy
zgodnie z reakcjg [5] (Thorneley, Lowe 1996; Vance 1998).

MgH
N, + 16ATP + 8¢ + 10H*->2NH, + H, + 16ADP + 16 Pi (5]

Kompleks enzymu skfada si¢ z dwoch bialek: komponentu I - dinitrogenazy,
biatka molibdenowo-zelazowego (MoFe) oraz komponentu II - reduktazy dinitro-
genazowej, biatka zelazowego (Fe). Bialko MoFe jest tetramerem (a2B2) o masie
czasteczkowej 220 kD, gdzie podjednostka a ma wielkos¢ 56 kD, natomiast 60 kD
(Hu, Ribbe 2014). Jedna czasteczka biatka MoFe zawiera 2 atomy Mo i 24-32 atomy
Fe i S. Komponent I zawiera 4 klastery [4Fe-4S] oraz dwa klastery [MoFe®S?], sta-
nowigce kofaktor MoFe i miejsce katalityczne redukcji N,. Rolg biatka MoFe jest
transfer elektronéw do N, i H* (Kaminski 1998; Vance 1998). Komponent II jest
homodimerem o masie czgsteczkowej 60-64 kD, zawierajacym cztery atomy zelaza
i siarki, tworzacych pojedynczy klaster [4Fe-4S]. Bialko Fe posiada dwa miejsca
wigzace ATP. Gdy ATP przylacza si¢ do bialka Fe, nastepuje zredukowanie klasteru
[4Fe-4S], umozliwiajac biatku Fe przekazanie elektronéw do biatka MoFe. Dinitro-
genaza w obecnosci donora elektronéw (i protonéw) redukuje N, do NHs, po czym
jest regenerowana do postaci zredukowanej przez reduktaze dinitrogenazowa (Her-
ridge i in. 2008). Miejscem przyswajania azotu czasteczkowego w asocjacji bobowa-
tych z ryzobiami jest wyspecjalizowany organ symbiozy o zlozonej strukturze ana-
tomicznej i cytologicznej — brodawka (Sujkowska 2009).

14.5. Typy brodawek

Generalnie u roélin bobowatych wyrdznia si¢ dwa typy brodawek, w zalezno-
$ci od ksztaltu, aktywnos$ci merystematycznej oraz formy transportu zredukowane-
go azotu: nieograniczone (niezdeterminowane) i ograniczone (zdeterminowane)
(Hadri i in. 1998; Lotocka 2008). Brodawki typu niezdeterminowanego, obecne
m.in. u Medicago sativa, Pisum sativum, czy Trifolium sp. charakteryzuja si¢ stalym

195



podzialem komdrek merystematycznych, w wyniku czego nastepuje wzrost liczby
komorek i calej brodawki, a struktury te zyskuja wydluzony, cylindryczny ksztalt;
transportuja zwigzany N, w postaci amidéw (pochodne aminokwaséw). W bro-
dawkach tego typu wystepuje gradient dojrzatosci komoérek od merystemu obecne-
go na szczycie brodawki, do starzejacej si¢ tkanki bakteroidalnej. Dojrzala brodaw-
ke niezdeterminowang charakteryzuje pie¢ stref komorek: (1) wierzchotkowa strefa
merystematyczna pozbawiona bakterii, (2) strefa infekcyjna z licznymi ni¢mi infek-
cyjnymi i bakteriami uwalnianymi do komorek, (3) strefa wigzania azotu o charak-
terystycznym rézowym zabarwieniu, zawierajaca leghemoglobine i bakteroidy
w réznych stadiach rozwoju, (4) strefa péznej symbiozy o zmniejszonej aktywnosci
wigzania azotu, oraz (5) strefa obumierania (Sujkowska 2009). Z kolei, zdetermi-
nowany typ brodawek, typowy dla Glycine max czy Phaseolus vulgaris charaktery-
zuje sie ograniczona aktywnos$cig merystematyczng do poczatkowego etapu po-
wstawania brodawki, kulistym ksztaltem, a forma transportowanego zredukowane-
go azotu sg ureidy (pochodne mocznika). Ten typ brodawki charakteryzuje brak
strefowosci.

Generalnie, zielne bobowate tworza brodawki typu zdeterminowanego.
Wryjatkiem jest Lotus sp., ktory posiada brodawki sferyczne, a formg transportowa-
nego azotu sg amidy, z kolei jednoroczne Pisum sp., Lens sp. czy Vicia sp. tworza
niezdeterminowane, cylindryczne brodawki i transportuja azot w postaci ureidéw
(Vance 1998).

14.6. Strategie zyciowe ryzobiow i morfogeneza brodawek

Wystepowanie brodawek nie zawsze jest zwigzane z obecnos$ciag w nich efek-
tywnych ryzobiéw. Ryzobia, oprécz mutualizmu, mogg realizowa¢ inne strategie
zyciowe, takie jak: parazytyzm, polegajacy na zdolnosci infekowania rosliny przy
niskiej efektywnoséci asymilacji azotu czy pasozytnictwo (Denison, Kiers 2004).
Wedlug Hiltnera (Hartmann i in. 2008), mozna wyrdznic szes¢ typow wspolzycia
ryzobiéw z roslinami bobowatymi: (1) bakterie nie moga wnikna¢ do systemu ko-
rzeniowego rosliny, gdyz jest ona odporna na infekcje; (2) roélina nie jest tak od-
porna, aby uniemozliwi¢ wniknigcie bakterii, lecz jest na tyle silna, ze niszczy wni-
kajace komorki bakterii; (3) rodlina tworzy brodawki korzeniowe po wniknieciu
bakterii, ktére jednak stabo asymiluja azot atmosferyczny i ich komoérki sg stop-
niowo niszczone przez rosline; (4) nawiazanie wlasciwej symbiozy - rozwoj bakterii
w brodawkach i wigzanie N,; (5) nadmierna zjadliwo$¢ bakterii powoduje niszcze-
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nie tkanki roslinnej — pasozytnictwo bakterii wobec roslinnego gospodarza; (6)
catkowite pasozytnictwo bakterii w rodlinie powoduje jej stopniowe zamieranie.

Asocjacje ryzobiow z roslinami motylkowatymi obejmuja kilka stadiow: (1)
atak rodliny przez bakterie — obrona rosliny do momentu wytworzenia naczyn
przewodzacych do brodawki; (2) wlasciwe wspdtzycie, oraz (3) stadium pasozytnic-
twa — zmniejszony doplyw asymilatéw do brodawek, zwigzany ze starzeniem si¢
roéliny, stopniowo zamienia symbioze¢ w pasozytnictwo.

Mechanizm powstawania brodawek korzeniowych jest determinowany gene-
tycznie (Nandasena i in. 2004) i jest realizowany jako ciag specyficznych zdarzen
skoordynowanych z genomem mikrosymbionta (Long 2001; Lotocka 2008). Mor-
fogenez¢ brodawek inicjuje etap rozpoznania partneréw symbiozy, ktéry polega na
wzajemnej wymianie sygnaléw chemicznych. Roslina wydziela do roztworu glebo-
wego flawonoidy, ktdre specyficznie dla gatunku bakterii, indukuja ekspresje ryzo-
biowych genéw brodawkowania (nod, noe, nol), zwanych ogdlnie genami nod (ang.
nodulation genes), determinujacymi tzw. czynniki Nod odpowiedzialne za brodaw-
kowanie, poczawszy od etapu deformacji korzenia, az do wytworzenia w pelni
funkcjonalnej brodawki (Jain, Nainawatee 2002; Han i in. 2010). Czynniki Nod s3
specyficznymi gatunkowo czasteczkami sygnalowymi o budowie liopchitooligosa-
charydowej, gdzie wspdlny wszystkim ryzobiom szkielet, sklada sie z 3-6 reszt
N-acetylo-D-glukozaminy polgczonych wigzaniem B-(1-4)-glikozydowym z przy-
faczonym, w pozycji C2 nieredukujacego konca, tancuchem acylowym. Innymi
czynnikami bakteryjnymi, uczestniczacymi w rozpoznaniu partnera roslinnego,
s3: egzo- i lipopolisacharyd oraz polisacharyd kapsularny. Gdy specyficzni sobie
partnerzy symbiozy rozpoznajg si¢, nastepuje adsorpcja ryzobiéw na powierzchni
korzenia, zazwyczaj na szczycie mlodych, rosnacych, jednokomoérkowych wlosni-
kéw korzeniowych. Etap przylegania jest dwufazowy: (1) faza odwracalna, polega
na adsorpcji bakterii specyficznych, jak i niespecyficznych wobec gospodarza ro-
$linnego; (2) faza nieodwracalna polega na adsorpcji tylko bakterii specyficznych.
Reakcja bakterii na zwigzanie z wlosnikiem jest wydzielanie czynnika Nod, ktéry
zapoczatkowuje deformacje wlosnika korzeniowego, spowodowang nieréwnomier-
nym wzrostem $ciany komorkowej, w wyniku czego bakterie zostaja zamkniete
w przestrzeni ograniczonej $ciang komorkowa zdeformowanego wlosnika, a sam
wlosnik przyjmuje ksztalt laski pasterskiej. Zdolnos¢ skrecania si¢ wlo$nikow jest
uwarunkowana genami wspdlnymi nodABC (ang. common nod genes) oraz genami
specyficzno$ci gospodarza hsn (ang. host-specificity nodulation genes), np. nodH
(Long 2001).

Nastepnie ryzobia infekuja komorki rodliny gospodarza na szczycie wlosnika
ijako wynik reakcji obronnej makrosymbionta, powstaje ni¢ infekcyjna, ktérg
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stanowig blona i $ciana komdrkowa otaczajace bakterie. Ni¢ infekcyjna wzrasta
wewnatrz wlosnika ku jego podstawie, a po polaczeniu $ciany nici ze $ciana ko-
morkows, dochodzi do jej wzrostu w sasiadujacych warstwach komdrek kory
w kierunku primordium - zawigzka brodawki. Zawigzek brodawki powstaje z ko-
morek kory pierwotnej korzenia, ktdre dzielg si¢ rownolegle w kierunku wzrastaja-
cej nici infekcyjne;.

Funkcja nici infekcyjnej jest przetransportowanie bakterii przez kore pierwot-
na korzenia do primordium i uwolnienie ich do cytoplazmy komdrek makrosym-
bionta. Primordium zwykle lokalizuje si¢ naprzeciw wiazek protoksylemu na tere-
nie kory wewnetrznej (w przypadku brodawek typu niezdeterminowanego) lub
kory zewnetrznej korzenia (brodawki typu zdeterminowanego). Komoérki primor-
dium, przez ktore nie przeszly nici infekcyjne, roéznicuja si¢ w kierunku funkcji
merystematycznej. Merystem brodawek typu niezdeterminowanego nie podlega
infekgji, stale réznicuje nowe komorki i oddala si¢ od korzenia. W kierunku odda-
lajacego sie¢ merystemu rosng nici infekcyjne, ktére tuz pod nim tworzg strefe pene-
tracji nici. W przypadku brodawek typu zdeterminowanego, merystem podlega
infekeji i funkcjonuje bardzo krétko. Ostatecznie, ryzobia uwolnione z nici infek-
cyjnych do komdrek kory pierwotnej korzenia, sa otaczane blong perykobakteroi-
dalng pochodzenia rosélinnego, tworzagc symbiosomy, w ktérych formy wegetatyw-
ne bakterii przeksztalcaja si¢ w formy bakteroidalne, zdolne do wigzania N, a za-
wigzek brodawki przeksztalca si¢ w dojrzala brodawke korzeniowa (Hadri i in.
1998).

14.7. Podsumowanie

Biologiczne wigzanie niedostgpnego roslinom a koniecznego do zycia azotu,
odbywa si¢ przy udziale bakterii brodawkowych na terenie organéw symbiozy -
brodawek. Asocjacja tych bakterii z ro$linami bobowatymi przynosi korzysci nie
tylko bezposrednio obu mutualistycznym partnerom symbiozy (bakterie korzystaja
ze zrodla wegla, zasiedlajac specyficzng nisz¢ o obnizonej konkurencji o nutrienty,
a roéliny-gospodarze s3 zaopatrywane w przyswajalne formy biogennego azotu), ale
tez posiada kluczowa role w obiegu tego pierwiastka w przyrodzie, co jest nieoce-
nione w gospodarce rolnej oraz funkcjonowaniu ekosysteméw ladowych.
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Streszczenie

Celem podjetych badan byto okreslenie sktadu gatunkowego grzybow ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem grzybéw, potencjalnie chorobotworczych dla zwierzat i cztowieka, w wodzie czterech
fontann (wodotryskéw) w centrum Biategostoku.

Badania monitoringowe grzybéw prowadzono w latach 2014/2015. W badaniach wykorzystano
metode przynet z wykorzystaniem nasion gryki i konopi, celofanu oraz skéry weza i ikry karasia
pospolitego. W badanych préobkach wody, pobranej z czterech stanowisk w kazdym z czterech
zbiornikow — fontann, stwierdzono tacznie 23 gatunki grzybow, w tym 9 gatunkéw nalezato do
krélestwa grzyby — Fungi z klas: Chytridiomycetes (1 gatunek), Monoblepharidiomycetes (1 gatu-
nek), Ascomycetes (6), Basidiomycetes (1 gatunek). 13 gatunkéw byty to grzyby z krélestwa Chro-
mista, przedstawiciele klasy Oomycetes oraz mikroorganizmy nalezace do krélestwa Protozoa klasy
Plasmodiophoromycetes (1 gatunek). W przedstawianych w pracy badaniach dominowaty mikroor-
ganizmy z klasy Oomycetes. Nalezaty do nich takie pospolite gatunki jak: Saprolegnia ferax
i S. torulosa. Czestos¢ wystepowania dla tych dwoch gatunkow wynosita 17,39%. Podobne zalez-
nosci stwierdzono dla Catenophlyctis variabilis z innej klasy Chytridiomycetes, gdzie czestos¢ wy-
stepowania wynosita 17,39%. Nieco nizszg czesto$¢ wystepowania, wynoszaca 13,04% oraz 8,69%
wykazano dla nastepujacych gatunkéw: Woronina polycystis, Olpidiopsis varians, Pythium epigynum
i P. rostratum oraz Achlya orion. Sposréd zidentyfikowanej mikrobioty, do gatunkéw stanowigcych
zagrozenie w gospodarce rybackiej, zaliczono: Achlya orion, Saprolegnia ferax, S. monoica i S. torulosa.
Do potengjalnie chorobotwdrczych dla cztowieka grzybdw nalezaty: Alternaria alternata, Aspergillus
fumigatus, A. niveus, Candida albicans, Fusarium oxysporum, Penicillium notatum oraz Rhodotorula
glutinis.

Stowa kluczowe: monitoring grzybdw, zbiorniki wodne, Park Patacowy Branickich, Biatystok

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 201-211 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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15.1. Wstep

Woda powierzchniowa jako element biosfery jest miejscem wystgpowania
réznorodnych organizméw, w tym takze grzybow wodnych. Bogata réznorodnos¢
gatunkowa grzybow, obok innych organizméw (m.in. bakterii) jest gwarantem
obiegu materii i przeplywu energii oraz utrzymania réwnowagi ekologicznej. Roz-
norodnos¢ i liczebno$¢ organizméw ma istotny wpltyw na jakos¢ wody. Ilosciowe
aspekty ekologii grzybéw wodnych stanowig jedna z najstabiej poznanych dziedzin
hydromykologii. Badania nad liczebnosciag grzybéw wodnych s3 bardzo rzadko
stosowane. W metodach ilo§ciowych wymaga si¢ ustalenia przynajmniej jednego
z nastepujacych parametrow: liczebnosci zarodnikéw, przetrwalnikéw lub frag-
mentéw grzyba w probkach wody, liczebnosci plech wegetatywnych grzyba w pod-
tozu oraz stopnia wykorzystania podloza przez grzyb (Batko 1975; Miiller, Loefller
1987; Dick 2001). Takie ekosystemy jak, miedzy innymi, fontanny czesto zlokali-
zowane w parkach, pelnig funkcje miejsc rekreacji dla ludzi mieszkajacych w du-
zych aglomeracjach miejskich. Przebywanie ludzi i zwierzat w otoczeniu wod sta-
nowi¢ moze niebezpieczenstwo infekcji grzybiczych wchodzacymi w sklad bioaero-
zoli mieszanych. Sklad takich aerozoli moga stanowi¢ zaréwno drobnoustroje sa-
protroficzne, jak i patogenne. Ta druga grupa mikroorganizméw jest klasyfikowana
jako czynniki biologiczne szkodliwe dla zdrowia czlowieka (Biedunkiewicz 2009;
Kiziewicz 2012).

Ekosystemy wodne posiadaja specjalne mechanizmy przeciwdzialania zanie-
czyszczeniom, do ktoérych to mechanizméw nalezy proces samooczyszczania.
Samooczyszczanie wéd polega na rozcienczaniu, sedymentacji, adsorpcji i biode-
gradacji doplywajacych zanieczyszczen. Bardzo wazng role w samooczyszczaniu
zbiornikéw wodnych odgrywa biodegradacja. Jednak, aby mogla ona zachodzi¢
intensywnie, musi nastgpi¢ obnizenie stezenia zanieczyszczen do okreslonego po-
ziomu. Doplyw substancji toksycznych znacznie spowalnia lub nawet zatrzymuje
proces samooczyszczania poprzez stopniowe zatruwanie mikroorganizméw biora-
cych udzial w rozkladzie materii organicznej (Batko 1975; Alexopoulos i in. 1996).
Biodegradacja z kolei polega na rozkladzie, w obecnosci tlenu rozpuszczonego
w wodzie, zwigzkéw organicznych na sktadniki prostsze przy udziale bakterii,
pierwotniakow, bezkregowcow, a takze grzybow.

Regularne obserwacje laboratoryjne grzybéw wodnych sg3 bardzo wazne
w ustalaniu jakosci wod $rédladowych. Izolowanie, hodowla, oznaczanie i kontrola
okreslonych gatunkoéw grzybéow moga by¢ przydatne przy identyfikowaniu tych
organizmow jako wskaznikdéw czystosci lub zanieczyszczenia w ocenie sanitarnej
wody. Nalezy jednoczes$nie podkresli¢, ze grzyby wodne maja tez szczegolnie wazng
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role w redukcji poziomu zanieczyszczen w zbiornikach wodnych i procesach samo-
oczyszczania si¢ wod (Lampert, Sommer 1996; Riethmiiller i in. 2006).

Celem podjetych badan bylo okreslenie sktadu gatunkowego grzybéw ze
szczegdlnym uwzglednieniem grzybéw potencjalnie chorobotwoérczych dla zwierzat
i cztowieka w wodzie czterech fontann Bialegostoku, na ktérych wyznaczone zosta-
ty po cztery stanowiska badawcze zlokalizowane w centrum miasta.

15.2. Materiat i metody

Badania monitoringowe grzybéw prowadzono w latach 2014/2015. Badaniami
hydrobiologicznymi objeto cztery czynne wodotryski, gdzie wyznaczone zostaly
po cztery stanowiska badawcze. Badane fontanny zlokalizowane s3 w Bialymstoku
w barokowym Parku Palacowym, zwanym tez Parkiem Patacowym Branickich
(Ryc. 15.1). Fontanny wybudowane zostaly w stylu europejskim, ktéry charaktery-
zuje sie tym, ze woda tryska ponad zbiornik, a nastepnie wpada do niego, jednocze-
$nie burzac lustro wody.

<> C tps:/ www.google.pl =

ol |

g |
3

Rycina 15.1. Mapka terenu z lokalizacjg badanych fontann

Objasnienia: 1, 2, 3, 4 — rozmieszczenie fontann w Parku Patacowym Branickich w Biatymstoku.

Zrédto: badania whasne.
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Do izolowania oraz okreslenia liczby gatunkéw grzybow stosowano metode
przynet. Wode pobrang z poszczegdlnych stanowisk, w sterylnych pojemnikach
przewozono do pracowni mykologicznej Zakladu Biologii Ogélnej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku. Nastepnie ciecz z pojemnikéw przelewano do steryl-
nych zlewek o pojemnosci 0,6 dm’ i dodawano odpowiednie przynety. Wiosna
ilatem 2014 roku, w ciggu trzech miesi¢cy przebadano 144 préby, a w 2015 roku,
wiosng i latem w ciggu dwoch miesiecy przebadano 96 préb. Stanowilo to tacznie
240 prob. Badania wykonano w czterech powtorzeniach.

Po uplywie trzech dni przeprowadzano pierwsze, a po 30 dniach ostatnie ba-
dania makro- i mikroskopowe grzybow izolowanych z wody powierzchniowej
i wyhodowanych na przynetach. Grzybnie zidentyfikowane mikroskopowo na:
nasionach roélin (konopie siewne Cannabis sativa L. pozyskano z karmy dla pta-
koéw), przynetach zwierzecych (skore weza zaskronca zwyczajnego Natrix natrix
L. pozyskano ze sklepu zoologicznego, za$ ikre karasia pospolitego Carassius caras-
sius L. pozyskano w sklepie rybnym) i skrawkach celofanu (pozyskano z Kwiaciar-
ni) wraz z przyneta byly nastepnie przenoszone do wysterylizowanych szalek
Petriego wypelnionych woda destylowang. Kazdg kolonizowang grzybnia przynete
przegladano trzykrotnie pod mikroskopem optycznym. Obserwowano strzepki,
poszczegolne stadia rozwojowe grzybow: stadia rozmnazania bezplciowego: sporo-
geneze — zarodnie i zarodniki, zwane zoosporami oraz stadia rozmnazania plciowe-
go: gametogeneze — gametangia zenskie — legnie i gametangia meskie — plemnie.
Natomiast w przypadku grzybow plesniowych i drozdzy, obserwowano strzepki,
pseudostrzepki, konidiofory i zarodniki konidialne. Na podstawie cech morfolo-
gicznych, identyfikowano grzyby do gatunku postugujac sie kluczami identyfika-
cyjnymi Dudki (1974), Batki (1975), Fassatiovej (1983), Seymoura, Fullera (1987),
Dicka (1990, 2001), Zaremby, Borowskiego (2001) oraz Johnsona i in. (2002).

15.3.  Wyniki

W badanych prébkach wody pobranej z czterech stanowisk w kazdym z czte-
rech zbiornikéw - fontann w Bialymsotku stwierdzono tacznie 23 gatunki grzybow,
w tym 9 gatunkéw nalezato do krolestwa grzyby — Fungi z klas: Chytridiomycetes
(1 gatunek), Monoblepharidiomycetes (1 gatunek), Ascomycetes (6), Basidiomycetes
(1 gatunek). 13 gatunkéw byly to grzyby z krdlestwa Chromista, przedstawiciele
klasy Oomycetes oraz mikroorganizmy nalezace do krolestwa Protozoa klasy
Plasmodiophoromycetes (1 gatunek). W badaniach dominowaly mikroorganizmy
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z klasy Oomycetes. Nalezaly do nich takie pospolite gatunki jak: Saprolegnia ferax
iS. torulosa. Czesto$¢ ich wystepowania wynosita 17,39%. Podobne zaleznosci
stwierdzono dla Catenophlyctis variabilis z klasy Chytridiomycetes, gdzie czgstos¢
wystepowania wynosita réwniez 17,39% (Tab. 15.1). Nieco nizsza frekwencje,
wynoszaca 13,04% oraz 8,69% wykazano dla nastepujacych gatunkéw: Woronina
polycystis, Olpidiopsis varians, Pythium epigynum, P. rostratum oraz Achlya orion.
Sposrédd zidentyfikowanej mikrobioty, do gatunkéw stanowigcych zagrozenie
w gospodarce rybackiej, zaliczono: Achlya orion, Saprolegnia ferax, S. monoica
i§. torulosa. Do potencjalnie chorobotwoérczych dla czlowieka grzybow nalezaly:
Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, A. niveus, Candida albicans, Fusarium
oxysporum, Penicillium notatum oraz Rhodotorula glutinis.

Tabela 15.1. Sktad gatunkowy grzybdw izolowanych z wyznaczonych fontann oraz czestos¢
wystepowania poszczegolnych gatunkéw grzybow w czasie pobierania materiatu do badan

Czestosc
Klasyfikacja Fontanna | Fontanna | Fontanna | Fontanna W())/:;iss_wama
(krélestwo, klasa, rzad, gatunek) Nrl Nr1I Nr III Nr IV p(

golnych

gatunkow (%)

CHROMISTA
OOMYCETES
Olpidiales
Olpidiopsis varians Shanor X X 8,69
Peronosporales
Phytophtora infestans (Mont.
deyB afy festans (Mont) x 435
Pythiales
Myzocytium zoophthorum Sparrow X 4,35
Pythium epigynum Hohnk X X 8,69
P. rostratum E.J. Butler X X 8,69
P. scleroteichum Dreschler X 4,35
Saprolegniales
Achlya orion Coker and Couch X X 8,69
Saprolegnia anisospora de Bary X 4,35
S. ferax (Gruith.) Thur. X X X X 17,39
S. litoralis Coker X 4,35
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S. monoica Pringsh

4,35

S. parasitica Coker

4,35

S. torulosa (de Bary) Cejp

17,39

FUNGI

ASCOMYCETES

Eurotiales

Aspergillus niveus Blochwitz

4,35

Aspergillus fumigatus Fresen.

4,35

Hypocreales

Fusarium oxysporum E.F. Sm.
And Swingle

4,35

Pleosporales

Alternaria alternata (Fr.) Keisll

4,35

Saccharomycetales

Candida albicans (C.P. Robin)
Berkhout

4,35

Penicillium notatum Westling

4,35

BASIDIOMYCETES

Sporidiobolales

Rhodotorula glutinis (Fresen.)
F.C. Harrison

4,35

CHYTRIDIOMYCETES

Blastocladiales

Catenophlyctis variabilis (Karling)
Karling

17,39

MONOBLEPHARIDIOMYCETES

Monoblepharidiales

Monoblepharis macrandra
(Lagerh.) Woronin

4,35

PROTOZOA

PLASMODIOPHOROMYCETES

Plasmodiophorales

Woronina polycystis Cornu

13,04

Calkowita liczba gatunkow
wystepujacych na poszczegolnych
stanowiskach: 23

12

13

Zrédto: badania wiasne.
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15.4. Dyskusja

Fontanny i podobne urzadzenia wodne, instalowane poza budynkami (w par-
kach, na ulicach) mogg stwarza¢ zagrozenie dla zdrowia oséb przebywajacych w ich
sasiedztwie lub korzystajacych z nich. Dzieje si¢ tak jednak przede wszystkim
w przypadku niewlasciwego zaprojektowania i utrzymania fontann, a takze nie-
zgodnego z przeznaczeniem korzystania z tych obiektow. Zagrozenia dla zdrowia
moga powstawac przede wszystkim w wyniku picia wody z fontanny/zbiornika, ale
takze wskutek kapieli lub zabawy w wodzie. Nierzadko decydujaca role stanowia
zakazenia droga doustng wywolane przeniesieniem mikroorganizméw chorobo-
tworczych z powlok ciata (poprzez rece lub trzymane w nich przedmioty) do jamy
ustnej. Ryzyko jest mniejsze, gdy woda w fontannie jest dezynfekowana, nie podle-
ga recyrkulacji oraz gdy odplyw wody ze zbiornika nastepuje w kréotkim czasie,
maksymalnie w ciggu kilku godzin. W przypadku, gdy zbiornik tego rodzaju wyko-
rzystywany jest jako brodzik (co nie powinno mie¢ miejsca), do wody moga prze-
nika¢ drobnoustroje pochodzace z powlok ciala cztowieka lub zwierzat zazywaja-
cych kapieli. Woda w fontannach zasadniczo charakteryzuje si¢ niebieska do prze-
zroczystej barwg i metnoscia, w zwiazku z czym mylnie i bezzasadnie uwazana jest
potocznie za wode czysta, o jakosci bezpiecznej dla zdrowia; w rzeczywistosci nie
jest ona przeznaczona do spozycia ani do kapieli. Wykorzystywanie fontann
z otwartymi zbiornikami jako basenéw czy brodzikéw nie powinno mie¢ miejsca,
poniewaz woda w tego typu urzadzeniach nie jest uzdatniana i dezynfekowana, a jej
jakos¢ nie podlega systematycznej kontroli. Na czystos¢ mikrobiologiczng wody
bedacej w obiegu fontann i obiektéw tego typu wplywaja miedzy innymi: jakos¢
materialow instalacyjnych, ich podatno$¢ na tworzenie biofilmu, obecnos¢ osadow,
korozja i temperatura wody. Innego typu zagrozenia moga wigzac si¢ z fontannami,
ktérych elementem jest ogélnodostepny otwarty zbiornik wodny, do ktérego po-
wraca woda z wyrzuconego pod ci$nieniem strumienia. Pozostajac w otwartym
zbiorniku, moze ona podlega¢ skazeniu fekalnemu mikroorganizmami obecnymi
w odchodach zwierzgcych. W przypadku fontanny z systemem recyrkulacji wody
niepoddawanej jednoczesnie uzdatnianiu ani dezynfekcji, takie zanieczyszczenia
moga by¢ obecne réwniez w strumieniu wody fontanny.

Fontanny sg zrédlem aerozolu biologicznego, ktéry moze nie$¢ ze sobg zanie-
czyszczenia mikrobiologiczne. Réwniez mikroorganizmy, nie bedace patogenami
czlowieka, wystepujace naturalnie w srodowisku, moga w pewnych warunkach by¢
przyczyna choréb. Dotyczy to gtéwnie 0séb z ostabionym mechanizmem odporno-
$ciowym, os6b w podeszlym wieku i niemowlat, chorych na AIDS, pacjentéw
z ranami oparzeniowymi oraz pacjentow onkologicznych. U oséb tych przyczyna
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infekcji moze by¢ woda wykorzystywana do picia lub kapieli, zawierajaca liczne
drobnoustroje, w tym takze grzyby. Istotnym zagrozeniem moze by¢ wystepowanie
grzybow w zbiornikach wodnych jak te, opisywane w pracy. Ma to duze znaczenie
sanitarne, poniewaz niektdre z grzybow, jak np. grzyby drozdzopodobne i plesnio-
we, wykazuja dziatanie patogenne w stosunku do czlowieka. W wodach zaréwno
stodkich, jak i stonych wykrywa si¢ gatunki uznane za czynniki etiologiczne grzy-
bic. W wodzie badanych fontann zaobserwowano gatunki takie jak: Alternaria al-
ternata, Aspergillus fumigatus, A. niveus, Candida albicans, Fusarium oxysporum,
Penicillium notatum oraz Rhodotorula glutinis. Z danych literaturowych wynika,
ze grzyby te, przy obnizonej odpornosci organizmu, moga wywota¢ grzybice skory
oraz grzybice narzagdowe (Kowszyk-Gindifier, Sobiczewski 1986; Zaremba, Borow-
ski 2001; Bennett, Klich 2003; Vogel i in. 2007). Do potencjalnie chorobotwoérczych
grzybéw dla ludzi zaliczano tez, oznaczony w badanej wodzie: Catenophlyctis va-
riabilis z Klasy Chytridiomycetes (Karling 1965; Batko 1975). Wymienione gatunki
grzybdw moga by¢ zwigzane okresowo lub stale z organizmem czlowieka, zajmujac
rézne ontocenozy (Dynowska, Biedunkiewicz 2002; Biedunkiewicz 2009).

Duza role w trwaloéci aerozolu biologicznego odgrywaja zjawiska meteorolo-
giczne, takie jak ci$nienie atmosferyczne, temperatura oraz wilgotno$¢ powietrza
(Krzysztofik 1992; Barlocher i in. 2008). Proces dyfuzji w powietrzu ulega znacz-
nemu przyspieszeniu wraz ze wzrostem temperatury i wilgotnosci powietrza. Fon-
tanny usytuowane gléwnie w parkach, stwarzaja wokot siebie korzystny mikrokli-
mat, poprzez zwigkszanie wilgotno$ci powietrza oraz powodujac mniejsze wahania
temperatury powietrza. Ale jednoczesnie przenosza drobne mikroorganizmy lub
rozpraszajg je mechanicznie, poprzez montowane w fontannach dysze rozpryskowe
(Biedunkiewicz 2009).

Wiele grzybow wodnych prowadzi pasozytniczy tryb zycia i powoduje choro-
by ryb. Czynnikiem etiologicznym mykoz s3 wykryte w fontannach grzyby nalezace
do rzedu Saprolegniales, takie jak: Saprolegnia ferax, S. monoica, S. torulosa,
i Achlya orion (Batko 1975; Czeczuga i in. 2002, 2004, 2005; Fadaeifard i in. 2011;
Godlewska i in. 2012).

Groznymi pasozytami roslin s3, oznaczone w przedstawianych w pracy bada-
niach gatunki nalezace do rzedéw: Peronosporales i Pythiales z rodzaju Pythium
i Phytophthora. Dla przykladu, wyizolowane podczas badan z wody gatunki:
Pythium epigynum, P. rostratum P. scleroteichum i Phytophthora infestans — wyka-
zujg wlasciwosci patogenne w stosunku do wielu roélin uprawnych i ozdobnych
(Dick 1972; Batko 1975; Czeczuga, Snarska 2001; Kiziewicz 2005).

