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Wstep

Prezentowana Panstwu monografia jest piata pozycja wydawnicza cyklu po-
$wieconego 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 roslin i grzybéw w zmieniajacych si¢ warunkach $rodo-
wiska, uzyskana poprzez badania biochemiczne, cytologiczne, genetyczne, fizjolo-
giczne, florystyczne, demograficzne oraz fitosocjologiczne. Poszczegélne rozdziaty
monografii prezentuja szeroki zakres zagadnien naukowych zwiazanych z ekofizjo-
logia, biochemiy, biologia rozwoju roélin, ekologia populagji, fitosocjologia, flory-
styka i systematyka. Autorami rozdzialéw sg pracownicy uczelni krajowych, uznani
badacze naukowi, w wiekszosci cztonkowie Polskiego Towarzystwa Botanicznego.

W monografii oméwione zostaly szczegétowo réznorodne zagadnienia przed-
stawiane w $wietle najnowszych badan, migdzy innymi: mechanizmy regulacji
komdrkowego cyklu mitotycznego i endoreplikacji, sacharydy jako czasteczki sy-
gnatowe w komorkach roslinnych i ich rola w procesach wzrostu i rozwoju roslin,
aktywnos¢ neurotransmiteréw zwierzecych i hormonéw owadzich (ekdysteroidow)
wystepujacych i dzialajacych w roslinach, rola tlenku azotu w regulacji spoczynku
nasion, rdznego rodzaju reakcje roslin na stres abiotyczny (temperatura, zasolenie,
obecno$¢ metali ciezkich), rola zbiorowisk roslinnych wystepujacych na terenach
obszaréw chronionych oraz na terenach zanieczyszczonych metalami cigzkimi.
Zostala réwniez przedstawiona problematyka paleobotaniczna, dotyczaca wptywu
holocenskiej sukcesji roslinnoéci przybrzeznej jezior oraz ocena palinologiczna
probek polskich miodow. Jeden z rozdzialdw monografii poswiecono dydaktyce
biologii, w ktérym zaprezentowano opinie uczniéw szkétl ponadgimnazjalnych
wojewodztwa podlaskiego na temat bioréznorodnosci.

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



Na zakonczenie chcielibySmy serdecznie podziekowaé Recenzentom za nie-
odplatne oceny artykutéw — konstruktywne uwagi zawarte w recenzjach poszcze-
golnych rozdziatéw pozwolity na unikniecie bledéw i nadanie ostatecznym wer-
sjom w pelni naukowego wymiaru.

Andrzej Bajguz, Iwona Ciereszko

Biatystok, grudzien 2016 r.



Podzieli¢ czy powieli¢? O trudnych wyborach
komorek roslinnych decydujacych
O wzroscie i rozwoju catego organizmu

Agnieszka Chmielnicka / Aneta Zabka /
Konrad Winnicki / Janusz Maszewski, Justyna Polit*

Uniwersytet £édzki
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
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Streszczenie: Aby z jednej komorki macierzystej powstat dojrzaty organizm roslinny zbudowany
z wielu tkanek, zaréwno ona sama, jak i powstate z nigj liczne pokolenia komorek siostrzanych,
dokonuja w trakcie swojego zycia wyboru pomiedzy klasycznym cyklem podziatowym a endocy-
klem. O ile cykle mitotyczne stuzg zwielokrotnieniu liczby komérek w obrebie organizmu, o tyle
przyczyny, dla ktoérych komérki rozpoczynaja endoreplikacje sa roznorodne; nie zostaty one
dostatecznie poznane i pozostajg nadal w sferze dyskusji. Na decyzje o wejsciu komérki na jedna
z obu mozliwych drdg, bez watpienia, znaczny wptyw wywiera zaréwno $rodowisko wewnetrzne jej
samej, otaczajacych tkanek czy organdw, jak i srodowisko zewnetrzne, w ktoérym przyszto zyé
catemu organizmowi roslinnemu. Mechanizm biochemiczny, z ktérego korzystajg oba procesy,
oparty jest na tych samych gtéwnych czasteczkach regulatorowych, a ich aktywnos$¢ podlega
odmiennemu sterowaniu w odpowiedzi na okresSlone sygnaty wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowe.
Wzajemne relacje biatek enzymatycznych, regulatorowych i strukturalnych leza nadal w centrum
zainteresowania wspotczesnych badaczy.

Stowa kluczowe: cykl komorkowy, endomitoza, endoreplikacja, somatyczna poliploidyzacja
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1. Wstep

Modyfikowanie przebiegu klasycznego cyklu komoérkowego, zwigzane z po-
minieciem mitotycznej separacji chromosoméw oraz cytokinezy i jednoczesne
wejécie na droge prowadzaca do zwielokrotnienia zawartosci jadrowego DNA,
zapewnia homeostaz¢ na poziomie organizmu. Eliminacja reguly pojedynczej
rundy replikacyjnej w jednym cyklu komérkowym umozliwia realizacje fizjologicz-
nych wymagan poszczegélnych typéw komorek, tkanek i organéw, prowadzac do
ich rozwoju i réznicowania. Wzrost zawartosci materialu genetycznego moze od-
bywac si¢ na drodze endocykli, okreslanych réwniez mianem endoreplikacji, endo-
reduplikacji lub endoploidyzacji. Po kolejnych rundach endoreplikacji DNA,
chromatydy siostrzane nie ulegaja rozdzieleniu, nie nastepuje wigc zwiekszenie
liczby chromosomow, lecz wzrost ploidalnosci jader. W efekcie kolejnych cykli
replikacji DNA, bez nastgpstwa etapu segregacji chromatyd siostrzanych, moga
powstawac gigantyczne chromosomy politeniczne (Joubes, Chevalier 2000; Lee i in.
2009; De Veylder i in. 2011; Krawczyk, Wasek 2011; Dante i in. 2014). Proces po-
wielania materialu genetycznego, w wyniku ktorego chromatydy siostrzane ulegaja
rozdzieleniu i nastgepuje wzrost liczby chromosoméw w obrebie jadra otoczonego
otoczka, okresla si¢ mianem cyklu endomitotycznego lub endomitozy (Fox, Duro-
nio 2013). W cyklu endoreplikacyjnym, w ktérym odbywa si¢ petna replikacja
genomu podstawowego, nastepuje zwiekszenie zawartosci DNA w postepie geome-
trycznym: 4C - 8C - 16C - 32C itd., a tym samym znaczny wzrost objetosci jadra.
Wzrost poziomu ploidalno$ci moze réwniez dokona¢ si¢ na drodze endoreplikacji
niezupelnej. W takim procesie replikowana jest wieksza cze§¢ genomu, natomiast
pomijane s3 niewielkie fragmenty heterochromatynowe. W przeciwnej sytuacji, gdy
w obrebie genomu replikacji ulegaja tylko niewielkie odcinki DNA, proces taki
nazywany jest amplifikacjg (Krawczyk, Wasek 2011; Galbraith 2014).

2. Wystepowanie endopoliploidyzacji u roslin

Proces endoreplikacji w krélestwie roélin jest szeroko rozpowszechniony i ma
charakter gatunkowo- lub tkankowo-specyficzny. Najczesciej wystepuje u okryto-
nasiennych (u okolo 90% gatunkdéw), czesto réowniez spotykany jest u paproci
jednakozarodnikowych i mszakow oraz u réznych gatunkéw ramienic, natomiast
rzadko pojawia si¢ u zielenic (Chlorophyta), paprotnikéow (Pteridophyta) i iglastych
(Coniferophytina). Cykle endoreplikacyjne stanowig gléwny, niezbedny element
programow rozwojowych i pojawiaja sie juz we wczesnych etapach embriogenezy
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w komorkach o wysokiej aktywnosci metabolicznej, tworzacych tkanki troficzne,
takie jak: liscienie, bielmo, haustoria bielmowe i wieszadeltka, a ich liczba jest w nich
z reguly wieksza niz w korzeniach, todygach i lisciach o co najmniej kilka rund
endoreplikacji DNA (Nagl 1976a, b, 1993; Joubes, Chevalier 2000; Rewers, Sliwin-
ska 2012; Sabelli i in. 2013). Proces endoreplikacji czesto pojawia si¢ w organach
zwigzanych z rozmnazaniem plciowym, np. w woreczku zalgzkowym w synergi-
dach i antypodach oraz w tapetum pylnikowym. Jest on charakterystyczny rowniez
dla komorek, ktére przechodzg wyspecjalizowane réznicowanie, np. komorki wto-
$nikowe, komorki metaksylemu czy epidermy, komérki miekiszowe oraz tarczki,
manubria i komérki gtéwkowate anterydiostanéw ramienic (Kwiatkowska, Zylifi-
ska 1988; Joubes, Chevalier 2000; Sugimoto-Shirasu, Roberts 2003; Barow 2006).
U roslin okrytozalgzkowych endoreplikacja nie wystepuje z reguly w tkankach
merystematycznych, komdrkach macierzystych i w gametach, a u pewnych gatun-
kow wyjatkowo nie wystepuje rowniez w catych organach, np. w korzeniu u kra-
snokwiatu, tulipana czy lubczyka ogrodowego oraz w korzeniu i lisciach kliwii czy
amarylisu (Nagl 1978; Marciniak 1991a, b; Krawczyk, Wasek 2011). Poziomy ploi-
dalnosci roznig si¢ réwniez w poszczegdlnych organach i tkankach. Najczesciej
obserwuje si¢ wzrost poziomu endopoliploidalnosci w kierunku od zewnetrznych
warstw tkanek organu do jego centrum, lub od wierzchotka do podstawy. Szczegdl-
nie widoczne jest to w owocach, gdzie komodrki wewnetrznych warstw perykarpu
majg wyzszg zawarto$¢ DNA niz komorki warstw zewnetrznych. Podobnie w tody-
gach: poziom endopoliploidalnosci jest wyzszy w komoérkach rdzenia niz w komor-
kach kory, wyzszy w komoérkach kory niz w komoérkach subepidermalnych i epi-
dermalnych. W korzeniach komoérki o najwigkszym stopniu poliploidalnosci moga
wystepowaé w warstwach srodkowych i wewnetrznych walca osiowego lub obser-
wuje si¢ brak wyraznego gradientu ploidalnosci. W lisciach endopoliploidalno$é
zmniejsza sie¢ ku ich podstawom i w kierunku od migkiszu do epidermy. W liscie-
niach, podobnie jak w bielmie, endoreplikacja jest czesto najwyzsza w strefach
centralnych. Rozpatrujac pokroj catej rosliny, stopien poliploidalnosci jest najcze-
$ciej wyzszy w liScieniach, ogonkach lisciowych i dolnych lisciach, nizszy w orga-
nach kwiatowych i korzeniach, a bardzo niski w miodych lisciach. Jednak w zwigz-
ku z tym, ze maksymalny poziom poliploidalnosci jest podobny w korzeniach
ilisciach danego gatunku, mozna przypuszcza¢, ze istnieje gatunkowo specyficzny
potencjal endoreplikacyjny (Knake-Sobkowicz, Marciniak 2005; Barow 2006).
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3. Rola procesu endopoliploidyzacji

Mimo powszechnosci zjawiska endopoliploidyzacji w $wiecie roslin, jego rola
nie jest jednoznacznie wyjasniona. Istnieja réznorodne hipotezy prébujace ttuma-
czy¢ przyczyny, dla ktorych komorki opuszczaja klasyczny cykl komoérkowy
i wchodza na droge mniej lub bardziej licznych endocykli. Jedna z hipotez, przed-
stawiona w 1976 roku przez Nagla zakladala, ze istnieje odwrotna korelacja pomie-
dzy podstawowa zawarto$cig jadrowego DNA a osigganym przez komorke stop-
niem endopoliploidalnosci (Nagl 1976a, b). W takiej sytuacji, endoreplikacji podle-
galyby komarki tych gatunkow, ktdére posiadaja niska podstawowsq zawartos¢ DNA
(2C okolo 1-3 pg), a zdolnos¢ do endoreplikacji stanowitaby u nich ewolucyjna
strategie, kompensujacg niski poziom filogenetycznie zdeterminowanej zawartosci
materialu genetycznego i stuzytaby powielaniu nielicznych kopii poszczegdlnych
gendw, uczestniczacych w réznicowaniu. Z kolei gatunki o wysokiej zawartosci
DNA, w wyniku osiggniecia niezbednej liczby kopii genéw, nie musialyby ich po-
wiela¢ na drodze endocyklu. Hipoteza ta oparta byla na stosunkowo niewielkiej
liczbie dowodéw doswiadczalnych, uzyskanych metodg cytofotometryczng, a pro-
ponowane zaleznodci okazaly si¢ nie by¢ powszechne. Na podstawie badan prze-
prowadzonych na ponad 100 gatunkach roélin dwu- i jednoliciennych, Olszewska
i Osiecka (1982, 1983, 1984) wykazaly, ze dynamika endoreplikacji jadrowego
DNA, wyrazona maksymalng wielokrotnosciag C w jadrach komorek zréznicowa-
nych, jest cecha rodziny. Wéro6d dwulisciennych najwyzsza dynamika endoreplika-
cji DNA charakteryzuje si¢ rodzina Brassicaceae, najmniejsza - Compositae i Ra-
nunculaceae; nie mozna zatem upatrywac zaleznosci ewolucyjnej. Wsrod jednoli-
$ciennych, najwyzsza dynamike endoreplikacji wykazujg gatunki z rodziny Grami-
neae, najmniejsza - z rodziny Amaryllidaceae i Iridaceae. Ogélnie, gatunki z maly-
mi genomami majg tendencje do osiggania wysokich stopni poliploidalnosci
(np. Brassicaceae, Cucurbitaceae i Chenopodiaceae), jednak niektore gatunki o ma-
tych genomach nie wykazujg lub wykazuja niewielki stopienn endopoliploidalnosci
(np. Rosaceae i Fagaceae), a inne (np. Alliceae, Fabaceae i Poaceae) przejawiaja
endopoliploidalno$¢ pomimo duzych genomoéw (Olszewska, Osiecka 1982, 1983;
Barow, Meister 2003). W obrebie tej samej rodziny, gatunki jednoroczne charakte-
ryzuja sie¢ wigksza dynamika endoreplikacji niz byliny, drzewa i krzewy. Tylko
wérdéd gatunkow z tej samej rodziny i o tym samym typie cyklu zZyciowego wystepu-
je postulowana przez Nagla odwrotna zalezno$¢ miedzy zawartoscia 2C DNA
a dynamika endoreplikacji DNA. Endoreplikacja moze by¢ wiec jednym ze sposo-
bow na przyspieszenie wzrostu danego organu, a w konsekwencji - calej rodliny
(Barow 2006). Endopoliploidyzujace komdrki roslinne pomijajg faze G2 i mitoze,
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atym samym skracaja czas trwania cyklu komérkowego o okoto 25%, gdyz nie
formuje si¢ w nich wrzeciono podzialowe, nie dochodzi do kondensacji i dekon-
densacji chromosomoéw, rozpadu i rekonstrukcji otoczki jadrowej, a zarazem
zmniejszone jest takze zapotrzebowanie na materialy do budowy $cian komoérko-
wych. Ponadto, podczas endoreplikacji moze by¢ stale utrzymywany proces tran-
skrypcji. Stad, wzrost roélin zachodzacy jednoczes$nie poprzez ekspansje komdrek
zwiazang z endopoliploidyzacja oraz przez podzialty komdrkowe, moze by¢ o wiele
szybszy od wzrostu odbywajacego si¢ jedynie na drodze podzialéw komdrkowych.
Potwierdzeniem dla powyzszej roli endopoliploidyzacji jest o wiele czgstsze wyste-
powanie tego zjawiska u wymagajacych szybkiego wzrostu i rozwoju gatunkéw
rodlin zielnych (jednorocznych i dwuletnich), niz u roslin wieloletnich, gléwnie
u drzew. Wynika z tego, ze im wiecej biomasy (w stosunku do biomasy poczatko-
wej) roslina wytworzy¢é musi w czasie sezonu wegetacyjnego do etapu powstania
nasion, tym wieksze jest prawdopodobienstwo wystapienia u niej procesu endopo-
liploidyzacji (Barow, Meister 2003; Barow 2006).

Z hipoteza Nagla polemizowal Barlow (1978). Poparl on poglad, ze postulo-
wana przez Nagla odwrotna zalezno$¢ miedzy zawartoscia 2C DNA a dynamika
endoreplikacji nie ma zastosowania w przypadku wielu grup taksonomicznych.
Wedlug hipotezy Barlowa, endoreplikacja umozliwia komoérkom pelnienie tych
funkgji, ktorych nie s3 w stanie spetni¢ komarki diploidalne. Liczba cykli endore-
plikacyjnych jest kontrolowana rozwojowo i $rodowiskowo. Badania procesow
ontogenetycznych, w ktérych pojawia sie endopoliploidalnos¢ wykazuja, ze endo-
replikacja ma miejsce wczesnie w rozwoju i jest $cisle zwigzana z réznicowaniem
komorek oraz z ich ekspansjg. Dojrzate komorki endoploidalne pochodzg od diplo-
idalnych komoérek merystematycznych i sag z nimi polaczone poprzez mlodsze
komorki siostrzane o nizszych poziomach ploidyzacji. Taki model wzrostu i rozwo-
ju stwarza liniowy cigg komdrek, w ktérym mozliwe jest uzyskanie gradientu stezen
dla wielu skfadnikéw i produktéw komérkowych. Komérki o wysokich poziomach
endoploidalnosci, petnityby w takim uktadzie funkcje regulatorowe i wptywaly na
aktywno$¢ sasiadujgcych z nimi komorek diploidalnych (Barlow 1978).

Upatruje si¢ takze waznej roli endoreplikacji w osigganiu ostatecznej struktury
tkanki lub organu, w nabywaniu odpowiedniego ksztaltu oraz rozmiaru. U roslin,
wzrost przez podzialy komoérkowe ograniczony jest do stref merystematycznych,
w ktérych zachodza one zgodnie z charakterystycznym wzorem pod wzgledem
plaszczyzny i czasu, pozwalajacym na osiagniecie optymalnej morfologii tkankowej.
Do jej osiggniecia i utrzymania w pozostalych strefach, potrzebna jest rowniez
utrata zdolnosci podziatowych, ktéra charakteryzuje komorki endoploidalne.
Odbywajaca sie w nich endoreplikacja pozwalalaby z jednej strony, na wybidrcze
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zatrzymanie podzialow komorkowych, z drugiej zas, wspieralaby réznorodnos¢
rozmiardéw i ksztaltow poszczegdlnych komdrek. Za taka hipoteza przemawiaja
badania oparte na blokowaniu procesu endoreplikacji w wyniku mutacji, ktore
ujawniajg pojawianie si¢ anomalii rozwojowych (Barlow 1978; Kondorosi i in.
2000, 2005; Sako i in. 2010; Chevalier i in. 2011; Krawczyk, Wasek 2011; Dante i in.
2014). Stanowisko to potwierdzaja rowniez badania Bramsiepe i in. (2010), ktore
wykazaly, ze u Arabidopsis, w wyniku obnizenia poziomu endoreplikacji, mozna
dokona¢ przeksztalcenia trichoméw znajdujacych sie w zaawansowanym stadium
réznicowania w plaskie komoérki epidermy i odwrotnie, przywréci¢ wlasciwy prze-
strzenny pokréj wloskow w wyniku wzmozenia procesu endoreplikacji.

Przez dlugi czas uwazano, ze zwigkszenie rozmiaréw komorek w wyniku
endopoliploidyzacji nastepuje proporcjonalnie do zwielokrotnienia zawartosci C
DNA. Zalezno$¢ ta nie jest jednak stala i w wielu przypadkach nie ma miejsca.
Uwaza sie, ze endoreduplikacja nie jest regulatorem ekspansji komorek, natomiast
pozwala na zapewnienie odpowiedniej ilosci DNA w celu przygotowania do rozle-
glej ekspansji i przysztego wzrostu masy tkanek. Poszczegolne poziomy ploidalno-
$ci pozwalaja raczej osiggnac okreslong objetos¢, niz determinuja koncowe rozmia-
ry komorki, ktore ustalane sg nastepnie przez inne czynniki. Wynika to z obserwa-
cji zjawiska, w ktorym te same komorki, z tg sama zawartoscia DNA, moga osiggac
rézne rozmiary, zaleznie od $rodowiska (Inzé 2005; Krawczyk, Wasek 2011). By¢
moze, endoreplikacja ustala optymalny stosunek pomiedzy rozmiarem komorki
a rozmiarem jadra. Komorki, ktére przeszty endoreplikacje, przewaznie sg wieksze
niz porownywalne, ktdre nie przeszly tego procesu. Sugeruje sie, ze duze komoérki
maja zdolnos¢ do szybszego zwigkszania objetosci niz mniejsze, co w przypadku
szybko rosnacych organéw, np. nasion i owocow, moze by¢ korzystne (Bourdon
iin. 2010; Chevalier i in. 2011; Bourdon i in. 2012). Wedlug najbardziej powszech-
nej ostatnio hipotezy, endoreplikacji przypisuje si¢ funkcje zwigkszania aktywnosci
metabolicznej komorek. Przyspieszenie metabolizmu wymaga wiekszej ilosci bia-
tek, ktérych synteza z kolei zalezy od wydajnosci transkrypcji. Uwidacznia sie to
szczegllnie w trakcie dojrzewania owocoéw i nasion, kiedy to zachodzi synteza,
polimeryzacja i gromadzenie materialéw zapasowych w migkiszu spichrzowym lub
bielmie. Komorki tych tkanek sa przewaznie wysoce poliploidalne, a zwielokrot-
nienie liczby alleli danego genu pozwala na wzrost poziomu transkrypcji i transla-
cji, oraz synteze ogromnych ilosci bialek zapasowych i skrobi w krétkim czasie i na
ograniczonej powierzchni (Larkins i in. 2001; Mizukami 2001; Sabelli, Larkins
2009a, b; Rewers i in. 2009; Chevalier i in. 2011; Sabelli i in. 2013). Podobnie wyso-
ka aktywnoscia transkrypcyjna charakteryzuja si¢ bardzo duze i wysoko poliploi-
dalne komdrki przystosowane do wigzania azotu w brodawkach korzeniowych
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uroélin motylkowych. Aktywnos$¢ translacyjna i traskrypcyjna moze wzrastaé
z kazdym podwojeniem genomu, wigc aktywno$¢ metaboliczna wysoko poliploi-
dalnej komorki moze by¢ funkcjonalnie rownowazna aktywnosci wielu komdrek
diploidalnych (Mergaert i in. 2003; Inzé 2005; Gonzalez-Sama i in. 2006; Chevalier
iin. 2011).

Wzrost poziomu transkrypcji i translacji bedacy skutkiem endoreplikacji
moze mie¢ rowniez zastosowanie w ostabianiu skutkéw mutacji, jakie gromadzg si¢
w czasie zycia rodliny. Wiele rodlin w cyklu zyciowym narazonych jest na dzialanie
niesprzyjajacych czynnikéw, ktérych - ze wzgledu na osiadly tryb zycia - nie sa
w stanie unikng¢, a posiadanie wielokrotnych kopii genomu zapewnia zachowanie
jego funkcjonalnosci. Mozliwos¢ uszkodzenia DNA stwarzana jest rowniez poprzez
nagromadzenie w komorce szkodliwych, koncowych produktéw przemiany mate-
rii. Dlatego rosliny, nie majgc mozliwosci ich usunigcia, gromadza je w duzych,
wyspecjalizowanych poliploidalnych komoérkach w postaci krysztatéw (Inzé 2005;
Inzé, De Veylder 2006; Krawczyk, Wasek 2011). Adachi i in. (2011) wykazali,
ze w korzeniach Arabidopsis wczesne wystgpienie endoreplikacji jest indukowane
poprzez pojawienie si¢ dwuniciowych peknie¢ DNA, co sugeruje, ze rosliny zamie-
niaja cykl komérkowy na endocykl w celu unikniecia produkcji komoérek potom-
nych zawierajacych bledne informacje genetyczne.

4, Endoreplikacja a czynniki srodowiskowe

Endoreplikacja moze stanowi¢ mechanizm adaptacyjny do niesprzyjajacych
warunkéw $rodowiskowych, umozliwiajac wzrost w obecnosci czynnikéw streso-
wych. Mechanizm kompensacyjnego wzrostu jest szczegdlnie wazny w warunkach
ekstremalnych, ktére ograniczaja podzialy komérkowe, a nie blokuja przestrzennej
ekspansji komoérek (Cookson i in. 2006; De Veylder i in. 2011). Czynniki srodowi-
skowe z kolei, moga wywiera¢ wplyw na poziom endoreplikacji w komorkach
roélin (Chevalier i in. 2011). Czynnikiem zwigzanym z kontrolg poziomu ploidal-
nosci jest obecno$¢ lub brak swiatta. W epikotylu Pisum sativum oraz w hypokotylu
Arabidopsis thaliana i Brassica oleracea hodowanych w ciemnosci, wystepuje jeden
endocykl wiecej niz u roslin hodowanych na $wietle. Zwigkszenie poliploidalnosci
w siewkach moze wplywac na zwigkszenie wzrostu wydiuzeniowego rosliny, a tym
samym powodowac szybsze osiagniecie dostepu do $wiatta. Jednak rosliny z zabu-
rzeniami endocyklu réwniez wydluzaja si¢ w ciemnosci, co sugeruje, ze endorepli-
kacja moze jedynie usprawniac¢ proces wydluzania, a nie jest dla niego warunkiem
bezwzglednie koniecznym. W lisciach siewek Arabidopsis thaliana, hodowanych

15



przy zredukowanym oswietleniu, zaobserwowano z kolei spadek poliploidalnosci,
co wskazuje, ze $wiatlo moze oddzialywa¢ na endocykle w zréznicowany sposéb,
zalezny od organu czy tkanki (De Veylder i in. 2011; Krawczyk, Wasek 2011). Po-
ziom endoreplikacji warunkowany moze by¢ nie tylko nat¢zeniem $wiatla, ale
réwniez jego jako$cig. Swiatto czerwone oraz daleka czerwieri hamujg endoredupli-
kacje w somatycznych zarodkach storczykdw Doritaenopsis (Park i in. 2010), z kolei
ekspozycja na UV-B indukuje endoreduplikacje w komorkach epidermalnych
otaczajacych wloski na lidcieniach ogérka (Yamasaki i in. 2010). Z drugiej strony,
endoreduplikacja moze wzmaga¢ tolerancje na promieniowanie UV-B, poniewaz
w poréwnaniu z diploidalnymi rodlinami Arabidopsis, osobniki tetraploidalne sa
znacznie bardziej odporne na to promieniowanie (Hase i in. 2006).

Innym czynnikiem $rodowiskowym, zwigzanym z poziomem endoploidalno-
$ci, jest stan uwodnienia. U dzikiej odmiany Arabidopsis stres suszy wywoluje
redukcje wielko$ci komdrek i zawartosci DNA, co w rezultacie skutkuje wytworze-
niem mniejszych lisci. U roélin transgenicznych, o podwyzszonym poziomie endo-
replikacji, obserwowano utrzymanie rozmiaréw komorek i wiekszy stopien ekspan-
sji lisci. Zatem wysokie poziomy poliploidalnosci sg korzystne w warunkach deficy-
tu wodnego dla stymulacji wzrostu organéw i calych roslin (Cookson i in. 2006;
De Veylder i in. 2011). Kolejnym czynnikiem, ktéry moze oddzialywa¢ na proces
endopoliploidyzacji jest temperatura. Uwaza sig, ze rosliny hodowane w nizszych
temperaturach, w wyniku zatrzymania podziatéw komérkowych moga przechodzié
wigcej cykli endoreplikacyjnych, wspomagajacych wzrost. Jednak istnieja pewne
krytyczne zakresy temperatur (bardzo niskich i bardzo wysokich), przy ktérych
nastepuje spadek poziomu endoreplikacji (Joubes, Chevalier 2000; Barow 2006;
Granier i in. 2007).

Zwielokrotniona zawartos¢ DNA wystepuje rowniez w migkiszu asymilacyj-
nym roslin realizujacych metabolizm CAM (ang. Crassulacean Acid Metabolism),
a wigc narazonych zaréwno na wysoka temperature, jak i na brak wody. Ze wzgledu
na warunki srodowiskowe, rosliny CAM otwierajg szparki i pobieraja dwutlenek
wegla gléwnie w nocy, magazynujac go w formie zwigzkéw posrednich. O efektyw-
nosci prowadzonej w ciagu dnia fotosyntezy, decyduje zaréwno tempo, jak i ilos¢
zmagazynowanego CO,. Zatem zwielokrotnienie kopii genéw zwigzanych z tym
procesem moze przyczynic si¢ do zwigkszenia tempa transkrypcji oraz translacji,
atym samym do intensyfikacji procesow metabolicznych w okreslonych warun-
kach. Endoreplikacja moze réwniez stanowi¢ sposdb zabezpieczenia informacji
genetycznej przed szkodliwymi czynnikami (Krawczyk, Wasek 2011; Chevalier i in.
2011). Zdolnos¢ do przeprowadzenia endoreplikacji jest réwniez konieczna do
przezycia w warunkach stresu solnego. W jadrach komorek kory pierwotnej korze-
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ni Sorghum bicolor, poddanych dziataniu stresu solnego, nastepuje znaczny wzrost
poliploidalnosci, podczas gdy rosliny niezdolne do endoreplikacji nie radza sobie
z niesprzyjajacymi warunkami srodowiska (Ceccarelli i in. 2006).

U wielu roslin okrytonasiennych szeroko rozpowszechnionym zjawiskiem jest
indukcja endoreplikacji przez obecne w srodowisku mikroorganizmy symbiotycz-
ne: bakterie wigzace azot - w przypadku tworzenia brodawek korzeniowych lub
grzyby symbiotyczne — w przypadku mikoryzy. Endoreplikacja jest tez uruchamia-
na w miejscu interakcji z patogenami, np. z macznikiem (Blumeria graminis) lub
nicieniami z rodziny Heteroderidae (matwikowate). Zaréwno symbiont, jak i paso-
zyt, zmieniaja metabolizm i rozwéj komorki w celu pozyskania substancji odzyw-
czych. W pierwszej kolejnosci wylaczone zostaja geny, ktérych produkty wchodza
w sklad uktadu obronnego rosliny. Nastepnie, przeprofilowana zostaje ekspresja
genow cyklu komdrkowego oraz genéw, ktérych produkty uczestnicza w transpor-
cie i wzroscie powierzchni $ciany komorkowej. Indukowana infekcja poliploidyza-
cja wywoluje zwiekszenie ekspresji gendéw i nasilenie metabolizmu, a przejecie
kontroli nad transportem zapewnia staly doplyw substratéw i produktéw koniecz-
nych dla rozwoju i reprodukeji patogenu lub organizmu symbiotycznego (Vinar-
dell i in. 2003; Barow 2006; Gonzalez-Sama i in. 2006; De Veylder i in. 2011; Kraw-
czyk, Wasek 2011).
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Cukry jako regulatory wzrostu i rozwoju roslin

Iwona Ciereszko*

Uniwersytet w Biatymstoku
Wydziat Biologiczno-Chemiczny
Instytut Biologii, Zaktad Fizjologii Roslin

ul. K. Ciotkowskiego 1J, 15-245 Biatystok
* e-mail: icier@uwb.edu.pl

Streszczenie: Cukrowce petnig wazne funkcje w zyciu roslin: sg substancjami budulcowymi, zapa-
sowymi, substratami reakgji oddechowych, metabolitami posrednimi proceséw biochemicznych; sa
transportowane na duze odlegtosci. Cukry moga petnic¢ role ochronng przed czynnikami streso-
wymi, np. jako osmoprotektanty. Badania prowadzone w ostatnich latach wskazuja na regulacyjna
role cukréw. Glukoza, sacharoza lub trehalozo-6-fosforan (Tre6P) moga regulowaé szereg proce-
séw wzrostowych i metabolicznych, dziatajac niezaleznie od podstawowych funkcji, moga by¢
takze czasteczkami sygnatowymi. Zmiany stezenia cukréw, sktadu jakosSciowego oraz transportu
nastepuja stale w tkankach roélin — zachodza zaréwno w ciagu doby, jak i w czasie kolejnych
etapdw rozwoju. Rodliny wyksztatcity sprawny system percepcji i przekazywania sygnatow wywo-
tanych obnizeniem lub podwyzszeniem dostepu cukréw. Niewielkie zmiany ich stezenia wptywaja
na podziaty komérkowe, proces kietkowania, wzrost wegetatywny, zakwitanie oraz starzenie roslin,
niezaleznie od funkcji metabolicznych. Mechanizmy regulacji wzrostu roslin, w zaleznosci od
dostepu cukrow, sa aktualnie poznawane. W sktad systemu stymulujacego procesy wzrostowe
roslin wchodzi heksokinaza, jako sensor glukozowy, Tre6P oraz kinaza biatkowa TOR; brak trehalo-
zo-6-fosforanu lub kinazy TOR hamuje, miedzy innymi, wzrost roslin i przejScie do fazy genera-
tywnej. Uwaza sie, ze system hamujacy procesy wzrostowe roslin sktada sie z kinaz biatkowych
SnRK1 oraz czynnikéw transkrypcyjnych C/S1 bZIP; przy czym indukcja SnRK1 lub C/S1 bZIP
najczesciej hamuje wzrost roélin. Drogi transdukgji sygnatéw wywotanych przez cukry, wspotdzia-
faja ze szlakami hormonalnymi i szlakami odpowiedzi na zmiany czynnikow $rodowiskowych,
tworzac w komorkach roslinnych ztozong sie¢ komunikacyjno-sygnalizacyjna, precyzyjnie kontro-
lujgca procesy wzrostowe i rozwojowe roslin.

Stowa kluczowe: glukoza, heksokinaza, hormony, receptory, sacharoza, transdukcja
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1. Wstep

Cukrowce w tkankach roslinnych wytwarzane s3 przede wszystkim z triozo-
fosforanow powstalych podczas fotosyntezy zachodzacej w liSciach. Sacharoza
i skrobia, powstale jako koncowe produkty fotosyntezy, moga by¢ czasowo maga-
zynowane w liSciach, jednak wiekszo$¢ puli sacharozy jest odtransportowana do
niewytwarzajacych cukréw tkanek akceptorowych. Podstawowe funkcje cukrow-
cow w tkankach roslin sg dobrze znane. Cukry pelnig funkcje budulcowe, struktu-
ralne, sg substratami reakcji oddechowych, metabolitami pos$rednimi wielu proce-
séw biochemicznych. Cukry s3 transportowane rowniez na duze odleglosci,
sg takze substancjami zapasowymi (Ciereszko 2006; Starck 2008). Cukry moga
pelni¢ role ochronng przed czynnikami stresowymi, np. jako osmoprotektanty.
Zmiany stezenia cukréw, skladu jakosciowego oraz zmiany transportu nastepuja
w tkankach roélin w ciagu doby oraz podczas kolejnych etapéw rozwojowych.
Pod koniec fotoperiodu obserwowana jest najczesciej kumulacja skrobi asymilacyj-
nej w lisciach, w postaci ziaren skrobiowych. Zwigkszone zapotrzebowanie na
cukry wykazuja wierzcholki wzrostu pedu i korzenia oraz paki kwiatowe, a nastep-
nie rozwijajace si¢ owoce i nasiona. Nagromadzanie cukrowcow obserwuje si¢ takze
w warunkach stresu chlodu, suszy, niedoboru fosforu czy w wyniku ataku patoge-
néw (Ciereszko 2006, 2009; Starck 2008; Keunen i in. 2013; Morkunas, Ratajczak
2014; Lukaszuk, Ciereszko 2015). Wyniki badan opublikowane w ostatnich latach
wykazaly, ze cukry moga regulowac szereg procesow wzrostowych, rozwojowych
i metabolicznych, dzialajac niezaleznie od podstawowych funkcji (Koch 2004;
Gibson 2005; Smeekens i in. 2010; van den Ende 2014). Cukry, w stezeniu milimo-
larnym, wplywaja regulujaco na niektore etapy cyklu komoérkowego, réznicowania
komorek, na wzrost wegetatywny, tworzenie organdw, zakwitanie, formowanie
owocow, az po starzenie (ryc. 1). Roéliny, monitorujac poziom cukréw w tkankach,
wyksztalcitly sprawne systemy percepcji i transdukcji sygnaléw wywotanych obni-
zeniem lub podwyzszeniem dostgpu cukréw. Dzieki ich funkcjonowaniu, cukry
wywoluja odpowiednie reakcje na poziomie komorki, wplywaja na ekspresje licz-
nych genéw oraz procesy metaboliczne i wzrostowe (Price i in. 2004; Rolland i in.
2006; Kunz i in. 2014; Lastdrager i in. 2014; Sheen 2014; Figueroa, Lunn 2016).

Cukry moga pelni¢ funkcje czasteczek sygnalowych: sygnat natury chemicznej
odbierany jest przez receptory, a nastepnie przekazywany przez specyficzne prze-
nos$niki, wywotujac odpowiednia reakcje rosliny (na poziomie komérki). Czastecz-
kami sygnalowymi i regulatorowymi sg réznorodne cukry; u roélin badano jednak
najczesciej wplyw glukozy, sacharozy, trehalozy oraz niektorych fosforandéw
(Tre6P). Pierwsze prace doswiadczalne wskazujgce na regulatorowe/sygnalne funk-
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cje cukrow zaczely si¢ pojawia¢ w latach 90. XX wieku. Obecnie sygnalna i regula-
torowa funkcja cukréw jest obszernie udokumentowana (m.in. Koch 2004; Price
iin. 2004; Rolland i in. 2006; Chen 2007; Ciereszko 2007; Lastdrager i in. 2014;
Sheen 2014). Celem niniejszego artykulu jest dokonanie przegladu aktualnych
doniesien dotyczacych regulatorowej roli cukrow oraz wybranie danych dotycza-
cych regulacji réznorodnych etapéw wzrostu roslin, pod katem informacji przydat-
nych botanikom i fizjologom roslin.

2. Procesy regulowane u roslin przez cukry

Zmiany stezenia cukrow, nawet niewielkie, moga wplywaé na kietkowanie
i wzrost siewek roslin (ryc. 1). Wykazano, ze obecnos¢ glukozy w podlozu, o steze-
niu powyzej 6%, znaczaco obnizalo kietkowanie nasion i rozwdj siewek Arabidopsis
thaliana, niezaleznie od zmian potencjalu osmotycznego (takie same stezenia man-
nitolu nie wplywaly na kietkowanie). Przykladem niezaleznego oddziatywania
cukréw byl takze hamujacy wplyw glukozy (25 mM), ktéra obnizata synteze
o-amylazy - enzymu degradujacego skrobie zapasowa w kielkujacych nasionach
jeczmienia (prace cyt. w: Ciereszko 2002; Gibson 2005).

Podziaty
komérki

Wozrost
wegetatywny

Kietkowanie

Cukry
(glukoza,
sacharoza)

Procesy
metaboliczne

Transkrypcja
Biosynteza
biatek

Struktura
i ruchy
organelli

Rycina 1. Procesy wzrostowe i metaboliczne roslin regulowane przez cukry

Zrédto: opracowanie whasne
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Cukry moga wplywaé na poszczegdlne etapy cyklu komoérkowego roslin.
Deficyt sacharozy prowadzi do indukcji punktéw kontrolnych PCP1 i PCP2, ktére
blokuja cykl komdrkowy w fazie G1 i G2 (prace cyt. w: Polit, Ciereszko 2009).
Blokada cyklu jest procesem odwracalnym, wzbogacenie pozywki w sacharoze
uruchamiato aktywnos¢ replikacyjng i mitotyczng, z okoto 12-godzinnym opdznie-
niem (Polit, Ciereszko 2009). Czas ten moze by¢ modulowany przy pomocy regula-
toréw wzrostu. Fitohormony, wraz z sacharozg, podane komoérkom zablokowanym
w PCP przyspieszaja wznowienie replikacji (cytokinina) lub opdzniaja (auksyna)
(prace cyt. w: Polit, Ciereszko 2009). Ostatnie badania wykazaly, ze cukry (wraz
z auksyna) reguluja ekspresje cyklin typu D (CYCD) podczas fazy G1 (Wang, Ruan
2013). Zaktywowany (ufosforylowaniem) kompleks CYCD z CDKA uczestniczy
w uwolnieniu innego kompleksu: E2F-DP, ktory stymuluje transkrypcje genéw fazy
S. Ponadto obecnos$¢ cukréw uaktywnia kinaze TOR, ktora przylacza reszte fosfo-
ranowa do S6K (S6 kinase). Zaktywowana S6K oddzialuje na kompleks CDKA-
CYCD oraz RBR1-E2FB, podczas fazy S, w wyniku czego nastepuje wzrost elonga-
cyjny komorki (Wang, Ruan 2013; Xiong, Sheen 2014).

Cukry wplywaja na wzrost, wytwarzanie i metabolizm lisci, pedéw, korzeni
lub innych akceptorow. W lisciach zmiany poziomu glukozy lub sacharozy wpty-
waja glownie na intensywnos¢ fotosyntezy i eksport asymilatow (wyzsze stezenie
cukru obniza fotosynteze), podczas gdy w korzeniach zmiany transportu i stezenia
cukréw oddzialuja gtéwnie na metabolizm oddechowy i magazynowanie (Cieresz-
ko 2006). Trehaloza (25 mM) hamowala wydluzanie korzeni w siewkach Arabi-
dopsis, natomiast sacharoza nie miata wpltywu na ten proces (Figueroa, Lunn 2016).
Cukry moga wplywa¢ na strukture lub ruchy organelli komérkowych (van Dinge-
nen i in. 2016). Podanie sacharozy zmienialo morfologie, wielkos¢ i liczbe chloro-
plastow w komorkach lisci rozetowych Arabidopsis (po dostarczeniu do podstawy
liscia lub czesci wierzchotkowej), obserwowano wdéwczas mniejsze i nieregularne
plastydy w komdrkach mezofilu. Wskazuje to na funkcje chloroplastéw w regulacji
zwigkszania powierzchni lidcia, zaleznej od cukréw/sacharozy (van Dingenen i in.
2016).

Przyjeto, od lat 30. XX w., ze zjawisko dominacji wierzchotkowej uwarunko-
wane jest transportem auksyn z miejsca wytwarzania, merystemu wierzchotkowego
pedu gtownego, do korzenia. Ostatnie badania wskazujg na cukry i ich transport
jako czynniki decydujace o rozwoju pedéw bocznych (Mason i in. 2014; Barbier
iin. 2015). Zmiany w transporcie/zawartos$ci sacharozy w pakach bocznych grochu,
po usunigciu pedu gtéwnego, zachodzily znacznie wczesniej (po 4-6 godz.) nim
rejestrowano zmiane stezenia auksyny (po ok. 24 godz.). Autorzy zasugerowali,
ze dominacja wierzchotkowa jest wynikiem zwigkszonego zapotrzebowania pedu
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gléwnego na cukry, co limituje dostepnos¢ cukréw dla rozwoju pedéw bocznych.
Stwierdzono, ze BRC1 jest kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym zaangazowa-
nym w hamowanie rozwoju pedéw bocznych, jego ekspresja zalezy, migdzy innymi,
od cytokinin i strigolaktonéw. Wykazano, ze egzogennie podana sacharoza powo-
duje inhibicje ekspresji BRCI, podobna do tej po dekapitacji wierzchotka pedu
(Mason iin. 2014).

Na dalsze odleglosci, floemem, transportowana jest gléwnie sacharoza (lub
rafinoza czy stachioza). Jednak rosliny z rodzin: Ranunculaceae i Papaveraceae
transportuja floemem glukoze, ktéra stanowi ponad 80% cukrow w soku floemo-
wym (cyt. w: Starck 2008). Odkryto ponadto nowe transportery blonowe cukréw,
SWEET, ktdre, migdzy innymi, z symporterem H*/sacharozy uczestnicza w proce-
sie zaladunku floemu (Eom i in. 2015). Stwierdzono, ze zlokalizowany w plazmo-
lemie AtSWEET4 jest transporterem heksoz; zablokowanie genu AtSWEET4 obni-
zalo wzrost A. thaliana, a nadekspresja tego genu powodowata powiekszenie $red-
nicy i masy rozety lisciowej (Liu i in. 2016). Cukry, jako asymilaty, sa niezbedne do
inicjacji zakwitania (Matsoukas 2014), a badania z ostatnich lat wskazuja na regula-
cyjna role sacharozy oraz miRNA156 i Tre6P w kontroli procesu kwitnienia (Yu
iin. 2015).

Cukry wplywaja na proces starzenia si¢ roslin. Opublikowane dane wskazuja,
ze starzenie moze by¢ indukowane zaréwno deficytem (Morkunas i in. 2012), jak
i nadmiarem cukréw (Pourtau i in. 2006). Wykazano, ze w liSciach Arabidopsis
podczas starzenia (z6tkniecia) byta nagromadzana glukoza i fruktoza oraz silnie byt
indukowany marker starzenia SAG12 (Pourtau i in. 2006). Mutant gin2 (z obnizona
wrazliwoscia na glukoze) nie akumulowal heksoz, a starzenie bylo opéznione,
wskazuje to na zwigzek proceséw starzenia z wrazliwoécia na cukry. Efekt glukozy
byt ponadto stymulowany w warunkach obnizonego zywienia azotowego roslin
(Pourtau i in. 2006).

Regulacja procesow wzrostowych i metabolicznych przy udziale cukréw na-
stepuje najczesciej poprzez zmiany w ekspresji genéw. Badania z zastosowaniem
mikromacierzy DNA wykazywaly zaréwno stymulacje, jak i obnizenie ekspresji
kilkuset réznych genéw, w tym regulacje czynnikéw transkrypcyjnych (Price i in.
2004). Geny regulowane przez glukoze biorg udzial we wszystkich procesach meta-
bolicznych i wzrostowych roélin oraz odpowiedziach na czynniki stresowe (Sheen
2014). Kontrola ekspresji genéw przez cukry moze nastepowac na poziomie tran-
skrypcji, poprzez modyfikacje potranskrypcyjne, na poziomie translacji (np. kon-
trola syntezy czynnikéw transkrypcyjnych bZIP grupy S przez sacharoz¢) lub po-
przez regulacje potranslacyjng (np. modyfikacje reszt aminokwaséw). Regulacyjna
rola cukrow wynika takze z powigzan drég sygnalnych z hormonalnymi oraz
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z metabolizmem azotowym (ryc. 2) (Moore i in. 2003; Ciereszko 2006; Matsoukas
2014; Ljung i in. 2015). Cukry wplywaja na synteze i przemieszczanie niektérych
fitohormondéw (m.in. ABA i giberelin), natomiast hormony moga regulowa¢ meta-
bolizm cukrowcow. Stwierdzono, ze glukoza zwieksza stezenie prekursoréw synte-
zy auksyn, ponadto wplywa na czynniki transkrypcyjne, kontrolujace syntez¢ auk-
syn oraz na ekspresje gendw kodujacych receptory hormonéw (prace cyt. w: Wang,
Ruan 2013; Ljung i in. 2015).

Czynniki
srodowiskowe
Swiatto, susza,

Hormony 4%7 chtéd, patogeny

ABA, etylen,
auksyny ﬂ Sktadniki

N mineralne

/ C, N, C/N, P

Cukry

Niedobér/nadmiar

!

Ekspresja genéw

Procesy wzrostowe i rozwojowe

Rycina 2. Procesy wzrostowe i rozwojowe roslin sg regulowane przez cukry oraz hormony i zmiany
czynnikow srodowiskowych

Zrédfo: opracowanie whasne.

3. Odbidr i przekazywanie sygnatu wywotanego
przez cukry

Percepcja sygnalu wywolanego przez cukry moze odbywac si¢ przy udziale
blonowych specyficznych sensoréw cukrowych, transporteréw cukrowych lub ich
analogow albo tez wewnatrz komorki. Heksokinazal A. thaliana (AtHXK1) jest
najlepiej scharakteryzowanym receptorem wewnatrzkomdrkowym cukréw (Moore
i in. 2003; Cho i in. 2006; Sheen 2014). Znane sg tez analogi AtHXKI u ryzu: OsHXK5
i OsHXK6. Ponadto analog heksokinazy AtHKL1 (hexokinase-likel protein) moze
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dziala¢ jako regulator wzrostu oraz czynnik integrujacy cukrowe drogi sygnatowe
z hormonalnymi (Karve, Moore 2009; Granot i in. 2013). Heksokinaza (EC 2.7.1.1,
HXK) byta uwazana za typowy enzym cytozolowy, zwiazany z procesem glikolizy.
Ostatnie badania wykazaly jednak, ze oprécz frakeji cytozolowej, wystepuja izo-
formy zwigzane z mitochondriami, HXK chloroplastowe lub zwigzane z blong
komorkows; zlokalizowano takze niewielka frakcje na terenie jadra komoérkowego.
Tak réznorodna lokalizacja komdrkowa enzymu moze wskazywa¢ na inne funkgcje
HXK niz tylko na udziat w glikolizie. Poczatkowo, udzial HXK w percepcji cukrow
i przekazywaniu sygnalu badano podajac do lisci analogi cukrowe fosforylowane
i niefosforylowane przez HXK oraz inhibitor aktywnos$ci HXK, nastgpnie stosujac
rodliny transgeniczne, gtéwnie Arabidopsis, z genem heksokinazy (AtHXKI)
w orientacji antysens lub nadekspresja tego genu (prace cyt. w: Ciereszko 2002,
2007). Oddzielenie funkgji katalitycznych enzymu od roli HXK jako wewnatrzko-
morkowego sensora glukozy mozliwe bylo z wykorzystaniem mutantéw HXK, gin2
i rodlin transgenicznych skonstruowanych z tych mutantéw (Moore i in. 2003).
Fenotyp mutanta réznit sie od typu dzikiego; w warunkach wyzszego promienio-
wania, wzrost i wytwarzanie rozety oraz pedu kwiatowego u gin2 byly zahamowa-
ne. Mutanty gin2 charakteryzowaly si¢ obnizong produkcja biatka i znacznie obni-
zong aktywnosciag HXK (fosforylacji glukozy). Rosliny transgeniczne produkowaty
nieaktywne katalitycznie biatko HXK1 (w wigkszosci), wykazywaly jednak funkcje
sygnalne (represja genow kodujacych biatka, np. CAB, niezbedne w procesie foto-
syntezy). Poznano wiele szlakéw percepcji cukréow i transdukgji sygnatu, w ktérych
uczestniczy HXK. Wynikiem jest na przyklad represja niektorych genow fotosynte-
zy (CAB, RBCS), indukcja metabolizmu sacharozy czy kumulacja antocyjanéw
(Ciereszko, Kleczkowski 2002; Rolland i in. 2006; Ciereszko 2007; Granot i in.
2013). Mechanizm dzialania heksokinazyl, jako sensora, pozwolily wyjasni¢ bada-
nia Cho i in. (2006) wskazujace, ze HXK1, wchodzac w sktad specyficznego biatko-
wego kompleksu zlokalizowanego na terenie jadra komodrkowego, moze bezpo-
$rednio oddzialywac na ekspresje genow. Z HXK1 wspolpracuja VHA-BI i RPT5B
oraz czynniki transkrypcyjne. VHA-B1 jest analogiem jednej ztrzech izoform
podjednostki B peryferyjnej czesci kompleksu V1 wakuolarnej H*-ATPazy. RPT5B
jest izoforma jednej z szesciu podjednostek AAA-ATPazy, wchodzacej w sklad 19S
- regulatorowego elementu proteasomu 26S (Cho i in. 2006; Chen 2007).

Percepcja sygnalu wywotanego zmiang dostepu cukréw moze zachodzi¢ row-
niez niezaleznie od heksokinazy. Funkcje sensoréw blonowych moga pelni¢ prze-
nos$niki bialkowe cukréw, np. transportery glukozy lub sacharozy, zlokalizowane
w plazmolemie. Funkcje sensora cukréw moglyby pelni¢ takze analogi transporte-
réw cukrowych czy receptory sprzezone z biatkami G (GPRC). Ukazaly si¢ tez
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prace wskazujace na udzial bialek G (lub ich analogéw) w szlakach transdukcji
sygnaltu cukrowego u roslin (prace cyt. w: Ciereszko 2007), niezaleznych od hekso-
kinazy. Ponadto zaprezentowano model dzialania regulatorowego biatka RGS1
(sprzezonego z bialkiem G) jako receptora cukrowego zlokalizowanego w plazmo-
lemie (Grigston i in. 2008; Smeekens i in. 2010). Mechanizm dzialania RGS1
i rodlinnych bialek G jest aktualnie intensywnie badany (Trusov, Botella 2016).

W transdukcji sygnalu cukrowego posredniczg réznorodne przekazniki wtdr-
ne, w tym specyficzne kinazy i fosfatazy biatkowe. Taka role przypisuje si¢ kom-
pleksom kinaz serynowo-treoninowych SnRK (sucrose non-fermentingl-related
protein kinases), CDPK (Ca**-dependent protein kinases), kinazom MAP (mito-
gen-activated protein), ostatnio takze kinazom TOR (target of rapamycin) (Rolland
i in. 2006; Dobrenel i in. 2013; Xiong, Sheen 2014).

Zaproponowano kilka mechanizméw regulacji wzrostu roélin, w zaleznosci od
dostepu cukréw. System promujacy/stymulujacy procesy wzrostowe roslin, to:
heksokinaza (jako sensor glukozy), Tre6P (jako sygnal) i kinaza TOR. Brak Tre6P
czy kinazy TOR hamuje wzrost i przejécie do fazy generatywnej roélin (moze by¢
letalne, podczas embriogenezy). System hamujacy procesy wzrostowe roslin to
SnRK1 i czynniki transkrypcyjne C/S1 bZIP (C/S class basic region lecine zipper).
Indukcja SnRK1 i C/S1 bZIP najczgéciej hamuje procesy wzrostowe (Lastdrager
iin. 2014).

Trehaloza byta znana jako cukier wystepujacy u mikroorganizméw i grzybow.
U roélin wykryta p6zno, uwazano, ze moze pelni¢ role osmoprotektanta w warun-
kach suszy. W ostatnim dziesi¢cioleciu stwierdzono, ze Tre6P jest niezbedny do
prawidlowego wzrostu i rozwoju roélin oraz stabilnej gospodarki cukrowej (O’'Hara
i in. 2013). Wykryto wiele genéw kodujacych syntaze trehalozofosforanowa oraz
fosfataze u roslin, nie wszystkie ich produkty sa aktywne katalitycznie, moga wiec
petni¢ inne funkcje. Poziom Tre6P wzrasta po podaniu sacharozy, sugerowano
wigc, ze Tre6P moze by¢ sensorem sygnatu cukrowego. Tre6P wplywa ponadto na
aktywno$¢ innych komponentéw szlakow transdukeji, m.in. SnRK1 (O’Hara i in.
2013; Lastdrager i in. 2014; Figueroa, Lunn 2016).

Kompleks serynowo-treoninowych kinaz SnRK1 uczestniczy w regulacji
metabolizmu cukréw oraz w metabolizmie azotowym, np. poprzez fosforylacje
biatka enzymatycznego syntazy sacharozofosforanowej, syntazy sacharozowej
i a-amylazy czy reduktazy azotanowej (Jossier i in. 2009; Sheen 2014). Aktywnos¢
kinaz SnRK jest regulowana poprzez fosforylacje, przez glukozo-6-fosforan, ale
takze przez Tre6P, ktéry hamuje aktywnos$¢ SnRK (w warunkach deficytowego
zaopatrzenia). Wykazano, ze SnRK, kontrolowane za posrednictwem cukréw (sa-
charozy, na poziomie genu) oraz hormonéw (auksyny, cytokininy, ABA), wplywa
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na procesy wzrostowe i rozwojowe organdw roslin (prace cyt. w: Ljung i in. 2015).
Rola SnRK1 w transdukcji sygnatu cukrowego, a zwlaszcza ich podjednostek katali-
tycznych KIN10/KINT11, byla intensywnie badana w komérkach roglinnych. Kinazy
bialkowe KIN10 i KIN11 sa uwazane obecnie za kluczowe w koordynacji odpowie-
dzi rodlin na cukry i czynniki stresowe, wplywaja na homeostaz¢ energetyczna
komorki (Smeekens i in. 2010). Niedobdr energii aktywuje KIN10 i KIN11, ktére
stymulujg badz inaktywuja szereg proceséw w komorce, co prowadzi do polepsze-
nia gospodarki energetycznej, dostosowania wzrostu i umozliwia odpowiednia
reakcje rodliny na zaistnialy czynnik stresowy (O’Hara i in 2013; Lastdrager i in.
2014; Sheen 2014).

System kinaz bialkowych TOR wczeéniej dobrze poznano w komérkach droz-
dzy i zwierzat - ich funkcjg jest regulacja wzrostu, proliferacji, réznicowania
i ruchu komorek, a takze procesow transkrypgcji i translacji. TOR funkcjonuje jako
sensor/regulator komdrkowego poziomu zwiazkéw energetycznych i stanu redoks
(Dobrenel i in. 2013; Xiong, Sheen 2014). Drozdze i ssaki zawieraja dwa kompleksy:
TORC1 i TORC2, u Arabidopsis znany jest jeden kompleks — TORCI. U roélin
zmiany ekspresji TOR prowadza do zmian wzrostowych i rozwojowych, poczawszy
od rozwoju embrionalnego po procesy starzenia. Kinazy TOR tworza kompleksy
zinnymi biatkami, np. z RAPTORI1 (Xiong, Sheen 2014). Wykazano, ze szlaki
sygnatowe z udzialem TOR wplywaja na metabolizm pierwotny i wtérny komdrek
rodlinnych oraz procesy wzrostowe - przykladowo stymulacja wzrostu korzeni
Arabidopsis, wywolana przez glukozg, jest kontrolowana przez kinazy TOR (Dobre-
nel i in. 2013; Xiong, Sheen 2014).

W przekazywaniu sygnatu cukrowego moga bra¢ udzial fitohormony, np.
ABA, etylen (ryc. 2). Izolacja i charakterystyka licznych mutantéw, cukrowych
i hormonalnych, dostarczyla dowodéw na wspoldziatanie hormonalnych i cukro-
wych drég sygnalnych. Wykazano, ze fenotyp mutanta z nadprodukcja etylenu,
etol, jest taki sam jak mutanta ginl (brak wrazliwosci na glukoze). Stwierdzono, ze
mutanty ginl, isi4, sis4 s alleliczne do aba2 (o obnizonej syntezie kwasu abscysy-
nowego), a ginG, isi3, sis5, sun6 sg alleliczne do abi4. Udowodniono udziat czynni-
kow transkrypcyjnych ABI3, ABI4, ABI5, a takze ABF2, ABF3, ABF4 w transdukgji
sygnalow cukrowych, zaleznych badz nie od heksokinazy. Ponadto wyniki badan
wskazuja na wspdldzialanie cytokinin, giberelin oraz na wspoldziatanie kwasu
jasmonowego, salicylowego czy brasinosteroidéw ze szlakami cukrowymi (prace
cyt. w: Ciereszko 2007; Ljung i in. 2015; Zhang, He 2015). Sugeruje sie, Ze zwlaszcza
biatka DELLA oraz PIF (phytochrome-interacting factor) odgrywaja kluczowa role
w koordynacji proceséw wzrostowych kontrolowanych, dzigki interakcjom pomie-
dzy drogami sygnalowymi wywotanymi przez hormony i cukry (prace cyt. w: Ljung
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i in. 2015). Drogi transdukcji sygnaléw uaktywnione przez cukry wspoéltdzialajg
z wieloma szlakami hormonalnymi oraz szlakami odpowiedzi na czynniki $rodowi-
skowe, tworzac w komorkach roélinnych zlozong sie¢ komunikacyjno-
sygnalizacyjng. Wspdldziatanie réznych szlakow transdukcji umozliwia sprawng
regulacje procesdw wzrostowych i rozwojowych roélin, jednak doktadne poznanie
mechanizméw regulacji wymaga na pewno dalszych badan.
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Streszczenie: Aminy biogenne nalezg do grupy aktywnych biologicznie zasad organicznych
o matych masach czasteczkowych, powszechnie wystepujacych w roslinach, grzybach, organi-
zmach zwierzecych oraz mikroorganizmach. Aminy biogenne sg to zwiazki uwazane za neuro-
transmitery (neuroprzekazniki) mobilizujgce organizm do zwiekszonej aktywnosci biologicznej.
U roslin zaliczane sa do hormonéw pochodzenia zwierzecego i petnig funkcje regulatoréw wzro-
stu. Mozna wsrdd nich wyrézni¢, miedzy innymi: acetylocholing, adrenaling, noradrenaline, dopa-
mine, histamine i serotonine. Wystepujg one u roélin w postaci wolnej lub w potaczeniu ze zwigz-
kami fenolowymi. Modyfikuja one procesy fizjologiczne i morfologiczne zachodzace w roslinach.
Zwiazki te uczestnicza w prawidtowym przebiegu proceséw komodrkowych oraz sg niezbedne
w utrzymaniu zywotnosci komérek. W komorkach wptywaja, miedzy innymi, na replikacje DNA
i przepuszczalnos¢ bton komorkowych. Ponadto wykazujg funkcje obronne przed patogenami
grzybowymi, wirusowymi oraz zahamowuja procesy nowotworowe. Pod wptywem czynnikéw
stresowych w tkankach roslinnych, wzrasta ich stezenie. Zwigzki te uczestnicza, miedzy innymi
w kietkowaniu, ukorzenianiu, kwitnieniu oraz regulacji morfogenezy u roslin. Ponadto reguluja
gospodarke wodng i wymiane jonéw sodu, potasu i wapnia oraz moga wchodzi¢ w interakcje
z innymi fitohormonami. Ich dziatanie zalezy przede wszystkim od stezenia, powinowactwa do
odpowiednich receptoréw komoérkowych, gatunku rosliny, jej stanu fizjologicznego oraz od wa-
runkéw otaczajacego $Srodowiska. Prawdopodobnie regulacja odpowiedzi fizjologicznej komorki
rodlinnej pod wptywem tych zwigzkéw jest podobna do mechanizmu przekazywania impulséw
w uktadzie autonomicznym zwierzat.

Stowa kluczowe: aktywnos¢, aminy heterocykliczne (imidazolowe i indolowe), aminy katecholowe,
biosynteza
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1. Wstep

W ostatnich latach obserwuje sie zwigkszone zainteresowanie wszystkimi
substancjami wykazujacymi aktywno$¢ regulatoréw wzrostu i rozwoju. Jest to zwig-
zane z intensyfikacja badan w tej dziedzinie, a w konsekwencji - z odkryciem nie-
znanych dotad zwigzkéw. Regulatory wzrostu i rozwoju roélin sg substancjami
organicznymi, ktérych niewielkie ilosci modyfikujg funkcje fizjologiczne zachodza-
ce w roélinie. Oprdcz fitohormondw, u roslin wyizolowano typowe hormony zwie-
rzece oraz ich analogi chemiczne, ktére nieznacznie ro6znia sie struktura chemiczna
(Matysiak, Adamczewski 2009). Stwierdzono ich wystepowanie we wszystkich
grupach taksonomicznych roslin. Dotychczas u roslin wyodrebniono hormony
pochodzenia zwierzecego, takie jak: acetylocholina, adrenalina, noradrenalina,
dopamina, serotonina i histamina, zwigzki steroidowe, zwlaszcza z grupy andro-
genow, estrogendw i kortykoidow oraz ekdysteroidy, prostaglandyny i ich zwigzki
pokrewne (Czerpak 1993; Bajguz i in. 2015).

Aminy biogenne to grupa aktywnych biologicznie zasad organicznych, o ma-
tych masach czasteczkowych, powszechnie wystepujacych w roélinach, grzybach,
organizmach zwierzecych oraz w mikroorganizmach. Uczestniczg one w syntezie
bialek, hormonoéw, alkaloidéw i kwaséw nukleinowych, wplywaja na replikacje
DNA i przepuszczalnos¢ blon komdrkowych. Ponadto biora udzial w regulacji
temperatury ciala, ci$nienia tetniczego krwi i aktywnosci moézgu. Z jednej strony sa
niezbedne do wzrostu i utrzymania zywotnosci komoérek oraz prawidlowego prze-
biegu wielu proceséw metabolicznych, z drugiej zas moga wykazywac¢ dzialanie
toksyczne, a niektére z nich nawet rakotworcze, jako prekursory kancerogennych
N-nitrozwigzkéw (Karovicovd, Kohajdova 2005).

Aminokwasy s3 gtéwnym Zrédlem azotu dla organizmoéw zywych oraz stuza
jako substancje wyjsciowe dla innych skladnikéw azotowych, do ktdérych naleza,
miedzy innymi, aminy biogenne, do ktérych zaliczamy: aminy katecholowe (do-
pamina, noradrenalina i adrenalina) jako pochodne aminokwasu tyrozyny, aminy
heterocykliczne - imidazolowe, do ktdrych nalezy histamina powstajaca w wyniku
dekarboksylacji histydyny oraz indolowe, do ktérych nalezy serotonina syntezowa-
na z tryptofanu. Sg to zwigzki uwazane za neuroprzekazniki (neurotransmitery)
mobilizujace organizm czlowieka i zwierzecia do zwiekszonej aktywnosci fizycznej
i psychicznej. Okazalo sie, ze zwiazki te wystepuja nie tylko u zwierzat, ale réwniez
roéliny s3 w nie zasobne (Roshchina 2001). Odkrycie tych receptoréw u roslin
sugeruje, ze takie metabolity wtérne nie tylko pelnig role czysto obronng, ale rosli-
ny moga by¢ w stanie odbiera¢ takze powszechne sygnaly wysylane przez zwierzeta
i na nie odpowiada¢. Teoretycznie roéliny i zwierzeta moglyby wzajemnie manipu-
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lowa¢ mechanizmami wykrywania sygnaléw i odpowiedzi na nie. Chociaz odle-
gloé¢ filogenetyczna miedzy roslinami i zwierzetami roslinozernymi jest ogromna,
organizmy te maja wspolny zestaw kodéw, co wyjasnia, jak roéliny moga rozpo-
znawac owady, a takze w jaki sposob roéliny i zwierzeta moga nawzajem blokowa¢
swoje sygnaty (Schulz 2002).

2. Wystepowanie katecholamin, serotoniny i histaminy

Aminy katecholowe (katecholoaminy) to pochodne aminokwasu tyrozyny,
jako typowe hormony i neurotransmitery zwierzece spotykane s takze u roslin
nizszych i wyzszych, nalezacych, migdzy innymi, do nastgpujacych rodzin: amaryl-
kowate (Amaryllidaceae), bananowate (Musaceae), cyprysowate (Cyperaceae),
gazewnikowate (Loranthacaceae), jaskrowate (Ranunculaceae), krzyzowe (Crucife-
rae), liliowate (Liliaceae). Katecholaminy wystepuja w przeszlo 30 gatunkach roslin
przeznaczonych do konsumpcji czlowieka, migdzy innymi, w owocach awokado,
banandéw i pomaranczy. Do amin katecholowych naleza: adrenalina, noradrenalina
i dopamina oraz ich metylowe pochodne. Najwigksze stezenie dopaminy stwier-
dzono w skérce owocu banana zéltego (Musa sapientum L. var. baracoa), ktére
wynosi 700 pg/g swiezej masy; adrenaliny ponizej 1 pg/g, noradrenaliny - 3,5 pug/g.
Katecholaminy wyizolowano z migzszu i skérki owocédw, pakow kwiatowych, lisci,
todyg i korzeni. Dotychczas wewnatrzkomorkows lokalizacje katecholamin stwier-
dzono wylacznie w wakuolach chloroplastow, np. dopaminy w maku lekarskim
(Papaver somniferum L.) czy adrenaliny i noradrenaliny w wielu gatunkach roélin
z rodzin: motylkowate i pokrzywowate (Roshchina 2001). W 1985 roku dokonano
identyfikacji melatoniny - aminy indolowej. Jej wystepowanie stwierdzono u 108
gatunkow roslin stosowanych w medycynie chinskiej (Chen i in. 2003). Manchester
iin. (2000) odnotowali wystepowanie melatoniny u wisni. Natomiast Reiter (2005)
dokonat oznaczenia melatoniny w orzechach wloskich. Zachowana w duzym stop-
niu natura indoloamin oraz réznorodnos¢ gatunkow zawierajacych melatoning
moze wskazywa¢ na wazng role tego zwigzku we wzroécie lub przetrwaniu roslin
wyzszych. Pod wplywem czynnikéw stresowych, w tkankach roélinnych wzrasta
stezenie amin katecholowych (Swiedrych i in. 2004).

Serotonina jest przedstawicielem amin biogennych, heterocyklicznych, indo-
lowych. Wystepuje w niektérych gatunkach roélin wyzszych. Najwieksze ilosci
serotoniny spotykane sg w roslinach z rodzin: orzechowate (Juglandaceae), motyl-
kowate (Fabaceae), pokrzywowate (Urticaceae) oraz psiankowate (Solanaceae).
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Zawarto$¢ serotoniny w organizmach roslinnych jest poréwnywalna lub nieco
mniejsza w stosunku do zwierzat. Najwieksza ilos¢ serotoniny - 200 ug/g swiezej
masy stwierdzono w nasionach Griffonia simplicifolia (D.C.) Baill. z rodziny motyl-
kowate. Najbardziej zasobne w serotonine okazaly si¢ owoce i nasiona, w ktorych
jest jej ponad 100-krotnie wiecej niz w organach wegetatywnych: lisciach, fodygach
czy korzeniach. Wewnatrzkomoérkows lokalizacje serotoniny stwierdzono jedynie
w wakuolach pokrzyw (Roshchina 2001).

Histamina to przedstawiciel amin biogennych, heterocyklicznych, imidazolo-
wych. Obecnie znanych jest ponad 50 gatunkéw roslin u ktérych stwierdzono
obecnos¢ histaminy. Najbardziej zasobnymi roslinami w ten zwigzek sg gatunki
nalezace do rodzin: komosowate (Chenopodiaceae) i pokrzywowate (Urticaceae).
Histamina wystepuje we wszystkich czgéciach roslin naczyniowych: korzenie, fody-
gi, pylniki, kwiaty, owoce i nasiona. Zawarto$¢ jej w poszczegdlnych organach
roélin moze zmienia¢ si¢ w zaleznosci od okresu wegetacji, fazy rozwoju czy zmian
srodowiska (Gawarska i in. 2012). Najbardziej zasobne w histaming sg wloski pa-
rzace pokrzyw (25-50 pg/1000 wloskow), liscie (1-100 ug/g swiezej masy), owoce
(20 pg/g swiezej masy) oraz kwiaty (1-10 ug/g $wiezej masy). Dotychczas najwiek-
szg zawarto$¢ histaminy oznaczono we wloskach parzacych Jatropha urens L. (wil-
czomleczowate, Euphorbiaceae), ktére zawierajg 1250 pg histaminy w przeliczeniu
na 1000 wloskéw. Ponadto histamine wyizolowano z pytku kwiatowego roslin
wiatropylnych, np. mietlicy olbrzymiej (Agrostis alba L.), kupkéwki pospolitej
(Dactylis glomerata L.), zycicy trwalej (Lolium perenne L.), Zyta zwyczajnego (Secale
cereale L.) czy kukurydzy zwyczajnej (Zea mays L.) oraz roslin owadopylnych,
np. lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.), lipy szerokolistnej (Tilia platyphyllos L.)
czy lipy drobnolistnej (Tilia cordata Mill.). Pod wplywem czynnikéw stresowych,
takich jak susza, wzrasta zawarto$¢ histaminy w tkankach roslinnych. Histamina
wystepujaca we wloskach parzacych pokrzyw i pytku kwiatowym moze by¢ czynni-
kiem wywolujacym reakcje alergiczne u ludzi (Roshchina 2001).