W prezentowanych badaniach dominowaly mikroorganizmy z klasy Oomyce-
tes. Nalezaly do nich takie pospolite gatunki jak: Saprolegnia ferax i S. torulosa.
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Czestos¢ wystepowania tych dwoch gatunkéw wynosita 17,39%. Podobne zalezno-
$ci stwierdzono dla Catenophlyctis variabilis z Klasy Chytridiomycetes, gdzie cze-
sto$¢ wystepowania wynosita réwniez 17,39%. Nieco nizsza czgstos¢ wystepowania,
wynoszaca 13,04% stwierdzono dla Woronina polycystis, oraz 8,69% wykazano dla
nastepujacych gatunkow: Olpidiopsis varians, Pythium epigynum, P. rostratum
i Achlya orion.

Z punktu widzenia sanitarnego i epidemiologicznego, najwigksze znaczenie
maja organizmy wykryte w wodach badanych fontann, takie rodzaje jak: Achlya,
Pythium i Saprolegnia, ktore sg patogenami roslin i zwierzat wodnych, oraz stano-
wigce potencjalnie chorobotwdrcze zagrozenie dla zwierzat i czlowieka — grzyby
drozdzopodobne i plesniowe z rodzaju: Aspergillus, Candida, Catenophlyctis, Fusa-
rium, Penicillium i Rhodotorula. Organizmy te, obok bakterii, moga by¢ wykorzy-
stane jako wskazniki sanitarne do oceny stanu czystosci i zanieczyszczen wody po-
wierzchniowe;j.

Od wielu lat wskazniki sanitarne spetniaja wazna role ostrzegawcza przed
zakazeniami. Nie odnotowano fontanny, w ktérej badana woda bytaby pozbawiona
grzybow. Najbardziej niebezpiecznymi fontannami, ze wzgledu na ilo$¢ gatunkow,
okazaly sie fontanny Nr 1 i Nr 3, gdzie wykryto odpowiednio: 12 i 13 gatunkéw
grzybéw. Znacznie mniej, poniewaz o potowe gatunkow stwierdzono w pozosta-
lych fontannach, w wodzie fontanny Nr 2: 6 gatunkéw i Nr 4: 7 gatunkéw. Nato-
miast ze wzgledu na gatunki patogenne, najwigksze zagrozenie dla czlowieka sta-
nowila fontanna Nr 1, gdzie wykryte zostaly drozdzaki i grzyby plesniowe z klasy
Ascomycetes (5 gatunkéw). Stan taki prawdopodobnie wynika z faktu czestego
przebywania ludzi w otoczeniu tych zbiornikéw w miesigcach wiosenno-letnich
i korzystania z nich czesciej niz w pozostatych.

Stwierdzone w fontannach grzyby stanowig czynniki szkodliwe dla organi-
zmu, poniewaz moga powodowa¢ pogarszanie stanu sanitarnego powietrza i wody,
co w konsekwencji moze by¢ przyczyna chordb, zaréwno zwierzat, jak i ludzi.
Ryzyko to jest mniejsze, gdy woda w fontannie bedzie dezynfekowana. Przy projek-
towaniu tego typu obiektow w przyszlodci zaleca si¢ czesta dezynfekcje wody,
gléwnie w okresie wiosenno-letnim, gdyz jest to okres czestego przebywania i ko-
rzystania ludzi ze zbiornikéw wodnych pomimo zakazow.
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Materiaty do bioty porostow Podlasia IIL.
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gmina Juchnowiec Koscielny

(Polska potnocno-wschodnia)

Sylwia Kiercul

Politechnika Biatostocka
Wydziat Budownictwa i Inzynierii Srodowiska
Katedra Ochrony i Ksztattowania Srodowiska

ul. Wiejska 45E, 15-351 Biatystok
e-mail: sylwiakiercul@op.pl

Streszczenie:

Celem przedstawionych badan jest prezentacja dokumentagji florystycznej, dotyczacej réznorod-
nosci gatunkowej bioty porostéw w okolicach podlaskiej wsi Janowicze, potozonej w gminie Juch-
nowiec Koscielny. Badania przeprowadzono w czerwcu 2015 roku, na 3 stanowiskach badawczych.
Okreslono w nich zréznicowanie gatunkowe porostow wystepujacych na korze drzew i krzewodw,
drewnie (pochodzenia naturalnego i antropogenicznego — niekiedy pomalowanego farbg), mchu,
na glebie, gtazach narzutowych, betonie, dachéwce eternitowej, papie, a takze stalowych elemen-
tach ogrodzen i bram. W pracy opisano 52 gatunki, ktére reprezentujg zréznicowane morfologicz-
nie formy. Opisane taksony naleza do epifitow (32 taksony), epiksyli (20 gatunki), epilitéw (14),
epigeitéw (10) i epibryofitéw (1). Odnotowano takze 6 taksonéw zasiedlajacych nietypowe wytwory
antropogeniczne, tj.. dachowka eternitowa (3 gatunki), papa (3) oraz stalowe elementy ogrodzen
wokét poses;ji (3). Istotnym zjawiskiem jest takze kolonizowanie jednych gatunkéw porostéw przez
inne (2 taksony — Evernia prunastri i Pseudevernia furfuracea).

Stowa kluczowe: porosty, Janowicze, Podlasie, réznorodnos¢

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 213-223 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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16.1. Wstep

Dotychczas dla niewielkich miejscowosci wiejskich Podlasia bogactwo gatun-
kowe porostow opisano m.in. w Klewinowie (Kiercul 2013a), Krynickich (Kiercul
2013b), Tryczowce (Kiercul 2014), Hermandwce (Kiercul 2015a) i w Nowosadach
(Kiercul 2015b). Celem niniejszej pracy jest przedstawienie obecnych zasobow
lichenobioty podlaskiej wsi Janowicze i przyleglych do niej okolic. Otrzymane
wyniki sg dalszym przyczynkiem do poznania stabo jeszcze rozpoznanej bioty
porostowej terendw wiejskich na Podlasiu.

16.2. Materiat i metody

Badania na terenie wsi Janowicze i przylegtych okolic prowadzono w czerwcu
2015 roku. W terenie dokonano spisu florystycznego lichenobioty, uwzgledniajac
przy tym rodzaj podloza, ktdry zasiedlaja. Wykonano réwniez dokumentacje foto-
graficzng wybranych gatunkéw, a zbiér materialu do badan laboratoryjnych zostat
ograniczony do niezbednego minimum. Material oznaczano standardowymi meto-
dami morfologiczno-anatomicznymi i testami barwnymi (Nowak, Tobolewski
1975). Okazy zielnikowe zdeponowano w herbarium Katedry Ochrony i Ksztalto-
wania Srodowiska Politechniki Biatostockiej. Nazewnictwo porostow przyjeto
za Diederich i in. (2015), za wyjatkiem: Lecanora albescens i L. dispersa — za Sliwg
(2007), a Melanelixia fuliginosa i Melanohalea exasperatula - za Blanco i in. (2004).
Gatunki umieszczone na ,,Czerwonej Liscie Porostow w Polsce™ podano za Cieslin-
skim i in. (2006), za$ taksony objete ochrong prawng - za Rozporzadzeniem Mini-
stra Srodowiska z dnia 09.10.2014 r. w sprawie ochrony gatunkowej grzybéw (Dz. U.
z 2013 r. poz. 627, z pézn. zm.). Przynaleznos¢ taksonéw do okreslonych grup apo-
porostow przyjeto za Olech (1998), a wspdlrzedne geograficzne stanowisk badaw-
czych wyznaczono przy pomocy odbiornika GPS.

16.3. Teren badan

Wedlug informacji zawartych w Strategii rozwoju gminy Juchnowiec Koscielny
na lata 2009-2025 (2009), Janowicze (Ryc. 16.1) to niewielka wie§ o powierzchni
zaledwie 524 ha. Liczy 123 mieszkancéw (Ewidencja Ludnosci Gminy Juchnowiec
Koscielny 2015) i polozona jest na obszarze Niziny Pélnocnopodlaskiej, na granicy

214



2 mezoregionow: Wysoczyzny Bialostockiej i Doliny Gornej Narwi (Kondracki
2013). Obszar badan zlokalizowany jest w obregbie kwadratu Cg-31 siatki kartogra-
mu ATPOL, zmodyfikowanego do celéow lichenologicznych (Cieslinski, Faltyno-
wicz 1993).

Rycina 16.1. Lokalizacja wsi Janowicze, gmina Juchnowiec Koscielny

Zrédto: https://pl.wikipedia.org/wiki/Janowicze.

Wykaz stanowisk

1 - las mlodnik (53°013159N / 23°173245E), podloza: kora drzew, drewno (pniaki);
2 - gléwna ulica wsi Janowicze, stanowisko zbiorcze (od punktu: 53°006036N /
23°177218E do punktu: 53°012981N / 23°173742E), podloza: kora drzew i krzewow
(w tym owocowych), drewno (opadle galezie drzew, drewniany plot — w tym drew-
niane ogrodzenie pomalowane farbg), powierzchnia plechy innego porostu, glazy
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narzutowe, betonowa plyta oraz stupy i podmuréwki, dachéwka eternitowa, papa,
metalowe elementy ogrodzeniowe;

3 - las zlokalizowany okoto 500 m od wsi, (52°001262N / 23°175268E), podioza:
kora drzew, drewno (szyszki), mech, gleba.

16.4. Wyniki

16.4.1. Zroznicowanie florystyczne porostow

Na badanym terenie odnotowano 53 taksony, w tym 52 w randze gatunku.
Liste ulozono wedlug schematu: nazwa gatunku — numer stanowiska — podtoze.

Oznaczenia drzew i krzewow:

e drzewa: Ag - Alnus glutinosa, Ah - Aesculus hippocastanum, Bp - Betula
pendula, Bpp - Betula papyrifera, Ca — Corylus avellana, Fe — Fraxinus excel-
sior, Ld - Larix decidua, Pa - Picea abies, Ps — Pinus sylvestris, Pt - Populus
tremula, Qr — Quercus robur, Sa — Salix alba, Tc - Tilia cordata;

*  drzewa owocowe: C - Cerasus sp., M — Malus sp., Pd — Prunus domestica
subsp. syriaca, Jr - Juglans regia;

»  krzewy: Fa - Frangula alnus, Sv - Syringa vulgaris.

Acarospora fuscata (Schrad.) Th. Fr. - 2, betonowy stup;

Buellia punctata (Hoffm.) A. Massal. - 2, kora drzew (Fe, Sa) ;

Caloplaca decipiens (Arnold) Blomb. & Forssell - 2, betonowy stup, betonowa
podmurdwka, dachéwka eternitowa, papa;

Caloplaca holocarpa (Ach.) A. E. Wade s. 1. - 2, drewno (plot) ;

Candelaria pacifica M. Westb. & Arup - 2, kora drzew (Fe, Tc), drewno (plot) ;
Candelariella aurella (Hoffm.) Zahlbr. - 2, betonowa plyta, betonowy stup, da-
chowka eternitowa, papa;

Candelariella xanthostigma (Ach.) Lettau - 2, kora drzew (Bp), drewno (plot) ;
Cladonia arbuscula (Wallr.) Flot. subsp. mitis (Sandst.) Ruoss - 3, gleba;

Cladonia chlorophaea (Sommerf.) Spreng. s. 1. - 2, drewno (plot) ;

Cladonia digitata (L.) Hoffm. - 3, gleba;

Cladonia fimbriata (L.) Fr. — 2, 3, kora drzew (Bp, Ps) i krzewow (Fa), drewno
(pniak, szyszka, plot), gleba;

Cladonia furcata (Huds.) Schrad. subsp. furcata - 3, gleba;

Cladonia phyllophora Hoffm. - 3, gleba;
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Cladonia portentosa (Dufour) Coem. - 3, gleba;

Cladonia rangiferina (L.) F. H. Wigg. - 3, gleba;

Cladonia subulata (L.) F. H. Wigg. - 3, mech, gleba;

Cetraria aculeata (Schreb.) Fr. - 3, gleba;

Cetraria islandica (L.) Ach. - 3, gleba;

Evernia prunastri (L.) Ach. - 1, 2, kora drzew (Bp, Sa) i krzewow (Fa), powierzch-
nia plechy innego porostu (Parmelia sulcata), drewno (plot);

Hypocenomyce scalaris (Ach.) M. Choisy - 2, 3, kora drzew (Bp), drewno (pniak);
Hypogymnia physodes (L.) Nyl. - 1, 2, 3, kora drzew (Ah, Bp, Bpp, C, Ca, Jr, Ld,
M, Pd, Ps, Pt, Qr, Sa, Tc) i krzewéw (Fa, Sv), drewno (plot), gtaz narzutowy;
Imshaugia aleurites (Ach.) S. L. F. Meyer - 2, kora drzew (Bp) ;

Lecanora albescens (Hoffm.) Florke s. I. - 2, betonowy stup;

Lecanora carpinea (L.) Vain. - 1, 2, kora drzew (Sa) i krzewow (Fa);

Lecanora conizaeoides Cromb. - 1, 2, 3, kora drzew (Fe, Pa, Ps), drewno (plot);
Lecanora dispersa (Pers.) Sommerf. s. 1. - 2, betonowy stup;

Lecanora muralis (Schreb.) Rabenh. - 2, betonowy stup, dachéwka eternitowa;
Lecanora chlarotera Nyl. - 2, kora drzew (Fe);

Lecidella elaeochroma (Ach.) M. Choisy - 1, 2, kora drzew (Fe, Sa, Tc);

Lepraria sp. - 2, 3, kora drzew (Bp, Ps, Tc¢);

Melanelixia fuliginosa (Duby) O. Blanco et al. - 2, kora drzew (C), drewno (plot);
Melanohalea exasperatula (Nyl.) O. Blanco et al. - 1, 2, kora drzew (Bp, Ld), kora
krzewéw (Fa);

Parmelia sulcata Taylor - 1, 2, kora drzew (Bp, Ca, Fe, Ld, Pd), drewno (opadtfa
galaz, pniak, plot);

Parmelina tiliacea (Hoffm.) Hale - 2, drewno (plot),

Pertusaria albescens (Huds.) M. Choisy & Werner - 1, kora krzewéw (Fa),
Phaeophyscia orbicularis (Neck.) Moberg - 1, 2, kora drzew (Ah, Ca, Fe, Sa, Tc),
betonowa podmurdéwka, metalowe elementy ogrodzeniowe;

Phaeophyscia nigricans (Florke) Moberg - 2, betonowa podmuréwka, metalowe
elementy ogrodzeniowe;

Phlyctis argena (Spreng.) Flot. - 1, 2, 3, kora drzew (Ag, Fe, Qr, Sa, Tc¢), kora krze-
woéw (Fa), drewno (pniak);

Physcia adscendens H. Olivier - 1, 2, kora drzew (Ah, Ca, Fe, Ld, Sa), i krzewéw
(Fa), drewno (opadta galaz), betonowy stup;

Physcia caesia (Hoffm.) Fiirnr. - 2, betonowy stup, betonowa podmurdéwka, meta-
lowe elementy ogrodzeniowe;

Physcia dubia (Hoffm.) Lettau var. dubia - 1, 2, kora drzew (Ah, Bp, Ca, Ld, Sa, Tc);
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Physcia stellaris (L.) Nyl. - 1, 2, kora drzew (Fe) i krzewéw (Fa), drewno (opadta
galaz);

Physcia tenella (Scop.) DC. - 2, kora drzew (Ca, Fe, Sa), drewno (opadla galaz,
plot), betonowy stup;

Physconia perisidiosa (Erichsen) Moberg - 2, kora drzew (C), drewno (plot);
Physconia enteroxantha (Nyl.) Poelt - 1, 2, kora drzew (C, Ca, Fe, Sa), drewno
(pniak, plot);

Porpidia crustulata (Ach.) Hertel & Knoph - 2, betnowy stup, betonowa podmu-
rowka;

Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf - 2, kora drzew (Bp), powierzchnia plechy in-
nego porostu (Hypogymnia physodes);

Ramalina fraxinea (L.) Ach. - 2, kora drzew (Tc¢);

Scoliciosporum chlorococcum (Stenh.) Vézda - 1, 2, kora drzew (Ca, Bpp, Pa, Ps);
Usnea filipendula Stirt. - 2, kora drzew (Bp);

Usnea hirta (L.) F. H. Wigg. - 2, kora drzew (Bp);

Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. - 1, 2, 3, kora drzew (Ah, Bp, C, Ca, Fe, Jr, Ld, M,
Pt, Qr, Sa) i krzewdw (Fa, Sv), drewno (opadta galaz, pniaki, plot), gtaz narzutowy,
betonowy stup, betonowa podmuréwka, betonowa ptyta, papa, metalowe elementy
ogrodzeniowe;

Xanthoria polycarpa (Hoffm.) Rieber - 1, 2, kora drzew (Ca, Fe, M, Sa) i krzewoéw
(Sv), drewno (pniak, ptot).

16.4.2. Preferencje siedliskowe porostow

Porosty na omawianym terenie zasiedlaja wszelkie dostepne substraty. Sa to:
kora drzew i krzewéw, drewno (zaréwno pochodzenia naturalnego, jak i antropo-
genicznego), mech, gleba, glazy narzutowe, beton, podmuréwki, plechy innych
porostow, a takze inne specyficzne podloza, tj. dachoéwka eternitowa, papa, czy
stalowe elementy bram.

Najliczniejszg grupa ekologiczng porostow sg epifity, zasiedlajace kore drzew
i krzewdw, reprezentowane przez 32 taksony, z czego 13 to epifity wylaczne. Kolo-
nizuja one takie drzewa, jak: Betula pendula (14), Fraxinus excelsior (14 epifitow),
Salix alba (13), Corylus avellana (10), Tilia cordata (8), Larix decidua (6), Aesculus
hippocastanum (5), Pinus sylvestris (5), Quercus robur (3), Betula papyrifera (2),
Picea abies (2), Populus tremula (2), Alnus glutinosa (1); drzewa owocowe i uzyt-
kowe: Cerasus sp. (5), Malus sp. (3), Juglans regia (2), Prunus domestica subsp.
syriaca (2) oraz z krzewow — Frangula alnus (9) i Syringa vulgaris (3).
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Rownie liczng grupe ekologiczng stanowia epiksyle (20 gatunkdéw), z czego
wylacznie na drewnie odnotowano 3 gatunki (Cladonia chlorophacea s.l. i Hypoce-
nomyce scalaris). Nieco mniejsza liczebno$cia odznaczaja si¢ tu epility (14 gatun-
kéw), kolonizujace nie tylko glazy narzutowe (2 gatunki — Hypogymnia physodes
i Xanthoria parietina), ale réwniez utwory pochodzenia antropogenicznego: beto-
nowe podmurdwki, ptyty czy stupy elektryczne. 4 z nich to epility wytaczne.

Sposrod 53 taksonow sktadajacych si¢ na lichenobiote wsi Janowicze i okolic —
10 to epigeity. Zaledwie 1 gatunek - Cladonia subulata - porastal murawke mchu.
Zaobserwowano rowniez tendencje do kolonizowania przez porosty plech innego
przedstawiciela bioty porostowej, a mianowicie przez Evernia prunastri i Pseu-
devernia furfuracea.

Interesujacym zjawiskiem jest tez tendencja wspolnego zasiedlania przez po-
rosty nietypowych substratéw (drewnianego ogrodzenia pomalowanego farba,
dachowki eternitowej, papy, czy metalowych konstrukcji bram, ogrodzen). Mozna
wymieni¢ tu takie gatunki, jak: Caloplaca decipiens, Candelariella aurella, Lecanora
muralis, Phaeophyscia nigricans, Physcia caesia, i Xanthoria parietina.

16.4.3. Chronione i zagrozone gatunki porostow

Sposrdéd 53 zidentyfikowanych taksondéw na terenie wsi Janowicze i przyle-
glych okolic, 7 znajduje si¢ na krajowej ,Czerwonej Liscie Porostow” (Cieslinski
iin. 2006) i zakwalifikowanych do trzech z pigciu kategorii zagrozen: EN - wymie-
rajacych, VU - narazonych na wyginiecie i NT - bliskich zagrozeniu. Kategori¢ EN
reprezentuja 2 taksony — Physconia perisidiosa i Ramalina fraxinea. 4 gatunki poro-
stow wystepujace na badanym terenie narazone s3 na wyginiecie i sg to: Cetraria
islandica, Parmelina tiliacea, Usnea hirta i U. filipendula. Kategori¢ NT reprezentu-
je zaledwie 1 gatunek — Evernia prunastri. Za istotnymi walorami lichenologiczny-
mi miejscowosci Janowicze przemawia réwniez wystepowanie 8 taksonéw objetych
ochrong gatunkowa, z czego 2 Scisla (Parmelina tiliacea i Ramalina fraxinea), a 6 —
cze$ciows (Cetraria islandica, Cladonia arbuscula, C. portentosa, C. rangiferina,
Imshaugia aleurites i Usnea hirta).

16.4.4. Wptyw cztowieka (antropopresja) na lokalng biote porostéw

Pojawiajace si¢ coraz liczniej publikacje zwracaja uwage na zjawisko ekspansji
porostéow synantropijnych. Gatunki te pojawiaja si¢ w zwiagzku z dzialalnoscia
czlowieka, takze na siedliskach przez niego stworzonych (Faltynowicz 1994; 1995;
2004; Olech 1998; Sliwa 1998; Szczepanska 2008). Lichenobiote wsi Janowicze
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mozna podzieli¢ na: hemiapofity oraz euapofity (Olech 1998). Na badanym terenie
odnotowano 20 euapofitéw, za§ hemiapofitow — 11 (Tab. 16.1). Reasumujac, 60%
badanej lichenobioty miejscowosci Janowicze w gm. Juchnowiec Koscielny, to po-
rosty synantropijne.

Tabela 16.1. Porosty synantropijne wsi Janowicze (gm. Juchnowiec Koscielny) i przylegtych okolic

Grupa porostow Gatunki synantropijne

Buellia punctata, Caloplaca decipiens, C. holocarpa, Candelariella aurel-
la, C. xanthostigma, Melanelixia fuliginosa, Melanohalea exasperatula,
Euapofity Lecanora albescens s.1., L. dispersa s.l., L. muralis, Parmelina tiliacea,
Phaeophyscia orbicularis, Ph. nigricans, Physcia adscendens, P. caesia,
P. dubia, P. stellaris, P. tenella, Xanthoria parietina, X. polycarpa

Acarospora fuscata, Cladonia chlorophaea s.1., Evernia prunastri, Hypo-
Hemiapofit cenomyce scalaris, Hypogymnia physodes, Lecanora chlarotera, L. con-
emiapofi

POty izaeoides, Lecidella elaeochroma, Parmelia sulcata, Porpidia crustulata,

Scoliciosporum chlorococcum

Wplyw antropopresji na sktad ilo$ciowy lichenobioty przejawia si¢ w rézno-
raki sposob. Wobec braku naturalnych substratéw, wytwory czlowieka stajg sie
nowymi podiozami do zasiedlenia. Przy niedostatku forofitow, gatunki bedace
z natury epifitami, kolonizuja drewniane ploty, pape, drewniane ogrodzenia poma-
lowane farbg, betonowe stupy i podmuréwki, a nawet pomalowane farba metalowe
konstrukcje bram i ogrodzen. Rosnace przy glownej ulicy Janowicz nieliczne drze-
wa (Aesculus hippocastanum, Syringa vulgaris, Tilia cordata) charakteryzuje do$¢
uboga biota porostow. Wyjatek stanowig Betula pendula i Fraxinus excelsior (na
stanowisku 2), ktérych pien od strony jezdni ubogaca cala mozaika 14 gatunkéw
porostow, z Parmelia sulcata, Phaeophyscia orbicularis i Ph. entheroxanta na czele.

Roéznorodnos¢ lichenobioty w lasach badanego terenu nalezy oceni¢ jako niska.
Sytuacja ta ma glownie zwigzek z brakiem dostepnych siedlisk, dominacjg w skta-
dzie gatunkowym biocenoz lesnych Pinus sylvestris, wycinka wiekowych drzew,
stanowigcych ostoje rzadkich gatunkéw o plesze listkowatej i krzaczkowatej,
brakiem nagromadzonego martwego drewna wewnatrz lasu oraz ubozeniem gleb
(co przektada si¢ na malg liczbe epigeitow — zaledwie 10 gatunkow).
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16.5. Dyskusja i wnioski

Analiza otrzymanych wynikéw, dotyczacych lichenobioty obszaru wsi Janowi-
cze i przyleglych okolic dowodzi $redniej réznorodnosci tej grupy organizméw
(53 taksonow, z czego 7 zagrozonych, z epifitami - jako wyraznie dominujaca gru-
pa ekologiczng wéréd omawianej bioty porostowej). Jednakze obszar ten odznacza
sie wysokim potencjalem eksploracyjnym, ze wzgledu na niedostatek publikacji
opisujacych lichenobiote regionu Polski péinocno-wschodniej, w miejscowosciach
o podobnej wielkosci co wie$ Janowicze. Do jakichkolwiek reprezentatywnych ana-
liz i poréwnan postuzy¢ moga jedynie wyniki otrzymane w innych podlaskich
wsiach: Klewinowo (Kiercul 2013a), Krynickie (Kiercul 2013b), Tryczéwka (2014),
Hermandwka (Kiercul 2015a) i Nowosady (Kiercul 2015b). Wymienione miejsco-
wosci s3 podobne zaréwno pod wzgledem powierzchni, polozenia, a takze typu
uzytkowania terenu (rolnictwo). We wsi Krynickie (Kiercul 2013b) odnotowano
77 taksondéw, w tym 12 porostéw zagrozonych. Dominujaca grupa ekologiczna
porostow sa tam epifity (40 gatunkow), chetniej porastajace kore pojedynczych,
samotnych, wolno stojacych drzew, niz forofitow w zwartych drzewostanach.
Podobna liczbe taksonéw odnotowano w biocie porostowej wsi Klewinowo -
65 gatunkow, z czego 9 taksonow zagrozonych (Kiercul 2013a). Dominujace tu
epifity (31 gatunkow) najchetniej kolonizuja wiekowe $rédpolne i przydrozne
drzewa. Poréwnywalne wyniki ze wsi Janowicze otrzymano w innych podlaskich
wsiach, tj.: Nowosady - 39 gatunkéw (z czego 5 zagrozonych) (Kiercul 2015b),
Tryczowka — 39 taksondéw (w tym 4 zagrozone) (Kiercul 2014), oraz Hermandwka
- 38 (w tym 4 zagrozone) (Kiercul 2015a). We wszystkich wymienionych powyzej
wsiach, dominujaca grupa ekologiczng porostéw, sa rowniez epifity - w Nowosa-
dach Kiercul odnotowata 27 gatunkéw o tej preferencji (2015b), w Hermanoéwce -
26 (2015a), a w Tryczdwece - 24 taksony (2014).

Powyzsze analizy sprowadzajg si¢ do wniosku, iz pomimo, ze zréznicowanie
florystyczne lichenobioty wsi Janowicze i przyleglych do niej okolic jest umiarko-
wane, to obserwowana dobra kondycja, a takze liczebnos¢ plech rzadkich gatunkéw
$wiadczg o znikomym wplywie antropopresji na badanych obszarach.

Podziekowania

Pragne serdecznie podziekowa¢ Recenzentom za cenne uwagi do niniejszego opra-
cowania.
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Streszczenie

W pracy scharakteryzowano porosty jako organizmy biowskaznikowe. Opisano wybrane cechy
anatomiczne, morfologiczne oraz fizjologiczne plech porostéw oraz ich wiasciwosci sorpcyjne.
Scharakteryzowano metody lichenoindykacyjne (terenowe i laboratoryjne, w tym metody: flory-
styczne, anatomiczno-morfologiczne, fizjologiczne, analityczno-chemiczne). Przedstawiono wybra-
ne przyktady wykorzystania porostéw do oceny zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego rézny-
mi polutantami. Zebrano takze dane na temat badan lichenomonitoringowych prowadzonych
na terenie Polski oraz na temat gromadzenia i analiz wynikéw badan i obserwacji.

Stowa kluczowe: porosty, bioindykatory, lichenoindykacja, metody

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybow. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 225-238 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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17.1. Wstep

Porosty (Lichenes) naleza do krélestwa grzybéw Mycota. Sg plechowymi orga-
nizmami symbiotycznymi, zlozonymi z dwoch komponentéw: autotroficznego
glonu (fotobionta) i heterotroficznego grzyba (mykobionta). Glonami najczesciej
tworzacymi plechy porostéw sg zielenice (Chlorophyta) oraz sinice (Cyanophyta) —
w 10% i w 3% oba typy fotobiotéw. Mykobiontem sg najczeéciej grzyby workowce
(Ascomycota). Fotobionty, w polaczeniu z réznymi grzybami, tworza odmienne
taksony porostéw (Oksanen 2006). Proces powstawania porostéw nazywany jest
lichenizacjg, stad ich nazwa synonimowa - grzyby lichenizowane.

Wzajemne zaleznosci pomiedzy biontami sg réznie traktowane: od helotyzmu
(niewolnictwa), poprzez grzybopasozytnictwo, glonopasozytnictwa do symbiozy.
Najczesciej wzajemne relacje pomiedzy partnerami ttumaczy si¢ jako symbioze
mutualistyczng, gdzie glon pobudzany jest przez substancje (gtéwnie kwas askorbi-
nowy) wytwarzane przez grzyb do fotosyntezy. Grzyb natomiast dostarcza glonom
wody wraz z substancjami mineralnymi, stwarza mu schronienie oraz chroni go
przed niska temperaturg. Plecha porostéw tworzy nowg jakos¢ w stosunku do kaz-
dego z komponentéw, przy czym pewne cechy anatomiczno-morfologiczne nie sg
przez nie zatracone.

Porosty s3 organizmami zmiennowodnymi (poikilohydrowymi). Stopien
uwodnienia ich plech jest zalezny od stopnia wilgotnosci powietrza. Porosty pobie-
rajg wode atmosferyczng z powietrza (glownie w postaci pary wodnej), cala
powierzchnig plechy bez jej uprzedniego przejscia w stan ciekly, w sposob czysto
tizyczny, w cyklu dobowym (Matwiejuk 2000).

Specyficzng cechg porostow jest zdolno$¢ wytwarzania wtérnych substancji
porostowych, zwanych kwasami porostowymi. Gromadzg si¢ one, migdzy innymi,
na powierzchni strzgpek miazszu, w soraliach, rzadziej w warstwie korowej plechy.
Ich udzial, w zaleznosci od gatunku, wynosi od 0,5 do 10% suchej masy porostow.
Kwasy porostowe sa wytwarzane przez grzyba z wykorzystaniem weglowodanow
produkowanych przez glony - glukoze przez sinice oraz rybitol, erytrytol i sorbitol
- przez zielenice wskutek rozmaitych szlakow metabolicznych (szlak octanowo-
polimalonianowy, szlak kwasu szikimowego, szlak kwasu mewalonianowego).
Rodzaj i ilo§¢ wytwarzanych kwaséw porostowych rdznicuja si¢ w zaleznosci od
danego gatunku porostéow. Nauka dysponuje opracowanymi metodami identyfika-
¢ji gatunkow porostdw na podstawie analizy zawartych w nich kwaséw (chemotak-
sonomia — reakcje testowe, chromatografia cienkowarstwowa TLC, wysokosprawna
chromatografia cieczowa HPLC) (Klos 2007).
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Substancje porostowe petnig funkcje ochronng, bronigc porost przez wply-
wem szkodliwych czynnikéw zewnetrznych (np. zwierzat, promieniowaniem sto-
necznym, zanieczyszczeniem srodowiska). Do tej pory zidentyfikowano ok. 1050
substancji porostowych (Molndr, Farkas 2010), z czego zaledwie 50-60 wystepuje
w innych grzybach i roslinach (Nash 2008).

Celami pracy sa: 1) ocena roli porostdéw w monitoringu biologicznym zanie-
czyszczen powietrza atmosferycznego, 2) ocena wilasciwosci porostéw jako wskaz-
nikéw zanieczyszczen powietrza atmosferycznego, 3) ocena i przeglad metod liche-
noindykacyjnych.

17.2. Biomonitoring

Biomonitoring jest miarg odpowiedzi Zywych organizméw na zmiany zacho-
dzace w srodowisku. Regularne, czasowe i przestrzenne obserwacje zywych organi-
zmo6w, jako bioindykatoréw umozliwiaja — na podstawie ilosciowych i jakoscio-
wych ich charakterystyk — okreslenie stanu systemu ekologicznego oraz parame-
trow biotycznych i abiotycznych jego komponentéw, w tym substancji oraz oddzia-
tywan antropogenicznych. Monitoring biologiczny, uzupelniony monitoringiem
technicznym i chemicznym, jest niezwykle przydatny do oceny skazenia §rodowi-
ska (Traczewska 2011).

Jednym z najstarszych sposobdéw kontroli jako$ci srodowiska jest jego ocena
na podstawie zmian sktadu gatunkowego biocenozy. Stosowane metody s oparte
na obserwacji i identyfikacji gatunkéw wskaznikowych (stenotypowych, tj. o waskich
i okreslonych granicach tolerancji) i wnioskowaniu na tej podstawie o warunkach
abiotycznych. Jesli wiadomo, na jaki czynnik sg wrazliwe stenobionty i jakie wa-
runki preferujg, to na podstawie ich obecnosci w $rodowisku, mozna wnioskowa¢
o dziataniu lub wystepowaniu okres§lonego czynnika $rodowiskowego. Podczas
obserwacji dlugoterminowych gatunki wskaznikowe umozliwiaja okreslenie kie-
runku zmian oraz prognozowanie zdolnosci do samooczyszczania $rodowiska.
Komponenty biologiczne moga by¢ badane na wielu poziomach: od molekularnego
i komodrkowego do biocenozy, poprzez poziomy posrednie, jak organizmy i popu-
lacje (Traczewska 2011).

W zaleznosci od sposobu reagowania na okreslone czynniki srodowiskowe,
mozna wyr6zni¢ nastepujace kategorie bioindykacyjne: 1) skala gatunkéw — obec-
nos¢ lub brak gatunkéw wrazliwych na okreslony czynnik srodowiskowy, 2) wskaz-
niki akumulacji - organizmy gromadzace w swoich tkankach substancje toksyczne,
3) wskazniki reagujace — organizmy wskazujgce rézny stopien uszkodzenia swoich
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organdéw pod wplywem dzialajacych czynnikéw srodowiskowych, 4) biomarkery -
kategoria bioindykatoréw wskazujacych zmiany na poziomie biochemicznym, im-
munologicznym i genetycznym.

Biowskazniki (indykatory biologiczne) to organizmy, ktére majg okreslony
stopien tolerancji na czynniki $rodowiskowe, wykazujac okreslone reakgje,
gdy granica owej tolerancji zostanie przekroczona. Przykladem moga by¢ niektore
gatunki porostow, ktérych wystepowanie jest limitowane przez stezenie zanieczysz-
czenia (np. ditlenku siarki) w powietrzu.

17.3. Lichenoindykacja

Lichenoindykacja jest jedna z metod bioindykacji, ktéra wykorzystuje porosty
(Lichenes) jako organizmy biowskaznikowe.

Wryjatkowa wrazliwo$¢ porostéw na zanieczyszczenia powietrza atmosferycz-
nego, w poréwnaniu z innymi roslinami wynika z tego, ze: 1) chlorofil umozliwia-
jacy fotosynteze glonom porostowym pod wplywem toksyn, a zwlaszcza dwutlenku
siarki, ulega przeksztalceniu w nieaktywng feofityne — w efekcie glony obumieraja;
2) wystepuje bardzo mata zwartos$¢ chlorofilu w plechach na jednostke suchej masy,
co sprawia, ze rozklad chlorofilu pod wptywem toksyn daje efekty uszkodzenia
wielokrotnie silniejsze niz u roélin; 3) warstwa korowa tych organizmdéw, zbudo-
wana ze strzepek grzyba, latwo przepuszcza roztwory z rozpuszczonymi w nich
toksynami do wnetrza plechy; 4) porosty pobieraja nieoczyszczong wode bezpo-
$rednio z powietrza atmosferycznego (mgta, rosa), podczas gdy woda pobierana
przez korzenie roélin jest przynajmniej cze$ciowo przefiltrowana przez warstwy
gleby; 5) w wigkszosci przypadkow porosty sa gatunkami o waskiej skali ekologicz-
nej, co oznacza, ze maja bardzo ograniczone mozliwosci przystosowywania si¢ do
zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska (Faltynowicz 1995).

Ze wzgledu na budowe anatomiczng, porosty charakteryzuja sie zdolno$ciami
sorpcyjnymi, zwlaszcza w stosunku do jonéw metali. Pobieraja wode i zawarte
w niej substancje, wraz z zanieczyszczeniami, calg powierzchnia plechy. Porosty sa
wskaznikami akumulacji - organizmami gromadzacymi w swoich plechach sub-
stancje toksyczne.

Mechanizm sorpcji metali i radionuklidéw przez porosty wynika z:

*  wymiany jonowej;

»  fizycznego wigzania substancji w plechach jako wynik reakcji obronnych
przed toksynami;
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»  znacznie wiekszej liczby kationow (dla manganu nawet 15 razy), co powoduje
akumulacje w strukturze pozakomoérkowej niz wewnatrzkomodrkowej;

»  wlasciwosci warstwy pozakomodrkowej, ktora tworzy bufor miedzy otocze-
niem a wewnetrzng strukturg porostow;

«  mozliwosci absorpcyjnych tych organizmoéw: niektére metale, np. oléw, najle-
piej kumulujg si¢ w warstwie korowej porostu, podczas gdy np. miedz, cynk
i arsen w calej plesze, lokalizacja kobaltu za$ wykazuje charakterystyczng stra-
tytikacje (Klos 2009).

Absorpcja metali cigzkich moze spowodowaé w plechach porostow:

«  uwalnianie z komoérek potasu, w wyniku destrukeji bton komérkowych, co jest
konsekwencja szkodliwego dzialania metali (np. miedzi);

»  uszkodzenie mitochondriéw i chloroplastow na skutek oddzialywania metali
ciezkich w kwasnych roztworach, np. pH = 3 (Klos 2009).

Porosty znalazly zastosowanie w kontroli zanieczyszczen, takich jak: pyt
o $rednicy nie wiekszej niz 20 pm, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne,
tlenki siarki, tlenki azotu oraz metale cigzkie.

17.4. Metody lichenoindykacyjne

Istnieje kilka metod wykorzystujacych porosty w bioindykacji srodowiska -
traktowane s3 one wowczas jako organizmy wskaznikowe lub monitorowe. Do me-
tod tych naleza:

Metody terenowe:
«  metody florystyczne.

Metody laboratoryjne:

*  metody anatomiczno-morfologiczne,
*  metody fizjologiczne,

*  metody analityczno-chemiczne.

Metody florystyczne. W badaniach florystycznych, ktére polegaja na badaniu bio-
réznorodnosci i liczebnosci porostow, najczesciej stosowane s3 skale porostowe,
modyfikowane dla obszaréw geograficznych, w zaleznosci od wystepujacych tam
gatunkow porostéw epifitycznych (nadrzewnych). Do celéw lichenomonitoringu
zostaly przetestowane liczne gatunki porostéw oraz granice wytrzymalosci poro-
stow w zaleznosci od stopnia skazenia powietrza, zwlaszcza tlenkami siarki.
Uczyniono to dzigki eksperymentalnym badaniom aktywnosci proceséw metabo-
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licznych, zwlaszcza fotosyntezy, oddychania, a nastepnie, przez pordwnanie uzy-
skanych danych, z iloscig SO, w powietrzu. Wyliczone zostaly roczne wartosci SO,
w atmosferze powodujace zahamowanie fotosyntezy (Bystrek 1997).

Na podstawie takich badan dla Wysp Brytyjskich opracowana zostata pierwsza
skala wrazliwosci porostow (Hawksworth, Rose 1970) i podana procentowa war-
to$¢ SO, dla okreslonych grup gatunkéw. Na podstawie wystepowania poszczegol-
nych gatunkow porostéw rosnacych na drzewach o dwdch odmiennych rodzajach
kory - zeutrofizowanej i niezeutrofizowanej, Hawksworth i Rose (1970) wyrdznili
10 stref, ktorym przyporzadkowali odpowiednie srednie wartosci stezenn SO, w mie-
sigcach zimowych. Dzigki tej skali stalo si¢ mozliwe poréwnywanie rozmieszczenia
poszczegolnych stref na réznych obszarach lub analiz ich zmian w czasie.

W Polsce, skala biologiczna Hawkswortha i Rose (1970) zostala zmodyfiko-
wana i przystosowana do warunkow potudniowej Polski przez Kiszke (1990) dla
wojewodztwa krakowskiego oraz dla Przemysla (Kiszka 1999).

Dane na temat zmian w wystgpowaniu i obfitosci porostdw na poziomie ga-
tunkow i populacji, uzyskane w badaniach réznorodnosci i liczebnosci porostow sa
poddawane analizie w celu wykonania map, identyfikacji stref zubozenia rézno-
rodnosci biologicznej porostow i wskazan, co do jakos$ci powietrza. Tworzenie map
dystrybucji rozpowszechnionych i wrazliwych porostow jest do$¢ tanig i prosta
metoda monitoringu jakosci powietrza. Metoda ta rozroznia strefy z réznym stop-
niem zanieczyszczenia. Wzory dystrybucji moga obejmowac obecnos$¢ lub brak
gatunkow jako odpowiedz na zanieczyszczenia, zmniejszenie pokrycia gatunkami
i rekolonizacje gatunkéw, wynikajaca z poprawy jakosci powietrza (Traczewska 2011).

Na podstawie obserwacji sktadu gatunkowego porostéw epifitycznych (nad-
rzewnych) mozna wyznaczy¢ siedem stref o réznym stopniu zanieczyszczenia po-
wietrza (Tab. 17.1).

W Polsce, gtéwnie w miastach, najczesciej stosowang metoda lichenoindyka-
cyjna byla skala porostowa, stuzaca do oceny stopnia zanieczyszczenia powietrza
atmosferycznego SO,. Skala porostowa umozliwia okreslenie strefy porostowej
(strefy lichenoindykacyjnej), tzn. obszaru charakteryzujacego si¢ wystepowaniem
wskaznikowych gatunkow porostéw nadrzewnych o znanej odpornosci na stezenie
SO, (Matwiejuk 2007). W wielu miastach Polski stwierdzono wyrazne strefowe
rozmieszczenie porostow. Pustynie bezporostowe (strefy najbardziej skazone) wy-
odrebniono w Krakowie (Zurzycki 1950; Kiszka 1977; Kiszka, Koscielniak 1996),
Toruniu (Wilkon-Michalska i in. 1968), Radomiu (Cieélinski 1974), Warszawie
(Zimny, Kucinska 1974), Lodzi (Kuziel, Halicz 1979), Szczecinie (Marska 1979),
miastach aglomeracji Trojmiasta (Faltynowicz i in. 1991) i Poznaniu (Kepel 1999).
Strefy bezporostowej nie stwierdzili Toborowicz (1976) w Kielcach, Lipnicki (1984)
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w Drezdenku, Kiszka (1999) w Przemyslu oraz Matwiejuk, Korobkiewicz (2012)
w Narwi. W Bialymstoku pustynia bezporostowa wystepuje tylko na pojedynczych

stanowiskach potozonych w centrum miasta (Matwiejuk 2007).

Tabela 17.1. Skala porostowa

Numer Skazenie
stref Nazwa strefy powietrza SO, | Gatunki wskaznikowe
: (g SO/m’)
Bezwzgledna
I pustynia ponad 170 brak porostow
bezporostowa
Wzgledna . . .
. porosty skorupiaste, np. misecznica proszkowata
II pustynia 100-170 . ) Lo .
(Lecanora conizaeoides) oraz liszajec (Lepraria)
bezporostowa
porosty listkowate, np. paznokietnik ostrygowy
I Wewnetrzna 100-70 (Hypocenomyce scalaris), obrost wzniesiony (Physcia
strefa walki adscendens), ztotorost postrzepiony (Xanthoria
candelaria) i ztotorost $cienny (X. parietina)
Srodkowa obok form listkowatych pojawiajg sie formy krzac?—
v , 70-50 kowate, np. pustutka pecherzykowata (Hypogymnia
strefa walki ] .
psysodes), tarczownica bruzdkowana (Parmelia sulcata)
formy listkowate zajmuja znaczne powierzchnie
na pniach drzew, obecne sa tez porosty krzaczkowate.
Zewnetrzna ) . .
\% ) 50-40 Przykltady gatunkéw: makla tarniowa (Evernia pru-
strefa walki ) . . )
nastri), maklik otrebiasty (Pseudevernia furfuracea),
odnozyce (Ramalina)
porosty porastaja bujnie pnie i galezie drzew, liczne
Wewnetrzna sg gatunki bardzo wrazliwe na zwigzki toksyczne;
VI strefa normalnej |40-30 ro$nie tam wlostka brazowa (Bryoria fuscescens),
wegetacji brodaczka kepkowa (Usnea hirta), ptucnik modry
(Platismatia glauca)
sktad gatunkowy jest bogaty, wszystkie plechy sa silnie
Typowa strefa rozwiniete, okazate; wystepujg tam taksony bardzo
VII normalnej ponizej 30 wrazliwe z rodzajow: wlostka (Bryoria), brodaczka
wegetacji (Usnea), pawezniczka (Nephroma), granicznik

(Lobaria)

W badaniach réznorodnosci i liczebnosci porostow stosowane sg takze meto-

dy polegajace na obliczeniach indeksow czystoséci atmosfery (ang. Index of Atmos-

pheric Purity, IAP) okreslajace wplyw zrddlia zanieczyszczen na populacje porostéw
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(Czarnota 1998; Kricke, Loppi 2000; Conti, Cecchetti 2001; Szczepaniak, Bziuk
2003; Gombert i in. 2004; Dymytrova 2009; Estrabou i in. 2009; Traczewska 2011).
Jest to ilosciowe podejscie fitosocjologiczne, wymagajace zbioru danych, takich jak
czesto$¢ i procent pokrycia porostéw oraz uwzglednienie wiedzy dotyczacej ich
tolerancji na substancje toksyczne.

IAP umozliwia ocene poziomu zanieczyszczenia powietrza, oparta na liczbie
gatunkow porostow, czestotliwosci ich wystepowania (F) i tolerancji porostéw na
badanym terenie.

Indeks Czystosci Atmosfery (IAP) = > Fi

Wartosci IAP zwigkszaja sie, gdy zbiorowiska stajg si¢ bardziej zlozone w mia-

re oddalania si¢ od zrédta emisji (Traczewska 2011).

Wartosci IAP sg zgrupowane w pie¢ poziomdw jakosci czystosci atmosfery:

I.  poziom A - 0 < IAP < 12,5 - bardzo wysoki poziom zanieczyszczenia,

II. poziomB -12,5<TAP <25 - wysoki poziom zanieczyszczenia,

III. poziom C -25<IAP <37,5- umiarkowany poziom zanieczyszczenia,

IV. poziom D - 37,5 <IAP < 50 - niski poziom zanieczyszczenia,

V. poziom E - IAP > 50 - bardzo niski poziom zanieczyszczenia (Kommission
Reinhaltung der Luft im VDI und DIN 1995).

Jedna z metod uzycia porostéw w badaniach biomonitoringowych jest trans-
plantacja rdzennych (autochtonicznych) gatunkéw z obszaréw o malym zanie-
czyszczeniu (puszcze, parki narodowe, obszary wiejskie zachowujace pierwotny
charakter krajobrazu) na tereny, gdzie porosty nie wystepuja w ilosciach natural-
nych (pustynie porostowe) lub ich populacje w sposob znaczacy sg ograniczone ze
wzgledu na zanieczyszczenia wynikajace z dzialalnosci czlowieka (LeBlanc i in.
1972; Pustelniak 1991a; Kepel 1999; Szczepaniak, Bziuk 2003; Matwiejuk 2007).
Zanieczyszczenia moga pochodzi¢ z obszaréw zurbanizowanych, tras szybkiego
ruchu, obszaréw przemystowych oraz z elektrocieptowni, zakladéw chemicznych
i rafinerii (Jézwiak i in. 2010).

Najczesciej stosuje sie transplantacje w miesigcach jesiennych i wiosennych,
kiedy w srodowisku miejskim panuje podwyzszona wilgotno$¢ powietrza, zwigzana
z wystepowaniem czestych opadow i mgiet przy réwnoczesnym wzmozonym ob-
cigzeniu atmosfery zanieczyszczeniami. W konsekwencji, w okresie tym wytwarza
sie bardzo niekorzystny uktad wspoétzaleznosci: wydtuzony okres uwodnienia plech,
prowadzacy do zwigkszenia aktywnosci fizjologicznej i tym samym ulatwionego
pobierania substancji toksycznych, przy réwnoczesnym zwiekszeniu zanieczyszcze-
nia atmosfery. Transplantowane plechy porostow poddaje si¢ dalszym badaniom
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laboratoryjnym, wykorzystujac obserwacje morfologiczne, anatomiczne, analize
procesow fizjologicznych czy analize chemiczng plech porostowych eksponowa-
nych na okreslony typ zanieczyszczen.

Biowskaznikami transplantacyjnymi sa najczesciej porosty krzaczkowate
(gtéwnie nitkowate) lub listkowate, co wynika z ich wiekszej wrazliwosci. Do badan
stosowanych na $wiecie najczesciej wykorzystywane sa nastepujace gatunki poro-
stow: pustutka pecherzykowata Hypogymnia physodes, makla tarniowa Evernia
prunastri, tarczownica bruzdkowana Parmelia sulcata (Jozwiak i in. 2010).

Metody anatomiczno-morfologiczne polegaja na badaniu zmian w budowie
anatomicznej i morfologicznej plech porostéw, spowodowanych czynnikami an-
tropogennymi. W tym celu pobiera si¢ plechy porostéow z obszaréw stosunkowo
malo zanieczyszczonych i przenosi je na tereny objete wplywem emisji miejskich
i przemystowych.

W badaniach zmian w budowie wewnetrznej poréwnywany jest udziat Zywych
i martwych komdrek glonéw oraz szybkos¢ ich obumierania (metoda kondycji
plech pustulki pecherzykowatej Hypogymnia physodes na podstawie aktywnosci
fotobionta Trebouxia - metoda mikroskopowa). Analiza Zywotnosci (kondycji)
plech Hypogymnia physodes jest powszechnie uwazana za miernik st¢zenia dwu-
tlenku siarki w powietrzu (Bystrek 1997). W Polsce metode te wykorzystano w kil-
ku miastach. Pustelniak (1991b) w Rzeszowie wykazala, Ze tempo obumierania
plech pustutki pecherzykowatej bylo wigksze zimg niz latem. Bystrek i Wojciak
(1994), eksponujac plechy Hypogymnia physodes w wielu punktach Lublina, stwier-
dzili calkowite obumarcie i rozpad komdrek nie tylko zielonego komponenta, ale
i strzepek tworzacego pleche porostu grzyba. Matwiejuk (2007) na terenie Bialego-
stoku zaobserwowala najgorsza kondycje plech Hypogymnia physodes na stanowi-
skach eksponowanych na obszarze od centrum miasta ku potudniowemu wscho-
dowi i pétnocnemu zachodowi, co jest zwigzane z kierunkiem najczesciej wiejacych
wiatrow (z kierunkéw zachodnich).

W metodzie makroskopowej ocenia si¢ stopieni uszkodzen plech porostow na
podstawie wielkosci zmian, przebarwien i nekroz na plechach. Metode te wykorzy-
stano m.in. w Poznaniu (Kepel 1999).

Metody fizjologiczne polegaja na ocenie zmian aktywnosci proceséw zycio-
wych zachodzacych w plechach porostow pod wptywem toksyn zawartych w po-
wietrzu. Poréwnuje si¢ zmiany fizjologiczne w plechach eksponowanych na zanie-
czyszczenie powietrza na badanym terenie z podobnymi procesami w plechach
porostéw pochodzacych z terenéw uznanych za czyste.
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Przyktadem badan procesow fizjologicznych jest pomiar zmian konduktyw-
nosci wody po zanurzeniu w niej porostdw, wywolany wyciekaniem jonéw z wne-
trza komorek wskutek uszkodzenia blon komoérkowych (Garty i in. 2003) oraz ba-
danie intensywnosci wydzielania etylenu C2H4, nadmiernie wytwarzanego przez
porosty pod wptywem toksyn (Epstein i in. 1986; Garty i in. 2000).

Czesto badanym wskaznikiem fizjologicznym sg zmiany aktywnosci fotosyn-
tetycznej glonow. Fabiszewski i in. (1983), na podstawie zmian intensywnosci foto-
syntezy transplantowanych plech Hypogymnia physodes, obejmujacych zakres od
catkowitej inhibicji tego procesu do wartosci 80% kontroli, okreslili pig¢ stref ska-
zen $rodowiska i izolinie stezent dwutlenku siarki wokoét Zaktadéw w Lubifiskim
Zaglebiu Miedziowym.

Pomocniczg role w ocenie stopnia skazenia atmosfery stanowia pomiary za-
wartoséci chlorofilu i feofityny w transplantowanych porostach (Fabiszewski i in.
1983, Boonpragob 2000).

W badaniach aktywnosci proceséw fizjologicznych stosowane sa metody fluo-
rescencyjne, ktére mozna wykorzystywac w terenie (in situ), unikajac w ten sposéb
mozliwych zmian fizjologicznych, wywolanych transportem oraz przechowywa-
niem porostéw, co skutkuje ,,laboratoryjnym stresem komérek” (Czarnota 1998).

Metody analityczno-chemiczne polegaja na analizie skfadu chemicznego poro-
stow: mikro- i makropierwiastkéw kumulowanych w ich plechach. Stosujac liche-
noindykacyjne metody analityczno-chemiczne wyznacza si¢ strefy zanieczyszczenia
$rodowiska oraz bada zrodta i kierunki rozprzestrzeniania si¢ polutantow.

Badania te maja na celu ocene i monitoring zanieczyszczenia srodowiska
np. w poblizu zakladéw produkcyjnych, aglomeracji miejskich i naturalnych emito-
réw (np. wulkandw). Dotycza takze metod analizy i kierunkdéw rozprzestrzeniania
sie zanieczyszczen na terenach nieuprzemystowionych oraz korelacji miedzy za-
wartoécig pierwiastkéw $ladowych w plechach porostéw, w powietrzu i w glebie
(Fabiszewski i in. 1983; Kral i in. 1989; Czarnota 1995; Kepel 1999; Conti i in. 2004;
Ktos 2007; Matwiejuk 2007).

17.5. Podsumowanie

Porosty uznawane sg za klasyczny przyklad biologicznego wskaznika zanie-
czyszczenia powietrza atmosferycznego. Duza ich wrazliwo$¢ na zanieczyszczenia
powodowana jest biologia tych organizméw i warunkami ich zycia. Organizmy te
korzystaja z wystepujacych w powietrzu zwigzkéw mineralnych i organicznych
zrodel azotu. Wode pobieraja rowniez z atmosfery, gtéwnie w postaci gazowe;j.
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Zwigzanie swego bytu z atmosferg jest przyczyna, ze porosty znalazly sie w grupie
organizméw najbardziej wrazliwych na zanieczyszczenia powietrza i powszechnie
traktowane s3 jako najczulsze biotesty w monitoringu biologicznym, rejestrujace
skazenia dwutlenkiem siarki, tlenkami azotu, a takze metalami ciezkimi oraz radio-
aktywnymi izotopami. Wrazliwo$¢ porostdw na zanieczyszczenia atmosfery zostata
jednoznacznie udokumentowana doswiadczalnie w warunkach laboratoryjnych
i poparta badaniami terenowymi. Opracowano réznorodng tematyke i metody
badawcze.
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Streszczenie

W wyniku ekspansywnej gospodarki realizowanej przez cztowieka od wielu lat obserwuje sie
wzrost zanieczyszczen srodowisk wodnych metalami ciezkimi, co powoduje powazne problemy
w funkcjonowaniu i stabilnosci ekosystemoéw. Obiecujace mozliwosci w procesach usuwania metali
daje fitoremediacja, ktdra wykorzystuje naturalng zdolno$¢ wybranych gatunkéw roslin do pobie-
rania i detoksykacji ksenobiotykow z otoczenia. Dzieki ewolucyjnie wyksztatconym strategiom
adaptacyjnym do zycia w skazonych srodowiskach, glony moga skutecznie uczestniczy¢ w fitore-
mediacji metali ciezkich z ekosysteméw wodnych.

Organizmy te charakteryzujag sie szybkim tempem podziatéw komdrkowych i przyrostu biomasy
oraz duzg zdolnoscig absorpgji i akumulacji pierwiastkéw metalicznych. Proces sekwestracji jonéw
metali jest mozliwy dzieki duzej powierzchni komérkowej, obecnosci grup funkcyjnych w $cianach
komérkowych, ktére maja wysokie powinowactwo wobec metali i ich immobilizacji, oraz kom-
partmentacji w wakuoli. Wykazano, ze organizmy te, w odpowiedzi na obecnos¢ metali, syntezuja
specyficzne, bogate w cysteine peptydy zwane fitochelatynami, nalezace do III klasy metalotionein,
ktore wigza je w nietoksyczne kompleksy, i w ten sposéb unieszkodliwiaja. Nieliczne badania
wskazujg na obecnos¢ w komorkach glondéw specyficznych transporteréw btonowych, ktére trans-
portujg nadmiar jonébw metali z cytozolu do wakuoli, gdzie sg unieszkodliwiane. Stwierdzono
réwniez ich transformacje do form mniej toksycznych na drodze enzymatycznych reakgji. Dzieki
tym mechanizmom dostosowawczym glony wykazuja wysokg zdolnos¢ usuwania metali. W ten
sposodb moga by¢ praktycznie wykorzystywane w oczyszczaniu ekosystemow wodnych.

Stowa kluczowe: biosorpcja, fitochelatyny, glony, kompartmentacja, toksycznos¢

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 239-252 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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18.1. Wstep

Rozwdj cywilizacji i dziatalnosci czlowieka spowodowal wzrost poziomu za-
nieczyszczen metalami ciezkimi. Zjawisko to szczegélnie widoczne jest w wodach
powierzchniowych $rédladowych, a takze morskich przybrzeznych, wodach glebo-
wych i ptytkich wodach gruntowych. Zanieczyszczenie wod ma szczegdlne znacze-
nie ze wzgledu na role, jaka pelniag one w obrocie pierwiastkéw. Stezenie metali
cigzkich w akwenach zalezy gtéwnie od wlasciwosci fizyko-chemicznych tych pier-
wiastkow, rozpuszczalnosci, zanieczyszczen w wodzie, pH, potencjatu utleniajgco-
redukujacego, a takze mozliwosci tworzenia rozpuszczalnych kompleksow. Metale
cigzkie, tj. kadm (Cd), rte¢ (Hg) czy oféow (Pb) w stosunku do roslin wykazuja wy-
soka toksyczno$¢. Ulegaja kumulacji w organizmach roslinnych i charakteryzuja sie
diugim okresem polowicznego rozpadu. Jednak oddzialywania miedzy metalami
ciezkimi a glonami wodnymi sg zlozone i poznane w niedostatecznym stopniu
(Srivastava, Majumder 2008; Piotrowska i in. 2010; Piotrowska-Niczyporuk i in.
2012; Polonini i in. 2015).

Niniejszy rozdziat stanowi przeglad literatury naukowej dotyczacej zastoso-
wania biomasy glonéw w akumulacji i usuwaniu metali cigzkich ze srodowiska
wodnego w procesie zwanym fitoremediacja, oraz mechanizméw uczestniczacych
w odpornosci tej grupy organizmoéw na toksyczny wplyw tych pierwiastkow.

18.2. Czy glony moga by¢ wykorzystywane w fitoremediacji?

Fitoremediacja polega na zastosowaniu w skazonym srodowisku roélin zdol-
nych do wzrostu i oddzialywania na zachodzace w nim: biologiczne, chemiczne
oraz fizyczne procesy, by w efekcie przyczynic¢ si¢ do usuniecia ksenobiotykéw
z ukladu biologicznego (Ali i in. 2013, Gupta i in. 2013). Techniki fitoremediacji,
oprocz oczywistych korzysci, wynikajacych z oczyszczenia $srodowiska naturalnego
ze szkodliwych substancji, posiadaja takze szereg innych zalet. Mozna je stosowac
bezposrednio w miejscu wystgpienia skazenia, sg tanie, a pobrane przez rosline
zanieczyszczenia s3 ulokowane w wytworzonej biomasie, ktéra - jako substancja
organiczna, moze by¢ utylizowana. Jak kazda technologia, fitoremediacja ma takze
swoje stabe strony. Jednym z podstawowych ograniczen jest stosunkowo dlugi czas
oczekiwania na pozadane rezultaty (Piotrowska-Niczyporuk, Bajguz 2013).

Ostatnio duze zainteresowanie budzi zastosowanie glonow (alg) w oczyszcza-
niu $rodowiska. Stanowig one grupe morfologiczno-ekologiczna, skladajaca sie
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tradycyjnie z kilku niespokrewnionych linii ewolucyjnych organizméw plecho-
wych. Cechami faczacymi gromady nalezace do glondw jest w wiekszosci przypad-
kow autotrofizm i funkcja pierwotnego producenta materii organicznej w zbiorni-
kach wodnych oraz pierwotna, beztkankowa budowa ciata. Algi moga by¢ mikro-
skopijne (mikroalgi) lub dochodzi¢ nawet do kilkudziesi¢ciu metréw dlugosci (ma-
kroalgi) (Lee 2008). Organizmy te charakteryzuja si¢ szybkim tempem podzialow
komorkowych i przyrostu biomasy oraz duza zdolno$cia wigzania (biosorpcji)
i detoksykacji metali ciezkich, co sprawia Ze moga by¢ efektywnie wykorzystywane
w fitoremediacji, zwlaszcza w usuwaniu metali ciezkich z ekosysteméw wodnych
(Gin i in. 2002; Srivastava, Majumder 2008; Piotrowska-Niczyporuk i in. 2012; Ra-
jamani i in. 2014; Polonini i in. 2015). Zidentyfikowano dwa gtéwne mechanizmy
tolerancji alg na obecnos¢ toksycznych jondéw metali: 1) wykluczenie metali, pole-
gajace na ich zatrzymaniu na zewnatrz $ciany komorkowej, co jest wykorzystywane
w procesie biosorpcji metali, oraz 2) zmniejszenie biodostepnosci metali w srodo-
wisku, poprzez ich chelatowanie z organicznymi ligandami wewnatrz komoérek alg
(Ryc. 18.1) (Perales-Vela i in. 2006; Rajamani i in. 2014; Polonini i in. 2015). Oba te
mechanizmy majg kluczowe znaczenie w praktycznym zastosowaniu tej grupy or-
ganizmow w procesie fitoremediacji.

18.3. Biosorpcja metali przez glony

Biosorpcja jest procesem szybkiego, odwracalnego wigzania jonéw metali
z roztworéw wodnych przez biomase organizmoéw. Proces ten ma charakter bierny
i nie podlega kontroli metabolizmu komérkowego (Davis i in. 2003; Wang, Chen
2009). Wigzanie jonéw metali moze zachodzi¢ zgodnie z mechanizmem adsorpcji
tizycznej lub chemicznej, takich jak: wymiana jonowa, kompleksowanie, mikrostra-
canie czy chelatowanie. Podstawowym czynnikiem, majacym wplyw na wydajnos¢
biosorpcji jest specyficzna budowa chemiczna $ciany komdrkowej organizmoéw.
Sciana komérkowa stanowi mechaniczng i chemiczng bariere dla swobodnego
wnikania metali do symplastu i u niektérych gatunkéw moze zatrzymywac 80-95%
ilosci metalu pobieranego przez komorki, co wykazano dla jonéw miedzi (Cu),
cynku (Zn), Pb i niskich stezen glinu (Al) (Hamdy 2000; Javanbakht i in. 2014).

W zaleznosci od gatunku alg, budowa $ciany komoérkowej wykazuje pewne
zréznicowanie, wynikajace z obecnosci roznych makroczasteczek (polisacharydow,
lipidéw, bialek), charakteryzujacych si¢ wystepowaniem licznych miejsc wykazuja-
cych zdolno$¢ wigzania metali (Javanbakht i in. 2014). Jony te sa adsorbowane
przez biomase alg najczesciej w wyniku, wymienionych wcze$niej, fizykochemicz-
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nych oddziatywan z grupami funkcyjnymi (np. karboksylowa, hydroksylows, ami-
nowa, siarczanowsy, fosforanows), znajdujacymi si¢ na powierzchni $ciany komor-
kowej (Davis i in. 2003; Wang, Chen 2009). Wydajnos¢ procesu biosorpcji metali
ciezkich przez glony jest rowniez cecha wynikajaca z ich budowy i zwigzang z tym
przynalezno$cia taksonomiczna do danej gromady i gatunku. Hashim, Chu (2004)
poddali ocenie mozliwosci biosorpcji Cd przez siedem gatunkéw makroalg zalicza-
nych do gromady brunatnic (Sargassum siliquosum J]. Agardh, Sargassum baccula-
ria (Mertens) C. Agardh, Padina tetrastromatica Hauck, zielenic (Chaetomorpha
linum (O. F. Miiller) Kiitzing) oraz krasnorostow (Gracilaria changii (B. M. Xia
il. A. Abbott), Gracilaria edulis (S. G. Gmelin) P. C. Silva, Gracilaria salicornia
(C. Agardh) E. Y. Dawson). Stwierdzono, ze najbardziej efektywnym biosorbentem
jest brunatnica Sargassum baccularia, nieco nizsza aktywnos$¢ posiada Chaeto-
morpha linum - nalezaca do gromady zielenic, natomiast najstabiej absorbuje Gra-
cilaria salicornia - zaliczana do krasnorostéw. W Polsce dominujacg grupe glonéw
stanowig zielenice i brunatnice, dlatego zasadne moze by¢ kontynuowanie badan,
majacych na celu zastosowanie w fitoremediacji rodzimych gatunkéw (Urbanska,
Klosowski 2012).