3. Biosynteza katecholamin, serotoniny i histaminy

Zwiagzki fenyloetyloaminowe, do ktérych nalezg katecholaminy powstaja po-
srednio z fenyloalaniny (ryc. 1). Aminy katecholowe s3 produktami metabolizmu
odpowiednich aminokwas6éw. Fenyloalanina podlega hydroksylacji do tyrozyny,
ktéra moze przeksztalca¢ si¢ dalej dwoma szlakami. Pierwszy, to bezposrednia
hydroksylacja tyrozyny do dioksyfenyloalaniny (DOPA). Drugim jest dekarboksy-
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lacja tyrozyny - najpierw do tyraminy, a nastgepnie poprzez jej hydroksylacje do
DOPA. Dopamina jest bezposrednim prekursorem noradrenaliny i adrenaliny,
powstajacym w wyniku dekarboksylacji DOPA z udzialem dekarboksylazy dioksy-
fenyloalaninowej badz hydroksylazy tyraminowej. Dopamina moze by¢ utleniona
do noradrenaliny, ktéra z udziatem transmetylazy fenyloalaninowej przeksztalca sie
w adrenaling (Roshchina 2001, Kulma i Szopa 2007). Miejsce biosyntezy katecho-
lamin w komorkach roslinnych pozostaje niewyjasnione. Zaktadajac analogie do
zwierzat, ich biosynteza powinna mie¢ miejsce w cysternach aparatu Golgiego.
Biosynteza katecholamin zalezy od czynnikéw zewnetrznych. W kalusie portulaka
wielkokwiatowego (Portulaca grandiflora Hook.), zawierajacego dopaming, adrena-
ling, noradrenaling i epinine, biosynteza DOPA i dopaminy zachodzi szybciej
w ciemnosci niz na $wietle. Pozostale katecholaminy (adrenalina i noradrenalina)
s3 syntezowane jedynie w ciemnosci.

Serotonina jest syntezowana z tryptofanu, ktérego szlak zlokalizowany jest
w plastydach (ryc. 2). Biosynteza serotoniny przebiega dwiema drogami, zaréwno
poprzez 5-oksytryptofan czy tryptamine. Pierwszym etapem biosyntezy serotoniny
jest dekarboksylacja tryptofanu do tryptaminy, katalizowana przez enzym dekar-
boksylaze tryptofanowg lub dekarboksylaz¢ aminokwaséw aromatycznych. Nastep-
nie tryptamina, w wyniku reakcji hydroksylacji, jest przeksztalcana w serotoning
w obecnosci tlenu oraz z udziatem 5-hydroksylazy tryptaminowej lub 5-hydroksy-
lazy L-tryptofanowej. Hydroksylacja tryptofanu prowadzi do powstania 5-oksy-
tryptofanu w obecnosci 5-hydroksylazy tryptofanowej. Nastepnym etapem jest
dekarboksylacja 5-oksytryptofanu do serotoniny (Roshchina 2001).

Biosynteza histaminy u roélin przebiega podobnie jak u zwierzat, gdzie zwigz-
kiem wyjsciowym jest aminokwas histydyna, ktéry ulega dekarboksylacji (ryc. 3).
Przeksztalcenie to jest bardzo prosta jednostopniows reakcja, w przeciwienstwie do
biosyntezy katecholamin czy serotoniny. Brak jest jakichkolwiek informacji odno-
$nie do miejsca biosyntezy w komorkach roslinnych. U zwierzat, dekarboksylaza
histydynowa zostala znaleziona we frakcjach mitochondrialnych i mikrosomal-
nych. Przemiany histaminy u roélin powstaja w drodze eliminacji grupy aminowej,
utleniania czy metylacji. Histamina jest prekursorem wielu alkaloidéw zawieraja-
cych pierécien imidazolowy, takich jak: dolichotelina (pochodna izowalerianowa
histaminy z kaktusa Dolichothele sphaerica (A. Dietr.) Britton & Rose), glochidon,
glochidycyna, dimedon (wystepuja w lisciach ro$lin z rodzaju Glochidion) czy
zapotydyna pochodzjca z kazimiry jadalnej (Casimiroa edulis La Llave) (Roshchina
2001).
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4, Aktywnos¢ biologiczna katecholamin, serotoniny,
histaminy i melatoniny

Katecholaminy stuzg jako substraty do biosyntezy innych zwigzkéw aktyw-
nych w komoérkach roélin. W szczegdlnosci dopamina jest forma posrednia w bio-
syntezie alkaloidow, zwlaszcza benzyloizochinolin, takich jak: papaweryna czy
morfina, halucynogennego alkaloidu meskaliny wystepujacego w wielu gatunkach
kaktusa, oraz alkaloidéw tetrahydrobenzyloizochinolinowych. Wyniki uzyskane dla
wyizolowanych chloroplastéw szpinaku pokazuja, ze adrenalina i dopamina moga
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mediowa¢ fotosyntetyczng redukcje tlenu. Zwigzki te moga funkcjonowa¢ jako
chemiczne analogi proponowanego naturalnego mediatora, czynnika redukujace-
go, ktory umozliwia redukcje tlenu w ramach transdukcji energii w fotosyntezie.
Catkowicie utleniona forma adrenaliny, adrenochrom, takze dziata jako mediator
fotosyntetycznego poboru tlenu, ale tylko poprzez redukeje tlenu do ponadtlenku
(Allen 2003).

Pozostaje jeszcze do zbadania, czy ktdres z pochodnych katecholamin rzeczy-
wiscie moga dziala¢ w ten sposdb in vivo. Po drugie, katecholaminy umozliwiaja
organizmom dostosowanie odpowiedzi do warunkéw stresowych. Prawdopodob-
nie po czesci wynika to z antyoksydacyjnych wilasciwosci tych zwigzkéw i ich po-
chodnych (utlenianie dopaminy prowadzi do produkcji melaniny, silnego pozera-
cza wolnych rodnikéw) i odkladania si¢ pochodnych w $cianie komorkowe;j.
Na przykltad synteza katecholaminy u portulaki (Portulacca L. sp.) jest znacznie
wyzsza w ciemno$ci. W przeciwienstwie do tego, u subantarktycznej kapusty ker-
guelenskiej (Pringlea antiscorbutica RBr. ex. Hook f.) poziom dopaminy (oraz
kilku innych amin) obniza si¢ w sytuacji stresu termicznego (Hennion i in. 2000).

Niewiele jest badan dotyczacych wptywu katecholamin (adrenaliny, noradre-
naliny i dopaminy) na wzrost roélin. W stezeniach rzedu 107-10°M nieznacznie
stymulujg wzrost i rozwdj glonu Chlorella pyrenoidosa Chick. Zwiekszaja zawartos¢
chlorofili, karotenoidéw, bialek i monosacharydéw oraz aktywno$¢ aminotransfe-
raz: ALAT i AspAT. W stezeniach przekraczajacych 10*M dzialajg poczatkowo
hamujaco, a nastepnie toksycznie na wzrost glonu. Katecholaminy stymuluja réw-
niez wzrost kultur tkankowych ziemniaka (Solanum tuberosum L.). Dopamina,
w stezeniach przekraczajacych 5 mg/l (3,2x10°M), opdznia wzrost kalusa banana
(Musa acuminata Colla), a w stezeniu 50 mg/1 (3,2x10* M) calkowicie go blokuje.
Z kolei noradrenalina i adrenalina podwyzszaja dzialanie synergistyczne z gibereli-
nami w stymulacji wydiuzania siewek sataty siewnej (Lactuca sativa L.). Poza tym
katecholaminy i serotonina biorg udzial w morfogenezie roslin. Dopamina jest
stymulatorem wzrostu, zwlaszcza czesci nadziemnych: lisci i todyg (przecigtnie
w 20%), podczas gdy wzrost korzeni byt nieznaczny, a niekiedy dopamina wykazy-
wala wplyw toksyczny. Stwierdzono réowniez, ze endogenny poziom dopaminy jest
wyzszy w czesciach nadziemnych rosliny (Roshchina 2001).

Serotonina jest najbardziej aktywnym regulatorem wzrostu roslin sposrod
amin biogennych. Wykazuje auksyno-podobne dzialanie, tzn. przyspiesza wzrost
korzeni, masy korzeniowej i liScieni siewek jeczmienia. Dzialanie histaminy na
wzrost wydluzeniowy roélin nie zostalo jeszcze zbadane. Pod wplywem dopaminy,
histaminy i adrenaliny stwierdzono staby wptyw lub brak oddzialywania na kietko-
wanie sadzonek rzodkwi zwyczajnej (Raphanus sativus L.), podczas gdy noradrena-
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lina i serotonina stymuluja kietkowanie w okofo 40-50%. Noradrenalina, w steze-
niach rzedu 10°-10*M, zahamowuje kietkowanie pytku zwartnicy (Hippeastrum
hybridum Herb.), z kolei dopamina i serotonina wykazujg dziatanie stymulujace.
Histamina jest regulatorem, ktéry w zaleznos$ci od zastosowanego stezenia, posiada
dziatanie stymulujace lub hamujace kielkowanie nasion (Roshchina 2001).

Melatonina odgrywa wazng role we wzroécie i przetrwaniu roslin wyzszych.
Sprzyja ona wzrostowi etiolowanych hipokotyli roélin straczkowych w tescie biolo-
gicznym, okreslajacym aktywno$¢ auksyn, co sugeruje, ze u roslin wyzszych, mela-
tonina moze dziala¢ jako auksynowy regulator wzrostu (Hernandez-Ruiz i in.
2004). W badaniach nad mozgg kanaryjska, pszenicg, jeczmieniem i owsem, egzo-
genne podanie melatoniny hamuje rozwdj korzenia w podobny sposéb, jak nad-
mierna ekspozycja na auksyny (Hernandez-Ruiz i in. 2005). Zwigzki miedzy endo-
genng melatoning, serotoning i auksyng badano takze w okresie rozwoju korzeni
i pedéw dziurawca zwyczajnego (Murch i in. 2001; Murch, Saxena 2004). W bada-
niach tych organogeneza korzenia, indukowana auksynami, hamowana byla przez
inhibitory syntezy i transportu melatoniny.

Akumulacja podobnego zwiazku - serotoniny w tkankach z niedoborem
melatoniny powodowala proliferacj¢ odrosli (Murch i in. 2001). Wyniki te sugeru-
ja, ze wzgledny stosunek serotoniny do melatoniny moze mediowa¢ morfogeneze
roélin w sposéb analogiczny do modyfikacji wzrostu roslin powodowanej zmiana-
mi w stosunku stezenia auksyn do innych fitohormonoéw, takich jak cytokininy.
Melatonina jest silnym antyoksydantem u ssakéw i roslin wyzszych (Reiter, Tan
2002). W zlozonych uktadach fizjologicznych, melatonina moze naprawi¢ uszko-
dzone biomolekuly poprzez transfer elektronéw, jak niedawno wykazano w przy-
padku przeksztalcenia rodnika guazynowego w guanozyne (Hardeland 2005).
W odréznieniu od klasycznych antyoksydantow, melatonina nie wykazuje dziata-
nia prooksydacyjnego, a wszystkie znane formy posrednie, generowane przez inte-
rakcje melatoniny z reaktywnymi formami tlenu, sg takze pozeraczami wolnych
rodnikéw (Tan, Reiter 2002). Na podstawie badan Reiter i in. (2001) wiadomo,
ze akumulacja melatoniny w tkankach rozrodczych, nasionach i owocach moze
wskazywaé na mechanizm ochrony tych tkanek przed uszkodzeniem oksydacyjnym
wynikajacym z suszy, zbyt niskich lub zbyt wysokich temperatur, promieniowania
ultrafioletowego lub toksyn obecnych w srodowisku.

Dotychczasowe badania pozwolity na ustalenie nastepujacych funkcji mono-
amin biogennych u roslin:

«  katecholaminy inicjuja fotofosforylacje w chloroplastach;
«  katecholaminy sg prekursorami w biosyntezie alkaloidow;
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«  biorg udzial w reakcjach energetycznych roslin jako donory lub akceptory
transportu elektronéw pomiedzy fotosystemem II a fotosystemem I;

«  reguluja aktywno$¢ enzymoéw, np. histamina hamuje aktywnos$¢ lizozymu,
noradrenalina obniza aktywno$¢ karboksylazy rybulozobisfosforanowej czy
acetylocholinoesterazy;

«  biorg udziat w autofosforylacji biatek;

«  stymulujg biosyntezy etylenu;

«  wspoldzialajg z auksynami i giberelinami w regulacji wzrostu roslin;

«  wystepuja jako oksydanty i antyoksydanty;

«  wystepuja jako substancje stabilizujace i chronigce struktury komdrkowe przed
szkodliwym dzialaniem: suszy (histamina), grzybéw Cercospora beticola (do-
pamina), promieniowania UV powodujacego guzy nowotworowe roslin (sero-
tonina), wirusami czy mechanicznymi skaleczeniami tkanek roslinnych przez
wiatr, ptaki lub skaly (dopamina);

«  regulujg gospodarke wodng i wymiane jonéw sodu, potasu i wapnia;

«  indukujg synteze wtornych przekaznikéw sygnatéw cAMP i cGMP, trifosfoi-
nozytolu (IP;), jondw wapnia, jak réwniez enzymu cyklazy adenylowej;

«  wystepuja jako czasteczki sygnalowe w kontaktach migdzykomoérkowych
i wewnatrzkomdrkowych;

. biorg udziat w ruchach roélin;

«  biorg udzial w allelopatii pytku kwiatowego.

5. Podsumowanie

Pod wplywem katecholamin: serotoniny, histaminy i melatoniny - zwierze-
cych neurotransmiteréw, dochodzi do zmian we wzroscie i metabolizmie ro$lin.
Przypuszcza sig¢, ze regulacja odpowiedzi fizjologicznej komorki roélinnej pod
wplywem amin biogennych jest podobna do mechanizmu przekazywania impul-
séw w ukladzie autonomicznym zwierzat. Reakcje tych zwigzkéw na przepuszczal-
no$¢ jonéw oraz indukcja syntezy cyklicznych nukleotydéw, trifosfoinozytolu
prowadza do wywolania wtasciwej odpowiedzi fizjologicznej roélin. Jednak dotych-
czasowe badania nad charakterem dzialania amin biogennych, ich interakcji
z fitohormonami czy wtérnymi przekaznikami transdukcji sygnaléw nie w pelni
wyjasniajg ten mechanizm. Zastosowanie metod immunologicznych, chromatogra-
ficznych czy biochemicznych umozIliwi ustalenie lokalizacji strukturalnej biosynte-
zy tych zwigzkéw w komorce oraz ich aktywnosci biologicznej jako regulatoréw
wzrostu roslin.
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Streszczenie: Ekdysteroidy, hormony linienia owadoéw i innych bezkregowcoéw, sa szeroko rozpo-
wszechnione w Swiecie roslinnym: wystepujg zaréwno u roslin okrytonasiennych i nagonasiennych.
Spotykane sa takze u glonéw i paprotnikow. Fitoekdysteroidy kumulujg sie w tkankach istotnych
dla proceséw rozwojowych roslin, w wigkszych ilosciach wystepuja w liciach i kwiatach, natomiast
w mniejszych — w todygach, korzeniach i nasionach. Stwierdzono, ze rosliny sa nie tylko bardziej
zasobne w ekdysteroidy niz zwierzeta, ale aktywno$¢ biologiczna ekdsyteroidéw jest wieksza
w roslinach niz u owadow. Ekdysteroidy sg to zwigzki o zréznicowanej budowie chemicznej,
wystepujace jako: 1) pochodne réznych steroli z 0gdlng liczba wegli Co7, Cog, Coo; 2) zwiazki Caa, Co1,
Cio, powstate w wyniku rozerwania tancucha bocznego. Bezposrednim prekursorem w biosyntezie
fitoekdysteroidow jest latosterol, ktéry poprzez niezidentyfikowane zwigzki posrednie, przechodzi
w ekdyson. Przemiane ekdysonu w 20-hydroksyekdyson, poprzez pochodna fosforanowa, katali-
zuje enzym 20-monooksygenaza ekdysonowa. Egzogennie podany roslinom ekdyson, witgcza sie
w szlak biosyntezy ekdysteroidow, w ktdérym jest metabolizowany, poprzez fosforan-3-ekdysonu —
do 20-hydroksyekdysonu. Rola ekdysteroidéw w roélinach jest wcigz nie do korfica poznana. Testy
biologiczne wykazaty, ze ponasteron A, 20-hydroksyekdyson oraz inokosteron posiadajg aktyw-
nos¢ giberelinopodobna. W glonie Chlorella vulgaris stwierdzono stymulujacy wptyw ekdysteroi-
dow na liczbe komorek, zawartos¢ DNA i RNA, biatek, barwnikéw fotosyntetycznych oraz cukréw.
20-hydroksyekdyson nieznacznie stymuluje kwitnienie rzepnia pensylwanskiego, zas hamuje
formowanie sie kwiatow zenskich dyni zwyczajnej. W roslinach, ekdysteroidy petnig funkcje
obronna przed zgryzaniem przez owady, poniewaz po przedostaniu sie do organizmu zwierzecia,
wywotujg zaburzenia w procesach rozwojowych. Ponadto posiadaja znaczenie farmakologiczne
wskutek dziatania antydepresyjnego, spermotwdrczego, przeciwgrzybicznego, przeciwbakteryjne-
go oraz przypuszczalnie wykazuja dziatanie przeciwnowotworowe.

Stowa kluczowe: biosynteza, hormony steroidowe, bior6znorodnos¢, wystepowanie, aktywnos¢
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1. Wstep

Ekdysteroidy nalezg do hormondéw regulujacych linienie i metamorfoze owa-
dow. Sa one najpowszechniej wystepujacymi hormonami steroidowymi. Ich obec-
no$¢ wykazano zaréwno u owaddw, jak i u innych stawonogdéw (Arthropoda) oraz
u nizszych zwierzat, takich jak: pierscienice (Annelida), nicienie (Nematoda) czy
mieczaki (Molusca). Obecnie wiadomo, ze steroidy te uczestniczg we wszystkich
etapach rozwoju owadow oraz w regulowaniu wielu procesow biochemicznych
i fizjologicznych: niezbedne sg przy skladaniu jaj, podczas rozwoju embrionalnego
i postembrionalnego, a u doroslych osobnikéw reguluja rozwoj, metamorfoze,
reprodukgje i diapauze (Smagge 2009).

Wystepowanie, struktura chemiczna, biosynteza i przemiany metaboliczne
oraz aktywno$¢ ekdysteroidow u roslin, jest przedmiotem niniejszego rozdziatu.

2. Wystepowanie ekdysteroidéw w roslinach

Ze wzgledu na obecnos¢ ekdysteroidéw zaréwno u roélin, jak i zwierzat, do-
konano umownego podzialu na fito- i zooekdysteroidy. U roélin obecnos¢ ekdyste-
roidéw po raz pierwszy stwierdzono w 1966 roku, kiedy z lisci zatrzalinu (Podocar-
pus nakaii Hayata) wyizolowano ponasterony: A, B, C (ryc. 1). Ponasteron A jest
analogiem ekdysonu (ryc. 1) i wykazuje podobng aktywnos$¢ biologiczng. W latach
1966-1967 wyizolowano: 20-hydroksyekdyson z kory Podocarpus elatus R.Br.,
20-hydroksyekdyson i inokosteron (ryc. 1) z korzeni Achyranthes fauriei H. Lév. &
Vaniot, a takze polipodin A (20-hydroksyekdyson) i polipodin B (ryc. 1) z klacza
paprotki zwyczajnej (Polypodium vulgare L.) (Galbraith, Horn 1966; Jizba i in.
1967; Takemoto i in. 1967).

Fitoekdysteroidy zostaly wyizolowane z ponad 150 gatunkéw roélin wyzszych,
glonéw i paprotnikéw. Wystepuja we wszystkich czesciach rosliny, takich jak:
kiacza, korzenie, kora, todygi, pylniki, kwiaty, owoce i nasiona (Moreau i in. 2002).
W samej roélinie zawartos¢ zmienia sie w okresie wegetacji, fazy rozwoju czy zmian
sezonowych. Ponadto ich ilo$¢ i profil moze takze zaleze¢ od lokalizacji geograficz-
nej, srodowiska naturalnego oraz odmiany roslin, na ktérg wplywaja regulacje
genetyczne.
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Rycina 1. Przyktady ekdysteroidéw wyizolowanych z roélin

Zrodho: Lafont 1998; Baltaev 2000; Smagghe 2009; Bajguz i in. 2015.

Okazalo sig, ze rosliny sa bardziej zasobne w ekdysteroidy niz zwierzeta, np. z 15 kg
swiezych szpilek cisa pospolitego (Taxus baccata L.) wyizolowano 300 mg ekdyso-
nu, co stanowi 500 razy wieksza ilo§¢ niz mozna otrzymac z tej samej liczby po-
czwarek jedwabnika morowego (Bombyx mori) (Hoffmeister i in. 1967). U roslin
zawarto$¢ ekdysonu wynosi przecietnie 0,01-1% suchej masy (Golovatskaya 2004,
Bakrim i in. 2008). Jednakze najwyzsze stezenie ekdysonu moze siega¢ nawet 3,2%
suchej masy todygi Diploclisia glaucescens (Bl.) Diels. Nieco mniejsze stezenie ekdy-
sonu stwierdzono w kwiatostanie sierpika barwierskiego (Serratula tinctoria L. =
Serratula inermis Gilib.) - 2%. Jedynie kilkanascie z wyizolowanych fitoekdysteroi-
dow, posiada znaczng aktywno$¢ biologiczng; pozostale stanowig metabolity ekdy-
sonu lub 20-hydroksyekdysonu, ktéry jest formg najbardziej aktywnag i funkcjonal-
ng, zarowno u roslin, jak i zwierzat (Horn 1989; Lafont 1997, 1998; Baltaev 2000;
Dinan 2001).
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2. Budowa chemiczna ekdysteroidow

Strukture chemiczng ekdysteroidow stanowi szkielet 5a-cholestanu z 6-keto-
nowym pierscieniem B oraz grupa hydroksylowa w pozycji C-14a. Fitoekdysteroidy
posiadaja bardzo zrdznicowang strukture chemiczng, ktéra charakteryzuje sie
nastepujacymi cechami:

1) ogdlng liczbg atomoéw wegla wynoszaca:

a)  27,28lub 29 (ryc. 2), poniewaz fitoekdysteroidy sa pochodnymi réznych

titosteroli;

b) 24, 21 lub 19 (ryc. 2), co jest wynikiem rozerwania anicucha bocznego

pomiedzy C-24/C-25 lub C-20/C-22;

Cy Co Ca

2 HO
OH

HO b " HO HO o
o rubrosteron o poststeron o sidisteron
Cx g o Cas oH" | Ca oH?" 2
o
OH ‘ OH
HO HO HO

HO

abutasteron dakrysteron cyasteron

Rycina 2. Przyk+ady Crg, Co1, Cog, Coy, Cog, ng—ekdysteroidéw

Zrédto: Lafont 1998; Baltaev 2000; Smagghe 2009; Bajguz i in. 2015.

2) wystepowaniem grup hydroksylowych w szkielecie steroidowym w pozycjach:
C-1,C-2,C-3,C-5,C-9, C-11, C-121i C-19 (ryc. 3);

3) wystepowaniem grup hydroksylowych w tancuchu bocznym w pozycjach:
C-20, C-21, C-22, C-24, C-25, C-26, C-28 lub C-29 (ryc. 3);

4) przylaczaniem do C-2, C-3, C-20, C-22 lub C-25 nastepujacych kwasow:
nieorganicznych (kwasu fosforowego i siarkowego), organicznych (kwasu
octowego, benzoesowego, cynamonowego i p-kumarynowego), cukréw (galak-
tozy, glukozy i ksylozy) lub acetonidu;
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Rycina 3. Przyktady ekdysteroidéw z grupa hydroksylowa w pierscieniu A/B lub fancuchu bocznym

Zrédho: Lafont 1998; Baltaev 2000; Smagghe 2009; Bajguz i in. 2015.

5) wystepowaniem dodatkowego wigzania nienasyconego przy A’'D, A#®) A2@)
lub A*® (ryc. 4);

6) wbudowaniem w tancuch boczny dodatkowego pierscienia y- lub 6-laktono-
wego (ryc. 5) (Bajguz i in. 2015).

OH OH
OH: OH:

HO / HO |
OH OH

HO 911 HO 24(25)
5 kaladasteron, A™"" 5 stachysteron C, A
HO
oH" 4
' OH
HO ! HO :
OH OH
HO 2502 HO = 24(28
5  dekumbesteron A, AZET O  24(28)-dehydromakisteron A, A° 150

Rycina 4. Przyktady nienasyconych ekdysteroidow

Zrédho: Lafont 1998; Baltaev 2000; Smagghe 2009; Bajguz i in. 2015.
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Rycina 5. Przyktady ekdysteroidéw z dodatkowym y- lub &-laktonem

Zrédto: Lafont 1998; Baltaev 2000; Smagghe 2009; Bajguz i in. 2015.
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Rycina 6. Przyktady koniugatéw fitoekdysteroidowych

Zrodho: Lafont 1998; Baltaev 2000; Smagghe 2009; Bajguz i in. 2015.
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U roélin, w wiekszosci przypadkéw, ekdysteroidy wystepuja w stanie wolnym,
jednak znane sg przyklady wystepowania ich w postaci zwigzanej z innymi zwigz-
kami. Naleza do nich, wyizolowany z orlicy pospolitej (Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn) ponasterozyd A (3-D-glukozyd ponasteronu A), witikosteron E (octan
ekdysteronu) z Vitex megapotamica (Spreng.) Moldenke, oraz blechonozyd A i B
(glukozyd 2-deoksyekdysonu) z podrzenia (Blechnum minus (R.Br.) Ettingsh.)
(Bajguz iin. 2015) (ryc. 6).

3. Biosynteza ekdysteroiddw u roslin

Ekdysteroidy, w zaleznosci od ilosci atomdéw wegla, okreslone sg jako: C,;, Cs,
Cyo-steroidy. W reakcjach rozszczepienia tancucha bocznego wyrdzniono réowniez
szlaki dla: Cyo, C,1, Cas. Przykladowo, prekursorem ekdysteroidéw C; jest choleste-
rol, Czs — 24-metylocholesterol, Cys — 24-etylocholesterol (Baltaev 2000).

Szpinak warzywny (Spinacia oleracea L.) jest rosling modelowa w badaniach
nad biosynteza ekdysteroidow (ryc. 7), ich transportu i regulacji. Stwierdzono,
ze latosterol jest bezposrednim prekursorem w szlaku biosyntezy ekdysteroidow,
ktéry prowadzi do 20-hydroksyekdysonu. Cholesterol ulega przeksztalceniu
w latosterol, ktéry poprzez nieznane zwigzki posrednie, daje ekdyson. Dalsze jego
przeksztalcenie do 20-hydroksyekdysonu katalizuje 20-monooksygenaza ekdyso-
nowa. Reakcja jest zalezna od cytochromu P450 i koenzymu NADPH. Regulacja
biosyntezy odbywa si¢ na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego pochodnych
fosforanowych powstalych w wyniku przemian metabolicznych ekdysonu. Stwier-
dzono réwniez, ze ekdyson podany egzogennie, wiacza si¢ w szlak biosyntezy,
w ktérym jest przeksztalcany poprzez fosforan-3-ekdysonu w 20-hydroksyekdyson.
Na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego, 20-hydroksyekdyson w procesie
estryfikacji z fosforanami, jest metabolizowany do cholesterolu (Moreau i in. 2002;
Bakrim i in. 2008).
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Rycina 7. Szlak biosyntezy ekdysteroidow

Zrédto: Lafont 1998; Baltaev 2000; Bakrim i in. 2008; Smagghe 20009.

4. Metabolizm ekdysteroidow u roslin

Czasteczka 20-hydroksyekdysonu podlega w roslinach wielu reakcjom meta-
bolicznym, ktére przedstawia tabela 1. Reakcje hydroksylacji ekdysonu w pozycji
C-20, tworza najbardziej aktywna biologicznie forme, wystepujaca u owadéw
iroslin, jaka jest 20-hydroksyekdyson. Proces utleniania ekdysonu ma miejsce
w pozycji C-3, w wyniku czego tworzy sie 3-oksoekdyson. Moze on redukowac sig¢
z powrotem do ekdysonu lub do jego 3a-epimeru.
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Tabela 1. Reakcje metaboliczne 20-hydroksyekdysonu

Typ reakgji Miejsce reakcji (numer atomu wegla)
Przytaczenie grup hydroksylowych 1,5,11, 19, 23, 24, 26

Odlaczenie grup hydroksylowych 2,20, 22,25

Utlenianie 3,22

Epimeryzacja 3a/B, 5a/p

Podstawienie grupy alkilowej 24

Dehydratacja A, NG| A2509)

Rozerwanie taficucha bocznego C-24/C-25, C-20/C-22, C-17/C-20
Estryfikacja octanem 2,3,22,25

Estryfikacja benzoesanem 20,22,25

Estryfikacja cynamonianem 2

Estryfikacja kumarynianem 3

Estryfikacja siarczanem 22

Eteryfikacja miedzyczasteczkowa C-22/C-25

Eteryfikacja metoksyeterem 25

Eteryfikacja galaktozydem 3,22

Eteryfikacja glukozydem 3,25

Eteryfikacja acetonidem C-2/C-3, C-20/C-22

Zrédto: Lafont 1998; Smagghe 2009.

W procesach 3-epimeryzacji ekdysteroidow biorg udzial dwa rézne enzymy.
Pierwszym z nich jest oksydaza ekdysonowa, ktéra katalizuje przemiane ekdysonu
lub 20-hydroksyekdysonu do 3-oksoekdysteroidéw. Drugim enzymem jest 3o.-reduk-
taza 3-oksoekdysteroidowa, odpowiedzialna za przemiane 3-oksoekdysteroidow do
3a-epimeréw. Natomiast 33-reduktaza katalizuje przemiane 3-oksoekdysteroidéw
z powrotem do ekdysteroidu wyjsciowego (ekdysonu lub 20-hydroksyekdysonu).
Ponadto oba enzymy wymagaja obecnosci w komérkach NADH i NADPH. Koniu-
gaty ekdysonu powstaja w wyniku reakgji estryfikacji najczeéciej w pozycjach: C-2,
C-3, C-20, C-22 lub C-25. Natomiast wynikiem rozerwania tancucha bocznego
ekdysonu w pozycjach: C-20/C-22, C-24/C-25 lub C-17/C-20 sg zwiazKki, takie jak:
poststeron, rubrosteron (Lafont 1997, 1998; Baltaev 2000; Dinan 2001; Alexeeva
2004).
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5. Aktywnosc biologiczna ekdysteroiddéw u roslin

Ekdysteroidy, podobnie jak inne hormony, maja zdolno$¢ do przemieszczania
sie w organizmie roslinnym. Transport ten odbywa si¢ rurkami sitowymi i plazmo-
desmami komérkowymi. Mozna wyrézni¢ dwa sposoby wedréowki ekdysteroidéw
w roslinie: w postaci wolnej, czyli aktywnej biologicznie, i nieaktywnej, zwigzanej
najczesciej z biatkami, rzadziej z kwasami ttuszczowymi. Do wnetrza komorki
fitoekdysteroidy moga przenika¢ na zasadzie transportu aktywnego z udzialem
specyficznych receptoréw biatkowych lub droga dyfuzji. Akumulacja ekdysteroi-
dow w szpinaku zwyczajnym (Spinacia oleracea L.) jest uwarunkowana mechanicz-
nymi uszkodzeniami korzenia lub uszkodzeniami spowodowanymi przez owady.
Réwniez okazalo sig, ze ekdysteroidy sa stabilne metabolicznie u tych gatunkéw
roélin, u ktérych bardziej petnig funkcje obronng niz hormonalng (Dinan 2001).

Rola ekdysteroidéw w cyklach zyciowych roslin nie jest do konca wyjasniona.
Aktywnos¢ biologiczna fitoekdysteroidéw jest niewielka, a ich dzialanie stymuluja-
ce kietlkowanie nasion i zarodnikéw oraz wzrost elongacyjny roslin znajduje si¢
w granicach 10-15%. 20-Hydroksyekdyson w stezeniu 10°M zwieksza 2-krotnie
intensywno$¢ tworzenia heterocyst, 6-krotnie wielkos¢ komorek wegetatywnych
oraz zawartos¢ bialek i chlorofilu w kulturach cyjanobakterii Nostoc (Marsalek i in.
1992). W glonie Chlorella vulgaris Beijer. ekdysteroidy (20-hydroksyekdyson,
2-deoksy-20-hydroksyekdyson, 22-octan 20-hydroksyekdysonu, ekdyson) wykazu-
ja aktywnos¢ w bardzo niskich stezeniach 10"°-10° M. Zaobserwowano 2-3-krotny
wzrost liczby komoérek glonu oraz zwigkszenie zawartosci kwaséw nukleinowych,
bialek, fosforu, chlorofili, karotenoidéw i cukrow. W stezeniach wyzszych od 10°M
ekdysteroidy cechujg si¢ toksycznym oddzialtywaniem. Mechanizm dzialania tych
zwiazkéw na poziomie molekularnym jest praktycznie nieznany. Istnieja pewne
hipotezy, ktére méwia o hormonalnej roli ekdysteroidéw, ale ich aktywnos¢ zalezy
od struktury chemicznej i stezenia w docelowym miejscu w roslinie. Do czynnikéw
strukturalnych, warunkujacych wzrost aktywnosci biologicznej, naleza:

1.  polaczenie cis pierscieni A/B;

2. podwdjne wigzanie przy A’ oraz grupa ketonowa przy C-6;

3.  kompletny fancuch sterolowy z grupg C-22R-OH oraz dodatkowe grupy
alkilowe w pozycji C-24a;;

4.  grupa hydroksylowa w pozycji C-3f;

5. dodatkowe grupy hydroksylowe przy C-2f3 i C-14a, a takze przy C-20 i C-25

(Bajguz, Koronka 2001; Bajguz, Dinan 2004).
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Wysokie stezenia metali ciezkich prowadza do tworzenia reaktywnych form
tlenu (RFT), takich jak: nadtlenek wodoru, rodniki ponadtlenkowe, rodniki hy-
droksylowe, rodniki nadtlenkowe, tlen singletowy, itd. Dochodzi woéwczas do
zniszczenia blony, wskutek uszkodzen oksydacyjnych, a to z kolei wplywa na po-
ziom antyoksydantéow i metaloenzyméw lub enzyméw antyoksydacyjnych. Duze
stezenie metali ciezkich w srodowisku powoduje wzrost akumulacji RFT, co utrud-
nia ich detoksyfikacje. ROwnowaga miedzy produkcja i detoksykacja RFT mozliwa
jest dzigki enzymom antyoksydacyjnym usuwajacym RFT, takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza askorbinianowa, reduktaza glutationowa,
reduktaza dehydroaskorbinanowa, reduktaza monodehydroaskorbinianowa i pe-
roksydaza gwajakolu (Gupta, Sandalio 2012; Ahmad 2016). Zastosowanie ekdyste-
roidéw zwieksza aktywno$¢ enzymdw antyoksydacyjnych w komoérkach Chlorella
vulgaris, w siewkach pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) narazonych na
dzialanie otowiu. Ekdysteroidy utrzymuja zmieniony stan redoks komorek, regulu-
jac aktywnos¢ wyzej wymienionych enzymoéw antyoksydacyjnych (Bajguz, Godlew-
ska-Zylkiewicz 2004; Lamhamdi i in. 2016). Ponadto, w odpowiedzi na dzialanie
ofowiu w Chlorella vulgaris, ekdysteroidy przyspieszaja synteze fitochelatyn, ktére
ulatwiajg chelatacje jondw metalu w cytozolu lub ich kompartmentacje w wakuo-
lach. Stwierdzono, ze wzmozona synteza fitochelatyn przyczynila sie¢ do zmniejsze-
nia zawarto$ci ofowiu, réwnoczesnie zwigkszylo si¢ tempo wzrostu i rozwoju glonu.
Fitochelatyny syntezowane byly w ciagu pierwszych kilkunastu godzin od kontaktu
z olowiem (Bajguz, Godlewska-Zylkiewicz 2004).

Aktywno$¢ biologiczna fitoekdysteroidéw, ponasteronu A, 20-hydroksyekdy-
sonu i inokosteronu, wykazuje pewne podobienstwo do giberelin. W sadzonkach
ryzu siewnego (Oryza sativa L.) ekdysteroidy te stymulowaly wzrost drugiego mie-
dzywezla liscia oraz korzeni. Z kolei 20-hydroksyekdyson nie wykazywal zadnej
aktywnosci biologicznej w testach na aktywno$¢ auksyn (test wydluzenia liScienia
pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.), giberelin (test kartowatosci kukurydzy
(Zea mays L.) i ryzu) oraz cytokinin (test wydluzenia kalusa tytoniu (Nicotiana
tabacum L.) (Machackova i in. 1995). Jednoczesnie zwigzek ten nie posiadal aktyw-
nosci synergistycznej czy antagonistycznej. Stwierdzono natomiast, ze ekdysteroidy
wykazujg pewna analogie dzialania w stosunku do brassinosteroidéw — hormonéw
rodlinnych. W teécie wydtuzeniowym hypokotylu ogérka (Cucumis sativus L.),
20-hydroksyekdyson posiadal aktywno$¢ podobnag do 24-epibrassinolidu (Golo-
vatskaya 2004). 20-Hydroksyekdyson w niewielkim stopniu stymuluje kwitnienie
rzepnia pensylwanskiego (Xanthium pennsylvanicum Gand.) (Jacobs, Suthers 1971),
podczas gdy hamuje procesy formowania si¢ kwiatow zenskich dyni zwyczajnej
(Cucurbita pepo L.) (Felippe 1980). Stymulujacy wplyw fitoekdysteroidéw na po-
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dzialy mitotyczne wykazano w komoérkach merystematycznych paprotki zwyczajnej
(Polypodium vulgare L.) (Grzybek 1983).

Ekdysteroidy posiadaja znaczenie farmakologiczne. Wigkszo$¢ $rodkow
wzmacniajgcych oraz preparatéw o dzialaniu adaptacyjnym i antydepresyjnym
bazuje na szczodraku krokoszowanym (Leuzea carthamoides (Willd.) DC.), ktéry
zawiera wysokie stezenie ekdysteroidéw. Ponadto 20-hydroksyekdyson posiada
dziatanie spermotworcze oraz wykazuje wpltyw na aktywno$¢ seksualng u samcow
wielu gryzoni. Z kwiatéw dabrowki (Ajuga decumbens L.) wyizolowano cyjasteron
i polipodin B. Obydwa fitoekdysteroidy hamuja indukcje wczesnego antygenu
wirusa Epsteina-Barr, powodujacego powstanie u ludzi nowotworu, np. chtonniaka
Burkitta oraz powodujacego rozwdj komdrek nowotworowych skéry u myszy.
Egzogennie podany cyjasteron do nowotworowych komoérek naskérka myszy ma
zdolno$¢ zahamowania procesu karcenogenezy, zainicjowanego przez 7,12-dime-
tylobenzantracen i 13-octan 12-O-tetradekanoiloforbolu. Stwierdzono brak aktyw-
noséci cytotoksycznej ekdysteroidéw na rozwdj eksperymentalnych nowotworéw
KB (nasopharynx carcinoma) i HeLa (carcinoma cervicis uteri) w hodowli in vitro.
Dalsze badania pozwolily stwierdzi¢, ze ekdysteroidy posiadaja wtasciwosci prze-
ciwgrzybiczne i przeciwbakteryjne. Hamuja rozwdj Candida guilliermondi, Candi-
da albicans, Candida crusei, Candida pseudotropicalis i Candida tropicalis, oraz
wzrost Staphylococus aurens spp. i szczepoéw bakterii Gram-ujemnych (Bajguz i in.
2015).

Fitoekdysteroidy wykazuja znacznie wigcksza aktywnos¢ biologiczng niz zoo-
ekdysteroidy syntetyzowane przez owady i niektdre skorupiaki. Ekdysteroidy ro-
$linne stanowig grupe zwigzkow pelnigcych funkcje obronna, gdyz po przedostaniu
sie do organizmu owada, powoduja zaburzenia w procesach rozwojowych. Jest to
spowodowane tym, ze fitoekdysteroidy, po przeniknieciu z pokarmu do organizmu
stawonogdw, nie ulegaja inaktywacji badz degradacji, a wprowadzone w nadmiarze,
w odpowiednim momencie cyklu metamorfozy, wywoluja $miertelne zaburzenia
w tym procesie. Roslina produkuje te zwigzki jako substancje obronne przeciwko
owadom, gdyz po ich spozyciu, stezenie hormonu w organizmie owada wzrasta
i powoduje przedwczesne linienie. Traktowanie fitoekdysteroidami form larwalnych
powoduje powstanie gigantycznych osobnikéw niezdolnych do Zycia. Niekiedy
gasienice przepoczwarzaja si¢, nie wytwarzajac kokondéw. Do najbardziej podat-
nych owadéw na dzialanie ekdysteroidéw nalezg: gasienice jedwabnika morwowe-
go, bielinka kapustnika (Pieris brassicae) oraz larwy muchy tse-tse (Glossina morsi-
tans). Oprocz hamujacego oddzialywania fitoekdysteroidéow na procesy metamor-
fozy, wykazano takze toksyczny wplyw tych zwigzkow na doroste formy owadow;
ekdyson hamuje na przyklad rozwoéj jajnikow muchy domowej (Musca domestica),
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zmniejszajac jej rozrodczos¢. Fitoekdysteroidy moga wigc stanowi¢ chemiczng
obrone przeciwko niektéorym owadom (Smagge 2009).

6. Podsumowanie

Procesy fizjologiczne i metaboliczne zachodzace nieustannie w organizmach
zywych sa bardzo zlozone, uwarunkowane genetycznie, ale zalezg takze od wielu
czynnikéw srodowiskowych. Procesy te s3 regulowane przez hormony roélinne,
substancje sygnalowe oraz inne czynniki o dzialaniu regulatorowym (Davies 2004).
Oproécz fitohormondw, coraz czesciej stwierdza si¢ wystepowanie typowych hor-
mondw zwierzecych, zwigzkéw pokrewnych lub ich analogéw chemicznych. Nalezg
do nich ekdysteroidy — hormony linienia owadéw i innych bezkregowcdw. Stwier-
dzono, ze ekdyson wydzielany przez owady do $rodowiska wodnego, odgrywa
istotng role w ksztaltowaniu stosunkéw ekologicznych i interakcji pomig¢dzy orga-
nizmami w ekosystemach wodnych. Ponadto istniejg liczne dowody doswiadczalne,
ktore wskazujg, ze hormony te stanowia gléwny mechanizm obronny uruchamiany
przez rosliny do walki z owadami (Zabza 1989; Harborne 1992).
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Modyfikacja endogennego stezenia
tlenku azotu w regulacji spoczynku nasion

Katarzyna Cig¢ka* / Urszula Krasuska / Agnieszka Gniazdowska

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Rolnictwa i Biologii,
Katedra Fizjologii Roslin

ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
* e-mail: katarzyna_ciacka@sggw.pl

Streszczenie: Spoczynek i kietkowanie nasion pozostajg pod kontrola warunkow srodowiska,
takich jak: dostepno$¢ wody, temperatura, swiatto. Dodatkowo, procesy te regulowane sg przez
hormony roslinne, a takze czasteczki sygnatowe, do ktorych naleza reaktywne formy tlenu i reak-
tywne formy azotu. Tlenek azotu (NO) uznawany jest za jeden z gtdwnych czynnikéw decyduja-
cych o stanie spoczynku i/lub zdolnosci kietkowania nasion. Stezenie NO, mieszczace sie w zakre-
sie okreslanym przez tzw. drzwi nitrozacyjne, warunkujace prawidtowy przebieg procesu kietkowa-
nia nasion i wyksztatcenie siewki, utrzymywane jest przez komoérkowy system biosyntezy i zmiata-
nia tej czasteczki. Jedng z drég przemian NO jest tworzenie S-nitrozotioli (SNO). Do naturalnie
wystepujacych, niskoczgsteczkowych SNO, naleza: S-nitrozoglutation (GSNO), S-nitrozocysteina
oraz S-nitrozohomocysteina. Endogennie powstajace SNO, stanowig magazyn i forme transporto-
wa NO, sa takze substratami dla reduktazy GSNO (GSNOR). GSNO z tatwoscig dyfunduje przez
btony komoérkowe, zatem stanowi tatwo dostepne zrédto NO. Szlakiem sygnalnym, poprzez ktory
GSNO wykazuje aktywnos¢ biologiczna, jest potranslacyjna modyfikacja biatek w wyniku S-nitro-
zylacji grup sulfhydrylowych aminokwaséw. Utrzymanie dynamicznej komérkowej rownowagi SNO
zapewnia aktywno$¢ GSNOR. Enzym ten katalizuje zalezng od NADH redukcje GSNO - do GSSG
i NHs. W pracy przedstawiono drogi biosyntezy NO w kietkujgcych nasionach, znaczenie NO
w regulacji ustepowania spoczynku i kietkowania zarodkéw jabtoni oraz role GSNOR w modulac;ji
komorkowego stezenia NO.

Stowa kluczowe: syntaza tlenku azotu, reduktaza S-nitrozoglutationu, S-nitrozoglutation, kietko-
wanie nasion
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1. Drogi biosyntezy NO w kietkujacych nasionach

Tlenek azotu (NO) jest aktywnym oksydoredukcyjnie, niskoczasteczkowym
zwigzkiem chemicznym, nalezagcym do reaktywnych form azotu (RNS, ang. reactive
nitrogen species). Jako wolny rodnik, posiada niesparowany elektron na atomie
azotu i fatwo wchodzi wreakcje chemiczne z innymi zwigzkami. Synteza RNS
w komdrkach odbywa si¢ na terenie blony komdrkowej, cytoplazmy, mitochon-
driéw, chloroplastow, peroksysomoéw i w apoplascie. Homeostaza NO utrzymywa-
na jest dzigki zbilansowaniu biosyntezy i zmiatania tej czasteczki (ryc. 11 2). Synte-
za NO w roélinach obejmuje zaréwno drogi redukcyjne, jak i oksydacyjne, enzyma-
tyczne i nieenzymatyczne (Gupta i Igamberdiev 2015).

Badania ostatnich lat wskazujg, ze istotng role jako miejsce syntezy NO od-
grywaja mitochondria. Ta droga moze by¢ szczegélnie wazna w pierwszych etapach
kielkowania nasion, w czasie imbibicji, gdy w komodrkach zarodka panujg warunki
hipoksji. W mitochondriach tworzenie NO zachodzi w wyniku redukcji NO,™ -
w kompleksie IV i kompleksie III (Igamberdiev i in. 2010).

Nieenzymatyczna biosynteza NO, bazujaca na dostgpnosci NO,, ktére
w kwasnym pH i przy udziale reduktantéw (np. askorbinianu) sg przeksztalcane do
NO, jest charakterystyczna dla apoplastu i wykazano ja np. w warstwie aleuronowej
kietkujacych ziarniakéw jeczmienia (Hordeum vulgare L.) (Bethke i in. 2004).

Reduktaza azotanowa uznawana jest za podstawowy enzym odpowiadajacy za
syntez¢ NO w cytoplazmie, katalizuje redukcje NO, do NO w obecnosci NAD(P)H.
Warunki sprzyjajace tej reakeji to przede wszystkim obnizona dostgpnos¢ tlenu
oraz podwyzszone stezenie NO,™ (Gupta i Igamberdiev 2015). Udzial tej drogi, jako
zapewniajacej powstawanie NO w nasionach, sugeruja wyniki badan uzyskane na
kietkujgcych ziarniakach sorgo (Sorghum bicolor L.) (Simontacchi i in. 2004).

Podczas imbibicji i fazy katabolicznej, oksydacyjne drogi biosyntezy NO wy-
daja sie¢ odgrywa¢ mniej istotng role, z uwagi na niskie stezenie tlenu w tkankach
zarodka, jednak w fazie anabolicznej i okresie kiedy dochodzi do przebicia okryw
nasiennych przez rosnacy korzen zarodkowy, a takze w czasie wzrostu mlodej
siewki, moga by¢ dominujace. Enzymem wzbudzajacym mndstwo kontrowers;ji jest
syntaza NO (NOS), wystepujaca powszechnie w organizmach zwierzecych, w tym
w organizmie czlowieka (Frohlich i Durner 2011). NOS katalizuje reakcje prze-
ksztalcenia Arg do NO i cytruliny (Mur i in. 2013) i wymaga obecnosci wielu ko-
faktoréw. Obecno$¢ biatka NOS w tkankach organizméw fotosyntetyzujacych
wykazano, jak dotad, jedynie u zielenicy Ostreoccoccus tauri (Foresi i in. 2010).
Wyizolowano enzym i wykazano 45% zgodno$¢ tego biatka z ludzka NOS (Foresi
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iin. 2010). Nie udato si¢ jednak wyizolowa¢ NOS z innych roslin wyzszych. Z dru-
giej strony, w ekstraktach roslinnych wykazano aktywnos$¢ charakterystyczna dla
ssaczych NOS, zlokalizowang gléwnie w peroksysomach (Corpas i in. 2006;
Mur iin. 2013). Stad, w badaniach dotyczacych tkanek, rodlin méwi si¢ o reakeji
NOS-podobnej i enzymach o aktywnosci NOS-podobnej. Podwyzszong aktywnosé
NOS-podobng oznaczono w osiach kietkujacych zarodkow jabtoni (Malus domesti-
ca Borkh.), ktérych spoczynek przerywano w wyniku imbibicji w roztworze Arg lub
krotkotrwalym traktowaniem donorami NO (Krasuska i in. 2016).

Przedziat komoérkowy Potencjalne drogi syntezy NO

Mitochendrialny tafcuch transportu ]
i ; elektronéw (kompleks Il1, 1V) v .
Witochondrium
Aktywnos¢ NOS—podobna (utlenianie 2
g argininy) 4
Reakcja nieenzymatyczna (w kwasnym pH J
redukecja NOy)
) { Zwigzana z btona reduktaza azotynowa 2
Apoplast (NI-NOR; redukcja NO5) 4
Reakcja hydroksyloamin z 05~ P
Aktywnosé oksydazy poliaminowej lub 2
innego enzymu zaleznego od poliamin J )
———]
Reduktaza azotanowa (redukcja NO5) J
Cytoplazma
=" ——"""
Aktywnosé NOS—podobna J
Peroieysm (utlenianie argininy)
Oksydoreduktaza ksantynowa 2

(redukecja NO;)

Rycina 1. Wewngatrzkomdrkowe Zrodta biosyntezy NO w komarce roslinnej

Legenda: szarym znacznikiem zaznaczono drogi biosyntezy NO, ktérych aktywno$¢ zaobserwowano
w nasionach oraz reakcje syntezy NO potencjalnie mozliwe w nasionach

Zrédio: opracowanie wtasne na podstawie Bethke i in. (2004), Simontacchi i in. (2004), Igamberdiev i in.
(2010), Krasuska i in. (2016) oraz Yu i in. (2014).
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U roélin sugeruje si¢ wystepowanie takze innych, zaleznych od Arg drég syn-
tezy NO, w ktére moga by¢ zaangazowane poliaminy. Zwigzki te mogtyby ulegac
przeksztalceniom do NO na drodze nieenzymatycznej (bezposrednio), lub
w wyniku aktywnosci jakiego$ hipotetycznego enzymu (Gupta i in. 2011). Z kolei,
reakcja hydroksyloamin z anionorodnikiem ponadtlenkowym (O,"), w wyniku
ktérej powstaje NO, zostala potwierdzona u bakterii Nitrosomonas (Gupta i in.
2011). Do innych enzymoéw zaangazowanych w synteze NO, nalezg réwniez: reduk-
taza azotyn: NO (ang. nitrite-NO reductase, Ni-NOR) - zidentyfikowana u tytoniu
(Nicotiana tabaccum L.) i zwigzana z blonami komérkowymi korzeni (Stéhr i in.
2001); oksydoreduktaza ksantynowa (XOR) - wykryta w peroksysomach lisci gro-
chu (Pisum sativum L.) (Yu iin. 2014).

W celu utrzymania réwnowagi stezenia NO w komorkach, istniejg zwigzki
zdolne do usuwania NO. Do podstawowych zmiataczy NO nalezg niesymbiotyczne
hemoglobiny (nsHb) oraz glutation (GSH) (ryc. 2). Wazna role w regulacji zawar-
tosci NO odgrywaja takze reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen spe-
cies) (ryc. 2). Produkcja NO w nasionach, podobnie jak w przypadku innych orga-
néw rosliny podlegajacych okresowym niedoborom tlenu, jest skorelowana ze
wzmozong ekspresja nsHb klasy 1, ktére pojawiaja si¢ po okoto 2 godzinach imbi-
bicji (Nie i Hill 1997). Sugeruje to, Ze moga one odgrywac istotng role w modulacji
wewnatrzkomoérkowego stezenia NO w kietkujacych nasionach.

GSH

ONOO- m GSNO

GSSG + NH,

NO,-

Rycina 2. Wewnatrzkomdérkowe mechanizmy usuwania/zmiatania NO w komorce roslinnej

Zrédto: opracowanie wiasne.
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2. NO jako regulator ustepowania spoczynku i kietkowania
zarodkéw jabtoni

Spora czes¢ badan nad funkcjg NO w organizmach roslinnych dotyczy regula-
cji kietkowania nasion (Gniazdowska i Bogatek 2007; Sirova i in. 2011; Arc i in.
2013). Wykazano, ze traktowanie nasion wielu gatunkéw roslin réznorodnymi
donorami NO znosi spoczynek i stymuluje kietkowanie, nawet w niekorzystnych
warunkach $rodowiska. W regulacji kietkowania nasion, sygnalowe dzialanie NO
opiera si¢ na wspoldzialaniu z fitohormonami (gibereling, etylenem i kwasem
abscysynowym) oraz innymi zwigzkami drobnoczasteczkowymi biorgcymi udziat
w przekazywaniu informacji, takimi jak: H,O, i cyjanowodér (HCN) (Gniazdowska
i Bogatek 2007; Gniazdowska i in. 2010).

W Katedrze Fizjologii Roslin SGGW w Warszawie od lat prowadzone s3 ba-
dania dotyczace znaczenia NO w regulacji kietkowania nasion jabtoni, obarczonych
glebokim spoczynkiem zarodkowym. Wykazano, ze krétkotrwale (3-godzinne)
traktowanie spoczynkowych zarodkéw jabtoni donorami NO, prowadzi do usta-
pienia spoczynku i prawidlowego kielkowania, co nastepuje w wyniku zmiany
bilansu hormonalnego kwasu abscysynowego i etylenu oraz przejsciowej, wzmozo-
nej produkcji ROS (Gniazdowska i in. 2010). Mozna zatem uznad, ze krotkotrwate
traktowanie zarodkéw NO zastepuje dzialanie niskiej temperatury, stosowanej
w czasie stratyfikacji, koniecznej do ustgpienia wszystkich symptomoéw spoczynku.
Podczas pierwszej fazy chlodnej stratyfikacji oraz po zakonczeniu stratyfikacji
nasion jabloni, dochodzi zaréwno do wzrostu emisji endogennego NO, jak i pro-
dukcji ROS (Dgbska i in. 2013). Korzystne oddzialywanie poliamin (putrescyny
i spermidyny) oraz Arg na kietkowanie spoczynkowych zarodkéw jabtoni wigze sie
ze stymulacjg emisji NO (Krasuska i in. 2014). Fakt ten potwierdza doniesienia
o funkcjonowaniu zaleznej od poliamin lub indukowanej przez poliaminy drogi
biosyntezy tej czasteczki u rodlin (Tun i in. 2006). Z drugiej strony, utrzymanie
spoczynku poprzez podanie inhibitoréw biosyntezy NO, np. niebiatkowego amino-
kwasu - kanawaniny, bedacej antymetabolitem Arg, jest skorelowane z obnizeniem
emisji NO (Krasuska i in. 2016). Podobny efekt obserwowany jest po imbibicji
zarodkow w roztworze estru metylowego w-nitro-L-argininy (L-NAME). Jednocze-
$nie dla zarodkéw jabtoni wykazano zaleznos¢ pomiedzy glebokoscia spoczynku
a aktywnoscia NOS-podobng, ktéra jest znacznie wyzsza w kielkujacych niz
w zarodkach o poglebionym lub utrzymanym spoczynku (Krasuska i in. 2016).
Oddziatywanie NO podczas usuwania spoczynku zarodkéw jabloni powigzane jest
takze ze zmiang zawartosci potranslacyjnie modyfikowanych biatek (karbonylowa-
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nych i nitrowanych) (Krasuska i in. 2014, 2016). Zaproponowany model ,drzwi
nitrozacyjnych” zakltada, ze NO pelni role ,klucza” do ,,drzwi” reprezentowanych
przez potencjalne cele NO (gtéwnie bialka i lipidy), ktérych modyfikacja ,,otwiera
drzwi”, to znaczy uruchamia kaskade sygnalowa pozwalajaca na wyjscie nasion ze
stanu spoczynku i uzyskanie stanu gotowosci do kietkowania (Krasuska i in. 2015).

3. Znaczenie reduktazy nitrozoglutationu
w regulacji komorkowego stezenia NO

Homeostaza NO w komoérkach utrzymywana jest poprzez zbilansowanie
produkcji i wigzania tej czasteczki. Jedng z drég zmiatania NO w komdrkach jest
tworzenie S-nitrozotioli (SNO) (ryc. 2). SNO powstaja w reakcji kationu nitrozo-
wego (NO™) i innych RNS z anionami tiolanowymi (RS"). Do naturalnie wystepuja-
cych w komérkach niskoczasteczkowych SNO, naleza: S-nitrozoglutation (GSNO),
S-nitrozocysteina oraz S-nitrozohomocysteina. SNO, biorg udzial w magazynowa-
niu i transporcie NO, i stanowig dominujacg posta¢ redoksowa NO. SNO s3 takze
substratami dla reduktazy GSNO (GSNOR), reduktazy tioredoksyny, oksydazy
ksantynowej. Powstajacy endogennie NO moze by¢ zatem magazynowany w posta-
ci GSNO, a nastepnie - z udzialem reduktazy tioredoksyny - ulega¢ homolitycz-
nemu rozszczepieniu do NO i GSH. Uwalnianie NO z SNO moze nastepowa’
réwniez z udzialem dysmutazy ponadtlenkowej (CuZn-SOD) (Lindermayr i Dur-
ner 2009.). GSNO, w przeciwienstwie do GSH, z fatwoscia dyfunduje przez blony
komérkowe. W zwiazku z tym moze by¢ dla komoérki zaréwno zrédtem GSH, jak
i NO. GSNO jest postrzegany tez jako czasteczka sygnatowa, gdyz zwigzek ten
nalezy na przyklad do aktywatoréw cyklazy guanylanowej. Innym szlakiem sygnal-
nym, poprzez ktéry GSNO wykazuje swoja aktywno$¢ biologiczng, jest kowalen-
cyjna modyfikacja biatek, w wyniku S-nitrozylacji grup sulthydrylowych amino-
kwasow.

Utrzymanie dynamicznej komérkowej réwnowagi SNO zapewnia aktywno$¢
GSNOR (Petrivalsky i in. 2015). Jest to alkoholowa dehydrogenaza 3 (ADH3),
wystepujaca u wszystkich organizmdéw pro- i eukariotycznych. Odpowiada ona za
detoksykacje formaldehydu, katalizujac reakcje: formaldehyd + GSH + NAD* -
S-formylglutation + NADH + H*. Enzym ten katalizuje tez zalezng od NADH
redukcje GSNO do utlenionej formy glutationu (GSSG) i NH;, ktéra moze by¢
uznawana za reakcje denitrozylacji. Zatem aktywno$¢ tego enzymu kontroluje
wewnatrzkomodrkowe stezenie GSNO, a tym samym wplywa na zawarto$¢ i homeo-
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staze NO, a takze posrednio oddzialuje na utrzymanie komdrkowego stanu redoks
(Leterrier i in. 2011). Jest to enzym konserwatywny ewolucyjnie, wystepujacy
u roélin jednoliSciennych oraz dwulisciennych. U rzodkiewnika (Arabidopsis tha-
liana L.) bialko to jest kodowane przez jeden gen (AtGSNORI), ktory podlega
zréznicowane] ekspresji w réznych organach roéliny (Leterrier i in. 2011). Zabu-
rzenia ekspresji genu kodujacego GSNOR (nadekspresja lub jej obnizenie) powo-
duja powazne zmiany fenotypowe siewek, gtéwnie skrocenie korzenia, zmiany
ksztaltu lisci, zaburzenia dominacji wierzchotkowej (Kwon i in. 2012).

GSNOR to cytozolowy, homodimeryczny enzym zawierajacy cynk, ktorego
obie podjednostki maja mase czasteczkowa okolo 40 kDa (Kubienova i in. 2013).
Kazdy monomer enzymu sktada si¢ z domeny katalitycznej i z domeny koenzymo-
wej, oraz zawiera dwa atomy cynku. Jony cynkowe koordynujg grupy hydroksylo-
we i karbonylowe substratu (Sanghani i in. 2002). GSNOR wystepuje gléwnie
w cytozolu, jednakze zlokalizowano ten enzym réwniez w jadrze komoérkowym
i peroksysomach (Fernandez i in. 2003; Reumann i in. 2007).

Role GSNOR badano, jak dotad, przede wszystkim u roslin poddanych dziata-
niu streséw biotycznych i abiotycznych (Feechan i in. 2005; Corpas i in. 2011;
Malik i in. 2011). Transgeniczne rosliny rzodkiewnika o obnizonej zawartosci
biatka GSNOR byly bardziej odporne na Peronospora parasitica (Rusterucci i in.
2007). Obecno$¢ metali ciezkich wplywala na aktywnos¢ GSNOR np. u grochu
50 uM kadm powodowal redukcje aktywnosci biatka i transkrypcji genu (Barroso
iin. 2006). Istniejg takze przestanki do wigzania aktywnosci GSNOR z termotole-
rancja (Lee i in. 2008). W hipokotylach siewek stonecznika (Helianthus annuus L.),
poddanych dziataniu wysokiej temperatury (38°C), obserwowano obnizong aktyw-
nos¢ GSNOR, a takze nizszg zawarto$¢ tego biatka i ekspresje genu, czemu towarzy-
szyta akumulacja SNO (Leterrier i in. 2011). Zmiany aktywnosci GSNOR obserwo-
wano takze w warunkach chlodu. U siewek grochu i pieprzu (Capsicum annuum
L.) temperatura 8°C powodowala wzrost aktywnoséci enzymu (Corpas i in. 2007;
Airaki i in. 2012). Wykazano takze, ze podanie donoréw NO powodowalo wzrost
aktywno$ci GSNOR np. u bakterii brodawkowych Bradyrhizobium sp. i S. meliloti
(Maiti i in. 2012). Bardzo nieliczne s3 dane na temat aktywno$ci GSNOR i zawarto-
$ci SNO w nasionach. Wysoka aktywnos¢ GSNOR wykazano we wczesnych eta-
pach kietkowania nasion grochu, zwlaszcza po 24 godzinach imbibicji (Shafqat i in.
1996). Obecnos$¢ trzech izoform tego enzymu potwierdzono w nasionach buraka
cukrowego (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris) (Catusse i in. 2008). Mutanty rzod-
kiewnika o zmienionej ekspresji genu kodujacego GSNOR charakteryzowaty zabu-
rzenia formowania nasion i obnizenie ilosci powstajacych nasion (Kwon i in. 2012).
Dodatkowo, mutanty atgsnorl-3 o obnizonej ekspresji AtGSNORI1 kietkowaly
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wolniej niz nasiona roélin dzikich i byly bardzo wrazliwe na auksyne. Wyciszenie
genu kodujacego GSNOR i tym samym obnizenie aktywnosci GSNOR u rzodkiew-
nika bylo skorelowane z ograniczeniem biosyntezy etylenu (Wiinsche i in. 2011).
Mutanty pozbawione genéw kodujacych GSNOR sg wrazliwe na stres nitrozacyjny,
co potwierdza, ze enzym ten jest kluczowy dla obrony organizmu przed skutkami
stresu spowodowanymi nadmiarem NO.

Aktywno$¢ i zawarto$¢ GSNOR zbadano w ekstrakcie biatkowym, uzyskanym
z osi zarodkowych spoczynkowych i stratyfikowanych zarodkow jabtoni (ryc. 3).
Réznig sie one glebokoscig spoczynku. Zarodki spoczynkowe nie kietkujg, nato-
miast zarodki poddane 90-dniowej chfodnej stratyfikacji kietkuja szybko (100% po
okolo 48 godzinach imbibicji). Jako material badawczy, uzyto osi zarodkéw wyizo-
lowanych z nasion stratyfikowanych przez 90 dni, ktére byly wysuszone, a nastep-
nie poddane 24-godzinnej imbibicji; kontrole stanowily osie zarodkéw izolowanych
ze spoczynkowych nasion, takze po 24-godzinnej imbibicji. Nie zaobserwowano
réznicy w zawartosci biatka GSNOR, natomiast aktywno$¢ enzymu byla nieznacz-
nie nizsza w osiach kietkujacych zarodkow stratyfikowanych (ryc. 3).

Zarodki jabtoni izolowane z Zawartos¢ GSNOR Aktywnosé GSNOR
nasion (nmol NADH min-' mg -' biatka)
spoczynkowych
. 1,1 ; 0124

(128,9+0,3)

stratyfikowanych

0,77+0,21

(131,2+£0,4)

Rycina 3. Aktywnos¢ i zawartos¢ GSNOR w ekstraktach z osi zarodkdw spoczynkowych i stratyfi-
kowanych wyizolowanych z nasion po 24-godzinnej imbibicji

Uwagi: Zarodki izolowane z nasion stratyfikowanych charakteryzuje obecnos$¢ wyraznie wydtuzonych osi
zarodkowych (fotografie typowych zarodkéw). Zawartos¢ biatka oszacowano metoda dot blot, stosujgc
przeciwciata pierwszorzedowe przeciwko GSNOR (AS09647, Agrisera) oraz przeciwciata drugorzedowe
sprzezone z alkaliczng fosfataza (AS101458, Agrisera), na membrane nitrocelulozowa nanoszono ekstrakt
zawierajacy 7 pg biatka. W nawiasach podano wynik analizy densytometrycznej. Aktywnos$¢ GSNOR
zmierzono metoda spektrofotometryczna (Sakamoto i in. 2002). Podano wartosci $rednie z trzech powté-
rzen biologicznych.

Zrédto: badania whasne.
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Wyniki te potwierdzaja, ze GSNOR jest bialkiem konstytutywnym, stanowi
niezbedny element komoérkowego systemu regulujacego stezenie NO, lecz jego
aktywno$¢ raczej nie powinna by¢ stosowana jako marker zdolnosci kietkowania
nasion. Ciekawe natomiast byloby zbadanie zmian aktywnosci biatka w czasie
stratyfikacji chlodnej nasion, szczegdlnie bioragc pod uwage obserwowane w czasie
stratyfikacji fluktuacje emisji NO (Debska i in. 2014) i wzmiankowane wcze$niej
doniesienia o stymulacji aktywnosci enzymu w warunkach chtodu.

4. Podsumowanie

Kazdy z etapéw ontogenezy roslin wymaga utrzymania okreslonego, wewnatrz-
komérkowego stezenia NO. Ustepowanie spoczynku i kietkowanie nasion to proce-
sy, ktore pozostaja pod wptywem NO pochodzacego z otaczajacego srodowiska (np.
zanieczyszczenia antropogeniczne) oraz zrodet endogennych. Pomimo zidentyfi-
kowania w komdrkach roélin wielu drég biosyntezy NO, jedynie czes¢ z nich udato
sie potwierdzi¢ jako potencjalne zrodta tej czasteczki w nasionach, co jest prawdo-
podobnie zwigzane z ograniczonym dostepem tlenu we wczesnych etapach kietko-
wania. Mozliwe jest takze, ze czg$¢ ze szlakow biosyntezy NO podlega aktywacji
przez niektdre z regulatoréw wzrostu i rozwoju, szczegélnie te odpowiadajace za
ustepowanie spoczynku nasion. Natomiast wydaje si¢, ze wszystkie z poznanych
mechanizméw zmiatania NO w komoérkach moga funkcjonowaé w nasionach,
niezaleznie od stanu zdolnosci do kietkowania.
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Streszczenie: Spoczynek jest mechanizmem adaptacyjnym pozwalajagcym nasionom przetrwac
niekorzystne warunki zewnetrzne i skietkowa¢ w momencie odpowiednim dla wzrostu i przetrwa-
nia siewek. Spoczynek jest cechg charakteryzujacg wiele gatunkéw drzew klimatu umiarkowanego,
o duzym znaczeniu ekologicznym i ekonomicznym, np. buka zwyczajnego czy klonu zwyczajnego.
Przetamywanie spoczynku trwa kilka miesiecy. Proces ten, nazywany stratyfikacja, polega na
inkubacji uwodnionych nasion w niskich dodatnich temperaturach. Umozliwienie kontrolowania
gtebokosci spoczynku nasion i efektywnosci stratyfikacji stato sie punktem wyjscia dla badan nad
okresleniem biatek bedacych markerami procesu przetamywania spoczynku i kietkowania. Markery
moga byc¢ tez pomocne w okreslaniu jakosci, zdrowotnosci i energii kietkowania materiatu repro-
dukcyjnego oraz wschoddéw siewek.

Badania zmierzajace do analizy zmian w proteomie nasion opieraja sie w duzej mierze na rozdziale
biatek z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej wraz ze spektrometrig mas. Gtéwny nurt
badan nad spoczynkiem i kietkowaniem dotyczy roélin modelowych oraz uzytkowych: rzodkiewni-
ka (Arabidopsis thaliana) i ryzu (Oryza sativa). W odniesieniu do drzew, badania koncentruja sie
nad nasionami klonu zwyczajnego (Acer platanoides), klonu jawora (Acer pseudoplatanus) oraz
buka zwyczajnego (Fagus sylvatica). Wyznaczenie markeréw proceséw fizjologicznych zachodza-
cych w nasionach pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizméw odpowiadajacych za sukces
reprodukcyjny roslin. W przysztosci stanie sie to podstawa do badan nad praktycznym zastosowa-
niem wynikow eksperymentéw proteomicznych.

Stowa kluczowe: spoczynek, nasiona, proteomika
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1. Wstep

Rozwdj wyspecjalizowanych metod badawczych, jakie daje na przyktad pro-
teomika, pozwala na wykonywanie coraz bardziej precyzyjnych analiz i w zwigzku
ztym coraz bardziej istotne staje si¢ porzadkowanie i przetwarzanie informacji
uzyskanych podczas prowadzonych eksperymentéw, a takze ich ostateczna inter-
pretacja. Proteomika umozliwita calosciows analize biatek wystepujacych w bada-
nej probie. W perspektywie, pozwala to na analize¢ mechanizméw dziatania po-
szczegdlnych procesdéw, np. spoczynku i kietkowania nasion. Intrygujacym aspek-
tem badan stalo si¢ poszukiwanie bialek znacznikowych - markeréw, ktérych
zmiana profilu akumulacji charakteryzowataby dany proces.