Liczne dane naukowe wskazujg, ze najwydajniejszymi biosorbentami sg bru-
natnice z rodzaju Sargassum (Wang, Chen 2009). W strukturze $ciany komoérkowe;j
tej grupy glonow wystepuja wldkniste obszary, zlozone gtéwnie z luzno ulozonych
mikrofibryli celulozowych, wkomponowanych w bezpostaciowe matrix kwasu poli-
sacharydowego, tworzacego ponadto polaczenia z bialkami (Vijayaraghavan, Prabu
2006). Kwasy alginowe wyizolowane z brunatnic sg liniowymi karboksylowanymi
polimerami, skladajacymi si¢ gtéwnie z kwaséw fB-D-mannuronowego (M-blok)
i a-L-guluronowego (G-blok), pofaczonych w réznych proporcjach wigzaniem
1,4-glikozydowym. Sekwencje blokéw M i G wykazuja istotne zréznicowanie struk-
turalne, a ich proporcje w alginianach determinujg wlasciwosci fizyczne i reaktyw-
nos¢ tej grupy polisacharydéw. W strukturach kwaséw alginowych wystepuje réw-
niez siarczan fukozy. Kwasne polisacharydy, wystepujace w $cianach komoérkowych
brunatnic, s3 wskazywane jako czynnik decydujacy o pojemnosci biosorpcyjnej
wzgledem metali (Davis i in. 2003; Vijayaraghavan, Prabu 2006; Urbanska, Klosow-
ski 2012).

Jednokomorkowe glony (mikroalgi) réwniez charakteryzuja si¢ wysokim po-
tencjalem wigzania i usuwania metali ze $rodowiska wodnego na poziomie 0,1 g
metalu/g suchej masy glonéw. W $cianie komdrkowej Chlamydomonas reinhardtii
P. A. Dangeard, w ktdrej stwierdzono obecnos¢ glikoprotein bogatych w hydroksy-
proling, zidentyfikowano nastepujace grupy funkcyjne zdolne do wigzania metali:
aminowg, hydroksylows, karboksylowa i karbonylowa. Dzigki temu gatunek ten
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efektywnie absorbowal na powierzchni $ciany komorkowej jony Hg, Cd i Pb
(Ttztn i in. 2005; He i in. 2011). Wydajno$¢ wigzania metali przez Chlamydomo-
nas reinhardtii zalezy réwniez od pH $rodowiska. Wykazano, ze biosorpcja Cd jest
najefektywniejsza przy pH 8,0, natomiast przy pH 2,0 metal ten jest uwalniany ze
$cian komoérkowych do otoczenia wodnego. Ponadto, w $cianie komdrkowej Chla-
mydomonas reinhardtii stwierdzono obecnos¢ glikoprotein zawierajacych grupy
siarczanowe w postaci siarczanowych estréw z oligosacharydami, ktére najprawdo-
podobniej uczestnicza nie tylko w wigzaniu metali, ale réwniez chronig komorki
przed odwodnieniem (Cai et al. 1995). Liczne badania wskazuja, ze pozostale ga-
tunki mikroalg rowniez skutecznie przeprowadzajg proces biosorpcji. Glony z ro-
dzaju Chlorella czy Scenedesmus potrafig zwigza¢ odpowiednio 48% i 31% jonow
chromu (Cr) z roztworéw wodnych (Travieso et al. 2002) oraz efektywnie wigza
Zn, Cu, Cd, Pb i bar (Ba) (Pefia-Castro i in. 2004; Piotrowska-Niczyporuk i in.
2012, 2015; Polonini i in. 2015). Dunaliella salina Teodoresco posiada wysoka
zdolno$¢ akumulacji Zn, Cu i Pb, natomiast najnizsza efektywnos¢ wykazuje
w stosunku do toksycznych jonéw Cd (Liu i in. 2002).

Zastosowanie glonéow w biosorpcji metali ciezkich jest obecnie przedmiotem
licznych prac naukowych. Stwierdzono, ze jest to tani, szybko zwiekszajacy biomase
surowiec odnawialny, wystepujacy w duzych ilodciach w morzach i oceanach, cha-
rakteryzujacy sie duza pojemnoscia biosorpcyjng wzgledem metali cigzkich. Zasto-
sowanie tych organizméw w technologiach oczyszczania nabiera szczegélnego zna-
czenia wobec koniecznosci poszukiwania nowych, korzystnych dla $rodowiska
i uzasadnionych ekonomicznie rozwigzan (Urbanska, Klosowski 2012).

18.4. Detoksykacja metali przez glony

Metale cigzkie byly obecne w $rodowisku naturalnym od poczatku zycia, stad
uwaza si¢, Zze mechanizmy obronne neutralizujgce ich toksycznos$¢ rozwinely sie
w wyniku tak wczesnej ekspozycji pierwotnych organizméw, do ktérych naleza
glony, na ich dzialanie. Dzieki ewolucyjnie wyksztalconym strategiom adaptacyj-
nym do zycia w skazonych srodowiskach, glony moga skutecznie uczestniczy¢
w fitoremediacji metali cigzkich z ekosysteméw wodnych. Do mechanizmoéw
obronnych naleza: synteza peptydéw wiazacych metale, kompartmentacja w waku-
oli, transport metali z cytoplazmy do wakuoli oraz transformacja metali (Ryc. 18.1).
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Rycina 18.1. Losy jonow metali w komdrkach glonow

Objasnienia: MeL — kompleks metalu z ligandem w roztworze wodnym; L — ligand; Me"™ — wolny jon
metalu; Me-X — jon metalu zwigzany z organicznym ligandem $ciany komérkowej; E — glutaminian;
C - cysteina; G — glicyna; YEC — glutamylocysteina; YECS — syntetaza glutamylocysteinowa; GS — syntetaza
glutationowa; yECG — glutation; PCS — syntaza fitochelatynowa; ([yEC].G) — fitochelatyna 2; [yEC],G-Me —
kompleks fitochelatyny z metalem; LMW — mata masa czasteczkowa; HMW - duza masa czasteczkowa;
DMT1 — transporter blonowy; S* — jony siarki; * — reakgja sie powtarza i tancuch fitochelatyny sie wydtu-
za; « — fitochelatyna jest odtaczana, gdy jest usuwana na zewnatrz komorki

Zrédio: opracowanie whasne na podstawie: Cobbett, Goldsbrough 2002

18.4.1. Fitochelatyny a detoksykacja metali ciezkich

Wisrod mechanizméw obronnych istotng role odgrywa wigzanie metali przez
wewnatrzkomoérkowe ligandy peptydowe i biatkowe. W komoérkach glonéw euka-
riotycznych pierwsza lini¢ obrony przed jonami metali cigzkich stanowig przede
wszystkim fitochelatyny oraz ich prekursor — glutation (yECG) (Pawlik-Skowron-
ska 2002; Cobbett, Goldsbrough 2002).

Fitochelatyny (PC) naleza do III klasy metalotionein (MtIII) — peptydéw
uczestniczacych w detoksykacji metali wystepujacych u glonéw, roslin wyzszych
i pewnych gatunkéw drozdzy. U glonéw, podobnie jak u roslin wyzszych, sa synte-
tyzowane z glutationu lub jego homologéw przez konstytucyjny enzym syntaze
fitochelatynowa (PCS) w cytozolu (Ryc. 18.1), a najprawdopodobniej takze w chlo-
roplastach i mitochondriach (Roncarati i in. 2015). Enzym ten ulega aktywacji
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przez wnikajace do komorki jony metali ciezkich i metaloidéw. Do najsilniejszych
induktoréw syntezy fitochelatyn nalezy Cd, w mniejszym stopniu syntezg¢ ich sty-
muluja nastepujace jony: Pb, Zn, Cu, Hg, srebro (Ag), bizmut (Bi) i zloto (Au)
(Cobbett, Goldsbrough 2002). Synteza fitochelatyn rozpoczyna si¢ niemal natych-
miast po rozpoczeciu ekspozycji na metale. Ustaje natomiast, gdy tylko wewnatrz-
komorkowe jony metalu zostang zwigzane. Po zaprzestaniu ekspozycji, fitochelaty-
ny szybko ulegaja degradacji. Ogolna struktura fitochelatyn przedstawia sie naste-
pujaco: (YEC).G, gdzie poszczegdlne symbole oznaczaja: E - glutaminian, C -
cysteina, G - glicyna, natomiast n=2-11. Masa czasteczkowa fitochelatyn waha si¢
od 2000 do 10000 kDa. Ze wzgledu na duzg zawartos¢ reszt cysteiny, posiadajacej
grupe sulthydrylowa (-SH), oddzialujg z duzym powinowactwem z jonami metali
cigzkich. Zaréwno glutation, jak i fitochelatyny tworza stabilne kompleksy przy pH
charakterystycznym dla cytoplazmy, jednakze fitochelatyny zawierajace od 2 do 7
grup -SH cysteiny w czasteczce, maja najwigksza pojemnos¢ kompleksujacg metale
(Torok i in. 2015).

Glony nalezace do réznych grup systematycznych moga réznic sie iloscig oraz
wielko$cig polimerdéw fitochelatyn syntetyzowanych w odpowiedzi na szereg metali
ciezkich. U glonéw dominuja fitochelatyny o n=2, co potwierdzily badania m.in. na
Scenedesmus acutiformis Schroder (Perales-Vela i in. 2006). T6rok i in. (2015) suge-
ruje, ze wydtuzanie fancucha peptydowego powoduje zwiekszenie tolerancji roslin
wodnych i glonéw na obecnoé¢ metali ciezkich w srodowisku wodnym. W zwigzku
z tym glon Phaeodactylum tricornutum Bohlin charakteryzuje si¢ najwigksza od-
pornoscig na Cd, poniewaz syntezuje fitochelatyny znacznie dtuzsze (n=9) niz po-
zostale gatunki alg (Perales-Vela i in. 2006).

Jednakze, jak dotad, publikacje na temat struktury, syntezy i roli fitochelatyn
u glonéw sg nieliczne. Indukcje ich syntezy pod wplywem metali cigzkich stwier-
dzono u kilkunastu gatunkéw glonéw nalezacych do réznych grup systematycz-
nych, gtéwnie Chlorophyceae (Gomez-Jacinto i in. 2015). Pomiedzy poszczegdlny-
mi gatunkami glonéw zaobserwowano znaczne rdéznice pod wzgledem ilosci pobie-
ranego metalu, jak réwniez ogolnej ilosci produkowanych fitochelatyn i poszcze-
golnych ich oligomeréw (Perales-Vela i in. 2006). U wszystkich badanych glonéw
wzrost stezenia metalu cigzkiego w $rodowisku zewnetrznym powodowal wzrost
jego stezenia wewnatrzkomoérkowego. W wigkszosci przypadkow skorelowane to
bylo ze wzrostem poziomu fitochelatyn (Pawlik-Skowronska 2002). Dwa glony
morskie Thalassiosira weissflogii (Grunow) G. Fryxell i Hasle oraz Thalassiosira
pseudonana Hasle i Heimdal charakteryzowaly sie wzrostem aktywnosci syntazy
fitochelatynowej oraz syntezy fitochelatyn w odpowiedzi na metale ciezkie (Ahner
iin. 1994), co znacznie zwiekszato ich zdolno$¢ przezycia w skazonych wodach.
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Wzrost tolerancji glondw na metale cigzkie jest skorelowany ze zdolnoscia syntezy
tych peptydéw, co potwierdzily badania u glonéw takich jak Chlamydomonas rein-
hardtii - eksponowanych na Cd, Pb i Hg, Scenedesmus acutus Meyen - traktowa-
nych jonami Cr czy Phaeodactylum tricornutum — w odpowiedzi na Cu (Perales-
Vela iin. 2006; Scheidegger i in. 2011; Gomez-Jacinto i in. 2015).

Jak dotad, w kilku zaledwie przypadkach udalo si¢ stwierdzi¢ obecnos¢ fito-
chelatyn w prébkach glonéw pobranych bezposrednio z zanieczyszczonych $rodo-
wisk. Uzyskane wyniki s jednak obiecujace. Niewielka ilo§¢ fitochelatyn rzedu
kilku-kilkunastu pmoli/g chlorofilu wykryto w prébkach fitoplanktonu Zatoki
Massachusetts, ktorej wody zanieczyszczone sg $ciekami. Zawarto$¢ w nich fitoche-
latyn malata wraz z oddaleniem od brzegu (Anher i in. 1994). U zielenicy Stigeoclo-
nium tenue (C. Agardh) Kiitzing, zasiedlajacej wody o réznym stezeniu metali ciez-
kich, w odpowiedzi na wysokie stezenia Zn, Cd, Pb oraz na ich mieszaning, jako
pierwsza linia obrony nastepowata gldwnie synteza fitochelatyn (Pawlik-Skowron-
ska 2001).

Prawdopodobnie fitochelatyny u glonéw nie tylko uczestnicza w komplekso-
waniu toksycznych jonéw metali, mogg rowniez odgrywac istotng role w homeo-
stazie niezbednych mikroelementéw oraz metabolizmie siarki (Perales-Vela i in.
2006).

18.4.2. Sekwestracja metali w wakuoli glonow

Innym mechanizmem detoksykacji, zwiekszajacym odpornos¢ glonéw euka-
riotycznych na metale cigzkie moglaby by¢ sekwestracja metali w wakuolach (Ryc.
18.1.). Jak stwierdzono w krétkotrwatych eksperymentach u Chara corralina Klein
i C. L. Willdenow, Zn jest szybko transportowany z cytoplazmy do wakuoli (Reid
iin. 1996). Obecnos¢ Cd stwierdzono takze w wakuolach jednokomorkowych zie-
lenic Dunaliella bioculata R. W. Butcher i Tetraselmis suecica (Kylin) R. W. Butcher
oraz okrzemki Skeletonema costatum (Greville) Cleve narazonych na ten metal
(Perales-Vela i in. 2006). Mikroalga nalezaca do zielenic Dictyosphaerium chlorello-
ides (Nauman) Komarek i Perman akumuluje jony Cr w $cianie komdrkowej, cyto-
plazmie, chloroplastach, ale przede wszystkim w wakuoli (Pereira i in. 2013).
U glonéw z rodzaju Scenedesmus, rosnacych w obecnosci wysokich stezen Cu,
wykazano odkladanie zwigzkéw tego metalu w wakuoli oraz jadrze komoérkowym.
Los metali w wakuolach glonéw nie jest znany, chociaz analogicznie do roslin
wyzszych mozna by przypuszczaé, ze sa one wigzane przez organiczne ligandy,
takie jak kwasy organiczne (Pawlik-Skowronska 2002).
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Istnieje réwniez hipoteza, Ze w przenoszeniu nadmiaru metali z cytoplazmy
do wakuoli uczestnicza fitochelatyny tworzace kompleksy z metalami (Pawlik-
Skowronska 2002). Dzigki analizom przy pomocy promieni X i metod mikrosko-
powych mechanizm ten zostal dobrze scharakteryzowany u drozdzy oraz u wybra-
nych gatunkéw glonéw (Talarico 2002). Sekwestracja komplekséw fitochelatyn
z metalami ciezkimi zostala stwierdzona w wakuolach zielenicy Chlamydomonas
reinhadtii oraz u morskiej okrzemki Thalassiosira weissflogii (Perales-Vela i in.
2006). Natomiast w wakuolach zielenicy Dunaliella bioculata stwierdzono obecnos¢
kompleksu Cd z siarkg (Heuillet i in. 1986). Z kolei, w wakuolach innej zielenicy
Chlorella fusca Shihira i R-W. Krauss wystepowaly granule polifosforanowe zwig-
zane z Cu, Zn, zelazem (Fe) i Al (Wong i in. 1994).

18.4.3. Transportery btonowe metali u glonéw

Jednym z intensywniej badanych aspektow metabolizmu metali u roslin jest
identyfikacja i charakterystyka biatkowych transblonowych transporteréw tych
jonéw. Do tej pory jedynie u glonéw z rodzaju Chlamydomonas stwierdzono wy-
stepowanie biatek transportujacych metale z tonoplastu do wakuoli (Blaby-Haas,
Merchant 2012). Sa to bialka DMT1 (Ryc. 18.1.) nalezace do rodziny Nramp od-
powiedzialne za pobieranie i transport jonéw manganu (Mn), Fe, Cd i Cu, ale nie
Zn (Rosakis, Koster 2005). W komorkach zielenicy Chlamydomonas reinhadtii
stwierdzono rowniez obecno$¢ biatka transportujacego Feal, ktére jest odpowie-
dzialne za transport jonéw Fe. Ekspresja gendw kodujacych Feal zachodzi wylacz-
nie w warunkach stresowych, takich jak ekspozycja na Cd, niedobdr jondéw Fe oraz
wysokie (3%) stezenie CO, (Narayanan i in. 2011). Mechanizm transportu metali
w komoérkach Chlamydomonas reinhadtii zostal w pewnym stopniu poznany dzieki
zastosowaniu metod inzynierii genetycznej. Do komoérek tego gatunku glonu
wprowadzono syntetyczny gen kodujacy peryplazmowa metalotioneine typu II,
zbudowang z pieciu podjednostek, z ktérych kazda moze zwigzac¢ od 7 do 8 atoméw
Cd. W ten sposéb transgeniczna alga wykazywata odpornos¢ na letalne stezenia Cd
oraz akumulowala 5 razy wigcej jonow tego pierwiastka niz typ dziki. Wyniki te
sugeruja, ze peryplazmowa metalotioneina buforowala zewnatrzkomérkowy Cd
redukujac znacznie jego toksycznos¢ (Perales-Vela i in. 2006).
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18.4.4. Metabolizm metali ciezkich w cytoplazmie komérek glonéw

Mikroorganizmy s3 zdolne do chemicznej transformacji niektérych metali
cigzkich w wyniku proceséw utleniania, redukgji, alkilacji i dealkilacji, co zwigksza
ich odpornos¢ na ten stres abiotyczny (Pawlik-Skowronska 2002). Nieliczne donie-
sienia dotyczg transformacji metali w komoérkach glonéw. Przykladowo, u odpor-
nej na Hg zielenicy Chlorella sp. stwierdzono enzymatyczng redukcje i ulatnianie
tego pierwiastka (De Filippis, Pallaghy 1976). Réwniez u brunatnic morskich ob-
serwowano proces metylacji Hg i jej detoksykacji (Davis i in. 2003). U odpornej na
arsen (As) Chlorella vulgaris Beijerinck wykazano metylacje i usuwanie As z komo-
rek (Maeda i in. 1992). Niektdre glony morskie pobieraja ze srodowiska jony As
i przeksztalcajg je w zwigzki organiczne (np. do arsenobetainy), co znacznie obniza
jego toksyczno$¢ (Davis i in. 2003). W komorkach Ankistrodesmus falcatus (Corda)
Ralfs obserwowano debutylacje lub demetylacje organicznych zwigzkéw Zn i Pb
(Maguire i in. 1984). Wykazano réwniez, ze komorki zielenicy Chlamydomonas
reinhadtii oraz krasnorostu Cyanidioschyzon merolae P. De Luca, R. Taddei
i L. Varano akumulujg ze $rodowiska wodnego jony Cd i wewnatrzkomdrkowo
przeksztalcaja je do siarczku kadmu (CdS). Proces ten zachodzi dzigki zwigkszonej
aktywnosci enzymu desulfhydrazy cysteinowej pod wplywem stresu metalu ciez-
kiego, ktory odpowiada za odigczenie jondw siarki od cysteiny, reagujacych na-
stepnie z Cd (Edwards i in. 2013). Istnieja rowniez dane wskazujace, ze organiczne
zwiazki takich metali ciezkich, jak selen (Se), Pb i As s3 bardziej toksyczne w sto-
sunku do glonéw niz ich formy nieorganiczne, a wigc przemiany wewnatrzkomor-
kowe metali do form mniej toksycznych moglyby zwigksza¢ odporno$¢ organizmu
na ich dzialanie (Pawlik-Skowronska 2002).

18.5. Podsumowanie

Dzigki procesom efektywnej akumulacji metali ciezkich przez mikro- i ma-
kroalgi oraz dobrze wyksztalconym mechanizmom ich metabolizowania i detoksy-
kacji, glony moga by¢ praktycznie wykorzystywane w technikach fitoremediacji
wad. Oczyszczanie srodowiska przez glony, ktére powszechnie wystepuja w ekosys-
temach wodnych i pelnig kluczows role w obiegu pierwiastkdw, jest tanie, przyjaz-
ne srodowisku, malo inwazyjne, nie generuje wtérnych zanieczyszczen i jest akcep-
towalne spolecznie. W naukowej literaturze angielskiej coraz czesciej spotyka sie
okreslenie ,,phycoremediation” (gr. phycos = glony, tac. remediare = naprawiac),
ktore trafnie okresla duzy udzial tej grupy organizméw w remediacji zanieczysz-
czen organicznych i nieorganicznych.
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Streszczenie

Dziatanie cztowieka prowadzi czesto do zanieczyszczenia biosfery jonami metali ciezkich, co sta-
nowi powazne zagrozenie dla srodowiska. Toksyczny wptyw metali ciezkich na cztowieka, zwierze-
ta i rosliny jest dobrze poznany. Warunkowany jest absorpcja i bioakumulacja metali, ktore z kolei
zalezag od biodostepnosci, drog wchtaniania, magazynowania, degradacji, unieruchomienia,
wydzielania oraz mechanizméw unikania/tolerancji. Cechy te sg wazne w przypadku zwiekszenia
potencjatu wspomaganej fitoremediacji roslin bedacych hiperakumulatorami, procesu majacego
na celu oczyszczanie obszaréw zanieczyszczonych.

Akumulacja metali ciezkich, przekraczajaca poziom krytyczny, powoduje stres oksydacyjny. Wzra-
sta wéwczas poziom reaktywnych form tlenu, takich jak: wolnorodnikowy anion ponadtlenkowy,
nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy. Organizmy sa chronione poprzez antyoksydacyjny sys-
tem obronny, na ktéry sktadaja sie enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza
askorbinianowa i reduktaza glutationowa oraz skfadniki nieenzymatyczne: askorbinian czy gluta-
tion. W roslinach traktowanych brassinosteroidami, nalezgcymi do fitohormondw, stwierdzono
wzrost zawartosci/aktywnosci wymienionych antyutleniaczy. U roslin, w odpowiedzi na dziatanie
jondéw metali ciezkich, brassinosteroidy przyspieszaja synteze fitochelatyn, poprzez: 1) specyficznag
aktywnosc¢ syntazy fitochelatynowej; 2) zroznicowane tempo rozpadu fitochelatyn; 3) zroznicowa-
ne tempo transportu kompleksu fitochelatyna-metal przez tonoplast.

Stowa kluczowe: antyoksydanty, fitochelatyny, hormony roslinne, odpowiedz antystresowa

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
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19.1. Wstep

Gwaltowna industrializacja i urbanizacja doprowadzita do tego, ze metale
ciezkie staly si¢ jednym z najwazniejszych czynnikdw zanieczyszczajacych $rodowi-
sko. Pierwiastki te trafiajg do tancucha pokarmowego, co prowadzi do degradacji
ekosystemu (Chary i in. 2008). Toksyczny wplyw metali ciezkich na czlowieka,
rodliny i zwierzeta jest dobrze poznany. Niektore metale cigzkie s niezbedne do
wigkszosci reakcji redoks, ktére maja podstawowe znaczenie dla funkcji komoérko-
wych. Natomiast ich st¢zenia, zwlaszcza te przekraczajace tolerowane limity, pro-
wadza do powstania stresu oksydacyjnego, ktory jest zwigzany z generowaniem
reaktywnych form tlenu (RFT). U roslin zasadniczo przeciwdziala temu procesowi
system antyoksydantow. Fitohormony s3 czescig rozleglego systemu zwigzanego
z powstaniem reakcji obronnych przed stresem. Sg to substancje organiczne, kto-
rych niewielkie ilosci modyfikuja funkgje fizjologiczne zachodzace w roélinie oraz
ograniczaja niekorzystne dla roélin nastepstwa streséw. Jednym z przedstawicieli
titohormondw sg brassinosteroidy (BR) (Krishna 2003; Bajguz, Hayat 2009).

19.2. Oddziatywanie metali ciezkich na rosliny

Metale ciezkie mozna podzieli¢ na te, ktére w odpowiednich ilosciach sg nie-
zbedne do prawidlowego funkcjonowania roslin. Do nich naleza m.in.: Zelazo,
miedz, mangan, kobalt, cynk i nikiel. Drugg grupe stanowig metale toksyczne dla
rodliny, np. oféw, rte¢ czy kadm. W komorkach roslinnych funkcjonuja mechani-
zmy zapewniajace wlasciwe stezenie jondw metali w réznych przedziatach komor-
kowych. Proces akumulacji metali w roslinie jest stosunkowo prosty. Skiada si¢ on
z trzech faz: 1) mobilizacji jonéw, 2) pobierania, 3) transportu do miejsca sklado-
wania w roélinie. Intensywnos¢ procesu akumulacji jest proporcjonalna do st¢zenia
metali. Wigkszo$¢ pobranych jonéw ulega zatrzymaniu w systemie korzeniowym
rodliny przez elementy strukturalne $ciany komoérkowej, np. zwiazki pektynowe
i biatka. Transport radialny i wertykalny w korzeniu odbywa si¢ gtéwnie poprzez
$ciany komdrkowe i przestwory miedzykomoérkowe. Istotng bariere moze stanowi¢
endoderma, ktdrej komarki zawieraja substancje hydrofobowe. Powoduje to ogra-
niczenie transportu wody oraz rozpuszczonych w niej jondw metali, to z kolei po-
woduje wymuszenie transportu poprzez symplast. W transporcie jonéw poprzez
blony, istotng role odgrywa dyfuzja prosta lub ulatwiona, w ktérej biorg udzial
przenosniki biatkowe lub zachodzi endocytoza (Wozny, Przybyl 2004).
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W obecnosci jonéw metali cigzkich, rodliny przejawiaja charakterystyczne
objawy ich toksycznosci. Odnotowano zahamowanie wzrostu, negatywny wptyw na
proces transpiracji i wywotywanie chlorozy lisci (Drinovec i in. 2004; Baumann i in.
2009; Lahive i in. 2012). Do charakterystycznych zmian strukturalnych komdrek
nalezy wakuolizacja cytoplazmy. Metale ci¢zkie modyfikuja wlasciwosci bton po-
przez oddzialywanie z grupami funkcyjnymi bialek i lipidéw blony. Moga réwniez
wplyna¢ na zmiang skiadu lipidow poprzez hamowanie syntezy kwasow tluszczo-
wych i steroli. Prowadza réwniez do powstawania reaktywnych form tlenu,
co wplywa destrukcyjnie na wszystkie makroczasteczki komorki, wywolujac w niej
stres oksydacyjny. W celu jego unikniecia, rosliny rozwinely system obrony antyok-
sydacyjnej (Ryc. 19.1), ktéry moze by¢ regulowany w zaleznosci od warunkéw sro-
dowiska. Wazng role w mechanizmie odpornosci rosliny na dziatanie metali ciez-
kich odgrywaja rowniez biatka opiekuncze, ktére wykryto podczas wzrostu roslin
w temperaturach ponad optymalnych (Kopcewicz, Lewak 2002).

SYSTEM ANTYOKSYDACYINY

. -_-——-————ms——m—_—_——
| I. Cykl askorbinianowo-glutationowy: |

peroksydaza askorbinianowa

—| reduktaza dehydroaskorbinianowa |

I reduktaza glutationowa |
reduktaza monodehydroaskorbinianowa

1. Enzymy antyoksydacyjne: |
dysmutazy, katalazy, peroksydazy

(111 Drobnoczasteczkowe antyoksydanty: |

1. Drobnoczasteczkowe antyoksydanty:
askorbinian, fenole, flawonoidy, karotenoidy, |
l prolina, tokoferole

Rycina 19.1. Gtéwne sktadowe systemu antyoksydacyjnego

Zrédho: opracowanie whasne na podstawie: Foyer i in. 1997, Mittler 2002

Do roslinnych mechanizméw odpornosci na metale ciezkie (pozwalajacych
unikna¢ szkodliwych skutkéw), naleza:
*  ograniczenie przenikania metali do symplastu poprzez wydzielanie $luzéw
iligandéw chelatujacych metale oraz zmiane chemiczng sktadu plazmolemmy;
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*  blokowanie toksycznych jonéw metali w $cianie komoérkowej przez pektyny
zapobiegajace dalszemu transportowi w apoplascie komorki;

. utrudnienie przemieszczania si¢ metali przez zewnetrzne warstwy protoplazmy;

«  indukowanie syntezy fitochelatyn i przemieszczenie do wakuoli badz dysocja-
cji powstalego kompleksu fitochelatyna-metal;

»  detoksykacja poprzez wytwarzanie komplekséw metali z kwasami nieorga-
nicznymi i organicznymi (jablkowym, cytrynowym, szczawiooctowym), po-
chodnymi fenoli, glikozydami oraz aminokwasami (Kopcewicz, Lewak 2002).

19.3. Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BR) s3 to roslinne hormony steroidowe, ktore wykazujg
aktywno$¢ fizjologiczng w stezeniach okoto sto razy mniejszych niz inne poznane
dotad hormony roélinne, np. auksyny czy cytokininy. Obecno$¢ tych fitohormo-
néw wykazano u przedstawicieli zielenic, mszakéw, paprotnikéw, roslin nagozalgz-
kowych i okrytozalagzkowych, u ktérych wystepuja w korzeniach, pedach, lisciach,
pytku kwiatowym, pylnikach i nasionach (Bajguz, Tretyn 2003). Ze wzgledu na
wysoka aktywno$¢ biologiczna, BR sg waznymi regulatorami wielu proceséw za-
chodzacych w roslinach: uczestnicza w procesach transkrypcji i translacji. Wykazu-
ja stymulujacy wplyw na wzrost réznych organdéw roslinnych (np. ukierunkowane
wydluzanie komdrek), zwiekszajg aktywnos¢ enzymoéw kodujacych synteze pektyn
i biatek strukturalnych $cian komdérkowych: proteoglikanéw i ekstensyn, aktywuja
ekspresje genéw kodujacych podjednostki syntazy celulozowej, V-ATPaz (Huang i
in. 2006). Brassinosteroidy indukujg kietkowanie, a takze sg zdolne do przetamania
tizjologicznej blokady zdolnosci do kielkowania, jaka wykazuja mutanty gibereli-
nowe. Aktywuja rowniez proces proliferacji komorek, stymulujac ekspresje genu
CycD3 kodujacego cykling typu D3 odpowiedzialng za przejscie komorki z fazy G,
do S. Wykazano, ze po potraktowaniu BR mutanta det2 Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh., wykazujacego defekt w procesie syntezy BR, nastepuje indukcja czynnika
bialkowego CycD3 (Fu i in. 2008). W komorkach tytoniu indeks mitotyczny wzra-
sta znaczgco po podaniu BR w sposob liniowo zalezny od stezenia hormonu (Miya-
zawa i in. 2003). Do innych funkcji BR nalezy kontrola procesu ksylogenezy, roz-
mieszczenie pasm elementow trachealnych w obrebie organu (Dettmer i in. 2009).

Wplyw BR na proces fotosyntezy zalezy od gatunku rosliny, stadium rozwoju,
w ktérym podano hormony oraz zastosowanego stezenia. Generalnie, BR znaczaco
zwiekszaja przepustowo$¢ aparatow szparkowych i transpiracje. Roéliny poddane
dzialaniu BR wykazuja wigksza zawarto$¢ chlorofilu, cukréow. Przypuszczalnie BR
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zwiekszaja asymilacje CO, w cyklu Calvina-Bensona, co przypisuje si¢ wzmozonej
aktywnosci Rubisco (Hola 2011).

19.3.1. Brassinosteroidy a metale ciezkie

Brassinosteroidy zmniejszaja toksyczne dzialanie metali na rosliny. Sa one
zdolne do regulowania wchlaniania jondéw metali cigzkich do komérek roslinnych,
mogg zmniejsza¢ pobieranie metali przez korzenie poprzez zwigkszong aktywno$cé
V-ATPazy - enzymu odpowiedzialnego za wydzielanie kwasu i transport protonéw
z cytoplazmy do wakuoli oraz generowanie gradientu elektrochemicznego, a przez
to regulacje transportu wtornego substancji do i z wakuoli (Vazquez i in. 2013).
Ponadto, BR moga stymulowa¢ synteze fitochelatyn, ktdre wiaza jony metali
w kompleksy. Brassinosteroidy zwiekszaja takze aktywno$¢ niektérych enzymoéw
antyoksydacyjnych, co pozwala na usuwanie nadmiaru reaktywnych form tlenu,
ktdére powstaja, miedzy innymi, wskutek dziatania metalu cigzkiego. Brassinostero-
idy, poprawiajac tolerancje roslin na metale cigzkie, wspotdziatajg z innymi hor-
monami, takimi jak: auksyny, cytokininy, kwas jasmonowy, kwas salicylowy. Tym
samym odgrywaja wazng role w indukowaniu mechanizméw obronnych (Bajguz,
Hayat 2009).