2. Proteomika nasion

2.1 Nasiona jako obiekt badan

Nasiona przystosowane s3 do przetrwania w réznorodnych warunkach $ro-
dowiska i kietkowania w warunkach odpowiednich dla dalszego wzrostu i rozwoju
siewek (Black i in. 2008). Podczas rozwoju, nasiono przechodzi faze formowania sie
zarodka oraz dojrzewania, kiedy to miedzy innymi, gromadzone sg rezerwy mate-
rialéw zapasowych. Dojrzewanie jest okresem, w ktérym nasiona nabieraja toleran-
cji na podsuszanie oraz wchodzg w stan spoczynku (Bewley i in. 2013; Manfre i in.
2009). Procesy rozwojowe nasion podlegaja regulacji na poziomie genetycznym
(Radoeva, Weijers 2014) i wigzg si¢ ze zmianami w cyklu komdrkowym, ekspresji
genow (Raz i in. 2001) oraz akumulacji bialek (Staszak, Pawlowski 2014).

W literaturze (w odniesieniu do danych z Web of Science - Thompson Reu-
ters), sposrod 2024 prac wyszukanych przy uzyciu stow kluczowych ,proteom”
i ,nasiona”, 110 publikacji zwigzanych bylo ze spoczynkiem, a 436 z kietkowaniem
nasion. Co warto zauwazy¢, proces regulacji kietkowania przebiega inaczej w na-
sionach charakteryzujacych si¢ wystepowaniem plytkiego spoczynku fizjologiczne-
go (np. rzodkiewnik, ryz), a inaczej w nasionach, w ktérych wystepuje gleboki (np.
klon zwyczajny i buk zwyczajny) lub plytki spoczynek fizjologiczny (np. klon
jawor). Omawiajac wyniki poszukiwania markeréw, nawigzano do wyzej wymie-
nionych gatunkéw uznanych za modelowe dla roélin jednoli$ciennych - do ryzu,
dwulisciennych - do rzodkiewnika oraz drzew lesnych - do klonu i buka. W odnie-
sieniu do nasion, dotychczas prowadzone badania proteomu dotyczyly ich rozwoju
(Staszak, Pawlowski 2014), nabywania i ustgpowania spoczynku (Lee i in. 2006,
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Gallardo i in. 2007, Pawlowski 2007, 2009, Pawlowski, Staszak 2016), podsuszania
(Pukacka, Ratajczak 2010), przechowywania (Pukacka, Ratajczak 2013, Ratajczak
iin. 2015) oraz kietkowania (Balbuena i in. 2011, He i in. 2015). Ponadto prowa-
dzono badania nad poznaniem bialek zapasowych (Schuler i in. 1982) i antyodzyw-
czych (Natarajan i in. 2007), analizowano proteom podczas stresu suszy oraz niskiej
temperatury (Zhang i in. 2015), a takze cech uzytkowych (Liu i in. 2011) czy aler-
genow (Binita i in. 2014).

2.2. Metody wykorzystywane w badaniu proteomu nasion

Proteomika zajmuje si¢ badaniem bialek, ich struktury, pelnionych funkgji,
jak i oddzialtywania miedzy soba. Pierwszy raz termin ,proteom” uzyl Wilkins
w 1994 roku. Wyraz ten powstal jako akronim od angielskich stéw: ,protein”
i,genom”. Proteomem okresla si¢ catkowitya ilo$¢ biatek danego organizmu.
Wspolczesne badania skupiajg si¢ na analizie subproteomdéw (np. nasion, lisci) czy
procesow zwigzanych z okreslonym procesem fizjologicznym (np. kietkowaniem).
Poznanie proteomoéw i subproteoméw zmierza do okreslenia biatek, ktorych
zmienny profil akumulacji bedzie charakteryzowal dany proces. Jeden genom
zwigzany jest z wieloma subproteomami, co jest rezultatem réznicowania si¢ tka-
nek, a takze zmiennych warunkéw srodowiska. Dodatkowo wazng role w przypad-
ku bialek odgrywaja modyfikacje potranslacyjne, takie jak cho¢by ubikwitynacja,
fosforylacja, nitrozylacja, karbonylacja. Za marker - bialko znacznikowe moze
zosta¢ uznana wiecej niz jedna czasteczka; moze by¢ to na przyklad caly profil, pod
warunkiem jednak, ze bedzie on powtarzalny (Silberring, Drabik 2010). W bada-
niach nad nasionami, przedmiotem zainteresowania sg dwa kluczowe aspekty:
spoczynek i kietkowanie nasion.

Punktem wyjscia do badan nad proteomem, niezaleznie od wykorzystywanej
metody rozdzialu bialek, jest ich izolacja. Po wyizolowaniu, mieszanina bialek
poddawana jest rozdzialowi. Najczesciej wykorzystywany jest rozdzial dwuwymia-
rowy w zelu poliakrylamidowym. W pierwszym etapie bialka rozdzielane sg zgod-
nie z punktem izoelektrycznym. W drugim, ze wzgledu na mas¢ - z uzyciem SDS,
tzw. SDS-PAGE (Jorrin-Novo i in. 2009). Uzyskiwane elektroforegramy barwione
s3 metodg srebrowa lub roztworem koloidalnym blekitu komasyny. W dalszym
etapie uzyskane profile bialkowe poréwnane s3 pomiedzy sobg. Wyniki zmian
w profilu akumulacji biatek interpretowane s3 z zastosowaniem metod statystycz-
nych. Wybrane bialka poddawane s3 identyfikacji w spektroskopii mas. Odmiang
elektroforezy dwuwymiarowej jest roznicowa elektroforeza zelowa (DIGE) z wyko-
rzystaniem barwnikow fluorescencyjnych (Tonge i in. 2001). W jednym rozdziale
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pozwala analizowa¢ wiele réznie znakowanych préob. Oszczedza to czas poswigecony
na rozdzial, jednak wymaga specjalistycznego sprzetu. Rozwijang wspdlczesnie
technika tzw. drugiej generacji jest na przyklad elektroforeza w kapilarach (Canas
iin. 2007). Po izolacji, mieszanina bialek podlega trawieniu i rozdziatowi bezpo-
srednio w kapilarach sprzezonych ze spektrometrem mas. W ostatnim etapie biatka
s3 identyfikowane przy wykorzystaniu programéw komputerowych (np. Mascot)
i baz sekwencji (np. NCBI).

3. Spoczynek i kietkowanie nasion a zmiany w proteomie

3.1 Definicje spoczynku i jego klasyfikacje

Stan spoczynku zwigzany jest z zahamowaniem aktywnosci metabolicznej
i wzrostowej, moze dotyczy¢ on calej rodliny lub jej czesci (Lewak, 2007). Badania
nad spoczynkiem prowadzone sg od wielu lat. W literaturze pojawily si¢ rézne jego
definicje i sposoby klasyfikacji, ktére przedstawiono na ryc. 1.

podziat w oparciu o

Morfologia
Nikolaeva 1977

podziat w oparciu o
aspekty morfo-
fizjologiczne

(1) wewnetrzny

(2) zewnetrzny

Merystem
Lang 1987

wstrzymanie wzrostu
struktur merystemu
(1) ekospoczynek
(2) endospoczynek
(3) paraspoczynek

1%70
|

1982 1990
| |

| 2094

!
1977

|
!
2000

|
|
2010

|
1987

podziat ze wzgledu na
czynniki go wywotujgce
(1) bezwzgledny
inaczej pierwotny,

zewnetrzne

iki Morfologia
Czynniki wiasciwy, wrodzony - i Cz nngiki dodatkowo okreslono
Karssen 1982 | czynniki wewnetrzne Baski Y/ Baski poziomy i klasy
(2) wzgledny inaczej askin 1 BasKi| (1) fizjologiczny
narzucony - czynniki 2004 (2) morfologiczny

w podziale uwzgledniono
aspekty morfo-fizjologiczne
w zaleznosci od wptywu
czynnikdw $rodowiska,

(3) morfo-fizjologiczny
(4) fizyczny
(5) mieszany

Rycina 1. Klasyfikacja spoczynku z uwzglednieniem réznych kryteriow podziatu

Zrédfo: na podstawie: Nikolaeva 1977; Karssen 1982; Lang 1987; Baskin, Baskin 2004.
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W badaniach fizjologii nasion wykorzystywana jest klasyfikacja przedstawiona
przez Baskin i Baskin (2004), nawigzujaca do podzialu Nikolaevy (1977), wedlug
ktdrej nasiona w stanie spoczynku nie majg zdolnosci do kietkowania w okreslo-
nym czasie pod wplywem réznorodnych czynnikéw srodowiska, ktére w innym
czasie mogltyby sprzyja¢ kietkowaniu, na przykiad po tym, jak w nasionach ustapi
spoczynek. Nasiona niespoczynkowe maja za to zdolno$¢ do kietkowania w szero-
kim zakresie czynnikow $rodowiska dla danego genotypu.

Baskin i Baskin (2004) wyznaczyli pi¢¢ klas spoczynku, dzielagc 6w proces dalej
na poziomy i typy. Spoczynek fizjologiczny (PD, ang. physiological dormancy), to
najpowszechniej wystepujacy typ spoczynku (zaréwno u roélin nagozalgzkowych,
jak i okrytozalgzkowych). Jego podzial na podtypy przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Podziat gtebokiego spoczynku fizjologicznego na podtypy

Poziom Gteboki (I) Posredni (IIT) Phytki
(ang. deep) (ang. intermediate) (ang. nondeep)
Zabieg . ciepla lub chlodna ' skaryfikacja, (‘iojrzewanie
przelamujacy . przechtodzenie posprzetne, ciepta lub
stratyfikacja ,
spoczynek chlodna stratyfikacja
C iki lok ki lok ki
zynm. u okowane w zarodku u okowane w zarodku dlokowane w tkankach
wplywajace na | i/lub tkankach go i/lub tkankach go o otaczaiacych
spoczynek otaczajacych otaczajacych g Jacy
Zarodek nie kietkuje lub po- zdolny do kielkowania, | kietkuje i powstaje

po izolacji

wstaje nieprawidlowa
siewka

powstajaca siewka ma
normalng budowe

prawidiowo
wyksztalcona siewka

Zewnetrznie nie prowadzi do prze- pozytywnie wplywa .

1 k
podana GA tamania spoczynku na kietkowanie nasion przelamuje spoczyne
przyklady klon zwyczajny, wisnia Klon jawor rzodkiewnik,

ptasia, buk zwyczajny

klon $cietolistny

Zrodio: na podstawie: Hilhorst 1995; Tweddle i in. 2003; Baskin, Baskin 2004; Finch-Savage, Leubner-
Metzger 2006; Black i in. 2008; Li i in. 2009.

3.2. Ptytki spoczynek fizjologiczny

Nasiona ryzu i rzodkiewnika sktadajg si¢ z zarodka otoczonego tkanka odzyw-
czg, ktérg stanowi bielmo. U ryzu (jednoliscienne) zarodek jest niewielki i bielmo
stanowi ponad 50% masy nasion, natomiast u rzodkiewnika (dwulicienne) dys-
proporgcja ta nie jest taka silna. Zarodki obu gatunkéw charakteryzujg sie wystepo-
waniem plytkiego spoczynku fizjologicznego (Baskin Baskin 2004). Nasiona traca
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spoczynek podczas ich przechowywania. Proces kietkowania jest trojfazowy. Pod-
czas pierwszej fazy wzrasta §wieza masa nasion, co ma zwiazek z intensywnym ich
uwodnieniem, w drugiej fazie proces ten zwalnia i nasiona kietkuja - wowczas
mowi si¢ o kietkowaniu sensu stricte (Bewley 1997, Nonogaki i in. 2010). Natomiast
w trzeciej fazie proces uwodnienia zostaje zakonczony, dochodzi do wzrostu korze-
nia zarodkowego u rzodkiewnika oraz dodatkowo koleoptylu u ryzu - ta faza zwig-
zana jest z powstawaniem siewek (Nonogaki i in. 2010). Podczas kietkowania biel-
mo jest stopniowo rozkladane, w czym uczestnicza biatka, ktorych synteza induko-
wana jest po uwodnieniu nasion. Aktywowane zostaja geny zwigzane z synteza
giberelin (GA) (Han i in. 2014). GA sg transportowane do warstwy aleuronowej,
zwieksza si¢ ekspresja genu alfa amylazy oraz innych enzymoéw hydrolitycznych,
ktére degraduja materialy zapasowe (Bethke i in. 1997, Yang i in. 2007). Badania
nad funkcja bielma wykazaly, ze bielmo moze wydziela¢ sygnaly kontrolujace
wzrost zarodkow (Lee i in. 2010). Analizujgc globalne zmiany w akumulacji bialek
podczas spoczynku nasion stwierdzono, ze biatka zapasowe, odpowiedzi na stres
i biorgce udzial w detoksyfikacji podlegaly silniejszej akumulacji (Arc i in. 2012).
Nasiona, po ustgpieniu spoczynku, charakteryzowaly si¢ silniejsza akumulacja
bialek zwigzanych z procesami energetycznymi, metabolizmem aminokwasdw,
faldowaniem i stabilnoscig bialek, proteoliza, metabolizmem mRNA oraz synteza
bialek (Arciin. 2012).

Do bialek bezposrednio zaangazowanych w kielkowanie ryzu Liu i in. (2016)
zaliczyli 9S-lipoksygenaze linolenianowa 2 (LOX) i fancuch tubuliny a-1 (Liu i in.
2016). Podczas kietkowania dochodzi do mobilizacji triacyloglycerolu zmagazyno-
wanego w ciatach olejowych. LOX katalizujg utlenianie wielonienasyconych kwa-
soéw tluszczowych, wytwarzajac wodoronadtlenki nienasyconych kwasow ttuszczo-
wych (Feussner, Wasternack 2002). Obecno$é¢ biatka LOX2 stwierdzono w skietko-
wanych nasionach (Liu i in. 2016), natomiast Huang i in. (2014) opisali, ze ekspre-
sja genu OsLOX2 byla indukowana podczas inicjacji kielkowania i jest ona nie-
zbedna dla zakonczenia tego procesu. Bialkiem wykazujacym potencjal biatka
wskaznikowego okazala si¢ tubulina, skfadnik mikrotubul, cytoszkieletu, zwigzana
z rearanzacjg chromosomoéw podczas podzialu komédrek. Zwiekszenie si¢ poziomu
akumulacji biatka obserwowano podczas kietkowania nasion (pomiedzy 24 a 48
godzinami uwodnienia) (Han i in. 2014, Liu i in. 2016). Yang i in. (2007) zaobser-
wowali wzrost poziomu akumulacji bialek obronnych podczas kietkowania, np.
lipokaliny indukowanej stresem temperatury, bialek zwigzanych ze stresem, czy
produktu genu salT. Bialka te zwiazane s3 z tolerancja na podsuszanie, ich obec-
no$¢ podczas kietkowania wskazuje, ze moga pelni¢ funkcje ochronne podczas tego
procesu. U kietkujacych nasion ryzu wazna role odgrywaly enzymy zwiazane ze
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szlakiem metioniny, wykorzystywanej do budowy bialek i jako prekursor S-adeno-
zylometioniny, prekursora poliamin, etylenu i biotyny (Liu i in. 2015). Liu i in.
(2015) obserwowali wzrost poziomu N-karbamilooksydazy putrescyny katalizujacej
hydrolize N-karbamiloputrescyny do putrescyny, oraz syntetazy spermidyny.
Ponadto uwodnienie nasion wptywa na zmniejszenie akumulacji biatek wiazacych
RNA, bialek bogatych w glicyne wigzacych RNA (Masaki i in. 2007).

Badania proteomiczne nasion rzodkiewnika pozwolity, podobnie jak u ryzu,
wytypowaé bialka — potencjalne markery. Stwierdzono, ze w proces kietkowania
zaangazowane sg bialka odpornosci przeciw patogenom, takie jak: myrosina, biatka
zwigzane ze szlakiem metioniny, oraz biatka LEA (Gallardo i in. 2001). Analiza
wplywu nowo syntetyzowanych bialek na podstawie mRNA zgromadzonego
w dojrzalym zarodku, wykazala znaczacy udzial bialek zwigzanych ze szlakiem
metioniny, szczegdlnie syntetazy metioniny odpowiedzialnej za zywotnos$¢ nasion
i odgrywajacej role w wytworzeniu siewek. Syntetaza S-adenozylometioniny odby-
wa sie tuz przed skielkowaniem nasion (Galland i in. 2014). Ponadto enzym ten
uczestniczy w biosyntezie etylenu, spermidyny, sperminy i biotyny. Takze hydrola-
za S-adenozylohomocysteiny wzrastala podczas kietkowania nasion. Hydrolaza
S-adenozylohomocysteiny rozklada S-adenozylohomocysteing — inhibitor metylo-
transferaz zaleznych od S-adenozylometioniny (Galland i in. 2014). Biatkami,
ktérych poziom akumulacji wzrastal podczas kietkowania byly takze biatko dojrze-
wania nasion (SMP, ang. Seed Maturation Protein — pelnigce role magazynu bioty-
ny). Profil akumulacji SMP i chloroplastowego czynnika elongacyjnego EF-Tu
zmniejszyt sie podczas kielkowania (Gallardo i in. 2001). Wskazuje to, ze elementy
niezbedne do budowy ukfadu fotosyntetycznego syntetyzowane sa na wczesnych
etapach rozwoju nasion (Gallardo i in. 2001).

Proces uwodnienia nasion rzodkiewnika powigzany jest ze zmianami w aku-
mulacji a- i B-tubuliny, aktyny 7, a takze krucyferyny (bialka zapasowego), enzy-
mow zwigzanych z cyklem Krebasa - akonitazy, glikolizg — karboksylazy fosfoeno-
lopirogronianowej (PEPC), i detoksyfikacja — katalazy 2. Biatko WD-40, jako biatko
zwigzane z przekazywaniem sygnalu zaleznego od hormonéw, posredniczy w roz-
woju komorek; jego akumulacja byla $cisle zwigzana z uwodnieniem tkanek zarod-
ka (Gallardo i in. 2001).

3.3. Gteboki spoczynek fizjologiczny

Indukcja spoczynku w nasionach nast¢puje podczas ich dojrzewania na ro$li-
nie macierzystej i rozpoczyna si¢ w osiach zarodkowych (Staszak i Pawlowski
2014). Dojrzewanie poprzedza faza morfogenezy zarodka, zwigzana ze zmianami
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w akumulacji tubulin i aktyn - bialek zwigzanych ze wzrostem i rozwojem zarodka
(Staszak, Pawlowski 2014). Dojrzewajace liscienie odpowiadaja za akumulacje
materialéw zapasowych, odnotowano takze zmiany akumulacji bialek zwigzanych
z metabolizmem (Staszak 2016). Jednym z hormonéw zaangazowanych w proces
spoczynku jest kwas abscysynowy (ABA), ktory reguluje spoczynek poprzez zmiany
swego poziomu (Finch-Savage i Leubner-Metzger 2006). Na tym etapie dochodzi
do akumulacji biatek p6znej embriogenezy (LEA, ang. Late Embryogenesis Abun-
dant), w szczegolnosci dehydryn (grupa 2 bialek LEA) oraz malych biatek szoku
cieplnego (sHSP, ang. small Heat Shock Proteins), ktore uczestnicza w nabywaniu
tolerancji na podsuszenie (Kalemba, Pukacka 2012). Biatko LEA D-34 gromadzone
jest w péznym stadium rozwoju nasion, w odpowiedzi na susze. Biatko stabilizuje
inne biatka i blony, zapobiegajac uszkodzeniom podczas podsuszania (Battaglia
iin. 2008); nie mozna wykluczy¢ jego roli w procesie nabywania spoczynku.
Kalemba i in. (2008) zaobserwowala zbiezno$¢ pomiedzy maksymalng koncentracja
kwasu abscysynowego a pojawieniem si¢ bialka podobnego do dehydryn o masie
44 kDa DHN44 w osiach zarodkowych. Jego akumulacja odbywata si¢ w koncowej
fazie nabywania spoczynku i trwala do osiagniecia dojrzalosci. Poza bialkami LEA,
w proces nabywania spoczynku zaangazowane s3 bialka biorgce udzial w przetwa-
rzaniu informacji genetycznej, metabolizmu wegla i energii, oraz w procesach
komoérkowych i antyoksydacyjnych. Biatko bogate w glicyne, wiazace RNA i biatka
proteasomu, scharakteryzowano jako bezposrednio zaangazowane w kontrole
nabywania spoczynku (Staszak, Pawlowski 2014). Biatko bogate w glicyne wiazace
sie z RNA (GRRBP), odpowiada za potranskrypcyjna regulacje ekspresji genow.
Zwiazek biatka GRRBP ze spoczynkiem, poprzez synteze bialek bogatych w glicyne
czutych na kwas abscysynowy (ang. ABA-responsive), zaobserwowal Nicolds i in.
(1997). U dojrzewajacych osi klonu zaobserwowano wzrost poziomu akumulacji
biatek proteasomalnych (Staszak 2016). W roslinach system ubikwityna—proteasom
jest zaangazowany w regulacje proceséw rozwoju zarodkéw, miedzy innyi, w nam-
nazanie komorek i rozwdj tkanek poprzez kontrolowanie poziomu jadrowych
bialek regulacyjnych (czynnikéw transkrypcyjnych) (Auld, Silver 2006). Proteaso-
my mogg by¢ zaangazowane w nabywanie spoczynku w nasionach poprzez udziat
w proteolizie regulatoréow transkrypcji, ktére wplywaja na rézne szlaki metabolicz-
ne, w tym na przekazywanie sygnalu ABA (Staszak, Pawtowski 2014).

Za najistotniejszy element procesu ustepowania spoczynku uwaza sie¢ wplyw
hormonéw regulujacych ekspresje gendow. Nasiona drzew lesnych klimatu umiar-
kowanego cechujg si¢ wystepowaniem glebokiego spoczynku fizjologicznego
w pelni uformowanym zarodku (Hong, Ellis 1990). Ustepowanie spoczynku jest
procesem dynamicznym, nastepuje w trakcie ok. 15-tygodniowej stratyfikacji
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uwodnionych nasion w temperaturze 3°C; proces ten wigze si¢ z aktywnoscig wielu
szlakéw metabolicznych, a blokada ktéregokolwiek, skutkuje pozostaniem nasion
w stanie spoczynku (Ross 1996). Zwigkszenie poziomu biatek zaangazowanych
w przelamywanie spoczynku obserwowano w ésmym i dziesiatym tygodniu chlod-
nej stratyfikacji. Pawlowski (2009) zaobserwowal, Ze zmiany poziomu ABA i GA
wplywajg na zmiany w proteomie nasion, zgodnie z teorig hormonalnej réwnowagi
Luckwilla (1952).

W przelamywanie spoczynku zaangazowane sg roznorodne biatka. Do grupy
bialek potencjalnych markeréw procesu ustgpowania spoczynku i kielkowania,
zaliczono: biatka proteasomalne, biatka szlaku metabolizmu metioniny (syntetaza
metioniny, syntaza S-adenozynometioniny, adenozylohomocysteinaza), bialka boga-
te w glicyne wiazace RNA (Pawtowski 2009; Pawtowski, Staszak 2016), czynnik
elongacyjny EF-2, biatko 1 oddzialujace z ABI3 (ang. ABI3-interacting protein 1)
(Pawlowski 2009). Ponadto dehydryna (LEA) o masie 26 kDa w osiach zarodko-
wych wykazywala najsilniejsza korelacje ze zdolnoscia do kietkowania nasion.
Bialko to moze uczestniczy¢ w zeszkleniu wody w komdrkach (ang. glassy state).
Nie bylo ono obecne podczas dojrzewania i kietkowania nasion (Kalemba i in.
2008). Kalretikulina zwigzana z siateczka srodplazmatyczng odpowiada za regulacje
poziomu jondw wapnia poprzez ich wigzanie; poziom jej akumulacji rdwniez byl
zwigzany z wychodzeniem ze spoczynku (Pawlowski 2009).

4. Podsumowanie

Wryniki badan proteomicznych w znaczacy sposdb poszerzajg wiedze na temat
fizjologii nasion, a szczegdlnie proceséw spoczynku i kietkowania. Umozliwiajg
poszukiwanie bialek mogacych stuzy¢ za markery proceséw fizjologicznych,
a w przyszlosci wyniki prowadzanych badan moga by¢ wykorzystane do przygoto-
wania testow biochemicznych, np. typu ELISA. Zanim to nastapi, niezbedne sa
analizy wplywu modyfikacji potranslacyjnych biatek. Rozwoj badan proteomicz-
nych jest nierozerwalnie uzalezniony od rozwoju specjalistycznej aparatury badaw-
czej o duzej czuloéci. Pelne zrozumienie proceséw zachodzacych w nasionach nie
powinno by¢ jednak rozpatrywane punktowo, a systemowo. Poszczegdlne procesy
(np. spoczynek czy kietkowanie nasion) sg niezbednymi elementami w zyciu roslin
i nie moga by¢ rozpatrywane w izolacji od siebie lub od innych proceséw. Biologia
systemowa jest podej$ciem, ktére w sposdb wszechstronny traktuje o interpretacji
wynikéow badan pochodzacych z réznorodnych dyscyplin. Wykorzystanie tego
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podejscia umozliwia pelne zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za spo-
czynek i kielkowanie nasion.
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Streszczenie: Uwaza sig, ze temperatura na Ziemi moze wzrosna¢ w ciaggu najblizszych 100 lat
01,1 do 6,4°C, obnizajgc wzrost roslin i wydajnos¢ plondw. Rosliny, podczas wzrostu, wykazuja
mozliwos$¢ dostosowania parametréw fotosyntetycznych do temperatury. Plastyczne dostosowa-
nie do nowych temperatur umozliwia efektywniejszy przebieg proceséw metabolicznych. Mozli-
wosci aklimatyzacyjne roslin do zmian temperatury sg rézne pomiedzy gatunkami nalezacymi do
drég fotosyntetycznych C3, C4 i CAM. Rosliny C3 maja najwieksze mozliwosci przystosowawcze do
zmian temperatury w szerokim zakresie, podczas gdy u roslin CAM zachodzace procesy zaleza od
temperatury w dzien i w nocy, a roéliny C4 sa przystosowane raczej do wysokich temperatur
Srodowiska. Ponadto, wérdd roslin C3 zimozielonych i wieloletnich, obserwuje sie wiekszg homeo-
staze temperaturowa fotosyntezy, niz w roslinach jednorocznych, a aklimatyzacja jest szczegdlnie
wazna dla bylin, ktére doswiadczaja znacznych zmian temperatury podczas swojego zycia.
Niektore gatunki roslin moga osiagnac wysoka aktywnos¢ fotosyntetyczng poprzez zmiane opti-
mum temperatury dla fotosyntezy w warunkach wzrostu. Zmiany te dotycza gtéwnie intensywno-
$ci tych etapow fotosyntezy, ktore decyduja o natezeniu procesu. Globalne zmiany klimatu powo-
duja dzienne, sezonowe i roczne zmiany temperatury, a temperatura podczas wzrostu jest gtéw-
nym czynnikiem determinujacym rézna dystrybucje gatunkéw w danym srodowisku. Fotosynteza
jest procesem najbardziej wrazliwym na zmiany temperatury, zatem znajomos¢ aklimatyzacji tego
procesu jest wazna dla rolnictwa i srodowiska. Istnieje szereg rozbieznosci w wynikach prac doty-
czacych aklimatyzacji roznych grup roélin do zmian temperatury, a tymczasem poznanie tych
mechanizméw jest wazne dla kontroli proceséw odpowiedzialnych za wzrost roslin. Znajomos¢
roznic w temperaturach wzrostu jest bowiem istotna dla transformacji roslin w celu zwiekszenia
intensywnosci fotosyntezy u gatunkéw uprawianych przez cztowieka.

Stowa kluczowe: fotosynteza, rosliny C3, C4 i CAM, zmiany temperatury.
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1. Wstep

Roéliny zZyjac w srodowisku naturalnym narazone sg na dzialanie zmiennych
czynnikéw abiotycznych, w tym zmiennej temperatury. Zmiany te zachodza
w czasie kolejnych sezondw, jak rowniez w ciggu cyklu dnia i nocy. Bardzo dra-
styczne obnizenie lub wzrost temperatury moga zaindukowac apoptoze i w konse-
kwencji $mier¢ rosliny. Jednoczesnie zmiany temperatury s3 niezbedne do normal-
nego rozwoju osobniczego. Wahania temperatury reguluja otwieranie i zamykanie
kwiatow w ciggu doby (Ruelland, Zachowski 2010). Wiele rodlin uprawnych zakwi-
ta dopiero po okresie chlodu, bez ktérego nie sa zdolne do osiagnigcia fazy genera-
tywnej. Kielkowanie nasion réwniez zalezy od temperatury. Fakty te $wiadcza
o tym, ze zmiany temperatury stanowig sygnal, ktérego natezenie indukuje okre-
slong odpowiedz komorek. Nie udalo si¢ natomiast zidentyfikowaé¢ w komorce
roélinnej wewnetrznego ,termometru”, ktéry wyzwalalby odpowiednig reakcje
organizmu. Takie elementy sktadowe komorki, jak blony biologiczne, enzymy,
czynniki transkrypcyjne oraz cytoszkielet zmieniaja znacznie swoje wlasciwosci
i strukture pod wplywem temperatury, i wlasnie owe zmiany bezposrednio wywo-
tuja odpowiedz komorki na zmieniajace si¢ warunki.

1.1 Mechanizmy percepcji i odpowiedzi na zmiany temperatury
przez rosliny

W sklad blon biologicznych wchodza lipidy, ktére sa niezwykle czule na
zmiany temperatury. Wraz ze wzrostem temperatury, zwieksza si¢ stopien uplyn-
nienia blon biologicznych, podczas gdy chtéd powoduje ich usztywnienie. Obecnie
istnieje wiele dowoddow na to, Ze stopien ptynnosci bton jest sygnalem dla komorki,
modwigcym o zmianach temperatury (Vigh i in. 2007). Potwierdzaja to eksperymen-
ty nad wplywem zwigzkéw zmieniajacych plynnos$¢ blon w stalej temperaturze.
DMSO (dimetylosulfotlenek) zwigksza ,sztywnos$¢” blony, podczas gdy benzylal-
kohol (BA) odwraca dziatanie DMSO. Stwierdzono, ze dzialanie DMSO na blony
biologiczne, wywoluje odpowiedz komorki roslinnej takg sama, jak dzialanie chlo-
du, natomiast podanie BA znosi ten efekt (Orvar i in. 2000). W roélinach podda-
nych dzialaniu wysokiej temperatury, DMSO obniza réwniez aktywnos¢ biatek
szoku cieplnego HSP70, podczas gdy BA aktywuje te biatka, nawet w temperaturze
nie stanowigcej stresu dla roéliny. Stwierdzono tez, ze niektére gatunki mchow
moga naby¢ termotolerancje nie przez poddawanie ich zmianom temperatury, lecz
tylko przez podawanie BA. Badano réwniez reakcje na chtéd mutantéw fad3/7/8
A. thaliana pozbawionych desaturaz kwaséw ttuszczowych (FAD), enzyméw kon-
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trolujacych zawarto$¢ nienasyconych fosfolipidéw w btonach, a wiec wptywajacych
bezposrednio na ich ptynnos¢. Blony mutantow fad wykazywaly zwiekszong sztyw-
no$¢, w poréwnaniu do typu dzikiego (Ruelland, Zachowski 2010). Co wiecej,
wykazywaly one zalezng od temperatury aktywacje fosfolipazy C, szlaku induko-
wanego w reakeji na chtéd. Mutanty fad charakteryzowaly si¢ takze zwiekszong
proteolizag zwigzanych z blong czynnikow transkrypcyjnych NAC, ktére pelnia,
miedzy innymi, funkcje zwigzang z odpowiedzig roslin na chtéd. Powyzsze dane
wskazuja, ze plynno$¢ blon stanowi dla komorki roslinnej sensor odpowiedzialny
za percepcje temperatury.

wysoka temperatura | niska temperatura

¥ L ¥

L . 4
plynnos ) (cytoszkielet) ( konformacja) (“aktywnosc
bton biatek enzymow

r ry

|

dostepnosé Pi, stan redoks PQ, ROS, wzrost Ca™,
fosforylacja biatek, aktywacja fosfolipaz

|

odpowied? ekspresja genow, akumulacja biatek,
komarki tolerancja na chtod/ wysoka temperature

sygnaty

Rycina 1. Schemat ukazujacy sekwencje zmian indukowanych w komorce roslinnej przez niska
i wysoka temperature

Zrédto: opracowanie whasne

W komorce roslinnej, poddanej dzialaniu wysokiej lub niskiej temperatury,
wiele bialek moze ulega¢ zmianom strukturalnym. Niektére wyniki sugeruja,
ze denaturacja termiczna aktywuje czynniki transkrypcyjne Hsfs (Yamada i in.
2007). Czynniki AtHsfAld, AtHsfA4c, AtHsfA3 i AtHsfBI wystepuja konstytutyw-
nie (nawet przy braku stresu termicznego) w komdrkach Arabidopsis thaliana i sa
zwigzane z biatkami chaperonowymi HSP90. Podczas dzialania wysokiej tempera-
tury, biatka HSP90 odlaczaja sie od Hsfs, a uwolnione Hsfs indukujg ekspresje
genow aktywowanych wysoka temperatura. Rowniez w warunkach chlodu, wyste-
pujacy w komorkach roslin wyzszych czynnik transkrypcyjny CBE2, jest odpowie-
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dzialny za odpowiedz roéliny, tworzac odwracalng, zalezng od temperatury, forme
aktywng. Zatem zmiany strukturalne bialek stanowig sensor zmian temperatury
w komorkach. Znane jest tez, ze zaréwno niska, jak i wysoka temperatura powodu-
ja depolimeryzacje¢ mikrotubul i mikrofilamentéw, zmieniajac tym samym oddzia-
lywania z biatkami, ktore pelnia role czasteczek sygnatowych. Kinazy MAP (MAPKs)
uznawane s3 za czasteczki uczestniczagce w dynamice cytoszkieletu (Samaj i in.
2004). Schemat przedstawiajacy mechanizmy dzialania temperatury w roslinach
przedstawiono na ryc. 1.

Zmiany globalne klimatu odpowiadaja za anomalie temperatury $rodowiska,
zaréwno w odniesieniu do ich intensywnosci, jak i czasu trwania (Christensen i in.
2007). Temperatura moze ogranicza¢ wzrost roslin, jak i mie¢ wplyw na rozprze-
strzenienie gatunkow. Poniewaz rosliny nie sg zdolne do przemieszczania sig, istot-
nym jest wytworzenie mechanizmdéw umozliwiajacych aklimatyzacje do nowych
warunkdéw, w ktorych zyja. Proces fotosyntezy jest najbardziej wrazliwy na zmiany
temperatury, stad zrozumienie mechanizmdéw przystosowawczych tego procesu jest
wazne, zaré6wno z praktycznego, jak i Srodowiskowego punktu widzenia. Nate¢zenie
fotosyntezy jest hamowane zaréwno w niskich, jak i wysokich temperaturach (ryc.
2A).
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Rycina 2. Wptyw temperatury na natezenie fotosyntezy (A) u roslin rosngcych w niskiej i wysokiej
temperaturze oraz (B) dla roslin C3, C4 i CAM, z przedstawieniem zakresu temperatury optymal-
nej (T opt)

Zrédio: opracowanie whasne na podstawie: Yamori i in. 2014.

Interesujace jest, ze w warunkach sezonowych zmian temperatury, zmienia si¢
réwniez optimum temperaturowe fotosyntezy, co umozliwia lepszy wzrost rosliny
w nowych warunkach termicznych (Berry, Bjorkman 1980; Yamori i in. 2012).
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Rosliny, zaréwno arktyczne, jak i pustynne, wykazuja szereg przystosowan do
panujacych w danym srodowisku temperatur. Wydaje si¢, ze odmienne przystoso-
wania wystepuja tez u roslin o réznych typach metabolicznych. Rosliny C4 wyste-
puja w rejonach o wysokim naslonecznieniu i temperaturze, zatem sg lepiej przy-
stosowane do tych warunkéw niz rosliny C3. Jednak w obrebie roélin C3 réwniez
wystepuja znaczace roznice zalezne, na przykltad od ekotypu tego samego gatunku,
czy tez roznej tolerancji na temperature. Stosunkowo niewiele jest informacji doty-
czacych roslin CAM, zasiedlajacych tereny pustynne, gdzie temperatura w ciagu
dnia i nocy bardzo si¢ rézni. Interesujace jest, Ze nie znaleziono réznic w dzialaniu
temperatury na aklimatyzacj¢ fotosyntezy u traw, drobnych krzewinek i roslin
zdrewniatych (Campbell i in. 2007). Rosliny C3, C4 i CAM stanowig odpowiednio
ok. 85, 5 i 10% wszystkich gatunkéw roslin wyzszych. Rosliny C4 wystepuja
w strefie tropikalnej, subtropikalnej oraz strefach o podwyzszonej temperaturze.
Wirdd roslin C4 wystepuja tez gatunki przystosowane do zycia w obnizonej tempe-
raturze; spotykane sg one zaréwno w tundrze, jak i w lasach borealnych, wymagaja
jednak podczas dnia wyzszych temperatur, co bezposrednio wynika z wlasciwosci
katalitycznych enzymu Rubisco. Rosliny CAM przystosowane s3 do suszy i wyste-
puja w regionach, gdzie obserwuje si¢ drastyczne wahania temperatury w okresie
dzien/noc. Ze wzgledu na réznorodne przystosowania do wigzania CO, roslin
reprezentujacych trzy typy metaboliczne, uwaza si¢, ze zmiany adaptacyjne do
temperatury zwigzane s3 zaréwno zlokalizacja komoérkows, jak i przebiegiem
procesu fotosyntezy. Schemat reakeji fotosyntetycznych u roélin C3, C4 i CAM
przedstawiono na rycinie 3. Szczegoly dotyczace metabolizmu tych roélin opisano
w pracach Drozak i in. (2012), a takze Liittge (2004).

1.2. Szybkie przystosowania fotosyntezy do niskich i wysokich
temperatur

Obserwuje sig, ze rosliny zwiekszajg aktywnos¢ fotosyntetyczng w warunkach
wzrostu w taki sposdb, ze organizmy rosngce w niskich temperaturach, wykazuja
wigksze mozliwosci fotosyntetyczne w niskich temperaturach, podczas gdy roéliny
z terenow goracych — w wyzszych. Aklimatyzacja fotosyntezy do niskich tempera-
tur najczesciej wiaze sie ze wzrostem zawartosci enzymow, natomiast w wyzszych
temperaturach konieczne jest utrzymanie stabilnosci aparatu fotosyntetycznego
(Sage, Kubien 2007). W niskich temperaturach stwierdzono wzrost zawartosci
wielu enzymoéw, w tym np. cyklu Calvina (wlaczajac Rubisco) oraz syntazy fosfosa-
charozowej (SPS) (Hurry i in. 1994), ktéra kompensuje obnizenie aktywnosci tych
enzymow. Jednoczesnie stwierdzono zwiekszenie ekspresji niektorych izoform
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enzymow (np. Rubisco), a zmieniona ich kinetyka, warunkuje lepsze przystosowa-
nia do obnizonej temperatury (Yamori i in. 2006). Wykazano tez, ze zmiany moga
dotyczy¢ powinowactwa enzymu do substratu, jak obserwowano np. dla SPS (Re-
imholz i in. 1997). W procesie aklimatyzacji do niskich temperatur, wazne sg réw-
niez zmiany w zawartosci kwaséw tluszczowych w blonach. Struktura i funkcjono-
wanie blon komdrkowych zalezg od stosunku kwaséw ttuszczowych nasyconych do
nienasyconych. Kwasy tluszczowe nasycone tworza proste, sztywne lancuchy
w warstwie lipidowej, natomiast kwasy nienasycone powoduja rozluznienie struk-
tur blon, zwigkszaja tym samym ich plynnos¢ i przepuszczalnos$¢. Wzrost stosunku
kwasow nienasyconych do nasyconych obserwuje si¢ w niskich temperaturach,
natomiast w wysokich temperaturach - ulega on obnizeniu (Murata, Los 1997).
Zwigkszenie ptynnosci blon w niskiej temperaturze poprzez zmiany konformacyjne
bialtek, zwigksza transport elektronow w reakcjach swietlnych fotosyntezy.
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Rycina 3. Reakcje fotosyntezy u roslin C3, C4 i CAM

CA, anhydraza weglanowa; NAD(P)-MDH, dehydrogenaza jabtczanowa zalezna od NAD(P); NAD(P)-ME-
enzym jabtczanowy zalezny od NAD(P); PCK, karboksykinaza PEP; PEPC, karboksylaza fosfoenolopirogro-
nianu; PGA, kwas fosfoglicerynowy; PPDK, dikinaza fosfopirogronianowa; Rubisco, karboksylaza/oksy-
genaza rybulozo-1,5-bisfosforanu; RuBP, rybulozo-1,5-bisfosfosforan.

Zrédto: opracowanie wiasne
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Rosliny rozwijajace si¢ w wysokich temperaturach sg natomiast narazone na
obnizenie stabilnosci blon tylakoidowych i ucieczke protonéw, co moze powodo-
wa¢ zaburzenia transportu elektronéw i syntezy ATP (Bukhov i in. 1999). W tych
warunkach wzrost intensywnos$ci cyklicznego transportu elektronéw wokét PSI
moze kompensowac braki ATP. Krétkotrwale dziatanie wysokiej temperatury (do
45°C) nie powoduje uszkodzenia PSII, ale ma wplyw na integralnos¢ bton. U wielu
gatunkow stwierdzono, ze w wysokich temperaturach obniza si¢ stan aktywacji
Rubisco na skutek niestabilnosci jego aktywazy (Yamori, von Caemmerer 2009).
Wydaje sie, ze najwazniejszym procesem w aklimatyzacji do wysokiej temperatury
jest: (1) obecno$¢ odpornej na temperature aktywazy Rubisco lub wzrost jej zawar-
tosci, (2) zwigkszenie ekspresji biatek szoku cieplnego (HSPs) bioracych udziat na
przyktad w procesie formowania odpowiedniej konformacji nowo syntetyzowa-
nych bialek uczestniczacych w renaturacji uszkodzonych bialek, czy tez chronig-
cych istniejace bialka przed dzialaniem czynnikéw degradujacych oraz bioracych
udzial w stabilizacji blon iutrzymaniu homeostazy w komoérkach w warunkach
wysokiej temperatury.

Zmiany temperatury maja wplyw na intensywno$¢ wielu proceséw w komor-
kach. Zmiany natezenia oddychania roslin indukowane temperaturg maja istotny
wplyw na natezenie fotosyntezy, cho¢ bezposrednio nie wplywaja na ten proces.
Optimum temperatury dla fotosyntezy miesci si¢ najczesciej w zakresie 20-30°C,
natomiast dla oddychania jest wyzsze i wynosi nieco ponizej 45°C. Zatem kiedy
natezenie fotosyntezy obniza sie, natezenie oddychania ros$nie. Rosliny rosnace
w wyzszych temperaturach, czesto majg obnizone nat¢zenie oddychania w warun-
kach normalnych, nawet nizsze niz u roslin rosngcych w warunkach chtodu (Atkin
i in. 2005). Rosliny wykazujace znaczng plastycznos¢ w niektérych parametrach,
réwniez wykazujg ja w innych, co okreslane jest jako ,,syndrom aklimatyzacji do
temperatury”. Zatem zmiany jednego z parametrow, niezaleznie regulowanego,
moga odgrywac gtéwna role w procesie aklimatyzacji do temperatury.

1.3. Ograniczenia natezenia fotosyntezy roslin

U rodlin C3 natezenie fotosyntezy moze by¢ ograniczone przez obnizenie
aktywnosci Rubisco lub regeneracje RuBP i Pi (Farquhar i in. 1980). W niskich
stezeniach CO; proces dyfuzji CO, i karboksylacja RuBP sg czynnikami ogranicza-
jacymi fotosynteze. Natomiast w wysokich stezeniach CO,, regeneracja RuBP i Pi
obnizajg asymilacje CO,. W niskich temperaturach synteza sacharozy moze by¢
hamowana, gdyz regeneracja Pi jest czynnikiem limitujacym ten proces, zalezy on
od gatunku rosliny i temperatury wzrostu (Yamori i in. 2010). Réwniez regeneracja
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RuBP jest wowczas obnizona, co pociagga za sobg ograniczenia karboksylacji Rubi-
sco. Roéliny o niskiej mozliwoéci aklimatyzacyjnej do niskich temperatur, ograni-
czajg regeneracj¢ RuBP niezaleznie od temperatury podczas wzrostu. W wysokich
temperaturach obserwuje si¢ obnizenie transportu elektrondéw, spada stosunek
ATP/ADP i obniza si¢ stan redoks stromy (co w konsekwencji powoduje obnizenie
aktywnosci aktywazy Rubisco). Uwaza sie, ze w wysokich temperaturach, obnizenie
transportu elektronow jest gléwnym czynnikiem ograniczajacym fotosynteze,
natomiast stopiert hamowania zalezy od aktualnej temperatury i gatunku rosliny
oraz od stopnia jej wrazliwosci na ten czynnik (wrazliwa/odporna). Jest interesuja-
ce, jak optimum temperaturowe fotosyntezy zmienia si¢ wraz z temperaturg wzro-
stu. Przy aktualnym st¢zeniu CO, w atmosferze, nat¢zenie fotosyntezy zalezy od
karboksylacji RuBP i natezenia $wiatta, a optimum temperatury zalezy od warun-
kéw wzrostu.

Zaleznos¢ natezenia fotosyntezy roélin C4 od temperatury jest bardziej zlozo-
na niz roélin C3 (von Caemmerer 2000). W niskim st¢zeniu CO,, nat¢Zenie procesu
zalezy od szybkosci dyfuzji CO,, aktywnosci anhydrazy weglanowej i PEPC. Nato-
miast w wysokich stezeniach CO, - od aktywnosci Rubisco, regeneracji PEP i RuBP
(istotny transport elektronéw i aktywno$¢ enzymow cyklu Calvina). Uwaza sie, ze
w wysokich natezeniach $wiatla, czynnikiem kontrolujacym fotosynteze jest aktyw-
no$¢ Rubisco i PPDK (Furbank i in. 1997). Czynnikami ograniczajacymi fotosynte-
ze¢ w wysokiej temperaturze moga by¢ prawdopodobnie transport elektrondw i/lub
regeneracja PEP. Powszechnie wiadomo, ze fotosynteza C4 jest wrazliwa na niska
temperature ze wzgledu na niskg stabilno$¢ enzyméw PEPC, PPDK i Rubisco
w tych warunkach. Wydaje sie, ze wrazliwos¢ PPDK na niskg temperature jest
gléwna przyczyna braku gatunkéow C4 w chiodnych srodowiskach (Long 1983).
Wykazano, Ze roéliny transgeniczne kukurydzy o nadekspresji genu PPDK wyka-
zywaly wyzsza aktywnos¢ fotosyntetyczng w niskich temperaturach, niz osobniki
dzikie. Otrzymanie roslin transgenicznych C4 o wybranych cechach moze przyczy-
ni¢ sie do wyjasnienia ich wrazliwosci na niska temperature (Ohta i in. 2006).

Nauka posiada niewiele informacji o aktywnosci fotosyntetycznej roslin CAM
w odpowiedzi na zmiany temperatury w czasie dnia i nocy (z uwzglednieniem faz
fotosyntezy). Wsrdd badan sa wyniki dotyczace wigzania CO, w okresie nocy dla
rodlin w niskiej i wysokiej temperaturze, ktére pokazuja, ze transport elektronéw
w okresie dnia, jak i wigzanie CO, podczas nocy zmieniaja si¢ wraz ze zmiang tem-
peratury podczas wzrostu. Jednoczesnie stwierdzono, ze czynnikiem ograniczajg-
cym wigzanie CO, u tych roélin nie jest przewodnos¢ szparkowa, czy tez stezenie
CO,, ale inny proces fizjologiczny. Wykazano takze, ze wzrost zawartosci azotu
w rolinach w niskich temperaturach moze rekompensowac obnizenie aktywnosci

94



enzymow (Hikosaka 2004; Yamori i in. 2010). Jednocze$nie réznice w aktywnosci
fotosyntetycznej roslin CAM w okresie dzien/noc mozna ttumaczy¢ réznym opti-
mum temperatury enzymoéw odpowiedniej fazy fotosyntezy. Enzymy PEPC
i NAD(P)-MDH s3 lepiej przystosowane do niskich temperatur panujacych w nocy
(chociaz optimum wynosi 35°C), natomiast optimum temperaturowe dla NAD(P)-
ME, dzialajacego w dzien moze by¢ znacznie wyzsze i wynosi¢ ok. 53°C. Wykorzy-
stanie roélin transgenicznych CAM moze pomdc w wyjasnieniu etapéw, ktdre
ograniczaja fotosynteze w szerokim zakresie temperatur.

14. Aklimatyzacja do temperatury réznych typow fotosyntetycznych
roslin

Poréwnujac temperatury optymalne dla zachodzenia fotosyntezy roélin C3,
C4 i CAM stwierdzono, ze dla roslin C3 zakres ten jest szeroki i waha si¢ od 10 do
35°C (ryc. 2B). Natomiast dla roslin CAM, ktdére wykazuja niskie natezenia wigza-
nia CO,, skorelowane z bardzo wolnym wzrostem tych roslin, optimum jest row-
niez nizsze niz dla roélin C3 i C4. Rosliny C4 wykazuja najwyzsze optimum tempe-
raturowe i wyzsza aktywnos¢ fotosyntetyczng niz rosliny C3 i CAM, chociaz nate-
zenie fotosyntezy drastycznie obniza si¢ w nizszych temperaturach. Mozliwosci
aklimatyzacyjne réznych gatunkéw do zmian temperatury sg ograniczone na rdz-
nych poziomach, ale u roélin C3 wystepuje znaczny zakres przystosowan do tempe-
ratury, co jest w duzej mierze zwigzane z ich ewolucyjnymi zmianami. U wszyst-
kich typéw fotosyntetycznych, temperatura optymalna dla fotosyntezy znaczaco
rozni sie¢ i zwieksza si¢ wraz ze wzrostem temperatury wzrostowej. Stosunek nate-
zenia fotosyntezy w wysokich temperaturach podczas wzrostu do natezenia
w temperaturach niskich, okreslany jest jako temperaturowa homeostaza fotosyn-
tezy (Yamori i in. 2014). Dla roélin C3 wartos¢ ta jest bliska 1 wskazujac, ze nateze-
nie fotosyntezy jest takie, jak w warunkach wzrostu. U roslin C4 warto$¢ ta wynosi
ok. 2,39, czyli natezenie fotosyntezy jest wyzsze w wyzszej temperaturze wzrostu.
Przeciwny proces wystepuje dla roslin CAM, gdzie wartos¢ ta wynosi ok. 0,47
wskazujac, Ze maja one nizsze nat¢zenie fotosyntezy w wyzszej temperaturze. Moz-
na stwierdzi¢, ze gatunki roslin reprezentujace poszczegélne podtypy metaboliczne,
wykazuja adaptacje do okreslonego zakresu temperatur: rodliny C3 - do szerokiego
zakresu zmian temperatury, rosliny CAM pustynne — do niskich temperatur panu-
jacych w nocy, zas rodliny C4 generalnie do wysokich temperatur srodowiska.
U roslin C4 optimum temperaturowe enzymow jest wysokie; dla przykladu, dla
PEPC wynosi ok. 40-45°C; réwniez transport elektronéw wzrasta wraz z tempera-
turg. Natomiast w niskich temperaturach nie tylko obniza si¢ aktywno$¢ enzymow,
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ale znacznie spada tez wydajnos¢ kwantowa fotosyntezy i zachodzi fotoinhibicja.
Sprawia to, ze fotosynteza C4 uwazana jest za mniej plastyczng niz C3, ze wzgledu
na ograniczenia w regulacji cykli w obu typach komoérek oraz state utozenie chloro-
plastéow w komoérkach pochew okotowiazkowych. Stwierdzono réwniez, ze nieza-
leznie od typu metabolicznego, byliny i drzewa wiecznie zielone sg lepiej adapto-
wane do niskich temperatur niz rosliny roczne i liSciaste rosliny drzewiaste (Yamo-
ri i in. 2014). Réwniez zmiany optimum temperaturowego fotosyntezy ze zmiang
temperatury wzrostu byly podobne dla rodlin zielnych rocznych, bylin i roslin
drzewiastych lisciastych, natomiast byly nizsze dla wiecznie zielonych roélin drze-
wiastych. Wydaje si¢, ze reakcja fotosyntezy na zmiany temperatury, bez wpltywu na
temperature optymalng fotosyntezy, pozwala réwniez na wydajniejsza fotosynteze
w warunkach wzrostu. Rosliny wykazujg liczne strategie pozwalajace na bardziej
wydajng fotosynteze w nowych warunkach wzrostu, bez zmiany optimum tempera-
tury. Wyzsza homeostaza fotosyntezy u bylin i wiecznie zielonych drzew wskazuje,
ze aklimatyzacja fotosyntezy jest szczegélnie wazna u roélin dlugo Zyjacych, nara-
zonych na zmiany sezonowe temperatury. Réwniez rosliny tego samego gatunku,
w zaleznosci od $rodowiska zycia (np. pustynia czy nabrzeze), wykazuja réznice
w natezeniu fotosyntezy zwigzane ze zmianami temperatury podczas dnia lub
w sezonie. Specjalizacja roélin do warunkdéw ekstremalnych moze ograniczaé po-
tencjal aklimatyzacyjny do zmian temperatury.

2. Podsumowanie

Zwiekszenie temperatury na Ziemi bedzie prowadzito do ograniczenia wzro-
stu roélin i obnizenia plonéw. Zwigkszenie natezenia fotosyntezy jest zatem ko-
niecznym narzedziem w celu zwigkszenia produkcji roslinnej. Nowe techniki ba-
dawcze, takie jak technologie transformacji, pozwalaja na zmiany ekspresji wybra-
nych gendéw, ingerujac w te etapy fotosyntezy, ktére sa ograniczajagce w danych
warunkach. Zrozumienie mechanizméw aklimatyzacji fotosyntezy do temperatury
u réznych gatunkow i typéw metabolicznych roslin, zaréwno jednorocznych, jak
i wieloletnich, jest wazne dla znalezienia ,miejsca” ograniczajacego natezenie foto-
syntezy w danych warunkach wzrostu. Moze to umozliwi¢ kontrole i regulacje
wigzania COs.
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Streszczenie: Cykl ksantofilowy, zaangazowany w regulowany mechanizm rozpraszania nadmiaru
energii $wietlnej, odgrywa kluczowa role w ochronie struktur aparatu fotosyntetycznego. Modyfi-
kacja jego przebiegu moze zosta¢ wykorzystana w uprawie roslin poddanych jednoczesnemu
stresowi radiacyjnemu i termicznemu, przyczyniajac sie do ztagodzenia ich negatywnych skutkdw.
Celem badania byta ocena efektywnosci dziatania regulatoréow cyklu ksantofilowego w warunkach
stresu cieplnego, po inkubacji w ciemnosci i wstepnej ekspozycji na Swiatto. Analize wptywu
zwigzkdéw modyfikujacych aktywnosé cyklu na termoodpornos¢ roslin przeprowadzono na jecz-
mieniu zwyczajnym (Hordeum vulgare L., odmiana ,Zenek"), mierzac zmiany wartosci parametrow
fluorescencji (metoda PAM), w tym kierunek transferu energii zaabsorbowanej przez PSII. Na pod-
stawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, w przypadku kwasu askorbinowego (donor sity reduk-
cyjnej) oraz putrescyny (bufor jonéw wodorowych), wzrost wartosci ®(NPQ) wraz ze wzrostem
temperatury. W przypadku DTT (inhibitor deepoksydazy wiolaksantyny) wykazano obnizenie
aktywnosci cyklu ksantofilowego, natomiast po zastosowaniu jonéw wapnia (aktywator enzyméw)
w temperaturze 45°C, zanotowano obnizenie wartosci ®(NPQ) w ciemnosci iznaczacy wzrost
po ekspozycji na Swiatto oraz wyzsza wartos¢ @(NO), co chroni PSII przed nadmiarem energii
i fotoinhibicja. W temperaturze 25°C regulatory stymulowaty aktywnos$¢ fotosyntetyczng, nie
oddziatujgc na warto$¢ ®(NPQ). Poznanie mechanizmédw dziatania zwigzkdédw wplywajacych na
regulacje przebiegu cyklu ksantofilowego, stwarza mozliwos¢ kontrolowania odpowiedzi rodlin na
stres cieplny, przyczyniajac sie do poprawy termoodpornosci, co skutkuje zwiekszeniem ich prze-
zywalnosci i wysokosci uzyskiwanego plonu.
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1. Wstep

Stres cieplny jest gtéwnym czynnikiem $rodowiskowym, ograniczajacym
wzrost i wydajno$¢ roslin, w duzej mierze poprzez negatywny wplyw na proces
fotosyntezy, ktéry uwazany jest za jeden znajbardziej czulych fizjologicznych
aspektow funkcjonowania roélin. Podczas dlugotrwalej ewolucji, rodliny wyzsze,
aby unikna¢ fotooksydacyjnych uszkodzen aparatu fotosyntetycznego z powodu
utworzenia reaktywnych form tlenu (ROS), rozwingly szereg strategii i mechani-
zmo6w ochronnych, umozliwiajac zaréwno obnizenie powstawania lub detoksykacje
juz utworzonych ROS. W chloroplastach istnieja dwa gtéwne szlaki generowania
ROS: (1) podczas przeniesienia elektrondw na tlen czasteczkowy przy akceptorze
fotosystemu I (PSI) lub fotosystemu II (PSII), co prowadzi do utworzenia rodnika
ponadtlenkowego (O, "), a w nastgpnych reakcjach - nadtlenku wodoru (H.O,)
lub rodnika hydroksylowego ('OH); oraz (2) przeniesienie energii z chlorofilu trip-
letowego (*Chl’) na tlen czgsteczkowy, umozliwiajac powstawanie tlenu singletowe-
go ('O;) (Jahns, Holzwarth 2012).

Najwazniejszym mechanizmem, réwnowazacym pochlonieta energie $wietlng
z fotosyntezy, a tym samym chronigcym aparat fotosyntetyczny przed fotoinhibicja,
jest termiczne rozpraszanie energii, zalezne od cyklu ksantofilowego, mierzone jako
niefotochemiczne wygaszanie (NPQ) fluorescencji chlorofilu. W cyklu ksantofilo-
wym, zeaksantyna (Z) jest utworzona przez deepoksydowang wiolaksantyne (V) za
posrednictwem anteraksantyny (A) (Xiong i in. 2012). Konwersja V do Z odbywa
sie, gdy roéliny o$wietlone s3 silnym $wiatlem, natomiast stabe $wiatto lub ciem-
nos$¢ stymulujg reakcje odwrotng. W tym procesie zaangazowane s dwa enzymy
zlokalizowane po przeciwnych stronach blon tylakoidéw: deepoksydaza wiolaksan-
tyny (VDE), wystepujaca od strony $wiatta i katalizujagca deepoksydacje V do Z,
i epoksydaza zeaksantyny (ZE), wykonujaca odwrotna reakcje epoksydacji Z do V,
zlokalizowana w blonie tylakoidéw po stronie stromy (Vaz, Sharma 2011). Znacze-
nie aktywnosci cyklu ksantofilowego w podnoszeniu termoodpornosci roslin
jest rowniez posrednio zwigzane ze zmniejszeniem plynnosci blon tylakoidalnych
w nastepstwie zwigkszenia w nich udziatu Z, co stabilizuje struktury aparatu foto-
syntetycznego i podnosi termoodpornos¢ roélin (Xiong i in. 2012).

Wykazano, ze zastosowanie ditiotreitolu (DTT), bedacego inhibitorem VDE,
wplywa na zmiane nat¢zenia NPQ. DTT, zwany odczynnikiem Clelanda, jest sze-
roko stosowanym zwigzkiem umozliwiajacym redukcje mostkéw disiarczkowych
pomiedzy resztami cysteinowymi, chronigc grupy sulthydrylowe przed utlenie-
niem. Dodatkowo, jak wskazuje Alliegro (2000), mechanizm dzialania DTT jest
zalezny od struktury bialka, a jego aktywno$¢ stwierdzono nawet wobec domen
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biatkowych, niezawierajacych reszt cysteinowych. W tym przypadku dzialanie DTT
jest wynikiem hamujacej aktywnos¢ enzymatyczng chelatacji kationéw metali, badz
interakcji DTT z powierzchnig biatka, co ogranicza lub uniemozliwia przestrzenne
dopasowanie ligandu do miejsca aktywnego. Inhibicja, w przypadku VDE, jest
skutkiem zrywania wigzan disiarczkowych w strukturze enzymu (Rockholm, Yama-
moto 1996).

Askorbinian (AsA), dzialajac jako przeciwutleniacz, usuwa generowany pod-
czas procesOw fotosyntetycznych nadtlenek wodoru w reakcji Mehlera, okre$lanej
mianem cyklu woda-woda (WWC) (Leipner i in. 2000). Ponadto, zwigzek ten jest
réwniez zaangazowany w modulowanie aktywnosci PSII dzigki roli jako kofaktor
niezbedny dla dziatania VDE, ktérego aktywnos¢ jest zalezna od ApH iendo-
gennego stezenia kwasu askorbinowego (Calatayud i in. 1999; Leipner i in. 2000).

Putrescyna (Put) jest diaming i wraz ze spermidyng (Spd) i sperming (Spm),
stanowig gtéwne poliamidy w roslinach, czesto okreslane jako endogenne regulato-
ry wzrostu lub wewnatrzkomdrkowe przekazniki posredniczace w wielu reakcjach
fizjologicznych (Shu iin. 2012). Mechanizm ochronnego dzialania putrescyny,
funkcjonujacy w oparciu o model stabych zasad biologicznych (BWB), zapropono-
wany przez loannidis i in. (2012), zaklada, ze Put pelni wazng role w ustalaniu
réwnowagi sktadowych gradientu elektrochemicznego (pmyf): ApH i Ay. W warun-
kach stresowych, roztadowanie nadmiaru przechwyconej energii jest regulowane
przez zwigkszenie gradientu protonowego, co powoduje zakwaszenie lumen tylako-
idow i inicjacje cyklu ksantofilowego, rozpraszajacego nadmiar energii. Czasteczki
putrescyny, obecne we wnetrzu tylakoidéw, wiazac protony, przechodza w forme
kationowg. Dla obdarzonych tadunkiem czasteczek, blona staje si¢ nieprzepusz-
czalna, inicjujac transport wolnych, niesprotonowanych amin do §wiatta pecherzy-
kéw. Putrescyna, dzialajac w roli bufora, obniza stezenie protonéw wodoru, nie
zmieniajac jednoczesnie skladowej elektrycznej (utrzymany jest gradient tadun-
kéw) zachowuje produkcje ATP (Skowron i in. 2016). Put, z powodu wlasciwosci
przeciwutleniajacych i neutralizujacych kwasne $rodowisko (Yuan i in. 2015),
jest kluczowym sygnalem do zainicjowania fotoochrony centréw reakcji fotosynte-
zy przez zalezne od energii niefotochemiczne wygaszanie (qE) (Ioannidis i in.
2012).

Woapn, znany jako regulator wielu procesow fizjologicznych i biochemicznych,
w odpowiedzi na stresy abiotyczne roslin, prowadzi do przejsciowego podwyzsze-
nia wolnego Ca**, wywolujac cykl reakeji biochemicznych, ktére umozliwiajg do-
stosowanie do odpowiednich warunkéw (Liang i in. 2009). Fakt, Ze jony wapnia
poprawiaja termoodporno$¢ roélin, zwigzany jest z utrzymaniem wyzszego wskaz-
nika fotosyntezy pod wplywem stresu, a wywolany przez $wiatto naptyw jonow
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Ca*, wplywa nie tylko na koncentracje cytozolowego wolnego Ca*', ale réwniez na
regulacje proceséw enzymatycznych wewnatrz chloroplastéw. Jony wapnia wply-
waja na fotosynteze, poprawiajac stabilnos¢ centréw reakeji PSII poprzez zwigksze-
nie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych w celu zmniejszenia akumulacji reak-
tywnych form tlenu. Zmniejszenie wewnatrzkomérkowego ROS przyczynia si¢ do
ochrony biatek PSII, tagodzac uszkodzenia spowodowane stresem, poniewaz wyso-
ki poziom ROS moze hamowac¢ synteze biatek D1 (Yang i in. 2015).

Badania dotyczace skutecznosci dziatania modulatoréw cyklu ksantofilowego
w warunkach stresu cieplnego, zaréwno po inkubacji w ciemnosci oraz wstepnej
ekspozycji na $wiatlo, stajg si¢ nieodzowne i majg ogromne znaczenie, poniewaz
zwigkszenie tolerancji roélin na stres cieplny moze by¢ kluczowe w tagodzeniu
niepozadanych skutkéw ocieplajacego si¢ klimatu, ograniczajacego wysokos¢ uzy-
skiwanych plonow.

2. Materiat i metody

2.1 Materiat roslinny

Badania przeprowadzono na jgeczmieniu zwyczajnym (Hordeum vulgare L.),
odmiany ,Zenek”, rosngcym w kontrolowanych warunkach (temperatura 23°C;
promieniowanie (PFD) 100 umola m™? s'; fotoperiod 16/8godz.; wzgledna wilgot-
no$¢ powietrza 55%). Material zebrano z drugiego liscia 20-dniowych roslin
o podobnej kondycji fizjologicznej, z ktorych wycigto krazki o $rednicy 3 mm
i przeniesiono na szalki Petriego zawierajace bibule filtracyjna zwilzong woda de-
stylowang. Krazki liSciowe pozostawiono na 25 minut w ciemnosci lub traktowano
promieniowaniem o natezeniu 500 umola m? s’, odpowiadajagcym spektrum
$wietlnemu, przy ktorym wzrastaly badane roéliny. Aby oceni¢ wplyw poszczegol-
nych zwigzkéw modyfikujacych aktywnos¢ cyklu ksantofilowego, material roélinny
umieszczono w 3 mM roztworze DTT, 10 mM roztworze kwasu askorbinowego,
10 mM roztworze putrescyny, 6 mM roztworze azotanu (V) wapnia oraz w wodzie
(kontrola). Nastepnie kazde z nich inkubowano przez 5 minut w ciemnosci badz na
$wietle o natezeniu 500 pmola m™ s w tazni wodnej w wyznaczonej temperaturze,
odpowiednio: 25, 35 i 45°C.
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2.2. Fluorescencja modulowana (PAM)

W celu oszacowania aktywnosci fotosyntetycznej PSII, pomiary wykonano

w temperaturze pokojowej (25°C) za pomocg fluorymetru IMAGING-PAM (Heinz

Walz, Niemcy), wyznaczajac parametry zwigzane z kwantowa wydajnoscig PSII:

«  @O(PSII) - rzeczywista wydajnos$¢ kwantowa reakcji w PSII o$wietlonego liscia
[D(PSI)=(Fm'"-F)/Fm’;

+  ®(NPQ) - wydajnos¢ regulowanego wygaszania niefotochemicznego
[®(NPQ)=1-B(PSII)-1/(NPQ+1+qL(Fm/Fo-1)));

«  ®(NO) - wydajnos¢ nieregulowanego wygaszania niefotochemicznego
[®(NO)=1/(NPQ+1+qL(Fm/Fo-1))], gdzie: I=Q(PSII)+P(NPQ)+®P(NO);

«  Fv/Fm - maksymalng wydajno$¢ kwantowa PSII;
[Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm];

Fm — maksymalna wydajnos¢ fluorescencji po adaptacji w ciemnosci; Fm' — maksymalna wydajnos¢

fluorescencgji na $wietle; F — wskaznik fluorescencji; Fo — fluorescencja minimalna; gL — wskaznik wyga-
szania fotochemicznego.

Eksperyment przeprowadzono w czasie najwiekszej aktywnosci fotosyntetycz-
nej roélin (miedzy godzina 8.30 a 11.00), przy wykorzystaniu $wiatfa aktynicznego
o dlugosci fali 450 nm (natezenie promieniowania 56 pmola m™?s™). Pomiaru do-
konano po 30-minutowej adaptacji lisci do ciemnosci.

2.3. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania STATI-
STICA (12.0, StatSoft, Polska). Normalno$¢ rozkladu zmiennej losowej zwerytiko-
wano przy wykorzystaniu testu Shapiro-Wilka, natomiast jednorodnos¢ wariancji
oceniono testem Levene’a (p=0,05). W celu oszacowania réznicy w wartoéciach
badanych parametréw w wyznaczonych temperaturach, przeprowadzono jedno-
czynnikowg analize wariancji (ANOVA). Istotno$¢ réznic pomiedzy grupami ba-
dano testem Tukey’a, przy poziomie istotnosci: p<0,05.

3. Wyniki

Na podstawie uzyskanych wynikéw (ryc. 1) wykazano, ze DTT przy braku
$wiatla, ograniczal aktywnos¢ cyklu ksantofilowego o blisko 20% w temperaturze
251 35°C oraz 0 30% — w temperaturze 45°C. Wstepna ekspozycja roslin na $wiatlo
skutkowala zniesieniem obserwowanego efektu w 25°C, blisko 20% podniesieniem
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warto$ci ®(NPQ) w 35°C oraz jej spadkiem o ponad 20% w najwyzszej ze stosowa-
nych temperatur. W ciemnoéci, inhibicja aktywnosci VDE przy udziale DTT nie
skutkowala istotnym statystycznie obnizeniem (z wyjatkiem 35°C) rzeczywistej ani
maksymalnej wydajnosci kwantowej PSII. W 45°C wykazano obnizenie wartos$¢
Fv/Fm (ryc. 2) i ®(PSII) wzgledem kontroli o odpowiednio 12 i 34%. Nastepstwem
ograniczonej przez DTT aktywnosci cyklu ksantofilowego i jednoczesnego dziata-
nia $wiatla, jest znaczacy wzrost wartosci ®(NO), wskazujacy na niekontrolowany
mechanizm rozpraszania energii w tych warunkach.

Inkubacja krazkéw lisciowych z AsA skutkowala istotnym, wzgledem kontroli,
podniesieniem aktywnosci NPQ po naswietlaniu o ponad 20% i 33%, odpowiednio
w: 251 35°C oraz 12% - przy 35°C w ciemnodci. Dalsze nasilenie stresu termicznego
obnizylo ®(NPQ), wzgledem kontroli w obu prébach, jednoczesnie to wlasnie
w przypadku AsA obserwowano niski, 6% spadek tej wartosci na $wietle. W bada-
niu nie stwierdzono ochronnego dzialania kwasu askorbinowego na aktywnos¢
PSII w podwyzszonej temperaturze. Statycznie istotne zmiany w parametrach
®(PSII) i Fv/Fm obserwowano wylacznie na $wietle w temperaturze 25°C, w kto-
rych, po traktowaniu AsA, zanotowano wzrost o blisko 4%.