Jednym z mechanizméw detoksykacji metali cigzkich jest wigzanie metali
przez zwigzki bogate w cysteine, takie jak fitochelatyny (PC), ktére utatwiajg chela-
tacje jonow metalu w cytozolu lub ich kompartmentacje w wakuolach (Ryc. 19.2)
(Shanker i in. 2005). Ogoélna struktura PC to (¥-Glu-Cys)n-Gly, przy czym n moze
wynosi¢ nawet 10, jednak zazwyczaj miesci sie w zakresie 2-5, za$ prekursorem tych
peptydow jest glutation (GSH). Fitochelatyny s3 to metalotioneiny (MT) klasy III,
ktére w odrdznieniu od MT klasy I oraz II nie sg pierwotnymi produktami genéw,
a ich synteza zachodzi bez udzialu rybosomu (Mittler 2002). Brassinosteroidy sty-
mulujg synteze PC w komdrkach poddanych dzialaniu metali cigzkich (Bajguz
2002).

Wysokie stezenia metali ciezkich prowadza do tworzenia RFT, takich jak:
nadtlenek wodoru (H,O,), rodniki ponadtlenkowe (O,"), rodniki hydroksylowe
(HO), rodniki nadtlenkowe (ROO") czy tlen singletowy (O,'). Powodujg one znisz-
czenia blony wskutek uszkodzen oksydacyjnych, a to z kolei wplywa na poziom
antyoksydantéw (Ryc. 19.1) i metaloenzymoéw lub enzymoéw antyoksydacyjnych
(Pandey i in. 2005; Shanker i in. 2005). Duze stezenie metali ciezkich w srodowisku
powoduje ciagly wzrost akumulacji RFT, co utrudnia ich detoksykacje. ROwnowaga
miedzy produkejg i detoksykacja RFT mozliwa jest dzigki enzymom antyoksyda-
cyjnym (Ryc. 19.1) usuwajgcym RFT, takim jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),

257



katalaza (CAT), peroksydaza askorbinianowa (APOX), reduktaza glutationowa
(GR), reduktaza dehydroaskorbinianowa (DHAR), reduktaza monodehydroaskor-
binianowa (MDHAR) i peroksydaza gwajakolowa (GPOX) (Ryc. 19.2) (Mittler 2002).
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Rycina 19.2. Mechanizmy obronne aktywowane przez BR wystepujgce u roslin w odpowiedzi na
stres metalami ciezkimi

Objasnienia: RFT — reaktywne formy tlenu; PC — fitochelatyny; BR — brassinosteroidy, BRI1, BAK1 — recep-
tory BR; BZR1, BES1 — czynniki transkrypcyjne szlaku transdukgji sygnatu BR; CAT — katalaza; GPOX —
peroksydaza gwajakolowa; DHAR — reduktaza dehydroaskorbinianowa; MDHAR — reduktaza monodehy-
droaskorbinianowa; GR - reduktaza glutationowa; APOX — peroksydaza askorbinianowa.

Zrodio: opracowanie whasne na podstawie: Sharma i in. 2011.

Dysmutaza ponadtlenkowa, nalezaca do rodziny metaloenzymoéw, wystepuje
w cytozolu, chloroplastach i mitochondriach. Wyrdznia si¢ jej trzy klasy: I. Cu/Zn
SOD, II. Mn SOD, III. Fe SOD. Enzym ten katalizuje reakcje dysmutacji rodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru (Ryc. 19.2) (Matecka, Tomaszewska 2005).
Nadtlenek wodoru usuwany jest przez katalaze w peroksysomach lub przez perok-
sydaze askorbinianowg (APOX) w chloroplastach lub przez POD zwigzang z blona
(Ryc. 19.1 i 19.2) (Foyer i in. 1997). Nastepnie dochodzi do redukcji disiarczku
glutationu (GSSG) w reakcji zaleznej od NADPH do GSH, na skutek dzialania re-
duktazy glutationowej, ktéra utrzymuje GSH w stanie zredukowanym. Kolejnym
etapem jest redukcja dehydroksyaskorbinianu do askorbinianu (Noctor, Foyer
1998). Askorbinian jest niezbedny do usuwania RFT, a jego pula utrzymywana jest
przez DHAR i MDHAR z wykorzystaniem sity redukcyjnej NADPH (Mittler 2002).
W wyniku zmniejszenia puli askorbinianu, moze dojs¢ do zmiany potencjatu
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redoks komorek, a w konsekwencji - do destabilizacji blony w warunkach stresu
(Bhattacharjee 2005; Skorzynska-Polit i in. 2010).

Zastosowanie BR zwigksza aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych u kuku-
rydzy, gorczycy, rzodkwi i pszenicy (Alam i in. 2007; Bhardwaj i in. 2007; Ali i in.
2008; Sharma i in. 2011). Brassinosteroidy reguluja aktywnos$¢ enzymoéw antyoksy-
dacyjnych, takich jak: SOD, CAT, APOX, GR, DHAR, MDHAR. Ustalenie réwno-
wagi moze nastapi¢ ponownie przez zmniejszenie peroksydacji lipidéw w blonach
komorek i akumulacje pewnych osmoprotektantéw, takich jak prolina lub betaina
(Ryc. 19.2). Brassinosteroidy rozpoznawane s3 przez kompleks bialkowy zawieraja-
cy kinaze typu LRR-RLK (BRI1), zatem BRI1 moze odbiera¢ sygnaly peptydowe,
pelnigc w ten sposdb role obronng (Li i in. 2002; Wang 2004). W momencie wysta-
pienia stresu, sygnaly te moga regulowa¢ odpowiedzi obronne. Rdzne geny regulo-
wane przez BR biorg udzial w odpowiedzi na stres i mogg kodowa¢ PC, MT, osmo-
lity, kwasy organiczne i bialka szoku cieplnego (HSP) oraz biatka chronigce struk-
tury komdrkowe przed odwodnieniem (LEA) (Gendron, Wang 2007) (Ryc. 19.2).

Stres organizmoéw roslinnych, powodowany metalami cigzkimi prowadzi tak-
ze do aktywagji kinaz zaleznych od wapnia (CDPK), kalmodulin, biatek kalmoduli-
nopodobnych lub biatek podobnych do kalcyneuryny B jako waznych sensoréw
Ca** (Ryc. 19.2) (Ludwig i in. 2004). Badania przeprowadzone na rzodkiewniku
wykazaly, ze w odpowiedzi na kadm, w wyniku akumulacji RFT, uruchomieniu
ulegaja dwie kinazy aktywowane mitogenami (MAPK), MPK3 i MPK6 (Liu i in.
2010).

Nadprodukcja RFT w warunkach stresu spowodowanego obecnosciag metalu
moze zwiekszaé oksydacyjna degradacje fosfolipidéw, powodujac zaburzenia prze-
puszczalnosci blony komdrkowej, ktérych enzymy antyoksydacyjne nie s w stanie
odwrdci¢ (Sharma i in. 2011). Jednak BR moga przyczynia¢ si¢ takze do hamowania
degradacji lipidow oraz do stymulacji aktywnosdci enzyméw antyoksydacyjnych
w warunkach stresowych (Ryc. 19.2). Potwierdzaja to badania przeprowadzone
przez Anuradha i Rao (2007), w ktérych suplementacja BR zmniejsza peroksydacje
lipidéw powodowang przez kadm.

Innym mechanizmem wykorzystywanym przez rosliny do usuwania metali
jest biosorpcja. Jest to proces, ktdry nie zalezy od metabolizmu komorki. Wigzanie
jonow metali moze zachodzi¢ zgodnie z mechanizmem adsorpcji fizycznej, wymia-
ny jonowej, sorpcji chemicznej, kompleksowania, chelatowania. Wiadomo, ze jony
metali s3 adsorbowane przez biosorbenty w wyniku ich oddzialywania z grupami
funkcyjnymi (np. karboksylows, hydroksylowa, aminowa, fosforylows), znajduja-
cymi sie na powierzchni $ciany komorkowej biosorbenta. Z badan nad przydatno-
$cig sorpcji do usuwania jonéw metali cigzkich z roztworéw wodnych wynika,

259



ze szczeg6lnie wazng role w tym procesie odgrywa pH roztworu. Optymalne pH
procesu sorpcji jondw metali ciezkich, dla wigkszosci sorbentéw naturalnych, znaj-
duje sie¢ w zakresie 4-6 (Han i in. 2005). Obnizenie pH pod wplywem BR w prze-
strzeniach $ciany komdrkowej stymuluje wzrost Chlorella vulgaris. Wplyw BR na
wydzielanie protondw zwigzany jest z wczesng hiperpolaryzacja potencjatu elek-
trycznego migdzy blonami. Wydzielanie protonéw wywotane tymi hormonami jest
tez dodatkowo stymulowane obecnoscig K* w podtozu (Bajguz 2002).

19.4. Podsumowanie

Nasilajace si¢ zanieczyszczenie Srodowiska i kurczenie si¢ siedlisk naturalnych
zmusza do poszukiwania nowych, przyjaznych $rodowisku technik remediacji
i odzyskiwania zanieczyszczonych/toksycznych obszaréw do uzytku czlowieka.
Tania, przyjazna srodowisku i oparta na wykorzystaniu roélin technika fitoreme-
diacji jest obiecujacym sposobem rozwigzywania probleméw ekologicznych zwig-
zanych z roznymi zanieczyszczeniami. Poniewaz niektére rosliny charakteryzujq si¢
duzg iszybka produkcja biomasy oraz potencjalem hiperakumulacji, moga mie¢
zastosowanie w fitoremediacji (Piotrowska i in. 2013). Najnowsze badania skupiaja
sie na poprawie wydajnosci tych organizméw poprzez wykorzystanie réznorod-
nych substancji/zwigzkéw zwigkszajacych ich przydatnos¢ w  fitoremediacji.
Wiadomo, ze BR moga modyfikowa¢ niektére cechy argonomiczne roélin, co skla-
nia ku badaniom zastosowania tych fitohormonéw w fitoremediacji.

Podziekowanie

Projekt zostal sfinansowany ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki, przyznanych
na podstawie decyzji numer DEC-2012/05/B/NZ8/00958.
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Streszczenie

Fosfor jest makroelementem niezbednym roslinom do wzrostu, rozwoju i metabolizmu. Niedosta-
teczne zywienie fosforanowe moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego, powodujacego uszkodze-
nia biatek, lipidéw oraz kwaséw nukleinowych. W wyniku nagromadzenia sie w komoérce reaktyw-
nych form tlenu, zostaja uruchomione mechanizmy obronne. Jednym z waznych elementéw sys-
temoéw antyoksydacyjnych jest askorbinian, nieenzymatyczny antyoksydant hydrofilowy.

Celem badan byto okreslenie czy egzogenny askorbinian, dodany do podtoza przy zaktadaniu
kultur, zwieksza zdolnosci antyoksydacyjne komoérek Chlorella vulgaris w warunkach niedostatecz-
nego zywienia fosforanowego. Badania prowadzono na komdrkach rosngcych w sterylnych po-
zywkach: z petng zawartoscig fosforu (+P), z obnizong zawartoscia fosforu (¥P) oraz bez fosforu
(—P). Wplyw egzogennego askorbinianu badano w kulturach, do ktérych dodawano 1uM askorbi-
nianu. Badania wykazaty, ze niedostateczne zywienie fosforanowe prowadzi do ograniczenia tem-
pa wzrostu kultur oraz zwiekszenia zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych. Ponadto wptywa na
zwiekszenie poziomu stresu oksydacyjnego oraz stezenia biatek w komérkach. Wykazano réwniez
wzrost aktywnosci peroksydazy askorbinianowej i oksydazy askorbinianowej oraz spadek redukta-
zy glutationowej i katalazy w komorkach z kultur z deficytem fosforu.

W pracy wykazano, ze egzogenny askorbinian dodany do podtoza w momencie zaktadania kultur
ogranicza poziom stresu oksydacyjnego (zwieksza zawartos¢ karotenoiddéw oraz zmniejsza zawar-
to$¢ MDA). Powoduje wzrost aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych: katalazy, oksydazy askorbi-
nianowej, peroksydazy askorbinianowej i reduktazy glutationowej, przez co ma wptyw na zwiek-
szenie zdolnosci antyoksydacyjnych komoérek C. vulgaris w warunkach niedostatecznego zywienia
fosforanowego.

Stowa kluczowe: deficyt fosforu, kwas askorbinowy, reaktywne formy tlenu, stres oksydacyjny

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 265-278 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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20.1. Wstep

Rosliny sg stale narazone na dzialanie niekorzystnych czynnikow stresowych,
do ktorych zalicza si¢ takze niedobdr fosforu. Fosfor jest jednym z wazniejszych
skladnikéw mineralnych niezbednych roslinom do wzrostu, rozwoju oraz metabo-
lizmu (Amtmann i in. 2006; Stulgis, Ciereszko 2012). Niedostateczne zywienie fos-
foranowe prowadzi do stresu oksydacyjnego. W konsekwencji, dochodzi do utle-
niania biatek, peroksydacji lipidow, uszkodzenia zasad azotowych, zaburzenia pro-
cesu glikolizy lub zahamowania fotosyntezy (Zablocka, Janusz 2008; Nowicka,
Kruk 2013).

Pojawienie sie reaktywnych form tlenu (RFT) w komérkach prowadzi do uru-
chomienia mechanizméw antyoksydacyjnych. Wéréd mechanizméw obronnych
wyrdznia si¢ trzy linie obrony. Pierwsza linia obrony ma na celu niedopuszczenie
do powstawania reaktywnych form tlenu (uruchamianie cyklu woda-woda, fotood-
dychania). Druga linia obrony dotyczy unieszkodliwiania RFT w sytuacji, gdy juz
doszto do ich wytworzenia (dzialanie przeciwutleniaczy). Trzecia linia to naprawa
uszkodzen powstalych w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu (aktywno$¢é
oksydoreduktaz, redukujacych produkty peroksydacji lipidéw) (Kohen, Nyska 2002).

Waznym elementem systemu obronnego sa przeciwutleniacze. Moga to by¢
enzymy wyspecjalizowane w rozktadaniu RFT, tj. dysmutaza ponadtlenkowa (SOD,
EC 1.15.1.1), katalaza (CAT, EC 1.11.1.6), peroksydaza askorbinianowa (APX, EC
1.11.1.11) oraz nieenzymatyczne zwigzki niskoczasteczkowe, stuzace jako akceptory
elektronéow. Wsréd antyoksydantéw nieenzymatycznych wyrdzniamy: antyoksy-
danty hydrofilowe, chronigce wodne srodowisko komorki (glutation, flawonoidy,
askorbinian) oraz antyoksydanty hydrofobowe, chronigce wnetrze blon komérko-
wych (witamina E, karotenoidy, ksantofile) (Bartosz 2003; Zabtocka, Janusz 2008).

Jednym z antyoksydantéw nieenzymatycznych jest askorbinian. Kwas askor-
binowy (AsA) syntetyzowany jest przez rodliny i wigkszo$¢ zwierzat (Koztowska-
Szerenos, Ciereszko 2013 b). W komoérkach roslinnych wystepuje w cytozolu, chlo-
roplastach, mitochondriach, wakuolach, peroksysomach i jadrze komdrkowym
(Zechmann 1i in. 2011). Biosynteza kwasu askorbinowego przebiega w cytozolu,
z wyjatkiem jednego etapu, zachodzacego w mitochonrium (Ioannidi i in. 2009).
Istnieje kilka szlakow biosyntezy kwasu askorbinowego, jednak za gléwny uwaza
sie szlak L-galaktozy, gdzie askorbinian jest syntetyzowany z D-glukozo-6-fosfo-
ranu (Sharma i in. 2012). Szlaki biosyntezy askorbinianu tacza si¢ z takimi proce-
sami, jak: fotosynteza, wytwarzanie polisacharydéw i glikoprotein, a takze prekur-
sorow do budowy $ciany komorkowej (Ishikawa, Shigeoka 2008).
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Kwas askorbinowy, obecny w duzych stezeniach w chloroplastach i innych
przedziatach komoérkowych, pelni wazng role regulacyjng w réznicowaniu, wzro-
$cie i metabolizmie fotosyntetyzujacych komdrek (Giovannoni 2007; Foyer, Noctor
2011; Kozlowska-Szerenos, Ciereszko 2013b). Kluczowa rolg askorbinianu jest
udzial w najwazniejszym cyklu antyoksydacyjnym komorek roslinnych, zwanym
cyklem Halliwella-Asady (Gest i in. 2013). Wysokie stezenie askorbinianu w chlo-
roplastach (20-300 mM) wskazuje na jego znaczacg role w procesie fotosyntezy.
Askorbinian tatwo przechodzi przez blony tylakoidéw i chroni blony biologiczne
przed powstawaniem w nich wolnych rodnikéw tokoferoli oraz przed peroksydacja
lipidéw. Spetnia rol¢ donora elektronéw dla PSII i PSI oraz uczestniczy w unie-
czynnianiu rodnika ponadtlenkowego w reakcji Mehlera (cyklu woda-woda)
(Mazid i in. 2011). Ponadto jako kofaktor deepoksydazy wiolaksantyny bierze
udzial w cyklu ksantofilowym, ktéry uczestniczy w rozproszeniu nadmiaru energii
wzbudzenia i chroni tym samym aparat fotosyntetyczny przed uszkodzeniem
(Koztowska-Szerenos, Ciereszko 2013b) (Ryc. 20.1).

Kwas askorbinowy, nazywany straznikiem homeostazy komoérkowej, bierze
udzial w wielu reakcjach utleniania i redukeji, przebiegajacych ze zmiang stopnia
utlenienia jonéw. Moze zmienia¢ stan utleniania w reakcjach katalizowanych przez
nastepujace enzymy: peroksydaze askorbinianu, reduktaze dehydroaskorbinianu
czy reduktaze monodehydroaskorbinianu. Askorbinian pomaga zachowa¢ réwno-
wage pomiedzy formami utlenionymi i zredukowanymi dzieki temu, ze tatwo od-
daje i pobiera elektrony. Pozwala na utrzymanie stanu redoks w cytozolu i apopla-
$cie na odpowiednim poziomie (Foyer, Noctor 2009; Mazid i in. 2011; Gest i in.
2013; Toth i in. 2013). Dzieki tym zdolno$ciom moze mie¢ wplyw na inne procesy
regulowane stanem redoks, np. na przekazywanie sygnatéow (Guz i in. 2007) (Ryc.
20.1).

Przedmiotem intensywnych badan jest obecnie wiele aspektéw dotyczacych
udziatu kwasu askorbinowego w aklimatyzacji roélin do niekorzystnych czynnikéw
srodowiska, w tym réwniez deficytu fosforu. We wczesniejszych badaniach wyka-
zano, ze godzinna inkubacja komdrek C. vulgaris z egzogennym askorbinianem
powoduje zwigkszenie szybkosci unieszkodliwiania nadtlenku wodoru (Denkiewicz
iin. 2015).

Celem badan bylo okreslenie czy egzogenny askorbinian, dodany do podloza
przy zakladaniu kultur, zwieksza zdolnosci antyoksydacyjne komdrek C. vulgaris
w warunkach niedostatecznego zZywienia fosforanowego.
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Rycina 20.1. Procesy wzrostowe i metaboliczne, na ktére wptywa askorbinian

Zrédio: opracowanie wiasne na podstawie: Latowski i in. 2010.

20.2. Materiat i metody

Materialem uzytym do badan byla chlorella zwyczajna (Chlorella vulgaris
Beijer.), glon z rodziny Trebouxiophyceae. Komorki glonéw rosty w sterylnych
pozywkach zmodyfikowanych wedlug Knopa o réznej zawartosci fosforu: pozywka
pelna (+P, kontrola), pozywka z obnizong o % zawartosdcig fosforu (1/4P) w po-
réwnaniu do kontroli, pozywka pozbawiona fosforu (-P) (Kozlowska-Szerenos i in.
2003). Wplyw egzogennego askorbinianu badano w kulturach, w ktérych w mo-
mencie zakladania hodowli dodawano do podloza egzogenny askorbinian w steze-
niu 1uM, w wariantach: +Pxsa, % Pasa, -Pasa. Wzrost kultur odbywat sie w komorze
fitotronowej w nastepujacych warunkach: dlugo$¢ dnia: 16 godzin, temperatura
dnia: 23+2°C, temperatura nocy: 20+2°C, natezenie promieniowania fotosynte-
tycznie czynnego (PAR): 100 umol m? s (zrédtem promieniowania byty $wietléw-
ki Flora i DayLight w stosunku 1:1). Material do analiz byl pobierany w 5 dobie
wzrostu kultur, w 5 godzinie okresu $wietlnego. Zawiesine glondéw przesaczano
przez bibule filtracyjng (Whatman GF/C) lub wirowano w wiréwce (MPW-2500,
Polska) przy 10000 g przez 10 minut, w celu oddzielenia komdrek od pozywki.
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Wzrost kultur okreslano na podstawie zmian zageszczenia komorek rosna-
cych w pozywkach. Zageszczenie komodrek oznaczano za pomocg spektrofotometru
poprzez pomiar gestosci optycznej zawiesiny przy dlugosci fali 680 nm (Koztow-
ska-Szerenos i in. 2003). Zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych oznaczano po-
przez pomiar absorbancji przy uzyciu spektrofotometru (CECIL 2501 BI-QUEST)
przy dlugosci fal: 470, 652,4 i1 665,2 nm (Wellburn 1994).

Zawarto$¢ produktéw reakcji z kwasem tiobarbiturowym (MDA, dialdehyd
malonowy), wskaznika peroksydacji lipidow, okreslano wykorzystujac zmodytiko-
wang metode Singh i Verma (1995).

Ekstrakt enzymatyczny do oznaczen enzyméw antyoksydacyjnych przygoto-
wano homogenizujgc komorki glonéw w buforze ekstrakcyjnym pH 7,8 (0,1mM
bufor fosforanowy pH 7,8; 2mM DTT; 0,1 mM EDTA; 1,25mM PEG) oraz 0,05 g
PVP. Nastepnie wirowano przy 11500g przez 15 minut, a supernatant oczyszczono
z uzyciem kolumn PD10. W otrzymanym ekstrakcie okreslano zawarto$¢ biatka
(Bradford 1976).

Aktywno$¢ katalazy okreslano jako szybko$¢ zuzywania H,O, w mieszaninie
reakcyjnej, zawierajacej: 0,05 M bufor fosforanowy pH 7,0 i 37,5 mM H,0, oraz
ekstrakt enzymatyczny, przy diugosci fali 240 nm w ciggu 100s (Aebi 1984). Ak-
tywnos¢ peroksydazy askorbinianowej okreslano jako szybko$¢ zuzywania nadtlen-
ku wodoru w mieszaninie reakcyjnej, zawierajacej: 0,05 M bufor fosforanowy pH
7,0; 10 mM Na,EDTA; 0,4 mM H,O,; 0,5 mM AsA oraz ekstrakt, przy dlugosci fali
290 nm w ciaggu 3 minut (Tripathi, Gaur 2004). Aktywnos¢ reduktazy glutationowej
oznaczano w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej: 0,1M bufor fosforanowy pH 7,8;
3mM MgCly; 0,5 mM NADPH; 10 mM disulfid glutationu (GSSG) oraz ekstrakt,
przy dlugosci fali 340 nm przez 3 minuty (Kumar i in. 2011). Aktywno$¢ oksydazy
askorbinianowej byla okreslana jako ilo$¢ enzymu, ktéra utlenia 1pM kwas askor-
binowy w ciggu minuty (Gerwin i in. 1974).

20.3. Wyniki

Niedobdr fosforu w podlozu spowodowal ograniczenie wzrostu komorek
C. vulgaris, zwlaszcza w kulturach % P i —P. Dodanie egzogennego askorbinianu nie
wplyneto znaczaco na zageszczenie komorek zaréwno w kulturach +P, jak i % P
(Tab. 20.1).
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Tabela 20.1. Wptyw egzogennego askorbinianu na zageszczenie komaorek, zawartos¢ barwnikdw
asymilacyjnych, stezenie biatek, zawartos¢ MDA w komorkach C wulgaris z kultur kontrolnych
(+P), z obnizong zawartoscig fosforu do % (% P), bez fosforu (-P). Wyniki $rednie + SD

Warunki wzrostu | bez egzogennego AsA 1puM AsA

Badany parametr +P Ya P -P +Pasa Ya Pasa -Pasa
Zageszczenie komorek 1,13* 0,97 0,79 1,36 * 1,07 0,73
(10% kom ml") +0,20 +0,18 +0,14 +0,23 +0,17 +0,14
Zawarto$¢ chlorofilu a+b 4,12 3,72% 6,18* 4,72 4,94 5,81*
(10°® pg kom™) +1,26 +0,99 +1,61 +1,26 +1,41 +0,84
Zawarto$¢ karotenoidéw 0,69 1,03* 1,22* 0,68 0,96* 1,46*
(10°® ug kom™) +0,03 +0,17 +0,08 +0,12 +0,09 +0,16
Stezenie biatek 61,13 86,73* 97,05* 100,85 111,6 90,74
(ug ml™) +14,97 19,64 +17,08 +21,65 +29,18 +16,32
Zawarto$¢ TBARS 0,44 0,79* 0,82* 0,39 0,54 0,42
(fmol kom™) +0,08 +0,15 +0,16 +0,13 +0,23 +0,12

Objasnienia:
* wyniki istotne statystycznie, dla poziomu istotnosci p<0,05

Zrédto: badania whasne.

Najwyzszg zawartos$¢ chlorofilu a+b zaobserwowano w komorkach z obnizong
do % zawartoscig fosforu (% P), a najnizsza w komoérkach kontrolnych (+P).
Dodanie AsA spowodowalo zmniejszenie zawartosci chlorofilu a+b w komoérkach
(Y4 P). Najwyzsza zawarto$¢ karotenoidéw zaobserwowano w komoérkach z kultur -
P, a najmniejszg w komoérkach z kultur kontrolnych (+P). Dodanie AsA spowodo-
walo wzrost zawarto$ci karotenoidéw w komorkach —P (Tab. 20.1).

Zaobserwowano, ze w ekstrakcie enzymatycznym z komorek -P bylo najwyz-
sze stezenie bialek, natomiast najnizsze — z komorek +P. Dodanie AsA spowodowa-
fo wzrost stezenia bialek w komédrkach +P i % P oraz spadek w komorkach z kultur
bez fosforu -P (Tab. 20.1).

W komorkach -P odnotowano najwyzszg zawartos¢ MDA, wskaznika perok-
sydacji lipidow, a najnizszg w komdrkach z kultur kontrolnych (+P). Egzogenny
AsA spowodowal spadek zawartosci produktow reakcji z TBA w 5 dobie w komor-
kach +P o ok. 11%, % P o ok. 25% oraz -P o ok. 47% w poréwnaniu do kontroli
(Tab. 20.1).

Aktywno$¢ katalazy byla najwyzsza w komorkach +P i % P, a najnizsza
w komorkach z kultur -P (ok. 19% nizsza w poréwnaniu do kontroli). Dodanie
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askorbinianu spowodowalo wzrost aktywnosci w komdrkach -P o ok. 77% w po-
réwnaniu do kontroli (Ryc. 20.2A).

A

T 1/4 P

Aktywnosé CAT
(umol H,0, min-! ug! biatka)

0 1 uM AsA

35 4
30 o

25 o
'|' * T m +P
20 o

1/4 P
15 + L

10 A

Aktywnos¢ GR
(umol NADPH min! pg-! biatka)

0 1 uM AsA

Rycina 20.2.A-B Wptyw egzogennego askorbinianu na aktywnos¢ katalazy (CAT) (A); reduktazy
glutationowej (GR) (B) w komorkach C wulgaris z kultur kontrolnych (+P), z obnizona do % zawar-
toscig fosforu (¥ P), bez fosforu (-P). Wyniki $rednie + SD

Objasnienia:
* wyniki istotne statystycznie, dla poziomu istotnosci p<0,05

Zrédto: badania wiasne.
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Rycina 20.2.C-D Wptyw egzogennego askorbinianu na aktywno$¢ peroksydazy askorbinianowej
(APX) (C); oksydazy askorbinianowej (AO) (D); w komorkach C. wuilgaris z kultur kontrolnych (+P),
z obnizong do % zawartoscig fosforu (%4 P), bez fosforu (-P). Wyniki $rednie + SD

Objasnienia:

*wyniki istotne statystycznie, dla poziomu istotnosci p<0,05

Zrédto: badania whasne.

Aktywno$¢ GR byla najwyzsza w komérkach +P i 1/4P, za$ najnizsza w ko-
morkach -P (o ok. 25% nizsza w poréwnaniu do kontroli). Egzogenny AsA
spowodowat wzrost aktywnosci w 5-dniowych kulturach, w komoérkach +P o okoto
56%, % P o ok. 30%, z kolei —-P o ok. 55% w pordéwnaniu do kontroli (Ryc. 20.2B).
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Aktywno$¢ APX byla najwyzsza w komdrkach % P, a najnizsza w komdrkach
z kultur kontrolnych (+P). Egzogenny askorbinian spowodowat zwigkszenie aktyw-
nosci APX w komorkach +P o ok. 29%, % P o ok. 12%, —-P o ok. 29% (Ryc. 20.2C).

Aktywno$¢ AO jest najwyzsza w komorkach —P. Askorbinian spowodowat
wzrost aktywnosci AO w komoérkach w stosunku do kontroli srednio o ok. 30%
w komorkach +P i % P, natomiast o ok. 15% w komoérkach -P (Ryc. 20.2D).

20.4. Dyskusja

Fosfor jest pierwiastkiem, ktory jest niezbedny do prawidtowego funkcjono-
wania komorki rodlinnej. W sytuacji, gdy dojdzie do deficytu tego pierwiastka,
moga pojawi¢ sie zmiany w intensywnosci przebiegu réznych przemian metabo-
licznych, prowadzi réwniez do wzmozonego wytwarzania reaktywnych form tlenu.
W warunkach niedoboru fosforu aktywowane s3 mechanizmy antyoksydacyjne,
ktére s3 odpowiedzialne za ochrone¢ komdrki przed reaktywnymi formami tlenu.
Znaczacg role w obronie przeciwko wolnym rodnikom odgrywa askorbinian. Prze-
prowadzone badania mialy na celu wykazanie udzialu egzogennego askorbinianu
w regulacji stresu oksydacyjnego w komorkach C. vulgaris w warunkach niedosta-
tecznego zywienia fosforowego.

Zewnetrznym przejawem przystosowania sie metabolizmu komoérek C. vulga-
ris do niekorzystnych warunkéw bylto ograniczenie wzrostu (Koztowska-Szerenos
iin. 2013 c). Uzyskane wyniki wskazuja, Ze dodanie egzogennego askorbinianu
prowadzi do zwiekszenia zageszczenia komorek z kultur z deficytem fosforu oraz
zmniejszenia zawarto$ci chlorofili a+b w komoérkach % P (Tab. 20.1), jako wyraz
przystosowania do warunkéw stresowych (Kozlowska-Szerenos i in. 2004). Ko-
morki rosngce w warunkach deficytu fosforu charakteryzowaly sie réwniez wysoka
zawartoscig karotenoidéw (Tab. 20.2), co moze by¢ zwigzane z ich udziatem w eli-
minowaniu anionorodnika ponadtlenkowego oraz tlenu singletowego, powstaja-
cych w warunkach deficytu fosforu. Egzogenny askorbinian powodowat dodatkowo
wzrost zawarto$ci karotenoidow w komorkach z deficytem fosforu (Tab. 20.2),
co moze $wiadczy¢ o wzmozonej aktywnosci cyklu ksantofilowego, w ktérym AsA
jest donorem elektronéw w reakcji deepoksydacji wiolaksantyny. Spadek zawarto-
$ci chlorofilu oraz wzrost zawarto$ci karotenoidéw w warunkach deficytu fosforu
wykazano réwniez w badaniach prowadzonych na miodych lisciach morwy (Morus
alba L.) (Tewari i in. 2007).
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Komorki rosngce w warunkach deficytu fosforu charakteryzowaly sie zwigk-
szong zawartoscig produktéw peroksydacji lipidéow (Tab. 20.1), spowodowane na-
gromadzeniem RFT w komoérkach z niedoborem fosforu. Podobne zmiany w za-
wartosci MDA obserwowano w badaniach stresu oksydacyjnego w warunkach nie-
doboru fosforu u fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L.) (Juszczuk i in. 2001).
Dodanie egzogennego AsA prowadzilo do zmniejszenia zawartoéci produktow
peroksydacji lipidéw w komdrkach rosnacych w podlozu z ograniczong zawarto-
$cig fosforu (Tab. 20.2).

Tabela 20.2. Wptyw egzogennego askorbinianu na badane parametry komorek w kulturach
7 petng zawartoscig fosforu (+P), z obnizong do % w pordwnaniu do kontroli zawartoscig fosforu
(% P) oraz bez fosforu (-P). (wzrost/spadek/brak zmian zawartosci/ aktywnosci)

Badany parametr +P Ya P -P
Zawartos¢ karotenoidow - 2 T
Zawartos¢ TBARS AR AR A2
Aktywnosé CAT - T 7T
Aktywnoé¢ APX T T T
Aktywno$¢ GR T T T
Aktywnosé AO T T T
T/l Wzrost/Spadek do 10%

T Wzrost/Spadek od 11-30%

T/ Wzrost/Spadek od 31-50%

T Wzrost/Spadek powyzej 50%<

Dodanie AsA do podloza kultur zielenicy spowodowato spadek stezenia bialek
w komorkach z kultur z deficytem fosforu (Tab. 20.2). Moze to §wiadczy¢ o tym, ze
jako silny przeciwutleniacz, obniza poziom stresu oksydacyjnego, przez co zmniej-
sza si¢ ilos¢ zwigzkow biatkowych niezbednych do neutralizacji RFT.