W badaniu stwierdzono stymulujacy wplyw putrescyny na przebieg cyklu,
notujac ponad 7% wzrost jego aktywnosci w 35°C bez dostepu $wiatla oraz blisko
151 27% w251i35°C - po wstepnej ekspozycji na promieniowanie. W obu przy-
padkach putrescyna nie zahamowala obnizenia NPQ przy najwyzszej ze stosowa-
nych temperatur, jednak po dzialaniu $wiatla spadek ten, wzgledem kontroli,
wynioést niewiele ponad 6%. W 25°C stwierdzono istotng statystycznie réznice
warto$ci @(PSII), wyzsza w tozsamych warunkach $wietlnych o blisko 7,5 oraz
2,5%. W badaniu nie stwierdzono ochronnego dzialania putrescyny na maksymal-
na wydajno$¢ PSII w 45°C, notujac obnizenie tego parametru, odpowiednio o:
17 i 13%. Nie wykazano réwniez istotnego wplywu putrescyny na zmiane wartosci
®(NO).

Stwierdzono statystycznie istotny wzrost aktywnosci cyklu ksantofilowego
w probkach naswietlanych i traktowanych roztworem azotanu (V) wapnia, wyno-
szacy 22 130%, odpowiednio w 25 i 35°C. Bez wstepnej eskpozycji na $wiatto, war-
tosci te byly nizsze od stwierdzonych w kontroli o 12% (25°C) i 5% (35°C). Pomi-
mo zanotowanego spadku warto$¢ ®(NPQ) w temperaturze 45°C, stwierdzono
pozytywna korelacje miedzy wstepna ekspozycja na $wiatto a notowang aktywno-
$cig ®(NPQ), ktdéra po naswietlaniu byta wyzsza o blisko 30% w warunkach stresu
termicznego, potwierdzajac role $wiatla, jako nadrzednego regulatora aktywnosci
cyklu.
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4, Dyskusja

W badaniu oceniono wplyw potencjalnych regulatoréw cyklu ksantofilowego
na jego aktywnos¢ bez uprzedniego naswietlania oraz po ekspozycji na $wiatlo, oraz
znaczenie modyfikacji tej aktywnosci w utrzymaniu funkcjonalnosci fotosyntetycz-
nej roslin w warunkach stresu termicznego. Do skutecznej inicjacji cyklu ksantofi-
lowego niezbedne jest $wiatlo o natezeniu wysycajacym fotosynteze C3 (500 pmola
m?s?) (Zhang i in. 2009), warunkujgce transport elektrondéw i powstanie gradientu
elektrochemicznego w poprzek blony tylakoidalnej. Spadek pH $wiatta pecherzy-
kow aktywuje VDE, wykazujacej funkcjonalne optimum przy pH=5,0, co umozli-
wia konwersje V w Z (Jahns i in. 2009).

A B

25°C OONPQ @ONO mdPSIl 25°C OONPQ @ONO @EPSI
100% 100%

35°C OONPQ @ONO @PPSIL 35°C
100%

100%
30% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%

K D A P Ca

45°C OONPQ @ONO mPPSI 45°C

100%.

100%

80% 80%

0%

20%

0%

Rycina 1. Procentowy udziat wybranych parametréw kwantowej wydajnosci fotosyntetycznej PSII
Jjeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L., odmiana ,Zenek"), A: bez wczesniejszego naswie-
tlania (0 PFD), B: po uprzednim traktowaniu promieniowaniem (500 PFD) w roznych warunkach
temperaturowych (25, 35, 45°C); n=6.

* — oznaczaja réznice statystycznie istotne pomiedzy kontrolg (K) a poszczegdlnymi grupami (DTT-D,
AsA-A, Put-P, Ca’*-Ca) badanej rosliny.

Zrédto: Opracowanie wiasne.
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Badania wykazaly, ze zwiagzki karotenoidowe odgrywaja réwniez kluczowa
role w dezaktywacji *Chl’ i 'O, w PSII oraz redukcji powstawania ROS - z powodu
rozpraszania pochlanianej energii promieniowania $wietlnego w postaci ciepta
(NPQ) na poziomie chlorofilu singletowego (‘Chl’) (Miiller-Moulé i in. 2002;
Jahns, Holzwarth 2012).

0,85 oK ob oA @p BCa

0,75 4

0,65 4

Pv/Pm [wartodci wzgledne]

0,55

25°C

0,85 - oK oD @A mP mCa

0,75 4

0,65

Fv/Fm [wartoéci wzgledne]

0,55

25°C 35°C 45°C

Rycina 2. Maksymalna wydajnos¢ kwantowa PSII jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.
odmiana ,Zenek”), A: bez wczesniejszego naswietlania (0 PFD), B: po uprzednim traktowaniu
promieniowaniem (500 PFD) w roznych warunkach temperaturowych (25, 35, 45°C); n=6.

* — oznaczajg réznice statystycznie istotne pomiedzy kontrola (K) a poszczegdlnymi grupami (DTT-D,
AsA-A, Put-P, Ca’*-Ca) badanej rosliny.

Zrédto: Opracowanie whasne.

W powstawanie ROS zaangazowana jest rowniez reakcja peroksydazy Mehle-
ra, ktéra polega na fotoredukgji tlenu przez PSI do anionorodnika ponadtlenkowe-
go, a nastepnie przez jego dysmutacje do tlenu i nadtlenku wodoru, redukowanego
z udzialem peroksydazy askorbinianu (APX) do wody (Miiller-Moulé i in. 2002).
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Wykazano, ze reakcja peroksydazy Mehlera moze ogranicza¢ qE przez zmniejszenie
dostepnosci askorbinianu do reakcji VDE w tylakoidach chloroplastéw (Neubauer,
Yamamoto 1994; Miiller-Moulé i in. 2002), gromadzacych znaczng (20-40%) ilo$¢
AsA obecnego wkomorkach mezofilu. Ma to bezposredni zwigzek z szeregiem
funkcji spetnianych przez AsA, w tym kofaktora i kosubstratu reakcji enzymatycz-
nych, ktérych przebieg moze by¢ limitowany dostepnoscia fizjologicznie aktywnej
(zredukowanej) formy AsA. Badania Miiller-Moulé i in. (2002) oraz Yin i in. (2010)
potwierdzily, ze ograniczona dostgpno$¢ kwasu askorbinowego bezposrednio
wplywa na aktywnos$¢ cyklu ksantofilowego przez ograniczenie aktywnosci VDE,
szczegolnie w warunkach stresowych, w ktorych wzrasta aktywno$¢ enzymatyczna
APX. Pomimo wyzszego powinowactwa VDE do AsA, to peroksydaza stanowi
gtéwny kompetytor deepoksydazy, ze wzgledu na jej blisko 30-krotnie wyzsze
stezenie w tylakoidach oraz lokalizacje w stromie, co skutkuje wykorzystaniem AsA
jeszcze przed jego przeniknieciem do lumen. Znaczenie AsA i reakcji Mehlera ma
réowniez zwigzek z generowanym przez ,pseudocykliczny” przeplyw elektronéw
gradientem H, istotnym dla tworzenia Z i qE w chloroplastach (Neubauer, Yama-
moto 1994). Zastosowanie w badaniu AsA skutkowalo podniesieniem aktywnosci
cyklu ksantofilowego w zakresie temperatur 25-35°C oraz wylacznie niewielkim
spadkiem w warunkach stresu termicznego (45°C). Pozytywny efekt stwierdzono
w uprzednio naswietlanych probkach, wykazujac 1,2- oraz 1,3-krotne nasilenie
NPQ dla odpowiednio: 25 i 35°C, potwierdzajac kluczowa role swiatla w szybkim
generowaniu gradientu pH we wstepnym etapie fotosyntezy przy udziale WWC.
Ograniczony ochronny wplyw AsA na utrzymanie Fv/Fm stwierdzono wylacznie
w 25°C, nie wykazujac jego protekcyjnej roli w warunkach stresu termicznego,
pomimo wyznaczonej we wczesniejszych badaniach roli AsA w utrzymaniu poten-
cjalu antyoksydacyjnego komorki (Miiller-Moulé i in. 2002).

DTT zastosowany w badaniu skutecznie ograniczyl aktywno$¢ cyklu ksantofi-
lowego w probach poddanych stresowi termicznemu, w ktérych zanotowano spa-
dek wartos¢ @(NPQ), o odpowiednio: 201i30%, bez i po wstepnej ekspozycji na
$wiatlo. Naswietlanie probek przed zastosowaniem DTT pozwala na oceng, w jakim
stopniu aktywacja NPQ ma zwiazek z podwyzszeniem temperatury, gdyz DTT-
zalezna inhibicja VDE wystapila juz po wstepnej aktywnosci enzymu, pozwalajac
na wytworzenie okreslonej puli Z. W temperaturze 45°C AO(NPQ) [AD(NPQ)=
(O(NPQ)oprp-O(NPQ)so0prn)x100%] wyniosta 10%, wskazujac, ze w warunkach
stresu termicznego, $wiatto tylko w ograniczonym stopniu pozwala utrzymac ak-
tywnos¢ cyklu ksantofilowego. Potwierdzaja to réwniez badania Agrawala i in.
(2016), w ktorych po przekroczeniu temperatury 40°C, mechanizm rozpraszania
energii ulegl zalamaniu kosztem nieregulowanych strat energii ®(NO). W tym
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badaniu zanotowano gwaltowany wzrost wartosci ®(NO) w 45°C, wynoszacy:
36179% (w ciemnosci i po o$wietleniu). Mechanizm DTT, jako inhibitora cyklu
ksantofilowego, wynika z faktu, ze VDE zachowuje funkcjonalnos$¢ tylko w formie
utlenionej, do ktérej utrzymania kluczowe jest 6 wigzan disiarczkowych, a zerwanie
nawet jednego z nich, na skutek dzialania DTT, powoduje inaktywacje enzymu
(Simionato i in. 2015).

W obecnym badaniu, egzogenna Put odgrywa kluczowa role w ochronie PSII
poprzez zwigkszenie rozpraszania nadmiaru energii wzbudzenia w postaci ciepla.
Spadek wartoéci Fv/Fm sugeruje, ze stres cieplny indukuje wygaszanie fluorescen-
cji, a wigksze wartosci Fv/Fm wskazuja, ze nadmiar energii jest rozpraszany
w postaci ciepla w kompleksie antenowym, co powoduje zmniejszenie wydajnosci
kwantowej. Egzogenne zastosowanie Put zwieksza ®(NPQ), szczegdlnie po ekspo-
zycji na $wiatlo, w temperaturze 25 i 35°C, aktywujac fotoprotekcje, co potwierdza
jej udzial w poprawie zdolnosci rozpraszania ciepla i regulacji stanu deepoksydacji
cyklu ksantofilowego. W 45°C nie wykazano wplywu Put na zmiang¢ wartoéci
®(NO), na co wskazuje w badaniach Ioannidis i in. (2012), podkreslajac znaczenie
jej aktywnosci w regulacji wartosci ApH gradientu protondéw i zaleznej od niego
aktywacji VDE, oraz zdecydowanego obnizenia termicznych strat energii. Put od-
grywa wazng role w modulowaniu pmf in vivo za pomocg mechanizmu BWB,
prawdopodobnie dzialajac jako czes¢ sieci regulujacej fotosynteze. Put moze za-
pewnic roélinie niezalezny mechanizm dostosowania reakcji qE do pmf oraz opty-
malizacj¢ rownowagi pomiedzy przekazaniem energii a rozproszeniem w warun-
kach stresu (Ioannidis i in. 2012).

Zmiana w poziomie Ca’* uruchamia szeroki zakres szlakow transdukcji sygna-
téw z powodu duzego powinowactwa bialek wigzacych jony wapnia, takich jak
kalmodulina (CaM), ktora aktywuje szereg enzyméw docelowych oraz nieenzyma-
tycznych bialek poprzez wigzanie wewnatrzkomdrkowego Ca*', odgrywajac wazna
role jako przekaznik w regulacji metabolizmu i ekspresji genéw. Zrdéznicowana
przepuszczalnos$¢ blony komdrkowej pozwala na kontrolowang wymiane miedzy
komorka a srodowiskiem. Zhao i Tan (2005) dowiedli, ze w wyniku wzrostu tempe-
ratury, nastepuje znaczny wzrost wycieku elektrolitéw, co sugeruje, Ze nastapily
powazne uszkodzenia blony komoérkowej. Dlatego wstepne traktowanie jonami
Ca’* znacznie ztagodzito wyciek elektrolitéw, co oznacza, ze jony Ca*" moga chro-
ni¢ bton¢ komdrkows przed uszkodzeniem spowodowanym stresem temperaturo-
wym. Traktowanie egzogennymi jonami wapnia przyczynilo si¢ do podwyzszenia
zaleznego od cyklu ksantofilowego rozpraszania energii (NPQ) (25 i 35°C) oraz
tlumienia fotoinhibicji PSII, co potwierdzono réwniez w badaniach Yang i in.
(2015). Zatem mozna spekulowaé, ze egzogenny Ca®* odgrywa istotng role
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w ochronie podjednostki centrow reakcji PSII przed fotoinhibicja, poprzez redu-
kowanie generowania ROS. W zwigzku z tym, egzogenny Ca*" wydaje sie odgrywac
wazng role w tagodzeniu stresu oksydacyjnego i uszkodzen skladnikéw komorko-
wych, takich jak lipidy blony komoérkowej. Pod wplywem stresu cieplnego
i wysokiej temperatury, Ca** odgrywa wazna funkcje w stabilizowaniu kompleksow
biatkowych iutrzymaniu aktywno$ci PSII. W niniejszym badaniu, traktowanie
jonami wapnia, mogloby poméc w usuwaniu ROS poprzez indukcje etapu elongacji
translacji genu pbsA2, ktéry koduje bialo D1, powodujac zwigkszona ochrone
naprawy PSII (Yang i in. 2015).

Podsumowujac, sposrod zastosowanych zwigzkow, kwas askorbinowy najsku-
teczniej modyfikowat aktywnos¢ cyklu ksantofilowego, gdyz jego endogenne steze-
nie jest czynnikiem limitujacym aktywnos¢ VDE. Podobny efekt zaobserwowano
po traktowaniu Put, cozwigzane jest ze zwiekszonym rozpraszaniem ciepla
w wyniku przyspieszania reakcji deepoksydacji. Ponadto wykazano, ze oba wymie-
nione zwigzki podnosza termoodpornos¢ badanej odmiany jeczmienia tylko
w zakresie 25 i 35°C, poniewaz wzrost temperatury powyzej 45°C skutkuje nieod-
wracalng utratg aktywnosci fotosyntetycznej. Ochronne dziatanie jonow Ca*,
stwierdzone wylacznie dla préb uprzednio naswietlanych, ma zwiazek ze stymulu-
jacym wplywem na regeneracje biatka D1. Zastosowanie DTT skutkowalo ograni-
czeniem aktywnosci zaleznego od aktywnosci cyklu ksantofilowego rozpraszania
energii (NPQ).

Podziekowania

Badania wykonane w ramach realizacji projektu finansowanego przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego: 612078.
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Streszczenie: Zasolenie to, obok suszy, jeden z gtéwnych czynnikéw srodowiskowych, ktéry na
calym sSwiecie wydatnie zmniejsza produkcje roslin uzytkowanych przez cztowieka i ogranicza
zasieg gatunkdéw rosnacych na naturalnych stanowiskach. Obecnie celem o globalnym znaczeniu
jest zwiekszenie zasobow roslin odpornych na ten grozny stres srodowiskowy, co bedzie prowa-
dzone poprzez doskonalenie genetyczne organizméw. Wymaga to bardzo precyzyjnego zrozu-
mienia mechanizméw warunkujgcych nabycie cechy tolerancji przez poszczegdlne genotypy. Tole-
rancja moze by¢ warunkowana sprawng syntezg organicznych, tatwo rozpuszczalnych w wodzie,
substancji niskoczgsteczkowych — osmolitéw (ang. osmolytes, compatible solutes), co zapewnia sprawna
regulacje osmotyczng komorek. Zwigzki te petnig rownoczesnie role osmoprotektantow. Jednak
szereg aspektow zwigzanych z mechanizmem ich dziatania pozostaje jeszcze do zbadania, szcze-
golnie w zakresie istotnosci wzglednego udziatu poszczegdinych zwigzkéw w tolerancji na stres
danego gatunku. W pracy przedstawiono przeglad doniesien naukowych wskazujacych na istotna
role osmolitéw w generowaniu tolerancji na zasolenie u wybranych gatunkéw roslin.
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1. Wstep

Zasolenie gleby wywoluje dwa rodzaje streséw u roélin: stres osmotyczny oraz
stres zwigzany z toksycznos$cig jondw. Stres osmotyczny, generowany nie tylko
poprzez zasolenie, ale rowniez przez suszg¢, chldd czy wysoka temperature, wynika
z nadmiernego odwodnienia protoplastu i utraty turgoru przez komorki roslinne
(Greenway, Munns 1980; Serrano, Gaxiola 1994). Specyficznym skutkiem nad-
miernego zasolenia jest wewnatrzkomoérkowa akumulacja jonéw Na* i Cl" w wyso-
kich stezeniach. Dzialanie toksyczne tych jonéw wyraza si¢ poprzez obnizanie
aktywnosci wielu uktadéw enzymatycznych i niektérych podstawowych proceséw
komorkowych, takich jak synteza bialka czy przetwarzanie mRNA. Niekorzystny
nadmiar jonéw sodu i chloru prowadzi do zmniejszenia wydajnosci fotosyntezy
poprzez ograniczenie przewodnosci szparkowej i redukcje asymilacji CO,, a takze
generuje stres oksydacyjny. Chlorek sodu réwniez oddzialuje negatywnie na odzy-
wianie mineralne roélin poprzez zaktocanie wychwytu jonéw K*i Ca** (Yeo 1998;
Zhu 2001). Jesli granice tolerancji okreslonego gatunku (genotypu) sa przekroczo-
ne, zwykle dochodzi do zahamowania wzrostu rosliny, a czasem nawet do jej
$mierci. Wéréd konserwatywnych mechanizméw nadajacych tolerancje roslin na
stres, najwazniejsze sa oparte na: 1) kontroli homeostazy jonowej (segmentacji
jonéw toksycznych w wakuoli, wykluczania soli z pobierania, przemieszczania soli
pomiedzy organami roéliny, usuwania nadmiaru soli), 2) komoérkowej réwnowadze
osmotycznej, czyli regulacji transportu wody do komorek, syntezie i akumulacji
kompatybilnych substancji rozpuszczonych w cytoplazmie, oraz 3) aktywacji sys-
temu antyoksydacyjnego (ryc. 1), zaréwno enzymatycznego (dysmutaza ponad-
tlenkowa, katalaza, peroksydaza askorbinianowa, peroksydaza glutationowa, reduk-
taza glutationowa) oraz nieenzymatycznego (zredukowany glutation, witaminy C i E,
flawonoidy, karotenoidy i inne zwiazki fenolowe) (Zhu 2001; Munns 2002; Vino-
cur, Altman 2005; Flowers, Colmer 2015).

2. Roslinne substancje kompatybilne

Synteza i gromadzenie rozpuszczonych substancji kompatybilnych, okresla-
nych tez mianem metabolitow stresowych, pozwala na utrzymanie réwnowagi
osmotycznej pomiedzy wakuola, w ktérej gromadzone sg jony a cytoplazma (Hus-
sain i in. 2008; Parvaiz, Satyawati 2008). Nagromadzenie tych zwigzkéw jest odpo-
wiedzig na stresy srodowiskowe prowadzace do odwodnienia komoérki, indukowa-
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ne u wszystkich organizmoéw, nie tylko u roélin (Burg i in. 1996), co stanowi ude-
rzajacy przyklad zbieznej ewolucji. Jednak trudno ustali¢ czy natezenie stresu,
powodujace wzrost stezenia okreslonego osmolitu, pelni w mechanizmach toleran-
cji danego gatunku role funkcjonalng, czy jest to tylko odpowiedz krotkotrwala,
niekoniecznie nadajgca tolerancje. Osmolity sg bardzo dobrze rozpuszczalne
w wodzie, maja niski ci¢zar czasteczkowy i nie zakt6caja normalnego metabolizmu,
nawet w wysokich stezeniach (stad termin ,,rozpuszczone substancje kompatybil-
ne”). Typ wytwarzanych przez rosliny metabolitow stresowych jest specyficzny dla
gatunku. W komorce, do substancji gromadzonych w warunkach stresu solnego,
moga sie zalicza¢ jony pierwiastkow, takie jak K* czy Ca’*. Jednak wigkszo$¢ sub-
stancji kompatybilnych stanowia zwigzki organiczne, wérdéd ktérych wyréznié
nalezy cukry proste i zlozone, zwiazki azotu (ang. nitrogen containing compounds,
NCC), wielowodorotlenowe alkohole cukrowe - poliole (glicerol, mannitol, sorbi-
tol, mezoinozytol, pinitol) (Sairam, Tyagi 2004; Groppa, Benavides 2008; Parvaiz,
Satyawati 2008). Osmolity s zréznicowane chemicznie. Zalicza si¢ do nich niektd-
re aminokwasy, takie jak prolina (Pro), metylowane czwartorzedowe zwigzki amo-
niowe (QAC), takie jak glicynobetaina (GB), alaninobetaina, prolinobetaina, hy-
droksyprolinobetaina; poliaminy (spermina, putrescyna) (ryc. 1), a takze trzecio-
rzedowe zwigzki sulfoniowe (dimetylosulfopropionian) oraz cukry rozpuszczalne
(trehaloza, sacharoza, fruktoza i glukoza) (Rhodes, Hanson 1993; Murakeozy i in.
2003; Sairam, Tyagi 2004; Bartels, Sunkar 2005). Poza rolg w regulacji osmotycznej
komorki, osmolity pelnig dodatkowe funkcje w reakcji na zaistniaty stres. Dzialaja
bowiem jako osmoprotektanty (ryc. 2), ktére moga bezposrednio stabilizowaé
bialka i struktury membranowe w warunkach odwodnienia (dziatanie chaperonéw
o niskiej masie czasteczkowej, biatek LEA (ang. late embryogenesis abundant prote-
ins) oraz chronig komorki przed stresem oksydacyjnym jako wymiatacze reaktyw-
nych form tlenu (RFT) (Shen i in. 1997; Akashi i in. 2001; Zhu 2001; Chen, Murata
2002; Ashraf, Foolad 2007; Szabados, Savouré 2010).
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3. Reakcje halofitow oraz glikofitow na zasolenie

Zdecydowana wigkszos¢ gatunkéw uprawnych wykazuje podatno$¢ na stres
abiotyczny, w tym réwniez na zasolenie. Udomowienie oraz etap hodowli roslin
uprawnych poprzez dobér cech, takich jak szybsze tempo wzrostu biomasy czy
zwigkszona produkcja owocdw badz nasion, nie spowodowaly wzrostu tolerancji
na czynniki stresowe. Roéliny uprawne zwykle wykazuja nizszy stopien odpornosci
na stres abiotyczny w poréwnaniu do ich dziko rosnacych przodkéw (Cominelli
iin. 2013; Kosova i in. 2013). W naturze, hamowanie wzrostu wegetatywnego oraz
rozwoju generatywnego, jest bezposrednia odpowiedzig osobnika na stres, a rosliny
wykorzystujg wszystkie swoje zasoby (zasoby energetyczne, prekursory metabolicz-
ne), aby przetrwac niekorzystne warunki srodowiskowe (Serrano, Gaxiola 1994;
Zhu 2001). Pomimo tego istnieja w przyrodzie gatunki, okreslane jako halofity
(stonorosla), ktére sa przystosowane do zasolenia i wystepuja jedynie na glebach
stonych (Czarna, Wawrzyniak 2007; Gull i in. 2013; Flowers, Colmer 2015; Wang
iin. 2015). W tych typach siedlisk, dodatkowym czynnikiem ograniczajacym roz-
wdj roslin jest zwykle niedobor sktadnikow odzywczych w podlozu, dlatego jedynie
tolerancyjne genotypy moga kietkowa¢, a nastepnie przeprowadzi¢ caty cykl zycio-
wy. Stonorosla sg przystosowane do wzrostu i rozwoju w siedliskach, w ktérych
zasolenie gleby wynosi co najmniej 200 mM NaCl (Flowers, Colmer 2008). Rosliny
halofilne stanowia zaledwie okoto 0,25% okrytonasiennych, co wynosi blisko 350
gatunkow klasyfikowanych do waskiej liczby rodzin botanicznych i nalezacych do
nielicznych rodzajéw (Flowers i in. 2010). Rosna one w mokrych stonych bagnach
srodladowych, a takze w suchych siedliskach, takich jak pustynie solankowe, wydmy
i klify w obszarach przybrzeznych. Odpornos¢ na zasolenie podioza jest uzaleznio-
na od zdolnosci do akumulowania jondw Na* i ClI" w wakuoli, dzigki czemu ich
stezenie w cytoplazmie jest zasadniczo nizsze, unikajac w ten sposéob hamowania
proceséw metabolicznych (Flowers i in. 1986; Serrano i Gaxiola 1994). Jednocze-
$nie synteza i akumulacja kompatybilnych substancji rozpuszczonych w cytopla-
zmie stanowi podstawowy mechanizm utrzymujacy komoérkowa réwnowage osmo-
tyczng (Flowers, Colmer 2015).

Jak wykazano powyzej, istniejg liczne publikacje z dziedziny botaniki i ekolo-
gii dotyczace halofitow i siedlisk, na ktérych wystepuja. Odpowiedz tych organi-
zmow na stresowe warunki siedliskowe zostata rowniez zbadana pod katem fizjolo-
gicznym, a takze do pewnego stopnia na poziomie biochemicznym. Jednakze nie-
wiele wiadomo na temat podstaw molekularnych mechanizméw tolerancji na stres
w tej grupie roélin (Gupta, Huang 2014). Paradoksalnie, wigkszo$¢ badan na temat
odpowiedzi na stres i tolerancji na stres roslin przeprowadzono na gatunkach mo-
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delowych, ktdre nie sa odporne, a zwlaszcza na Arabidopsis thaliana, i w mniejszym
stopniu na niektérych gatunkach uprawianych przez cztowieka (Sanders 2000; Zhu
2000, 2001; Kosova i in. 2013), ktdre a priori nie wydaja sie by¢ najbardziej odpo-
wiednim materialem roslinnym dla tego typu prac. Tym niemniej, wykorzystywa-
nie innych genotypow anizeli gatunki tolerancyjne, moze by¢ co najmniej czgscio-
wo uzasadnione, gdyz istnieja dowody na to, iz zaréwno rosliny wrazliwe (glikofity
— ro$liny wrazliwe na zasolenie), jak i odporne (halofity) wykorzystuja te same
podstawowe mechanizmy odpowiedzi na stres abiotyczny. Mechanizmy te niejako
nakladajg sie na siebie dla obu grup, jak réwniez sa wspolne dla réznych rodzajow
stresow srodowiskowych. Natomiast stopien tolerancji na zasolenie u Arabidopsis
thaliana, czy u innych gatunkéw modelowych nie jest poréwnywalny do spotyka-
nego u roélin dziko rosngcych, przystosowanych do ekstremalnych warunkéw
srodowiskowych. Mechanizmy odpowiedzi na stres zasolenia, wystepujace u dzi-
kich gatunkéw, sg o wiele bardziej skuteczne niz te, obecne w modelach nietoleran-
cyjnych, cho¢ podstawy molekularne sg wspolne (Sanders 2000; Ellouzi i in. 2014).
Mozliwym wyjasnieniem znacznych réznic w tolerancji na stres miedzy po-
szczegblnymi gatunkami roslin jest obecnos¢, lub jej brak, pewnych bialek biora-
cych udzial w reakgcji na stres. Bialka te odgrywaja kluczowa role w mechanizmach
tolerancji: majg wyzsze poziomy ekspresji lub aktywnosci wewnetrznej u toleran-
cyjnych taksonéw, w stosunku do bialek homologicznych u gatunkéw wrazliwych.
Sq kodowane przez tak zwane geny tolerancji stresu i moga obejmowaé, miedzy
innymi: transportery jonowe zlokalizowane w blonie komérkowej i tonoplascie;
enzymy zaangazowane w synteze osmolitdw, enzymy systemu antyoksydacyjnego
lub regulatory ekspresji, specyficzne czynniki transkrypcyjne, kinazy biatkowe
(Wang i in. 2013). Réznice w poziomach ekspresji genéw moga by¢ spowodowane
wzgledna sita odpowiednich promotoréw lub réznicami w ich mechanizmach
regulacyjnych (Kosova i in. 2013; Gupta, Huang 2014). Geny tolerancji moga by¢
indukowane w warunkach stresowych u gatunkéw tolerancyjnych, a ich geny ho-
mologiczne nie s3 indukowane u roélin podatnych na stres. W zwiazku z tym,
dzikie gatunki roslin halofilnych stanowig dogodne Zrédlo genéw i ich elementéw
regulacyjnych. Po wyizolowaniu oraz scharakteryzowaniu, sg stosowane jako na-
rzedzia biotechnologiczne w celu genetycznej poprawy tolerancji u roslin upraw-
nych (transgenicznych) (Himabindu i in. 2016). Zaklada sig, ze tego rodzaju narze-
dzia beda bardziej skuteczne, niz do tej pory dostepne wyizolowane z modeli nieto-
lerancyjnych. Rozwo6j upraw transgenicznych, tolerujacych zasolenie czy inne stresy
abiotyczne, jest jedna ze strategii, ktéra w znacznym stopniu przyczyni si¢ do
zwigkszenia wydajnoéci produkgji rolniczej, a tym samym produkeji zZywnodci,
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co jest niezbedne do zasilenia rosnacej populacji w globalnym kontekscie zmian
klimatycznych (Rozema, Schat 2013).

Istnieja réwniez doniesienia dotyczace pomiaréw biochemicznych markeréw
stresowych, a konkretnie réznych osmolitéw, wykorzystujac material rodlinny obej-
mujacy halofity, ktore dostarczyly informacji na temat réznych mechanizméow
odpowiedzi na stres solny tych tolerancyjnych taksonéw. Niektore z tych badan s
przedstawione w niniejszej pracy.

4, Badania laboratoryjne dotyczace akumulacji osmolitow

Prace badawcze nad wpltywem réznych osmoregulatoréw na rosliny poddane
dziataniu stresu solnego s3 prowadzone od polowy XX w. W toku badan prowa-
dzonych na halofitach i glikofitach potwierdzono, ze w warunkach stresu solnego,
rodliny odporne na zasolenie gromadza wiecej aminokwasow, a takze iminokwasu,
proliny, niz odmiany wrazliwe. U roslin narazonych na dziatanie zasolenia, odno-
towano gromadzenie si¢ amidow, takich jak glutamina i asparagina (Mansour 2000;
Parvaiz, Satyawati 2008; Kosowska 2010). W warunkach stresowych, stwierdzono
réwniez wzrost ilosci poliamin, jednak odnotowano réznice zaréwno pomiedzy
gatunkami, jak i w obrebie gatunkdéw, co do ilosci i rodzaju gromadzonych zwigz-
kow. Ochronne dzialanie poliamin potwierdza fakt, iz ich egzogenna aplikacja
pozwala na ztagodzenie efektow zasolenia u kilku gatunkéw roslin (Mansour 2000;
Groppa, Benavides 2008). W odpowiedzi na stres solny, rosliny produkujg takze
specyficzne klasy biatek, ktore moga by¢ syntetyzowane de novo w odpowiedzi na
zaistnialy stres, badz tez moga by¢ stale obecne w matych ilosciach w komoérkach
(Parvaiz, Satyawati 2008). Do bialek zaangazowanych w reakcje na stres solny
zalicza si¢ pompy protonowe (H'-ATPazy), antyportery Na'/H*, akwaporyny,
osmotyny, dehydryny oraz bialka obronne typu LEA (Sairam, Tyagi 2004). Osmo-
tyny i dehydryny wykazujg wlasciwosci podobne do bialek opiekunczych i sg naj-
prawdopodobniej zaangazowane w utrzymanie struktury bialek w warunkach
zasolenia, moga rowniez stabilizowa¢ strukture blon komoérkowych (Tester,
Davenport 2003). Funkcja bialek obronnych typu LEA nie jest znana, jednakze
przypuszcza sie, iz zachowujg sie one jak molekuly wigzace wode, a takze biorg
udzial w kompartmentacji jonéw oraz stabilizacji bton biologicznych i makromole-
kul (Wang i in. 2003; Kosowska 2010).

Prolina to jeden z najczestszych osmolitéw wystepujacy w roslinach i groma-
dzony w komoérkach w wielu réznych sytuacjach stresowych, takich jak: zasolenie,
susza, mroz, wysoka temperatura, brak substancji odzywczych, obecnos¢ metali
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cigzkich, zanieczyszczen powietrza czy promieniowania UV (Grigore i in. 2011).
Oprocz udzialu w regulacji osmotycznej, prolina moze odgrywa¢ inng role w me-
chanizmach tolerancji na stres, takich jak: bezposrednia stabilizacja bialek, bton
iinnych struktur subkomdrkowych, wychwytywanie wolnych rodnikéw, bilanso-
wanie stanu redoks komoérki w warunkach stresu czy aktywacji ekspresji genow
zaangazowanych w odpowiedz na stres (Verbruggen, Hermans 2008; Szabados,
Savouré 2010).

Glicynobetaina to kolejny osmolit syntetyzowany w odpowiedzi roslin na
dzialanie stresu solnego u wielu réznych grup organizméw (Ashraf, Foolad 2007).
Istnieja doniesienia naukowe na temat endogennego gromadzenia glicynobetainy
w bardzo wysokich stezeniach u gatunkéw o wysokim stopniu tolerancji zasolenia,
takich jak: Inula crithmoides, Sarcocornia fruticosa, Salicornia europea (Gil i in.
2014). Trzeciorzedowe zwigzki sulfoniowe, jako osmolity, identyfikowano gléwnie
w glonach morskich i w kilku rodzinach roslin wyzszych (Asteraceae, Poaceae)
(Rhodes i in. 2002). Poliole (gtéwnie sorbitol, mannitol, mezoinozytol oraz cyklicz-
ne poliole) s3g wazng grupa osmolitow w warunkach, gdy synteza podstawowych
osmoprotektantéw (proliny) jest ograniczona na skutek niedoboréw azotu (Rhodes
iin. 2002).

Okreslenie udzialu cukréw rozpuszczalnych w mechanizmach tolerancji
zasolenia u roslin jest zazwyczaj trudne, poniewaz cukry pelnig wiele funkcji (sa
bezposrednimi produktami fotosyntezy, komponentami metabolizmu podstawo-
wego i czgsteczkami regulatorowymi). Funkcje te moga maskowac¢ ich role osmoli-
tyczng w mechanizmach tolerancji rodlin na stres abiotyczny. Jednak sugeruje sie
ochronng rol¢ cukréw w stabilizowaniu blon plazmatycznych i bialek w komor-
kach, w odniesieniu do stresu zasolenia, ktéra polega na redukcji agregacji zdenatu-
rowanych biatek (Singer, Lindquist 1998; Gupta, Huang 2014).

5. Badania terenowe

W badaniach sktadu chemicznego réznych halofitéw, zebranych w rejonie
jeziora Neusiedler w Austrii, Albert wraz ze wspdlpracownikami (Albert, Kinzel
1973; Albert, Popp 1977) wprowadzil termin ,,physiotypes”. Termin ten odnosi si¢
do swoistego skfadu chemicznego halofitéw, ktory opiera si¢ gtéwnie na zawartosci
jonéw i akumulacji weglowodanéw rozpuszczalnych w lisciach. Kilka lat pdzniej,
koncepcja ta zostala rozwinigta przez Gorham i wspdtpracownikéw (1980), ktory
réwniez dokonal pomiaréw dla innych rodzajéw kompatybilnych substancji roz-
puszczonych. Specyficzne badania nad osmolitami gromadzonymi u halofitow
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zostaly opublikowane przez Briens i Larher (1982), ktorzy podali ilosciowa zawar-
tos¢ cukrow rozpuszczalnych, polioli, betainy oraz wolnej proliny w réznych orga-
nach roslin, zebranych ze stonych bagien przybrzeinych. Zidentyfikowali trzy
gléwne grupy: 1) halofity produkujace duze iloéci rozpuszczalnych weglowodanow
i polioli, 2) halofity gromadzace gtéwnie zwigzki azotowe, takie jak prolina czy
glicynobetaina, oraz 3) gatunki, ktére syntetyzuja obydwie grupy osmolitow
w warunkach wysokiego zasolenia. Obszerne badania nad betaing, w 63 gatunkach
zebranych w obszarach przybrzeznych Europy, Azji i Ameryki Poludniowej, zostaly
opublikowane przez Adrian-Romero i wspdtpracownikéw (1998), ktérzy odnoto-
wali ich wysokie poziomy u roélin z rodziny Chenopodiaceae. Biochemiczna rézno-
rodnos¢ 51 halofitow z bagien solnych w Turcji byta analizowana przez Tipirdamaz
i wspdtpracownikéw (2006). Stwierdzili oni, ze gatunki te moga by¢ dyskrymino-
wane w zaleznosci od ich zdolnosci do akumulowania analizowanych zwigzkdw,
zaréwno proliny, jak i glicynobetainy.

Wszystkie opisane badania byly niezwykle cenne dla zrozumienia strategii
zyciowej przyjetej przez rézne halofity znajdujace si¢ w tym samym zbiorowisku,
w odpowiedzi na specyficzne warunki srodowiskowe. Wiekszos¢ badan dotycza-
cych reakcji na stres wsrdd halofitow, w tym akumulacji osmolitéw, byla przepro-
wadzana w warunkach laboratoryjnych badz szklarniowych, wiec znaczenie biolo-
giczne tych reakcji powinno zosta¢ potwierdzone w doswiadczeniach polowych.
Reakcje poszczegdlnych gatunkéw stonoroéli na stres solny w kontrolowanych,
sztucznych warunkach mogg znacznie r6zni¢ si¢ od ich odpowiedzi w warunkach
naturalnych, choc¢by ze wzgledu na brak mozliwosci dokladnego odzwierciedlenia
warunkéw $rodowiskowych w warunkach laboratoryjnych. Praca w terenie jest
niezwykle wazna, aby oceni¢ wzgledny udziat poszczegdlnych osmolitéw w mecha-
nizmach tolerancji zasolenia u halofitow.

6. Podsumowanie

Susza i zasolenie to najwazniejsze czynniki srodowiskowe generujace zmniej-
szenie plonéw na calym $wiecie. Tego rodzaju niekorzystne warunki pojawia si¢
w niedalekiej przysztosci w wielu regionach $wiata, z powodu globalnych zmian
klimatycznych, co zaostrzy problem. Istnieje wiec pilna potrzeba zwigkszenia po-
ziomu produkcji Zywnosci, aby wyzywi¢ rosnaca populacje ludzka, a genetyczna
poprawa tolerancji na stres gléownych gatunkéw uprawnych (zaréwno tradycyjnymi
metodami hodowlanymi, jak i nowoczesnymi metodami biotechnologicznymi),
moze w znaczacy sposob przyczynic si¢ do realizacji tego celu. Jednak wymaga to
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glebokiego zrozumienia mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw reakcji
rodlin na stres srodowiskowy. Jedna z najbardziej konserwatywnych reakcji roslin
na stresy abiotyczne, ktora wydaje si¢ by¢ ogromnie istotna dla tolerancji na stres
ulicznych gatunkéw, jest synteza i akumulacja osmolitéw. Pomimo intensywnie
prowadzonych badan, wazne aspekty mechanizmoéw ich dzialania nadal pozostaja
nieznane. Szczegdlnie duzo uwagi nalezy poswieci¢ znaczeniu biologicznemu oraz
wzglednemu udzialowi poszczegélnych osmolitow w mechanizmach tolerancji
stresu danego gatunku w warunkach naturalnych. Brak wiedzy wynika czesciowo
z podejscia metodycznego, zakladajacego prowadzenie badan w warunkach labora-
toryjnych lub szklarniowych, ktére nie odzwierciedlaja naturalnych siedlisk.
Dostepne informacje potwierdzaja poglad, ze reakcje roslin na zasolenie, induko-
wane s3 w warunkach laboratoryjnych, nie odzwierciedlajg reakeji roslin w natu-
ralnych siedliskach, gdzie istnieje jednocze$nie wiele niekontrolowalnych i stale
zmieniajacych si¢ Srodowiskowych czynnikéw stresowych. Zdajac sobie sprawe
z tych ograniczen, zasadne jest bardziej kompleksowe podejicie, zaktadajace réw-
noczesne prowadzenie badan reakcji roslin rosngcych w naturalnych, stresowych
siedliskach. Wierzymy, ze badania terenowe w znacznym stopniu przyczynia si¢ do
zwiekszenia wiedzy na temat mechanizméw tolerancji stresu $rodowiskowego
w roélinach, oraz ze wiedza ta bedzie mogta zosta¢ wykorzystana do genetycznej
poprawy tolerancji gatunkéw uzytkowanych przez czlowieka.

Podziekowania

Autorzy wyrazajg wdzieczno$¢ za sfinansowanie ich pracy z dotacji przyznanej przez MNiSW
na dzialalno$¢ statutows.

Literatura

Adrian-Romero M., Wilson S.J., Blunden G., Yang M., Carabot-Cuervo A., Bashir A K,
1998. Betaines in coastal plants. Bio. Syst. Ecol., 26: 535-543.

Akashi K., Miyake C., Yokota A., 2001. Citrulline, a novel compatible solute in drought-
tolerant wild watermelon leaves, is an efficient hydroxyl radical scavenger. FEBS Let.,
508: 438-442.

Albert R, Kinzel H., 1973. Unterscheidung von Physiotypen bei Halophyten des Neusied-
lerseegebietes (Osterreich): Z. Pflanzenphysiol., 70: 138-158.

Albert R., Popp M., 1977. Chemical composition of halophytes from the Neusiedler Lake
region in Austria. Oecologia, 27: 157-170.

Ashraf M.Y., Foolad M.R., 2007. Roles of glycine betaine and proline in improving plant
abiotic stress resistance. Environ. Exp. Bot., 59: 206-216.

122



Bartels D., Ramanjulu S., 2005. Drought and salt tolerance in plants. Plant Sci., 24: 23-58.

Briens M., Larher F., 1982. Osmoregulation in halophytic higher plants: a comparative
study of soluble carbohydrates, polyols, betaines and free proline. Plant Cell Environ.,
5:287-292.

Burg M.B., Kwon E.D,, Kiiltz D., 1996. Osmotic regulation of gene expression. FASEB J., 10:
1598-1606.

Chen T.H.H., Murata N., 2002. Enhancement of tolerance of abiotic stress by metabolic
engineering of betaines and other compatible solutes. Curr. Opin. Plant Biol., 5: 250-
257.

Cominelli E., Conti L., Tonelli Ch., Galbiati M., 2013. Challenges and perspectives to im-
prove crop drought and salinity tolerance. New Biot., 30 www.elsevier.com/locate.nbt:
355-361.

Czarna A., Wawrzyniak M., 2007. Nowe stanowisko mlecznika nadmorskiego Glaux mariti-
tima L. na terenie Wielkopolski. Chronnmy Przyrode Ojczysta, 63: 28-32.

DB Climate Change Advisors, 2009. Investing in agriculture: Far-reaching challenge, signif-
icant opportunity. An asset management perspective. (Deutsche Bank report). White-
paper available online at: http://www.dbcca.com/research.

Ellouzi H., Hamed K.B., Hernandez I., Cela J., Miiller M., Magné Ch., Abdelly Ch., Munné-
Bosch S., 2014. A comparative study of the early osmotic, ionic, redox and hormonal
signaling response in leaves and roots of two halophytes and a glycophyte to salinity.
Planta, 240: 1299-1317.

Flowers T.J., Colmer T.D., 2008. Salinity tolerance in halophytes. New Phytol., 179: 945-963.

Flowers T.J., Colmer T.D., 2015. Plant salt tolerance: adaptations in halophytes. Ann. Bot.,
115: 327-331.

Flowers T.J., Galal H.K., Bromham L., 2010. Evolution of halophytes: multiple origins of salt
tolerance in land plants. Funct. Plant Biol., 37: 604-612.

Gil R., Bautista I., Boscaiu M., Lidén A., Wankhade S., Sdnchez H., Llinares J., Vicente O.,
2014. Responses of five Mediterranean halophytes to seasonal changes in environ-
mental conditions. AoB Plants., doi:10.1093/aobpla/plu049.

Gorham J., Hughes L., Wyn Jones R.G., 1980. Chemical composition of salt-marsh plants
from Ynys Mon (Anglesey): the concept of physiotypes. Plant Cell Environ., 3: 309-318.

Greenway H., Munns R., 1980. Mechanisms of salt tolerance in non-halophytes. Ann. Rev.
Plant Physiol., 31: 149-190.

Grigore M.N., Boscaiu M., Vicente O., 2011. Assessment of the relevance of osmolyte bio-
synthesis for salt tolerance of halophytes under natural conditions. Eur. J. Plant Sci.

Biotech., 5: 12-19.

Groppa M.D., Benavides M.P., 2008. Polyamines and abiotic stress: recent advances. Amino
Acids, 34: 35-45.

123



Gull B., Ansari B., Flowers T.J., Khan A.A., 2013. Germination strategies of halophytes
under salinity. Environ. Exp. Bot., 92: 4-18.

Gupta B., Huang B., 2014. Mechanism of salinity tolerance in plants: physiological, bio-
chemical, and molecular characterization. Int. J. Genomics. http://dx.doi.org.
/10.1155/2014/701596.

Himabindu Y., Chakradhar T., Reddy M.C,, Kanygin A., Redding K.E., Chandrasekhar T.,
2016. salt-tolerant genes from halophytes are potential players of salt tolerance in gly-
cophytes. Environ. Exp. Bot., 124: 39-63.

Hussain T.M., Chandrasekhar T., Hazara M., Sultan Z., Saleh B.K., Gopal G.R., 2008. Re-
cent advances in salt stress biology — a review. Biotech. Mol. Biol,, 3: 8-13.

Klosowska K., 2010. Reakcje roélin na stres solny. Kosmos, Prob. Nauk Biol., 59: 539-549.

Kosova K., Prasil LT., Vitdmvas P., 2013. Protein contribution to plant salinity response and
tolerance acqusition. Int. J. Mol. Sci., 14: 6757-6789.

Mansour M.F., 2000. Nitrogen containing compounds and adaptation of plants to salinity
stress. Biol. Plant., 43: 491-500.

Munns R., 2002. Comparative physiology of salt and water stress. Plant Cell Environ., 25:
239-250.

Murakeozy E.P., Nagy Z., Duhaze C., Bouchereau A., Tuba Z., 2003. Seasonal changes in
the levels of compatible osmolytes in three halophytic species of inland saline vegeta-
tion in Hungary. J. Plant Physiol., 160: 395-401.

Parvaiz A., Satyawati S., 2008. Salt stress and phytobiochemical responses of plants-a re-
view. Plant Soil Environ., 54: 89-99.

Rhodes D., Hanson A.D., 1993. Quaternary ammonium and tertiary sulfonium compounds
in higher plants. Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 44: 357-384.

Rhodes D., Nadolska-Orczyk A., Rich P.J., 2002. Salinity, osmolytes and compatible solutes.
[W:] Lauchli A., Littge U. (red.), Salinity: Environment — Plants - Molecules. Kluwer
Academic Publishers, Netherlands, 181-204.

Rozema J., Schat H., 2013. Salt tolerance of halophytes, research questions reviewed in the
perspective of saline agriculture. Environ. Exp. Bot., 92: 83-95.

Sairam R.K., Tyagi A., 2004. Physiology and molecular biology of salinity stress tolerance in
plants. Curr. Sci., 86: 407-421.

Sanders D., 2000. The salty tale of Arabidopsis. Curr. Biol., 10: 486-488.

Singer M.A., Lindquist S., 1998. Multiple effects of trehalose on protein folding in vitro and
in vivo. Mol. Cell., 1: 639-648.

Serrano R., Gaxiola R., 1994. Microbial models and salt stress tolerance in plants. Crit. Rev.
Plant Sci., 13: 121-138.

Shen B., Jensen R.G., Bohnert H.J., 1997. Mannitol protects against oxidation by hyderoxyl
radicals. Plant Physiol., 115: 527-532.

124



Szabados L., Savouré A., 2010. Proline: a multifunctional amino acid. Trends Plant Sci., 15:
89-97.

Tester M., Davenport R., 2003. Na* tolerance and Na* transport in higher plants. Ann. Bot.,
91: 503-527.

Tipirdamaz R., Gagneul D., Duhazé C., Ainouche A., Monnier C., Ozkum D., Larher F.,
2006. Clustering of halophytes from an inland salt marsh in Turkey according to their
ability to accumulate sodium and nitrogenous osmolytes. Environ. Exp. Bot., 57: 139-153.

Verbruggen N., Hermans C., 2008. Proline accumulation in plants: a review. Amino Acids,
35:753-759.

Vinocur B., Altman A., 2005. Recent advances in engineering plant tolerance to abiotic
stress: achievements and limitations. Curr. Opin. Biotech., 16: 123-132.

Wang X., Chang L., Wang B., Wang D., Li P., Wang L., Yi X, Huang Q., Peng M., Guo A,
2013. Comparative proteomics of Thellungiella halophila leaves from plants subjected
to salinity reveals importance of chloroplastic starch and soluble sugars in halophyte
salt tolerance. Mol Cell Prot., http:// www.mcponline.org.

Wang P., Guo Q., Wang Q., Zhou X.R., Wang S.M., 2015. PtAKT1 maintains selective
absorption capacity for K* over Na* in halophyte Puccinellia tenuiflora under salt
stress. Acta Physiol. Plant., 37: DOI 10.1007/s11738-015-1846-3.

Yeo A., 1998. Molecular biology of salt tolerance in the context of whole-plant physiology.
J. Exp. Bot., 49: 915-929.

Zhu J.-K., 2000. Genetic analysis of plant salt tolerance using Arabidopsis. Plant Physiol.,
124: 941-948.

Zhu J.-K., 2001. Plant salt tolerance. Trend. Plant Sci., 6: 66-71.

125






Rola metalotionein w adaptacjach roslin
do stresu metali ciezkich

Alicja Piotrowska-Niczyporuk* / Andrzej Bajguz

Uniwersytet w Bialymstoku
Wydziat Biologiczno-Chemiczny, Instytut Biologii
Zaktad Biochemii Roslin i Toksykologii

ul. K. Ciotkowskiego 1J, 15-245 Biatystok
* e-mail: alicjap@uwb.edu.pl

Streszczenie: Wraz z rozwojem przemystu, zawartos¢ metali ciezkich w $rodowisku znacznie
wzrosta, co spowodowato, ze staty sie one czynnikiem stresowym dla organizméw zywych. Rosliny
wyksztatcity szereg mechanizmow obronnych, umozliwiajacych wzrost i rozwéj w skazonych meta-
lami ekosystemach. Duze zainteresowanie budzg metalotioneiny (MT) — niskoczasteczkowe pepty-
dy bogate w reszty cysteinowe, wystepujace u niektorych Prokaryota, grzyboéw, roslin i zwierzat.
Sugeruje sig, ze roslinne MT uczestnicza w homeostazie metali niezbednych do zycia, detoksykacji
szkodliwych jondw metali oraz chronia tkanki przed stresem oksydacyjnym. Metalotioneiny mozna
strukturalnie podzieli¢ na trzy klasy. Peptydy wchodzace do dwdch pierwszych klas sg pierwotnymi
produktami gendw, ktorych ekspresja jest indukowana metalami ciezkimi. Trzecig klase stanowia
fitochelatyny (PC) o charakterystycznej strukturze y-(Glu-Cys),-Gly, n=2-11, ktére zostaty wyizolo-
wane z wielu gatunkéw roslin. Sa one syntetyzowane na drodze enzymatycznej, przy udziale
syntazy fitochelatynowej (PCS). Rola PC w detoksykacji metali polega na ich wigzaniu w nietok-
syczne kompleksy, dzieki czemu grupy tiolowe oraz histydylowe biatek komorkowych sg chronio-
ne przed oddziatywaniem z toksycznymi metalami.

Stowa kluczowe: fitochelatyny, metale ciezkie, metalotioneiny, stres abiotyczny
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1. Wstep

Termin ,,metale cigzkie” jest na ogét uzywany w odniesieniu do pierwiastkéw
o0 gestosci powyzej 5 mg cm”, ktore w reakcjach chemicznych wykazujg tendencje
do oddawania elektronéw, tworzac proste kationy. Zaliczamy do nich: Cu, Mn, Mo,
Ni, Zn, Se (w fizjologicznych ilo$ciach niezbedne dla prawidlowego wzrostu roslin)
oraz: Pb, Cd, Sr, Hg, Ag, Au (metale zbedne i toksyczne). Roéliny uprawiane
w obecnosci metali ciezkich wykazujg charakterystyczne objawy, tj.: zahamowanie
wzrostu, zaburzenia transpiracji, chloroza lisci, zaki6cenia gospodarki wodnej
i metabolizmu azotowego. Metale cigzkie moga zmienia¢ ultrastrukture komorek,
szczegolnie chloroplastow i mitochondriéw. Zaburzaja cytokineze, modyfikuja
wlasciwosci blon poprzez oddzialywanie z grupami funkcyjnymi bialek i lipidow
blony. Toksycznos¢ metali cigzkich u roslin polega gltéwnie na ich zdolnosci do
wigzania sie z grupami funkcyjnymi: -SH, -COOH i -NH,, co powoduje utrate
aktywnosci wielu waznych bialek. Metale moga réwniez zwigksza¢ synteze reak-
tywnych form tlenu (RFT), co wptywa destrukcyjnie na wszystkie makroczasteczki
komorki (Hirayama, Shinozaki 2010; Nagajyoti i in. 2010; Anjum i in. 2015; Luo
iin. 2016). Rosliny wyksztalcily szereg mechanizméw pozwalajacych im przezyé
w §rodowisku nawet bardzo silnie zanieczyszczonym metalami. Jedna z gtéwnych
strategii tolerancji na obecnos$¢ metali cigzkich, jest unieczynnienie jonéw poprzez
ich chelatowanie przez réznego rodzaju ligandy, przede wszystkim metalotioneiny
(MT) (Cobbett, Goldsbrough 2002; Leszczyszyn i in. 2013; Gavanji i in. 2014;
Sharma i in. 2016). Niniejszy rozdzial stanowi przeglad literatury naukowej doty-
czacej budowy oraz roli MT w adaptacjach roélin do obecnosci metali cigzkich
w $rodowisku.

2. Metalotioneiny

2.1 Struktura i klasyfikacja metalotionein

Metalotioneiny zostaly wykryte w 1957 roku jako niskoczasteczkowe bialka
wigzace jony Cd w nerce konia. Od tego czasu, MT i kodujace je geny, zostaly
wykryte u innych zwierzat, roélin, bakterii i grzybéw (Koszucka, Dabrowska 2006;
Leszczyszyn i in. 2013). Roslinne MT zbudowane s3 z 45-84 aminokwasow. Sg one
bogate w reszty cysteinowe (Cys), wykazujace wysokie powinowactwo do wigzania
réznorodnych jondw metali. Masa czasteczkowa MT waha si¢ od 4 do 8 kDa (Frei-
singer 2011). Ze wzgledu na rozmieszczenie reszt cysteinowych, wyrdznia si¢ trzy
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klasy MT. Klasa I metalotionein zawiera 20 reszt cysteinowych, o ukladzie Cys-Cys
lub Cys-X-Cys (gdzie X jest aminokwasem innym niz cysteina) o wysokiej konser-
watywnosci, ktére s3 homologiczne do ssaczych MT, zwlaszcza MT wystepujacej
w nerce konia. Klasa II MT réwniez zawiera te grupy, jednak nie s3 one komple-
mentarne do MT nerkowej konia. Klasy I i II MT s3 pierwotnymi produktami
genéw. Do klasy III zaliczono nietypowe MT wystepujace u roslin, nie bedace
bezposrednimi produktami genéw. Okreslone zostaly jako y-Glu-Cys peptydy, do
ktorych, miedzy innymi, nalezg fitochelatyny (PC), réznigce si¢ wystepowaniem
irodzajem C-terminalnego aminokwasu. Wiaczono tutaj réwniez grupe metalo-
protein drozdzowych, zwanych kadystynami (Grill 1989; Cobbett, Goldsbrough
2002; Anjum i in. 2015).

Pézniejsze odkrycie i wyizolowanie wielu genéw MT z roslin spowodowalo, ze
IT klasa MT zostala podzielona na typy w oparciu o sekwencje aminokwasowe
(Freisinger 2011). Typ 1 MT zawiera szeéciokrotnie powtarzajacy si¢ motyw Cys-X-
Cys, rozdzielony na dwie domeny za pomoca 40-aminokwasowego odcinka zawie-
rajacego takze aminokwasy aromatyczne. Typ 2 MT réwniez zawiera dwie domeny
bogate w cysteine, oddzielone okolo 40-aminokwasowym odcinkiem, jednak
pierwsza para cystein wystepuje jako motyw Cys-Cys w pozycji 3 i 4 biatka.
W domenie N-koncowej, bogatej w cysteine, wystepuje dodatkowo motyw Cys-
Gly-Gly-Cys, gdzie Gly oznacza glicyne. Typ 3 MT zawiera tylko 4 reszty cysteiny
w domenie N-koncowej, natomiast typ 4 MT jest odmienny od pozostalych MT
rodlinnych i posiada trzy domeny bogate w cysteine, z ktorych kazda posiada 5 lub
6 konserwatywnych reszt cysteiny, oddzielonych przez 10-15 innych aminokwasow
(Koszucka, Dabrowska 2006; Wu i in. 2014). Obecno$¢ licznych grup tiolowych
w czgsteczkach MT umozliwia efektywne kompleksowanie jonéw metali (Gavanji
iin. 2014).

2.2. Rola metalotionein

Badania nad rola roslinnych MT sg znacznie utrudnione, poniewaz peptydy te
wystepuja w bardzo niskich stezeniach, ponadto sa bardzo trudne do wyizolowania
ze wzgledu na wysoka niestabilnos¢ i wrazliwos¢ na obecnos¢ tlenu. U zwierzat MT
s3 naturalnym ligandem dla jonéw Zn i Cu, dzigki czemu utrzymuja ich staty po-
ziom w komdorce. Peptydy te wigzg rdwniez metale toksyczne, a takze zapobiegaja
skutkom stresu oksydacyjnego. Ekspresje genow kodujacych MT u roélin indukujg
rézne czynniki abiotyczne, takie jak: niska i wysoka temperatura, susza, zasolenie,
metale cigzkie i stres oksydacyjny (Guo i in. 2003, 2008; Koszucka, Dabrowska 2006).
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Roslinne MT uczestnicza w utrzymaniu homeostazy jonéw Cu, ktora jest
istotnym mikroelementem, wchodzi w skfad grup prostetycznych wielu enzyméw
i posredniczy w transporcie elektronéw. Jednak nadmiar jonéw Cu jest szkodliwy
dla bton biologicznych, DNA i biatek, stad dostepnos¢ i transport jonéw Cu w rosli-
nie podlegaja $cistej kontroli (Koszucka, Dabrowska 2006). Zaangazowanie roslin-
nych MT w gospodarke Cu potwierdzaja liczne dowody. Przyktadowo, z Pisum
sativum L. wyizolowano gen PsMT, kodujacy MT typu 2, ktdrego ekspresje zbada-
no nastepnie w Escherichia coli i Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Evans i in.
1992). Akumulacja Cu w komorkach E. coli, w ktérych zaobserwowano ekspresje
zrekombinowanego bialka PsMT,, byla do o$miu razy wieksza niz w komoérkach
kontrolnych. Podobnie w transformowanych roslinach A. thaliana zaobserwowano
zwiekszong akumulacje Cu, w poréwnaniu z rodlinami typu dzikiego. Przypuszcza
sie, ze biatko PsMT, wigze w roélinach jony Cu, a konstytutywna ekspresja jego
genu przyczynia sie do akumulacji tego pierwiastka (Evans i in. 1992). Stwierdzono,
ze jony Cu sg najsilniejszym induktorem ekspresji genu MT2 u A. thaliana, z kolei
ekspresja genu MT1 tej rodliny zachodzi w organach bogatych w jony Cu, miedzy
innymi, w pylnikach i stupkach. Geny MT typu I s3 indukowane przez jony Cu
réwniez u Triticum aestivum L., Oryza sativa L. i Nicotiana tabacum L. (Guo i in.
2003, 2008).

Roslinne MT uczestniczg takze w buforowaniu poziomu Zn. Pierwsza roslinna
MT, wiazaca Zn, zostala zidentyfikowana i wyizolowana z niedojrzalych zarodkéw
T. aestivum (MT-II-like wheat Ec) (Lane i in. 1987). Ponadto zauwazono, ze jej
akumulacja zachodzi w okreslonym stadium rozwojowym zarodka, kiedy nastepuje
przejscie od fazy proliferacji do réznicowania, co wskazuje, ze biatko Ec jest maga-
zynem Zn, dostgpnego w razie potrzeby dla polimeraz DNA i RNA oraz czynnikéw
transkrypcyjnych. Takie specyficzne dla embriogenezy MT stanowig rezerwuar Zn,
niezbednego podczas kietkowania (Hegelund i in. 2012). Poziom ekspresji genéw
kodujacych MT zmienia si¢ wraz z rozwojem roéliny. Stwierdzono, ze poziom
mRNA dla MT typu I zwieksza si¢ w starzejacych si¢ liSciach Brassica napus L.,
A. thaliana i O. sativa, gdzie prawdopodobnie stanowig one ochrone przed meta-
lami wchodzacymi w sktad enzymoéw i czasteczek chlorofilu, a uwalnianymi
w trakcie dominujacych na tym etapie proceséw katabolizmu, kiedy zachodzi
wzmozona degradacja biatek i barwnikéw (Hassinen i in. 2011). Zaobserwowano
réwniez akumulacje mRNA dla MT w tkankach intensywnie dzielacych sie, co
wskazuje na ich udzial w podziatach komdérkowych (Koszucka, Dagbrowska 2006).

Wzrost ekspresji genéw kodujacych MT jest zwigzany z tolerancjg roslin na
metale ciezkie. Ekspresja ta zalezy od gatunku, organu roéliny, rodzaju jonu, jego
stezenia, a takze czasu traktowania metalem. U roslin eksponowanych na metale
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cigzkie zaobserwowano, ze MT uczestniczag w utrzymaniu homeostazy jonéw meta-
li cigzkich (ryc. 1), sekwestracji metali cigzkich poprzez ich zwigzanie z grupami
tiolowymi reszt cysteinowych MT oraz transblonowym transporcie bialkowych
komplekséw metali z cytoplazmy do wakuoli, co przyczynia si¢ do ich detoksykacji
(Clemens 2006a, b; Sharma i in. 2016). Ekspresj¢ genéw kodujacych MT pod wply-
wem Pb, Cd, Cu czy Zn zanotowano miedzy innymi u A. thaliana, Populus alba L.,
Hordeum vulgare L., O. sativa, B. napus. Stwierdzono, ze tolerancja P. sativum na
wysokie stezenie jondw Cu wigze si¢ ze zwigkszong ekspresja genow kodujacych
MT (Poschenrieder i in. 2006). Ponadto, celowana mutageneza genéw MT zaburza
u rodlin mechanizmy homeostazy metali oraz zwigksza ich toksycznoé¢ (Carpené
iin. 2007). Wzrost syntezy bialek MT pod wplywem jonéw Cd i Hg u roélin moze
by¢ traktowany jako specyficzny ekotoksykologiczny biomarker zanieczyszczenia
srodowiska metalami cigzkimi (Dabrio et al. 2002; Zhou i in. 2014).

Przypuszcza si¢ rdwniez, ze roslinne MT chronig komoérki przed stresem
oksydacyjnym (ryc. 1), dzigki obecnosci reszt cysteinowych wychwytujacych RFT
(Leszczyszyn i in. 2013). Dowodu potwierdzajacego zaangazowanie MT w ochrone
struktur komérkowych przed RFT dostarczyli Lee i in. (2004), ktérzy wykazali, ze
produkty genéw AtMT2a i AtMT3, pochodzacych z A. thaliana, ulegajacych eks-
presji w transformowanych komoérkach szparkowych Vicia faba L., powoduja
obnizenie poziomu RTF, powstajacych po potraktowaniu komoérek Cd. Podobnie
siewki Gossypium hirsutum L. — eksponowane na stres suszy, solny, niskiej tempe-
ratury, kwasu abscysynowego, etylenu, Cu i Zn - wykazuja zwigkszong ekspresje
genu GhMT3, co wigze sie z obnizeniem poziomu RFT oraz wigzaniem w komplek-
sy z MT jonéw Zn (Xue i in. 2009). Rosliny A. thaliana, rosngce w niskiej tempera-
turze, charakteryzuja si¢ wzmozong ekspresja genu AtMT2a, co przyczynia si¢ do
tagodzenia skutkdw stresu oksydacyjnego generowanego w tych warunkach (Zhu
iin. 2009; Sharma iin. 2016).
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Rycina 1. Rola roslinnych MT

Zrédto: Sharma i in. 2016, zmienione.

3. Fitochelatyny —III klasa metalotionein

3.1 Struktura fitochelatyn

Fitochelatyny zostaly po raz pierwszy opisane w 1985 roku, a materialem
badawczym byla zawiesina komérkowa Rauvolfia serpentina (L.) Benth. ekspono-
wana na jony Cd (Grill i in. 1985). Prekursorem PC jest powszechnie wystepujacy
w organizmach roélinnych tripeptyd glutation (GSH), zbudowany z kwasu L-glu-
taminowego (Glu), L-cysteiny (Cys) i L-glicyny (Gly), gdzie Glu jest polaczony
z Cys wigzaniem y-karboksyamidowym. Charakterystycznym elementem PC jest
wielokrotnie powtdrzony motyw y-Glu-Cys, zakonczony czasteczka glicyny. W ros-
linach wystepuja réowniez homologi PC (izo-PC), rdznigce si¢ rodzajem C-termi-
nalnego aminokwasu, ktérym moze by¢ alanina (Ala), seryna (Ser), kwas glutami-
nowy lub glutamina (GlIn). y-Glu-Cys peptydy posiadaja strukture: y-(Glu-Cys).-
Gly (PC), y-(Glu-Cys)s-Ala (izo-PC (Ala)), y-(Glu-Cys).-Ser (izo-PC (Ser)), y-
(Glu-Cys)a-Glu (izo-PC (Glu)), y-(Glu-Cys),-Gln (izo-PC (Gln)) lub przy braku
dodatkowego C-terminalnego aminokwasu y-(Glu-Cys), (des-Gly-PC), gdzie n
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wynosi od 2 do 11 (Mou i in. 2016; Sharma i in. 2016). Peptydy te powstaja nieza-
leznie od rybosoméw w wyniku reakeji enzymatycznej, w ktorej substratem jest
GSH lub jego homologi. Dzieki obecnosci grup -SH cysteiny, fitochelatyny i ich
homologi odgrywaja podstawowa role w chelatowaniu, a przez to detoksykacji
jonow metali ciezkich (Romero i in. 2014; Sharma i in. 2016).

3.2. Biosynteza PC

Synteza PC jest katalizowana przez dwupeptydylowa transpeptydaze y-gluta-
mylocysteiny, potocznie zwang syntaza fitochelatynowa (PCS) [E.C. 2.3.2.15].
Enzym ten odpowiada za reakcje¢ przenoszenia dwuaminokwasowego fragmentu
y-Glu-Cys z czasteczki donorowej, ktéra moze by¢ GSH lub PC2 na czasteczke
akceptorows, ktéra moze by¢ GSH lub inna PC, co prowadzi do syntezy polimeréw
PC o réznej dlugosci (PC2, PC3, PC4 itd.). Syntaza fitochelatynowa jest enzymem
konstytutywnym, zlokalizowanym w cytoplazmie i aktywowanym obecnoscig
wolnych jonéw metali (Brunetti i in. 2011). Najefektywniejszymi stymulatorami
aktywnosci tego enzymu sa w kolejnosci: Cd>Cu>Ag>Hg>Zn>Pb, natomiast jony:
Ca, Ba, Co i K nie aktywujg PCS (Rea 2012).

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej PCS wyizolowanych z réznych organi-
zmo6w: rodlin (A. thaliana, T. aestivum), drozdzy (Saccharomyces pombe Lindner
A.Jorg.) i nicienia (Caenorhabditis elegans Maupas) wskazuja na duze podobien-
stwo tych bialek (Clemens 2006a; Kiihnlenz i in. 2014). Domena N-koncowa tego
enzymu wykazuje duza konserwatywno$¢. Okoto 40% sekwencji biatka PCS u tych
4 organizmow jest identyczne. Mimo braku pokrewienstwa miedzy owymi gatun-
kami, mechanizm obrony przed toksycznym wplywem metali ciezkich jest taki
sam. Budowa tego enzymu jest bardzo podobna, a mechanizm dzialania - iden-
tyczny. Domena C-koficowa, mimo braku homologii, w kazdym przypadku posia-
da liczne powtdrzenia par cysteiny, ktore pelnig funkcje receptora wiazacego jony
metali i przenoszg je do miejsca katalicznego enzymu znajdujacego si¢ w domenie
N-koncowej. Stad tez PCS jest modyfikowana postranslacyjnie przez jony metali
cigzkich, a do reakcji wymaga zredukowanego GSH i odpowiednio tiolowanego
metalu, np. Cd-GS; lub Zn-GS,. Regulacja aktywnosci PCS odbywa sie na zasadzie
sprzezenia zwrotnego. Enzym aktywowany wolnymi jonami metali, katalizuje
reakcje syntezy PC, ktdre chelatuja metale, zapobiegajac dalszej aktywacji enzymu,
a tym samym dalszej produkcji PC (Clemens 2006a; Garcia-Garcia i in. 2014).

Badania wykazaly, ze PCS zawiera dwa miejsca katalityczne wigzace substrat
(miejsce I i miejsce II), z ktérych pierwsze ma wysokie, natomiast drugie niskie
powinowactwo do GSH. W $rodowisku, gdzie nie wystepuja jony metali, acetylacja
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GSH zachodzi w miejscu I (w obrebie cysteiny) w czasteczce PCS, ktore zawiera
cysteine, histydyne i asparaginian. Sekwencja aminokwaséw w miejscu I jest
w 100% konserwatywna u wszystkich syntaz. Stad acetylacja w tym obszarze i dal-
sza transpeptydyzacja na drugg czasteczke GSH lub PC jest niezalezna od metalu.
Jednak acetylacja miejsca II odbywa si¢ wylacznie w obecnosci metalu, zwlaszcza
Cd, stad jest to etap Scisle zalezny od obecnosci metali (Kithnlenz i in. 2014). Przy-
puszczalny model aktywacji tego enzymu przedstawia sie nastepujaco (ryc. 2):
czasteczka donorowa GSH (y-Glu-Cys-Gly) dokonuje acetylacji enzymu na dome-
nie N-koncowej, z jednoczesnym odiaczeniem grupy Gly - 1 etap. W 2 etapie po-
wstaje aktywna forma enzymu y-Glu-Cys-PCS, ktéra nastepnie przenosi czasteczke
y-Glu-Cys na drugi substrat, ktérym jest czasteczka GSH z przylaczonym przez
grupe tiolowa -SH cysteiny metalem, dzieki czemu powstaje kompleks PC2-metal.

(o) ()

syntaza
glutamylocysteinowa

syntaza —> Gly
glutationowa + ATP

—> | Odlaczenie Gly

brak metalu obecnos¢ metalu

+ ATP

y-Glu-Cys + miejsce I y-Glu-Cys + miejsce II

syntazy fitochelatynowej

v

(y-Glu-Cys),, -Gly

syntazy fitochelatynowej

czasteczka fitochelatyny

Rycina 2. Synteza PC

Zrédto: Sharma i in. 2016, zmienione.
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Charakterystyczna jest kinetyka wytwarzania PC o réznej dtugosci tancucha.

We wczesnym etapie ekspozycji na metal, najszybciej wzrasta ilo$¢ najkrotszej PC

(PC2). Jednak przy dluzszym czasie dzialania stresora jej poziom maleje, poniewaz

krotkotancuchowe PC2 sg wykorzystywane do syntezy dtuzszych peptydow, takich
jak PC6, natomiast rosnie ilo§¢ PC3 i PC4 (Vatamaniuk i in. 2000; Garcia-Garcia
iin. 2014). Duzym osiggnieciem bylo odkrycie genéw kodujacych PCS u réznych

gatunkow roslin (tab. 1).

Tabela 1. Geny kodujace syntaze fitochelatynowa (PCS) u wybranych gatunkow roslin wyzszych

traktowanych metalami

Gatunek roslin

Geny kodujace
PCS

Rola

Literatura

Liriodendron tulipfera L. PCS1 Homeostaza Zn Adams iin. (2011)
Nicotiana tabaccum L. TcPCS1 Sekwestracja Cd Liuiin. (2011)
Triticum vulgare Vill. TaPCS1 Detoksykacja metali Liuiin. (2011)
ciezkich
Triticum vulgare Vill. TaPCS1 Detoksykacja Wang i in. (2012)
i akumulacja Cd
Brassica juncea L. PCS Detoksykacja As Ahmad, Gupta (2013)
Arabidopsis thaliana (L.) PCR2 Akumulacja Zn Deng i in. (2013)
Heynh.
Nicotiana tabaccum L. CdPCS1 Akumulacja Cd i As Shukla i in. (2013)
Arabidopsis thaliana (L.) AtPCS2 Biosynteza fitochela- Kiithnlenz i in. (2014)
Heynh. tyn w odpowiedzi na
Cd
Ceratophyllum demersum L. | CdPCS1 Sekwestracja As Shriiin. (2014)
Sophora viciifolia Hance. SvPCS1 Akumulacja Pb Xuiin. (2014)
Phragmites australis PaPCS Nadwrazliwo$¢ Zhaoiin. (2014)
(Cav.)Trin. ex St na Cd
Arabidopsis thaliana (L.) AtPCS1 Odpornos¢ Kamiya, Fujiwara
Heynh. na AsiSb (2015)
Raphanus sativus L. PCS Akumulacja Xuiin. (2015)
i detoksykacja Cd
Medicago stiva L. AtPCS1 Detoksykacja Cd Kabir i in. (2016)
Oryza sativa L. OsPCS1 Akumulacja Begum i in. (2016)
i detoksykacja As
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3.3. Rola fitochelatyn

Synteza PC jest jednym z podstawowych elementéw odpowiedzi rosliny
w warunkach skazenia metalami. Proces unieszkodliwiania metali obejmuje: kom-
pleksowanie jonéw metali w cytoplazmie, transport komplekséw do wakuoli i ich
deponowanie (Cobbett, Goldsbrough 2002). Rola PC w detoksykacji metali polega
na ich wigzaniu w tzw. kompleksy LMW (ang. Low Molecular Weight), dzigki cze-
mu grupy tiolowe (-SH) oraz grupy histydylowe bialek komérkowych sa chronione
przed oddzialywaniem z toksycznymi metalami (Petraglia i in. 2014; Pivato i in.
2014). Kompleksy takie tworza si¢ w cytoplazmie, a nastgpnie sg transportowane do
wakuoli, gdzie niskie pH sprzyja dysocjacji metalu. Czg$¢ peptydowa moze by¢
degradowana przez wakuolarne hydrolazy na fragmenty i/lub wolne aminokwasy,
albo by¢ transportowana z powrotem do cytoplazmy. Uwolniony metal tatwo wiaze
sie z obecnymi w wakuoli kwasami organicznymi, aminokwasami lub tworzy wy-
sokoczasteczkowe kompleksy HMW (ang. High Molecular Weight) z PC o duzej
zawartosci siarki (Wu i in. 2008). Stosunek jonéw S* do Cd** jest wyzszy w kom-
pleksach HMW niz LMW. Kompleksy HMW wystepuja w wakuoli jako agregaty
o $rednicy 20 A, ktérych jadro stanowi krystaliczny rdzen otoczony PC. Stad tez
detoksykacja jest procesem przeniesienia metalu z cytoplazmy do przedzialéw
komorki o obnizonej aktywnosci metabolicznej, np. wakuoli i trwalym unierucho-
mieniu go przez zwiazanie z efektywniejszymi niz PC ligandami. Mechanizm ten
jest istotny w procesach detoksykacji Cd i Cu. Kompleksy tworzone przez PC z Zn
i Pb nie sg stabilne (Wu i in. 2008; Song i in. 2014).

Stwierdzono, ze niedobdr PC u roslin jest sprzezony z hiperwrazliwoscia na
jony Cd, Cu i As (Clemens 2006b), jednakze wielokrotnie wykazano, iz sama zdol-
no$¢ rodliny do syntezy PC oraz ich zwigkszona ilo$¢ nie determinuja poziomu
tolerancji na metale. Uwaza si¢, Ze na poziom tolerancji rodliny na dany metal,
w odniesieniu do PC, maja wplyw: szybkos¢ formowania komplekséw z jonami
metali, zdolno$¢ do formowania komplekséw przez istniejacy system PC z danym
metalem, zdolno$¢ do syntezy réznych rodzajow PC o réznej dlugosci tancucha,
wydluzanie tancucha PC, oraz szybkos¢ transportu komplekséw PC-metal do
wakuoli (Pivato i in. 2014).

Fitochelatyny biorg réwniez udzial w gospodarce mikroelementéw. Dotyczy
to zwlaszcza tych jondéw metali ciezkich, ktérych rodliny wymagaja do prawidtowe-
go rozwoju (Cu, Zn, Ni). Jony niezbednych w komérce metali, zwigzane w forme
Cu-, Zn- czy Ni-PC, moga by¢, po degradacji komplekséw, uwalniane i wykorzy-
stane do wytwarzania metaloenzymdéw. Zwigzane w ten sposob metale s3 przecho-
wywane gtéwnie w wakuoli, a wyeliminowanie wolnych jonéw metali z cytoplazmy
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zabezpiecza wrazliwe na metale grupy funkcyjne enzymow i biatek strukturalnych.
Przy wzroscie zapotrzebowania na metale, s3 one uwalniane z PC i przenoszone na
apoformy metalobialek (Tukendorf 1993; Cobbett, Goldsbrough 2002; Guo i in.
2008).

Niektore PC, zwlaszcza te, ktorych synteze indukuje Cd, zawieraja dodatkowe,
luzno zwigzane jony siarczkowe (S*) lub siarczanowe IV (SOs*), ktdre sg czesto
uwalniane w postaci H,S po zakwaszeniu komplekséw. Po raz pierwszy obecnos¢
takiego sktadnika komplekséw Cd-PC stwierdzono w roélinach Solanum lycopersi-
cum L., gdy podczas ekstrakcji PC w warunkach kwasnego pH, zaobserwowano
wydzielanie H,S (ang. acid-labile sulfide) (Rauser, Meuwly 1995). Wystepowanie
dodatkowych grup siarkowych stwierdzono réwniez u innych gatunkéw roslin
i grzybow. Ich rolg jest zwigkszenie trwalosci, stabilnosci i odpornosci kompleksu
PC z metalami oraz podniesienie efektywnosci detoksykacji metali ciezkich. Obec-
no$¢ grup siarkowych w czasteczkach PC wskazuje rowniez na istotny udzial tych
peptydow w metabolizmie siarki. Kompleksy Cd-PC moga funkcjonowac jako
nosniki tiolowe w asymilacyjnej redukcji siarczandéw u roslin, na co wskazujg na-
stepujace fakty: a) Cd najefektywniej indukuje synteze PC, do ktérych wytwarzania
niezbedna jest cysteina, b) Cd stymuluje aktywnos¢ enzymow katalizujacych synte-
ze cysteiny w szlaku redukcji siarczanéw, tzn. sulfurylaze ATP i sulfotransferaze
APS (adenozyno-5’-fosfosiarczanu), ¢) roélinne kompleksy Cd-PC zawieraja luzno
zwigzane jony SOs” i §%, ktore wykazuja podobienstwo do tiolowych nosnikow
szlaku redukgji siarczandw, d) siarka jest uwalniana w $rodowisku kwasnym z kom-
plekséow Cd-PC, podobnie jak siarka przylaczona do grupy -SH nosnikéw tiolo-
wych w szlaku redukgji siarczanéw moze by¢ wymieniona i wydzieli¢ sie po obni-
zeniu pH (Tukendorf 1993; Rauser, Meuwly 1995; Wu i in. 2008).

4, Podsumowanie

Postep, jaki dokonal si¢ w ostatnich latach w wyjasnieniu mechanizméw
obronnych roslin narazonych na metale ci¢zkie, zwlaszcza roli MT, stanowi istotny
wkiad do praktycznego zastosowania fitoremediacji, czyli wykorzystania roslin do
oczyszczania $rodowisk zanieczyszczonych metalami. W wielu laboratoriach pro-
wadzone s3 prace nad modyfikacja genetyczng roélin w celu zwiekszenia ich przy-
datnosci w procesach usuwania metali, zwlaszcza metali cigzkich z ekosystemow.
Rosliny genetycznie modyfikowane, odporne na metale ci¢zkie, charakteryzuja sie
wigksza zdolnoscia wiazania i detoksykacji metali, poprzez wzrost ekspresji genéw
kodujacych MT oraz ich transportu do wakuoli. Zastosowanie inzynierii genetycz-
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nej pozwoli na ominiecie wielu ograniczen zwigzanych z wykorzystaniem tej tech-
nologii oczyszczania $rodowiska.
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Streszczenie: Rosliny nalezace do rodziny bobowatych (Fabaceae) wchodza w symbiotyczne asocjacje
z bakteriami brodawkowymi (ryzobiami). Asocjacje te sg wzajemna interakcjg obu partneréw symbiozy i polega-
ja na utworzeniu przez makrosymbionta (rosline-gospodarza) odpowiedniej niszy (brodawki) oraz dostarczaniu
substancji odzywczych mikrosymbiontom, w zamian za co bakterie dostarczaja roslinom przyswajalna forme
azotu — amoniak, ktéry syntetyzujg, w wyniku redukcji azotu czasteczkowego, przy uzyciu enzymatycznego
kompleksu nitrogenazy. Nawigzanie efektywnej symbiozy przez obu partneréw jest procesem ztozonym
i specyficznym gatunkowo, co oznacza, ze powstanie brodawki (nodulacja) jest poprzedzone wymiang informa-
¢ji i rozpoznaniem wiasciwych sobie uczestnikédw symbiozy. Na przyktad Rhizobium tropici tworzy asocjacje
symbiotyczne z roslinami rodzajow: Leucaena sp., Phaseolus sp., Medicago sp. czy Macroptileum sp.; R. legumi-
nosarum bv. viciae z: Pisum sp., Viciae sp., Lathyrus sp., Lens sp.; R. leguminosarum bv. phaseoli z Phaseolus sp.;
natomiast R. leguminosarum bv. trifolii z Trifolium sp.

Celem pracy jest okreslenie zakresu gospodarza ryzobidow wyizolowanych z brodawek korzeniowych koniczyny
biatej, rosnacej na ,starej” okoto 70-100-letniej hatdzie Bolestaw (Wyzyna Slasko-Krakowska) oraz kontrolnej
tace w Bolestraszycach (Pogorze Przemyskie). Zakres gospodarza ustalono poprzez laboratoryjny test inokulagji
roslin. Nasiona roslin bobowatych: groch siewny (Pisum sativum) odmiana Milwa, lucerna siewna (Medicago
sativa), tubin waskolistny (Lupinus angustifolius) odmiana Karo, koniczyna biata (Trifolium repens) odmiany RD
80 oraz wyka siewna (Vicia sativa) odmiana Hanka, wyjatowiono powierzchniowo 75% etanolem oraz 0,1%
sublimatem, wyptukano w jatowej wodzie, skietkowano, a 2-3-dniowe siewki przeniesiono na skosy statego,
bezazotowego podtoza Hoagland’'a w celu zakorzenienia. Po siedmiu dniach rosliny szczepiono badanymi
izolatami bakterii, w dwdch powtdrzeniach. Po czterech tygodniach hodowli rodlin okreslono liczbe i zabarwie-
nie brodawek korzeniowych oraz $wieza mase pedu roslin.

Stowa kluczowe: bobowate, ryzobia, zakres gospodarza, Trifolium sp., geny nod, nodulacja
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strony: 143-154 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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1. Wstep

Bobowate stanowig jedng z najbogatszych gatunkowo rodzin, w ktorej skfad
wchodzi okoto 9% roélin dwulisciennych wystepujacych na $wiecie. Do tej pory
w Polsce opisano 161 gatunkéw roslin Fabaceae, bedacych przedstawicielami
41 rodzajow tej rodziny (Mirek i in. 2002; Rutkowski 2007). Rosliny te charaktery-
zuje szerokie spektrum zasiedlania czgsto réznych, skrajnie nieprzyjaznych $rodo-
wisk, miedzy innymi, z powodu ich zdolnosci do tworzenia asocjacji symbiotycz-
nych z wolno zyjacymi saprofitycznymi bakteriami ryzosferowymi - ryzobiami,
wiazacymi azot atmosferyczny. Ryzobia s3 Gram-ujemnymi ruchliwymi paleczka-
mi, ktére w obrebie 13 rodzajow, skupiajg 98 gatunkéw bakterii brodawkowych
podzielonych na dwie grupy: (1) ,typowe ryzobia” (Azorhizobium sp., Bradyrhizo-
bium sp., Ensifer sp., Mesorhizobium sp., Rhizobium sp.) oraz (2) ,nowe ryzobia”
(Aminobacter sp., Burkholderia sp., Cupriavidus sp., Devosia sp., Methylobacterium
sp., Microvirga sp., Ochrobactrum sp., Phylobacterium sp. i Shinella sp.) - do nie-
dawna traktowane jako niesymbiotyczne organizmy (van Berkum, Eardly 1998;
Graham 2008; Rivas i in. 2009; Peix i in. 2015; Gnat i in. 2015; http://rhizobia.
co.nz). Bakterie te, w obecnosci wlasciwego gatunku rosliny bobowatej, indukuja
proces nodulacji, tj. powstawania organéw symbiozy — brodawek, w ktérych wiaza
azot czasteczkowy (N), otrzymujac w zamian od roélinnego gospodarza produkty
asymilacji CO, oraz bezpieczng nisze¢ (Shiferaw i in. 2004; Fauvart, Michiels 2008).
Reakcja biologicznego wigzania azotu czgsteczkowego (diazotrofia) jest katalizowa-
na przez enzymatyczny kompleks dinitrogenazy, skladajacej si¢ z wtasciwej dinitro-
genazy oraz reduktazy dinitrogenazowej, a produktem redukgji jest przyswajalna
dla roslin forma azotu - amoniak (Garg, Geetanjali 2009). Azot, jako skiadnik
kluczowych makroczasteczek, takich jak na przykfad biatka czy kwasy nukleinowe,
oraz wielu innych strukturalnych i metabolicznych zwigzkéw chemicznych, jest
niezbedny dla wzrostu i rozwoju roélin (Czerpak 1993; Krishnan, Bennett 2006).

Nawigzanie mutualistycznej relacji pomiedzy makro- i mikrosymbiontem jest
procesem specyficznym gatunkowo (Hadri, Bisseling 1998; Desbrosses, Stougaard
2011). Jednak zakres specyficznosci gospodarza u ryzobiow jest zrdznicowany
(Spaink 1994, 2004). Niektdre gatunki ryzobidw, np. Rhizobium galegae czy R. etli
wykazujg waski zakres specyficznosci gospodarza, nawigzujac symbiotyczne asocja-
¢je z jednym, konkretnym rodzajem rodziny Fabaceae, inne posiadajg szerokie
spektrum: np. R. tropici tworzy interakcje symbiotyczne z wieloma gatunkami
roélin bobowatych (Maunoury i in. 2005). Wiadomo, ze na przyklad, R. legumino-
sarum bv. viciae nawiazuje relacje symbiotyczng z Pisum sp., Vicia sp., Lathyrus sp.,
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Lens sp., R. leguminosarum bv. trifolii z Trifolium sp., R. leguminosarum bv. phaseo-
li z Phaseolus sp., Sinorhizobium meliloti z Medicago sp., Melilotus sp., Trigonella
sp., R.etli z Phaseolus sp., Mesorhizobium loti z Lotus sp., Anthyllis sp., Lupinus sp.,
M. ciceri z Cicer sp., M. huakuii z Astragalus sp., Rhizobium galegae z Galega sp.,
Sinorhizobium fredii z Glycine sp., Vigna sp., S. meliloti z Medicago sativa i Melilo-
tus alba, R.tropici z Leucaena sp., Phaseolus sp., Medicago sp., Macroptilium sp.,
Bradyrhizobium japonicum i B.elkanii z Glycine sp., Macroptilium sp., Vigna sp.,
Azorhizobium caulinodans z Sesbania rostrata, Rhizobium sp. BR816 z Leucaena sp.
i Phaseolus sp. (Hadri, Bisseling 1998; Wang, in. 2012; Ansari i in. 2014).

Najistotniejszym czynnikiem determinujacym specyficznos$¢ gospodarza, sa
tzw. czynniki Nod (Hadri, Bisseling 1998; Debelle i in. 2001), kodowane przez geny
brodawkowania nod (Schlaman i in. 1998; Krishnan, Bennett 2006). Wsréd genéw
brodawkowania, wystepuja: rodzina genéw regulatorowych nodD, geny wspolne
nod (ang. common nod genes), np. nodABCIJ oraz geny specyticznos$ci gospodarza
hsn (ang. host specificity nodulation) (Downie 1998; Sadowsky 2005). Czynniki Nod
powstaja w odpowiedzi na specyficzny rodzaj flawonoidu, wydzielanego przez
okreslong rosline: na przyklad luteolina, wytwarzana przez Medicago sativa, indu-
kuje geny nod S. meliloti, apigenina i eriodyktiol wydzielany przez Pisum sativum
indukuja geny nod u R. leguminosarum bv. viciae, natomiast genisteina i daidzeni-
na, pochodzace z Glycine max, indukuja geny nod u B. japonicum i S. fredii (Krish-
nan, Bennett 2006). Specyficznos¢ gospodarza ryzobiowych czynnikéw Nod wyni-
ka z obecnosci na ich lipochitooligosacharydowej strukturze rdzeniowej réznych
podstawnikéw (monocukréw, grupy sulfonowej, grupy metylowej, karbamylowej
iin.), i jest to determinowane przez geny hsn (Gordon i in. 2001; Yakota, Hayashi
2011).

Literatura naukowa wskazuje na negatywny wplyw metali cigzkich na tworze-
nie brodawek u roslin bobowatych (Ahmad i in. 2012). Jony tych pierwiastkow
moga hamowac rozwoj brodawek i dziala¢ selekcyjnie na genotypy ryzobiow, wy-
stepujacych w brodawkach korzeniowych (Giller i in. 1989; Chaudhary i in. 2004).
Na terenie Polski, do obszaré6w o wysokim stezeniu toksycznych jonéw metali
ciezkich w podtozu, gléwnie cynku (Zn), otowiu (Pb) i kadmu (Cd) nalezg haldy
pokopalniane rud cynku i otowiu, tzw. galmany (Szarek-Lukaszewska, Niklinska
2002). Stanowiska te sg skrajnie nieprzyjazne dla wzrostu roélin, w tym bobowatych
oraz ich mikrosymbiontéw (Zahran 1999). Poniewaz zwalowiska galmanowe sg
utworami pochodzenia antropogenicznego, stanowig siedliska wysoce zréznicowa-
ne pod wzgledem skladu chemicznego i struktury fizycznej podloza, sa obszarem
silnie nastonecznionym, narazonym na erozje, ubogim w wode¢ oraz skladniki
odzywcze. Celem pracy jest ustalenie zakresu specyficzno$ci gospodarza i zdolnosci
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wigzania azotu atmosferycznego ryzobiéw wyizolowanych z brodawek korzenio-
wych koniczyny bialej (Trifolium repens), rosnacej na ,starej” — ok. 70-100-letniej
haldzie galmanowej Bolestaw oraz kontrolnej face w Bolestraszycach — na podsta-
wie liczby i barwy brodawek korzeniowych oraz $wiezej masy pedu wybranych
gatunkow roslin bobowatych, inokulowanych badanymi izolatami.

2. Materiat i metody

2.1. Materiat

Material do badan stanowity czyste kultury ryzobiéw, uzyskane w wyniku
izolacji z brodawek korzeniowych koniczyny bialej (podrozdziat 2.2.1) i zastosowa-
niu metody rozcienczen (podrozdzial 2.2.2). Rosliny, z ktérych bakterie brodaw-
kowe izolowano pochodzily ze ,starej” — ok. 70-100-letniej haldy Zn-Pb Bolestaw
(10 izolatéw) oraz ze stanowiska kontrolnego w Bolestraszycach (10 izolatow).
Zakres gospodarza badanych izolatow ustalono na podstawie ich zdolnosci do
tworzenia brodawek na korzeniach wybranych gatunkéw roslin bobowatych, wy-
korzystujac w tym celu laboratoryjny test roslinny (podrozdzial 2.2.3). W tescie
rodlinnym wykorzystano pie¢ gatunkéw roélin: groch siewny (Pisum sativum)
odmiana Milwa, lucerne siewna (Medicago sativa), tubin waskolistny (Lupinus
angustifolius) odmiana Karo, koniczyne bialg (Trifolium repens) odmiany RD8O
oraz wyke siewng (Vicia sativa) odmiana Hanka.

2.2. Metody

221 Izolacja ryzobidéw z brodawek korzeniowych koniczyny biatej

Rodliny, wykopane wraz z systemem korzeniowym, oczyszczono z ziemi
i dokladnie umyto pod biezaca woda. System korzeniowy, po odcieciu, zostal po-
nownie oplukany trzykrotnie pod biezacag wodg oraz trzykrotnie optukany jatowa
woda destylowang. Odciete brodawki korzeniowe poddano powierzchniowemu
jalowieniu. Proces jalowienia polegal na zanurzeniu brodawek w sublimacie (0,1%
HgClL) na okres 45 sek., nastgpnie trzykrotnym oplukaniu jalowa woda destylowa-
ng, zanurzeniu w 75% etanolu przez 60 sek., oraz pigciokrotnym ptukaniu jalowa
woda destylowang (Vincent 1970). Brodawki, po odcieciu wyjalowionym skalpe-
lem, miazdzono w kropli jalowej wody destylowanej, a uzyskany material zawiera-
jacy ryzobia, posiewano metodg sektorowo-redukcyjng na stale podloze 79CA,
o sktadzie: 10 gxL' D-mannitol, 0,5 gxL' KH,PO,, 0,2 gxL' MgSO,x7H,0,
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0,1 gxL"' NaCl, 0,1 gxL" glicerofosforan wapnia, 1 gxL"' ekstrakt drozdzowy Difco,
1 gxL' kwasny hydrolizat kazeiny, 14 g agaru, pH 7,2-7,4. Szalki umieszczano
w cieplarce o temperaturze 28°C.

222 Uzyskanie czystych kultur ryzobiéw metoda rozcienczen

Izolaty bakterii uzyskane z brodawek korzeniowych oczyszczano metoda
rozcienczen przy wykorzystaniu jalowego roztworu 0,9% NaCl w komorze lami-
narnej ESCO Smart Control z zamknietym obiegiem powietrza. Procedura polegata
na pobraniu wyizolowanych bakterii przy pomocy ezy, umieszczeniu ich w steryl-
nych probéwkach zawierajacych 300 pL 0,9% NaCl, wymieszaniu przez pipetowa-
nie, i rozcienczeniu. 100 uL mieszaniny (z réznych rozcienczen) posiewano na
plytki Petry’ego zawierajaca stale podloze 79CA (Vincent 1970). Plytki umieszcza-
no w cieplarce o temperaturze 28°C. Pojedyncze, mlecznobiate kolonie bakterii,
o $rednicy okolo 1,5 mm po trzech dniach wzrostu, stanowily czyste kultury bakterii.

2.2.3. Laboratoryjny test roslinny

Jalowe nasiona uzyskane zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 2.2.1.,
pozostawiano na dwie godziny w celu napecznienia (Vincent 1970). Wyjatowione
nasiona roélin umieszczano na szalkach Petry’ego ze stalym podiozem Hoagland’a
(5 mMxL"' Ca3(PO4);, 5 mMxL'KCl, ImMxL"' KH,PO,, 2 mMxL"' MgSO,x7H,0,
0,25 mMxL" FeCsHsO, 42,5 uMxL" H;BO;, 9 uMxL" MnClLx4H,0, 0,3 pMxL"!
CuSO4x5H,0, 0,75 uMxL" ZnSOs;x7H,0, 0,1 uMxL"' Na,MoO4sx2H,O, pH 7,2-
7,4) i inkubowano w ciemnosci w temperaturze 21°C. Wykielkowane nasiona
przenoszono pojedynczo do probéwek ze stalym podiozem Hoagland’a (zamknie-
tych korkami z ligniny), i umieszczono w kontrolowanych warunkach stalego
o$wietlenia PAR (promieniowanie fotosyntetycznie czynne) 150 pExm™?xs™ i tem-
peratury ok. 21°C. Jednotygodniowe siewki roélin szczepiono badanymi ryzobiami
poprzez przeniesienie bakterii za pomocg ezy w poblize strefy korzeniowej roéliny
(kazdy szczep w dwoch powtodrzeniach). Probowki z roslinami inkubowano przez
okres czterech tygodni w temperaturze 21°C przy fotoperiodzie 12/12 godz. (§wia-
tlo/ciemnos¢). Kontrole negatywna stanowily rosliny, ktére nie byly szczepione
ryzobiami. Badania kontrolne wykonano w trzech powtdrzeniach.
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224 Analiza zdolnosci bakterii do tworzenia brodawek korzeniowych
i wigzania azotu atmosferycznego

Po czterech tygodniach wzrostu roslin na podfozu bezazotowym policzono
liczbe brodawek, okreslono ich barwe, a takze oznaczono $wiezg mase pedu po-
przez ich zwazenie z dokladnoscig do 0,0001 g.

2.2.5.  Analiza statystyczna

Wyniki wyrazono jako $rednie arytmetyczne + SD. Dane poddano dwuczyn-
nikowej analizie wariancji (ANOVA), a istotno$¢ réznic miedzy $rednimi oceniono
przy pomocy wielokrotnego testu rozstepu Duncana (IBM SPSS Statistics 21, IBM
Corporation, Somers, NY, USA).

3. Teren badan

Koniczyna biala, z ktérej izolowano ryzobia, pochodzila ze stanowiska hatdo-
wego Bolestaw oraz z 1gki w Bolestraszycach. Halda Bolestaw (50°17’N, 19°29’E)
jest antropogenicznie uksztaltowanym zwatowiskiem pokopalnianym rud cynku
i olowiu, zlokalizowanym w miejscowos$ci Bolestaw, na obszarze Olkuskiego Okre-
gu Rudnego, ok. 20 km od Olkusza (Wyzyna Slgsko-Krakowska). Wiek tej hatdy
szacuje si¢ na okolo 70-100 lat. Stanowisko to jest porosnigte zwarta murawg, po-
wstala droga sukcesji. Jednak stanowi ono siedlisko nieprzyjazne dla Zycia roélin, ze
wzgledu na dlugotrwalg insolacje, deficyt wody i skladnikéw mineralnych oraz
bardzo wysoka zawarto$¢ jondw metali ciezkich w industrioziemie (40000 mg
Znxkg', 3000 mg Pbxkg’, 170 mg Cdxkg"' s.m. gleby - na podstawie: Szarek-
Lukaszewska, Niklinska 2002), przy dopuszczalnym stezeniu tych metali wynosza-
cym: Zn 100-3000 mgxkg™, Pb 50-1000 mgxkg", Cd 1-20 mgxkg™ (Dz. U. 02.165.
1359 z dn. 04.10.2002 1).

L.aka kontrolna w Bolestraszycach jest zlokalizowana na Pogérzu Przemyskim,
ok. 10 km od Przemysla (49°48'N, 22°50’E). Teren ten jest w niskim stopniu zanie-
czyszczony metalami ciezkimi. Srednie stezenie jondw metali w ryzosferowej war-
stwie gleby wynosi: Zn 49,6 mgxkg™”, Pb 21,0 mgxkg™’, Cd 0,30 mgxkg™" (Lipiniska
2013). Wybor stanowiska kontrolnego byl podyktowany podobnymi warunkami
klimatycznymi, dtugosciag sezonu wegetacyjnego oraz podobng historig geologiczna
w odniesieniu do obszaru badanego zwatowiska galmanowego.

148



4, Wyniki

Test rodlinny z dwudziestoma szczepami ryzobiow, ktore zostaly uzyskane
z brodawek korzeniowych koniczyny bialej, pochodzacej ze starej haldy Zn-Pb
Bolestaw i stanowiska kontrolnego w Bolestraszycach, wykazal zdolnos¢ baterii do
indukgcji brodawek jedynie na systemie korzeniowym koniczyny biatej. Brodawki
mialy rézowa barwe, a $wieza masa pedu koniczyny bialej szczepionej badanymi
ryzobiami byta istotnie wyzsza niz roslin kontrolnych, ktére nie byly szczepione
ryzobiami, i u ktérych nie stwierdzono brodawek korzeniowych (tab. 1). Wyniki te
wskazujg na wigzanie azotu atmosferycznego przez badane ryzobia w symbiozie
z T. repens.

Tabela 1. Biomasa roslin inokulowanych izolatami ryzobiéw, pochodzacych z brodawek korze-
niowych roslin rosnacych na stanowisku hatdowym w Bolestawiu (h) i kontrolnym w Bolestraszy-
cach (k), NI = rosliny nieinokulowane

Swieza masa pedu roslin [g]
Nr szczepu
P. sativum M. sativa L. angustifolius T. repens V. sativa

1.1k 1,54+0,03* 0,043+0,009* 0,98+0,21° 0,56+0,14* 0,26+0,05*
1.2k 2,20+0,56° 0,032+0,002° 0,85+0,19° 0,80+0,10° 0,37+0,07%
2.1k 0,79+0,12° 0,036+0,006° 0,98+0,47° 0,49+0,11° 0,33+0,09*
3.6k 1,32+0,85* 0,031+0,010° 1,02+0,27* 0,80+0,09° 0,29+0,04°
3.7k 1,58+0,09* 0,032+0,012° 0,88+0,09° 0,78+0,08° 0,32+0,08°
3.8k 1,45+0,50° 0,037+0,008* 0,95+0,19° 0,96+0,10° 0,24+0,06*
3.10k 0,89+0,13* 0,035+0,008* 1,30+0,62* 0,65+0,15° 0,55+0,11*
4.1k 1,32+0,22% 0,037+0,011° 0,90+0,14* 0,54+0,24° 0,25+0,08*
6.2k 0,97+0,11° 0,030+0,010° 0,88+0,19° 0,57+0,16° 0,27+0,10*
9.1k 1,06+0,03* 0,028+0,009* 1,09+0,27% 0,59+0,05° 0,44+0,12°
3.1h 1,20+0,45* 0,058+0,002° 1,21+0,36% 0,66+0,09° 0,22+0,14°
3.2h 0,68+0,08° 0,038+0,008° 1,07+0,42* 0,84+0,07° 0,37+0,02°
4.6h 1,56+0,12° 0,027+0,010° 1,32+0,29* 0,59+0,13° 0,11+0,04*
4.7h 1,05+0,25* 0,051+0,009* 0,85+0,12° 0,55+0,07° 0,39+0,06*
4.8h 0,98+0,35* 0,020+0,004* 0,99+0,03* 0,52+0,20° 0,33+0,09*
5.6h 1,21+0,40° 0,034+0,004° 1,40+0,18* 0,54+0,16° 0,28+0,03*
5.7h 1,44+0,20° 0,063+0,008° 0,73+0,17¢ 0,75+0,20° 0,14+0,02*
5.8h 0,88+0,17° 0,030+0,007¢ 0,96+0,09° 0,89+0,12° 0,19+0,05°
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6.1h 0,70+0,07° 0,050+0,003* 0,80+0,16° 0,65+0,10° 0,27+0,06*

6.2h 1,45+0,09* 0,042+0,009* 0,87+0,22° 0,48+0,08° 0,24+0,09*

NI 0,83+0,02* 0,052+0,012° 0,94+0,10* 0,16+0,02° 0,31+0,07*

Zrédto zmiennos$ci ANOVA (wartoéci P)

szczep NS NS NS NS NS
roslina NS NS NS 0,0000 NS
seezepx NS NS NS NS NS
roslina

Oznaczenia: Wartosci $rednie w kolumnie oznaczone réznymi literami zapisanymi w indeksie gérnym
réznig sie istotnie przy p<0,05 (dwuczynnikowa ANOVA i test post hoc Duncan’a); NS — wartos$¢ nieistot-
na statystycznie

Zrédto: opracowanie wiasne

W przypadku takich roslin jak: groch siewny, lucerna siewna, tubin waskolist-
ny i wyka siewna, inokulowanych badanymi ryzobiami, nie stwierdzono brodawek
korzeniowych, a ich $wieza masa pedu nie roznila sie istotnie w stosunku do roslin,
ktdre nie byly zakazone tymi bakteriami.

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w ciezarze nadziemnej czesci
koniczyny bialej inokulowanych bakteriami pochodzacymi ze stanowiska kontrol-
nego i pochodzacymi ze starej haldy Bolestaw.

5. Dyskusja

Literatura naukowa wskazuje, ze metale cigzkie hamujg proces tworzenia
brodawek korzeniowych u roslin bobowatych oraz zaburzajg ich funkcjonowanie
(Chaudhary i in. 2004). McGrath i in. (1987, 1988) oraz Giller i in. (1989) stwier-
dzili, Ze w obecnosci jondéw metali cigzkich ryzobia indukuja nieefektywne brodaw-
ki na korzeniach T. repens, ktorych masa byla istotnie mniejsza w poréwnaniu do
roslin rosnacych na stanowisku nieskazonym. Stwierdzono réwniez, ze aktywnos¢
dinitrogenazy diazotroficznych bakterii wigzacych azot w stanie asymbiotycznym
jest istotnie nizsza w $rodowisku zawierajacym podwyzszony poziom metali ciez-
kich (Brookes i in. 1984; Stark, Lee 1988). Izolaty z brodawek korzeniowych koni-
czyny biatej pochodzacej ze starej, ok. 70-100-letniej haldy Zn-Pb Bolestaw nawig-
zuja asocjacje symbiotyczna oraz wytwarzajg efektywne brodawki korzeniowe na
swoim naturalnym gospodarzu podobnie jak ryzobia ze stanowiska kontrolnego
w Bolestraszycach (tab. 1).
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Badane ryzobia, uzyskane z brodawek korzeniowych T. repens, rosnacej na
stanowisku haldowym oraz na kontrolnej tace w Bolestraszycach, nie indukowaty
brodawek na korzeniach grochu siewnego (Pisum sativum), lucerny siewnej (Medi-
cago sativa), tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius) i wyki siewnej (Vicia
sativa). Wynik ten potwierdza znany z literatury waski zakres gospodarza roslinne-
go symbiontéw koniczyny bialej, co dodatkowo utatwia ich identyfikacje taksono-
miczng w oparciu o ten parametr, ktéry dawniej byt wykorzystywany w klasyfikacji
bakterii do gatunku (Willems 2006). Nalezy takze podkredli¢, ze rodliny rodzaju
Trifolium nawiazuja relacje symbiotyczng jedynie z R. leguminosarum bv. trifolii
(Rogel i in. 2011; Wang i in. 2012). Brak brodawek korzeniowych na korzeniach
grochu siewnego, lucerny siewnej, tubinu waskolistnego i wyki siewnej, szczepio-
nych symbiontami koniczyny bialej, jest dodatkowym dowodem na to, ze wszystkie
badane izolaty z brodawek korzeniowych koniczyny bialej nalezag do gatunku
R. leguminosarum bv. trifolii. Wczesniejsze badania sekwencji genu nifH (koduja-
cego reduktaze dinitrogenazy) symbiontow T. repens pochodzacych ze starej haldy
Zn-Pb Bolestaw wykazaly ich 100% identycznos¢ z sekwencjami genu nifH referen-
cyjnych szczepdw R. leguminosarum bv. trifolii, ktore zostaly zdeponowane w bazie
danych GenBank (Olenska, Matek 2015).

Roézowe zabarwienie brodawek korzeniowych koniczyny bialej, inokulowane;
badanymi ryzobiami, oraz istotna statystycznie réznica masy tych roslin w odnie-
sieniu do roslin nie inokulowanych (tab. 1), swiadczy o efektywnym wigzaniu azotu
czasteczkowego oraz jego redukcji do amoniaku (NHj3), a wiec formy azotu przy-
swajalnej dla roslin. Azot atmosferyczny (N) jest nieprzyswajalny dla organizmoéw
zywych, z wyjatkiem diazotroficznych bakterii i archeonéw, z powodu obecnosci
w czasteczce bardzo silnego, potréjnego wigzania pomiedzy atomami tego pier-
wiastka. Jedynie diazotrofy, dzieki wytwarzaniu kompleksu dinitrogenazy, sa zdol-
ne do obnizenia energii aktywacji reakcji redukcji azotu czasteczkowego, z wytwo-
rzeniem NH; (Rees, Howard 2000; Peters, Szilagyi 2006). Ryzobia, jako symbio-
tyczne diazotrofy, dostarczajg przyswajalne formy azotu swym roslinnym gospoda-
rzom (Fustec i in. 2010), w wyniku czego pierwiastek ten jest wykorzystywany do
syntezy zwigzkéw chemicznych istotnych w budowie sktadnikéw komérkowych
i w metabolizmie roélin, a rezultatem jest wzrost ich masy.
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Streszczenie: Grzyby nalezg do organizméw charakteryzujacych sie ogromng bioréznorodnoscia.
Sposréd opisanych ponad 100 tys. gatunkdw, tylko niewielka czes¢ jest patogenna dla cztowieka.
Wsréd drozdzakéw zasiedlajacych organizmy zwierzat i ludzi, znajduja sie gatunki oportunistycz-
ne, np. z rodzaju Malassezia, ktére w sprzyjajacych warunkach, moga powodowaé choroby.
Wedtug najnowszych badan, zaliczono do tego rodzaju 17 gatunkéw, wsréd ktérych znajduje sie:
16 grzybow lipidozaleznych i 1 lipidoniezalezny — M. pachydermatis. Gatunki te wykazuja znaczne
zréznicowanie, zaréwno pod wzgledem cech morfologicznych, fizjologicznych, jak i biochemicz-
nych. Grzyby z rodzaju Malassezia sa wigzane miedzy innymi, z: zapaleniem ucha zewnetrznego,
tojotokowym i atopowym zapaleniem skory, tupiezem pstrym. Grzyby te sg izolowane takze ze
zdrowej skory zwierzat statocieplnych (w tym cztowieka). Obecnie coraz czesciej stawiane jest
pytanie, czy w przypadku zakazen oportunistycznych, oprécz stanu fizjologicznego gospodarza,
istniejg specyficzne cechy grzyba utatwiajace rozwdj infekgji? Czy wsréd Srodowiskowych szcze-
péw mozna odrézni¢ te typowo komensalne od potencjalnie patogennych? Informacji na ten
temat dostarczajg badania na poziomie genetycznym i biochemicznym, ktére oprécz odmiennosci
gatunkdw, ukazuja rowniez wyrazne zréznicowanie wsrdd szczepdw tego samego gatunku uzy-
skiwanych od chorych i zdrowych gospodarzy. Badania takie ugruntowujg teze, ze wséréd gatun-
kéw z rodzaju Malassezia istniejg szczepy typowo komensalne oraz patogenne.

Stowa kluczowe: drozdzaki, grzyby oportunistyczne, choroby ludzi i zwierzat, szczepy patogenne
i niepatogenne
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1. Wstep

Grzyby zajmuja niezwykle zréznicowane nisze ekologiczne, co $wiadczy o ich
ogromnej bioréznorodnosci. Wystepuja w najblizszym otoczeniu ludzi, zwierzat
iroslin, jak rowniez bezposrednio na oraz wewnatrz organizmu czlowieka jako
komensale lub pasozyty wywotujace lub nasilajace objawy réznego rodzaju grzybic.
Liczbe gatunkow grzybow na $wiecie szacuje si¢ na okoto 1,5 mln, z czego opisano
ok. 5% (Hawksworth i Rossman, 1997). Sposréd tak wielu gatunkow grzybow,
jedynie ok. 200 uznaje si¢ za patogeny ludzi, a zaledwie kilkanascie z nich powoduje
tacznie 90% wszystkich zakazen grzybiczych u czlowieka. Wiekszos¢ z tych patoge-
néw nalezy do Deuteromycota, za$ mniejsza czes¢ do Zygomycota. Wsrdd pasozy-
tow zwierzat i ludzi znajdujg sie tez gatunki nalezace do Ascomycota (wiele derma-
tofitow) i Basidiomycota (wsrdd nich rodzaj Malassezia, tab. 1).

Tabela 1. Pozycja systematyczna grzybdw z rodzaju Malassezia

Jsil(sjtr;?ri;ﬁ?/czna Nazwa tacinska jednostki

Krolestwo: Fungi

Typ: Basidiomycota

Podtyp: Ustilaginomycotina

Klasa: Malasseziomycetes

Rzad: Malasseziales

Rodzaj: Malassezia

Gatunki: M. arunalokei, M. brasiliensis, M. caprae, M. cuniculi, M. dermatis,
M. equine, M. furfur, M. globosa, M. japonica, M. nana, M. obtusa,
M. pachydermatis, M. psittaci, M. restricta, M. slooffiae, M. sympodialis,
M. yamotoensis,

Zrédto: na podstawie: Wang i in. 2014, Wu i in. 2015, Cabanes i in. 2016, Honnavar i in. 2016.

Wisrod drozdzakow zasiedlajacych organizmy zwierzat i ludzi wystepuja ga-
tunki oportunistyczne, ktére w sprzyjajacych warunkach (w przypadku zaburzen
immunologicznych, metabolicznych czy hormonalnych w organizmie gospodarza),
moga powodowac zakazenia z klinicznymi objawami choroby. Do tej grupy zalicza
sie, miedzy innymi, gatunki z rodzaju Malassezia (Gaitanis i in. 2012). Grzyby
z rodzaju Malassezia s3 uznawane za skltadnik mikrofory skory ludzi i zwierzat od
170 lat. Pierwszych obserwacji Malassezia dokonal Eichstedt w 1846 r. w materiale
pobranym od pacjenta z tupiezem pstrym. Obserwacje Eichstedta w 1874 r. po-
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twierdzil Malassez, ku czci ktérego nazwano analizowany rodzaj grzybow. Castel-
lani i Chalmers w 1913 r. opisali gatunek Pityrosporum ovale, a w 1951 r. Gordon
wyizolowal od chorych na tupiez pstry, jak rowniez ze zdrowej skéry ludzi droz-
dzaki, ktére okreslit jako Pityrosporum orbiculare (Gueho i in. 1996). Dopiero
w roku 1977 udalo si¢ zweryfikowaé wyzej wspomniane gatunki - jako odrgbne
formy morfologiczne Malassezia furfur (gatunek zatwierdzony w 1984 r.), ktory
moze wystepowac zardwno w formie drozdzopodobnej, jak i strzepkowej (Yarrow
iin. 1984). W 1925 r. Weidmann opisal kolejny gatunek z rodzaju Malassezia,
ktérym byl Malassezia pachydermatis. Do roku 2016, w rodzaju Malassezia wyrdz-
niono 14 gatunkow: 13 lipidozaleznych oraz 1 lipidoniezalezny — M. pachydermatis
(Wuiin. 2015). W ostatnich miesigcach opisano 3 nowe lipidozalezne gatunki tego
rodzaju: M. brasiliensis, M. psittaci (Cabanes i in. 2016) oraz M. arunalokei (Hon-
navar i in. 2016, tab. 1).

Wisréd wyodrebnionych gatunkéw wystepuje znaczne zrdznicowanie cech
morfologicznych, fizjologicznych i biochemicznych (tab. 2). Oprécz lipofilnosci,
cechg charakterystyczna rodzaju Malassezia jest $ciana komdrkowa. Ma ona budo-
we wielowarstwowy i jest znacznie grubsza od $cian komoérkowych innych droz-
dzakow. Zawiera znacznie wigkszy odsetek ttuszczow. Grubos¢ sciany wynosi okoto
0,12 pm, stanowigc 26-37% objetosci komorki. Zbudowana jest z wielocukréw
(70%), biatek (10%) i ttuszczéw (20%). Charakterystyczna struktura §ciany komor-
kowej i wysoka zawartos¢ lipidow powoduja podwyzszong oporno$¢ Malassezia na
czynniki chemiczne i fizyczne (Guillot i in. 1995) oraz stanowig istotny czynnik
wirulencji grzyba, ulatwiajacy adhezje do komorek gospodarza i utrudniajacy fago-
cytoze patogenu, jak tez hamujacy odpowiedz zapalng (Kesavan i in. 1997). Grzyby
z rodzaju Malassezia nie fermentuja cukrow, ale wykorzystuja je w procesach tle-
nowych (Tylicki i in. 2008). Ich wzrost i rozwdj nie jest uzalezniony od witamin
w podlozu. Zrédlem siarki jest gléwnie metionina, mogg réwniez wykorzystywaé
cystyne i cysteing. Preferuja warunki tlenowe, jednak toleruja réwniez warunki
mikroaerofilne (Dworecka-Kaszak i Adamski 2005).

Jako typowi oportunisci, grzyby z rodzaju Malassezia moga by¢ izolowane ze
skory roznych gatunkéw zdrowych ssakéw, wliczajac cztowieka, nie powodujac
objawéw choroby. W sprzyjajacych warunkach moga jednak by¢ przyczyng lub
czynnikiem wiklajagcym wielu choréb skory, a nawet fungemii (Gaitanis i in. 2012).
Przykladowo M. pachydermatis, jest izolowany w 30-70% przypadkéw zapalenia
ucha zewnetrznego u pséw i w 30% przypadkow tojotokowego i atopowego zapale-
nia skdry u tych zwierzat (Kumar i in. 2002, Bardshiri 2014). Badania przesiewowe
wskazujg, ze gatunek ten zasiedla rowniez skore od 20% do nawet 80% zdrowych
zwierzat (Nakano i in. 2005). Wsrdd ludzi chorych na atopowe zapalenie skory,
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prawie w 60% przypadkéw izolowane sg grzyby z rodzaju Malassezia (Gaitanis i in.
2012). Grzyby te wystepuja rowniez jako komensale na skdrze zdrowych ludzi
(Prohic i Kasumagic-Halilovic 2009), co nastrecza probleméw na poziomie wcze-

snej diagnozy.

Tabela 2. Charakterystyka czterech wybranych gatunkow Malassezia

Gatunek
Cecha

M. furfur M. sympodialis | M. pachydermatis M. globosa
morfologia kolonii szorstkie,

8 gladkie, migkkie, | gtadkie, pta- gladkie, miekkie
kruche skie, migkkie | kruche, wypukte serowate,
> 10 ’ kruche

barwa kolonii kremowa do kremowa

kremowa . . kremowa . .

bezowej do bezowej
ksztalt komorki wydluzone, jajowate,
lind f

owalne kuliste cylindryczne slerycene
dtugos¢ komorki ok. 6 um 2,5-5 um 2,5-5 um 6-8 um
t czkowania szeroka podsta- waska
P P3 P sympodialne | szeroka podstawa ¢

wa podstawa
% G+C 66,4 60,6 55,3 52,7
synteza katalazy + + zmienne +
redukcja DBB' + + + +
synteza ureazy + + + +
wzrost 37°C dobry dobry dobry staby
max. temp. wzrostu °C 40-41 40-41 40-41 38
wzrost na podlozu bez .
lipidow
asymilacja Tween 20 + - + -
asymilacja Tween 40,

+ + + -
Tween 60, Tween 80
hydroliza eskuliny? - + zmienne -

Oznaczenia: ! DBB (diazonium blue B) — zwiazek wykorzystywany w wykrywaniu podstawczakéw; 2eskulina —
glikozyd kumarynowy kasztanowca wykorzystywany do identyfikacji niektérych grzyboéw i bakterii; ,+"
obecnos¢ cechy; ,-" brak cechy.

Zrédto: na podstawie: Jagielski i in. 2013.
Obecnie coraz czedciej stawiane jest pytanie, czy w przypadku zakazen opor-

tunistycznych, oprdcz stanu fizjologicznego gospodarza, istnieja specyficzne cechy
grzyba ulatwiajace rozwdj infekcji? Czy wsréd srodowiskowych szczepéw mozna
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odrézni¢ te typowo komensalne - od potencjalnie patogennych? Zagadnienie to
nabiera szczeg6lnego znaczenia obecnie, kiedy grzybice dotykaja coraz wigkszego
odsetka ludzi i zwierzat. Leczenie ich jest trudne, a choroby czgsto majg charakter
nawrotowy (Zawirska i Adamski 2004). Dodatkowo coraz czesciej, réwniez
w przypadku grzybéw z rodzaju Malassezia, stwierdza si¢ ograniczenie wrazliwosci
na powszechnie stosowane leki (Watanabe i in. 2014), a gatunki uznawane za ty-
powo zoofilne izoluje si¢ rowniez od chorych i zdrowych ludzi (Prohic i Kasuma-
gic-Halilovic 2009). Ponizsza praca podsumowuje dane dotyczace réznorodnosci
grzybow z rodzaju Malassezia, ze szczegélnym uwzglednieniem M. pachydermatis
na poziomie biologii molekularnej i biochemii, wskazujac na istotne réznice po-
miedzy szczepami izolowanymi od chorych i zdrowych gospodarzy.

2. Genetyczne i biochemiczne zréznicowanie w rodzaju
Malassezia

Mimo, ze grzyby z rodzaju Malassezia ciesza si¢ zainteresowaniem lekarzy,
weterynarzy i biologéw od 170 lat, do niedawna genomy tych drozdzakéw byty
stabo poznane. Pierwsze sekwencje genoméw przedstawicieli Malassezia uzyskano
na poczatku XXI wieku. Do niedawna znane byly sekwencje genoméw tylko
3 sposrod 17 gatunkow: M. globosa, M. restricta i M. sympodialis (Gioti i in. 2013,
Xu i in. 2007). W pazdzierniku 2015 r. ukazala si¢ informacja o sekwencji genomu
M. pachydermatis (Triana i in. 2015), natomiast w listopadzie 2015 r. opublikowa-
no obszerng prace, w ktorej zaprezentowano poréwnanie genomow 14 gatunkéw
zrodzaju Malassezia (Wu i in. 2015). Wielko$§¢ genomu wsérod przedstawicieli
rodzaju Malassezia waha si¢ przewaznie od 6,4 do 8,5 Mbp, chociaz w przypadku
niektorych szczepéw M. furfur stwierdzono wielko$¢ genomu na poziomie az 14,8
Mbp. Genomy tych grzybéw sa male w poréwnaniu z innymi przedstawicielami
drozdzakow i innych grzybow, zawieraja stosunkowo mniej gendw i wigkszy odse-
tek regionow kodujacych biatka. Ograniczona w stosunku do innych drozdzakow
wielko$¢ sekwencji niekodujacych oraz liczba gendéw moga wynikac ze skrajnego
przystosowania tych grzybéw do zajmowanej niszy ekologicznej, jaka jest skéra
organizméw statocieplnych. Srednia liczba genéw u gatunkéw Malassezia wynosi
ok. 4700 (Wu iin. 2015).

Obserwacje dotyczace poziomego transferu, jak i utraty gendéw dostarczaja
intrygujacych informacji prowadzacych do zrozumienia ewolucji rodzaju Malas-
sezia. Analiza uzyskanych sekwencji wykazala, ze w trakcie rozwoju ewolucyjnego
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rodzaj Malassezia mogt uzyskaé 64 geny zwigzane ze specyficzng nisza zajmowang
przez te organizmy. Jeden z tych genéw (domena PFam PF06742, hydrolaza
o nieznanej funkgji) jest obecny u wszystkich gatunkéw w jednej kopii, z wyjatkiem
M. furfur i M. slooffiae, posiadajacych po 2 kopie tego genu. Mimo, ze gen ten jest
uniwersalny dla wszystkich Malassezia, nie stwierdzono go u innych podstawcza-
kow. Fakt ten moze $wiadczy¢ o procesie poziomego transferu genéw z patogen-
nych bakterii i grzybéw, u ktérych stwierdzano podobne sekwencje. Gen ten moze
mie¢ duze znaczenie w przystosowaniu grzybow z rodzaju Malasezia do zajmowa-
nej niszy ekologicznej, gdyz stwierdzono jego podwyzszong ekspresje w warunkach
niedoboru skladnikéw odzywczych w srodowisku. Innym przykladem horyzontal-
nego transferu genéw od bakterii Blastomonas i Sphingomonas do przedstawicieli
Malassezia moze by¢ gen kodujacy katalaze (PFam domena PF00199), ktérego
obecnos¢ stwierdzono u wszystkich Malassezia oprocz M. restricta i M. pachyder-
matis (Kaneko i in. 2007). Biorac pod uwage fakt, ze oba gatunki zyja w srodowisku
tlenowym skéry, musza wykazywa¢ inne mechanizmy obronne przeciw reaktyw-
nym formom tlenu. W przypadku M. pachydermatis, stwierdzono aktywno$¢ kata-
lazy o odmiennych wiasciwosciach w stosunku do pozostalych przedstawicieli
rodzaju Malassezia (Kaneko i in. 2007). M. slooffiae posiada dodatkowy, oprocz
bakteryjnego, gen katalazy zblizony sekwencja do gendéw charakterystycznych dla
krolestwa grzybow. Inna, charakterystyczna dla Malassezia grupa genéw prawdo-
podobnie kodujacych proteazy (PFam domena PF13367), byla stwierdzona we
wszystkich genomach gatunkéw znajdowanych na skdrze ludzi, podczas gdy
u zoofilnych przedstawicieli Malassezia i pozostalych podstawczakéw sekwencji
takich nie stwierdzono, co moze $wiadczy¢ o niszowo-specyticznym horyzontal-
nym transferze genéw do gatunkow antropofilnych (Wu i in. 2015).

Zestaw 741 gendw zostal utracony w trakcie ewolucji rodzaju Malassezia.
Dotyczyto to gtéwnie gendéw zwigzanych z metabolizmem weglowodanéw, zgodnie
z adaptacjg do ubogiego w cukry srodowiska skory zwierzat stalocieplnych. Analiza
poréwnawcza genomow 14 gatunkow Malassezia ujawnita ponadto ogromne adap-
tacyjne znaczenie genow kodujacych lipazy, fosfolipazy, proteazy aspartylowe i inne
peptydazy (Wu i in 2015). W przypadku M. pachydermatis, stwierdzono obecnos¢
50 genéw kodujacych enzymy degradujace lipidy (35 lipaz i 15 esteraz). Nie stwier-
dzono natomiast typowej dla grzybow syntazy kwaséw tluszczowych, co jest intere-
sujace w obliczu faktu, ze ten gatunek, jako jedyny w rodzaju Malassezia, jest lipi-
doniezalezny. W przypadku tego gatunku stwierdzono natomiast obecnos¢ syntazy
poliketydowej (Triana i in. 2015) powigzanej z synteza lipidow. Droga, na ktorej
M. pachydermatis syntetyzuje kwas mirystynowy, bedacy prekursorem innych
dlugotancuchowych kwaséw ttuszczowych, jest nadal niejasna.
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Weczesniejsze badania genetyczne dotyczace zréznicowania wsrdd szczepow
M. pachydermatis wyizolowanych od pséw zdrowych oraz osobnikéw ze zmianami
skornymi ujawnily zréznicowanie genetyczne na poziomie sekwencji chs-2 (gen
kodujacy syntaze chityny 2) i ITS-1 (ang. internal transcribed spacer 1). Ustalono,
ze szczepy uzyskane od zwierzat chorych charakteryzowaly sie podwyzszong ak-
tywnoscig fosfolipaz. Tylko jeden z wyodrebnionych genotypow grupowal szczepy
od zdrowych zwierzat charakteryzujace si¢ obnizong aktywnoscig fosfolipaz (Cafar-
chia i in. 2008). Analizujac sekwencje IGS-1 (ang. intergenic spacer 1) wyrézniono
3 grupy genotypdw M. pachydermatis, wérdd ktorych stwierdzono 10 podtypow
(Sugita i in. 2005). Poréwnujac owe genotypy wyodrebnione wsrdéd szczepéw po-
branych od pséw zdrowych i chorych na atopowe zapalenie skory stwierdzono,
ze wsrdd izolatow od pséw chorych dominowal podtyp 3D i 3C. Pozostate podtypy
przewazaly wsrdd izolatéw uzyskanych od pséw zdrowych. Dodatkowo stwierdzo-
no, ze podtypy charakterystyczne dla pséw chorych wykazywaly lepszy wzrost
w podwyzszonym pH pozywki (8,0), podczas gdy pozostale szczepy najlepiej rosty
w pozywce o pH 6,0-7,0. Powyzsza cecha moze ulatwia¢ kolonizacje skory pséw
podatnych na atopowe zapalenie skory, gdyz w tych przypadkach stwierdza si¢ pH
skory podwyzszone do wartosci 8,2-9,0 (Koike i in. 2013). Odkrycia zwigzane ze
zréznicowaniem genetycznym szczepdw M. pachydermatis, w zaleznosci od zrédta
izolacji (osobniki zdrowe lub chore), wskazuja na istnienie cech warunkujacych
patogennos¢ szczepdw (Han i in. 2013).

Synteza réznych biatek, w tym enzymow i antygendéw przez mikroorganizmy
jest wigzana z ich patogennoscia. Badania sekrecji sulfatazy chondroityny oraz
hialuronidazy u szczepéw M. pachydermatis, izolowanych od chorych i zdrowych
psow, nie wykazaly roznic ani w sekrecji, ani w aktywnosci badanych enzymoéw
(Couinho 2005). Uzyskane wyniki sklonity do poszukiwania innych czynnikow
patogennosci. Poréwnanie profili biatkowych M. pachydermatis, izolowanych od
psow zdrowych i chorych na zapalenie ucha, wykazalo istotne réznice (Nowakie-
wicz i Zidtkowska 2013). Znaleziono 8 bialek o masie molekularnej od 13 do 75
kDa, ktore byly charakterystyczne wylacznie dla szczepdw wyizolowanych od zwie-
rzat chorych, co moze wskazywac na znaczne réznice w ekspresji informacji gene-
tycznej w obu grupach szczepdw, lub réznice w posiadanej informacji genetyczne;j.
Moze to réwniez wplywaé na zrdznicowanie struktury antygenowej obu grup
szczepow, jak rowniez réznych gatunkéw z rodzaju Malassezia (Habibah i in. 2005,
Zargari i in. 2003). Chen i in. (2002) zaobserwowali biatka M. pachydermatis, ktdre
powodowaly reakcje immunologiczng u przeszto 50% pséw z atopowym zapale-
niem skory, podczas gdy u zdrowych pséw nie obserwowano tak silnej reakcji.
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Malassezia posiadaja zdolnosci lipolityczne w warunkach in vitro i in vivo.
Potrafig syntetyzowal fosfolipazy, ktorych aktywno$¢ ma wplyw na uwalnianie
kwasu arachidonowego z komorek. Metabolity tego kwasu zwigzane s3 z procesami
zapalnymi skory, przez co moga by¢ czynnikiem rozpoczynajacym proces zapale-
nia, zainicjowany przez dany rodzaj drozdzakéw. Co wigcej, Malassezia posiadaja
zdolnos$¢ syntezy lipoperoksydazy. W rezultacie uszkadzaja blony komdrkowe
gospodarza, co sprzyja rozwojowi infekcji. Objawem aktywnosci lipoperoksydazy
sg takze zmiany pigmentacji skory obserwowane w przebiegu choréb powodowa-
nych przez te drozdzaki (De Luca i in. 1996). Ostatnie badania dotyczace genoty-
powania szczepdw M. pachydermatis pod wzgledem sekwencji ITS-1 i IGS-1, wy-
konane na 27 szczepach od pséw zdrowych i 32 szczepach od pséw z zapaleniem
ucha zewnetrznego, nie wykazaly istotnego zréznicowania. Jednakze stwierdzono
znacznie podwyzszong aktywno$¢ fosfolipaz u szczepéw izolowanych od pséw
chorych, podczas gdy aktywnos¢ lipaz byla poréwnywalna (Teramoto i in. 2015).
Badania z wykorzystaniem specyficznych inhibitoréw poszczegdlnych fosfolipaz
wykazaly, ze istotne znaczenie w procesie patogenezy stanéw zapalnych powodo-
wanych przez drozdzaki, ma aktywno$¢ fosfolipazy D (Hube i in. 2001, Teramoto
iin. 2015). Wczesniejsze badania wykazaly wyzsza aktywnos$¢ wydzielanych poza-
komoérkowo fosfolipaz u szczepdw M. pachydermatis uzyskanych od zdrowych
psOw — w poréwnaniu ze szczepami uzyskanymi ze skory ludzi (Park i in. 2013).
Badacze (Park i in. 2013) potwierdzili rowniez, ze zapalenie ucha, indukowane
przez infekcje M. pachydermatis, wigzalo si¢ z podwyzszona sekrecja fosfolipaz.

3. Podsumowanie

Wryniki powyzej cytowanych prac wskazuja, ze précz odmiennosci genetycz-
nej gatunkéw z rodzaju Malassezia, spowodowanej horyzontalnym transferem
genow, jak rowniez eliminacjg pewnych sekwencji charakterystycznych dla innych
podstawczakéow na drodze ewolucji i adaptacji do specyficznej niszy ekologicznej
zajmowanej przez te grzyby, istnieje wyrazne zréznicowanie wsrod szczepow tego
samego gatunku uzyskiwanych od chorych i zdrowych zwierzat. Zréznicowanie to
przekiada si¢ na specyficzne cechy biochemiczne (np. aktywnos¢ fosfolipaz lub
strukture antygenows) zasadniczo roéznigce obie grupy szczepéw. Odkrycia te
przyczyniajg si¢ do uznania hipotezy o istnieniu szczepéw potencjalnie patogen-
nych i typowo komensalnych wéréd gatunkéw z rodzaju Malassezia. Potwierdzenie
tej hipotezy wymaga identyfikacji roéznigcych szczepy bialek i badan nad zréznico-
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waniem ekspresji informacji genetycznej w obu grupach szczepéw. Uznanie powyz-
szej hipotezy moze spowodowa¢ werytikacje dotychczas uznawanej definicji opor-
tunizmu wéréd grzybow.
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Streszczenie: Zbiorowiska mikroskopowych grzybéow glebowych sg czutym wskaznikiem stanu
ekosystemu, dlatego ich struktura i funkcje w duzej mierze zaleza od warunkéw siedliskowych.
Warunki siedliskowe ksztattuja sie, miedzy innymi, pod wptywem charakteru szaty roslinnej, ktéra
powstaje w okre$lonych warunkach $rodowiska przyrodniczego. W zwigzku z tym, pomiedzy
zespotami grzybow glebowych a zbiorowiskami rodlinnymi, powstaja specyficzne relacje i zalezno-
$ci. Celem badan jest okreslenie dominacji gatunkowej grzybéw zasiedlajacych poziom préchnicz-
ny gleby w zbiorowisku gradu Tilio-Carpinetum w Nadlesnictwie Biatowieza. Proby do badan
mikologicznych pobrano w lipcu 2015 roku. Do izolacji zbiorowisk grzybéw glebowych wybrano
metode ptytek glebowych Warcupa w modyfikacji Manki. W celu okreslenia i poréwnania domina-
gji gatunkowej grzybow, postuzono sie formutg zaproponowang przez Trojana i Sierote.

Wyniki badan wykazaty, ze badane zbiorowisko grzybow jest zréznicowane i sktada sie ze 140
kolonii oraz 16 réznych gatunkdéw grzybdw micromycetes. Dominacja gatunkowa (zwigzana
z liczebnoscig) ksztattuje sie od 0,7% do 34%. Gatunkiem o najwiekszej frekwengji, a tym samym
o najwiekszej dominagji, jest Penicillium janczewski Zaleski. Duzg dominacjg gatunkowa (na tle
analizowanego zbiorowiska) cechuja sie rowniez: Absidia spinosa Lendner, Mortierella ramanniana
var angulispora (Naumov) Linnem. i Trichoderma viride Pers. ex Gray. Najmniejszg dominacja
charakteryzuja sie natomiast takie gatunki, jak: Gliocladium catenulatum Gilm. & Abbott, Glioma-
stix murorum (Corda) Hughes., Hormonema dematioides Melin & Nannf.,, Oidiodendron griseum
Robak i Torulomyces lagena Delitsch.

Stowa kluczowe: grzyby mikroskopowe, poziom préchniczny gleby, grad subkontynentalny Tilio-
Carpinetum
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1. Wstep

Mikroorganizmy glebowe, w tym grzyby micromycetes, pelnia wazing role
w ekosystemach ladowych. Jest to niezwykle liczna i réznorodna, pod wzgledem
taksonomicznym i metabolicznym, grupa organizmoéw. Réznorodno$¢ zbiorowisk
grzybow zasiedlajacych glebe zwigzana jest z wieloma czynnikami, miedzy innymi,
wynika z bardzo zréznicowanej poziomej i pionowej struktury przestrzennej gleby,
tworzonej przez czastki stale, faze ciekly i gazowa. Jest rowniez wywolana chemicz-
nym zréznicowaniem zwigzkdw organicznych, ktére wystepuja w glebie i jednocze-
$nie stanowig substrat dla saprofitycznych mikroorganizméw glebowych. O rézno-
rodnosci mikroorganizméw glebowych decyduje tez konkurencja o biogeny,
atakze czasowa zmienno$¢ warunkow, szczegdlnie w wierzchnich poziomach
glebowych. Nie bez znaczenia sg tez czynniki zwigzane z klimatem i pogoda - ilo$¢
opaddw, ich rozklad w czasie roku i temperatura (Paul, Clark 2000; Badura 2003;
van Loon, Duffy 2007; Nikliniska, Stefanowicz 2015).

Glebowe grzyby micromycetes uczestnicza w rozkladzie zlozonych zwigzkéw
organicznych, takich jak biatka, wielocukry (lignina, celuloza), ttuszcze oraz wielu
innych budujacych martwa materie organiczng pochodzenia roélinnego i zwierze-
cego — do aminokwasow, cukrow prostych, kwaséw ttuszczowych, a te — do zwiaz-
kéw nieorganicznych (Paul, Clark 2000; Wieckowski 2008). Nastepnie produkty
rozkladu materii organicznej s3 wykorzystywane przez rosliny do produkcji bioma-
sy. Grzyby sa rowniez odpowiedzialne za tworzenie w ryzosferze réznorodnych
asocjacji z korzeniami roslin wyzszych, nawigzujg tez z nimi wiezi symbiotyczne -
typu mikoryz (Badura 2002, 2003, 2004). Pomiedzy grzybami glebowymi a rosli-
nami wyzszymi powstajg specyficzne relacje istotnie wplywajace na wzrost i rozwdj
nie tylko pojedynczych gatunkéw, ale rdwniez calych zbiorowisk roslinnych (Badu-
ra 2004; Bogacz i in. 2004; Niklinska, Stefanowicz 2015). Dziatalnos¢ drobnoustro-
jow glebowych odgrywa wazng role w Zyciu roélin, a te w istotny sposéb wplywaja
na rozwdj drobnoustrojéw. Korzenie roslin zmieniajg warunki siedliska, w ktérym
zyja, co ma ogromne znaczenie dla drobnoustrojéw. Rosliny ksztaltujg zespoly
mikroorganizméw glebowych - ich strukture ilo$ciowa i jakosciowa - a tym sa-
mym wplywaja na przemiany mikrobiologiczne zachodzace w $rodowisku (Fraczek
2010). Wspdldzialanie mikroorganizméw i roslin wyzszych doprowadza do po-
wstania pewnego rodzaju rownowagi w ukladach biocenotycznych srodowiska
glebowego. Réwnowaga ta moze by¢ zaktoécona przez kazdy nowy doptyw substan-
¢ji chemicznej lub gwaltowng zmiane wlasciwosci fizyczno-chemicznych gleby
(Natywa i in. 2010). Zmiany parametréw mikrobiologicznych moga by¢ skutkiem
oddzialywania zaréwno czynnikéw naturalnych, jak i antropogenicznych. Wlasci-
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wy stan zespolow mikroorganizméw glebowych, zwigzany z ich aktywnoscia,
liczebnoscia, czy tez rdéznorodnoscig, stanowi natomiast podstawowe ogniwo
w glebowych fanicuchach troficznych i jest warunkiem koniecznym do prawidiowe-
go funkcjonowania ekosysteméw ladowych (Niklinska, Stefanowicz 2015). Stad tez,
rozpoznanie skladu zbiorowisk mikroorganizméw glebowych, jest niezbednym
i waznym wskaznikiem w ocenie stabilnosci ekologicznej ekosystemoéw (Dabek-
-Szreniawska 2002). Celem niniejszej pracy jest poznanie zbiorowiska grzybow
micromycetes zasiedlajacych przypowierzchniowa warstwe gleby w gradzie Tilio-
Carpinetum Tracz. 1962 z terenu Nadlesnictwa Bialowieza w Puszczy Bialowieskiej
oraz okreslenie dominacji gatunkowej otrzymanych organizmoéw.

2. Teren badan

Puszcza Bialowieska - jeden z najwigkszych i najlepiej zachowanych komplek-
séw lesnych na nizu srodkowo-wschodniej Europy, w granicach Polski rozciaga si¢
pomiedzy 23°31° a 24°21” dlugosci geograficznej wschodniej i 52°29” a 52°57’ szero-
kosci geograficznej potnocnej (Sokotowski 2004). Teren Puszczy wznosi si¢ od 134
do 202 m n.p.m. ($rednio ok. 170 m n.p.m.) i przecina go granica panstwowa Polski
z Bialorusig. Polska cze$¢ po zachodniej stronie granicy zajmuje obszar o po-
wierzchni 635 km? i lezy na terenie 5 gmin (Bialowiezy, Narewki, Hajnowki,
Dubicz Cerkiewnych i Narwi) powiatu hajnowskiego, w wojewodztwie podlaskim.
Bialoruska cze$¢ po stronie wschodniej, okreslana jako Panstwowy Park Narodowry,
zajmuje powierzchnie 875 km? i lezy w okregach Brze$¢ i Grodno. Na terenie Pol-
ski, ok. 105 km* obszaru Puszczy Biatowieskiej, zajmuje Biatowieski Park Narodo-
wy, z czego 57,3 km?® podlega ochronie $cistej. W Puszczy utworzono 21 rezerwa-
tow o facznej powierzchni 119,5 km®. Pozostalg czes¢ Puszczy stanowig lasy gospo-
darcze zarzadzane przez Lasy Panstwowe, ktore, tacznie z rezerwatami przyrody,
zajmujg powierzchnie 526,9 km’. Lasy te znajdujg si¢ na terenie trzech nadle$nictw:
Nadle$nictwa Biatowieza (126,1 km?), Browsk (204,1 km?) i Hajnoéwka (196,7 km?),
stanowigc Lesny Kompleks Promocyjny ,,Puszcza Biatowieska” (Walczak i in. 2001;
Okotéw 2003; Sokotowski 2004).