Deficyt fosforu w podlozu kultur powodowal spadek aktywnosci katalazy
w komorkach C. vulgaris (Ryc. 20.2). Spadek aktywnosci tego enzymu obserwowa-
no réwniez w badaniach systemu antyoksydacyjnego lisci Camellia sinensis w od-
powiedzi na niedobdr fosforu (Lin i in. 2012). Pod wplywem egzogennego AsA
nastepowal wzrost aktywnosci katalazy (Tab. 20.2). Moze to miec¢ zwiazek ze zwigk-
szong zawarto$cig nadtlenku wodoru w komorce, pelnigcego w niej funkeje sygnal-
ng (Mittler i in. 2011).
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Jedna z funkcji askorbinianu w komoérkach roslinnych jest udzial w cyklu
Halliwella-Asady. Prowadzone przez autoréw pracy badania wykazaly, ze aktyw-
no$¢ APX i GR w komorkach wzrosta w warunkach deficytu fosforu (Ryc. 20.2).
Podobne wyniki uzyskano we wczesniejszych badaniach (Koztowska-Szerenos i in.
2013a). Zwiekszona aktywnos$¢ obu enzyméw moze $wiadczy¢é o wzmozonej ak-
tywnosci cyklu Halliwella-Asady w warunkach stresu oksydacyjnego, wywotanego
deficytem fosforu. Badania prowadzone na roslinach transgenicznych wykazaly,
ze APX i GR odgrywaja istotna role w zapewnieniu odpornosci na stres oksydacyj-
ny wywolany réwniez przez takie czynniki stresowe, jak: ozon, susza, metale ciez-
kie, wysokie natezenie $wiatla, zasolenie (Pang, Wang 2010). Pod wplywem egzo-
gennego AsA nastepuje wzrost aktywnosci GR i APX (Ryc. 20.2, Tab. 20.2). Mozna
to tlumaczy¢ tym, ze podwyzszony poziom askorbinianu powoduje zwigkszenie
obrotéw cyklu Halliwella-Asady, a tym samym zwigkszenie aktywnosci wysoka
aktywnosci APX, ktéra unieczynnia nadtlenek wodoru oraz aktywnosci GR, ktora
w cyklu przeksztalca forme utleniong askorbinianu do formy zredukowane;j.

W badaniach wykazano, ze w komoérkach -P wzrasta aktywnos¢ oksydazy
askorbinianowej, bioracej udzial w odtwarzaniu formy zredukowanej askorbinianu
z formy utlenionej (Ryc. 20.2). Pod wptywem egzogennego AsA dochodzi do wzro-
stu aktywnosci oksydazy askorbinianowej w komoérkach rosngcych w kulturach bez
fosforu. We wczesniejszych badaniach stwierdzono wzrost zawartosci dehydroa-
skorbinianu (DHA) w komérkach -P (Koztowska-Szerenos i in. 2013a). Mozliwe,
ze duza ilo$¢ wydzielonego do podloza DHA, powoduje zwigkszenie aktywnosci
oksydazy askorbinianowej w komoérkach. Podobne wyniki uzyskano w badaniach
na Phaseolus aureus prowadzonych w warunkach stresu wysokiej temperatury
(Kumar i in. 2011).

20.5. Wnhnioski

Przeprowadzone badania wykazaly, ze egzogenny askorbinian ogranicza po-
ziom stresu oksydacyjnego, poprzez zmniejszanie zawartosci MDA oraz zwieksza-
nie zawarto$ci karotenoidéw. Egzogenny askorbinian, w warunkach niedostatecz-
nego zywienia fosforanowego, wzmaga zdolnosci antyoksydacyjne komorek
C. vulgaris poprzez zwigkszanie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych, biorg-
cych udzial w cyklu Halliwella-Asady: APX i GR oraz CAT. Wazna role w sytuacji
niedoboru fosforu odgrywa réwniez AO, utrzymujaca homeostaze reakcji redoks
komorki, o czym $wiadczy jej zwickszona aktywnos¢.
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Streszczenie

Rosliny uzytkowe oraz ozdobne sa narazone na liczne czynniki stresowe (biotyczne oraz abiotycz-
ne) przyczyniajace sie do obnizenia produktywnosci, a takze redukgji jakosci i iloéci plonéw. Zré-
dtem zranienia mechanicznego tkanek roslin sg czesto organizmy na nich zerujace, tzw. fitofagi.
Mechanizm percepgji, transdukgji oraz reakcji roslin na stres zranienia mechanicznego, wywotany
przez fitofagi, jest ztozony oraz mato poznany u wielu gatunkéw roslin. Komorki roslin, wyposazo-
ne sa w receptory btonowe, rozpoznajace chemiczne wzorce zrédta zranienia. Po uszkodzeniu
mechanicznym, w komérce generowana jest seria nastepujacych po sobie zmian fizjologicznych
i metabolicznych, prowadzacych do wywotania odpowiedzi na stres. Reakcja roslin pojawia sie
w obrebie miejsca uszkodzenia tkanek — jako odpowiedz lokalna, lub w organach, ktére nie ulegty
uszkodzeniu — jako odpowiedz systemiczna. Reakcja na poziomie catej rosliny badz liscia moze
wystapi¢ w czasie tygodni lub miesiecy, podczas gdy na poziomie molekularnym - w czasie
sekund/minut od zaistnienia czynnika stresowego.

Rosliny wyksztatcity szereg strategii obronnych przeciwko fitofagom. Mechanizmy obronne dzie-
lone sg na bezposrednie — szybko i negatywnie oddziatujgce na roslinozerce, badz posrednie —
angazujace organizmy z wyzszych poziomoéw troficznych. Obrona bezposrednia moze by¢ realizo-
wana poprzez wyksztatcenie barier fizycznych (np. wtoskow, cierni) oraz barier chemicznych
(np. woskow, zywic). Rosliny syntezujg réwniez liczne metabolity wtérne (np. alkaloidy, terpenoidy,
fenylopropanoidy) oraz wyspecjalizowane biatka obronne. Posrednia strategia obronna roslin
polega miedzy innymi, na redukgji liczby zerujacych fitofagéw poprzez wydzielanie lotnych zwigz-
kéw organicznych, wabigcych ich naturalnych wrogdw (parazytoidéw lub drapieznikéw).

Stowa kluczowe: zranienie, obrona, roslinozercy, transdukcja sygnatu

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybow. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 279-291 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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21.1. Wstep

Interakcje pomigdzy roslinami i roslinozercami sg jednymi z najbardziej inte-
resujacych relacji w $wiecie ozywionym. Prawie wszystkie gatunki roslin wyksztal-
city mechanizmy obrony przeciwko fitofagom. Najbardziej liczng i réznorodna
grupg roslinozercéw sa owady. Ponad polowa znanych gatunkéw insektow zgryza
badz wysysa plyn z tkanek roélin. Miliony lat ewolucji doprowadzily do wyksztat-
cenia przez roéliny réznorodnych reakcji obronnych, pojawiajacych sie w obrebie
miejsca uszkodzenia tkanek, jako odpowiedz lokalna lub w organach, ktére nie
ulegly uszkodzeniu - jako odpowiedz systemiczna. Zranienie tkanek prowadzi do
szeregu wczesnych i péznych reakeji roslin, do ktérych to dziatan zaliczane sa: de-
polaryzacja blony komérkowej, synteza czasteczek sygnalowych (np. jonéw Ca*),
wzrost zawartosci hormondéw (np. kwasu jasmonowego, JA), synteza wtérnych
metabolitow, reaktywnych form tlenu), aktywacja gendéw i powstanie zmian meta-
bolicznych (Maffei i in. 2007). Interakcje pomiedzy roslinami i fitofagami
wywieraja wplyw na strukture, dynamike, bioréznorodnos¢ wszystkich zbiorowisk
ro$linnych.

21.2. Reakgcje roslin na zgryzanie przez fitofagi

Reakcje obronne roélin odgrywaja znaczacg role w koewolucji roélin i roslino-
zercow. Wyrodznia si¢ dwie gtowne kategorie reakcji obronnych roslin. Obrona
konstytutywna, obecna stale, polega np. na cigglej akumulacji toksyn w wakuolach,
a obrona indukowana, generowana w wyniku dziatania czynnika stresowego, np. na
uwalnianiu zwigzkéw lotnych (ang. Volatile Organic Compounds, VOC) wabiacych
naturalnych wrogéw fitofagéw, co skutkuje obnizeniem liczebnosci szkodnikéw,
ograniczeniem zasiegu uszkodzen. Dowiedziono, ze sklad zwigzkéw lotnych jest
zalezny od rodzaju czynnika indukujacego ich synteze np. kompozycja VOC tylko
po uszkodzeniu mechanicznym lisci znaczaco si¢ rézni od tej po zgryzaniu przez
owady (Alborn i in. 1997). Najczesciej spotykanymi sktadnikami zwigzkéw lotnych
s3 terpeny (mono-, homo-, seskwi-), pochodne kwaséw tluszczowych (aldehydy,
alkohole, estry) oraz fenylopropanowe zwigzki aromatyczne (np. ester metylowy
kwasu salicylowego, indole). W procesie syntezy VOC poséredniczg szlaki sygnalo-
we, zalezne od kwasu jasmonowego/etylenu i kwasu salicylowego (Walling 2000).

Wspdldzialanie obu kategorii reakcji odpowiada za efektywna zdolnos¢ obro-
ny rosliny przeciwko fitofagom. Rosliny wyksztalcity rowniez szereg mechanizméw
obrony bezpos$redniej oraz posredniej przeciwko fitofagom. Powszechnie znane sg
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strategie obrony fizycznej, chemicznej oraz biologicznej, minimalizujace szkody
powstate w wyniku zerowania fitofagéw (Ryc. 21.1). Obrona fizyczna zwigzana jest
gléwnie ze zmianami morfologicznymi i strukturalnymi organdw rosliny. Woéwczas
prawie wylacznie modyfikacjom ulega blaszka liSciowa, poprzez zmiang grubosci
oraz masy w przeliczeniu na powierzchnie liScia, wyksztalcenie specyficznych
struktur (np. trichomoéw, ciernii, kolcéw), zmiane tekstury oraz struktury komoérek
(Liu i in. 2010). Niektére gatunki sg zdolne do mimikry (np. storczyki), udajac
ksztaltem osy lub pszczoly w celu odstraszenia roélinozernych ssakéw i owadow
(Lev-Yadun, Ne’eman 2012). Chemiczne reakcje obronne zwiagzane s3 gltéwnie
z modyfikacjami fizjologicznymi, prowadzacymi do syntezy metabolitéw wtérnych
(dotychczas poznano ok. 50000 tych zwigzkéw) (Chen 2008). Substancje obronne
wytwarzane przez roéliny mozna podzieli¢ na siedem gltéwnych grup: 1) terpenoi-
dy; 2) zwigzki fenolowe; 3) zwigzki azotowe; 4) taniny, lignina, celuloza; 5) hormo-
ny roslinne i lecytyna; 6) inhibitory proteaz; 7) zwiazki lotne (Kang 1995). Obrona
biologiczna polega gléwnie na mutualizmie rosliny z owadami. Uklad jest korzyst-
ny dla obu stron: roélina otrzymuje ochrong, a owady - miejsce bytowania i/lub
zrodlo tatwo dostepnego pozywienia. Fiala i Maschwitz (1992) opisali ten fenomen
biologiczny na przykladzie myrmekofityzmu, gdzie drzewo Macaranga Thou.,
w zamian za ochrone przeciwko fitofagom, oferuje mréwkom miejsce do zalozenia
gniazda oraz pokarm.

W toku ewolugji roéliny, oprécz obrony, wyksztalcily mechanizmy tolerancji
uszkodzen powstalych w wyniku Zerowania fitofagéw. Zaleznie od wielkosci po-
wstalych zranien, obserwowany jest efekt kompensacji lub wymiany uszkodzonych
tkanek (Strauss i Agrawal 1999). Niska badZz umiarkowana intensywno$¢ zerowania
fitofagéw moze skutkowaé pozytywna odpowiedzig roélin, np. wzrostem biomasy,
intensywnosci fotosyntezy. Rosliny, w celu zminimalizowania strat, uruchamiaja
mechanizmy prowadzace do zwigkszenia intensywnosci fotosyntezy, aktywacji
uspionych merysteméw i modyfikacji dystrybucji zwiazkéw zapasowych (Gong,
Zhang 2014).

Kolejnym mechanizmem odpowiedzi rodlin na aktywnos$¢ fitofagéw jest
ucieczka, ktéra ma obnizy¢ prawdopodobienstwo odnalezienia rosliny przez ich
naturalnych wrogéw. Przykladem sg zaleznosci pomiedzy roslinami wrazliwymi
i malo odpornymi na aktywnos¢ fitofagéw a roslinami ,pielegniarzami” dobrze
przystosowanymi do zgryzania. Torroba-Balmori i inni (2015) zauwazyli, ze Quercus
petraea i Quercus pyrenaica, rosnace w otoczeniu gtéwnie Genista florida i Cytisus
scoparius, charakteryzowaly sie wyzsza przezywalnoscig w warunkach stresu bio-
tycznego. Naturalna bariera fizyczna w postaci zaroéli skutecznie ograniczata zero-
wanie fitofagoéw. Modyfikacja odleglosci pomigdzy osobnikami tego samego gatunku
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réwniez moze wplynaé na przezywalnos$¢ rosliny. Jedna z hipotez twierdzi, ze siew-
ki badZ mlode rosliny rosngce w towarzystwie osobnikéw dorostych tego samego
gatunku moga by¢ chetniej zgryzane przez generalistow (Connell 1971). Zjawisko
to obserwowane jest czesto w lasach tropikalnych. Roéliny moga réwniez unikaé
kontaktu z fitofagami przez szybki, synchroniczny badz wezesny rozwdj lisci (Sun
i in. 2010).

Obrona Tolerancja Ucieczka
(Fizyczna ) [ ) (Wewnatrzatunkowa
» modyfikacje budowy « zwiekszenie wydajnosci « zwiekszenie odlegtosci
b liSci fotosyntezy pomiedzy osobnikami
- modyfikacja grubosci - aktywacja uspionych | tego samego gatunku
i masy lisci merystemow
- / » modyfikacja dystrybugji \
P N zwigzkow zapasowych
Chemiczna (Miedzygatunkowa
* taniny * wzrost przy roslinach
= - alkaloidy \_ J innych gatunkéw lepiej
- terpenoidy przystosowanych
«inne zwiazki do obrony
! Zilazd = przeciwko fitofagom
(Biologiczna ) N J
|| * posrednia obrona
mutualistyczna

Rycina 21.1. Przyktady odpowiedzi roslin na aktywnos¢ roslinozercow

Zrédto: zmodyfikowane wg Gong, Zhang 2014

Rodlinne metabolity wtérne (czesto toksyczne dla owadéw) moga hamowac
rozwdj fitofagdéw, obnizy¢ odpornos¢ immunologiczng roslinozercéw na atak para-
zytoidow, wywotywa¢ zaburzenia neurologiczne, zaburza¢ wchlanianie zwiazkéw
odzywczych przez roslinozercow. Detoksykacja tych zwigzkow jest kosztowna
energetycznie. Skupiska roslin moga zwigksza¢ lub obniza¢ ich wzajemng zdolnos¢
do obrony przeciwko fitofagom (Tsegai i in. 2013). Ponad 75% wszystkich zwierzat
to roélinozercy, odgrywajacy znaczaca role w ksztaltowaniu struktury i funkeji eko-
systemow (Cebrian 2004).
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21.3. Fitofagiiich charakterystyka

Szacuje sie, ze fitofagi konsumuja okoto 15% catkowitej masy roslin klimatu
umiarkowanego oraz tropikalnego w skali roku (Gong, Zhang 2014). Istnieje kilka
klasyfikacji fitofagéw, np. pod wzgledem stopnia specjalizacji diety (Ryc. 21.2).
Kiedy fitofagi odzywiaja si¢ jednym badz kilkoma zblizonymi taksonami roélin,
s3 uwazane za monofagi (np. mszyca lucerniana Therioaphis maculata), odzywiaja-
ce si¢ kilkoma gatunkami w obrebie jednej rodziny roélin nazwano oligofagami
(np. stonka ziemniaczana Leptinotarsa decemlineata) i polifagi (np. chrabaszcz
majowy Melolontha melolontha) - to organizmy odzywiajace si¢ gatunkami wiecej
niz jedna rodzing roélin. Uwaza sig, Ze wraz ze wzrostem specjalizacji co do rodzaju
pokarmu roélinnego, fitofagi mogly naby¢ umiejetnos$¢ tolerancji na dzialania
obronne roslin (Ali, Agrawal 2012). Fitofagi mozna podzieli¢ ze wzgledu na przy-
nalezno$¢ systematyczng do kregowcow glownie ssaki kopytne, np. jelen szlachetny
(Cervus elaphus) oraz bezkregowcow stawonogi, np. szarancza wedrowna (Locusta
migratoria) czy mieczaki, np. $limak winniczek (Helix pomatia). Organizmy odzy-
wiajace si¢ roslinami mozna réwniez porzadkowac zgodnie z preferencjami zywie-
niowymi na (i) generalistow, do ktérych nalezy wigkszo$¢ ssakow roslinozernych,
np. to$ euroazjatycki (Alces alces), migczaki, np. pomréw wielki (Limax maximus)
oraz (ii) specjalistow, do ktérych naleza owady, np. gnatarz rzepakowiec (Athalia
colibri) (Morrison, Hay 2011). Roslinozercy wywotuja réznorodne reakcje obronne
roélin, ktére moga zwigksza¢ ich odporno$¢ na aktywnos¢ fitofagdw. Znanych jest
kilka typéw klasyfikacji odpornosci roslin na aktywnos¢ fitofagéw. Odpornos¢ pio-
nowa polega na roznej i specyficznej reakcji roslin réznych odmian danego gatun-
ku na atakowanie przez poszczegdlne biotypy szkodnika. Uwaza si¢, ze odpornos¢
tego typu jest kontrolowana oligenicznie, czyli przez jeden badz kilka genéw gtow-
nych. Kiedy ta sama odmiana roéliny uprawnej reaguje podobnie na zaatakowanie
jej przez rézne biotypy szkodnika lub gdy wiele odmian roslin uprawnych jest od-
pornych na atak réznych biotypéw okreslonego gatunku fitofaga méwi si¢ o od-
pornosci poziomej. Jest to tzw. odpornos¢ ogoélna uwarunkowana poligenicznie
(cyt. za: Starck 2002).
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Rycina 21.2. Uproszczona klasyfikacja fitofagow

Dotychczas nie dowiedziono jednoznacznie, ktéra grupa fitofagoéw jest lepiej
dostosowana do reakcji obronnych roélin. Uwaza sie, Ze generaliéci (organizmy
zerujace na wielu gatunkach roslin), spozywajac dziennie mate iloéci réznych tok-
syn, obnizajg koszt badz ryzyko zwigzane z zatruciem duzg iloscig toksyn jednego
typu (Freeland, Janzen 1974). Prawdopodobnie mozliwe jest to dzieki enzymom
watrobowym neutralizujacym duzg ilos¢ pojedynczych lub wielu podobnych che-
micznie roslinnych metabolitéw wtérnych (Dziba, Provenza 2008). Hipoteza za-
kfada, ze generaliSci s3 zdolni do wstrzymania Zerowania na pojedynczym gatunku
rodliny jeszcze przed doznaniem negatywnych skutkéw dziatania metabolitow
wtérnych. Badania Torregrossa i in. (2012) wskazuja, ze generalisci s3 mniej wraz-
liwi na zmiane skltadu metabolitow wtoérnych niz organizmy bardziej wyspecjalizo-
wane. Cze$¢ specjalistow wyksztalcito mechanizmy neutralizujgce szkodliwe zwigz-
ki chemiczne tylko jednego gatunku rosliny (Haley i in. 2007). Uwaza sie, Ze wyspe-
cjalizowane fitofagi wytwarzaja enzymy o wiekszej specyficznosci do metabolitow
wtérnych, bedacych w wyzszym stezeniu danego gatunku roélin niz generalisci
(Skopec i in. 2007). Inne badania potwierdzaja, ze niektére roslinne metabolity
wtdrne oddzialuja negatywnie zaréwno na specjalistow, jak i generalistoéw (Agra-
wal, Kurashige 2003).

Nadmierna aktywno$¢ fitofagéw wywiera negatywny wplyw na funkcjonowa-
nie rodlin. Roélinozerstwo jest rodzajem presji doboru naturalnego, bedacego sila
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napedowa mechanizmu doskonalenia strategii obronnych roslin (Gong i Zhang
2014).

21.4. Percepcja i transdukcja sygnatu o uszkodzeniu

Percepcja zranienia, transdukcja sygnatlu oraz koncowa reakcja roélin na
uszkodzenie mechaniczne wywolane aktywnoscia fitofagéw, sa procesami zlozo-
nymi i niezupelnie poznanymi. Skuteczna reakcja obronna zalezy od efektywnego
rozpoznania rodzaju zagrozenia. Komorki roslin wyposazone sa w liczne receptory
blonowe, identyfikujace wzorce chemiczne pochodzace od zrédla zagrozenia (ang.
Pattern-Recognition Receptors, PRR). Fitofagi w trakcie zerowania uszkadzaja tkan-
ki roélin oraz wydzielajg tzw. elicitory — zwigzki chemiczne indukujace reakcje
obronne roslin. Wyréznia si¢ dwie gléwne grupy tych zwigzkéow: wydzielane przez
uklad pokarmowy fitofagéw, np. volicytyna oraz zwigzane z jajami owadow, np.
bruchina (Heil 2009). Po rozpoznaniu zrédla zranienia powstalego w wyniki zero-
wania fitofagéw, dochodzi do transdukeji sygnatu z wykorzystaniem czasteczek
sygnalowych m.in. jonéw wapnia, reaktywnych form tlenu czy hormonéw. Uwaza
sie, ze gtownymi czasteczkami sygnalowymi sg jony Ca**, ktérych normalna zawar-
tos¢ w cytozolu wynosi okoto 100 nM. W wyniku zranienia, nastepuje ich uwolnie-
nie (z apoplastu/scian komoérkowych, retikulum endoplazmatycznego, wakuoli,
mitochondriéw), gdzie zawartos¢ wzrasta do poziomu ok. 1 mM. Czasteczki sygna-
towe, w postaci jonéw Ca*, aktywuja szereg biatek, np. kalmoduline czy kinazy
biatkowe. Uszkodzenie tkanek przez fitofagi moze prowadzi¢ do podwyzszenia
stezenia reaktywnych form tlenu (RFT): nadtlenku wodoru, anionorodnika ponad-
tlenkowego, tlenu singletowego, rodnika hydroksylowego. Dowiedziono, Ze nadtle-
nek wodoru w wysokim stezeniu petni funkcje bakterio- i grzybobdjcza, w niskim
zas role czasteczki sygnalowej (Lukaszuk, Ciereszko 2012).

Wolne rodniki moga powstawa¢ w mitochondriach, plastydach, peroksyso-
mach. RFT aktywuja kanaty wapniowe, prowadzac do zwigkszenia zawartosci jo-
néw Ca®* w cytozolu. Jasmonidy wraz z etylenem odgrywajg kluczows role
w transdukcji sygnalu o zranieniu. Udowodniono, ze czasteczki systeminy oraz
oligogalaktouronidy aktywuja szlak oktadekainowy, w wyniku ktérego dochodzi do
wzmozonej syntezy kwasu jasmonowego, aktywacji genéw i finalnie wywotania
odpowiedzi na stres zranienia (Farmer, Ryan 1992). Systemina jest peptydem boga-
tym w proling, wytworzonym z prekursorowego biatka, zwanego prosystemina.
Hormon ten jest czasteczka mobilng i moze przemieszcza¢ si¢ floemem. Oligoga-
lakturonidy (OGA) uwalniane z uszkodzonych $cian komdrkowych sa czasteczka-
mi mato mobilnymi i prawdopodobnie pelnig funkcje w odpowiedzi lokalnej rosli-
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ny na zranienie. Jasmonidy maja strukture cyklopentanu, syntetyzowane sg z utle-
nionych wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. Funkcjg jasmonidow jest regu-
lacja proceséw wzrostu i rozwoju, starzenia sie rodlin oraz reakcje obronne na stre-
sy, miedzy innymi, uszkodzenie mechaniczne w wyniku zgryzania. Kwas jasmono-
wy indukuje ekspresje wielu gendw zwigzanych z procesami fizjologicznymi, ale tez
inhibitory proteaz, bialka antybakteryjne (defensyny i tioniny), enzymy bioracych
udzial w biosyntezie wtérnych metabolitow, takich jak: terpenoidy, alkaloidy, fla-
wonoidy, glukozynolany. Inhibitory proteaz zakldcaja dzialanie enzymoéw trawien-
nych owadéw, co moze prowadzi¢ do niedoboru aminokwaséw niezbednych do
funkcjonowania fitofaga. Kwas jasmonowy jest dlugodystansowa czasteczka sygna-
fows, przekazujacy informacj¢ o zranieniu do odleglych niezranionych miejsc. Syn-
teza JA rozpoczyna si¢ uwolnieniem kwasu linolenowgo z blony chloroplastow,
w ktorych znajduje si¢ prekursor JA - kwas 12-ketofitodienowy (OPDA). Nastep-
nie OPDA jest transportowany do peroksysoméw, w ktérych enzymy katalizujace
B-oksydacje OPC8:0 oraz redukuktaza OPDA przeksztalcaja OPDA do JA. Synte-
zowany w peroksysomach JA jest transportowany do cytozolu, gdzie ulega modyfi-
kacjom, takim jak: metylacja, glikozylacja, hydroksylacja, dekarboksylacja lub ko-
niugacja z aminokwasami. Przelomowe badania Lee i Howe’a (2003) na mutantach
pomidoréw wykazaly, ze odpowiedz systemiczna na zranienie zalezy od biosyntezy
JA w miejscu zranienia i od percepcji JA w miejscu niezranionym.

Rodliny zaatakowane przez fitofagi najczesciej obnizaja wartos$¢ odzywcza
zranionych tkanek, jednoczesnie zwiekszajac zawartos$¢ toksyn. Uszkodzenie tka-
nek moze prowadzi¢ do podwyzszenia st¢zenia reaktywnych form tlenu. Obserwuje
sie rOwniez wzrost stezenia kwasu jasmonowego, bedacego kluczowym regulatorem
ekspresji genéow aktywowanych uszkodzeniem mechanicznym (Schaller 2001).
Uwaza si¢, ze wraz z etylenem odpowiedzialny jest on za percepcje sygnalu ze-
wnatrzkomérkowego o zranieniu i indukcje systemicznej odpowiedzi rosliny.

21.5. Odpowiedz systemiczna i lokalna

Wynikiem Zerowania fitofagéw jest uszkodzenie mechaniczne tkanek oraz
powstanie odpowiedzi systemicznej i/lub lokalnej. W odpowiedzi systemowej,
gléwna role odgrywaja jasmonidy. Systemiczna reakcja na stres, wywolana uszko-
dzeniem, polega na modyfikacji metabolizmu i fizjologii rosliny poza miejscem
uszkodzenia (Szczegielniak 2007). Dane literaturowe wskazujg, ze odpowiedz sys-
temiczna, $cisle zwigzana z syntezg zwiazkéw sygnalnych o zranieniu, jest szybko
indukowana (Schilmiller, Howe 2005). Odpowiedz lokalna polega gléwnie na
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uszczelnieniu tkanek i powstrzymaniu patogendéw przed wniknigciem do wnetrza
roélin przy uzyciu, miedzy innymi, pochodnych polisacharydéw, wtérnych meta-
bolitow.

Badania Duceppe i in. (2012) proteomu liSci pomidora wykazaly, ze zaleznie
od typu zerowania fitofaga, obserwowana jest rézna ekspresja gendw kodujacych
bialka. LiScie roslin byly ciete nozycami, poddane zerowaniu w wyniku zgryzania
przez larwy Leptinotarsa decemlineata Say oraz w wyniku wysysania ptynu z wigzek
przez Macrosiphum euphorbiae Thomas. Badano ekspresje genow kodujacych bial-
ka zwigzane z procesem fotosyntezy, obrony i odpowiedzi na stres oraz syntezy
bialek. Wykazano, ze zwykle uszkodzenie mechaniczne wywoluje najmniej liczne
modyfikacje ekspresji gendéw. Zaobserwowano ogolny wzrost ekspresji gendw ko-
dujacych biatka zwigzane z fotosyntezg oraz obrong i odpowiedzig na stres u roslin
poddanych Zerowaniu przez owady ssace. Fitofagi zgryzajace liScie pomidora do-
prowadzily do odwrotnego efektu. Wyniki te wskazujg na obecnos¢ réznych recep-
toréw blonowych, dzigki ktérym roslina jest w stanie rozpozna¢ typ uszkodzenia
oraz wywola¢ lokalng reakcje obronna.

Quilliam i in. (2006) symulowali uszkodzenie mechaniczne liscia Arabidopsis
thaliana w celu zbadania lokalnych zmian fluorescencji chlorofilu a. Autorzy zaob-
serwowali wzrost wartosci maksymalnej wydajnosci kwantowej proby adaptowanej
do $wiatla (®psy) natychmiast po zranieniu oraz brak réznicy wartosci tego para-
metru pomiedzy lis¢mi kontrolnymi i uszkodzonymi po 24 godzinach. Autorzy
publikacji stwierdzili, Ze komdrki w czasie doby od zranienia obumierajg lub
w pelni si¢ regeneruja. Obserwacje zespolu czg$ciowo potwierdzajg badania pszeni-
cy ozimej Sulkiewicza i Ciereszko (2014). Autorzy wykazali, ze uszkodzenie me-
chaniczne lisci pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum) nie doprowadza do istot-
nego uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego.

Badanie wplywu zgryzania liSci przez Manduca sexta wykazaly zahamowanie
transportu weglowodanéw do korzeni dzikiego tytoniu (Nicotiana attenuata) oraz
nizszy poziom wzrostu elengacyjnego korzeni (Schmidt i in. 2015). Autorzy stwier-
dzili, Ze po zranieniu przez fitofagi, roslinie najbardziej korzystne jest wykorzysta-
nie zmagazynowanych zasobéw do rozwoju pedu oraz uruchomienia proceséw
obronnych. Wykazano, ze zgryzanie lisci wywoluje odpowiedz systemiczng obser-
wowang w korzeniach rosliny.

Velikova i in. (2010) zbadali wplyw Zerowania Murgantia histrionica i Nezara
viridula na kapu$cie warzywnej (Brassica oleracea) i fasoli zwyktej (Phaseolus vulga-
ris). Autorzy dokonali pomiaréw, migdzy innymi, parametréw fotosyntezy i emisji
zwiazkéw lotnych tuz po zgryzaniu przez owady. Wykazano spadek intensywnosci
fotosyntezy podczas zerowania owadow. Nie stwierdzono zwigzkow lotnych wska-
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zujacych na uszkodzenie tkanek lisci. Zaobserwowano wzrost zawartosci jasmoni-
dow, ale tylko tuz po zakonczeniu Zerowania przez owady.

Aktywno$¢ roslinozercow wplywa réwniez na zdolnosci reprodukeyjne roslin.
Barber wraz z zespotem (2011) zbadali wplyw Zerowania nadziemnego i podziem-
nego Acalymma vittatum na wzrost, pylenie oraz zdolnosci reprodukcyjne ogoérka
siewnego (Cucumis sativus). Badacze zaobserwowali ogélne zahamowanie wzrostu
rodliny po zerowaniu owadéw na pedach oraz korzeniach. Skutkiem zgryzania ko-
rzeni przez larwy Acalymmavittatum bylta o 35% nizsza produkcja zenskich kwia-
tow w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi. Zgryzanie lisci nie skutkowalo zmiang
produkgji ilosci kwiatéw. Zaobserwowano skrécony czas przebywania pszczét na
kwiatach 0 25% - po uszkodzeniu lisci oraz dwukrotnie dtuzszy czas w poréwnaniu
do kontroli - po uszkodzeniu korzeni. Zranienie lisci nie mialo wptywu na produk-
cje owocdw, natomiast zgryzanie korzeni skutkowato 38% spadkiem ilosci owocow,
ktdre byly o lzejsze 0 25% w poréwnaniu do roélin kontrolnych. Autorzy wykazali,
ze zgryzanie korzeni wywoluje odpowiedz systemiczna.

Znane jest zjawisko zwigkszenia zdolnosci obronnych przez rosliny sasiaduja-
ce z osobnikami zasiedlonymi przez szkodniki (Baldwin i in. 2006). Dowiedziono,
ze jezeli sygnal zwigzkow lotnych jest intensywny, roéliny sasiednie moga wygene-
rowa¢ natychmiastowa reakcje obronng, natomiast jesli sygnat jest slaby, moze
przygotowac roéline na przyszly atak szkodnika (Turlings, Ton 2006). Przyktadem
jest Phaseolus lunatus, rosnace w sasiedztwie osobnikéw zaatakowanych przez
szkodniki. Rosliny odbieraly ,sygnaly ostrzegawcze”, o mozliwym ataku fitofaga.
Stwierdzono, ze fasola, na ktorej zerowaly chrzaszcze, takie jak: Cerotoma ruficornis,
Gynandrobrotica i Epilachna varivestis, emitowala zwiazki lotne, ktére aktywowaty
mechanizmy obronne u rolin sgsiadujacych, polegajace na wydzielaniu z nektarni-
kow zwigkszonej ilosci nektaru, gdy same zostaly zaatakowane przez chrzaszcze
(Kost, Heil 2006).