Klimat Puszczy Bialowieskiej ma charakter kontynentalny, o $redniej rocznej
temperaturze powietrza 6,8°C i $redniej rocznych opadéw 617 mm (Gdrniak 2000).
W kompleksie puszczanskim, w odniesieniu do klimatu zachodnioeuropejskiego,
obserwuje si¢ skrécenie okresu wegetacyjnego $rednio do 205 dni i wydluzenie
zalegania pokrywy $nieznej $rednio do 92 dni (Sokotowski 2004).
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Flora ro$lin naczyniowych Puszczy Bialowieskiej liczy ok. 1017 gatunkow,
ktore naleza do 93 rodzin i 428 rodzajéw (Sokotowski 1995). Naturalny skfad drze-
wostanu Puszczy buduje 25 rodzimych gatunkéw drzew, z ktérych najwiekszy
udzial ma: $wierk, sosna, dab, olsza i brzoza. W stosunku do laséw Europy
Wschodniej, drzewostan Puszczy Bialowieskiej wyrdznia si¢ duzym udzialem grabu
i debu, a w odroéznieniu od laséw Europy Zachodniej - brakiem buka i jawora
(Sokotowski 2004).

Prébe glebowa do badan mikologicznych pobrano z typowego platu roélinne-
go gradu Tilio-Carpinetum. Zespot Tilio-Carpinetum Tracz. 1962 — wielogatunko-
wy las klonowo-lipowo-grabowy, na terenie Puszczy Bialowieskiej reprezentuje
kontynentalng, wschodnio-europejska posta¢. Na badanym terenie wystepuje on na
gliniastej morenie dennej i §wiezych siedliskach, ktore charakteryzuja zyzne gleby
brunatnoziemne, w typie gleb brunatnych. Drzewostany gradu typowego, na tere-
nie badan sa wielogatunkowe i $rednio zwarte. W gdrujacej warstwie drzew wyste-
puje klon Acer platanoides, dab Quercus robur, jesion Fraxinus excelsior i $wierk
Picea abies, a w warstwie podokapowej — grab Carpinus betulus i lipa Tilia cordata.
Bogato wyksztalcona warstwe zielng buduja eutroficzne (Stellaria holostea, Galeob-
dolon luteum, Galium odoratum) i mezotroficzne gatunki gradowe (Anemone
nemorosa) oraz grupa gatunkow towarzyszacych — zyznych i §rednio zyznych sie-
dlisk. Z gatunkéw towarzyszacych, licznie jest reprezentowany Oxalis acetosella.
Warstwa mszysta jest stabo wyksztalcona i budujg ja gléwnie mchy gradowe (Atri-
chum undulatum, Eurhynchium angustirete).

Badaniom mikologicznym poddano prébe gleby pochodzaca z przypo-
wierzchniowej warstwy (z gltebokosci 5-15 cm), pobrang w lipcu 2015 roku z gradu
Tilio-Carpinetum w Nadles$nictwie i Obrebie Bialowieza w Puszczy Bialowieskiej
(oddzial 424B, koordynaty wspoélrzednych 52°42’33.50” i 23°47°29.707). Prdbe
glebowa pobrano z poziomu prdéchnicznego o ciemnoszarej barwie, ktérego stan
uwilgotnienia — w trakcie badan terenowych - oceniono jako suchy.

3. Metody badan

Do izolacji grzybow micromycetes wybrano metode ptytek glebowych Warcu-
pa (1950) w modyfikacji Manki (Johnson, Manka 1961; Manka 1964; Manka, Sal-
manowicz 1987). W celu okreslenia dominacji gatunkowej grzybéw, postuzono si¢
formulg zaproponowana przez Trojana (1981) i Sierote (1995):

170



D =100- Sa
S
gdzie:
D - wspolczynnik dominacji
Sa - suma izolatéw danego gatunku grzyba
S - suma izolatow badanego zbiorowiska grzybow glebowych

Grzyby oznaczono na podstawie cech makroskopowych i mikroskopowych,
stosujgc standardowe klucze do oznaczania grzyboéw micromycetes (Raper, Fennell
1965; Raper i in. 1968; Domsch, Gams 1972; Domsch i in. 1981; Pitt 1991).

4. Whyniki i dyskusja

Analiza proby glebowej pochodzacej z przypowierzchniowego poziomu gle-
bowego gradu Tilio-Carpinetum w Nadle$nictwie Bialowieza, wskazuje na zrézni-
cowane zbiorowisko grzybow. Sklada si¢ ono ze 140 kolonii grzybow micromycetes
i 16 réznych ich gatunkéw. Najwigksza liczebnoscig cechuja sie: Penicillium jan-
czewski Zaleski (48 izolatow) i Mortierella ramanniana var angulispora (Naumov)
Linnem. (36 izolatéw). Gatunki te posiadaja tez najwieksza dominacje gatunkowa,
gdyz cecha ta jest uzalezniona od frekwencji: im wigksza jest liczba izolatow danego
gatunku w zbiorowisku, tym réwniez wieksza jest dominacja gatunkowa. Wynosi
ona odpowiednio 34% i 26% (tab.1).

W zbiorowisku grzybow znaczng frekwencjg charakteryzujg si¢ rowniez takie
gatunki, jak: Trichoderma viride Pers. ex Gray (13 izolatow) i Absidia spinosa
Lendner (10 izolatéw). Dominacja gatunkowa wymienionych grzybéw ksztaltuje
sie na poziomie 9% i 7%. Liczebno$¢ pozostatych gatunkéw wynosi od 9 do 1 izola-
tu, a dominacja gatunkowa od 6% do 0,7%. Do gatunkéw o najmniejszej frekwen-
¢ji, a tym samym najmniejszej dominacji gatunkowej, naleza: Gliocladium catenula-
tum Gilm. & Abbott, Gliomastix murorum (Corda) Hughes, Hormonema dematioi-
des Melin & Nannf., Oidiodendron griseum Robak i Torulomyces lagena Delitsch
(tab. 1).

4.1. Rola grzybow glebowych w zbiorowiskach gradowych

Grzyby glebowe micromycetes wykazuja ogromng réznorodno$¢ funkcjonalna,
dzieki ktérej moga tworzy¢ wielogatunkowe uktady zajmujace réznorodne mikro-
siedliska, moga réwniez wypelnia¢ rézne zadania w swoich niszach, zapewniajac
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tym samym sprawne funkcjonowanie ekosystemu jako calosci. Innymi slowy,
grzyby te stanowia wazny sktadnik ekosysteméw ladowych, petnigc w nich wiele
istotnych funkcji (Kalucka 2008). Obecnos¢ mikroorganizméw glebowych jest
czynnikiem, ktéry wraz z szatg roslinna, okresla zaréwno kierunek, jak i charakter
przemian biochemicznych, a takze calo$¢ przemian zwigzanych z aktywnoscig
biologiczng i wlasciwosciami fizykochemicznymi gleb (Paul, Clark 2000; Natywa
iin. 2010). Wynikiem relacji pomiedzy grzybami a roslinami wyzszymi jest specy-
ficzny dla danego srodowiska przyrodniczego stan rownowagi dynamicznej (Skiba
2002). Grzyby odgrywaja kluczowg role w rozkladzie substancji organicznej dostar-
czanej przez szate roslinng i sa niezbednym ogniwem w tancuchu reakgji, ktérych
efektem, z jednej strony, jest powstawanie prochnicy, a z drugiej — mineralizacja
zwigzkéw organicznych (Schlegel 2000; van Loon, Duffy 2007). Wynika z tego, ze
podlozem dla ich rozwoju moze by¢ kazda obumierajaca roélina, a wiele grzybéw to
pierwsi kolonizatorzy substancji gromadzacej si¢ w powierzchniowej czesci gleb po
obumarciu roélin (Badura 2003).

Tabela 1. Frekwencja i dominacja gatunkowa grzybow zasiedlajgcych analizowang glebe

Gatunek grzyba ::Srzetlzwencja gD:tr:ri\nk?)a/Z (%]
Penicillium janczewski Zaleski 48 34
Mortierella ramanniana var angulispora (Naumov) Linnem. 36 26
Trichoderma viride Pers. ex Gray 13 9
Absidia spinosa Lendner 10 7
Scopulariopsis brevicaulis (Sacc.) Bain. 9 6
Chrysosporium merdarium (Link ex Grev.) Carm. 6 4
Trchiderma koningii Oudem. 4 3
Trichoderma polysporum (Link ex Pers.) Rifai 3 2
Acremonium rutilum W. Gams 2 1
Aspergillus niger van Tieghem 2 1
Penicillium canescens Scopp 2 1
Gliocladium catenulatum Gilm. & Abbott 1 0,7
Gliomastix murorum (Corda) Hughes 1 0,7
Hormonema dematioides Melin & Nannf, 1 0,7
Oidiodendron griseum Robak 1 0,7
Torulomyces lagena Delitsch 1 0,7
Razem: 140

Zrédto: Opracowanie wiasne
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Zbiorowisko grzyboéw micromycetes, zasiedlajace badang glebe gradu Tilio-
Carpinetum, cechuje si¢ zréznicowaniem, zaréwno ilosciowym (140 kolonii), jak i
jakosciowym (16 gatunkdow). Jednak grady to wielogatunkowe i wielowarstwowe
lasy mieszane wystepujace na zyznych, mineralnych i optymalnie wilgotnych siedli-
skach (Matuszkiewicz 1981, 1993; Falinski, Pawlaczyk 1991). Sg to fitocenozy
o wysokiej troficznosci, a gleby, na ktorych wystepuja, cechujg si¢ znaczng ilo$cig
materii organicznej. Dlatego tez oczekiwano, ze zbiorowisko grzybow zasiedlajace
poziom prdchniczny gleby zespolu gradowego bedzie posiadato wigksza frekwencje
i bedzie wyrazniej zréznicowane jako$ciowo w poréwnaniu z uzyskanymi wynika-
mi. Sugerowaly to réwniez wyniki wczes$niej prowadzonych przez autorke badan
w zbiorowiskach gradowych (Tyszkiewicz 1999, 2001). Otrzymane rezultaty to
najprawdopodobniej skutek niewielkiej ilosci opaddéw i wysokich temperatur po-
wietrza, ktore panowaly w okresie poprzedzajacym pobranie proby glebowej, ktora
— w czasie poboru - byta sucha. Grzyby natomiast do rozwoju potrzebuja nie tylko
substratu, jakim jest substancja organiczna, ale réwniez wplyw na ich kondycje
i wystepowanie ma wilgotnos¢ i temperatura — zaréwno gleby, jak i powietrza
(Paul, Clark 2000; Schlegel 2000). Borowska (1986) stwierdzita, ze w okresach
upalnych i suchych miesigcach letnich, rozwdj grzybéw mikroskopowych jest za-
hamowany. Grzyby micromycetes — to skladnik biocenozy najszybciej reagujacy na
zmiany parametrow $rodowiska (Blaszczyk 2007; Fraczek 2010). Dlatego tez moga
by¢ one wykorzystywane jako wskaznik zmian $rodowiskowych. Kazda zmiana
warunkow siedliska ma wplyw na zmiane struktur zbiorowisk grzybow glebowych
i stosunki biotyczne panujace pomiedzy mikroorganizmami (Paul, Clark 2000;
Barabasz, Vorisek 2002; Bogacz i in. 2004).

Analizowane zbiorowisko grzybow sklada sie z gatunkéw kosmopolitycznych
saprotroféw posiadajacych umiejetno$¢ wykorzystywania latwo rozpuszczalnych
materialow, takich jak cukry i aminokwasy. Nalezg do nich, miedzy innymi, grzyby
rodzaju: Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, czy tez Absidia. Grzyby te maja
zdolnosé¢ do szybkiego zasiedlania $wiezo obumartych organizméw wchodzacych
w sklad materii organicznej (Wiackowski 2008). W badanym zbiorowisku wyste-
powaly réwniez grzyby odgrywajace znaczaca role w degradacji celulozy. Naleza do
nich, miedzy innymi, Mortierella i Trichoderma (Schlegel 2000). Ponadto grzyby
rodzaju Trichoderma znane s3 z duzej aktywnos$ci metabolicznej. Sg to gatunki
o duzych zdolno$ciach adaptacyjnych, ktére wystepuja w réznych srodowiskach
i cechuja sie szybkim tempem wzrostu (Sierota 1982). Podobnymi cechami charak-
teryzuja sie grzyby rodzaju Glocladium, ktore — podobnie jak Trichoderma - wyko-
rzystywane sa w biologicznej ochronie roélin, miedzy innyi, przed fusariozami
(Paavanen-Hubhtala i in. 2000; Strasser i in. 2011).
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Najwigksze znaczenie w badanym zbiorowisku grzybéw stwierdzono dla
Penicillium janczewski Zaleski i Mortierella ramanniana var angulispora (Naumov)
Linnem. Gatunki te cechujg si¢ rowniez najwicksza dominacja, co wskazuje jedno-
cze$nie na ich znaczacg role w zbiorowiskach gradowych.

5. Whnioski

1. Zbiorowisko grzybéw zasiedlajace przypowierzchniowy poziom glebowy
gradu Tilio-Carpinetum w Nadle$nictwie Bialowieza cechuje si¢ wyraznym
zrdznicowaniem.

2. Najwigksza dominacjg gatunkows, a tym samym najwiekszym znaczeniem
w zbiorowisku grzybow, cechuja sie: Penicillium janczewski Zaleski i Mortie-
rella ramanniana var angulispora (Naumov) Linnem.

Podziekowania

Badania zrealizowano w ramach prac Nr S/WBiIS/1/14 i Nr S/WBiS/5/2016 oraz sfinanso-
wano ze §rodkdéw na nauke MNiSW.
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Streszczenie: Celem pracy jest przedstawienie dokumentagji lichenologicznej obrazujacej biordz-
norodnosc¢ bioty porostéw na terenie Choroszczy, z uwzglednieniem uwarunkowan siedliskowych
poszczegolnych gatunkéw. Praca przedstawia liste 74 gatunkéw porostow odnotowanych
w miescie. Porosty rosng na korze drzew i krzewdéw (39 gatunkéw), kamieniach i betonie (33),
martwym drewnie (22), metalu (10), glebie (5), mszakach (3) i eternicie (1). Wsréd nich, 8 gatunkéw
umieszczonych jest na Czerwonej liscie porostédw w Polsce i 6 objetych jest ochrong prawna.

Stowa kluczowe: grzyby zlichenizowane, miasto, zagrozenia
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Biatystok 2016 / ISBN 978-83-62069-72-9 Rosliny i grzyby — badania srodowiskowe i laboratoryjne
strony: 177-190 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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1. Wstep

Miasta stanowig interesujacy obiekt badan, o czym $wiadcza liczne publikacje
dotyczace porostow w wielu miejscowosciach w Europie (np. Skye 1968; Nimis i in.
1988; Munzi i in. 2007; Gottas 2002) i w Polsce (np. Faltynowicz i in. 1991; Kepel
1999; Izydorek 2005; Kubiak 2005; Matwiejuk 2007; Kubiak, Kukwa 2008; Lubek
2010; Adamska 2012; Juzwin i in. 2012). Na terenie wojewodztwa podlaskiego
zbadano biote porostéw wielu miast: Bialegostoku (Matwiejuk 2007), Ciechanowca
(Matwiejuk, Kolanko 2007), Drohiczyna (Matwiejuk 2009b), Sokoétki (Matwiejuk,
Kaluska 2014), Suprasla (Matwiejuk 2015a), Lomzy (Matwiejuk, Chojnowska 2016)
i wsi: Mielnika (Matwiejuk 2008), Bociek (Matwiejuk 2009a), Bialowiezy (Matwie-
juk 2011), Narwi (Matwiejuk, Korobkiewicz 2012), Klewinowa (Kiercul 2013a),
Krynickie (Kiercul 2013b), Tryczéwki (Kiercul 2014), Nowosady (Kiercul 2015a),
Hermanoéwki (Kiercul 2015b), Janowicze (Kiercul 2015¢).

Miasto Choroszcz, polozone w wojewodztwie podlaskim, niedaleko od Na-
rwianskiego Parku Narodowego, stanowi interesujacy obszar badawczy. Od 2015
roku na obszarze Choroszczy prowadzone sg badania lichenologiczne. Biota poro-
stow Choroszczy nie posiada dotychczas calosciowego opracowania. Jedynie Ma-
twiejuk (2015b) wymienia kilkadziesigt gatunkéw porostéow z parku patacowego
w Choroszczy.

Celem pracy jest przedstawienie dokumentacji lichenologicznej obrazujacej
bioréznorodnos¢ bioty porostéw na terenie Choroszczy, z uwzglednieniem uwa-
runkowan siedliskowych poszczegélnych gatunkéw. W tracie realizacji gtéwnego
celu, dokonano analizy nastepujacych zagadnien: zréznicowania gatunkowego
grzybow zlichenizowanych, udzialu poszczegélnych grup ekologicznych, udziatu
gatunkow specjalnej troski oraz przedstawiono udzial porostéw w roznych rejo-
nach miasta.

2. Teren badan

Miasto Choroszcz (53°08’35”N 22°59'20”E) jest polozone w srodkowej czesci
wojewodztwa podlaskiego, na Nizinie PéInocnopodlaskiej, na terenie Wysoczyzny
Bialostockiej (Kondracki 2011). Badany teren, pod wzgledem geobotanicznym,
usytuowany jest w Dziale Pélnocno Mazursko-Bialoruskim, w Krainie Péinocno-
padlaskiej, w Podkrainie Bialostocko-Wotkowyskiej, w Okregu Puszczy Knyszyn-
skiej (Matuszkiewicz 2008). Przez miasto przeplywa rzeka Horodnianka, prawy
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doplyw Narwi. Obszar, na ktérym rozposciera sie miasto, cechuje si¢ elementami
klimatu kontynentalnego umiarkowanego cieplego i klimatu umiarkowanego
wilgotnego (Goérniak 2000). Miasto Choroszcz zajmuje powierzchnie 16,79 km?
i zamieszkuje ja 5795 mieszkancéw. Wspolczesna infrastruktura miasta sklada sie
z zabudowan doméw jednorodzinnych oraz blokéw. W centrum miasta obecne sg
zabudowania drewniane, jednak dominuja zabudowania murowane. Zielen miejska
Choroszczy zajmuje powierzchnie ok. 1,39 ha (Danowski 2004). Na tereny zielone
miasta skladajg si¢: park palacowy Jana Klemensa i Izabeli Branickich, skwery,
cmentarz zydowski, cmentarz miejski i drzewa przydrozne.

3. Materiat i metody

Badania terenowe przeprowadzono w latach 2015-2016 na terenie miasta
Choroszcz, na 41 stanowiskach. Spisy lichenologiczne i material zbierane byly przy
uzyciu metody marszrutowe;.

Porosty oznaczono stosowanymi w lichenologii metodami standardowymi, na
podstawie analizy morfologiczno-anatomicznej oraz testéw barwnych. Taksony
krytyczne poddano chromatografii cienkowarstwowej (TLC) (Orange i in. 2001)
w celu identyfikacji wtérnych metabolitéw porostowych i byly to rodzaje: Lepraria
i Rhizocarpon oraz porosty z grupy Cladonia chlorophaea - pyxidata. Nomenklatu-
re gatunkéw przyjeto wedtug Diedericha i in. (2016), z wyjatkiem nastepujacych
taksonéw: Circinaria calcarea (Nordin i in. 2010), Calogaya decipiens, C. pusilla,
Flavoplaca citrina, F. oasis, Polycauliona polycarpa, Rusavskia elegans (Arup i in.
2013) oraz Myriolecis albescens, M. dispersa, M. hagenii (Zhao Xin i in. 2015). Znaj-
dujacy sie w omoéwieniu wynikow wykaz gatunkow zagrozonych wraz ze statusem
ich zagrozenia, zostal sporzadzony na podstawie Czerwonej listy porostow w Polsce
(Cieslinski i in. 2006), natomiast wykaz gatunkéw podlegajacych ochronie prawnej,
zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Srodowiska (Rozporzadzenie 2014).

Niezbedny do identyfikacji material zielnikowy znajduje si¢ w Zielniku Insty-
tutu Biologii Uniwersytetu w Bialymstoku.
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4, Wyniki

W wyniku przeprowadzonych badan na terenie miasta Choroszcz, stwier-
dzono 74 gatunki porostéw, nalezace do 39 rodzajéw. Najliczniej reprezentowane
sg rodzaje: Lecanora (11 gatunkdw), Physcia (6), Cladonia (4).

WYKAZ GATUNKOW:

Acarospora fuscata (Schrad.) Th. Fr. - konstrukcje kamienne

Bilimbia sabuletorum (Schreb.) Arnold - mszaki

Buellia punctata (Hoffm.) A. Massal. — kora Fraxinus excelsior

Calogaya decipiens (Arnold) Arup, Frodén & Sechting — konstrukcje: betonowe, kamienne,
drewniane

Calogaya pusilla (A. Massal.) Arup, Frodén & Sechting - konstrukcje betonowe
Candelariella aurella (Hoffm.) Zahlbr. - konstrukcje: betonowe, kamienne, drewniane,
metalowe

Candelariella vitellina (Hoffm.) Mill. Arg. - konstrukcje: betonowe, kamienne, drewnia-
ne, metalowe

Candelariella xanthostigma (Ach.) Lettau - kora Betula pendula, Crataegus sp.,
Fraxinus excelsior, Salix alba, Sorbus aucuparia, Tilia cordata, T. platyphyllos
Circinaria calcarea (L.) A. Nordin, Savi¢ & Tibell - konstrukcje: betonowe, kamienne
Cladonia coniocraea (Florke) Spreng., nom. cons. — konstrukcje drewniane, gleba
Cladonia fimbriata (L.) Fr. - kora Tilia cordata, gleba

Cladonia chlorophaea (Sommerf.) Spreng. — konstrukcje drewniane, gleba

Cladonia glauca Florke - gleba

Evernia prunastri (L.) Ach. - kora Fraxinus excelsior, Larix decidua, Populus nigra, Tilia
cordata, konstrukcje drewniane

Flavoparmelia caperata (L.) Hale - kora Fraxinus excelsior

Flavoplaca citrina (Hoffm.) Arup, Frédén & Sechting - konstrukcje betonowe
Flavoplaca oasis (A. Massal.) Arup, Frodén & Sechting - konstrukeje: betonowe,
drewniane

Hypocenomyce scalaris (Ach.) M. Choisy - kora Betula pendula, Pinus sylvestris,
konstrukcje drewniane

Hypogymnia physodes (L.) Nyl.— kora Betula pendula, Larix decidua, Picea abies,

Pinus sylvestris, konstrukcje drewniane, mszaki

Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav. — kora Fraxinus excelsior, Larix decidua
Lecanora allophana Nyl. — kora Fraxinus excelsior

Lecanora carpinea (L.) Vain. - kora Crataegus sp., Fraxinus excelsior, Salix caprea,
Thuja occidentalis, Tilia cordata

Lecanora chlarotera Nyl. - kora Alnus glutinosa, Fraxinus excelsior
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Lecanora conizaeoides Cromb. — kora Pinus sylvestris

Lecanora crenulata Hook. — konstrukcje betonowe

Lecanora expallens Ach. — kora Betula pendula, Fraxinus excelsior

Lecanora polytropa (Hoffm.) Rabenh. - konstrukecje: betonowe, drewniane

Lecanora pulicaris (Pers.) Ach. - kora Fraxinus excelsior, Thuja occidentalis, Tilia cordata
Lecanora rupicola (L.) Zahlbr. subsp. rupicola — konstrukcje kamienne

Lecanora symmicta (Ach.) Ach. - kora Fraxinus excelsior

Lecanora varia (Hoffm.) Ach. - konstrukcje drewniane

Lecidella elaeochroma (Ach.) M. Choisy - kora Fraxinus excelsior, Populus tremula, Salix
caprea

Lecidella stigmatea (Ach.) Hertel & Leuckert — konstrukcje betonowe

Lepraria elobata Tonsberg — kora Fraxinus excelsior, Tilia platyphyllos

Lepraria incana (L.) Ach. - kora Acer platanoides, Alnus glutinosa, Betula pendula,
Fraxinus excelsior, Pinus sylvestris, Salix caprea, Tilia cordata

Melanelixia fuliginosa (Duby) O. Blanco & al. - konstrukcje kamienne

Melanelixia glabratula (Lamy) Sandler & Arup - kora Larix decidua, Tilia cordata
Melanohalea exasperatula (Nyl.) O. Blanco & al. - kora Carpinus betulus, konstrukcje
betonowe

Micarea denigrata (Fr.) Hedl. - konstrukcje drewniane

Mpyriolecis albescens (Hoffm.) Sliwa, Zhao Xin & Lumbsch - konstrukcje betonowe
Mpyriolecis dispersa (Pers.) Sliwa, Zhao Xin & Lumbsch — konstrukgje: betonowe, drewnia-
ne, metalowe

Mpyriolecis hagenii (Ach.) Sliwa, Zhao Xin & Lumbsch - kora Fraxinus excelsior,

Populus tremula, Salix caprea

Parmelia sulcata Taylor - kora Acer pseudoplatanus, Aesculus hippocastanum, Betula
pendula, Carpinus betulus, Crataegus sp., Fraxinus excelsior, Larix decidua, Padus avium,
Quercus robur, Salix alba, S. caprea, Sorbus aucuparia, Thuja occidentalis, Tilia cordata,

T. platyphyllos, konstrukcje drewniane

Parmelina tiliacea (Hoffm.) Ach. — kora Fraxinus excelsior

Peltigera rufescens (Weiss) Humb. — mszaki

Pertusaria coccodes (Ach.) Nyl. - kora Tilia cordata

Phaeophyscia nigricans (Florke) Moberg - konstrukcje betonowe

Phaeophyscia orbicularis (Neck.) Moberg — kora Acer pseudoplatanus, Aesculus
hippocastanum, Betula pendula, Carpinus betulus, Cerasus sp., Fraxinus excelsior, Picea
pungens, Populus tremula, Prunus padus, Quercus robur, Robinia pseudacacia, Salix caprea,
Sorbus aucuparia, Syringa vulgaris, Thuja occidentalis, Tilia cordata, T. platyphyllos,
konstrukcje: betonowe, kamienne, drewniane, metalowe, kamienie, suche galezie i martwe
pnie drzew

Phlyctis argena (Spreng.) Flot. — kora Acer platanoides, Fraxinus excelsior, Padus avium,
Populus nigra, Salix caprea, Tilia cordata, konstrukcje kamienne
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Physcia adscendens H. Olivier - kora Betula pendula, Carpinus betulus, Fraxinus excelsior,
Ligustrum vulgare, Pinus sylvestris, Populus tremula, Prunus domestica, Rhus typhina,
Salix alba, S. caprea, Sorbus aucuparia, Thuja occidentalis, Tilia cordata, konstrukcje:
betonowe, kamienne, drewniane, metalowe, kamienie, suche galezie i martwe pnie drzew
Physcia aipolia (Humb.) Fiirnr. - kora Acer pseudoplatanus

Physcia caesia (Hoffm.) Fiirnr. - konstrukcje: betonowe, metalowe, kamienne

Physcia dubia (Hoftm.) Lettau var. dubia - kora Acer pseudoplatanus, Betula pendula,
Carpinus betulus, Crataegus sp., Fraxinus excelsior, Populus tremula, Prunus padus,

Salix caprea, Sorbus aucuparia, Syringa vulgaris, Tilia cordata, T. platyphyllos,
konstrukcje: betonowe, kamienne, drewniane, metalowe

Physcia stellaris (L.) Nyl. — kora Fraxinus excelsior, Larix decidua, Sorbus aucuparia,
Thuja occidentalis, Tilia cordata, konstrukcje drewniane

Physcia tenella (Scop.) DC. - kora Betula pendula, Larix decidua, Padus avium
Physconia enteroxantha (Nyl.) Poelt - kora Acer platanoides, Carpinus betulus, Fraxinus
excelsior, Tilia cordata

Physconia grisea (Lam.) Poelt — kora: Betula pendula, Fraxinus excelsior, Populus tremula,
Robinia pseudacacia, Salix alba, Sorbus aucuparia, Tilia cordata

Polycauliona polycarpa (Hoffm.) Frodén, Arup & Sechting — kora Carpinus betulus,
Fraxinus excelsior, Larix decidua, Picea pungens, Thuja occidentalis, Tilia cordata,
konstrukcje: drewniane, metalowe, suche galezie i martwe pnie drzew

Porpidia crustulata (Ach.) Hertel & Knoph - konstrukcje kamienne

Protoparmeliopsis muralis (Schreb.) M. Choisy - konstrukcje: betonowe, kamienne, drew-
niane, metalowe, eternit

Ramalina farinacea (L.) Ach. - kora Fraxinus excelsior, Salix caprea, Tilia cordata
Ramalina fraxinea (L.) Ach. - kora Salix caprea, Tilia cordata

Ramalina pollinaria (Westr.) Ach. - kora Tilia cordata, konstrukcje kamienne
Rusavskia elegans (Link) S.Y. Kondr. & Kiarnefelt - konstrukcje betonowe

Rhizocarpon distinctum Th. Fr. - konstrukcje kamienne

Sarcogyne regularis Korb. - konstrukcje betonowe

Scoliciosporum chlorococcum (Stenh.) Vézda - kora Alnus glutinosa, Betula pendula, Frax-
inus excelsior, F. pennsylvanica, Populus tremula, Tilia cordata, T. platyphyllos,

Ulmus laevis, U. minor

Trapeliopsis flexuosa (Fr.) Coppins & P. James - konstrukcje drewniane

Trapeliopsis granulosa (Hoffm.) Lumbsch - gleba

Verrucaria muralis Ach. - konstrukcje betonowe

Verrucaria nigrescens Pers. — konstrukcje: betonowe, kamienie

Xanthoparmelia conspersa (Ach.) Hale — konstrukcje kamienne

Xanthoparmelia loxodes (Nyl.) O. Blanco & al. - konstrukcje kamienne

Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. - kora Acer pseudoplatanus, Aesculus hippocastanum,
Betula pendula, Carpinus betulus, Cerasus sp, Fraxinus excelsior, Larix decidua, Ligustrum
vulgare, Picea pungens, Populus tremula, Prunus domestica, P. padus, Quercus robur,
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Rhus typhina, Robinia pseudacacia, Salix alba, S. caprea, Sorbus aucuparia, Syringa vulgaris,
Thuja occidentalis, Tilia cordata, T. platyphyllos, konstrukcje: betonowe, drewniane, ka-
mienne, metalowe, kamienie, suche galezie i martwe pnie drzew.

Porosty nadrzewne. Epifity s3 dominujacg grupa siedliskowa na terenie Cho-
roszczy. Znaczne zroznicowanie gatunkowe drzew i krzewdw (32 gatunkdéw) jest
przyczyna duzego zréznicowania porostow nadrzewnych (39 gatunkow), z czego 25
to epifity wylacznie zasiedlajace to podloze. Ich notowania pochodzg z kory drzew
rosnacych w parku patacowym, na skwerach, cmentarzach, przy drogach, w obrebie
zabudowan. Biota porostow drzew liSciastych (38 gatunkéw) jest bardziej zrézni-
cowana pod wzgledem ilosciowym niz forofitow iglastych (16). Wspolnych gatun-
kow wylacznych, wystepujacych zaréwno na korze drzew lisciastych i iglastych, jest
4. Sg to: Hypogymnia tubulosa, Lecanora pulicaris, Melanelixia glabratula i Physcia
tenella. Porostow epifitycznych rosngcych wylacznie na korze drzew lisciastych jest
18 gatunkow, miedzy innymi: Candelariella xanthostigma, Flavoparmelia caperata,
Physcia aipolia, Physconia enteroxantha, P. grisea, Ramalina farinacea i R. fraxinea.

Najbogatszg biotg porostéw charakteryzujg sie: Fraxinus excelsior (28 gatun-
koéw) oraz Tilia cordata (22). Wérdd drzew iglastych dominuje Larix decidua, na
korze ktorego wykazano obecnos¢ 9 gatunkow.

Porosty naskalne. Podloze skalne kolonizuja 33 gatunki, 17 z nich wylacznie.
Dominuja porosty zasiedlajace antropogeniczne podloza, zasobne w weglan wapnia
(24 gatunki). Sztuczne substraty skalne, jak betonowe konstrukcje (stupy, mury,
ogrodzenia, krawezniki) sa wszechobecne na terenach zurbanizowanych. Na podlo-
zach naturalnych, ktérymi sa kamienie znajdowane na peryferiach miasta lub wy-
korzystywane do budowy ogrodzen, nagrobkow, wystepuje 20 gatunkéw. Dwa
gatunki (Circinaria calcarea, Verrucaria nigrescens) odnotowano na obu typach
podlozy.

Porosty martwego drewna. W trakcie badan stwierdzono wystepowanie
22 gatunkow zasiedlajacych martwe drewno, w tym tylko trzy gatunki wylaczne dla
tego substratu. Sa to: Lecanora varia, Micarea denigrata i Trapeliopsis flexuosa.
Na terenie miasta porosty epiksyliczne zasiedlaja podioza pochodzenia naturalnego
(suche galezie, obumierajace pnie drzew, prochniejace pniaki) i antropogenicznego
(fawki, porecze, ploty, krzyze). Na podiozach naturalnego pochodzenia stwierdzo-
no tylko cztery gatunki, a na konstrukcjach drewnianych - 22. Wigkszo$¢ gatun-
kéw to porosty pospolite, notowane réowniez na innych podlozach, gléwnie na
korze drzew, jak i podtozu skalnym. Sg to: Flavoplaca oasis, Phaeophyscia orbicu-
laris, Physcia adscendens, Xanthoria parietina i inne. Na martwym drewnie stwier-
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dzono wystepowanie porostéw naskalnych: Calogaya decipiens, Myriolecis dispersa,
Protoparmeliopsis muralis.

Porosty naziemne. Na terenie miasta odnotowano pie¢ gatunkow zasiedla-
jacych glebe. Wérdéd nich dominujg gatunki z rodzaju Cladonia. Rosng one na
terenie otwartym na murawie piaskowej, w peryferyjnej cze¢$ci miasta.

Porosty rosnace na mszakach. Na mszakach odnotowano trzy gatunki poro-
stow, w tym dwa wylaczne Bilimbia sabuletorum i Peltigera rufescens.

Porosty nietypowych podlozy. Na badanym terenie odnotowano 10 gatun-
kéw porostéw rosngcych na nietypowych podlozach, w tym na konstrukcjach
metalowych, np. plotach, krzyzach (10) i eternicie (1). Czesto tworza one populacje
zlozone z kilku gatunkéw. Sg wséréd nich pospolite gatunki, jak: Candelariella au-
rella, Phaeophyscia orbicularis, Physcia adscendens, P. caesia, P. dubia, Polycauliona
polycarpa, Protoparmeliopsis muralis. Wiele z nich zasiedla réwniez inne podloza,
takie jak: beton, kore drzew i martwe drewno.

Udzial porostéw w roznych rejonach miasta. Stwierdzono rdznice w roz-
mieszczeniu porostow w réznych rejonach miasta. Najwigksze zréznicowanie ga-
tunkowe porostow odnotowano na terenach zielonych - 54 gatunki, a najmniejsze
w centrum - 27. Swoista enklawe porostow w Choroszczy stanowi park patacowy
Letniej Rezydencji Branickich. Na jego terenie zaobserwowano 53 gatunki poro-
stow. W parku najczestszymi podlozami dla porostow sg kora drzew lisciastych
oraz betonowe konstrukcje (Matwiejuk 2015b).

Udzial porostéw specjalnej troski. Wartos¢ przyrodniczg miasta Choroszcz
podkresla obecno$¢ szesciu gatunkéw porostéw objetych ochrong prawna, w tym
dwoch objetych ochrong scista — Parmelina tiliacea, Ramalina fraxinea i czterech
ochrong cze$ciowa — Flavoparmelia caperata, Hypogymnia tubulosa, Ramalina
farinacea, R. pollinaria (Rozporzadzenie 2014). Wigkszo$¢ z nich zasiedla kore
drzew lisciastych (Fraxinus excelsior, Tilia cordata i Salix caprea). Jeden gatunek
stwierdzono na podlozu skalnym. Jest to krzaczkowata plecha Ramalina pollinaria.
Porosty chronione rosng najczesciej w postaci pojedynczych plech, ktérych kondy-
cja jest dobra. Enklawami wystepowania tych porostéw na terenie Choroszczy sa
park patacowy oraz cmentarz. Mniej liczniej porosty specjalnej troski wystepuja
w peryferyjnych cze$ciach miasta i na drzewach przydroznych. Wsréd porostow
chronionych dominujg porosty krzaczkowate z rodzaju Ramalina oraz porosty
listkowate: Hypogymnia tubulosa, Flavoparmelia caperata i Parmelina tiliacea.

Na badanym terenie odnotowano osiem gatunkéw porostéw umieszczonych
na Czerwonej liscie porostow w Polsce (Ciedlinski i in. 2006), w tym dwa gatunki
w kategorii wymierajace (EN) - Flavoparmelia caperata i Ramalina fraxinea, trzy
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w kategorii narazone (VU) - Parmelina tiliacea, Ramalina farinacea i R. pollinaria
oraz trzy w kategorii bliskie zagrozenia (NT) — Evernia prunastri, Pertusaria cocco-
des i Physcia aipolia. Najbardziej zagrozong grupa porostow sa epifity. Zasiedlaja
one 6 gatunkow drzew (Acer pseudoplatanus, Fraxinus excelsior, Larix decidua,
Populus nigra, Salix caprea, Tilia cordata) oraz martwe drewno, np. suche galezie
i konstrukcje kamienne, np. nagrobki.

5. Dyskusja i wnioski

Miarg réznorodnosci biologicznej lichenobioty jest liczba gatunkéw porostéw
stwierdzonych na badanym terenie. Lista gatunkéw grzybéw zlichenizowanych
Choroszczy obejmuje 74 gatunki. Na tle innych, poréwnywalnych obiektow
w wojewodztwie podlaskim, zréznicowanie gatunkowe porostdw miasta nalezy
uzna¢ za niskie. Ogolna liczba gatunkow (74) jest mniejsza do stwierdzonych
w podobnych badanych miejscowosciach na Podlasiu, gdzie stwierdzono odpo-
wiednio: w Drohiczynie (Matwiejuk 2009b) - 86 gatunkéw, w Supraslu (Matwiejuk
2015a) - 89, w Mielniku (Matwiejuk 2008) — 91, w Narwi (Matwiejuk, Korob-
kiewicz 2012) - 97, w Ciechanowcu (Matwiejuk, Kolanko 2007) - 114, w Boc¢kach
(Matwiejuk 2009a) - 118. W poréwnaniu do wynikdw inwentaryzacji przeprowa-
dzonej na terenie dziewigciu miast polskiego wybrzeza (Izydorek 2005), liczba
gatunkow porostéw wystepujacych w Choroszczy jest wyzsza niz w Miedzyzdro-
jach - 68, Kotobrzegu - 66, Wiladystawowie - 59, Dartowie-Dartéwku - 52 oraz
Helu - 46.

Biota porostéw duzych aglomeracji miejskich w Europie szacowana jest na
100 do 200 gatunkdéw, np. Sztokholmu (Skye 1968), Rzymu (Nimis i in. 1988, Mun-
zi i in. 2007), Salzburga (Gottas 2002). Najwieksza liczbe gatunkow tych organi-
zméw wsrdd miast Polski podali: Kubiak (2005) oraz Kubiak, Kukwa (2008)
z Olsztyna - 294, Lubek (2010) z Kielc - 240, Adamska (2012) z Torunia - 195,
Kepel (1999) z Poznania - 178, Matwiejuk (2007) z Biategostoku — 154.

Porosty w Choroszczy odnotowano na réznorodnych typach podlozy. Dostep-
no$¢ i réznorodnos¢ tych substratéw jest wyznacznikiem réznorodnosci skladu
gatunkowego. W lichenobiocie miasta dominujacg grupe stanowia porosty nad-
rzewne (39 gatunkéw); podobnie jak w innych miejscowosciach w wojewodztwie
podlaskim, gdzie na korze drzew odnotowano, odpowiednio: w Bialowiezy (Mat-
wiejuk 2011) - 68 gatunkéw, w Boc¢kach (Matwiejuk 2009a) - 57, w Ciechanowcu
(Matwiejuk, Kolanko 2007) - 55, Mielniku (Matwiejuk 2008) - 47, Narwi (Mat-
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wiejuk, Korobkiewicz 2012) - 46, Drohiczynie (Matwiejuk 2009b) - 43, w Kry-
nickich - 39 (Kiercul 2013b), Nowosadach (Kiercul 2015a) - 27, Hermandwce
(Kiercul 2015b) - 26. Tak znaczna réznorodnos¢ gatunkowa tych roslin oraz obfi-
tos$¢ wystepowania wynika ze zréznicowanych warunkéw siedliskowych, duzego
zageszczenia i zréznicowania gatunkowego forofitow w miastach. Wieloletnie
badania prowadzone w miastach na polskim wybrzezu Baltyku (Izydorek 2005)
oraz w Karpaczu (Juzwin i in. 2012) udokumentowaly réwniez znaczny udzial
porostow epifitycznych. Nalezy zwréci¢ uwage, ze trzon epifitycznej bioty
w miastach polozonych w réznych rejonach Polski stanowig pospolite gatunki
porostow pylo- i azotolubnych, o plechach listkowatych, np. Phaeophyscia orbi-
cularis, Physcia adscendens, P. tenella, Polycauliona polycarpa i Xanthoria parietina.

Wiréd porostéw naskalnych, najliczniej reprezentowang grupa siedliskows, sa
porosty wapieniolubne, zwigzane z betonem. Sg one rozpowszechnione, zwlaszcza
w strefie miejskiej. Do najpospolitszych naleza: Calogaya decipiens, C. pusilla, Can-
delariella aurella, Myriolecis albescens, M. dispersa, Phaeophyscia orbicularis i Xan-
thoria parietina. Cze¢sto pokrywaja duze powierzchnie, zwlaszcza na tynkach sta-
rych doméw, murach i stupach.

Lichenobiota epigeiczna Choroszczy jest uboga (tylko 5 gatunkéw) z powodu
braku siedlisk dla rozwoju porostéw naziemnych. Dla poréwnania, w Toruniu
(Adamska 2012), na obszarach lesnych i w licznych murawach napiaskowych,
stwierdzono 53 gatunki. Najwieksze zréznicowanie gatunkowe porostéw naziem-
nych w miejscowosciach na Podlasiu stwierdzono w Boc¢kach (Matwiejuk 2009a) -
31 gatunkow i w Ciechanowcu (Matwiejuk, Kolanko 2007) - 22.

Wiele miast w Polsce charakteryzuje duzy udzial zieleni wysokiej, w tym ob-
szaréw lesnych, co wyraznie zwieksza udzial ogélnej liczby gatunkéw porostow
miasta. Tereny zielone w Choroszczy to gléwnie park palacowy, skwery i cmen-
tarze, brak jest na terenie miasta komplekséw lesnych. Dla poréwnania, wylacznie
na terenach le$nych w Toruniu (Adamska 2012) wystapily 44 gatunki, a w Olszty-
nie (Kubiak 2005) - 39. Lasy w tych miastach s3 siedliskiem wystepowania gatun-
koéw uznanych za wskazniki nizowych lasow puszczanskich w Polsce.

Na terenie Choroszczy najwieksze zréznicowanie gatunkowe porostow zaob-
serwowano w parku patacowym (Matwiejuk 2015b). Parki, szczegdlnie te stare,
zabytkowe, ze wzgledu na wiekowe drzewostany, skalne mury budynkéw, kon-
strukcje betonowe s3 réwniez miejscem wystepowania rzadkich i zagrozonych
gatunkéw porostow. Mimo niewielkich powierzchniowo obszaréw, réznorodnosci
siedlisk i forofitow, biota porostow parkéw jest duza (Czarnota 1994, Kolanko,
Matwiejuk 2007, Matwiejuk 2015b).
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Obszary miejskie charakteryzuje znaczacy udzial gatunkéw uznanych za
lokalnie bardzo rzadkie i rzadkie, w tym wystgpujace na terenie badan na pojedyn-
czych stanowiskach. Fakt ten odnotowano nie tylko w Choroszczy, ale takze
w innych miastach Podlasia i Polski. Wedtug Kepela (1999), w Poznaniu gatunki
stwierdzone tylko na jednym stanowisku stanowig 30% bioty porostéw, podobnie
jak w Bialymstoku (Matwiejuk 2007) i w Choroszczy, a takze w Toruniu (Adamska
2012) - 38%. Porostami najczesciej notowanymi na terenie Choroszczy sg gatunki
okreslane jako lokalnie pospolite i sa to: Flavoplaca citrina, Myriolecis dispersa,
Phaeophyscia orbicularis, Physcia adscendens, Xanthoria parietina. W Toruniu do
grupy gatunkow pospolitych Adamska (2012) zaliczyta réwniez Hypogymnia phy-
sodes, Lecanora conizaeoides, Physcia tenella. Podobnie Kepel (1999), w Poznaniu,
wérod gatunkow pospolitych, wymienil gtéwnie kalcyfilne porosty epilityczne,
miedzy innymi: Calogaya decipiens, Candelariella aurella, Flavoplaca citrina.

Bardzo cenng wskazéwka na temat jakosci srodowiska przyrodniczego jest
udzial gatunkéw zagrozonych, ktére znalazly sie na Czerwonej liscie porostow
w Polsce (Cieslinski i in. 2006). Jest to grupa, ktéra stanowi najcenniejszy element
bioty porostéw analizowanego obszaru. Terenem o szczegélnych walorach przy-
rodniczych w Choroszczy jest park palacowy, gdzie odnotowano ok. 90% wszyst-
kich gatunkéw zagrozonych w miescie (Matwiejuk 2015b).

Wydaje sig, iz uzyskane wyniki s3 w znacznej mierze reprezentatywne i daja
wymierny obraz stanu zachowania tej grupy organizméw na obszarze Choroszczy.
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Inwazyjne rosliny zielne
w Suwalskim Parku Krajobrazowym
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Streszczenie: W latach 2014-2015 na terenie Suwalskiego Parku Krajobrazowego (SPK) oraz
w pasie 500 m od jego granic przeprowadzono inwentaryzacje stanowisk obcych inwazyjnych
rodlin zielnych: kolczurki klapowanej Echinocystis lobata, stonecznika bulwiastego Helianthus
tuberosus, barszczu Sosnowskiego Heracleum sosnowskyi, niecierpka gruczotowatego /mpatiens
glandulifera i drobnokwiatowego I. parviflora, tubinu trwatego Lupinus polyphyllus, rdestowca
ostrokonczystego Reynoutria japonica oraz nawtoci kanadyjskiej i pdznej Solidago canadensis
i S. gigantea. Badania prowadzono w miejscowosciach oraz wzdtuz szlakéw komunikacyjnych,
uznawanych za istotne zrédta rozprzestrzeniania sie roslin inwazyjnych. W wyniku badan wykaza-
no 102 stanowiska inwazyjnych roslin zielnych, przy czym najczesciej na terenie SPK spotykane sa
nawtocie (39 stanowisk), a najrzadziej kolczurka klapowana (2 stanowiska). 84% stanowisk stwier-
dzono na siedliskach suchych. Najwieksza liczbe stanowisk — 46% zanotowano na siedliskach
otwartych, 36% na terenie prywatnych posesji, a najmniej — 18% w zbiorowiskach lesnych i za-
drzewieniach. Roéliny inwazyjne tworzyly najczeéciej mate ptaty o powierzchni < 10 m? (60%
wszystkich stanowisk). W przypadku 44% stanowisk ptaty sktadaty sie z ponad 50 pedow, a w 42%
stanowisk udziat roslin inwazyjnych przewyzszat 75%. Za wyjatkiem jednego stanowiska, wszystkie
rodliny inwazyjne realizowaty reprodukcje generatywna lub wegetatywng, lub oba typy jednocze-
$nie. W pordéwnaniu z wynikami wczes$niejszych inwentaryzacji inwazyjnych roslin zielnych, na
obszarze SPK zwiekszyta sie liczba zajmowanych przez nie stanowisk, wielkos¢ zajmowanych
ptatéw i liczba pedéw w ptacie. Odnotowano tez nowe typy siedlisk opanowanych przez rosliny
inwazyjne, szczegdlnie o charakterze naturalnym.

Stowa kluczowe: proces inwazji, rosliny obce, siedliska antropogeniczne

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnosé biologiczna — od komérki do ekosystemu
Biatystok 2016 / ISBN 978-83-62069-72-9 Rosliny i grzyby - badania srodowiskowe i laboratoryjne
strony: 191-204 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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1. Wstep

Rozprzestrzenianie si¢ gatunkéw inwazyjnych jest obecnie jednym z najwaz-
niejszych globalnych zagrozen bioréznorodnosci. Jego skutki majg charakter wie-
loptaszczyznowy i dotycza aspektéw ekologicznych, ekonomicznych i socjologicz-
nych (Pimentel 2011; Tokarska-Guzik i in. 2012). Proces inwazji biologicznych
najczesciej rozpoczyna si¢ na siedliskach zmienionych przez czlowieka, poniewaz
obszary o zaburzonej strukturze ekologicznej s3 tatwiej kolonizowane przez no-
wych przybyszy (Mooney i in. 2005). Po opanowaniu siedlisk o charakterze antro-
pogenicznym, inwazyjne gatunki obcego pochodzenia zaczynaja przenikaé do
siedlisk pétnaturalnych, a nastepnie naturalnych. Obecnie, gatunki inwazyjne coraz
czedciej obserwuje si¢ nawet na obszarach o unikalnych walorach przyrodniczych
(Foxcroft i in. 2013), a ich liczba na terenach chronionych jest cisle skorelowana
z intensywnoscig ruchu turystycznego (Usher 1988). W polskich parkach narodo-
wych i krajobrazowych najwiecej gatunkow obcych stanowig rosliny naczyniowe,
aobszary chronione, polozone na pdinocy kraju, odznaczajg si¢ wyzszym ich
udziatem we florach parkéw niz w czesci potudniowej. Wydaje si¢ réwniez, ze ze
wzgledu na nizszy rezim ochronny, udzial inwazyjnych gatunkéw obcego pocho-
dzenia na obszarze parkdw krajobrazowych jest wyzszy niz w parkach narodowych
(Najberek, Solarz 2011).

Obowiazujace Polske liczne dokumenty migdzynarodowe, dotyczace koniecz-
nosci zwalczania gatunkéw inwazyjnych (w tym Konwencja o réznorodnosci bio-
logicznej, sporzadzona w Rio de Janeiro dnia 5 czerwca 1992 r. i Rozporzadzenie
Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1143/2014 z dnia 22 pazdziernika 2014 r.
w sprawie dzialan zapobiegawczych i zaradczych w odniesieniu do wprowadzania
i rozprzestrzeniania inwazyjnych gatunkéw obcych), nakladaja na Polske obowig-
zek szczegélowego rozpoznania obecnosci i obfitosci gatunkéow inwazyjnych. Jed-
nak w przypadku wielu polskich parkéw krajobrazowych, najczesciej brak jest
danych o wystepowaniu gatunkéw obcych na ich obszarze (Najberek, Solarz 2011).
Na terenie Suwalskiego Parku Krajobrazowego (SPK) pierwsza analiza zagrozenia
parku przez inwazyjne roéliny zostala wykonana w 2009 roku. Jej efektem bylo
stwierdzenie 13 gatunkéw roélin inwazyjnych (Sliwinski i in. 2009). Nastepne ba-
dania (Zajac i in. 2015) wykazaly obecnos¢ 10 taksonéw inwazyjnych roélin naczy-
niowych. Z kolei przy okazji inwentaryzacji w ramach projektu ,,Inwazyjne gatunki
drzew i krzewow zagrozeniem dla bioréznorodnosci Biebrzatiskiego Parku Narodo-
wego i Suwalskiego Parku Krajobrazowego” (Brzosko i in. 2016) wykazano obecno$¢
licznych stanowisk 9 taksonoéw inwazyjnych roslin zielnych oraz podjeto préobe
oceny stopnia ich inwazyjnosci na terenie parku. Celem niniejszej pracy jest szcze-
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gétowe omowienie wystepowania inwazyjnych roélin zielnych obcego pochodzenia
na terenie SPK.

2. Teren badan

Badania przeprowadzono na obszarze Suwalskiego Parku Krajobrazowego,
ktdry jest najstarszym parkiem krajobrazowym w Polsce, powolanym w 1976 r.
Obejmuje on obszar 6284 ha i jest otoczony strefa otuliny zajmujacej 2333 ha
(Gorniak i in. 2007). Wspolczesny krajobraz parku, charakteryzujacy si¢ zréznico-
wang rzezba terenu, jest zdominowany przez obszary uzytkowane rolniczo, gléwnie
taki i pastwiska, ktore stanowig 60% powierzchni SPK. Rolnictwo ma tu charakter
ekstensywny, jest maloobszarowe, z dominujacym wypasem bydla. Pozostate 24%
powierzchni parku zajmuja lasy, 10% wody i 4% bagna (Swierubska i in. 2015).
Niewielka cz¢s¢ powierzchni parku stanowia zabudowania, cho¢ w ostatnich latach
ich udziat zwigkszyt si¢ z powodu wzrostu aktywnosci turystyczne;.

3. Materiat i metody

Badania przeprowadzono w latach 2014-2015 i obejmowaly obszar SPK oraz
pas 500 m od jego granic, ktéry stanowi istotne zrédlo zagrozenia gatunkami ob-
cymi dla ekosystemoéw naturalnych parku. Inwentaryzacja objeto 9 taksonéw roslin
zielnych obcego pochodzenia: kolczurke klapowang Echinocystis lobata (F. Michx.)
Torr. & A. Gray, stonecznika bulwiastego Helianthus tuberosus L., barszcz Sosnow-
skiego Heracleum sosnowskyi Manden., niecierpka gruczotowatego Impatiens glan-
dulifera Royle i drobnokwiatowego I. parviflora DC., tubin trwaly Lupinus poly-
phyllus Lindl., rdestowca ostrokonczystego Reynoutria japonica Houtt. oraz nawlo¢
kanadyjska Solidago canadensis L. i pdzna S. gigantea Aiton., ujete w jeden takson
Solidago spp. Wszystkie badane gatunki sg kenofitami (gatunkami, ktére przybyty i
zadomowity sie w Europie po odkryciu Ameryki w 1492 r.). W Polsce zajmuja one
siedliska naturalne, pélnaturalne i antropogeniczne. Posiadajg status zadomowio-
nych gatunkéw inwazyjnych (Tokarska-Guzik i in. 2012). Wiekszo$¢ z nich posiada
najwyzsza, IV kategori¢ inwazyjnosci w Polsce, co oznacza, ze ich wystepowanie na
obszarze kraju ma bardzo istotny wplyw na rodzime ekosystemy. Wiekszo$¢ z nich
nadal zwieksza liczbe stanowisk lub/i zajmowany obszar. Jedynie tubin trwaly
nalezy do III kategorii inwazyjnosci (czyli gatunkow, ktére wystepuja na niewielu
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stanowiskach z duzg ilo$ciowoscig lub w rozproszeniu na niewielu stanowiskach, o
znaczacym zagrozeniu ekologicznym, ekonomicznym lub spotecznym), a stonecz-
nik bulwiasty nalezy do II kategorii inwazyjnosci (reprezentuje gatunki, ktére juz
ujawnily wilasciwoéci inwazyjne w niektorych regionach kraju i zwigkszaja swdj
potencjal inwazyjny) (Tokarska-Guzik i in. 2012).

Inwentaryzacje gatunkéw inwazyjnych przeprowadzono w miejscowosciach i
przy szlakach komunikacyjnych, do ktérych zaliczono drogi krajowe, drogi lokalne,
drogi prowadzace z osad do pol uprawnych i uzytkéw zielonych oraz szlaki tury-
styczne. Miejsca te potraktowano jako najistotniejsze, potencjalne zZrodta rozprze-
strzeniania si¢ gatunkow inwazyjnych do ekosystemoéw naturalnych. W miejscowo-
$ciach rejestrowano obecno$¢ badanych gatunkéw zielnych wzdluz ulic i na pry-
watnych posesjach, przy czym analiza na posesjach byta wykonywana ,,z ulicy” lub
przy uzyciu lornetki. Podczas inwentaryzacji szlakéw komunikacyjnych, obserwo-
wano roéwniez przylegajace do nich obszary bedace w zasiegu wzroku i pola widze-
nia lornetki. Sumaryczna diugo$¢ zinwentaryzowanych szlakéw komunikacyjnych
wyniosta 131 km. Stanowiska inwentaryzowanych gatunkéw lokalizowano odbior-
nikiem GPS, notowano typ zajmowanego siedliska z uwzglednieniem stopnia jego
wilgotnosci oraz charakteryzowano typ realizowanej reprodukcji (rozmnazanie
generatywne i/lub pomnazanie wegetatywne). Stopien inwazyjnosci poszczegol-
nych gatunkow oceniano na podstawie nastgpujacych parametréw, przypisujac im
wartosci w skali od 1 do 5:

1. Liczba pedéw: 1-5 (1), 6-10 (2), 11-20 (3), 21-50 (4), >50 (5);
2. Wielko$¢ platu: < 10 m? (1), 10-100 m? (2), 101-200 m? (3), 201-1000 m? (4),

> 1000 m? (5);

3. Udzial w placie: < 25% (1), 25-50% (2), 51-75% (3), > 75% (4).

4. Wyniki

Na badanym obszarze zinwentaryzowano 102 stanowiska inwazyjnych roélin
zielnych obcego pochodzenia (tab. 1). Najczgsciej na badanym terenie wystepuja
nawtlocie, ktére stwierdzono na 39 stanowiskach, a najrzadziej spotykana jest kol-
czurka klapowana, stwierdzona tylko na 2 stanowiskach (tab. 1). Najwiekszg liczbe
stanowisk inwazyjnych roélin zielnych zanotowano na siedliskach otwartych (46%
wszystkich stanowisk), z czego 35% stanowity przydroza i rowy odwadniajace, 33%
- nieuzytki, 24% - taki i pastwiska, a 8% - zreby i nasadzenia lesne. 36% wszystkich
stanowisk znajdowalo si¢ na terenie prywatnych posesji. Badane taksony notowano
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najrzadziej w zbiorowiskach lesnych i zadrzewieniach (18% wszystkich stanowisk),

z czego 35% stanowily bory i tyle samo zadrzewienia $rédpolne nad brzegami jezior
i ciekéw wodnych, 25% stanowily grady, a 5% - olsy i fegi (ryc. 1, tab. 1). Az 84%
stanowisk znajdowalo sie na siedliskach suchych (ryc. 2). Najczesciej rodliny inwa-
zyjne wystepowaly w matych platach o powierzchni < 10 m* (60% wszystkich sta-

nowisk; ryc. 3). Analizowane platy w 44% stanowisk sktadaly si¢ z ponad 50 pedow,
a w 42% stanowisk udzial pedéw w placie przewyzszat 75%. Najrzadziej stwierdza-
no platy skladajace si¢ z 1-5 pedoéw (9% wszystkich stanowisk) oraz platy, w kto-
rych udzial pedéw w placie dochodzit do 25% (17% wszystkich stanowisk) (ryc. 4,
ryc. 5). Za wyjatkiem jednego stanowiska, na wszystkich roéliny inwazyjne realizo-
waly reprodukcje generatywna lub wegetatywna, lub oba typy jednoczesnie (ryc. 6).

Tabela 1. Lokalizacja i charakterystyka stanowisk inwazyjnych roslin zielnych SPK

o z 2! €| | @

=9 o | ® 3 g S 3
z° gl 2| s8] 2] 2 e
Gatunek 9L 5 el < 2| B = o ©
oY c o) ~ T o |2 ~ o
% o U N | @ | N S °’ u s
S o L = o @ < = =

03w = = > O = 2

A8 o n
E. lobata 54,2233/22,8844 1 1 1 + - | posesja w
E. lobata 22,7956/54.2427 2 1 1 + - | nieuzytek s
H. tuberosus 22,7915/54,2587 5 3 4 + + | posesja s
H. tuberosus 22,7915/54,2587 5 4 4 + + | posesja s
H. tuberosus 22,8678/54,2418 5 4 3 + + | nieuzytek s

poletko

H. tuberosus 22,8732/54,2695 5 3 1 + + o s

towieckie
H. tuberosus 22,8721/54,2600 5 1 1 + + | posesja S
H. tuberosus 22,8919/54,2472 3 2 2 + + | posesja S
H. tuberosus 22,8154/54,2829 5 3 4 + + | nieuzytek s
H. sosnowskyi 22,9073/54,2650 5 2 3 + - | brzeg jeziora w
H. sosnowskyi 22,9080/54,2806 1 1 4 - - | pobocze drogi s
H. sosnowskyi 22,8942/54,2836 2 1 3 + - | nieuzytek s
H. sosnowskyi 22,9084/54,2794 3 1 3 + - | wilgotna Iaka w
I. glandulifera 22,8196/54,2547 5 2 4 + - | brzeg jeziora w
I. glandulifera 22,7910/54,2483 4 1 3 + - | réw/posesja w
I glandulifera 22,7804/54,2587 5 1 4 + - | posesja s
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I. glandulifera 22,7762/54,2306 4 1 3 + posesja s
I. glandulifera 22,8345/54,2568 5 1 3 + posesja w
I glandulifera 22,8137/54,2531 5 3 3 + :?z;,ioracyjny w
I. glandulifera 22,8075/54,2498 5 1 4 + posesja s
I glandulifera 22,8721/54,2852 5 1 4 + posesja s
I. glandulifera 22,9099/54,2705 5 2 4 + réw/posesja w/s
I. glandulifera 54,2549/22,8940 5 4 3 + ciek wodny w
I glandulifera 22,9263/54,2877 5 3 4 + ciek wodny w
I. glandulifera 22,9311/54,2898 5 4 4 + réw w
I. glandulifera 22,8801/54,2582 1 1 4 + nieuzytek s
I glandulifera 22,9391/54,3007 5 2 4 + réw w
I. glandulifera 22,8904/54,2787 2 1 3 + posesja s
I. glandulifera 22,9047/54,2774 5 2 3 + posesja s
I glandulifera 22,8206/54,2558 5 2 4 + nieuzytek w
I. glandulifera brak danych 5 1 4 + posesja s
I parviflora 22,9099/54,2705 4 2 2 + réw/posesja w/s
I parviflora 22,8812/54,2871 5 5 2 + réw/nieuzytek | w/s
I parviflora 22,9434/54,2781 3 1 1 + bor s
I parviflora 22,8826/54,2872 2 1 1 + posesja s
I parviflora 54,2868/22,8805 5 3 1 + nieuzytek w
I parviflora 22,8903/54,2869 4|12 |+ g;’:;%ir s
I parviflora 22,8920/54,2882 5 5 3 + zrab w borze s
L parviflora 22,8567/54,2833 411 |+ pobocze s
drogi/bor
I parviflora 22,8618/54,2839 411+ EZEOCR drogi/ | ¢
L. parviflora 54,2761/22,9355 3031 |+ g;’:;%ir s
I parviflora 22,8889/54,2641 5 2 4 + grad s
L. polyphyllus 22,7944/54,2432 5 3 1 + pobocze drogi s
L. polyphyllus | 22,7927/54,2451 505 2|+ g Zl’;;ii:rogi/ s
L. polyphyllus | 22,8046/54,2395 Y IO R R pobocze drogi/ |
pastwisko
L. polyphyllus 22,8235/54,2353 5 2 4 + pastwisko s
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L. polyphyllus 22,7821/54,2582 5 2 + + | nieuzytek s
L. polyphyllus 22,7680/54,2433 5 4 3 + + | nieuzytek w/s
nieuzytek/
L. polyphyllus 22,7680/54,2433 5 3 2 + + | nasadzenia s
sosnowe
L. polyphyllus 22,7816/54,2582 5 5 1 + + | laka wilgotna w
R. japonica 22,9045/54,2780 301 4| - |+ g:z(v’;zi:mgi/ s
R. japonica 22,9052/54,2882 5 2 4 + + | nieuzytek s
R. japonica 22,9082/54,2818 4 1 4 + + | skraj olsu w
R. japonica 22,9082/54,2818 41| a4+ |+ g Z:Z;_Z(’na s
R. japonica 22,8951/54,2843 4 1 4 + + | posesja s
R. japonica 22,8462/54,2846 5 2 4 - + | grad s
R. japonica 22,8470/54,2838 5 4 4 + + | grad S
R. japonica 22,8478/54,2816 5 4 4 + + | grad s
R. japonica 22,8486/54,2804 5 1 4 + + | grad s
R. japonica 22,8648/54,2844 5 3 4 + + | pastwisko s
R. japonica 22,9372/54,2947 11 4]+ |+ g:l’t(v’;zi:mgi/ s
R. japonica 22,8998/54,2828 1 1 4 + + | nieuzytek s
R. japonica 22,7802/54,2633 5 2 4 + + | posesja s
Solidago spp. 22,8666/54,2859 2 1 2 + + | pastwisko s
Solidago spp. 22,9470/54,3043 3 1 1 + + | pobocze drogi s
Solidago spp. 22,8663/54,2856 1 1 1 + + | posesja s
Solidago spp. 22,8662/54,2856 4 1 3 + + | posesja s
Solidago spp. 22,8557/54,2603 1 1 2 + + | posesja s
Solidago spp. 22,8904/54,2787 5 1 4 + + | posesja s
Solidago spp. 54,2609/22,8601 3 1 2 + + | pobocze drogi s
Solidago spp. 54,2609/22,8601 3 1 2 + + | nieuzytek s
Solidago spp. 22,8647/54,2601 3 1 2 + + | nieuzytek s
Solidago spp. 22,8614/54,2526 5 2 4 + + | posesja s
Solidago spp. 22,9410/54,2805 2 1 2 + + | bor s
Solidago spp. 22,9398/54,2783 3 1 2 + + | bor s
Solidago spp. | 22,8942/54,2474 T S O O A iid;lee;fs s
Solidago spp. 22,8919/54,2472 3 1 3 + + | posesja s

197



zadrzewienie

Solidago spp. 22,8775/54,2493 2 1 2 + + | napolu
uprawnym
Solidago spp. 22,9047/54,2817 3 1 3 + + | posesja
Solidago spp. 22,9047/54,2774 5 2 4 + + | posesja
Solidago spp. 22,9047/54,2761 5 1 2 + + | posesja
Solidago spp. 22,9018/54,2700 2 1 1 + + | posesja
Solidago spp. 22,8918/54,2657 4 2 2 + + | posesja
Solidago spp. 22,8294/54,2651 2 1 2 + + | posesja
Solidago spp. 22,8202/54,2556 3 1 4 + + | posesja
Solidago spp. 22,7964/54,2436 3 1 4 + + | posesja
Solidago spp. 22,9190/54,2422 3 1 4 + + | posesja
Solidago spp. | 22,8177/54,2309 21| 4|+ |+ g::’t;’;zi:mgi/
Solidago spp. | 22,7951/54,2428 2| 1| 3| 4 | 4+ |Poboczedmogy
posesja
Solidago spp. 22,7915/54,2587 5 2 3 + + | posesja
Solidago spp. | 22,7703/54,2428 5|2 |4 | g | 4 | Meunteld
pastwisko/laka
Solidago spp. 22,7834/54,2320 2 1 3 + + | posesja
Solidago spp. | 22,8170/54,2206 301 |4 + |+ g;’:;j:g
Solidago spp. 22,8507/54,2202 3 1 3 + + | posesja
Solidago spp. 22,8653/54,2160 3 1 4 + + | pastwisko
Solidago spp. 22,9048/54,2215 2 1 3 + + | nieuzytek
Solidago spp. 22,9264/54,2696 4 2 3 + + | nieuzytek
Solidago spp. 22,8920/54,2882 2 1 3 + + | zrab w borze
Solidago spp. 22,9182/54,2704 4 1 4 + + | lgka
Solidago spp. 22,9179/54,2591 3 1 4 + + | posesja
Solidago spp. 22,8345/54,2568 3 1 4 + + | posesja
Solidago spp. 22,8721/54,2852 3 1 2 + + | posesja

Objasnienia: Wartos¢ parametréw podano w skali 1-5 (Rozdz. 3). Rozmnazanie generatywne i wegeta-
tywne: + obecne, — brak. Wilgotnos¢ siedliska: w — wilgotne, s — suche

Zrédto: badania wiasne
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Echinocystis lobata zlokalizowano na 2 malych stanowiskach: nad prywatnym
stawem w Szurpitach, niedaleko jez. Szurpily oraz na nieuzytku w okolicach Bfa-
skowizny. Bardzo male platy tej rosliny w pierwszej lokalizacji obejmuja 5 osobni-
kéw, a w drugiej ok. 10 osobnikéw. W obu lokalizacjach ich pokrycie jest niewielkie
i nie przekracza 25%. W obu miejscach kolczurka intensywnie kwitnie i wyksztalca
liczne owoce (tab. 1).

Helianthus tuberosus zanotowano na 7 stanowiskach, ktore wystepuja w nasa-
dzeniu na poletku lowieckim, nieuzytkach i prywatnych posesjach. Na 5 stanowi-
skach gatunek ten tworzy duze platy, o powierzchni do 200 m? a nawet do 1000 m?,
a na 2 stanowiskach do 100 m? i < 10 m* Na wiekszosci stanowisk liczba pedow
topinamburu przewyzsza 50, a ich pokrycie w zajetym placie jest bardzo zréznico-
wane i obejmuje wszystkie wyrdznione kategorie. Na kazdym z zajmowanych sta-
nowisk stonecznik bulwiasty kwitnie i pomnaza si¢ wegetatywnie (tab. 1).

Heracleum sosnowskyi stwierdzono na 4 stanowiskach w polnocnej czesci
parku, w otoczeniu miejscowosci Kleszczéwek, z czego 2 stanowiska na siedliskach
suchych, a 2 na wilgotnych. Najwieksze stanowisko tworzace ptat o powierzchni ok.
100 m*i skladajace sie z ponad 50 peddw i pokryciu powyzej 75%, znajduje si¢ nad
brzegiem jeziora Okraglego. W pozostalych lokalizacjach barszcz tworzy platy do
10 m? z liczbg pedow w placie wahajaca sie od 1 do 20 i pokryciem do 75%.
Za wyjatkiem stanowiska przydroznego, w pozostalych lokalizacjach gatunek ten
intensywnie kwitnie i owocuje (tab. 1).

Impatiens glandulifera zanotowano na 18 stanowiskach, w polowie na siedli-
skach suchych i w polowie na wilgotnych, gléwnie na posesjach (50% stanowisk)
iw miejscach otwartych (35% stanowisk), wsréd ktérych dominuja przydrozne
rowy odwadniajgce. Niecierpek gruczotowaty najczesciej tworzy male platy,
o powierzchni do 10 m* (50% stanowisk) lub do 100 m* (28% stanowisk). Dominu-
jaca czes¢ platow (75% stanowisk) jest utworzona przez ponad 50 pedéw, wystepu-
jacych z pokryciem powyzej 75% (61% stanowisk) lub w granicach 50-75% (39%
stanowisk). Niecierpek wszedzie intensywnie kwitnie i owocuje (tab. 1).

Impatiens parviflora wykazano na 11 stanowiskach w pétnocnej czesci parku,
w przewazajacej wigkszosci znajdujacych sie na siedliskach suchych (77% stano-
wisk). 54,5% wszystkich stanowisk wystepuje na siedliskach borowych, a 45% na
siedliskach otwartych: nieuzytkach, rowach i posesjach. W 5 lokalizacjach niecier-
pek drobnokwiatowy tworzy mate platy o powierzchni do 10 m’. Stwierdzono
réwniez taka sama liczbe platow w kategoriach 100 m? 200 m®i powyzej 1000 m’.
Wigkszos¢ stanowisk charakteryzuje sie znaczng liczbg pedéw w placie, dochodzaca
do 50 pedow (4 stanowiska) lub przewyzszajaca 50 pedow (4 stanowiska). Pokrycie
niecierpka w placie jest jednak najczesciej niewielkie i nie przekracza 25% (6 sta-
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nowisk) lub waha si¢ w granicach 25-50% (3 stanowiska). We wszystkich lokaliza-
cjach I parviflora intensywnie kwitnie i owocuje (tab. 1).

Lupinus polyphyllus stwierdzono na 8 stanowiskach w zachodniej czesci par-
ku, gdzie wystgepuje wylacznie na siedliskach otwartych, gtéwnie przydrozach,
nieuzytkach i pastwiskach, z ktérych wiekszo$¢ jest sucha (78% stanowisk). Wiel-
kos¢ platow tworzonych przez tubin jest bardzo zréznicowana i z podobnym udzia-
fem obserwowano wszystkie wyréznione kategorie wielkosci. Bez wzgledu na wiel-
kos¢ platéw, wigkszos¢ z nich jest tworzona przez ponad 50 pedow (7 stanowisk).
Udziat pedéw w placie jest najczesciej niewielki i dochodzi do 25% (3 stanowiska)
lub do 50% (3 stanowiska). We wszystkich lokalizacjach L. polyphyllus rozmnaza si¢
generatywnie i rozrasta wegetatywnie (tab. 1).

Reynoutria japonica zanotowano na 13 stanowiskach, gtéwnie na siedliskach
suchych, znajdujacych si¢ w pétnocnej czesci parku. Wigkszoé¢ stanowisk znajduje
sie na siedliskach otwartych - nieuzytkach i pastwiskach (5 lokalizacji) oraz
w lasach (5 lokalizacji), gtéwnie w gradach. Na 54% stanowisk rdestowiec tworzy
platy male, o powierzchni do 10 m? a na 23% do 100 m’>. Dwa najwieksze platy
dochodzace do 1000 m* znajduja si¢ w gradzie niedaleko miejscowosci Dzierwany.
Liczba pedow nadziemnych jest zazwyczaj bardzo duza i znacznie przekracza naj-
wyzszg kategori¢ 50 pedow (54% stanowisk) lub waha si¢ od 20 do 50 (23% stano-
wisk). Tylko w dwdch lokalizacjach zaobserwowano mate skupienia tego gatunku.
Na wszystkich stanowiskach R. japonica wystepuje z bardzo duzym pokryciem,
dochodzacym do 100%, poniewaz intensywnie pomnaza si¢ wegetatywnie poprzez
mocne kigcza. Na 85% stanowisk rdestowiec intensywnie kwitnie, ale nie wytwarza
nasion, podobnie jak w innych czesciach Polski (tab. 1).

Solidago spp. wykazano na 39 stanowiskach, ktére za wyjatkiem jednego cha-
rakteryzujg si¢ podtozem suchym i sg zlokalizowane gléwnie na posesjach (55%
stanowisk) i siedliskach otwartych (33% stanowisk). Wiekszos¢ platéw jest bardzo
mala, o powierzchni ponizej 10 m* (85% stanowisk) lub dochodzacej do 100 m?
(15% stanowisk). Liczba peddéw w placie jest zréznicowana, ale najczesciej sa one
tworzone przez 11-20 pedow (41% stanowisk) lub 6-10 pedow (26% stanowisk).
Pokrycie nawloci w platach jest réwniez zréznicowane, a jej udzial dochodzi do
50% (31% stanowisk), do 75% (26% stanowisk) i do 100% (33% stanowisk).
We wszystkich lokalizacjach Solidago kwitnie i owocuje oraz pomnaza si¢ wegeta-
tywnie (tab. 1).
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5. Dyskusja

Przeprowadzone badania dowodza, ze zielne rosliny inwazyjne sa coraz po-
wazniejszym problemem na obszarze Suwalskiego Parku Krajobrazowego. Liczba
102 stanowisk stwierdzonych po zinwentaryzowaniu 131 km szlakéw komunika-
cyjnych wskazuje, ze statystycznie co 1,28 km mozna napotka¢ na tym obszarze
plat zielnej rosliny inwazyjnej. W poréwnaniu z badaniami prowadzonymi analo-
giczna metoda w latach poprzednich, cho¢ tylko w granicach parku, liczba ta jest
dwukrotnie wyzsza w stosunku do 55 stanowisk zielnych roslin inwazyjnych wyka-
zanych przez Sliwiniskiego i in. (2009) i 47 stanowisk tychze roélin zanotowanych
przez Zajac i in. (2015). Mimo, ze sposob klasyfikacji siedlisk w obu opracowaniach
jest odmienny niz w niniejszej pracy i autorzy ujmuja w nich réwniez stanowiska
inwazyjnych drzew i krzewoéw, to podobnie jak w obu opracowaniach, wiekszos¢
inwazyjnych roélin skupia si¢ na posesjach i siedliskach otwartych, ktére s3 typo-
wym elementem krajobrazu parku. Niepokoi jednak fakt, ze po raz pierwszy
stwierdzono wyrazng tendencj¢ do wchodzenia tych roslin do naturalnych zbioro-
wisk lesnych, co dotyczy gléwnie R. japonica i I. parviflora oraz pojawiania si¢ ich
w ekosystemach mokradtowych, jak H. sosnowskyi nad jez. Okragle, gdzie bardziej
niz w przypadku innych typéw ekosysteméw, zaktocaja one funkcje ekosystemu,
zaburzaja jego ustugi ekologiczne i sa bardzo trudne do usunigcia (Dajdok, Pawla-
czyk 2009).

W poréwnaniu do danych Sliwiniskiego i in. (2009), wiekszo$¢ badanych
gatunkow (H. tuberosus, 1. glandulifera, I. parviflora, R. japonica i Solidago spp.)
zwiekszyla liczbe stanowisk. Z kolei w przypadku E. lobata i L. polyphyllus, stwier-
dzono mniejszg liczbe stanowisk, a liczba stanowisk H. sosnowskyi nie zmienita sie.
Spadek liczby stanowisk E. lobata i L. polyphyllus wynika z niemal calkowitego ich
wyeliminowania z ogrédkéw przydomowych. Moze to by¢ wymiernym efektem
akeji edukacyjnych prowadzonych przez pracownikéw SPK we wspdlpracy ze
szkotami i lokalnymi samorzgdami (Swierubska, inf. ustna). W ogrodach nadal
chetnie sadzone s3 nawlocie. Liczba ich stanowisk na posesjach podwoila sie
w krotkim czasie. Wyniki obserwacji wskazujg rowniez, ze stanowiska przydomowe
staly si¢ Zrédlem dyspersji wszystkich uprawianych gatunkéw. Obecnie opanowaly
one zaréwno siedliska otwarte (przydroza, rowy odwadniajace, nieuzytki, faki
i pastwiska), jak i ekosystemy lesne. I. parviflora z zagajnikoéw i miejsc ruderalnych
rozprzestrzenil sie gtéwnie do boréw. Natomiast H. sosnowskyi catkowicie zmienit
lokalizacje swoich stanowisk. Stanowiska tego gatunku potozone pierwotnie
w centralnej czesci parku zostaly skutecznie wyeliminowane w latach 2011-2013
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(Swierubska, inf. ustna), ale powstaly kolejne w otoczeniu miejscowosci Kleszcz6-
wek.

W poréwnaniu do badan Sliwiriskiego i in. (2009), zmienita sie réwniez wiel-
kos¢ stanowisk ro$lin inwazyjnych w SPK. Sliwiriski i wspétautorzy (2009) okreslili
je w wiekszosci jako niewielkie, tworzone przez 1-10 osobnikéw i zajmujace po-
wierzchnie nieprzekraczajacg 10 m?. Kilka lat pdzniej Zajac i in. (2015) zaobserwo-
wali, Ze na wiekszoéci stanowisk wzrosta liczba osobnikéw (do 50 osobnikdw).
Nasze badania wykazaly, ze powierzchnia zajmowanych platéw przez inwazyjne
rodliny zielne jest w dalszym ciaggu w ponad potowie przypadkéw niewielka (do 10
m?), jednak pojawiajg sie stanowiska wieksze, szczegolnie w przypadku I. parviflora
i L. polyphyllus. Liczba pedéw na notowanych stanowiskach réwniez zwigkszyta sie,
poniewaz az 44% stanowisk jest tworzona przez ponad 50 pedow. Tak liczebne
stanowiska, z r6zng czestotliwoscia, stwierdzono dla wszystkich badanych gatun-
kéw, najczedciej jednak w przypadku H. tuberosus, L. polyphyllus, I. glandulifera
i R. japonica.

Obserwacje wskazuja na postepujacy proces inwazji roslin zielnych na obsza-
rze SPK. Swiadczy o tym zwiekszanie liczby zajmowanych stanowisk oraz ich wiel-
kosci, wzrost zageszczania pedow w placie (az w 42% stanowisk zageszczenie prze-
kracza 75%) oraz zajmowanie nowych typéw siedlisk, szczegélnie o charakterze
naturalnym. W duzej mierze przyczyniaja si¢ do tego rozne formy aktywnosci
ludzkiej. Ogromng role w intensyfikacji procesu inwazji na terenie SPK odgrywaja
wlasciwosci biologiczne roslin inwazyjnych, gtéwnie zdolno$¢ do reprodukcji gene-
ratywnej i pomnazania wegetatywnego.

Podziekowania

Skladamy serdeczne podzigkowania dyrektor Suwalskiego Parku Krajobrazowego Teresie
Swierubskiej za wsparcie merytoryczne oraz pracownikom parku za pomoc w udostepnie-
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Wptyw czynnikow abiotycznych srodowiska
przyrodniczego na stan zachowania populagji
sasanki otwartej Pulsatilla patens (L.) Mill.

w Nadlesnictwie Pomorze w Puszczy Augustowskiej
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Streszczenie: Poznanie oddziatywania czynnikéw abiotycznych na gatunki zagrozone roslin stanowi podstawe
do oceny ryzyka ich wyginiecia w najblizszym czasie. Celem pracy jest ocena wptywu wybranych czynnikéw
abiotycznych $rodowiska przyrodniczego (natezenia promieniowania stonecznego, temperatury powietrza
atmosferycznego i temperatury gleby) na strukture populacji sasanki otwartej Pulsatilla patens (L.) Mill. na
stanowisku w okolicach wsi Berzniki, w Nadlesnictwie Pomorze w Puszczy Augustowskiej. Badania populacji
prowadzono w sezonie wegetacyjnym 2014 roku, na powierzchni badawczej o tacznej wielkoéci 3447 m*
Miejsce wystepowania badanej populagji zlokalizowano na podstawie danych uzyskanych od Pawlikowskiego.

W badanej populacji najwieksza liczbe osobnikéw (19,3%) odnotowano w odlegtosci 5 m od drogi, przy nate-
zeniu promieniowania stonecznego z zakresu 18-20 kix. Najwieksze skupiska osobnikéw generatywnych sasanki
otwartej lokuja sie w odlegtosci 5 m od drogi (3,8%), a osobnikéw wegetatywnych w odlegtosci do 8 m (74,6%).
Najwieksza liczbe peddéw generatywnych (21,7%) i wegetatywnych (17,9%) stwierdzono u osobnikéw w odle-
gtosci 5 m od drogi, a pedéw juwenilnych w odlegtosci 6 m (29,2%). Obecnos¢ najwiekszej liczby osobnikow
(68,1%) okreslono przy temperaturze powietrza powyzej 20°C i temperaturze gleby powyzej 10°C. Przy poda-
nych wartosciach temperatury, osobniki osiggaja wysoko$¢ od 35 cm do 53 c¢cm (przy $redniej w populacji 19,4
cm) i rozpietos¢ przyziemnej rozety od 10 cm do 30 ¢cm (przy $redniej w populacji 8,1 cm).

Analiza wptywu czynnikéw abiotycznych wykazata, ze na analizowanym stanowisku panuja korzystne warunki
do wzrostu i rozwoju osobnikéw w badanej populacji. Najwiecej osobnikéw sasanki otwartej stwierdzono
w miejscach, do ktérych dociera duza ilo$¢ ciepta pochodzgcego z nastonecznienia, oraz odznaczajacych sie
najbardziej korzystnymi warunkami termicznymi dla funkcjonowania badanej populacji.

Stowa kluczowe: gatunek zagrozony, natezenie promieniowania stonecznego, temperatura powietrza atmosfe-
rycznego, temperatura gleby, pétnocno-wschodnia Polska

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
Biatystok 2016 / ISBN 978-83-62069-72-9 Rosliny i grzyby — badania srodowiskowe i laboratoryjne
strony: 205-217 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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1. Wstep

W procesach wzrostu i rozwoju gatunkéw roélin, jak podkreslaja Larcher
(2003), Schulze (2005), Hopkins i Hiiner (2009), Nobel (2009), Hodson i Bryant
(2012), zasadnicze znaczenie odgrywaja czynniki $rodowiska przyrodniczego.
Okreslenie wplywu czynnikéw $rodowiskowych na gatunki zagrozone roslin nie
tylko wnosi wiele danych do poznania prawidtowosci ich rozwoju, ale takze pozwa-
la na oceng ryzyka wyginiecia danego taksonu w najblizszym czasie. Szczego6lng role
odgrywa réwniez poszukiwanie optymalnych zakreséw oddzialywania czynnikéw
srodowiskowych do zachowania dalszej egzystencji zagrozonych wyginigciem
taksonéw. Celem pracy jest ocena wplywu wybranych czynnikéw abiotycznych
srodowiska (nate¢zenia promieniowania stonecznego, temperatury powietrza atmo-
sferycznego i temperatury gleby) na strukture populacji sasanki otwartej Pulsatilla
patens (L.) Mill. na stanowisku w okolicach wsi Berzniki, w Nadlesnictwie Pomorze
w Puszczy Augustowskiej. Sasanka otwarta jest to takson zagrozony w skali euro-
pejskiej i notowany w Zalaczniku II Dyrektywy Siedliskowej (92/43/EWG) oraz
w Zalaczniku I Konwencji Bernenskiej. W Polsce podlega $cistej ochronie gatun-
kowej i wymaga ochrony czynnej (Dz.U. z 2014 r., poz. 1409) oraz ochrony w for-
mie wyznaczania obszaréw Natura 2000 (Dz.U. z 2005 r., nr 94, poz. 795). Najlepiej
zachowane i najliczniejsze populacje wystepuja w pdinocno-wschodniej czesci
kraju. W miare zblizania si¢ w kierunku zachodniej granicy zasiegu tego taksonu,
jego stanowiska sg coraz bardziej rozproszone i liczag pojedyncze osobniki (Wéjto-
wicz 2000; Pigko$-Mirkowa, Mirek 2003). W ramach prowadzonego monitoringu,
odnotowuje sie ciagly spadek liczby stanowisk i zmniejszanie si¢ liczby osobnikéw
na stanowiskach wystepowania sasanki otwartej (Monitoring GIOS, 2010-2011).
Wstepne obserwacje wykazaly, ze o mozliwosci zachowania i przetrwania tego
gatunku w duzej mierze decyduja warunki $rodowiskowe (Laska, Sienkiewicz
2013). Analiza wptywu zmiennych warunkéw siedliska na populacje pozwolila na
dokonanie oceny stanu zachowania i ogdlnej kondycji osobnikéw. Okreslenie
w badaniach cech demograficznych, rozmieszczenia osobnikéw i struktury prze-
strzennej populacji oraz struktury faz rozwojowych i struktury wielkosci osobni-
kéw, umozliwilo takze ocene stopnia zagrozenia gatunku w aspekcie opracowania
skutecznych kierunkéw ochrony istniejacych populacji (Laska, Sienkiewicz 2014,
2015). Obecny stopien zagrozenia sasanki otwartej, obok okreslanych przez wielu
autoréw przyczyn zagrozenia tego gatunku (Zukowski, Jackowiak 1995; Parusel
1996; Nowak 1997; Tokarska-Guzik, Chmura 1998; Wéjtowicz 2000; 2004; Nowak,
Spafek 2002; Kacki 2003; Mirek, Pieko$-Mirkowa 2008) wymaga identyfikacji
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optymalnych warunkoéw siedliskowych, w tym abiotycznych, do dalszej egzystencji
populacji sasanki otwartej w poétnocno-wschodniej czgsci kraju.

2. Teren badan

Badania populacji sasanki otwartej prowadzono w péinocno-wschodniej Polsce,
na obszarze Nadlesnictwa Pomorze w Puszczy Augustowskiej, na stanowisku
w okolicach miejscowosci Berzniki (ryc. 1). Jest to teren nalezacy do sieci obszaréw
Natura 2000 jako Specjalny Obszar Ochrony Siedlisk ,,Ostoja Augustowska” PLH
200005 i Obszar Specjalnej Ochrony Ptakéw ,,Puszcza Augustowska” PLB200002
(www.natura2000.gdos.gov.pl). Teren nadlesnictwa obejmuje kompleks lesny
o powierzchni 15 864,4 ha, polozony w pétnocno-wschodniej czgsci Puszczy Augu-
stowskiej, z ktérego 6364 ha zajmuja Obszary Chronionego Krajobrazu ,,Pojezierze
Sejnenskie” oraz ,Puszcza i Jeziora Augustowskie” (RDPL, Bialystok). Teren ten
odznacza sie chlodnym klimatem, z cechami kontynentalizmu i z duza liczba dni
mroznych. Srednia temperatura roczna wynosi 6,6°C. Okres wegetacyjny jest krotki
i trwa od 190 do 195 dni. Ustonecznienie wynosi $rednio rocznie 1632 godziny.
Liczba dni pogodnych z pelnym nastonecznieniem jest niewielka i wynosi od 30 do
50 dni (Sokotowski 2010).

Pomorze

Nadl. Suwatki

Suwaki

Rozpuda

S Swmba g

Nadl. Szpzebra

Plaska

Nadl. Plaska

Augustow

Mikaszowka

Nadl. Augi)sféw Balinka

Bialobrzegi
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P Are

Rycina 1. Lokalizacja stanowiska sasanki otwartej na obszarze Puszczy Augustowskiej

Zrédto: Opracowanie wiasne na podstawie danych z RDLP Biatystok (2016)
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3. Materiaty i metody badan

Badania terenowe prowadzono w sezonie wegetacyjnym 2014 roku. Miejsce
wystepowania badanej populacji sasanki otwartej zlokalizowano na podstawie
informacji uzyskanych od Pawlikowskiego (dane niepubl.). Stanowisko wystepo-
wania tego gatunku o lacznej powierzchni 3447 m* podzielono na mniejsze poletka
podstawowe o wielkoéci 1 m*. W trakcie prac terenowych odnotowano liczebno$é
osobnikéw na poszczegdlnych poletkach badawczych, z uwzglednieniem faz roz-
wojowych osobnikéw (juwenilnej, wegetatywnej i generatywnej). Okreslono réw-
niez wysoko$¢ osobnikéw, srednice przyziemnej rozety i liczbe pedéw. Dodatkowo
na stanowisku, w odstepach co 1 m od krawedzi drogi (przyjeto jako 0 m) w kie-
runku zwartego okapu lasu (do 23 m), wykonywano jednokrotny pomiar natezenia
promieniowania stonecznego (na wysokosci 1-2 cm nad powierzchnig ziemi),
temperatury powietrza atmosferycznego (na wysokosci 5cm nad powierzchnig
ziemi) i temperatury gleby (na gtebokosci 10 cm). Pomiaru temperatury powietrza
atmosferycznego i temperatury gleby dokonywano przy uzyciu wodoszczelnego
pH-metru Elmetron CP401 (zakres od -50°C do 199,9°C), a natezenia $wiatla sto-
necznego z wykorzystaniem wielofunkcyjnego urzadzenia do pomiaréw $rodowi-
skowych Voltcraft DT8820 (zakres od 20 do 20000 1x). Wartosci natezenia promie-
niowania stonecznego podano w kiloluxach (klx=10" Ix).

4, Wyniki badan

4.1. Liczebnos$¢ i rozmieszczenie osobnikow oraz struktura faz
rozwojowych a wptyw natezenia promieniowania stonecznego

W badaniach stwierdzono, ze w populacji sasanki otwartej liczebno$¢ i roz-
mieszczenie osobnikdéw zwigzane jest z natgzeniem promieniowania stlonecznego.
Zaobserwowano, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy rozmieszczeniem osobnikéw
w badanej populacji a panujacymi warunkami $wietlnymi. W analizowanej popula-
cji okreslono wystepowanie 690 osobnikéw w odleglosci od 1 m do maksymalnie
23 m w kierunku zwartego okapu lasu. Najwi¢kszg liczbe osobnikéw sasanki otwar-
tej (19,3%) odnotowano w odlegtosci 5 m od drogi, przy natezeniu promieniowania
stonecznego z zakresu 18-20 klx. Mniejsza liczbe osobnikéw tego gatunku (16,7%)
obserwowano w odleglosci 6 m od drogi. Najmniejsza liczbe osobnikéw (1%) od-
notowano powyzej 15 m od drogi, przy natezeniu promieniowania slonecznego
ponizej 10 klx.
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Badania wykazaly, ze wraz ze zwigkszajaca si¢ odlegtoscig od drogi i maleja-
cym natgzeniem promieniowania slonecznego, zmniejsza si¢ liczba osobnikéw
sasanki otwartej w poszczegolnych fazach rozwoju. W badanej populacji obecnos¢
osobnikéw generatywnych stwierdzono maksymalnie w odleglosci do 16 m od
drogi (0,7%), ale najwieksze ich skupiska lokuja si¢ blizej drogi w warunkach do-
brego nastonecznienia, w odlegloéci 5 m od drogi (3,8%). Odlegloé¢ do 23 m sta-
nowi granice wystepowania osobnikéw wegetatywnych (0,2%), a w odleglosci 5 m
od drogi odnotowano najwieksza liczbe osobnikéw w tej fazie rozwoju (16,4%).
Istotna liczba osobnikow wegetatywnych lokuje si¢ w odleglosci nie wiekszej niz do
8 m (74,6%) (ryc. 2). W miare zblizania si¢ do zwartego okapu lasu, liczba osobni-
kéw w poszczegdlnych fazach rozwoju maleje.

W badaniach stwierdzono réwniez zaleznos¢ pomiedzy liczbg pedéw a nate-
zeniem promieniowania stonecznego. Najwieksza liczbe peddw generatywnych
(21,7%) i pedoéw wegetatywnych (17,9%) zaobserwowano u osobnikéw w odlegtosci
5m od drogi. Najwicksza liczbe¢ pedéw juwenilnych odnotowano u osobnikéw
w odlegltosci 6 m od drogi (29,2%). U osobnikéw wystepujacych przy najwiekszych
warto$ciach promieniowania stonecznego, okreslono do 13 pedow kwiatowych,
przy przewadze 1 pedowych osobnikéw generatywnych (ryc. 3).
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Rycina 2. Udziat catkowitej liczby osobnikéw (N), liczby osobnikow generatywnych (G) i wegeta-
tywnych (W) w badanej populacji w zaleznosci od odlegtosci od drogi

Zrédio: opracowanie whasne.
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Rycina 3. Udziat catkowitej liczby pedow (N), liczby peddw juwenilnych (J)), generatywnych (G)
i wegetatywnych (W) w badanej populacji w zaleznosci od odlegtosci od drogi

Zrédto: opracowanie wiasne.

4.2. Liczebno$¢ i rozmieszczenie osobnikéw oraz struktura wielkosci
a wptyw temperatury powietrza atmosferycznego i temperatury
gleby

W badaniach zaobserwowano, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy odlegtoscia od
drogi a wartosciami temperatury powietrza atmosferycznego i temperatury gleby.
Wraz z oddalaniem si¢ od drogi w kierunku zwartego okapu lasu, badane wartosci
maleja. Badania wykazaly, ze $rednia temperatura powietrza, okres§lona w odleglo-
$ci 1 m od drogi, osiaga wieksze wartosci (27,25+7,13) niz $rednia temperatura
odnotowana w odlegtosci 10 m od drogi (25,95+5,16). W odlegtosci 13 m od drogi
odnotowano temperature powietrza na poziomie 17,8°C. Wraz ze wzrostem odle-
glodci od drogi w kierunku zwartego okapu lasu, temperatura powietrza maleje
0 10°C. Badania wykazaly takze wigksza $rednig temperature gleby blizej drogi
(18,57+4,58) niz w odleglosci 10 m od krawedzi drogi (12,80+4,67). Wraz z maleja-
cg odlegloscia od drogi, temperatura gleby wzrasta o 8°C (ryc. 4).
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Rycina 4. Zmiennos$¢ temperatury powietrza i temperatury gleby w odlegtosci od drogi do
wnetrza lasu w badanej populacji na obszarze Puszczy Augustowskiej

Zrédto: opracowanie wiasne.

W badanej populacji sasanki otwartej okreslono zwigzek pomiedzy wielkoscia
osobnikéw a panujacymi warunkami termicznymi. Stwierdzono, ze wraz ze wzro-
stem temperatury zwigksza sie¢ wysoko$¢ i rozpigto$¢ przyziemnej rozety osobni-
kéw tego gatunku w populacji. Przy temperaturze powietrza powyzej 20°C i tempe-
raturze gleby powyzej 10°C, okreslono obecnos¢ 470 osobnikéw, w tym 77 osobni-
kow generatywnych i 393 osobnikdéw wegetatywnych. Przy temperaturze powietrza
powyzej 20°C i temperaturze gleby ponizej 10°C, w badanej populacji odnotowano
obecnosc¢ 45 osobnikéw, w tym 5 osobnikéw generatywnych i 40 osobnikéw wege-
tatywnych. Przy temperaturze powietrza ponizej 20°C i temperaturze gleby ponizej
10°C, okreslono wystepowanie 175 osobnikéw sasanki otwartej, w tym 20 osobni-
kow generatywnych i 155 osobnikéw wegetatywnych. Osobniki tego gatunku,
wystepujace w odleglosci 1 m od drogi, osiagaja wysokos¢ od 35 cm do 53 cm,
w odleglosci 5 m od drogi - od 4 cm do 58 cm, a w odleglosci 10 m od drogi cha-
rakteryzuja si¢ wysokoscig od 10 cm do 45 cm, przy $redniej wysokosci osobnikéw
w badanej populacji sasanki otwartej wynoszacej 19,4 cm. Osobniki wystepujace
w odlegtosci 1 m od drogi osiagaja wielko$¢ $rednicy przyziemnej rozety od 10 cm
do 30 cm, w odlegtosci 5 m od drogi — od 0,5 cm do 29 cm, a w odlegtosci 10 m od
drogi charakteryzujg si¢ rozpietoscia przyziemnej rozety od 0,5 cm do 35 cm, przy
$redniej wartosci tej cechy w badanej populacji wynoszacej 8,1 cm (ryc. 5).
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Rycina 5. Wysokos¢ i rozpieto$¢ przyziemnej rozety osobnikow sasanki otwartej w zaleznosci od
odlegtosci od drogi w badanej populacji na obszarze Puszczy Augustowskiej

Zrédto: opracowanie wiasne.

5. Dyskusja

Na procesy wzrostu i rozwoju osobnikéw sasanki otwartej na badanym sta-
nowisku majg wplyw abiotyczne czynniki srodowiska przyrodniczego. Stwierdzo-
no, ze osiaganie przez osobniki kolejnych etapéw cyklu zyciowego, zwigzane jest
z obecnoscig korzystnych wartosci insolacji $wietlnej, temperatury powietrza
i temperatury gleby. W badanej populacji najwieksza liczbe osobnikéw sasanki
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otwartej odnotowano przy natezeniu promieniowania stonecznego z zakresu 18-20
klx, temperaturze powietrza powyzej 20°C i temperaturze gleby powyzej 10°C.
Podobne réznice w liczbie osobnikéw, w zaleznosci od wartodci analizowanych
czynnikéw abiotycznych, okreslono w Nadlesnictwie Suprasl w Puszczy Knyszyn-
skiej (Sienkiewicz 2012) i w Nadles$nictwie Spychowo w Puszczy Piskiej (Sienkie-
wicz 2014). Osobniki bytujace w warunkach $rodowiska zaspokajajacych w pelni
ich wymagania Zyciowe wytwarzaja wigksze nasiona, z ktérych rozwija si¢ prze-
waznie wigksze potomstwo. Swiadczy to o wiekszych mozliwoéciach reprodukcyj-
nych populacji. Zapewnia takze populacji wigksza zdolnos¢ owocowania, a w kon-
sekwencji tego, wieksza liczbe nasion, wieksze zageszczenie osobnikéw na 1 m’
i wigkszg liczbe skupisk oraz zageszczenie osobnikéw w skupiskach (Falinska 2004).
Mata wielkos$¢ populacji prowadzi do ,,genetycznej erozji”, co moze znacznie ogra-
nicza¢ zakwitanie, produkcje nasion czy tez w konsekwencji — wplywaé na prze-
trwanie osobnikéw w populacji (Dudach, Fenster 2000; Oostermeijer i in. 2000).

W badaniach okreslono, ze liczebno$¢ i rozmieszczenie osobnikéw sasanki
otwartej zwigzane jest z panujacymi warunkami $wietlnymi. Analiza miejsc wyste-
powania taksonu, w zaleznosci od intensywno$ci promieniowania slonecznego
wykazala, ze najwiecej osobnikdw zlokalizowanych jest w miejscach przeswietlo-
nych oraz stabo ocienionych. Podobnie, badania prowadzone w Estonii (Pilt, Kukk
2002) wykazaly zalezno$¢ pomiedzy liczba osobnikéw a natezeniem $wiatta sto-
necznego. Stwierdzono, ze najliczniejsze populacje sasanki otwartej (liczace do
10000 osobnikéw) zlokalizowane s3 na otwartych i poélotwartych siedliskach
o duzym natezeniu insolacji $wietlnej. W badaniach prowadzonych w Myszyniec-
kich Borach Sasankowych i na Poligonie Orzysz odnotowano wieksza liczbe osob-
nikéw, w tym wigksza liczbe osobnikow kwitngcych i owocujgcych oraz wieksza
liczbe kwiatéw na pojedynczym osobniku na stanowiskach nielesnych (Juskiewicz-
Swaczyna, Grzybowski 2013). Dlatego tez wielu autoréw podkresla istotny wplyw
pokrycia przez poszczegdlne warstwy roélinnosci na strukture i dynamike populacji
tego gatunku (Uotila 1969; Kalliovirta i in. 2003, 2006; Roder, Kiehl 2006; Juskie-
wicz-Swaczyna 2010; Juskiewicz-Swaczyna, Choszcz 2012; Laska, Sienkiewicz
2013). Kalamees i in. (2005) wskazuja, ze kietkowanie i wzrost osobnikéw sasanki
otwartej przebiega najkorzystniej w miejscach wypalanych oraz charakteryzujacych
sic wczesng faza sukcesji. Najobfitsze populacje tego taksonu w pdinocno-
wschodniej Polsce, na terenie Puszczy Augustowskiej rozwijaja sie w sasiedztwie
linii kolejowej, gdzie pasy roslinnosci przy torach oraz runo w brzeznej czesci lasu
ulegaja czesto pozarom. Znaczna liczebno$¢ populacji okreslona na stanowisku
zlokalizowanym w poblizu miejscowosci Berzniki w Nadlesnictwie Pomorze wyste-
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puje w miejscu wielkoobszarowego pozaru z poczatku lat 80. XX wieku (Pawlikow-
ski, dane niepubl.; Monitoring GIOS 2010-2011).

Analiza miejsc wystegpowania populacji wykazala takze zwigzek wielkosci
osobnikéw sasanki otwartej z panujacymi warunkami termicznymi. W badaniach
okreslono, ze osobniki wystepujace przy drodze, w warunkach najbardziej korzyst-
nych pod wzgledem termicznym, osiagaja dwukrotnie wigksza wielkos¢ w porow-
naniu z osobnikami obecnymi blizej zwartego okapu lasu. Warunki termiczne
panujace w miejscu wystepowania populacji sasanki otwartej moga by¢ takze wy-
znacznikiem mozliwosci kietkowania nasion (Baskin, Baskin 2014). Badania pro-
wadzone w Finlandii wykazaly, ze przy temperaturze powietrza mniejszej srednio
0 1,4-3,0°C i przy srednich opadach w zakresie od 40% do 60%, nie odnotowano
obecnosci nowych osobnikow tego gatunku w populacjach. Natomiast w wyniku
badan prowadzonych w tym samym czasie w warunkach laboratoryjnych, wigk-
szo$¢ nasion wykietkowata (Kalliovirta, dane niepubl.). Autorzy twierdza zatem,
ze wszystkie odnotowane osobniki juwenilne sasanki otwartej w badanych popula-
cjach wykietkowaly w roku ubieglym, w warunkach klimatu bardziej korzystnych
dla tego taksonu (Kalliovirta i in. 2006).

Ocena wplywu czynnikow abiotycznych wykazala, ze na analizowanym sta-
nowisku panujg korzystne warunki do wzrostu i rozwoju osobnikéw w badane;j
populacji. Najwiecej osobnikéw sasanki otwartej stwierdzono w miejscach, do
ktérych dociera duza ilos¢ ciepta pochodzacego z nastonecznienia oraz odznaczaja-
cych si¢ najbardziej korzystnymi warunkami termicznymi dla funkcjonowania
badanej populacji. W ocenie oddzialywania czynnikéw abiotycznych srodowiska na
stan zachowania badanej populacji, nalezy uwzgledni¢ réwniez wplyw innych
czynnikow klimatycznych, takich jak: grubos¢ pokrywy $nieznej, temperature zima
czy wysokos$¢ opadow. Poznanie pozioméw czynnikéow abiotycznych srodowiska,
wplywajacych pozytywnie na stan zachowania badanej populacji, umozliwia ocene
ryzyka wyginigcia tego taksonu. Jest to szczegoélnie wazne, poniewaz liczba popula-
cji oraz liczebnos¢ osobnikéw w poszczegdlnych populacjach moga podlegaé
w kolejnych latach znacznym wahaniom, co uniemozliwia prawidlowa ocene ryzy-
ka wyginigcia tego gatunku (Woéjtowicz 2000; Pilt, Kukk 2002; Kalliovirta i in. 2006;
Juskiewicz-Swaczyna 2010).
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Streszczenie: Jeziora humusowe to specyficzne zbiorniki wodne, charakteryzujace sie miedzy
innymi, bragzowym zabarwieniem wody, jej niskim pH, zatorfionag zlewnig oraz ptem torfowcowym
nasuwajacym sie na lustro wody. W krajobrazie mtodoglacjalnym Wigierskiego Parku Narodowego
(WPN) odnotowano obecnos¢ kilkunastu tego typu obiektow. Jednym z nich jest Suchar Zachodni.
W celu poznania historii roslinnosci subfosylnej jego przybrzeza, pobrano rdzen osadu, a uzyskany
materiat poddano analizie rodlinnych szczatkéw makroskopowych oraz badaniom stopnia rozkta-
du torfu. Data radioweglowa proby spagowej wskazata na okres preborealny holocenu jako czas
powstania torfowiska przybrzeznego Suchara Zachodniego. Rozwdj roslinnosci nastepowat tam
w zmiennych warunkach hydrologicznych, o czym $wiadczg liczne wstawki osadu limnicznego typu
dy w profilu. Rosdlinnos¢ torfowiskowa przybrzeza poczatkowo oscylowata wokoét zbiorowisk
torfowisk mszarnych przejsciowych z torfowcami z sekgji Palustria, Cuspidata i Subsecunda, pozniej
zas, w najmtodszym okresie funkcjonowania jeziora, rozwinat sie mszar wysokotorfowiskowy ze
Sphagnum magellanicum i Sphagnum fallax oraz krzewinkami z rodziny Ericaceae.

Stowa kluczowe: Wigierski Park Narodowy, holocen, jezioro humusowe, makroszczatki rodlinne,
zbiorowisko subfosylne
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1. Wstep

Jeziora humusowe (dystroficzne) to zbiorniki wodne posiadajace szereg specy-
ficznych cech, takich jak brazowe zabarwienie wody, plo torfowcowe w strefie
przybrzeznej, zatorfiona porosni¢ta drzewami szpilkowymi zlewnia, niskie pH
wody, mala zawarto$¢ jondw wapnia w wodzie i osadach, czy tez niska biorézno-
rodno$¢ (Hessen, Tranvik 1998; Gabka, Owsianny 2006). Stan humotrofii jest
determinowany gléwnie przez obecnos¢ roslinnosci szpilkowej porastajacej zlew-
nie. Lasy szpilkowe s bowiem zrédlem substancji humusowych, ktdre, docierajac
w znacznych iloéciach do jeziora, powoduja zakwaszanie jego wod (De Haan 1992;
Kullberg i in. 1993). Wedtug Gérniaka (2006), o stanie troficznym kazdego jeziora
mozna wnioskowa¢ na podstawie parametru zwanego hydrochemicznym wskazni-
kiem dystrofii HDI (ang. Hydrochemical Dystrophy Index). Dla zbiornikéw dystro-
ficznych, parametr ten przyjmuje wartos¢ co najmniej 50.

Obszarem obfitujacym w jeziora humusowe jest Wigierski Park Narodowy
(WPN), gdzie zbiorniki te zwane sg ,sucharami”. Rozwdj czesci z nich byl przed-
miotem badan prowadzonych przez Drzymulska i in. (2013, 2015) oraz Drzymul-
ska i Zielinskiego (2013). Jeziorem, ktérego historia byla do tej pory zupelnie nie-
znana jest Suchar Zachodni. Za cel pracy postawiono odtworzenie subfosylnych
zbiorowisk roélinnych jakie funkcjonowaly w zatorfionej strefie przybrzeznej tego
zbiornika od poczatku jej funkcjonowania. Przewiduje sie, ze wyniki badan dadza
podstawy do rekonstrukcji warunkéw $rodowiskowych w jakich jezioro funkcjo-
nowalo w przesztosci.

2. Materiat i metody

Osad do badan zostal pobrany w strefie przybrzeznej Suchara Zachodniego,
przy uzyciu $widra typu Instorf (puszka o dtugosci 50 cm i $rednicy 8 cm). Uzyska-
ny rdzen torfowy diugosci 700 cm zostal podzielony na odcinki o dlugosci 10 cm.
Préby torfu pobrane bezposrednio z rdzenia poddawane byly analizie stopnia roz-
ktadu wedtug Obidowicza (1990). W przypadku prob z pogranicza torfu i dy (osta-
tecznie zaliczonych do torfu), nie wykonywano tej analizy. Kolejne préby osadu
(0 objetosci 50 cm’) pobierano do analizy makroskopowych szczatkéw roslinnych.
Umieszczony w wodzie destylowanej material poddawano dziataniu 10% roztworu
KOH, co umozliwiato dokladng dyspersje grudek torfu. Tak przygotowang zawie-
sine gotowano, a po ostudzeniu, przemywano na sicie o gestosci 0,2 mm pod stru-
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mieniem wody biezacej, az do pojawienia si¢ calkowicie czystej wody. Zeszlamo-
wana, pozbawiona humusu pozostalo$¢ torfu, byta umieszczana na szalce Petriego.

Analizie rodlinnych szczatkéw makroskopowych poddano 48 prob osadu
(torfu i sapropelu). Przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego, w kazdej z przygo-
towanych prob torfu wyszukiwano znaleziska pochodzenia generatywnego (owoce,
nasiona, tuski owocowe). Znaleziska z danej proby torfu przenoszono do oddzielnej
szalki Petriego wyslanej bibulg filtracyjng, nasgczong ptynem konserwujacym za-
wierajacym tymol (Tobolski 2000). Z pozostatosci torfowej wykonywane byly pre-
paraty mikroskopowe do analizy szczatkéw wegetatywnych, takich jak: liScie, ryzo-
derma, epiderma, peryderma, klacza, korzenie, todyzki i gatazki mszakow, drewno
i wegle drzewne. Do ustalania przynaleznosci taksonomicznej znalezisk, postuzyl
mikroskop optyczny. Ocena ilo$ciowa szczatkow byla wykonywana dla 10 pol
widzenia z dokladnos$cig do 5%. Uwzgledniano jedynie szczatki z zachowang struk-
turg komdrkowa. Taksony, ktérych tkanki pojawialy si¢ w ilosciach sladowych,
oznaczono za pomoca symbolu ,,+”. W przypadku mchéw brunatnych (rozumia-
nych jako przedstawiciele podklas pratnikdw i ptonnikéw), zastosowano okreslenie
»Bryales”.

Sktad botaniczny torfu, bedac wskaznikiem jego pochodzenia, postuzyt za
podstawe do okreslenia jednostek torfu. Kolejny etap pracy stanowita rekonstrukcja
rodlinnych zbiorowisk subfosylnych. Informacji o wieku ztoza dostarczylo datowa-
nie radioweglowe proby spagowej. Zostalo ono wykonane w Laboratorium Radio-
weglowym AMS w Gliwicach.

3. Teren badan

Wigierski Park Narodowy (WPN) potozony jest w Polsce poéinocno-
wschodniej, na obszarze Pojezierza Wschodniosuwalskiego i Wyzyny Augustow-
skiej, ktore stanowia czes¢ Pojezierza Litewskiego (Kondracki 1994). Obszar ten
zostal uksztaltowany podczas fazy pomorskiej gléwnego stadialu zlodowacenia
Wisty (Marks 2002). Mtodoglacjalny charakter obszaru znajduje swoje odzwiercie-
dlenie w licznych kemach, morenach czolowych i ozach obecnych w péinocnej
czedci parku. Klimat WPN jest umiarkowany przejsciowy, z tendencja w kierunku
kontynentalizmu.

Suchar Zachodni jest jednym z kilkunastu zbiornikéw o rozwoju dysharmo-
nijnym, funkcjonujacych w mlodoglacjalnym krajobrazie Wigierskiego Parku
Narodowego, w najblizszym otoczeniu Jeziora Wigry (Gérniak 2006). Potozony jest
pomiedzy Zatoka Hanczanska Wigier na péinocy a Zatoka Stupianska na potudniu
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(Ryc. 1). Podobnie jak inne suchary wigierskie, jest to jezioro niewielkie, o po-
wierzchni zaledwie 1,05 ha, i gleboko$ci maksymalnej 2 m.

Suchar Zachodni posiada szeroki pas pla nasuwajacego si¢ na lustro wody
(Ryc. 2). Tak, jak w wiekszosci pozostalych sucharéw, w analizowanym przypadku
odnotowano wyrazng strefowo$¢ przybrzeza (Pawlikowski i in. 2014). Pierwsza
strefa, wyrdzniana najblizej lustra wody, to plo grzaskie z Rhynchospora alba (L.)
Vahl, Scheuchzeria plaustris L., Carex limosa L., Carex rostrata Stokes i Carex lasio-
carpa Ehrh. oraz mchami torfowcami: Sphagnum angustifolium (Russ.) C. Jens.
i Sphagnum fallax H. Klinggr. Nastepnie wystepuje plo stabilne z: Eriophorum
vaginatum L., Sphagnum magellanicum Brid., Andromeda polifolia L., Vaccinium
oxycoccos L. i Drosera rotundifolia L. Najbardziej oddalona od lustra wody jest
strefa sosnowego boru bagiennego na torfie, z: Pinus sylvestris L., Picea abies (L.)
Karsten, Betula pubescens Ehrh. oraz Ledum palustre L., V. uliginosum L., Vacci-
nium oxycoccos L., Pleurozium schreberi (Willd.) Mitten i Dicranum polysetum Sw.

granica parku

Rycina 1. Lokalizacja Suchara Zachodniego w Wigierskim Parku Narodowym

Objasnienia: ZH — Zatoka Hanczanhska, ZS — Zatoka Stupianska
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Rycina 2. Suchar Zachodni z ptem widocznym na pierwszym planie (Fot. D. Drzymulska)

4. Wyniki

W rezultacie badan, zidentyfikowano szczatki nalezace do 33 taksonéw ro-
dlinnych roznej rangi: sekcje, gatunki, rodzaje, rodziny. Wyniki analiz makrosz-
czatkowych prezentuje rycina 3. Rozpoznano taksony charakterystyczne dla czte-
rech klas rodlinnosci: Potametea — 8 (Potamogeton natans, Potamogeton cf. filifor-
mis, Potamogeton sp., Najas marina, Caulinia flexilis, Nymphaea alba, Nuphar
lutea, Nymphaeaceae), Scheuchzerio-Cariceta nigrae — 7 (Scheuchzeria palustris,
Menyanthes trifoliata, Sphagnum teres, Sphagnum sec. Subsecunda, Meesea triquet-
ra, Drepanocladus sp., Calliergon sp.), Oxycocco-Sphagnetea — 5 (Eriophorum vagi-
natum, Ericaceae, Sphagnum magellanicum, Sphagnum fallax, Sphagnum sec. Acu-
tifolia) i Phragmitetea — 1 (Phragmites australis).

Rosliny zidentyfikowane na podstawie szczatkéw pogrupowano takze zgodnie
z ich formami morfologicznymi i przynaleznoscia systematyczng: drzewa i krzewy
- 5 taksonoéw, krzewinki - 1, rosliny kwiatowe zielne - 15, mchy torfowce - 8,
mchy brunatne - 4.

W badanym profilu wyznaczono trzy lokalne poziomy makroszczatkowe (SZ-1,
SZ-2 i SZ-3) (Tab. 1; Ryc. 3). Na tej podstawie zidentyfikowano dwie jednostki
torfu: torf wysoki, sfagnowy, stabo roztozony (stopien rozkladu torfu wynosi 5%)
i torf przejSciowy, sfagnowy gléwnie $rednio i silnie rozlozony. Torf wysoki sfa-
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gnowy wyrozniono w obu stropowych podpoziomach makroszczatkowych (SZ-2

i SZ-3). Zatem ich wyrdznienie nie znalazlo odzwierciedlenia w typologii osadu,

bowiem torf wysoki sfagnowy rozpoznano zaréwno w przypadku dominacji Spha-

gnum fallax, jak i Sphagnum magellanicum (Ryc. 3). Data radioweglowa (GdA-
2374: 9245135 "C BP, po kalibracji 10545-10270 cal BP) proby spagowej rdzenia
wigze powstanie osadu z okresem preborealnym holocenu.

Zrekonstruowano nastepujacy ciag sukcesyjny roslinnych zbiorowisk subfo-

sylnych strefy przybrzeznej Suchara Zachodniego: zbiorowiska mszarne torfowisk

przejsciowych (SZ-1) > zbiorowiska mszaru wysokotorfowiskowego (SZ-2 i SZ-3).

Tabela 1. Lokalne poziomy makroszczatkowe i jednostki torfu w profilu z Suchara Zachodniego

. Jednostka Gtebokos¢ . .

Poziom torfu (cm) Opis lokalnego poziomu makroszczatkowego

SZ-1 sfagnowy 700-250 | Wspdtdominacja szczatkow torfowcow z sekeji

(podpoziomy a-e) | przejsciowy Subsecunda (maks. 30%), Palustria (maks. 45%)
i Cuspidata (maks. 50%). Uzupelnienie stanowia
szczatki sosny zwyczajnej Pinus sylvestris, korzonki
wrzosowatych Ericaceae i mchéw brunatnych
Bryales.

SZ-2 wysoki 30-10 Dominacja szczatkow Sphagnum magellanicum

sfagnowy (maks. 70%). Towarzysza im korzonki wrzosowa-

tych Ericaceae, epiderma welnianki pochwowatej
Eriophorum vaginatum i szczatki Sphagnum fallax.

SZ-3 10-0 Liscie i galazki Sphagnum fallax stanowia 65%

szczatkdw. W niewielkich ilo$ciach wystepuja tez
korzonki wrzosowatych Ericaceae, epiderma
welnianki pochwowatej Eriophorum vaginatum

i szczatki Sphagnum magellanicum.
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5. Dyskusja

Poczatek akumulacji biogenicznej w strefie przybrzeznej Suchara Zachodniego
siega okresu preborealnego. Poziom wdd gruntowych byl wowczas na tyle wysoki,
aby moglo rozwingc¢ si¢ tam torfowisko o charakterze przejSciowym. Jest to zgodne
z danymi literaturowymi na temat poziomu wody w jeziorach i torfowiskach
z terenu Polski poinocnej, w poczatkowym okresie holocenu (np. Ralska-Jasiewi-
czowa, Starkel 1988). Sposrdd sucharow wigierskich, podobny wiek najstarszych
osadéw biogenicznych w przybrzezu odnotowano takze w Jeziorze Slepym, poto-
zonym przy potudniowym brzegu Wigier (Drzymulska i in. 2014). Natomiast
mszar przejsciowy, jako zbiorowisko inicjalne, odnotowano takze w rejonie Sucha-
ra IIT (Drzymulska i in. 2013). Przy czym w tym ostatnim obiekcie wkroczyto ono
na podloze organiczne, czego dowodzi zaleganie torfu na warstwie dy (sapropel?;
odnosnie typologii osadu patrz: Drzymulska i in. 2014), natomiast w Sucharze
Zachodnim mszar pojawil sie bezposrednio na gruncie mineralnym. Torfowisko
przejsciowe funkcjonowalo prawdopodobnie dos¢ diugo, o czym $wiadczy¢ moze
okolo czterometrowa migzszo$¢ torfu przejsciowego sfagnowego, zawierajacego
szczatki torfowcow, w tym z sekcji Subsecunda, mchéw brunatnych, tkanki turzyc
Carex sp., ale takze peryderme sosny zwyczajnej Pinus sylvestris. Subfosylne zbio-
rowiska mszarne torfowisk przejsciowych wyrédzniono takze w rozwoju z16z torfo-
wych wokot Suchara VI i Jeziora Widnego (Drzymulska i in. 2013). W kazdej
z lokalizacji swoim charakterem nawiazuja one do wspoélczesnych zbiorowisk
z klasy Scheuchzerietalia plaustris i stanowig fitocenoze¢ macierzysta torfu sfagno-
wego przejsciowego.

Badane torfowisko nie rozwijalo si¢ w sposob stabilny. Swiadczy o tym wyste-
powanie w rdzeniu az czterech wstawek osadu typu dy, pojawiajacych si¢ pomiedzy
warstwami torfu sfagnowego przejsciowego (Ryc. 3). Wynika z tego, ze torfowisko
przybrzezne Suchara Zachodniego przez caly czas ksztaltowane bylo w warunkach
posrednich miedzy limnicum i terrestricum. Wahania lustra wody znajduja swoje
odzwierciedlenie w zmieniajacej si¢ typologii osadu przybrzeznego. Przy czym
ocena, czy mamy do czynienie z torfem, czy z osadem limnicznym w typie dy,
mozliwa jest jedynie z zastosowaniem mikroskopu optycznego, co pozwala na
weryfikacje osadu pod katem obecnosci lub braku szczatkow wegetatywnych typo-
wych dla torfu (patrz Kowalewski, Barabach 2010). Znaleziska karpologiczne takiej
roli nie spelniajg, o czym $wiadczy obecno$¢ endokarpéw rdestic Potamogeton,
czy tez nasion nimfoidéw w torfie (Ryc. 3).
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Rycina 3. Suchar Zachodni. Diagram makroszczatkowy

1 - torf przejsciowy sfagnowy, 2 — torf wysoki sfagnowy, 3 — osad typu dy, 4 — woda, A — szczatki wegeta-

tywne, B — szczatki generatywne, + —ilo$¢ Sladowa szczatkdw

Niestabilne warunki hydrologiczne w strefie przybrzeznej jezior odnotowane

zostaly takze w innych sucharach wigierskich, takich jak Suchar III i Suchar VI
(Drzymulska i in. 2013), Suchar IV (Drzymulska, Zielinski 2013), Suchar II (Drzy-

mulska i in. 2014, 2015) oraz Jezioro Slepe (Drzymulska i in. 2014). Datowanie

radioweglowe osadéw w tych profilach wskazalo jednoznacznie, ze wahania lustra

wody, a w efekcie zastepowanie torfu osadem limnicznym i odwrotnie, mogly
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nastepowaé¢ w réznych odcinkach holocenu. Soczewka wody widoczna w profilu
z Suchara Zachodniego (Ryc. 3) pojawila si¢ prawdopodobnie jako efekt wzrostu
poziomu wody w okresie p6zniejszym (patrz Kowalewski, Barabach 2010). Podob-
ne soczewki wody notowane byty w wielu goérnych odcinkach profili z przybrzezy
sucharéw wigierskich (Drzymulska i in. 2013, Drzymulska, Zielinski 2014, Drzy-
mulska i in. 2014, Drzymulska i in. 2015).

Jezeli chodzi o koncowe stadium sukcesji roslinnej, zbiorowisko odnotowane
w Sucharze Zachodnim, czyli mszar wysokotorfowiskowy, zdaje si¢ by¢ typowym
koncowym stadium sukcesji roslinnych zbiorowisk subfosylnych w strefach przy-
brzeznych, takze innych jezior humusowych Wigierskiego Parku Narodowego.
W dziewieciu z dwunastu badanych do tej pory obiektach sukcesja zmierzata wla-
$nie w kierunku mszaru wysokotorfowiskowego (Drzymulska 2011). Mszar ten jest
jednoczes$nie fitocenoza macierzysta torfu wysokiego sfagnowego, ktory nawigzuje
wyraznie do gatunkow torféw wysokich znanych z klasyfikacji Tolpy i in. (167), jak
Eusphagneti oraz Cuspidato-Sphagneti i zawiera szczatki Sphagnum magellanicum,
Sphagnum fallax, welnianki pochwowatej Erophorum vaginatum i krzewinek
zrodziny Ericaceae. Jak si¢ okazuje, rozwdj zloza torfowego moze nastepowaé
w tym samym kierunku, nawet pomimo odmiennego charakteru osadéw spago-
wych. Przykladem sg tu Suchar Zachodni i pobliski Suchar Dembowskich, w ktére-
go przybrzezu stwierdzono, nienotowang w tym pierwszym, niemal metrowg war-
stwe kredy jeziornej (Zurek i in. 2009). Pomimo tej réznicy, zaréwno w obu tych
zbiornikach, jak i kilku innych jeziorach humusowych WPN (Suchar III, Suchar
VI, Wadotek, Suchar Wielki, Jezioro Slepe i Konopniak ~ Drzymulska 2011), tor-
fowisko przybrzezne rozwijalo si¢ wedlug tego samego schematu: torfowisko przej-
$ciowe > torfowisko wysokie.

Podziekowania

W pracy wykorzystano wyniki badan prowadzonych w ramach realizacji projektu badaw-
czego MNiSW nr N N305 085135 ,Historia jezior dystroficznych (sucharéw) Wigierskiego
Parku Narodowego w $wietle holocenskiej sukcesji ich rodlinnosci”.
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Réznorodnosc¢ biologiczna obszaréw
po eksploatacji zt6z kruszywa naturalnego
w gminie Suprasl na terenie Puszczy Knyszynskiej

Grazyna taska*

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

ul. Wiejska 45A, 15-351 Biatystok,
* e-mail: g.laska@pb.edu.pl

Streszczenie: W badaniach dokonano oceny réznorodnosci biologicznej obszaréw po eksploatacji
zt6z kruszywa naturalnego na terenie Puszczy Knyszynskiej, w okolicach miejscowosci Ogrodniczki,
w gminie Suprasl. Na obszarze dawnej kopalni zwiru o powierzchni 1,07 km? w latach 2010-2012,
wykonano 94 zdjecia fitosocjologiczne, metoda Brauna-Blanqueta. Do identyfikacji i klasyfikacji
hierarchicznej zbiorowisk roslinnych wykorzystano metody syntaksonomii numerycznej (Cluster
Analysis, PCA).

Wyniki wykazaly, ze obecnie, na obszarach poeksploatacyjnych wystepuja dwa sztuczne zbiorniki
wodne i zbiorowiska nielesne oraz inicjalne stadia formacji krzewiastych i zbiorowiska lesne.
Zbiorowiska lesne osiagaja wiekszy udziat powierzchniowy (81,5%) niz zbiorowiska nielesne (5,5%).
W badaniach zidentyfikowano 7 zbiorowisk roslinnych, w tym dwa cenne typy zbiorowisk roslin-
nych (Salicetum albo-fragilis, Spergulo vernalis-Corynephoretum) wymienione w Zafaczniku I
Dyrektywy Rady 92/43/EWG. Na obszarach poeksploatacyjnych w Ogrodniczkach stwierdzono
wystepowanie 10 taksonéw objetych ochrong czesciowa, w tym: 3 gatunkdw roslin naczyniowych
oraz 7 gatunkdw mchéw. Analizy przestrzenne wykazaty, ze siedliska lesne Puszczy Knyszynskiej
pod wplywem wydobycia kruszywa naturalnego s3 zdegradowane na powierzchni 0,5 km? (46,9%).
Obecnie, sg to ptaty roslinnosci rzeczywistej zbiorowisk nielesnych — seminaturalnych i synantro-
pijnych oraz sztucznie odnowionych mtodnikowych i lesSnych zbiorowisk zastepczych.

Stowa kluczowe: syntaksonomia zbiorowisk roslinnych, metody numeryczne, roslinnos¢ poten-
cjalna, roslinnos¢ rzeczywista, ochrona gatunkowa
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Biatystok 2016 / ISBN 978-83-62069-72-9 Rosliny i grzyby — badania srodowiskowe i laboratoryjne
strony: 231-244 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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1. Wstep

Obszary po eksploatacji zt6z kruszywa naturalnego s3 w duzym stopniu prze-
ksztalcone antropogenicznie (Fudali 2009; Czortek 2011). Miazszos$¢ eksploatowa-
nych z16Z wynosi od kilku do dwudziestu kilku metréw. W zaleznosci od usytuow-
ania poziomu wody gruntowej wzgledem stropu kopaliny, zloza kruszyw natural-
nych dzielimy na suche, czg$ciowo zawodnione i zawodnione (Ney 2003). Jezeli sa
to zloza zawodnione, to powierzchnia odzyskana dla produkeji roslinnej osiaga
okoto 20% obszaru odkrywkowego, a pozostale 80% pozostaje w postaci glebokich
i bezodptywowych basenéw wodnych (Bedla, Petryk 2010; Koziol, Machniak 2011).
W wyniku stosowania réznych metod odkrywkowych, nastepuja negatywne bezpo-
$rednie, posrednie oraz krétko- i dlugoterminowe oddzialywania. Sa to straty
w bioréznorodnosci, wynikajace ze zniszczenia terenu zajetego pod kopalnie
i terenow sasiednich przez zasypanie materialem nadkladu, zniszczenie pokrywy
rodlinnej i degradacja siedlisk (Laska 2010a, b, c¢). Pod wplywem dziatania leja
depresyjnego powstajacego w wyniku wydobycia kruszywa, nastepuje obnizenie
poziomu wdd gruntowych i zmniejszenie wilgotnosci siedlisk, czego skutkiem jest
ubozenie skladu gatunkowego zbiorowisk roslinnych (Woch 2007; Bzdon 2010).
W pasie bezposrednio przylegajacym do wyrobiska, nast¢puje réwniez obnizenie
liczebnosci populacji zwierzat, utrata siedlisk i zmniejszenie dostepnosci ich miejsc
legowych, kryjowek i zerowisk poprzez zmniejszenie lub ograniczenie bazy pokar-
mowej (Laska i in. 2011). Nakladanie si¢ negatywnych oddziatywan wielu czynni-
kow funkcjonujacych na obszarach po eksploatacji zt6z kruszywa naturalnego,
moze prowadzi¢ do obnizenia wartoéci zasobow przyrody i waloréw przyrodni-
czych krajobrazu oraz calkowitego zniszczenia niegdys wystepujacych ekosyste-
moéw (Swiercz 2004; Kutyna i in. 2010). Jest to szczegdlnie istotne na terenach
objetych ochrong prawna, a gléwnie na obszarach sieci Natura 2000, do ktorych
nalezy kompleks Puszczy Knyszynskiej. Celem pracy jest ocena réznorodnosci
biologicznej obszaréw pod wplywem wydobywania kruszyw naturalnych i zmian
w sposobie uzytkowania zbiorowisk lenych na terenie Puszczy Knyszynskiej.

2. Teren badan
Obszar dawnej kopalni zwiru o powierzchni 1,07 km?, jest potozony w okoli-

cach miejscowosdci Ogrodniczki, w gminie Supradl powiatu bialostockiego, w woje-
wodztwie podlaskim. Teren ten, od strony wschodniej graniczy z Rezerwatem
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Krasne i jeziorem Komosa, od strony zachodniej - z zabudowa mieszkaniowa wsi
Ogrodniczki, a od pdétnocnej i potudniowej - z kompleksem lesnym Puszczy Kny-
szynskiej, ktory znajduje sie w zasiegu Nadlesnictwa Suprasl i Obrebu Suprasl
(www.geoportal.gov.pl).

Obszar po eksploatacji z{6z kruszywa naturalnego zajmuja dwa sztuczne
zbiorniki o powierzchni 0,037 km® i 0,016 km®. Teren ten w czesci wschodniej
nalezy do Parku Krajobrazowego Puszczy Knyszynskiej i zajmuje areat 0,2 km?, co
stanowi 19% badanej powierzchni (www.geoportal.gov.pl). Wyrdznia si¢ tutaj
réwniez Obszar Specjalnej Ochrony Ptakéw (OSO) ,,Puszcza Knyszynska” PLB
200003 i Specjalny Obszar Ochrony Siedlisk (SOO) ,,Ostoja Knyszynska” PLH
200006 (www.natura2000.gdos.gov.pl). Jest to takze teren ochronnej strefy uzdro-
wiskowej ,,C” o powierzchni 0,82 km? co stanowi 76,6% calkowitej powierzchni
badawczej. W celu zachowania waloréw uzdrowiskowych miasta na badanym
terenie obowigzuje zakaz ,,pozyskiwania surowcéw mineralnych innych niz natu-
ralne surowce lecznicze i prowadzenia dzialan majacych negatywny wplyw na
fizjografie uzdrowiska i wlasciwosci lecznicze klimatu” (Uchwata Nr XIV/119/2011
Rady Miejskiej w Supraslu z dnia 29 grudnia 2011 r. w sprawie uchwalenia Statutu
Uzdrowiska Suprasl).

3. Materiaty i metody

Na wstepnym etapie prac, przygotowano kartograficzny podklad mapy w skali
1:2000, przeznaczony do szczegélowych badan geobotanicznych w terenie. W tym
celu wykorzystano jeden arkusz ,,Mapy sytuacyjno-wysokosciowej do celéow plani-
stycznych — Ogrodniczki”, w skali 1:2000 (Podlaskie Biuro Planowania Przestrzen-
nego w Bialymstoku). Wiéréd innych materiatéw zrédtowych analizowano dane
z dokumentacji le$nej w postaci jednego arkusza ,,Mapy Przegladowej Nadlesnic-
twa Suprasl i Obrebu Suprasl” w skali 1:25000 (Plan Urzadzania Gospodarstwa
Lesnego Nadlesnictwa Suprasl na okres 01.01.2006-31.12.2015), dane orograficzne
na podstawie dwoch arkuszy map topograficznych ,Karakule” w skali 1:25000
(245.24) i w skali 1:10000 (245.241) oraz trzy arkusze map roélinnosci Puszczy
Knyszynskiej w skali 1:100000 (Laska 2006). W opracowaniu danych analogowych
wykorzystano réwniez arkusz ,Przegladowej Mapy Geomorfologicznej Polski”
w skali 1:500000 (Starkel 1980) i jeden arkusz ,Szczegdétowej Mapy Geologicznej
Polski - Wasilkéw (300)”, w skali 1:25000, z Centralnego Archiwum Panstwowego
Instytutu Geologicznego w Warszawie. Na podstawie analizy map, dokonano roz-
poznania typologii rzezby terenu, gléwnych jednostek geomorfologicznych i budu-
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jacych je utwordw geologicznych oraz identyfikacji siedliskowej i typéw jednostek
roélinnosci.

Badania terenowe prowadzono w latach 2010-2012. W badaniach zbiorowisk
rodlinnych wykonano 94 zdjecia fitosocjologiczne, metoda Brauna-Blanqueta na
powierzchniach o wielkosci 100 m* w zbiorowiskach niele$nych, 400 m* w zbioro-
wiskach lesnych i 200 m* w le$nych zbiorowiskach zastepczych. Wérdd nich, na
potencjalnych typach siedlisk lesnych Carici digitatae-Piceetum Czerw. 1978 -
wykonano 58 zdje¢ fitosocjologicznych, na siedliskach Peucedano-Pinetum W. Mat.
(1962) 1973 - 30 zdje¢, i na siedliskach Querco-Piceetum (W.Mat. 1952) W. Mat. et
Pol.195 - 6 zdje¢. Do oceny zachodzacych przemian antropogenicznych zbiorowisk
rodlinnych w badaniach wykorzystano réwniez 39 zdje¢ z wymienionych wyzej
typow zbiorowisk naturalnych (Laska 2006).

W celu identyfikacji i klasyfikacji hierarchicznej zbioru zdje¢ fitosocjologicz-
nych, wykorzystano metody syntaksonomii numerycznej programu MVSP Plus
ver. 3.1., w tym klasyfikacji hierarchicznej kumulacji (Cluster Analysis) i ordynacji
(PCA). Wsrdd algorytmow klasyfikacyjnych wykorzystano metody aglomeracyjne
(Kovach 1986-1993). Podobienstwo florystyczne miedzy zdjeciami wyrazono
w skali procentowej (Percent Similarity). Do grupowania wykorzystano metode
niewazonej pary-grupy z uzyciem S$rednich arytmetycznych. Hierarchie klasyfika-
cyjna przedstawiono w postaci dendrogramu.

Zdjecia fitosocjologiczne zbiorowisk roslinnych opracowano w postaci anali-
tycznych i syntetycznych tabel zbiorowisk. W tabelach syntetycznych policzono
srednig ilosciowos¢, okreslajac w ten sposob 29 jednostek rodlinnosci rzeczywistej.
W tabelach, przynalezno$¢ gatunkéw do poszczegélnych jednostek roslinnosci,
ustalono za Matuszkiewiczem (2001). Nazwy gatunkéw roslin naczyniowych przy-
jeto za Mirkiem i in. (2002), a nazwy mszakéw za Ochyrg i in. (2003). Do kodowa-
nia siedlisk przyrodniczych oraz gatunkow roélin i zwierzat z Zalacznikow I i II
Dyrektywy Siedliskowej zastosowano ujecie Herbicha (2004).

4. Wyniki badan

4.1. Zroznicowanie florystyczne badanych zbiorowisk roslinnych

W badaniach, na obszarze po eksploatacji z16z kruszywa naturalnego, zidenty-
fikowano 7 zbiorowisk rodlinnych, w tym dwa cenne typy zbiorowisk roslinnych
wymienione w Zalaczniku I Dyrektywy Rady 92/43/EWG. Jest to nadrzeczny leg
wierzbowy Salicetum albo-fragilis R.Tx. 1955 (kod 91E0-1) zlokalizowany wokdt
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obu zbiornikéw wodnych i murawy szczotlichowe Spergulo vernalis-Corynepho-
retum (R.Tx. 1928) Libb. 1933 (kod 2330) zajmujgce centralng czes¢ badanego
obszaru, na terenach piaszczystych pomiedzy dwoma zbiornikami wodnymi. Bada-
ne jednostki roslinnosci zidentyfikowano nastepujaco:

Klasa: Salicetea purpureae Moor 1958

Rzad: Salicetalia purpureae Moor 1958

Zwigzek: Salicion albae R. Tx. 1955

Zespol: Salicetum albo-fragilis R.Tx. 1955 (kod 91E0-1)

Klasa: Phragmitetea R.Tx. et Prsg 1942

Rzad: Phragmitetalia W. Koch 1926

Zwigzek: Phragmition W. Koch 1926

Grupa szuwardéw typowych z pojawem gatunkdéw z Magnocaricion
Zespol: Phragmitetum australis (Gams 1927) Schmale 1939

Klasa: Epilobietea angustifolii R.Tx. et Prsg 1950
Rzad: Atropetalia Vlieg 1937

Zwigzek: Epilobion angustifolii (Riibel 1933) So6 1933
Zespotl: Calamagrostietum epigeji Juraszek 1928

Klasa: Koelerio glaucae-Corynephoretea canescentis Klika in Klika et. Nowak 1941
Rzad: Corynephoretalia canescentis R.Tx. 1937

Zwigzek: Corynephorion canescentis Klika 1934

Zespot: Spergulo vernalis-Corynephoretum (R.Tx. 1928) Libb. 1933 (kod 2330)

Klasa: Vaccinio-Piceetea Br.-Bl. 1939

Rzad: Cladonio-Vaccinietalia Kiell.-Lund. 1967

Zwigzek: Dicrano-Pinion Libb. 1933

Podzwiazek: Dicrano-Pinenion Seibert in Oberd. (ed.) 1992
Grupa boréw sosnowych na glebach mineralnych

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

Rzad: Vaccinio-Piceeta Br.-Bl. 1939

Zwiazek: Vaccinio-Piceetalia Br.-Bl. 1939

Podzwigzek: Vaccinio-Piceenion Oberd. 1957

Grupa borealnych zespoléw nizowych

Zespot: Querco-Piceetum (W. Mat. 1952) W. Mat. et Pol.195
Zespot: Carici digitatae-Piceetum Czerw. 1978

Zbiorowisko zastepcze mlodnikowe Pinus-Pleurozium Laska (2006)
Le$ne zbiorowiska zastepcze z kregu Serratulo-Piceetum
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Zbiorowisko: Pinus sylvestris-Calamagrostis arundinacea Laska (2006)

Zbiorowisko: Picea abies-Calamagrostis arundinacea Laska (2006)

Na obszarach poeksploatacyjnych w Ogrodniczkach stwierdzono wystgpowa-

nie 10 taksonéw objetych ochrong czesciowa (Dz.U. z 2014 r., poz. 1409), w tym

3 gatunki roélin naczyniowych (Helichrysum arenarium (L.) Moench, Hierochloé

australis (Schrad.) Roem. & Schult. i Carex arenaria L.) oraz 7 gatunkéw mchéw

(Diranum scoparium Hedw., Dicranum polysetum Sw. ex anon., Hylocomium
splendens (Hedw.) Schimp., Pleurozium schreberi (Willd. ex Brid.) Mitt., Ptilium
crista-castrensis (Hedw.) De Not., Polytrichum commune Hedw. i Eurhynchium
angustirete (Broth.) T.J. Kop.) (tab. 1).