21.6. Podsumowanie

Rodliny, w toku ewolucji wyksztalcily réznorodne mechanizmy reakcji na
uszkodzenia przez fitofagi. Receptory blonowe, obecne w komérkach roélin, umoz-
liwiaja precyzyjne rozpoznanie typu uszkodzenia oraz rozpoczgcie transdukeji
sygnalu o zranieniu. Uwaza sie, Ze oprocz jonéw Ca** jednymi z gtéwnych czgste-
czek sygnalowych, sa jasmonidy zaangazowane w regulacje ekspresji gendw reakcji
na stres. Ostatnim etapem reakcji na zranienie, wywolanym aktywnoscia fitofagow
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jest powstanie odpowiedzi lokalnej oraz systemicznej. Najczgsciej obserwowanymi
strategiami odpowiedzi w krélestwie roslin s obrona, tolerancja i ucieczka. Rosliny
wytwarzajg liczne bariery fizyczne (kolce, ciernie, igly), chemiczne (wtérne metabo-
lity) oraz biologiczne (relacje mutualistyczne z innymi organizmami) chronigce je
przed aktywnym Zzerowaniem fitofagéw. Dowiedziono, ze odpowiedZ na zgryzanie
przez roslinozercoéw jest bardzo réznorodna i niespecyficzna dla wielu gatunkow
rodlin.
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Streszczenie

Rosliny rozwijajace sie w naturalnych warunkach, narazone sa réznorodne biotyczne czynniki
stresowe, takie jak: dziatanie patogendw grzybowych, bakteryjnych i wirusowych. Patogeny przy-
czyniaja sie do powstawania wielu choréb roslin, prowadza nawet do ich $mierci. Jednak rosliny
wyksztatcity szereg mechanizmédw obronnych. Jednym z wielu mechanizméw odpornosci jest
reakcja nadwrazliwosci, ktéra polega na obumieraniu komoérek lokalnie w miejscu inwazji, co pro-
wadzi do zablokowania ataku patogena. W regulacji reakcji nadwrazliwosci stwierdzono udziat,
miedzy innymi, hormondéw roslinnych, np. brassinosteroidéw (BR), ktore ze wzgledu na wysoka
aktywnos$¢ biologiczng, sa waznymi regulatorami wielu proceséw zachodzacych w roélinach.
Wplywaja na metabolizm, wzrost i rozwéj roslin, a takze petnig funkcje ochronng przed nieko-
rzystnymi warunkami Srodowiska. Wspodtdziatajg synergistycznie z innymi fitohormonami,
np. etylenem, kwasem jasmonowym czy kwasem salicylowym, ktére decyduja o nabyciu przez
rosliny odpornosci na infekcje. Brassinosteroidy regulujg aktywnos$¢ gendw zwigzanych z wydtuza-
niem $ciany komoérkowej oraz wptywaja na aktywnos$é enzymoéw modyfikujgcych $ciane komorko-
wa, np. acetyloesteraze. Inicjujg biosynteze celulozy w Scianach komodrkowych Arabidopsis thaliana
(L) Heynh. zainfekowanych patogenami oraz przyspieszaja dziatanie systemu antyoksydacyjnego.
Brassinosteroidy uczestnicza w mechanizmach indukgcji gendw i transdukgji sygnatow zwigzanych
z odpornoscig nabytg i systemiczng oraz synteza biatek PR (Pathogenesis Related). Stwierdzono,
ze pod wptywem BR podnosi sie odpornos¢ tytoniu zainfekowanego wirusem mozaiki tytoniowej
(TMV) ogodrka — Sphaerotheca fuliginea (Schlecht.) Pollacci czy pomidora — Botrytis cinerea Pers.
Ponadto hormony te indukuja ekspresje gendw kodujgcych synteze peroksydazy oraz biatek zwia-
zanych z przebiegiem patogenezy PR-3 (chitynazy). W lidciach jeczmienia zainfekowanego grzybem
Helminthosporium teres Sacc., a nastepnie traktowanych BR, stwierdzono podwyzszony poziom
peroksydazy oraz wolnych kwasow fenolokarboksylowych.

Stowa kluczowe: hormony roslinne, reakcje obronne roslin, bakterie, wirusy, grzyby

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roélin i grzybow. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 293-304 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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22.1. Wstep

Rodliny wystepujace w naturalnym srodowisku przyrodniczym narazone sa na
dziatanie wielu niekorzystnych czynnikéw. Prawidlowe funkcjonowanie tych orga-
nizmoéw uzaleznione jest od utrzymania homeostazy organizmu. Wazna role
w kontroli reakcji roslin na stres pelnig fitohormony, m.in. kwas abscysynowy,
jasmoniany, salicylany i brassinosteroidy (BR) (Phan Tran, Pal 2014). Praca przed-
stawia role BR w odpowiedzi roslin na stres wywotany dzialaniem patogendw.
Niemniej jednak, nie sposéb pomina¢ aktywnosci biologicznej tych fitohormonéw
w roslinach nienarazonych na jakikolwiek czynnik stresowy.

22.2. Aktywnosc biologiczna brassinosteroidow

Brassinosteroidy stanowia powszechnie wystepujacg grupe steroidowych
hormonoéw roslinnych. W 1979 roku jako pierwszy zostal wyizolowany brassinolid
(BL). Od tego czasu poznano juz 65 naturalnie wystepujacych BR w postaci wolnej
(Ryc. 22.1) oraz 5 koniugatéw BR z kwasami tluszczowymi oraz cukrami (Ryc. 22.2).
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Rycina 22.1. Wybrane wzory brassinosteroidow w postaci wolnej

Zrédho: na podstawie: Bajguz, Tretyn 2003a,b
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Rycina 22.2. Wzory koniugatow brassinosteroidowych

Zrédho: na podstawie: Bajguz, Tretyn 2003a,b

Obecnos¢ tych hormonéw stwierdzono u roslin okrytonasiennych, nagona-
siennych, paprotnikéow, mszakow oraz glonéow (Bajguz, Tretyn 2003a,b; Bajguz
2011). Wystepuja one w réznych czesciach roslin w stezeniach tysiackrotnie niz-
szych niz inne fitohormony. Ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ biologiczng sg waz-
nymi regulatorami wielu proceséw zachodzacych w roélinach. Fitohormonom tym,
przypisuje si¢ rowniez regulacje mechanizméw ochronnych u roélin narazonych na
stres biotyczny (dzialanie patogenéw grzybowych, bakteryjnych czy wirusowych)
oraz abiotyczny (dzialanie metali ciezkich, stres solny, wodny, termiczny, oksyda-
cyjny czy niedobor tlenu). Brassinosteroidy moga rowniez wspoétdziata¢ z innymi
fitohormonami, zwiekszajac szanse rosliny zainfekowanej na obrone przed patoge-
nami lub czynnikami wywolujacymi stres abiotyczny (Bajguz, Hayat 2009).
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Brassinosteroidy, ze wzgledu na wysoka aktywnoscig biologiczna, petnig funk-
cje regulacyjng wielu proceséw zachodzacych w roslinach. Wplywaja przede
wszystkim na strukture i roZznicowanie komorek. Moga oddziatywa¢ na wydluzanie
komodrek poprzez stymulacje ekspresji genow zwigzanych z rozbudows $ciany ko-
morkowej. Badania prowadzone na mutantach ryzu dowodzs, iz niedobér BR pro-
wadzi do zmian w rozwoju, co przejawia si¢ zaburzeniami w organizacji
i wydluzaniu komoérek (Hong i in. 2004). Brassinosteroidy wptywaja réwniez na
biatka XET (endotransglukozylazy ksyloglukanu), ktére s3 odpowiedzialne za ksy-
loglukany - cukry ztozone, budujace $ciany komdrkowe roélin. Badania Yanga i in.
(2011) wykazaly, iz wczesne etapy wydtuzania komoérek w Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. oraz soi zwyczajnej (Glycine max (L.) Merr.) inicjowane s3 przez BR. Istot-
nym elementem w procesie wydtuzania komorek jest ciagle dostarczanie kompo-
nentéw do budowy $ciany komdérkowej oraz odpowiednie ukierunkowanie mikro-
fibryl celulozowych, ktére z kolei wptywaja na odpowiednig orientacje mikrotubul.
Badania przeprowadzone na mutantach Arabidopsis thaliana, charakteryzujacych
sie zaburzeniami w prawidlowej orientacji mikrotubul kory dowodzs, iz egzogenne
BR przywracajg prawidlowsa ich orientacje. Ponadto, BR przyspieszajg wzrost mi-
krotubul w siewkach ryzu siewnego (Oryza sativa L.) (Lisso i in. 2005). Fitohormo-
ny te wplywaja rowniez na podzialy komoérkowe w zielenicy Chlorella vulgaris Bey-
erinck. Zaobserwowano, iz BR 2-3-krotnie zwigkszaly intensywnos¢ podziatu ko-
morek glonu (Bajguz, Czerpak 1998).

Brassinosteroidy sa odpowiedzialne réwniez za prawidtowy metabolizm ro-
$lin, zaangazowane sg w proces transkrypcji i translacji, poprzez regulacje ekspresji
odpowiednich gendéw i wzmacnianie aktywnosci enzyméw. Badania przeprowa-
dzone na Chlorella vulgaris wykazaly, ze BR stymulujg wzrost zawartosci bialek
oraz kwasow nukleinowych, co przejawia si¢ niezwyktym wzrostem szybkosci pro-
cesOw transkrypcji i translacji (Bajguz 2000). W zaleznosci od gatunku oraz sta-
dium rozwojowego rosliny, BR majg rézny wplyw na proces fotosyntezy. Bardzo
waznym czynnikiem jest odpowiednie stezenie hormondw, ktére znacznie zwiek-
szaja przepustowo$¢ aparatow szparkowych. Badania dowodzg, iz BR zwigkszaja
intensywno$¢ fotosyntezy netto w pomidorze zwyczajnym (Lycopersicon esculen-
tum Mill.) oraz ogérku siewnym (Cucumis sativus L.) (Ali i in. 2006; Kang i in.
2009; Hayat i in. 2010). Ponadto, wzrost szybkosci procesu fotosyntezy zaobserwo-
wano po zastosowaniu 28-homobrassinolidu (HBL) na fasol¢ mung (Vigna radiata
(L.) R. Wilczek), pszenice (Triticum sp.), gorczyce (Sinapis sp.) oraz rzodkiew zwy-
czajng (Raphanus sativus L.) (Hayat i in. 2011).

Brassinosteroidy pelnig znaczaca role w transporcie asymilatow do komérek
rodlinnych, w tym w niezbednej do prawidiowego rozwoju wody. Transport wody
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w roslinach odbywa si¢ za pomocg kanaléw bialkowych, tzw. akwaporyn. Badania
przeprowadzone na dwoch mutantach (cpd, bril) oraz dzikim typie Arabidopsis
thaliana, ktore mialy na celu okredlenie skutecznosci akwaporyn, wykazaty, iz pro-
toplasty hypokotyla mutantéw majg znacznie mniejsza pojemnos¢ wody niz proto-
plasty w dzikim typie Arabidopsis thaliana. Skutecznos¢ kanatéow biatkowych po-
twierdzono tylko w przypadku mutanta cpd, u ktérego BR aktywowaty przewodnic-
two wodne blon plazmatycznych (Pereira-Netto 2011).

Brassinosteroidy moga intensyfikowa¢ kielkowanie nasion oraz ich wzrost.
Moga poprawia¢ zdolnos¢ do kietkowania wielu roslin, np. eukaliptusa kamadul-
skiego (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.), pieprzycy siewnej (Lepidium sativum L.),
ryzu, pomidora, pszenicy oraz tytoniu (Nicatiana sp.). Wiadomo réwniez, ze BR
wplywaja na wydluzanie hipokotyli sadzonek kukurydzy zwyczajnej (Zea mays L.)
oraz kapusty sitowatej (Brassica juncea (L.) Czern.) (Hayat i in. 2011).

Brassinosteroidy w ziarnach pytku wystepuja w najwyzszych stezeniach.
Potwierdza to ich znaczacg role we wzroscie i prawidlowym rozwoju tagiewki pyt-
kowej. Badania Castle i in. (2003) wskazujg, iz w ciemno$ci oraz przy optymalnych
warunkach o$wietlenia, fitohormony te mialy wiekszy wplyw na wydluzanie ta-
giewki pylkowej niz auksyny. Zwiazki te réwniez wywieraja wplyw na kwitnienie
roélin (Manzao i in. 2011). Ponadto, korzystnie oddzialuja na ekspresje pici pod-
czas rozkwitu, a takze odgrywaja znaczaca role w kontrolowaniu determinacji plci
(Hartwing i in. 2011). Z kolei, egzogenne stosowanie BR prowadzi do zmniejszenia
liczby kwiatow badz moze catkowicie zahamowa¢ ich kwitnienie. Co wazne, BR
moga przyspiesza¢ starzenie si¢ owocOdw poprzez intensyfikacje produkeji etylenu
(Hayat i in. 2011). Ponadto, steroidy moga regulowaé starzenie si¢ szczawiu
(Rumex sp.), rzepieni (Xanthium sp.) oraz lisci pszenicy (Saglam-Cag 2007). Nawet
niewielka ilo§¢ BR w roélinach jest zdolna do inicjacji wzrostu wydluzeniowego
korzeni. Brassinosteroidy, wspotdzialajac z auksynami, mogg stymulowaé wzrost
korzeni przybyszowych (Rietz i in. 2010). Ponadto, moga wplywa¢ na rozwdj ko-
rzeni (Kartal i in. 2009) poprzez zwigkszenie transportu auksyn (Gomes 2011).

22.3. Brassinosteroidy a odpowiedz roslin na biotyczne
czynniki stresowe

Brassinosteroidy, oprdcz wplywu na wzrost, rozwdj i metabolizm roslin,

uczestniczag w mechanizmach obronnych. Liczne badania dowodza, iz chronig ro-
$liny przed chorobotwérczym dziataniem patogendéw grzybowych, wirusowych czy
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bakteryjnych. Brassinosteroidy maja ogromy wplyw na zmiany zachodzace w $cia-
nie komoérkowej, ktora przeksztalca si¢ pod wplywem dzialania patogenu, w celu
obrony przed jego niekorzystnym dzialaniem. Fitohormony te inicjuja biosynteze
celulozy, a zwigkszone odktadanie celulozy w $cianie komérkowej moze utrudniaé
dostep patogenom (Nafisim i in. 2015). Potwierdzaja to badania na mutantach
Arabidopsis thaliana, wskazujace, iz mutanty z niedoborem BR zawieraja mniej
celulozy niz roéliny typu dzikiego (Xie i in. 2011). Ponadto, BR reguluja szereg ge-
néw zwigzanych z wydtuzaniem $ciany komdrkowej oraz wplywaja na enzymy
modyfikujace $ciang komdrkows, takie jak: endotransglukoksylaze ksyloglukanu,
acetyloesteraze, a takze biatka — ekspansyny (Goda i in. 2002). Co ciekawe, nadeks-
presja bialek BIL2, zaangazowanych w sygnalizacje i ekspresje genéw BR, powoduje
wydluzanie komoérek nawet w obecnosci inhibitorow biosyntezy tych fitohormo-
néw (Bethke i in. 2014). Badania Wolfa i in. (2012) dowodza, iz proces metyloestry-
fikacji pektyn jest bezposrednio zwigzany z wewnatrzkomorkowa kaskada sygnali-
zacyjng BR oraz homeostaza sygnalizacji tych fitohormonéw ma ogromny wplyw
na biosynteze komorek $ciany komodrkowej.

Brassinosteroidy uczestniczag w mechanizmach indukeji genéw i transdukcji
sygnalow zwigzanych z odpornoscig nabyta oraz syntezg bialek PR (Pathogenesis
Related). Stwierdzono, iz podnosza odpornos¢ tytoniu zainfekowanego wirusem
mozaiki tytoniowej (TMV), ogorka — Sphaerotheca fuliginea (Schlecht.) Pollacci czy
pomidora — Botrytis cinerea Pers, narazonych na dzialanie patogendw grzybowych.
Badania dowodzg, iz w wyniku traktowania nasion firletki lepkiej (Lychnis viscaria
L.) ekstraktem BR, zaobserwowano indukcje ekspresji genéow kodujacych synteze
peroksydazy, B-1,3-glukanazy oraz bialek zwigzanych z przebiegiem patogenezy
PR-3 (chitynazy) (Hayat i in. 2011). Egzogenne zastosowanie BL wywotuje odpor-
nos$¢ ryzu na grzyby Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr i Xanthomonas
oryzae (Ishiyama) Swings et al. oraz wytrzymalos¢ tytoniu na grzyba Oidium moni-
lioides (Nees) Link, przeciwko wirusowi TMV, a takze niewrazliwo$¢ na bakterie
Pseudomonas syringae Van Hall (Nakashita i in. 2003; Hayat i in. 2011). Dodatko-
wo, BL zwigksza odporno$¢ bawelny na nekrozy spowodowane przez patogen
grzybowy Verticillium dahlia Kleb. (Gao i in. 2013). Podobnie, zastosowanie
24-epibrassinolidu (EBL) znacznie zmniejsza ryzyko choroby lisci jeczmienia, spo-
wodowanej przez grzyby Helminthosporium teres Sacc. (Volynets i in. 1997).
Wyjatkowa sytuacja dotyczy oddzialywania BR na pasozytniczego grzyba Phy-
tophthora infestans (Mont.) de Barry, przyczyniajacego sie do wystepowania zarazy
ziemniaczanej. Badania Vasyukovej i in. (1994) prezentuja stymulujacy wptyw HBL
oraz EBL w zakresie stezen 107'°-10® M, na intensywno$¢ formowania sie¢ spor
grzyba oraz wzrost strzepek. Dodatkowo, hormony steroidowe ostabiaja system
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immunologiczny tkanek ziemniaka, co pozwala na rozprzestrzenienie si¢ pasozyta,
ostatecznie powodujac $mier¢ rodliny. Z kolei, doswiadczenia Khripacha i in.
(1996) wskazuja na fakt, iz EBL zmniejsza do 34% czestos¢ wystepowania zarazy
ziemniaczanej wywolanej grzybem Phytophthora infestans.

Reaktywne formy tlenu (ROS) sa niezbednymi regulatorami proceséw bio-
chemicznych zachodzacych w komoérkach. Wplywaja, miedzy innymi, na sprzeze-
nie oksydacyjno-fosforylacyjne, ktére zachodzi w mitochondriach i dostarcza ener-
gii komérkom. Ponadto, uczestnicza w apoptozie — czyli zaprogramowanej $mierci
komorek oraz stanowig wazny skladnik przekazu sygnatlu w organizmach zywych.
Gwaltowny wzrost ROS w roslinach, spowodowany, np. dzialaniem patogenow,
moze prowadzi¢ do powaznych uszkodzen w strukturze i funkcjonowaniu komo-
rek. Rosliny jednak nie sa bezbronne wobec stresu oksydacyjnego, wywolanego
dzialaniem patogenéw i bronig sie przed nim zwiekszajac aktywnos¢ ukladu anty-
oksydacyjnego (Neill i in. 2002). Liczne badania potwierdzaja znaczaca rol¢ BR
w regulacji aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy, peroksydazy askorbinianowej chronigcych Arabidopsis thaliana czy ryz
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (Goda i in. 2002; Xia i in. 2009). Brassinoste-
roidy stymulujg rowniez odporno$¢ Arabidopsis thaliana przed wirusem mozaiki
ogorka poprzez wzmocnienie dzialania systemu antyoksydacyjnego oraz tagodzenie
szkod wywolanych dziataniem patogenu (Zhang i in. 2015).

Istotng role podczas ataku patogendéw pelnig elicytory (tzw. wywolywacze),
ktére w wyniku polaczenia ze swoistymi receptorami komoérkowymi, uruchamiajg
reakcje biochemiczne, majace na celu synteze biatek odpowiedzialnych za obrone
roélin przed dalszym rozprzestrzenianiem si¢ patogenow. Elicytory moga pocho-
dzi¢ bezposrednio od patogenu (np. produkt biatkowy AVR) badz ich role moga
petni¢ niektére metabolity komorek roslinnych, np. hepta-f-glukozyd. Komoérkowe
sygnaly chemiczne, takie jak: etylen, kwas jasmonowy (JA), kwas salicylowy (SA),
pelnig kluczowa role w mechanizmach aktywacji genéw komorek zainfekowanych
patogenem. Zwiazki te, wraz z udzialem przekaznikow typu cGMP, cAMP, bezpo-
$rednio wplywaja na aktywnos¢ fosfataz oraz kinaz, od ktérych zalezy intensywnos¢
ekspresji genéw odpowiadajacych za odporno$¢ roslin (Bajguz, Tretyn 2003b;
Bajguz, Hayat 2009).

Brassinosteroidy, w celu ochrony roélin przed patogenami, moga dziatac sy-
nergistycznie z innymi fitohormonami, miedzy innymi, etylenem, JA czy SA, ktére
decyduja o nabyciu przez rosliny odpornosci na infekcje. Brassinosteroidy wptywa-
ja na synteze etylenu w tkankach potraktowanych elicytorem grzybowym, jak réw-
niez zainfekowanych wirusem. Etylen moze by¢ przekaznikiem bodzcéw zwigza-
nych z uszkodzeniem tkanki, wplywajac na zmiany struktury $ciany komoérkowej
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(lignifikacja-zwiekszenie usztywnienia $ciany komoérkowej). Moze réwniez indu-
kowa¢ syntez¢ enzymoéw zdolnych do niszczenia $cian komdrkowych wigkszosci
grzybow (chitynazy) oraz hamowa¢ dzialanie niektérych enzymoéw grzybowych,
niszczacych roélinne $ciany komdrkowe (bialka PGIP). Egzogenne BR zwigkszaja
zawarto$¢ wolnych kwaséw fenolokarboksylowych, takich jak: kwas wanilinowy,
protokatechusowy, trans- i cis-p-kumarowy, ferulowy, p-hydroksybenzoesowy.
Z kolei kwasy fenolowe, w tym SA, pelnig znaczaca role w odpowiedzi roslin na
choroby wywotlane przez patogeny. Biora udzial w mechanizmach transdukgji sy-
gnaléw oraz indukcji genéw zwigzanych z odpornoscig systemiczng i nabyta,
a takze syntezg bialek PR. Bialko receptorowe, zwigzane z SA, przekazuje sygnal
odebrany od kwasu, genom odpowiedzialnym za synteze bialek PR oraz MAP-
kinazy, ktére z kolei powiazane s3 z patogeneza i nabytg przez rosliny odpornoscia
na choroby (Bajguz, Tretyn 2003b).

22.4. Podsumowanie

Rosliny rozwijajace si¢ w naturalnych warunkach $rodowiska narazone sg na
rozne czynniki chorobotworcze, wywolanie miedzy innymi, poprzez dziatanie pa-
togenow. Moze to prowadzi¢ do dlugotrwalego zahamowania réwnowagi w funk-
cjach zyciowych roslin, a takze nieodwracalnych zmian chorobowych. Rosliny zain-
fekowane patogenami czgsto posiadaja dostrzegalne zmiany cytologiczne, morfolo-
giczne, histologiczne lub anatomiczne (Grzesiuk i in. 1999; Wozny, Przybyt 2004;
Agrios 2005). Jednak roéliny narazone na dzialanie patogenow nie s3 wobec nich
bezbronne, poniewaz wyksztalcily szereg mechanizméw obronnych, w ktérych
udzial posiadajg fitohormony, np. brassinosteroidy (Ryc. 22.3).
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BIOTYCZNE CZYNNIKI STRESOWE

T

WIRUSY BAKTERIE GRZYBY

BRASSINOSTEROIDY

wplyw na przeksztatcanie $ciany
komarkowej (biosynteza celulozy)

synteza biatek PR

wzmocnienie dziatania systemu
uczestniczenie w mechanizmach antyoksydacyjnego

indukcji gendw i transdukcji sygnatéow « stymulacja syntezy etylenu, SA, JA
zwigzanych z odpornoscia nabytg

Rycina 22.3. Brassinosteroidy w odpowiedzi roslin na patogeny

Zrédfo: opracowanie whasne.
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Streszczenie

Kolejne reformy w polskiej szkole majg stuzy¢ zwiekszeniu efektywnosci nauczania i uczenia sie.
Zmiany w szkotach powinny stuzy¢ uczniom. Uzdolnieni uczniowie stanowia wyzwanie dla nauczy-
cieli, praca z nimi jest wymagajaca, faczy sie z mobilizacjg intelektualng i kreatywnoscia nauczyciela,
moze by¢ takze bardzo satysfakcjonujaca. W ramach projektu pn.: Biatostockie Talenty XXI wieku,
realizowanego przez Centrum Ksztatcenia Ustawicznego, wspdlnie z Instytutem Biologii UwB,
przeprowadzono wsréd ucznidw uczestniczacych w zajeciach z biologii sondaz diagnostyczny.
W badaniach starano sie zebra¢ informacje na temat, dlaczego warto uczy¢ sie biologii, jakimi
dyscyplinami biologicznymi sg zainteresowani uczniowie, a takze chciano poznac ich opinie na
temat nauczania biologii oraz potrzebnych zmian w nauczaniu tego przedmiotu w szkotach.
W niniejszej pracy zostaty zaprezentowane wyniki tych badan.

Stowa kluczowe: ankiety, zdolnosci, wspieranie uczniéw zdolnych, nauczanie biologii, gimnazja
i szkoty ponadgimnazjalne

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
2015 Funkcjonowanie roslin i grzybéw. Srodowisko — eksperyment — edukacja
strony: 305-318 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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23.1. Wstep

Zadaniem nauczyciela na wszystkich etapach edukacji jest wszechstronny
rozwo6j uczniow. Kazdy nauczyciel czyni starania, aby rozpozna¢ uzdolnienia
uczniéw, identyfikowac ich potrzeby edukacyjne oraz podja¢ dzialania majace na
celu zaspokojenie tych potrzeb. W Polsce nie ma przyjetej jasnej, jednoznacznej
i obligatoryjnej definicji ucznia zdolnego. W rozumieniu spolecznym, uczen zdolny
to uczen, ktéry ma wzorowe zachowanie i najwyzsze oceny z przedmiotéw szkol-
nych. Natomiast w rozumieniu psychologicznym, uczen zdolny to taki, ktéry ma
wysoki iloraz inteligencji, duze osiggniecia oraz wysokie zdolnosci twdrcze na réz-
nych plaszczyznach zycia. Na poczatku lat siedemdziesigtych, w Stanach Zjedno-
czonych, Marland, komisarz do spraw edukacji, zaproponowal dokument, w kto-
rym wyrdznione zostaly dziedziny stanowigce domeny uczniowskiego talentu
(Grygier, Jancarz-Lanczkowska, Piotrowski, 2013). Wedlug definicji edukacyjnej,
dzieci zdolne i utalentowane, to dzieci, ktére osiagaja dobre wyniki przynajmniej
w jednej z nastepujacych dziedzin uzdolnien: ogdlne zdolnosci intelektualne, specy-
ficzne zdolnosci akademickie, zdolnosci artystyczne i sceniczne, umiejetnosci psy-
chomotoryczne, twoérczy i produktywny sposdb myslenia, umiejetnosci przywod-
cze. Powyzszy podzial jest szczegdlnie istotny ze wzgledu na wskazanie, ze ucznio-
wie uzdolnieni nie stanowig jednorodnej grupy, i jednoczesnie pozwala spojrzeé
szerzej na zdolnosci uczniow (Grygier, Jancarz-Lanczkowska, Piotrowski, 2013).

Wedlug Szewczuka (1985), zdolnosci to zespot warunkéw wewnetrznych jed-
nostki, umozliwiajacy wykonywanie dziatan okreslonego rodzaju: im wiekszy jest
stopien zlozono$ci dziatan, tym wigkszych wymaga zdolnosci; im wyzszy jest po-
ziom wykonywanych dziatan, tym wyzszy stopien warunkujgcych je zdolnosci.
Z kolei psycholog Strelau (1987) podkreslal, ze pojecie zdolnosci wskazuje na mak-
symalne mozliwosci czlowieka, czyli na gérng granice poziomu efektywnosci dzia-
tania, ktéra moze on osiagna¢, jesli stworzy mu sie optymalne warunki i zapewni
odpowiedni trening. Z definicji tej wynika, ze zdolnosci to mozliwosci cztowieka,
czyli potencjal, ktéry mozna rozwing¢ lub nie, w zaleznosci od tego czy trafi on na
wlasciwy grunt spoteczny oraz klimat sprzyjajacy rozwojowi zdolnosci (Uszynska-
Jarmoc, Kunat, Tarasiuk 2014). Z przytoczonych definicji zdolnosci wynika,
ze uznano je za wlasciwos¢ psychiczna czlowieka o charakterze ogélnym, warunku-
jaca maksymalne mozliwosci osoby w danej dziedzinie jej dziatalnosci. W defini-
cjach podkresla sie, ze zdolnosci sg zawsze wynikiem rozwoju; zdolnosci nie istnie-
ja, dopoki nie pojawi sie dziatanie. Tak wiec dzialanie jest niezbednym warunkiem
powstania zdolnosci (Strelau 1987).
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W literaturze psychologiczno-pedagogicznej (Kupisiewicz, Kupisiewicz 2009;
Strelau 1987; Szewczuk 1985) odrdznia sie uzdolnienia od zdolno$ci. W Stowniku
pedagogicznym termin ,uzdolnienie” zdefiniowany jest jako ,predyspozycje jed-
nostki do ponadprzecigtnego wykonywania okreslonych czynnosci bgdz dziatalnosci
w okreslonej dziedzinie, np. literackiej, naukowej, artystycznej, sportowej, technicz-
nej” (Kupisiewicz, Kupisiewicz 2009). Zatem uzdolnienie jest wynikiem powstania,
konfiguracji i wspotdziatania odpowiednich zdolnosci, wiadomosci, umiejetnosci
oraz roznych cech charakterologicznych czlowieka (Uszynska-Jarmoc, Kunat,
Tarasiuk 2014).

23.2. Zalecenia w odniesieniu do procesu nauczania ucznia
zdolnego

Szkola jest nastawiona przede wszystkim na ksztalcenie ucznia $redniego,
do jego poziomu i mozliwosci s3 dostosowane programy nauczania, wymagania
nauczycieli, tempo pracy na lekcji. Stawia to uczniéw zdolnych w gorszej dla ich
rozwoju intelektualnego sytuacji, gdyz nie przydziela si¢ im zadan na miare ich
mozliwosci (Bereznicki 2011). We wprowadzonych przez MEN rozporzadzeniach
(2001; 2013) zawarto zapisy, w ktérych zaleca sie objecie wsparciem pedagogiczno-
psychologicznym uczniéow szczegélnie uzdolnionych. W sytuacji zdiagnozowania
uzdolnien ucznia, nauczyciel przedmiotu przygotowuje Plan Dzialan Wspieraja-
cych, w ramach ktérych uczen zdolny uczestniczy w zajeciach dodatkowych. Ucz-
niowie zdolni mogg ubiega¢ si¢ réwniez o indywidualny tok lub program naucza-
nia. Plan Dzialann Wspierajacych oraz Indywidualny Program Nauczania powinny
by¢ dostosowane do potrzeb, zainteresowan i mozliwosci uczniow. Dzialania te
powinny uwzglednia¢ wszechstronny rozwdj ucznia, nie tylko rozwijanie uzdolnien
ogolnych i specjalnych, ale takze sfery emocjonalnej (tj. zdolnosci rywalizacji, od-
pornosci emocjonalnej oraz $wiadomosci uwarunkowan sukceséw i porazek, zdol-
nosci adekwatnej samooceny), sfery spotecznej (umiejetnosci funkcjonowania
i porozumiewania si¢ w grupie, negocjacji, zrozumienia dla stabszych mozliwosci
innych uczniéw, ksztaltowania wspotodpowiedzialnosdci i pomocy) oraz wlasciwej
motywacji do uczenia si¢, wytrwato$ci w pokonywaniu trudnosci i starannosci
w wykonywaniu zadan.

W nauczaniu i uczeniu si¢ przedmiotéow przyrodniczych, najwieksze znacze-
nie maja metody badawcze, na ktére skladajg si¢: eksperyment i obserwacje, mode-
lowanie, pomiar (Stawinski 2006). Wykonywanie samodzielnie przez uczniéw do-
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$wiadczen i obserwacji, sprzyja ksztaltowaniu i doskonaleniu umiejetnosci rozwig-
zywania probleméw i rozumowania naukowego, wspomaga zainteresowanie
uczniéow przedmiotem, ulatwia przyswajanie wiadomosci. Najkorzystniejsza dla
rozwoju poznawczego uczniow jest sytuacja, w ktorej majg jak najwiekszy udzial w
planowaniu i przeprowadzaniu eksperymentéw. Z obserwacji lekcji prowadzonych
podczas praktyk studentéow biologii w gimnazjach i szkotach ponadgimnazjalnych
wynika, iz rzadko wykonywane sa przez uczniéow eksperymenty i obserwacje. Poza
tym w szkolach bardzo skromne jest wyposazenie pracowni biologicznych w pod-
stawowy sprzet, przyrzady oraz szklo laboratoryjne i odczynniki chemiczne, stano-
wigce niezbedne warunki do prowadzenia ¢wiczen laboratoryjnych. Na lekcjach
biologii dominuja metody podajace, tj. wyktad, opis. Rzadko stosuje si¢ nauczanie
problemowe czy laboratoryjne. Potwierdzeniem tych obserwacji sa dane z Raportu
o Stanie Edukacji 2013 (2014). W dokumencie tym stwierdzono, ze uczniowie pod-
czas lekcji z przedmiotdéw przyrodniczych rzadko mieli mozliwos$¢ samodzielnie lub
w grupach planowac¢ i przeprowadza¢ doswiadczenia. Najczesciej byli obserwato-
rami eksperymentu przeprowadzanego przez nauczyciela. Od kilku lat mozna réw-
niez obserwowa¢ obnizanie si¢ poziomu osiagni¢¢ uczniéw z przedmiotéw przy-
rodniczych, mierzonych podczas egzamindéw po ukonczeniu gimnazjum i szkét
ponadgimnazjalnych. Szczegdlnie niezadowalajaco wypadaja wyniki sprawdzanych
umiejetnosci uczniéow. Podczas rozwigzywania zadan egzaminu gimnazjalnego,
mniej niz polowa ucznidéw potrafila rozrézni¢ probe badawcza i kontrolng w opisa-
nym i przedstawionym na rysunkach doswiadczeniu, a tylko niewielka grupa
uczniéw (poziom wykonania zadania 14%) poradzila sobie z zaplanowaniem do-
$wiadczenia; trudno$ci sprawilo uczniom wycigganie wnioskéw z otrzymanych
wynikow do$wiadczenia (wedlug danych ze Sprawozdan z egzaminu gimnazjalnego
2013, 2014, 2015, przygotowanych przez Centralng Komisje Egzaminacyjna).
W konsekwencji, obserwuje si¢ obnizenie zainteresowania uczniow przedmiotami
przyrodniczymi, w tym biologia. Juz co najmniej kilka lat wczesniej dydaktycy bio-
logii zwracali uwage na istnienie powigzan miedzy kierunkiem zainteresowan
ucznidéw a treSciami nauczania i organizacja procesu nauczania (Stawinski 2006).
Dlatego tez wazne jest, aby zapobiec obnizaniu si¢ poziomu zainteresowan uczniéw
przedmiotami przyrodniczymi i obnizaniu si¢ wynikow egzaminéw z przedmiotéw
przyrodniczych. Szczegélnie nalezy wigc zadbac o uczniéw zainteresowanych bio-
logia i utalentowanych w tej dziedzinie.

W wspieraniu uczniéw zdolnych, obok szkoly i rodzicéw, coraz czesciej biora
udzial uczelnie wyzsze, organizacje i instytucje. Centrum Ksztalcenia Ustawicznego
w Bialymstoku w roku szkolnym 2014/2015 realizowalo projekt pn.: Biatostockie
Talenty XXI wieku. W realizacji przedsiewzigcia braly udzial: Uniwersytet w Bia-
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tymstoku, Politechnika Bialostocka oraz Wyzsza Szkola Finanséw i Zarzadzania.
We wspolpracy CKU i UwB wpisany byt cel promowania wsréd uczniow kultury
nauk przyrodniczych, popularyzacja nauki i badan naukowych, podwyzszenie zro-
zumienia przez uczniéw praktycznych zastosowan osiagnie¢ nauki i metod badaw-
czych. Dzialania skierowane do uczniéw zdolnych, mialy stuzy¢ poszerzeniu
i wzmocnieniu zainteresowan naukami biologicznymi. W Instytucie Biologii UwB
zaoferowano uczniom zajecia laboratoryjne, polegajace na prowadzeniu samo-
dzielnych obserwacji i eksperymentéw, wykraczajacych nieco poza podstawe pro-
gramowa obowigzujacg na danym etapie ksztalcenia. Wspdtpraca Instytutu Biologii
UwB z Centrum Ksztalcenia Ustawicznego w ramach projektu Biafostockie Talenty
XXI wieku byla forma pracy z uczniami w innym, niz edukacja szkolna, zakresie.

Projekt realizowany wspolnie z CKU byl nie tylko wspomaganiem uzdolnio-
nej mlodziezy w jej rozwoju, ale takze budowaniem, dostosowywaniem oferty edu-
kacyjnej dla ucznidw o szczegélnych potrzebach poznawczych. Celem prowadzo-
nych zaje¢ bylo dostarczenie uczniom mozliwoéci otwierania sie¢ na nowe sposoby
myslenia i wytracenie sie z intelektualnej szkolnej rutyny.

23.3. Metody i narzedzia badawcze

Uczniowie utalentowani wymagajg stworzenia specyficznego srodowiska nau-
czania-uczenia sie, miedzy innymi takiego, w ktérym beda mogli uczy¢ sig, jak
$wiadomie i autonomicznie zarzadza¢ swoim procesem uczenia si¢ i rozwija¢ po-
trzebne we wspolczesnym $wiecie kluczowe kompetencje poznawcze i spofeczne.
Podczas trwania projektu Biatostockie Talenty XXI wieku, wérdd ucznidow uczestni-
czacych w zajeciach z biologii, przeprowadzono sondaz diagnostyczny. Celem ba-
dan byto poznanie oczekiwan uczniéw odnosnie do zaje¢ w Instytucie Biologii oraz
opinii o nauczaniu biologii. Respondenci wyrazili swoje stanowiska w przygotowa-
nym kwestionariuszu ankiety. Pierwsza cze$¢ kwestionariusza stuzyla zebraniu
informacji o uczniu; drugg cze$¢ stanowily pytania dotyczace zainteresowan
uczniéw biologia, oczekiwan zwigzanych z zajeciami w Instytucie Biologii oraz
planami na przyszlos¢. Trzecia czgs¢ ankiety stuzyla zebraniu opinii uczniéw na
temat nauczania biologii w szkotach; na etapie tym starano sie ustali¢, czy biologia
jako przedmiot nauczania jest lubiana przez uczniéw, jakie dzialy biologii w pro-
gramie nauczania s3 wedlug uczniéw najbardziej interesujace, oraz jakie metody
i $srodki dydaktyczne sg najczesciej stosowane na lekcjach biologii.
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23.4. Wyniki badan

234.1. Dlaczego warto uczyc sie biologii? — argumenty uczniéw

W badaniach uczestniczylo 40 uczniéw (26 z gimnazjoéw i 14 ze szkél ponad-
gimnazjalnych). Wéréd badanych dominowaly dziewczeta (stanowily one 85%
gimnazjalistow i 71% uczniéw szkél ponadgimnazjalnych). Jedno z pierwszych
pytan w ankiecie brzmialo: Dlaczego warto uczy¢ sie biologii? Na to pytanie po-
dobnie odpowiedzieli uczniowie gimnazjow i szkél ponadgimnazjalnych. Wypo-
wiedzi uczniow uporzadkowano w kilka grup. Najczesciej uczniowie wskazywali na
utylitarny charakter wspolczesnej biologii. Swiadcza o tym takie wypowiedzi jak:
»wiedza biologiczna pomaga nam w leczeniu chordb”; ,,wigze si¢ z naszym funkcjo-
nowaniem i przydaje si¢ w Zyciu”; ,dowiadujemy sie, z czego tak naprawde jestesmy
zbudowani’; ,dzigki niej mozemy bardziej wspieraé srodowisko™; ,dzigki niej moze-
my sie dowiedzie¢, jak wszystko co Zywe funkcjonuje”; ,zwigksza swiadomos¢ roli
poszczegolnych istnieri w ekosystemie”; ,jest to nauka bardzo bliska cztowiekowi, a jej
zastosowanie w codziennym zZyciu moze ulatwic funkcjonowanie”; ,jest to jedna
z nauk, ktéra w szczegélny sposéb pozwala na zrozumienie dziatania swiata, a prze-
de wszystkim organizmu czlowieka™; ,daje duzo mozliwosci w przyszlym Zyciu”.
Bardzo interesujaca jest wypowiedZ o znaczeniu biologii w dalszym samoksztalce-
niu: ,wyrabia” w cztowieku ciekawos¢ i umiejetnosci logicznego myslenia”.

Kolejna grupa wypowiedzi uczniéw to wskazanie na calo$ciowy, uniwersalny
charakter biologii jako nauki. Respondenci podkreslali, ze biologia jest nauka, ktéra
pozwala lepiej pozna¢ i zrozumie¢ $wiat. Ilustrujg to nastepujace wypowiedzi: ,,bio-
logia pozwala odkrywa¢ swiat™; ,dostarcza nam wiedzy o otaczajgcym Swiecie”; ,jest
krolowg nauk”; ,dzigki niej mozemy otrzymac odpowiedz na pytanie o dziatanie
i funkcjonowanie zycia na Ziemi”; ,pozwala szukacé odpowiedzi na rozne pytania
dotyczgce Zycia”; ,jest zwigzana z ludzkoscig i otaczajgcym jg Swiatem”; ,rozwija
naszqg wiedze i dzigki niej poznajemy Swiat”; ,rozwija ona nasze mozliwosci oraz
pozwala wykorzystywaé zainteresowania w zdobywaniu wiedzy o swiecie”; ,,uczy nas
o nas samych, o naszej naturze, o otaczajgcym swiecie, o tym jak powinnismy o niego
dbac”; ,mozna si¢ duzo dowiedzie¢ o otaczajgcym $wiecie i nas samych”. Kolejna
grupa wypowiedzi, to uznanie biologii jako nauki wspoéltczesnie najszybciej rozwija-
jacej sie: ,nauka przysztosciowa, ktéra ciggle si¢ rozwija i ma duzy wplyw na nasze
zZycie”; ,jest najciekawszq dziedzing nauki, w ktérej caly czas mozemy cos odkrywac”;
»jest to jedna z najbardziej tajemniczych dyscyplin naukowych™ ,jest ona dziedzing
nauki Scisle zwigzana z Zyciem codziennym i przysztoscig ludzi”. Uczniowie podkre-
slali, ze jest to jedna z najbardziej interesujacych nauk: ,mozna uczy¢ si¢ nowych
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niesamowitych rzeczy”; ,jest najciekawszg dziedzing nauki, w ktorej caly czas mo-
zemy cos odkrywac’; ,jest ciekawa i potrafi wyttumaczy¢ wiele zagadek z Zycia”.

23.5. Z czego wynikaja zainteresowania uczniéw biologig?

Badani uczniowie wskazywali wlasng aktywno$¢ i wewnetrzng motywacje
w rozwijaniu zainteresowan biologig. Swiadcza o tym nastepujace wypowiedzi:
~zawsze interesowatam sig botanikg i zoologig oraz anatomiq”; ,,z ciekawosci i checi
poznania $wiata”; ,,z obserwacji prowadzonych od 9. roku zycia”; ,,z checi dowiedze-
nia sig, jak funkcjonujq organizmy zywe”; ,od dziecka bardzo swobodnie czuje sig
szukajgc informacji, uczqc sig tej dziedziny”; .,z ciekawosci poznawania funkcjono-
wania ciata cztowieka”; ,z zainteresowan zwierzgtami, czlowiekiem, zaréwno pod
wzgledem anatomicznym, jak i mikrobiologicznym oraz ich czynnosciami zyciowy-
mi’; ,z zamitowania do Swiata przyrody i jego tajemnic”; ,z sympatii dla zwierzgt
i roslin”. Wypowiedzi te, charakterystyczne sg dla uczniéw zdolnych, o skonkrety-
zowanych zainteresowaniach oraz o wysokiej motywacji wewnetrznej w uczeniu sie.

W innych wypowiedziach uczniowie wigzali zainteresowanie biologia z pla-
nami na przysztos¢. Wigkszo$¢ ankietowanych chcialaby w przysztosci studiowac
medycyne, o czym $wiadcza nastepujace wypowiedzi: ,mam zamiar pojs¢ na studia
medyczne”; ,,chcg w przysztosci zostac lekarzem”. Cze$¢ ankietowanych ogélnie wy-
powiadala si¢ na temat swojej przysztosci w taki oto sposoéb: ,,z tego co mam zamiar
robié¢ w przysztosci”; ,w przysztosci chciatabym wykonywaé zawod zwigzany z biolo-
gig”. W rozwoju zainteresowan biologia, zdaniem badanych, miata udzial szkola
i nauczyciele. W tej grupie najwigcej ankietowanych (30%) stwierdzito, iz ich zain-
teresowanie biologia wynikalo z ,,ciekawych lekcji biologii w szkole™; ,zainteresowa-
nia lekcjami przyrody w szkole™; ,ze mam dobrych nauczycieli, umiejgcych zachgci¢
do przedmiotu”. Znaczenie szkoly i nauczyciela w rozwoju zainteresowan biologia
zréznicowato badanych. Zaden z badanych uczniéw szkét ponadgimnazjalnych, nie
dostrzegl wplywu szkoly i nauczycieli w rozwijaniu swoich zainteresowan biolo-
gicznych. A gimnazjalisci przeciwnie: az w 65% wskazato wplyw szkoly i nauczycie-
li w rozwoju ich zainteresowan biologia. Wypowiedzi te moga wskazywa¢ na to,
ze w gimnazjum w duzym stopniu nauczyciele moga wplywac na zainteresowania
i motywacje uczniow do uczenia si¢ przedmiotéw, za$ uczniowie rozpoczynajacy
nauke w szkotach ponadgimnazjalnych, w wigkszosci posiadaja juz skonkretyzo-
wane zainteresowania. Na rozwoj zainteresowan uczniéw biologia majg takze
wplyw rodzice. Swiadcza o tym nastepujace wypowiedzi: ,,czgsto z rodzicami cho-
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dzimy na wycieczki krajoznawcze”; ,z zawodu mojej mamy (nauczyciel biologii)”;
»moj pradziadek byt lekarzem i przekazal mi swoje zainteresowania biologig”.

23.6. Oczekiwania uczniow odnosnie zaje¢ w Instytucie
Biologii UwB

Gléwnym argumentem decydujacym o zgloszeniu sie na zajecie warsztatowe
w Instytucie Biologii UwB, byla ch¢¢ samodoskonalenia i samorozwoju. Tej posta-
wy dowodza wypowiedzi typu: ,,chciatabym uzupetnié¢ swojg wiedzg nowymi infor-
macjami’; ,licze, Ze poglebie swojg wiedze i dowiem sig ciekawych rzeczy”; ,,chciata-
bym poglebiaé swojg wiedzg i uczy¢ sie w nowy dla mnie sposéb”; ,,moge si¢ nauczycé
tu wielu nowych umiejetnosci i odby¢ ciekawe warsztaty”; ,chce sig dowiedzie¢ wigcej
o $wiecie”; ,uwielbiam uczy¢ sig biologii i dowiadywaé sie nowych rzeczy z tej dzie-
dziny”; ,daje mi mozliwos¢ rozwijania juz nabytych umiejetnosci oraz poznawania
zupetnie nowych dla mnie dziedzin biologii”; ,,chce rozwingé wlasng znajomosé bio-
logii w szerszej perspektywie niz jest to mozliwe w szkole”; ,,chcg rozwingcé umiejetno-
sci i poszerzyé wlasng wiedze™; ,lubie uczyc sie nowych rzeczy niekoniecznie z ksig-
zek”. Kolejnym argumentem przemawiajacym za udzialem w warsztatach, byly
plany uczniéw na przyszios¢: ,,cheg studiowaé medycyne i by¢ lekarzem”™; ,,chciata-
bym sig rozwijac i w przyszlosci chee by¢ biologiem sgdowym lub lekarzem medycyny
sgdowej”; ,,chce aktywnie uczeszczac na zajecia i dowiadywaé sig o rzeczach, ktore
w szczegblny sposob zaciekawig mnie i uzupetniqg mojg wiedze, ale rowniez pomogg
wybrac dalsze drogi ksztatcenia’; ,,chcg zdawaé mature rozszerzong z tego przedmio-
tu”. Kilku ucznidéw stwierdzilo, iz zostali zgloszeni do udzialu w warsztatach przez
swoich nauczycieli: ,,zostalem zaproponowany przez nauczyciela™ ,jestem laureatem
konkursu biologicznego, pani w szkole powiedziata o projekcie, a ja od razu zechcia-
tam wzigé w nim udziat”; ,zostalam zapisana i Zle sie czuje jak odmawiam”. Poje-
dyncze wypowiedzi ankietowanych uczniéw szkél ponadgimnazjalnych, odno$nie
do ich udzialu w zajeciach, wynikaly z ciekawosci, jak odbywaja sie zajecia w uczel-
ni wyzszej: ,interesuje mnie wykorzystanie nowych sprzetow w poznawaniu biolo-
gii”; ,bylam ciekawa, jak wyglgdajg takie zajecia i chciatabym dowiedziec sig czegos
nowego, czego nie dowiem sig¢ w szkole™; ,,chce poszerzyc swojg wiedze i nauczy¢ sie
wlasciwego prowadzenia badan i doswiadczen, aby w przyszlosci moc tqg wiedze wy-
korzystac”; ,,mam nadzieje na nowg dawke wiedzy i zdobytych doswiadczeni w labo-
ratoriach”.
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Kolejne pytanie w ankiecie dotyczylo oczekiwan ankietowanych odnos$nie do
zaje¢ w Instytucie Biologii UwB. W wypowiedziach uczniowie podkreslali cheé
uczestniczenia w zajgciach praktycznych, z wykorzystaniem sprzetu i aparatury
badawczej: ,wykonywaé rézne doswiadczenia, pomagajgce zrozumieé dany temat”;
»aby mozna bylo uczestniczy¢é w zajeciach praktycznych, w doswiadczeniach, w zaje-
ciach terenowych”; ,,aby byla praca w laboratoriach”; ,zrozumiec prace badawczg”;
»duzo zajec¢ praktycznych, doswiadczen, abym mogla aktywnie uczestniczy¢ w zaje-
ciach™; ,aby byly rozne eksperymenty”; ,aby zostato ukazanych jak najwigcej sposo-
bow poznawania biologii za pomocq specjalistycznego sprzetu zlokalizowanego
w kampusie”. Wéroéd wyrazanych argumentéw byta rowniez cheé sprawdzenia sig
w nowych sytuacjach: ,sprawdzié, w jakiej dziedzinie najlepiej bym sie czula,
co najbardziej mnie interesuje”. Uczniowie wskazywali takze swoje oczekiwania
odnos$nie do tematyki zajec: ,bylo na temat roslin i najbardziej skomplikowanego
systemu, jakim jest organizm cztowieka lub zwierzecia™; ,dowiedziec sig, jak najwie-
cej o zyciu, a szczegolnie o faunie naszej planety”; ,by byta budowa organizmu czto-
wieka, genetyka, ochrona srodowiska i o Zywnosci”; ,,byta medycyna, zajecia zwigza-
ne z medycyng”; ,doksztalcic¢ si¢ pod kqtem matury i studiow medycznych”. Niekto-
rzy uczniowie nie mieli sprecyzowanych oczekiwan, stwierdzali tylko: ,aby zajecia
byly ciekawie prowadzone™; ,duzo si¢ dziato, abym mogla uczestniczy¢ w ciekawych
~Zywych zajeciach™; ,,aby, nigdy nie byto nudno”.

W ankiecie zapytano takze uczniow, jak wykorzystaja zdobyta podczas warsz-
tatow wiedze i umiejetnosci. Respondenci przedstawili kilka sposobéw wykorzysta-
nia tych kompetencji: np. poprzez branie udzialu w konkursach i olimpiadach oraz
w dalszym ksztalceniu: ,,w dalszym ksztatcenia w kierunku biologii”; ,,dostania si¢ do
wymarzonego liceum”; ,,dostania si¢ na studia”; ,w dalszym ksztatceniu i rozwoju’;
~wykorzystam w wyborze studiow”; ,przygotowania do studiow medycznych i zawo-
du lekarza”; ,dalszego rozwoju w zakresie biologii i wlasnej przysztosci™; ,w podej-
mowaniu decyzji o wyborze zawodu”. Cze$¢ ankietowanych wykorzysta zdobyta
wiedze i umiejetnosci podczas lekeji biologii, egzaminu gimnazjalnego i maturalne-
go, podczas ogdlnych wypowiedzi na temat biologii oraz w dalszym samodoskona-
leniu, samodzielnym prowadzeniu badan, a takze np. ,, do rozwigzywania interesu-
jacych mnie zagadek”™; ,w sprawdzeniu, ustaleniu, co mnie interesuje”; ,w prowadze-
niu wlasnych projektow naukowych”. Kilku ankietowanych stwierdzito, iz uczestni-
czy w zajeciach wylacznie dla wlasnej satysfakeji i spelnienia marzen.
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23.7. Nauczanie biologii w szkole

Uczniowie, jako podmiot oddzialywan dydaktycznych, sa rowniez twércami
procesu dydaktycznego. W zaleznosci od ich mozliwosci, wiedzy, zainteresowan
dostosowuje sie cele, metody nauczania i form pracy. Dlatego interesujace bylo,
jakie opinie majg uczniowie o szkolnym nauczaniu biologii. Wigkszo$¢ badanych
(92%) uwaza, ze biologia jest najbardziej interesujacym przedmiotem w szkole.
Pytano ich takze, czy w ich szkotach biologia jest lubianym przedmiotem. Wyraza-
jac swoja opinie w tej kwestii, polowa badanych uczniéw ocenia, ze w ich szkofach
biologia przez wigkszo$¢ ucznidow jest przedmiotem lubianym, 35% badanych uwa-
za, ze dla wiekszosci uczniéw w ich szkotach biologia jest przedmiotem obojetnym,
za$ 15% respondentow jest zdania, ze biologia jest przedmiotem nielubianym przez
ucznidw w szkotach. Ankietowanych poproszono takze o wskazanie, ktére dzialy
biologii sg ich ulubionymi. Jak si¢ okazalo, najbardziej lubianym dzialem biologii,
zaréwno dla uczniéow gimnazjum (88%), jak i szkol ponadgimnazjalnych (93%) jest
genetyka. Ten dzial nie uzyskal w badaniach negatywnej oceny (brak ocen ,,Bardzo
nie lubi¢” i ,Nie lubi¢”). Kolejnym lubianym dziatem biologii, w opinii badanych
gimnazjalistow (88%) i uczniéw szkét ponadgimnazjalnych (86%), byla anatomia
i fizjologia czlowieka. W dalszej kolejnosci, najwigcej pozytywnych ocen uzyskata
zoologia kregowcow (57% gimnazjum i 79% szkola ponadgimnazjalna). Najmniej
lubiang dziedzing biologii, w ocenie uczniéw gimnazjum, jest botanika (45% ocen
»Bardzo nie lubi¢” i ,,Nie lubie”) oraz ochrona srodowiska (15% ocen ,,Bardzo nie
lubie” i ,,Nie lubie”); podobnie o botanice i ochronie srodowiska wypowiedzieli si¢
uczniowie szkoét ponadgimnazjalnych (36% ocen ,,Bardzo nie lubi¢” i ,,Nie lubig”).

Analizujac przedstawione wyniki, mozna dostrzec zwigzek miedzy odpowie-
dziami ankietowanych a kierunkami ich dalszego ksztalcenia, ktéry dla zdecydo-
wanej wigkszosci uczniow jest zwigzany z medycyng. Informacje o ulubionych
dzialach biologii mozna wykorzysta¢ do ustalenia tematyki zaje¢ dodatkowych.
Szczegdlng uwage nalezy tez zwrdci¢ na wskazane przez ankietowanych nielubiane
dzialy biologii. Planowanie i prowadzenie lekcji biologii z tych dzialéw, wymaga
szczegllnie trafnego i atrakcyjnego doboru celdw, tresci metod i $srodkow dydak-
tycznych, tak aby zainteresowa¢ nimi uczniow.

W badaniach zapytano uczniéw o stosowane na lekcjach biologii metody nau-
czania i §rodki dydaktyczne. Zdaniem uczniéw gimnazjum, najczesciej stosowany-
mi na lekcjach metodami nauczania s3: pogadanka (66%), eksperymenty (66%),
praca z podrecznikiem (59%). Bardzo rzadko stosowana jest obserwacja (73%)
i metoda projektéw (86%). Czesto na lekcjach biologii w gimnazjum, uczniowie
otrzymujg rézne materialy w formie krzyzowek, zadan, ktore po rozwigzaniu, nalezy
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wklei¢ do zeszytow. Zdaniem ucznidéw szkoét ponadgimnazjalnych, na lekcjach bio-
logii najczesciej stosowana jest: pogadanka (91%), praca z podrecznikiem (64%),
wyklad (55%). W rezultacie wiec, dominuja na lekcjach biologii w tych szkotach
metody nauczania, w ktorych aktywno$¢ uczniow jest niewielka. Najrzadziej
w szkotach ponadgimnazjalnych stosowane sa: eksperymenty (82%), metoda pro-
jektow (82%), obserwacje (73%), a zatem metody, ktore w najwiekszym stopniu
decyduja o ksztaltowaniu umiejetnosci rozwigzywania problemoéw, formulowania
hipotez, planowania doswiadczen, odrdzniania préby kontrolnej od badawczej,
wyciggania wnioskow. Najczesciej wykorzystywanym $rodkiem dydaktycznym na
lekcjach biologii jest podrecznik (79% w gimnazjum i 86% w szkotach ponadgim-
nazjalnych). Najrzadziej, zdaniem badanych uczniéw, na lekcjach biologii w gim-
nazjum wykorzystuje si¢ przyrzady, szklo laboratoryjne (83%), instrukcje ¢wicze-
niowe (82%), okazy naturalne i zielnikowe (67%). Zdaniem uczniéw, na lekcjach
biologii w liceum najrzadziej stosuje si¢ prezentacje multimedialne (79%), instruk-
cje ¢wiczeniowe (79%), okazy naturalne i zielnikowe (58%), przyrzady i szkto labo-
ratoryjne (58%) oraz materialy zrédlowe (79%). Rzadko stosowane na lekcjach
biologii srodki dydaktyczne, wymieniane przez uczniéw, sg potwierdzeniem faktu,
ze na lekcjach biologii uczniowie nie prowadza obserwacji, nie wykonuja ekspery-
mentow czy pomiaréw. Wykorzystywanie na lekcjach jednorodnych, mato zrézni-
cowanych metod nauczania i srodkéw dydaktycznych, nie sprzyja rozwijaniu zain-
teresowan i zdolnosci ucznidéw, wrecz przeciwnie: moze skutkowa¢ obnizeniem ich
poziomu. Zdaniem 52% badanych gimnazjalistow, eksperymenty na lekcjach biolo-
gii odbywaja sie raz na 1-2 miesiace, lub raz w semestrze, zas 22% badanych stwier-
dzilo, ze nie odbywaja sie one w ogdle. Zdaniem 58% badanych uczniéw szkét po-
nadgimnazjalnych, eksperymenty na lekcjach biologii odbywaja si¢ raz na 3-4 mie-
sigce lub raz w semestrze. Opinie te moga potwierdza¢, ze na lekcjach biologii, za-
réowno w gimnazjum i liceum, uczniowie rzadko samodzielnie przeprowadzaja
obserwacje i eksperymenty.

W przeprowadzanych badaniach sondazowych poproszono uczniéw o wypo-
wiedzi na temat tego, jak lubig uczy¢ sie biologii. Badani gimnazjalisci podczas
lekcji najbardziej lubig samodzielnie wykonywa¢ eksperymenty (33%), dyskutowac
o problemach badawczych, pracowaé w grupach. Uczniowie lubia, gdy nauczyciel
ciekawie wyjasnia trudne zagadnienia na przykladach z codziennego zycia. Lubig
sie uczy¢, prowadzac obserwacje okazéw naturalnych, modeli, analizujac prezenta-
cje multimedialne, aktywnie wspdttworzac lekcje, np. przynoszac okazy zielnikowe,
artykuly z réznych czasopism, nad ktérymi dyskutujg. Uczniowie szczegdlnie do-
ceniaja nieskrepowana rozmowe z nauczycielem, wymiang pogladéw, argumentow.
Uczniowie wyraznie podkreslaja potrzebe dialogu na lekcjach. Najbardziej ucznio-
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wie lubig lekcje dotyczace anatomii i fizjologii cztowieka oraz zwierzat. Nie lubig na
lekcjach sporzadza¢ dlugich notatek. Podobne wypowiedzi przedstawili uczniowie
szkdl ponadgimnazjalnych. Najwiecej sposrod nich (72%) na lekcjach biologii
chcialoby wykonywa¢ do$wiadczenia, prowadzi¢ obserwacje makroskopowe i mi-
kroskopowe, pracowa¢ w grupach, prowadzi¢ ciekawe dyskusje, rozmawia¢ z nau-
czycielem, odbywac zajecia w terenie. Uczniowie gimnazjum proponuja, aby glow-
ne zmiany w nauczaniu biologii w gimnazjum polegaly na zwiekszeniu zajeé prak-
tycznych, polegajacych na prowadzeniu obserwacji, doswiadczen, zaje¢ w terenie.
Proponujg takze zwigkszenie liczby godzin biologii w tygodniu, a takze dokonanie
zmian w doborze i zakresie tresci ksztalcenia (np. proponuja rozszerzy¢ tresci
z genetyki oraz z anatomii i fizjologii czlowieka). Uczniowie proponuja zmienié
rozklad materialu w podreczniku na mniejsze dzialy, fatwiejsze do opanowania.
Ankietowani uczniowie chcieliby, aby uczyt ich nauczyciel z charyzma, zaangazo-
wany w prace, ciekawie prowadzil lekcje. Tylko jeden sposrod 40 badanych
uczniéw przyznal, ze ma wspanialg nauczycielke biologii. Uczniowie szkét ponad-
gimnazjalnych réwniez uwazaja, iz na lekcjach biologii powinno by¢ wiecej zajec
praktycznych, takich jak: prowadzenie eksperymentéw z wykorzystaniem aparatu-
ry, przyrzadow i szkla laboratoryjnego, zaje¢ terenowych, obserwacji mikroskopo-
wych. Respondenci wskazali, Ze na lekcjach powinno si¢ nie tylko uczy¢ ich pod
katem matury, ale rdwniez wdraza¢ do myslenia biologicznego, stawiania hipotez,
dyskutowa¢ nad réznymi problemami.

Wypowiedzi uczniéw o szkolnym nauczaniu biologii moga postuzy¢ do
zwigkszenia efektywnosci nauczania biologii w szkolach, a takze by¢ dla nauczycieli
podpowiedzig jak indywidualizowaé nauczanie i organizowaé zajecia dodatkowe
dla ucznidw zainteresowanych biologig. Szkofa nie moze nie uwzglednia¢ uwag
uczniow o nauczaniu.

23.8. Podsumowanie

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, iz uczenie si¢ biologii
w opinii badanych uczniéw to przygoda odkrywania nieznanego, wyzwanie do
poznawania siebie i ztozonosci $wiata. Wyniki pozwalajg takze na stwierdzenie, ze
szkola nie zaspokaja wszystkich potrzeb uczniéw zdolnych; szczegélnie, jesli chodzi
o stosowane metody nauczania i $rodki dydaktyczne. Uczniowie chcg aktywnie
uczestniczy¢ w procesie nauczania-uczenia si¢, prowadzi¢ ozywione dyskusje, eks-
perymentowac, bra¢ udzial w zajeciach terenowych. Zebrane wyniki ankiet pozwo-
lity réwniez na zebranie cech charakterystycznych ankietowanych uczniéw: cechuje
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ich che¢ opanowania szerszego zakresu materialu nauczania niz w szkole oraz
$wiadomos¢ swoich potrzeb edukacyjnych. Uczniowie posiadajg urozmaicone cele
uczenia sie, ktore dotycza zaspokojenia ciekawosci, rozwoju zainteresowan, a takze
sprawdzania si¢ w nowych sytuacjach, poznania swoich mozliwosci, realizacji odle-
glych planéw zyciowych, tj. studia, praca zawodowa. Uczniowie chca, aby proces
uczenia si¢ przypominal proces badawczy, poniewaz tylko w takich warunkach
uczenie sie bedzie dla nich wyzwaniem intelektualnym. Ankietowani zwrdécili uwa-
ge na role nauczyciela w ich edukacji, od ktdrego wymagaja emocjonalnego zaanga-
zowania, pozytywnego i zyczliwego stosunku. Wedlug uczniéw, nauczyciel, obok
kompetencji merytorycznych i metodycznych, powinien mie¢ charyzme, stymulo-
wad ich zainteresowania, nowoczeénie organizowaé proces nauczania.

Sprosta¢ potrzebom edukacyjnym uczniéow zdolnych nie jest tatwo. Nalezy
szukaé coraz lepszych sposobdw i mozliwosci pracy z uczniem zdolnym, co nie
moze by¢ procesem incydentalnym. Uczniéw zdolnych nie mozna zostawi¢ bez
opieki i wsparcia pedagogiczno-dydaktycznego ze strony szkoly, a takze uczelni

wyzszych.
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