Tabela 1. Wykaz gatunkéw objetych ochrong czesciowa, wystepujacych w poszczegodlnych
zbiorowiskach roslinnych badanego obszaru

Zbiorowiska roslinne

Carici Salicetum | Calamagro- | Spergulo
Nazwa taksonu o Querco- | Peucedano- : g pergu
digitatae- . . albo- stietum vernalis-
; Piceetum | Pinetum - .
Piceetum fragilis epigeji Corynephor.
Helichrysum
: + + - - + +
arenarium
Hierochloé australis + + - + + +
Carex arenaria - - - - - +
Diranum scoparium - + - - - _
Dicranum polysetum + + - - - -
Hylocomium splendens + + + - - -
Pleurozium schreberi + + + - - -
Ptilium
. . + - - _ _ _
crista-castrensis
Polytrichum commune + + - - - -
Eurhynchium
+ - - - - -

angustirete

Zrbdio: opracowanie whasne.
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4.2. Analiza rozmieszczenia przestrzennego zbiorowisk roslinnych

W Ogrodniczkach, na badanej powierzchni o wielkosci 1,07 km?, wérdd zbio-
rowisk le$nych, najwiekszy areal (0,59 km?®) zajmujg potencjalne siedliska boru
mieszanego $wiezego Carici digitatae-Piceetum, osiagajac 55,5% calkowitej po-
wierzchni (ryc. 1). Wystepuja one w srodkowej czesci badanego obszaru i rozcigga-
ja si¢ z kierunku zachodniego i potudniowo-zachodniego w strong¢ pdinocna
i péinocno-wschodnig (ryc. 2). Na terenie Ogrodniczek reprezentuja je zbiorowiska
zastepcze mlodnikowe Pinus-Pleurozium ze sztucznie nasadzong sosng zwyczajna
Pinus sylvestris L. Preferuja one lekko pochyle stozki piaskéw wodnolodowcowych,
wystepujac na glebach rdzawych peryglacjalnych, wytworzonych z piaskéw stabo
gliniastych zalegajacych na piaskach luznych i zZwirach akumulacji wodnolodow-
cowe;j.

W oddaleniu od obszaréw poeksploatacyjnych, a w poblizu zwartego kom-
pleksu lesnego Puszczy Knyszynskiej, od strony pdtnocnej, siedliska boru miesza-
nego $wiezego zasiedlaja znieksztalcone postacie antropogenicznie uksztaltowa-
nych le$nych zbiorowisk zastepczych Pinus sylvestris-Calamagrostis arundinacea
i Picea abies-Calamagrostis arundinacea zidentyfikowane w klasyfikacji hierar-
chicznej dla potencjalnych siedlisk Serratulo-Piceetum. Lokuja si¢ one znacznie
wyzej niz pozostale zespoly borowe i zajmujg stanowiska bardziej wzniesione,
preferujac wyraznie urzezbione i faliste zbocza stokéw z glebami wytworzonymi na
zwirowatych piaskach fluwioglacjalnych.

Bor mieszany wilgotny Querco-Piceetum na badanym obszarze zajmuje areal
0,17 km?, co stanowi 16,04% calkowitej powierzchni (ryc. 1). Jego wystepowanie
w poludniowej czesci zwigzane jest z krajobrazem moreny dennej i zaglebieniami
wytopiskowymi (ryc. 2). Zespdt Querco-Piceetum preferuje gleby wilgotne z plytko
zalegajacym poziomem wody gruntowej, wyksztalcone z drobnoziarnistych pia-
skow, zalegajacych na utworach gliniastych. Subkontynentalny bér $wiezy Peuce-
dano-Pinetum na badanym obszarze zajmuje areal 0,08 km? co stanowi 8,08%
catkowitej powierzchni (ryc. 1). Jego platy zlokalizowane w pdtnocno-zachodniej
iwschodniej cze$ci reprezentuja typowa postaé Peucedano-Pinetum typicum
z drzewostanem w fazie dragowin i starodrzewow (ryc. 2). Wystepuje on na ubo-
gich, piaszczystych glebach bielicowych, z gleboko zalegajacym poziomem wdd
gruntowych.
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W Carici digitatae-Piceetum
W Querco-Piceetum

W Peucedano-Pinetum

Salicetum albo-fragilis kod 91E0-1

% Calamagrostietum epigeji

55,51
Phragmitetum australis

:x Spergulo vernalis-Corynephoretum
kod 2330

11 Obszary bezlesne (nieuzytki i tereny
zabudowane)

Rycina 1. Udziat powierzchniowy zbiorowisk roslinnych zidentyfikowanych na badanym obszarze
po eksploatacji ztdz kruszywa naturalnego (Ogrodniczki, gm. Suprasl, woj. podlaskie)

Zrédto: opracowanie wiasne.

Inicjalne postacie nadrzecznego legu wierzbowego Salicetum albo-fragilis
wyksztalcily si¢ po zakonczonej eksploatacji kruszywa naturalnego i na badanym
terenie lokuja si¢ wokot obu zbiornikéw wodnych (ryc. 2). Zajmuja one areat 0,02 km?,
co stanowi 1,87% catkowitej powierzchni (ryc. 1). W Ogrodniczkach, w miejscu
dawnych wyrobisk zwirowych, zasiedlaja one utwory piaszczysto-zwirowe.

Wirdd zbiorowisk nielesnych, zespét trzcinnika piaskowego Calamagrostie-
tum epigeji zajmuje obszar w centralnej cze$ci pomiedzy dwoma zbiornikami wod-
nymi, na terenach piaszczystych (ryc. 2). Jego areat to 0,02 km? co stanowi 2,56%
catkowitej powierzchni (ryc. 1). Zbiorowisko szuwaréw trzcinowych Phragmitetum
australis w Ogrodniczkach wystepuje nad brzegami obu zbiornikéw wodnych
(ryc. 2). Zajmuje ono niewielka powierzchni¢ 0,017 km?, co stanowi 1,56% badane-
go obszaru (ryc. 1). Murawy szczotlichowe Spergulo vernalis-Corynephoretum
wystepuja w centralnej czesci, na terenach piaszczystych pomiedzy dwoma zbiorni-
kami wodnymi (ryc. 2). Zajmuja one najmniejsza powierzchnie (0,013 km?) wéréd
zidentyfikowanych zbiorowisk roslinnych, o udziale powierzchniowym 1,29%
badanego obszaru (ryc. 1).
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Legenda:

Carti digitatae Piceetum
Querco-Piceetum

Peucedano- Pinetum

Salicetum albo fragidis
Calamagrostictum epiggi

Spergulo vernalts-Corynephovetum
Phragmitetum australis

‘Wyrobiskowe szinczne zbiorniki wodne
Obszary miele$ne - mienzytki i kereny zabud
== Granica obszam badai

Rycina 2. Zrdznicowanie roslinnosci na obszarach po eksploatagji kruszywa naturalnego w
Ogrodniczkach (gm. Suprasl, woj. podlaskie).

Zrédfo: opracowanie whasne.

4.3. Klasyfikacja numeryczna zbiorowisk roslinnych

Wiyniki klasyfikacji numerycznej potwierdzily identyfikacje terenowa syntak-
sono6w, ktore roznicujg si¢ na dwie odrebne grupy: zbiorowiska lesne i nielesne
(ryc. 3). Pierwsza grupa (1; zdjecia 24-27) reprezentuje zbiorowiska nielesne (1),
w tym: zespol trzcinnika piaskowego Calamagrostietum epigeji (1a), szuwary trzci-
nowe Phragmitetum australis (1b) i murawy szczotlichowe Spergulo vernalis-
Corynephoretum (1c). Druga grupa (2; zdjecia 1-17) reprezentuje zbiorowiska lesne,
w tym: starodrzewy, dragowiny i zbiorowiska mlodnikowe na siedliskach Serratulo-
Piceetum (2a), Peucedano-Pinetum (2b), Querco-Piceetum (2c) i Carici digitatae-
Piceetum (2d).
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W analizie ordynacji PCA stwierdzono zréznicowanie platéw roslinnych, w zalez-
nosci od zyznosci, struktury i skladu gatunkowego badanych zbiorowisk oraz réz-
nych stadiow rozwojowych drzewostanéw (ryc. 4). Pierwsza o§ PCA wyjasnia
31,4% zmiennodci, a druga 9,1% zmiennosci zbiorowisk roslinnych. Gradient $ro-
dowiskowy reprezentowany przez pierwsza o§ wskazuje na znaczne wewnetrzne
zroznicowanie badanych ptatéw roslinnych, uzaleznione od réznych stadiéw roz-
woju zbiorowisk, struktury zespotdéw i ich kompozycji florystycznej. Na dole osi
skupiaja sie zbiorowiska nielesne i inicjalne stadia rozwojowe zbiorowisk. Na goérze
osi znajduja sie dragowiny i starodrzewy na siedliskach borowych. Gradient $rodo-
wiskowy reprezentowany przez druga o$ ordynacyjng zinterpretowano jako gra-
dient réznej zyznosci siedlisk (ryc. 4).

UPGMA

15
2a
13
< % 2b
4 s 2
L

‘—1 . 2¢

2d

Legenda:

1. Zbiorowiska nielesne

la Ass. Calamagrostietum epigeji Juraszek 1928

1b Ass. Phragmitetum australis (Gams 1927) Schmale 1939

1c Ass. Spergulo vernalis-Corynephoretum (R.Tx. 1928) Libb. 1933
2. Zbiorowiska le$ne

2a Le$ne zbiorowiska zastepcze z kregu Serratulo-Piceetum

2b Ass. Peucedano-Pinetum W.Mat. (1962) 1973

2¢ Ass. Querco-Piceetum (W.Mat. 1952) W.Mat. et Pol.1955

2d Ass. Carici digitatae-Piceetum Czerw. 1978

Rycina 3. Dendrogram hierarchicznej klasyfikacji numerycznej badanych zbiorowisk roslinnych na
obszarach po eksploatadji kruszywa naturalnego w Ogrodniczkach (gm. Suprasl, woj. podlaskie)

Zrédto: opracowanie wihasne.
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Grupa 3 Acase scores
Zbiorowiska lesne I——
Starodrzewy na siedliskach Peucedano-Pinetum,

Querco-Piceetum i Carici digitatae-Piceetum

Grupa 2

Zbiorowiska lesne
Zbiorowiska zastepcze z kregu
Serratulo-Piceetum

Axis 2

Grupa 1
Zbiorowiska nielesne

Grupa 4
Zbiorowiska lesne i 1
Inicjalne fazy rozwojowe zbiorowisk zastepczych

na siedliskach borowych i tegu wierzbowego z kregu

Salicetum albo-fragilis

Rycina 4. Ordynacja PCA badanych zbiorowisk roslinnych na obszarach po eksploatagji kruszywa
naturalnego w Ogrodniczkach (gm. Suprasl, woj. podlaskie).

Zrédfo: opracowanie whasne.

5. Dyskusja

W polskim prawodawstwie ocene oddzialywania planowanej inwestycji na
srodowisko reguluje Ustawa z dnia 3 pazdziernika 2008 r. o udostepnianiu infor-
macji o srodowisku i jego ochronie (Dz.U. Nr 199, poz. 1227). Procedujac zgodnie
z art. 66 tej ustawy, czesto definiuje si¢ negatywne oddzialywanie planowanego
przedsiewzigcia, polegajace na eksploatacji zt6z kruszywa naturalnego na stan
obszaru Natura 2000, w tym chronione siedliska przyrodnicze, gatunki roslin
i zwierzat (Laska 2010a, b, ¢, Laska i in. 2011). Badania na obszarach poeksploata-
cyjnych w miejscowosci Ogrodniczki (gm. Suprasl, woj. podlaskie) wykazaly réw-
niez, ze siedliska lesne Puszczy Knyszynskiej, pod wptywem wydobycia kruszywa
naturalnego, sa zdegradowane na powierzchni 0,5 km* (46,9%), gtéwnie w central-
nej cze$ci wokdt zbiornikéw wodnych oraz na obszarze lesnych zbiorowisk roslin-
nych. Obecnie s3 to platy roslinnosci rzeczywistej zbiorowisk nielesnych — semina-
turalnych i synantropijnych (Calamagrostietum epigeji, Spergulo vernalis-Coryne-
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phoretum) oraz sztucznie odnowionych mlodnikowych i lesnych zbiorowisk za-
stepczych na siedliskach Carici digitatae-Piceetum i Serratulo-Piceetum. Mniejsze
przeksztalcenia siedlisk le$nych stwierdzono we wschodniej, potudniowej i pétnoc-
no-zachodniej czgsci badanego obszaru, w miejscach wystepowania zbiorowisk
lesnych Querco-Piceetum i Peucedano-Pinetum, na powierzchni 0,57 km?* (53,1%).

Na badanym obszarze dominujg zbiorowiska lesne klasy Vaccinio-Piceetea
Br.-Bl. 1939 (79,7%). Zbiorowiska nielesne (5,5%) skupiajg si¢ glownie wokot
zbiornikéw wodnych powstalych pod wptywem wydobycia kruszywa naturalnego.
Nalezy podkresli¢, ze na powierzchni dawnych wyrobisk zwirowych, obecno$é
zbiorowisk nielesnych i inicjalnych postaci formacji krzewiastych czesto jest wa-
runkowana wystepowaniem siedlisk wtérnych, silnie przeksztalconych przez czto-
wieka (Woch 2007; Kutyna i in. 2010). W Ogrodniczkach, na siedliskach wtérnych,
roélinnos¢ wokoét wyrobiskowych zbiornikéw wodnych, posiada jednak duze walo-
ry przyrodnicze — ksztaltujac cenne typy zbiorowisk o znaczeniu wspdlnotowym,
wymienione w Zalaczniku I Dyrektywy Rady 92/43/EWG, takie jak, nadrzeczne
tegi wierzbowe Salix fragilis (kod 91E0-1) i murawy szczotlichowe Spergulo verna-
lis-Corynephoretum (kod 2330). Stad tez, w obecnych planach zagospodarowania
obszaru poeksploatacyjnego w Ogrodniczkach, nalezy rozwazy¢, czy rekultywowac
obszar Puszczy Knyszynskiej jako Ostoi siedliskowej i obszaru sieci Natura 2000,
czy tez chroni¢ obecnie wyksztalcone na wtornych siedliskach - cenne typy zbio-
rowisk roélinnych o znaczeniu wspolnotowym.

Podziekowania

Badania zrealizowano w ramach pracy statutowej Nr S/WBiS/5/2016 i sfinansowano ze
$rodkow na nauke MNiSW.
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Rozmieszczenie i oddziatywanie nawtoci
kanadyjskiej (Solidago canadensis)

na stan zachowania muraw kserotermicznych
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Streszczenie: Wyzyna Sandomierska stanowi mezoregion potozony w potudniowo-wschodniej
Polsce. Zajmuje powierzchnie okoto 1140 km? Dogodne warunki glebowe i klimatyczne sprawiaja,
Ze jest to obszar intensywnie wykorzystywany rolniczo, gtéwnie pod sadownictwo, uprawy winoro-
$li oraz warzyw. Taka forma uzytkowania terenu przyczynia sie do zmniejszenia powierzchni oraz
wiekszej podatnosci na zaburzenia siedlisk poétnaturalnych, zwtaszcza muraw kserotermicznych.
Obecny stan muraw kserotermicznych Wyzyny Sandomierskiej ksztattowany jest miedzy innymi,
przez nawto¢ kanadyjska (Solidago canadensis). Zaliczana ona jest do grupy roslin inwazyjnych,
ktére ograniczaja wystepowanie innych gatunkéw.

Celem pracy jest przedstawienie wystepowania nawtoci kanadyjskiej w murawach kserotermicz-
nych Wyzyny Sandomierskiej oraz okreslenie wptywu gatunku na badane siedlisko.

Badania florystyczne prowadzono w sezonach wegetacyjnych 2014-2015. Wykorzystano metode
kartogramu, zgodnie z zatozeniami metodycznymi dla ATPOL. Za podstawowa jednostke uznano
kwadrat o boku 2,5 km. Otrzymano w ten sposdb 234 jednostki. Za stanowisko przyjeto zwarty
ptat murawy. Wsréd badanych stanowisk muraw kserotermicznych Wyzyny Sandomierskiej odno-
towano wystepowanie nawtoci kanadyjskiej, zarbwno w postaci pojedynczych kep, jak i tanow.
Z uptywem czasu, nawtoé rozprzestrzenia sie na catg powierzchnie murawy, w wyniku czego
dominuje w sktadzie gatunkowym siedliska zmieniajac jego strukture oraz charakter. Brak uzytko-
wania siedlisk powoduje ubozenie sktadu florystycznego, co skutkuje ich zanikiem. Objecie ochro-
na czynna najcenniejszych ptatébw muraw kserotermicznych Wyzyny Sandomierskiej przyczynitoby
sie do zachowania wielu gatunkdw oraz wptynetoby na zwigkszanie liczby ich stanowisk.

Stowa kluczowe: nawto¢ kanadyjska, rosliny inwazyjne, murawy kserotermiczne, Wyzyna Sando-
mierska

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnos¢ biologiczna — od komérki do ekosystemu
Biatystok 2016 / ISBN 978-83-62069-72-9 Rosliny i grzyby — badania srodowiskowe i laboratoryjne
strony: 245-256 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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1. Wstep

Nawto¢ kanadyjska (Solidago canadensis L.) jest byling nalezaca do rodziny
astrowatych (Asteraceae). Pochodzi ze wschodniej czesci Ameryki Péinocnej, gdzie
wystepuje w dolinach rzek. Za date jej zawleczenia do Polski uznaje sie rok 1872
(Tokarska-Guzik i in. 2012). Nawlo¢ stanowi gatunek charakterystyczny zespotu
Rudbeckio-Solidaginetum R. Tx. et Raabe 1950 (Matuszkiewicz 2014). Reprezentuje
jeden z 5 gatunkow nawloci spotykanych na terenie kraju, obok nawloci alpejskiej
(Solidago alpestris WALDST. & KIT.), nawloci poznej (Solidago gigantea AITON),
nawtoci waskolistnej (Solidago graminifolia (L.) ELLIOTT), nawtoci pospolitej (Soli-
dago virgaurea L. S. STR.) (Mirek i in. 2002). Niektorzy, jako odrebny gatunek,
wyrdzniaja jeszcze nawlo¢ najwyzsza (Solidago altissima L.) (Rutkowski 2015).
Nawlo¢ kanadyjska zostata sprowadzona ze wzgledu na walory dekoracyjne oraz
warto$¢ miododajng i pdzny termin kwitnienia (Sudnik-Wojcikowska 2015). Naw-
to¢ kanadyjska nalezy do roslin uznawanych za inwazyjne (Tokarska-Guzik i in.
2012). Z przydomowych ogrodkéw i cmentarzy rozprzestrzenita sie na siedliska
naturalne i péinaturalne. Gatunki nawloci mogg by¢ uznawane za biowskaznik
obecnodci odlogéw na danym terenie, niezaleznie od rodzaju gleby (Rola, Rola
2010). Obecnie spotykana jest na obszarze calej Polski, w réznorodnych typach
siedlisk przyczyniajac si¢, miedzy innymi, do zmian w krajobrazie (Szymura, Wol-
ski 2006). W krotkim okresie staje si¢ byling dominujaca, wypierajac rodzime
sktadniki flory i powodujac monotypizacje fitocenoz. Intensywna ekspansje¢ tego
gatunku umozliwia: szybki wzrost, odporno$¢ na warunki srodowiskowe, niskie
wymagania siedliskowe, mozliwo$¢ rozmnazania wegetatywnego i generatywnego,
diugowiecznos¢ klonéw oraz intensywny wzrost klonalny (Kope¢ i in. 2014). Kolo-
nizacji siedlisk sprzyja duza liczba produkowanych nasion (pojedynczy ped moze
wytworzy¢ od 1100 to 19 000 nietupek) rozprzestrzeniajacych si¢ gléwnie anemo-
chorycznie (Jezierska-Domaradzka, Domaradzki 2012). Opanowywanie nowych
terenow zawdzigcza réwniez zdolnosciom allelopatycznym. W warunkach in vitro
potwierdzono dzialanie hamujgce rozwoj innych roslin przez pochodne poliactyle-
nowe (DME - dehydromatricaria ester) (Butcko, Jensen 2002; Sun i in. 2006; Yang
iin. 2007; Abhilasha i in. 2008). Wsrdd innych metabolitéw wtérnych, majacych
dziatanie fitotoksyczne wzgledem roélin wyzszych, znalazly sie takze: diterpeny,
saponiny oraz fenole (Sekutowski i in. 2012). Kolejng cecha §wiadczaca o inwazyj-
nosci nawloci kanadyjskiej jest mozliwo$¢ tworzenia mieszancéw, w Europie np.
pomiedzy S. canadensis a S. virgaurea (Pliszko 2013).
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Gatunki nawloci przyczyniaja si¢ réwniez do zubozenia fauny. Zjawisko to jest
widoczne w przypadku niektérych siedlisk, np. naturalnych i pétnaturalnych fak.
Obecno$¢ gatunkow inwazyjnych prowadzi do zmniejszenia bogactwa gatunkowe-
go oraz liczebnosci osobnikow w populacjach ptakow (Aves), dzikich pszczét (Api-
formes), bzygdw (Syrphidae), motyli (Lepidoptera), oraz mréwkowatych (Formici-
dae) (Moron i in. 2009; Skérka i in. 2010; Lenda i in. 2013).

Pomimo licznych zagrozen, jakie stwarza dla ekosystemow, jest to rowniez
gatunek leczniczy, wykorzystywany juz przez Indian w Ameryce PéInocnej. Jako
surowiec, stosuje sie glownie ziele nawtoci (Herba Solidaginis), ktére posiada wila-
$ciwoséci moczopedne oraz antybakteryjne. Wéréd zwigzkéw o dziataniu prozdro-
wotnym nalezy wymieni¢ miedzy innymi,: flawonoidy, saponiny, zwigzki fenolowe
i niewielkie ilosci olejku eterycznego (Gudej, Owczarek 2012). Ziele nawloci stosuje
sie zwlaszcza przy dolegliwosciach zwigzanych z infekcjami drég moczowych oraz
nadci$nieniu. Ponadto, znajduje zastosowanie w stanach zapalnych ukladu picio-
wego, przewodu pokarmowego, jamy ustnej, przy owrzodzeniach skory czy trudno
gojacych sie ranach (Jambor 2012; Traba i in. 2012).

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie rozmieszczenia nawtoci kanadyj-
skiej w platach muraw kserotermicznych Wyzyny Sandomierskiej oraz okreslenie
jej oddzialywania w stosunku do liczby stwierdzonych gatunkéw roslin naczynio-
wych na stanowiskach badawczych.

2. Materiat i metody

Badania florystyczne na murawach kserotermicznych Wyzyny Sandomierskiej
prowadzono w sezonie wegetacyjnym w 2014 i 2015 roku. W badaniach florystycz-
nych zastosowano metode kartogramu, zgodnie z zalozeniami metodycznymi dla
ATPOL (Zajac 1978). Za podstawowa jednostke uznano kwadrat o boku 2,5 km.
W sumie obserwacjami objeto 234 jednostki. Za stanowisko przyjeto zwarty plat
murawy. Ze zgromadzonych list florystycznych wyodregbniono platy muraw ksero-
termicznych, zawierajacych w skladzie gatunkowym nawlo¢ kanadyjska.

W celu okreslenia oddzialywania gatunku inwazyjnego na siedlisko poéinatu-
ralne, przy kazdym placie murawy kserotermicznej podano liczbe wszystkich
stwierdzonych gatunkéw oraz okre$lono inwazyjno$¢ nawtoci kanadyjskiej wedlug
nastepujacej skali:

I - gatunek tworzy pojedyncze kepy, pokrywa do 25% powierzchni,
II - gatunek tworzy pojedyncze kepy, pokrywa 25-50% powierzchni,
III - gatunek tworzy porozrywane lany, pokrywa 50-75% powierzchni,
IV - gatunek tworzy jednolity fan, pokrywa 75-100% powierzchni.
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3. Teren badan

Wyzyna Sandomierska, pod wzgledem podzialu fizycznogeograficznego,
stanowi mezoregion wschodniej czeéci Wyzyny Kieleckiej. Zajmuje okoto 1140 km?
(Kondracki 2011). Pod wzgledem administracyjnym, obejmuje gtéwnie trzy powia-
ty wojewodztwa $wietokrzyskiego: sandomierski, opatowski oraz ostrowiecki.
Krajobraz badanego terenu jest typowo rolniczy. Od lat gleba wykorzystywana jest
pod sadownictwo, uprawy warzywnicze, zb6z oraz winorosli. Obecnie jest to jeden
z najwigkszych regionéw rolniczych Polski. Przyczynily sie do tego uwarunkowania
edaficzne, jak i klimatyczne. Gleby zyzne, gtéwnie czarnoziemy rozwijaja si¢ na
skale macierzystej, jaka jest less. Ponadto, wyzsza temperatura powietrza, jedno-
stajne natezenie nastonecznienia, dlugi okres bezprzymrozkowy prowadza do
uzyskania wigkszych plonéw niz w innych czesciach kraju.

Notatki dotyczace flory oraz roslinnosci Wyzyny Sandomierskiej byty publi-
kowane poczawszy od XIX wieku za sprawa Lapczynskiego (1887). Pozniejsze
prace zapoczatkowal Dziubaltowski (1918, 1922, 1923, 1925) oraz Kozlowska
(1925). Znaczace w badaniach nad florg oraz roélinno$cig muraw kserotermicznych
Wyzyny Sandomierskiej byty publikacje Glazka (1964, 1968a, b, 1978). Kolejnymi
pracami sg liczne materialy rodologiczne Popka (1967, 1983) z Gor Pieprzowych,
a takze Krzaczka (1967) z okolic Sandomierza, Opatowa i Ozarowa. Wspodlczesnie
ukazaly sie publikacje odnoszace sie do rozmieszczenia nowych stanowisk rzadkich
gatunkéw muraw kserotermicznych (Ruraz 2015, 2016), roélin inwazyjnych Wyzy-
ny Sandomierskiej (Ruraz, Panek 2016) oraz flory Sandomierza (Panek 2016;
Panek, Ruraz 2016).

Obiektem prowadzonych badan sa poszczegdlne platy muraw kserotermicz-
nych. To siedliska poinaturalne, nielesne zbiorowiska roslinne. Ich charakter uwa-
runkowany jest specyficznymi cechami klimatu - przewaga parowania nad opada-
mi, wysokimi temperaturami w lecie, niskimi opadami, silnym suchym wiatrem
i ostrymi zimami. Murawy wystepuja w miejscach wybitnie cieptych, suchych oraz
nastonecznionych. Zajmuja jednak niewielkie powierzchnie zboczy o wystawie
przewaznie S, SW i SE. Obecnie obserwowane sg miedzy innymi, na krawedziach
dolin rzecznych, wyzynnych wzniesien,, wychodni skalnych, kamienioloméw czy
skarp $rédpolnych. Dodatkowym niezbednym czynnikiem warunkujacym ich
istnienie jest podloze o odczynie zasadowym lub obojetnym, bogate w weglan
wapnia (Baranska, Jermaczek 2009).

Murawy kserotermiczne Wyzyny Sandomierskiej reprezentowane sa gléwnie
przez zbiorowiska ze zwigzku Cirsio-Brachypodion pinnati HADAC ET KLIKA 1944
EM. KRAUSCH 1961. Osobliwoscia badanego terenu, pod wzgledem florystycznym,
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jest wystepowanie dosy¢ licznych populacji wisni karlowatej (Cerasus fruticosa
PALL.). Najbardziej znanym oraz cennym stanowiskiem muraw kserotermicznych

s3 Gory Pieprzowe (ryc. 1). Objete sg one zaréwno ochrong rezerwatowa (od 1979
roku) oraz posiadajg status Obszaru Specjalnej Ochrony Siedlisk NATURA 2000.

Rycina 1. Fragment murawy kserotermicznej w Gorach Pieprzowych (Sisymbrio-Stipetum capilla-
tae (DziuB. 1925) Mebw.-KorN. 1959), (fot. K. Ruraz, 21.08.2015 r.)

4. Wyniki

Podczas prowadzonych badan terenowych w latach 2014-2015 nawtlo¢ kana-
dyjska odnotowano na 47, sposrdd 87 obserwowanych stanowisk. Analizowane
platy muraw kserotermicznych znajduja si¢ w 33 kwadratach o boku 2,5 km (tab. 1).
Srednia liczba gatunkéw, przypadajaca na stanowisko, wynosi 45. Najwieksza ich
liczbe (84 gatunki) stwierdzono dla murawy kserotermicznej w Gatkowicach Ocin.
Inwazyjnos¢ badanego gatunku nawtoci kanadyjskiej ksztattuje sie w catej rozpieto-
$ci przyjetej skali. Pod tym wzgledem najczesciej, poniewaz w 22 przypadkach,
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zaobserwowano nawlo¢ tworzaca pojedyncze kepy, z pokryciem gatunku, stano-

wigcym 25-50% powierzchni. W platach, w ktérych stwierdzono czwarty stopien

inwazyjnosci, liczba stwierdzonych gatunkéw roslin jest nizsza niz wartos¢ srednia.

Podobnie sytuacja ksztaltuje si¢ w przypadku trzeciego stopnia inwazyjnosci

(w9 na 13 platach liczba gatunkéw ksztaltowala sie ponizej sredniej). Najwigksza

inwazyjnos¢ nawloci kanadyjskiej w ptatach muraw kserotermicznych zaobserwo-
wano w miejscowosciach: Chrapanéw (FE 7220), Dabie (FE 7233), Dacharzéw (FE
8132), Czermin (FE 8212) oraz Wielogoéra (FE 9122).

Tabela 1. Rozmieszczenie nawtoci kanadyjskiej w siatce kwadratow o boku 2,5 km, stopien jej
inwazyjnosci oraz liczba gatunkdw w ptatach muraw kserotermicznych Wyzyny Sandomierskiej

Numer kwadratu

Liczba gatunkow

Stopien inwazyjnosci nawtoci kanadyjskiej

EE 6812 35 II
EE 8833 50 II
EE 9901 50 II
EE 9901 45 IT
EE 9912 40 II
FE 7010 58 II
FE 7021 53 II
FE 7033 29 III
FE 7033 21 II
FE 7213 43 II
FE 7213 34 I
FE 7220 18 v
FE 7220 58 II
FE 7233 33 v
FE 8001 41 III
FE 8023 43 III
FE 8023 23 IT
FE 8023 37 III
FE 8023 42 III
FE 8120 56 IT
FE 8123 34 II
FE 8123 33 III
FE 8130 81 IT
FE 8132 61 II
FE 8132 44 v
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Numer kwadratu Liczba gatunkow Stopien inwazyjnosci nawtoci kanadyjskiej
FE 8133 33 III
FE 8212 38 v
FE 8213 62 III
FE 8220 36 II1
FE 8220 57 II1
FE 8221 70 I
FE 8221 84 II
FE 8221 36 I
FE 8222 49 I
FE 8222 66 II1
FE 8231 38 III
FE 9000 49 II
FE 9010 65 I
FE 9012 57 II
FE 9033 52 I
FE 9120 21 II
FE 9122 25 v
FE 9131 47 I
FE 9131 36 II
FE 9132 25 II
FE 9201 55 II1
FE 9212 61 II

5. Dyskusja

Wplyw inwazyjnych gatunkéw roélin zachodzi przede wszystkim w trzech
sferach zycia, tj. spolecznej, ekonomicznej oraz ekologicznej. Z uwagi na poruszane
zagadnienie, najbardziej istotny stopien oddzialywan wystepuje w ostatniej z wy-
mienionych sfer. Coraz powszechniejszym zjawiskiem jest intensywne rozprze-
strzenianie si¢ tej grupy gatunkéw wérdd ekosystemdéw naturalnych i pétnatural-
nych. Rosliny inwazyjne, wkraczajac na do tej pory niezajete siedlisko, przyczyniaja
sie do wypierania gatunkow rodzimych. Prowadzi to do zubozenia bioréznorodno-
$ci danego ekosystemu. Zmiany w skladzie gatunkowym koncentrujg si¢ wokot
zaréwno zmniejszenia liczebnosci, jak i zaniku wielu gatunkéw cennych oraz swia-
tlozadnych. Przyszly proces rozwoju danego ekosystemu najlepiej odzwierciedla

251



zmniejszajaca si¢ zasobnos¢ glebowego banku nasion. Dlatego tez wraz z uptywem
czasu, mozna zaobserwowa¢ utrate regionalnej odrebnosci fitocenoz, co skutkuje
jej monotypizacja. Nalezy pamietaé, iz zmianie moga ulega¢ rowniez wlasciwosci
fizykochemiczne gleby, miedzy innymi, odczyn pH, gesto$¢ objetosciowa oraz
zawartos$¢ poszczegolnych pierwiastkéw (Domaradzki i in. 2013; Szymura, Szymura
2013; Chmura 2014).

Uzyskane wyniki potwierdzaja ogdlnie przyjeta teze o wypieraniu gatunkéw
roé$lin w wyniku zwigkszenia zajmowanej powierzchni przez inwazyjng nawlo¢
kanadyjska. Analizowane murawy kserotermiczne wyraznie charakteryzuje spadek
bioréznorodnosci gatunkowej, a tym samym zubozenie i przeksztalcenie siedliska,
a w dalszym etapie jego zanik. Nalezy mie¢ na uwadze réwniez inne czynniki, ktore
wplynely na ten stan, miedzy innymi, udzial drzew i krzewéw, innych gatunkéw
inwazyjnych, powierzchnie platu siedliska. Biorac pod uwage platy o najwiekszym
stopniu inwazyjnosci, nawlo¢ kanadyjska intensywnie rozprzestrzenia si¢ wsrod
skarp $§rédpolnych (Chrapanéw (FE 7220), Czermin (FE 8212)) w szczegdlnie tych,
majacych posta¢ izolowanych wysp. Otoczone s3 one zazwyczaj polami uprawny-
mi, a takze obsadzone przez drzewa owocowe. Podobng zalezno$¢ mozna stwier-
dzi¢ w przypadku stanowisk, ktére sg zwigzane z dolinami rzecznymi wyzyny,
w takich miejscowosciach, jak: Dabie (FE 7233), Dacharzéw (FE 8132) oraz Wielo-
gora (FE 9122). Wczesniejsze badania florystyczne muraw kserotermicznych Wy-
zyny Sandomierskiej byly prowadzone przez Glazka (1968a). Na liscie florystycznej
z tego okresu, jako gatunek inwazyjny, wymieniana jest jedynie nawlo¢ pdzna.
Autor podaje jej masowe wystepowanie na zboczach lessowych o ekspozycji pot-
nocnej oraz powszechne wystepowanie na calym terenie.

Interesujacym wydaje sie fakt, iz obecno$¢ nawloci kanadyjskiej notowano
czeSciej we wschodniej czgsci Wyzyny Sandomierskiej. Niewatpliwie ma na to
wplyw silnie rozwinigte rolnictwo, gdyz pola uprawne oraz sady s3 systematycznie
poddawane zabiegom agrotechnicznym, co prowadzi do ograniczenia rozwoju
nawloci. Natomiast znajdujace si¢ na wyzynie platy muraw kserotermicznych sa
dogodnymi miejscami umozliwiajgcymi niezaktécony rozwdj gatunku inwazyjne-
go. Taka zaleznos¢ udowodnity réwniez badania innych autoréw (Rola, Rola 2010;
Babczynska-Sendek i in. 2012), ktére potwierdzaja obecno$¢ nawloci na terenach
nie poddawanych uprawie. Dodatkowo, nalezy podkresli¢, iz badane siedliska s
wystawione na liczne zagrozenia, chociazby ze strony gatunkéw synantropijnych,
braku uzytkowania czy postepujacego zarastania, potegujac obserwowane zjawisko.

Nawlo¢ kanadyjska posiada szeroki zakres tolerancji wzgledem wskaznika
granulometrycznego gleby (2-4). Rozwija si¢ zaréwno na zwirach, piaskach oraz na
glinach piaszczystych czy cigzkich (Zarzycki i in. 2002). Obecno$¢ zyznych gleb
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badanego terenu szczegdlnie sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ nawloci wéréd platéw
muraw kserotermicznych. Ten proces zachodzi szybciej oraz bardziej dynamicznie
na glebach zasobnych w skladniki odzywcze w poréwnaniu do gleb ubozszych.
Dlatego tez niezbednym zabiegiem jest wiacznie najcenniejszych platéw muraw
kserotermicznych Wyzyny Sandomierskiej pod ochrone czynng. Brak ochrony
czynnej w szybkim czasie moze doprowadzi¢ bowiem do calkowitego zaniku lub
przeksztalcenia kolejnych platow tego siedliska i wymarcia wielu rzadkich roslin.
Wiele ptatow muraw i gatunkéw kserotermicznych znanych z danych literaturo-
wych, nie udalo si¢ obecnie potwierdzi¢. Prawdopodobnie czg¢$¢ z nich zostata
utracona bezpowrotnie.

Podziekowania

Pragne serdecznie podzigkowac Recenzentom za cenne uwagi do niniejszego opracowania.
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w miejskim krajobrazie Sandomierza
— bogactwo gatunkowe i zagrozenia
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Streszczenie: Sandomierz to miasto lezagce w potudniowo-wschodniej czesci Polski, na terenie
makroregionu Kotlina Sandomierska i mezoregionu Wyzyna Sandomierska. Granice pomiedzy
nimi wyznacza Wista. Celem pracy jest przedstawienie bogactwa gatunkowego flory muraw ksero-
termicznych Sandomierza oraz zwrdcenie uwagi na zagrozenia skierowane w kierunku omawia-
nych fitocenoz wynikajace z dziatalnosci cztowieka, takie jak: celowe nasadzenia drzew oraz dyna-
miczna ekspansja gatunkéw inwazyjnych. Badania florystyczne na terenie miasta prowadzono
w latach 2014-2016. Stwierdzono wystepowanie 9 ptatéw roslinnosci kserotermicznej, o réznej
powierzchni (od 2400 m? do 17000 m?) i odmiennym skfadzie gatunkowym. Wérdd flory budujace;
omawiane fitocenozy szczegodlnie interesujace sa: Achillea pannonica, A. setacea, Anemone sylve-
stris, Asperula cynanchica, Bothriochloa ischaemum, Campanula sibirica, Cerasus fruticosa, Cerinthe
minor, Eryngium planum, Festuca pallens, Gentiana cruciata, Helichrysum arenarium, Nonea pulla,
Scorzonera purpurea, Stachys recta, Stipa capillata, Thymus marschallianus. Na wysoka warto$¢
sandomierskich muraw kserotermicznych dodatkowo wptywa fakt, ze sg one zlokalizowane na
terenie miasta. Ich obecno$¢ zwieksza réznorodnos¢ biologiczng miejskiej flory. W wiekszosci
przypadkéw murawy te wystepuja na stromych lessowych zboczach, co chroni je przed rozwojem
zabudowy, czy infrastruktury drogowej. Jednak w znacznym stopniu ustepujg ekspansywnym
gatunkom inwazyjnym.

Stowa kluczowe: murawy kserotermiczne, gatunki inwazyjne, gatunki rzadkie, gatunki chronione
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1. Wstep

Sandomierz jest miastem poludniowo-wschodniej cze¢sci wojewddztwa $wie-
tokrzyskiego, zajmujacym powierzchnie 28,8 km?. Na jego terenie wystepujg rézne-
go rodzaju zbiorowiska roélinne. Zaczynajac od oczywistej dla terenéw miejskich
rodlinnosci synantropijnej, przez zbiorowiska gradowe, do wodnych. Jednak naj-
cenniejsze s3 murawy kserotermiczne wyksztatcone na podiozu lessowym, zlokali-
zowane na poinoc od Wisly. Sa to zbiorowiska o charakterze stepowym, cechujace
sie wysoka biordznorodnoscia (Matuszkiewicz 2013). Ich bogactwo gatunkowe
wplywa pozytywnie na réznorodnos¢ florystyczna miasta. Z uwagi na budujace je
rzadkie, chronione i zagrozone wyginieciem gatunki, s3 one niezwykle cenne.

Flora i roslinno$¢ Sandomierza wzbudzaly zainteresowanie badaczy juz od
dawna. Pierwsze opracowanie autorstwa Lapczynskiego pochodzi z 1887 roku.
Kolejne prace dotyczyly przewaznie flory i roslinnosci kserotermicznej Wyzyny
Sandomierskiej oraz Gor Pieprzowych. Wsrod nich znajduja si¢ opracowania,
miedzy innymi, Dziubaltowskiego (1922, 1923, 1925), Kuca (1959), Popka (1967,
1983), Glazka (1968a, b, 1978, 1996), Kostrakiewicza i Popka (1972), Kozika (1981)
oraz najnowsze, tj. Ruraz (2015, 2016), Ruraz, Panek (2016), Panek (2016) i Panek,
Ruraz (2016).

Celem pracy jest przedstawienie bogactwa gatunkowego flory muraw ksero-
termicznych Sandomierza oraz zwrécenie uwagi na zagrozenia skierowane w kie-
runku omawianych fitocenoz, wynikajace z dzialalnosci cztowieka, takie jak: celowe
nasadzenia drzew oraz dynamiczna ekspansja gatunkéw inwazyjnych.

2. Materiat i metody

Badaniami florystycznymi objeto obszar zlokalizowany w granicach admini-
stracyjnych Sandomierza. Prace terenowe prowadzono w latach 2014-2016. Polega-
ty one na inwentaryzacji florystycznej 9 muraw kserotermicznych o réznej wielko-
éci (od 2400 m* do 17 000 m?) zlokalizowanych na terenie miasta. Kryterium wy-
znaczenia powierzchni badawczych stanowila obecno$¢ gatunkéw charakterystycz-
nych dla syntaksonéw Festuco-Brometea BR. BL. et R. TX. i Trifolio-Geranietea
sanguinei MULL. (Matuszkiewicz 2013). Do analiz wybrano jedynie zwarte platy
roélinnosci, zawierajace w swym sktadzie wspomniane gatunki.
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Wszystkie inwentaryzowane powierzchnie znajdujg si¢ na terenie jednostki
FE92 - 10x10 km zgodnie z ATPOL (Zajac 1978). Kazdej z nich przyporzadkowa-
no numer od 1 do 9 (ryc. 1).

1 - wzgbrze Salve Regina (dzielnica
Krakowka); 2 — lessowe wzgdrze nieopodal
starego miasta; 3 —tagodne zbocze przy
ul. E. Kwiatkowskiego; 4 — stroma skarpa
przy ul. Przedmiescie Zawichojskie;

5 — strome zbocza przy ul. Zamiejskiej;

6 — uzytek ekologiczny Kamien Plebanski;
7 — wawozy na potudnie od ul. Panoramicz-
nej; 8 — wawozy w okolicy ul. tukawskiej;
9 — Géry Pieprzowe (fragment lezacy

w granicach administracyjnych
Sandomierza)

Rycina 1. Lokalizacja stanowisk
muraw kserotermicznych na terenie
Sandomierza

Zrédto: opracowanie whasne.

W pierwszym sezonie wegetacyjnym wyznaczono powierzchnie badawcze.
Natomiast w kolejnych latach prowadzono spisy florystyczne na kazdej z nich.
Z uwagi na r6zng powierzchnie badanych ptatéw, analizy prowadzono dla kazdego
z osobna. Poréwnano udzial gatunkéw charakterystycznych dla klasy Festuco-
Brometea i Trifolio-Geranietea sanguinei w stosunku do pozostatych grup syngene-
tycznych. Zwrdcono uwage na zaleznos¢ pomiedzy bogactwem gatunkowych po-
szczegllnych platow a udzialem gatunkéw z klas Festuco-Brometea i Trifolio-
Geranietea sanguinei. Przedstawiono liste gatunkéw cieptolubnych, z zaznaczeniem
charakterystycznych dla zbiorowisk kserotermicznych. Przy uzyciu odpowiedniej
sygnatury, oznaczono gatunki chronione wedtug Rozporzadzenia Ministra Srodo-
wiska z dnia 9 pazdziernika 2014 r. w sprawie ochrony gatunkowej roslin (Dz. U.
22014 r., poz. 1409). Gatunki rzadkie i zagrozone okreslono na podstawie Czerwo-
nej listy roslin naczyniowych Polski (Zarzycki i Szelag 2006) oraz Polskiej czerwonej
ksiegi roslin: paprotniki i rosliny kwiatowe (Kazmierczakowa i in. 2014). Nazewnic-
two podano na podstawie Mirka i in. (2002). Wyniki zamieszczono w formie wy-
kresow, tabel i opisow.
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3. Teren badan

Sandomierz jest jednym z najstarszych krolewskich miast Polski. Za panowa-
nia Bolestawa Chrobrego byt jednym z trzech gléwnych siedzib Krolestwa Polskie-
go (Bulinski 1879). Do dzi$ zachowala si¢ malownicza staréwka, ktdra przez caly
rok przyciaga turystow. Aktualnie Sandomierz jest miastem powiatowym woje-
wodztwa $wietokrzyskiego, lezacym na terenie makroregionu Kotlina Sandomier-
ska i mezoregionu Wyzyna Sandomierska. Granice pomiedzy nimi wyznacza Wista
(Kondracki 2011).

Krawedz doliny Wisly rozdziela réwniez krainy geobotaniczne, na ktérych
terenie lezy Sandomierz. PéInocna cze$¢ miasta zaliczana jest do krainy Miechow-
sko-Sandomierskiej oraz okregu Sandomiersko-Opatowskiego. Jest to teren bogat-
szy pod wzgledem florystycznym, poprzecinany licznymi wawozami, ktérego cecha
wyrozniajacy jest przede wszystkim podloze lessowe i rozwijajaca si¢ na nim ro-
$linno$¢ kserotermiczna. Do czesci tej zaliczany jest takze podokreg Gory Pieprzo-
we charakteryzujacy si¢ licznymi odstonieciami utworéw pochodzacych z $rodko-
wego kambru. Skala budulcowa wzniesien sg szare i ciemnoszare tupki ilaste, cze-
$ciowo pokryte lessem. Pozostaly fragment miasta, potozony na potudnie od Wisly,
zaliczany jest do krainy Kotlina Sandomierska. Jest to teren réwninny, lezacy
w znacznym obnizeniu w stosunku do czesci pétnocnej. Brak tutaj pokrywy lesso-
wej, ktora zostata wyplukana juz w holocenie. Znaczny udziat w pokrywie roslinne;j
przypada na zbiorowiska tegowe (Szafer, Zarzycki 1977).

4, Wyniki

W badaniach muraw na terenie Sandomierza stwierdzono obecno$¢ dziewie-
ciu platow o réinych powierzchniach, porosnietych roslinnoscig cieptolubng.
Granice ich czesto wyznaczone sg sztucznie, poprzez biegnaca nieopodal ulice, czy
zabudowania. W przypadku stanowisk bardziej oddalonych od centrum, badane
platy sasiadujg z polami i sadami.

Ogoélna liczba gatunkéw stwierdzonych podczas prac terenowych wyniosta
219, wsrdéd ktdérych 36 zwigzanych jest z syntaksonami klasy Festuco-Brometea,
natomiast 12 — z Trifolio-Geranietea sanguinei (tab. 1). Dwa z nich uznano za rzad-
kie w skali kraju (Linosyris vulgaris CASS., Thymus marschallianus WILD.), cztery
narazone na wyginiecie (Cerasus fruticosa PALL., Festuca pallens HOST, Scorzonera
purpurea L. S. STR., Stipa capillata L.) i jeden wymierajacy (Achillea setacea
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WALDST. & KIT.) (Zarzycki i Szelag 2006, Kazmierczakowa i in. 2014). Udzial
we florze zaznaczaja réwniez rosliny pod ochrong $cisla i czesciowa, odpowiednio

w liczbie: 51 4. Nie sg to tylko taksony charakterystyczne dla zbiorowisk kseroter-

micznych, ale czesto w nich notowane, tj. Cerasus fruticosa i Helichrysum arena-

rium (L.) MONECH). Pierwszy z nich wystepowat czgsto, jednak populacje liczyly po

kilka osobnikéw, z wyjatkiem stanowiska drugiego, gdzie tworzyly zwarty plat

o powierzchni okoto 200 m*.

Tabela 1. Wykaz gatunkéw cieptolubnych, charakterystycznych dla klasy Festuco-Brometea oraz
Trifolio-Geranietea sanguinej, rzadkich, zagrozonych (z kategorig zagrozenia) i chronionych oraz

stanowiska, na ktérych je notowano

g
o S
é % % X =
Gatunek Stanowisko 8 S é E._'j %
SS1SE | 25 ¢
= B FER =N <
& | 88| &% S
Achillea pannonica 1,5,6,7,8,9 +
Achillea setacea 4,5,6,9 + I(E, CR)
Acinos arvensis 9 +
Agrimonia eupatoria 1,2,4,5,7,9
Anemone sylvestris 1,7,8 + o
Arabis hirsuta 9 +
Artemisia campestris 2,4,5,6,7,8,9 +
Asparagus officinalis 1,4,5,7 +
Asperula cynanchica 6,7,9 +
Bothriochloa ischaemum 9 +
Brachypodium pinnatum 1,5,7,8 +
Bromus inermis 7,9 +
Campanula rapunculoides 1,2,8 +
Campanula sibirica 2,3,4,5,7,9 + .
Centaurea scabiosa 1,2,5,6,7,9 +
Centaurea stoebe 1,4,5,6,7,8,9
Cerasus fruticosa 2,4,5,6,7,9 I(V,VU)
Cerinthe minor 2,5
Clinopodium vulgare 1,7,9
Coronilla varia 1,4,7 +
Dianthus carthusianorum 1,4,5,6,7,8,9 +
Eryngium planum 5,8,9
Euphorbia cyparissias 1,2,3,5,6,7,9 +
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Festuca pallens 5 + (V) °
Festuca rupicola 2,9 +
Filipendula vulgaris 1,3,4,5,7 +
Galium mollugo 7,9 +
Galium verum 1,2,3,4,5,6,7,8,9 +
Gentiana cruciata 7,9 °
Helianthemum nummularium 1 +
Helichrysum arenarium 7 o
Hieracium bauhinii 5 +
Koeleria macrantha 4,5,9
Linosyris vulgaris 4,9 + I(R) o
Medicago falcata 1,5,6,7,8,9, +
Nonea pulla 2,37
Onobrychis viciifolia 1,2,7 +
Origanum vulgare 1,2,4,5,7,8,9 +
Orthanta lutea 6,9
Plantago media 2,3,5,7 +
Potentilla arenaria 2,4,5,6,9 +
Prunella grandiflora 1,3,7,8
Salvia pratensis 1,2,3,5,7,8,9
Sedum maximum 2,6,7,8,9
Scabiosa columbaria 1,7,8 +
Scabiosa ochroleuca 1,3,6,7,8,9 +
Scorzonera purpurea 5,9 + (V) o
Seseli annuum 1,59 +
Stachys recta 2,4,5,6,7 +
Stipa capillata 4,5,6,7,9 + (V) .
Thalictrum minus 1 +
Thymus marschallianus 1,4,6,9 + I(R)
Valeriana angustifolia 7 +
Veronica austriaca 5,9
Veronica spicata 7,8,9 +
Veronica teucrium 2,7 +
Viola hirta 4
®-5
SUMA: 36 12 7 T

1-9 — numery stanowisk, na ktérych odnotowano gatunki; + — gatunki charakterystyczne dla syntakso-
néw klas Festuco-Brometea oraz Trifolio-Geranietea sanguinei; PCzL — Czerwona lista roslin naczyniowych
Polski; PCzK — Polska czerwona ksiega roslin; ! — gatunki rzadkie i zagrozone (CR — krytycznie zagrozony;
E — wymierajacy; V — narazony na wymarcie; VU narazony; R — rzadki); @ — gatunki objete ochrong Scisty;

o — gatunki objete ochrong czesciowa

Zrédto: opracowanie wiasne.
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taczna liczba gatunkow z klas Festuco-Brometea oraz Trifolio-Geranietea
sanguinei zawiera si¢ w przedziale od 6 do 32 na pojedyncza powierzchnie badaw-
czg. Sredni procentowy udzial gatunkéw kserotermicznych dla poszczegélnych
platow wynosi 25. W przypadku murawy 1. i 7., mimo duzej réznicy w wielkosci
(odpowiednio 2400 m* i 17000 m?), az 33% skfadu syntaksonomicznego flory sta-
nowig gatunki kserotermiczne. Z kolei murawy 3. i 4. — o zblizonej powierzchni
(odpowiednio 6600 m® i 6500 m®) posiadaja takie samo bogactwo gatunkowe.
Rdznig si¢ jednak udzialem gatunkéw kserotermicznych. W pierwszym przypadku
stanowig one jedynie 10% flory, natomiast w drugim az 30%. Nie zaobserwowano
korelacji pomiedzy powierzchnig murawy a jej bogactwem florystycznym. Ponizej
(tab. 2) przedstawiono bogactwo gatunkowe poszczegélnych muraw oraz procen-
towy udzial gatunkéw kserotermicznych, w odniesieniu do powierzchni zajmowa-
nych przez badane platy.

Tabela 2. Bogactwo gatunkowe muraw kserotermicznych oraz procentowy udziat gatunkéw
zwigzanych z klasg Festuco-Brometea oraz Trifolio-Geranietea sanguinei

Numer murawy PO\ZNierzchnia murawy Bogactwo gatunkowe Udziat gatgnkéw
(m?) kserotermicznych (%)
1 2400 70 33
2 7200 83 17
3 6600 60 10
4 6500 60 30
5 8900 94 27
6 2600 52 31
7 13200 92 33
8 5700 81 16
9 17000 134 24

Zrédto: opracowanie wiasne.

W przypadku kazdej z analizowanych muraw, zaznacza si¢ zdecydowana
przewaga gatunkéw charakterystycznych dla syntaksonow Festuco-Brometea nad
Trifolio-Geranietea sanguinei. Procz trzech ptatéw muraw, ich liczba przekracza 10
gatunkéw. Na wigkszosci muraw liczba gatunkéw pozostatych grup syngenetycz-
nych miesci sie w przedziale od 35 do 69. Wsrdd nich wystepuja elementy flory
zwigzane ze $rodowiskiem miejskim, tj.: gatunki ruderalne, segetalne, zaroslowe,
a takze roéliny ozdobne. Liczbowy stosunek gatunkéw z klas Festuco-Brometea,
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Trifolio-Geranietea sanguinei oraz pozostalych grup syngenetycznych na poszcze-
golnych murawach przedstawia rycina 2.

110 100
100 - B Festuco-Brometea B Trifolio-Geranietea sangtinei —
90 A OPozostale grupy syngenetyczne
=
5 80 4
2 68 69
= 70 61 66
= 54
g 00 47
on 50 iy
<
S 40 | 35
) 27
5 30 1 21 14 21
20 | “%q 9. < 13 9 8 c t
10 - 1 4 2
0 T T T T T

Murawa 1 Murawa 2 Murawa 3 Murawa4 Murawa 5 Murawa 6 Murawa 7 Murawa 8 Murawa 9

Rycina 2. Udziat grup syngenetycznych na poszczegélnych murawach

Zrédfo: opracowanie whasne.

Podczas wyboru platow do badan zauwazono istotne zagrozenie w postaci
rozleglych lanéw Solidago canadensis L. W wielu przypadkach pomiedzy kepami
tego gatunku stwierdzono pojedyncze osobniki gatunkéw cieptolubnych, najcze-
$ciej byto to Origanum vulgare L. Mozna zatem przypuszczaé, iz w niedalekiej
przeszlo$ci w miejscach tych znajdowaly si¢ zbiorowiska o charakterze kseroter-
micznym. Omawiany gatunek notowano na badanych powierzchniach, za wyjat-
kiem stanowiska 1. i 2. Solidago canadensis to niestety nie jedyny przedstawiciel
rodlin inwazyjnych stwierdzonych na obszarze sandomierskich muraw. Na bada-
nym terenie odnotowano takze Reynoutria japonica HOUTT. — stanowisko 3, Robi-
nia pseudoacacia L. - 3, 4, 5, 6, 7, 9 oraz Juglans regia L. - 2, 3, 5, 7, 8, 9. Pierwszy
z nich wystepuje w placie zlokalizowanym w sasiedztwie ruchliwej ulicy oraz zabu-
dowan mieszkalnych. Murawa ta, jak udalo sie zaobserwowac, jest koszona raz
w roku, czemu zapewne zawdziecza swe istnienie, poniewaz dzialanie to uniemozliwia
rozprzestrzenianie si¢ gatunku inwazyjnego. Dwa kolejne taksony wystepuja czgsto na
inwentaryzowanych powierzchniach, lecz w dosy¢ duzych odstepach pomiedzy
osobnikami, przez co aktualnie nie maja tak negatywnego wplywu na zachowanie
siedlisk, jak ma to miejsce w przypadku Solidago canadensis. Niestety, na stanowi-
sku 2 zaobserwowano celowe, geste nasadzenia Juglans regia. Sa to obecnie miode
roéliny dorastajace do 0,5 m wysokosci, jednak z czasem, zacieniajagc murawe, moga
przyczynic si¢ do jej zaniku.
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5. Dyskusja

Platy roslinnosci cieptolubnej na terenie Sandomierza zlokalizowane sg jedy-
nie po poéinocnej stronie Wisly. Jest to obszar zaliczany do Wyzyny Sandomierskiej
zbudowany z utworéw lessowych. Istnieja tu odpowiednie warunki do rozwoju
omawianej roélinnosci.

Sandomierskie murawy kserotermiczne reprezentuja dobrze zachowane platy
ze zwigzkow Cirsio-Brachypodion pinnati HADAC et KLIKA oraz Festuco-Stipion
KLIKA, jak réwniez liczne ich formy mozaikowe, przejsciowe lub zaburzone. Przy-
czyng tego jest duzy udzial przedstawicieli flory typowej dla terenéw miejskich
i podmiejskich, ktore wnikaja na siedliska cieptolubne. Sg to gatunki ruderalne,
segetalne, czesto tez rosliny ozdobne i zaroslowe. Juz w 1887 roku Lapczynski
zwracal uwage na interesujgce gatunki cieplolubne, nazywajac je wowczas ,,wawo-
zowymi”. Po wielu stanowiskach, podanych wéwczas przez autora, obecnie nie ma
sladu. Zgodnie z 6w spadkowa tendencja, w przysztosci sandomierska flora moze
by¢ ubozsza o kolejne skfadniki.

Badane powierzchnie to jedyne fragmenty muraw kserotermicznych, jakie
zachowaly sie do dzis. Mimo réznej wielkosci i odmiennego bogactwa florystyczne-
go, s3 one rownie wazne z uwagi na coraz mniejszg powierzchni¢ jaka zajmuja.
Wsréd sktadnikow flory budujacej omawiane zbiorowiska, znajduje si¢ wiele rzad-
kich, zagrozonych i chronionych gatunkéw. Warto$¢ badanych muraw kseroter-
micznych dodatkowo podnosi fakt, iz zlokalizowane s na terenie miasta, w miejscu
silnie przeksztalconym przez czlowieka, gdzie mozna byloby spodziewac si¢ gtow-
nie flory synantropijnej. Bogactwo gatunkowe badanych powierzchni jest $rednio
025% wyzsze, dzieki obecnosci gatunkéw kserotermicznych. Zatem obecnos¢
omawianych zbiorowisk pozytywnie wptywa na biorédznorodnos¢ miejskiej flory.

Wiele z tych siedlisk ocalalo w miejskim krajobrazie, z uwagi na uksztaltowa-
nie terenu (liczne strome skarpy, glebokie wawozy), dzigki ktéremu nie sg one
narazone na zniszczenie przez rozwdj infrastruktury drogowej, zabudowe czy
uprawy. Jednak wiele muraw kserotermicznych z tej przyczyny obecnie nie istnieje.
Najwiekszym zagrozeniem dla sandomierskich muraw nie jest wylacznie bezpo-
$redni wplyw dziatalnosci ludzkiej oraz specyficzne polozenie w obrebie miasta.
Istotng przyczyng ich zaniku jest rowniez naturalna sukcesja gatunkéw zaroslo-
wych oraz obecno$¢ roslin inwazyjnych, a przede wszystkim Solidago canadensis,
ktéra w znaczacy sposdb zmienia warunki siedliskowe. Jest to rodlina pochodzaca
z Ameryki PéInocnej, zadomowiona na terenie kraju, posiada status gatunku inwa-
zyjnego (Tokarska-Guzik i in. 2012). Tworzac zwarte tany w krétkim czasie wypie-
ra pozostate gatunki ze zbiorowisk. W duzym stopniu porasta ona lessowe zbocza
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Sandomierza oraz calej Wyzyny Sandomierskiej, skutecznie wypierajac roslinnos¢
kserotermiczng (Ruraz, Panek 2016). W pracy dotyczacej flory muraw kseroter-
micznych Wyzyny Sandomierskiej (Glazek 1968a), autor, wymieniajac gatunki
inwazyjne tychze siedlisk, nie podaje Solidago canadensis, ktora aktualnie jest rosli-
ng w wielu miejscach dominujgca, zaréwno na murawach kserotermicznych San-
domierza, jak i calej Wyzyny Sandomierskiej (Ruraz, Panek 2016).
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Streszczenie: Ocenie melisopalinologicznej poddano 67 mioddéw. Oznaczono pytek roslinny na
preparatach mikroskopowych wykonanych z probek poszczegdlnych mioddw, a nastepnie, na
podstawie sktadu taksonomicznego uzyskanych spektrow pytkowych, okreslono odmiany tych
miodéw. W klasyfikacji odmianowej nie uwzgledniono 12 prébek, w ktorych frekwencja pytku byta
bardzo niska oraz 2 prébek, w ktérych dominowat pytek roslin nienektarodajnych. W grupie 53
sklasyfikowanych miodéw wyrézniono 32 miody z dominujacym pytkiem przewodnim (18 rzepa-
kowych, 7 gryczanych, 4 jarzebinowe, 3 lipowe, 1 komonicowy) oraz 21 miodéw wielokwiatowych.
W wiekszosci przypadkéw wyniki przeprowadzonych analiz nie potwierdzity klasyfikacji odmiano-
wej podawanej przez producentéw. W zadnej probce nie znaleziono pytku roslin pozakrajowych —
stad wniosek, ze zaden z badanych miodoéw nie byt zafatszowany poprzez zmieszanie miodu
krajowego z tanszymi miodami zagranicznymi.
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1. Wstep

Jednym z naturalnych sktadnikéw nektaru wytwarzanego przez rosliny nekta-
rodajne jest ich pylek. Dostaje si¢ on do nektaru z pylnikéw znajdujacych sie
w poblizu produkujacych nektar miodnikéw (Dyakowska 1959; Szafer 1969). Pytek
wlasny roslin nektarodajnych, jako naturalny skladnik nektaru, trafia wraz z nim
do miodu i jest wyznacznikiem jego botanicznego pochodzenia. Wskazany przez
pylek skiad nektarowy miodu nadaje mu specyficzne cechy, ktore decyduja o wta-
$ciwosciach odzywczych i zdrowotnych miodu (Szafer 1969; Majewska 2009;
Wilczynska 2012).

Rodliny kwiatowe przyciagaja pszczoly nie tylko slodycza nektaru, ale tez
pozywnym pylkiem, ktéry w przypadku roélin nienektarodajnych, jest jedynym
pozytkiem, jaki owady otrzymuja w zamian za zapylenie kwiatu (Szafer 1969).
Z pytku pszczoly produkujg pierzge, ktora zasklepiaja plastry z ptynnym miodem.
Bliskie sasiedztwo pierzgi i miodu, a gléwnie czynnosci zwiazane z wydobywaniem
miodu z plastra przez pszczelarzy, powoduja przedostawanie si¢ czesci pierzgi do
miodu i wzbogacenie go pylkiem roslin nienektarodajnych (Dyakowska 1959;
Nalewajk 2013). Zatem, miody nektarowe, poza pytkiem roslin nektarodajnych
trafiajacym do miodu ,,droga nektarowa”, zawierajg takze niewielkie ilosci pytku
roélin nienektarodajnych, trafiajacego do miodu ,,drogg pozanektarows”.

Botaniczne pochodzenie miodu definiowane jest jako jego nazwa odmianowa
(Wilczynska 2012). Jej okresleniem, w oparciu o analize taksonomiczng pytku
wchodzacego w sklad miodu, zajmuje sie dzial palinologii stosowanej, nazywany
melisopalinologia (Dyakowska 1959; Demianowicz, Demianowicz 1955; Demiano-
wicz 1961; Demianowicz i in. 1981; Warakomska 1962, 1985, 1996; Warakomska,
Jaroszynska 1992; Wrdblewska 1995; Warakomska 2003, Teper 2007). Polska Nor-
ma na midd pszczeli PN-88/A-77626:1988 definiuje pie¢ odmian miodu charakte-
ryzujacych sie odpowiednio wysoka zawartoscig tzw. pylku przewodniego, czyli-
dominujgcego w miodzie pylku roslin nektarodajnych (tab. 1). Jego nazwa gatun-
kowa lub rodzajowa okresla odmian¢ miodu. Przypisany miodom odmianowym
procentowy udziat pytku przewodniego danej rosliny zapewnia co najmniej piec-
dziesigcioprocentowg zawarto$¢ nektaru tej rosliny w miodzie (Nalewajk 2013).
Miody akacjowe i lipowe, dla ktérych wymagany procentowy udzial pytku prze-
wodniego, jest nizszy niz w przypadku pozostalych miodéw odmianowych; sg one
tzw. miodami niedoprdészonymi.
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Tabela 1. Zawartos¢ procentowa pytku przewodniego w polskich miodach odmianowych

Odmiana miodu Rodlina, ktérej pytek jest pytkiem przewodnim ;J;dzzeijjozrr:ceegr:owy pyku
rzepakowy rzepak (Brassicanapus) co najmniej 45%
akacjowy robinia akacjowa (Robinia pseudoacacia) co najmniej 30%
lipowy lipa (Tilia sp.) co najmniej 20%
gryczany gryka zwyczajna (Fagopyrumesculentum) co najmniej 45%
WIZOSOWY wrzos pospolity (Callunavulgaris) co najmniej 45%
wielokwiatowy bez pytku przewodniego -

Zrédto: Polska Norma na midd pszczeli PN-88/A77626:1988.

Brak szczegdtowych regulacji prawnych dotyczacych skladu nektarowego
miodéw i ich nazewnictwa, sprzyja do$¢ dowolnemu wprowadzaniu na rynek
miodéw o nazwach odmianowych. Producenci zwykle klasyfikuja swoje miody bez
analizy melisopalinologicznej, bazujac jedynie na ocenie ich wlasciwosci organolep-
tycznych (smaku, zapachu, barwy). Jest to do$¢ powszechna praktyka marketingo-
wa stuzaca podwyzszeniu atrakcyjnosci handlowej miodéw, a co za tym idzie —
takze ich ceny. Innym procederem, prowadzonym w tym samym celu, jest falszo-
wanie miodéw przez mieszanie krajowych miodéw odmianowych ze znacznie
tanszymi nieodmianowymi miodami importowanymi (Dyakowska 1959; Targon-
ski, St6j 2005; Teper 2007; Nalewajk 2013).

Celem podjetych badan byla ocena skladu palinologicznego dostepnych
w Polsce mioddéw, ktérych nazwy producenckie wskazywaly na to, ze sg to miody
odmianowe, i na tej podstawie oszacowanie udzialu miodéw zafalszowanych.

2. Materiat i metody

Do badan pozyskano 67 probek miodow (tab. 2). Przewazajacag czesé probek
uzyskano bezposrednio od producentéw, ktérzy przekazali je nieodplatnie do
analiz melisopalinologicznych. Cz¢$¢ miodéw zakupiono w sklepach na terenie
Bialegostoku. Wiekszo$¢ badanych miodéw pochodzita z pdinocno-wschodniej
Polski. W przypadku kilku probek (nr 17, 28 i 48) nie okreslono miejsca produkcji
miodu z powodu braku takich danych na etykiecie handlowej. Prawie wszystkie
badane miody okreslone byly przez producentéw jako odmianowe.
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Tabela 2. Zestawienie podstawowych informacji o badanych miodach
Nr Odmiana mioduu N - ) Sl?rr:éilaonnaanr:gos:zie
prébi wedtug deklaracji Lokalizacja pasieki / Nazwa firmy danych palinolo-
producenta gicznych
Miody pozyskane bezposrednio od producentow
15/2015 ?f:l:;.s:zywy) Hermanéwka rzepakowy
4/2015 | blawatkowaty Sokotka gryczany
42/2015 | bobikowy Zelichowo - (brak pytku)
22/2015 | boréwkowy Tykocin wielokwiatowy
6/2014 | gryczany Nowa Wola wielokwiatowy
1/2015 | gryczany Sokotka wielokwiatowy
6/2015 | gryczany Wasilkow gryczany
8/2015 | gryczany Grabowka rzepakowy
9/2015 | gryczany Nowy Janéw rzepakowy
10/2015 | gryczany Turosén Koscielna rzepakowy
11/2015 | gryczany Zambrow wielokwiatowy
34/2015 | gryczany Elblag - okolice jarzebinowy
37/2015 | gryczany Koécierzyna wielokwiatowy
13/2015 | kruszynowy Hermanoéwka rzepakowy
12/2014 | leé$ny Nowa Wola -
9/2014 | lipowy Nowa Wola wielokwiatowy
18/2015 | lipowy Biatystok rzepakowy
30/2015 | lipowy Studzianki - (brak pytku)
33/2015 | lipowy Suwatki jarzebinowy
35/2015 | lipowy Elblag - okolice jarzebinowy
41/2015 | lipowy Jantar wielokwiatowy
16/2015 | lipowo-gryczany Hermandwka rzepakowy
2/2015 | lipowy spadziowy | Sokotka - (brak pytku)
26/2015 | lipowy spadziowy | Swirydy wielokwiatowy
5/2015 | malinowy Sokotka gryczany
2/2014 | mniszkowy Nowa Wola rzepakowy
12/2015 | mniszkowy Hermandéwka rzepakowy
3/2015 | rzepakowy Sokotka gryczany
38/2015 | rzepakowy Jantar wielokwiatowy
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Odmiana miodu

Odmiana miodu

Err(,bki \;Vs)d(jﬂge:izlaracji Lokalizacja pasieki / Nazwa firmy Zg:lejlﬁnpaalri\sot;:ie
gicznych
40/2015 rzepe.lkowo— Jantar - (brak pytku)
akacjowy
7/2015 | wielokwiatowy Wasilkow rzepakowy
14/2015 | wielokwiatowy Hermandéwka - (brak pytku)
17/2015 | wielokwiatowy Konowaly rzepakowy
19/2015 | wielokwiatowy Bialystok wielokwiatowy
20/2015 | wielokwiatowy Swistoczany rzepakowy
21/2015 | wielokwiatowy Zawyki rzepakowy
23/2015 | wielokwiatowy Borsukowka rzepakowy
24/2015 | wielokwiatowy Borsukdwka - (brak pytku)
25/2015 | wielokwiatowy Gotdap wielokwiatowy
27/2015 | wielokwiatowy Jasionowo (gm. Sztabin) wielokwiatowy
29/2015 | wielokwiatowy Nowy Lipsk - (brak pytku)
31/2015 | wielokwiatowy Zalesie (gm. Dobrzyniewo) rzepakowy
32/2015 | wielokwiatowy Zalesie (gm. Dobrzyniewo) lipowy
36/2015 | wielokwiatowy Elblag - okolice jarzebinowy
43/2015 | wielokwiatowy Rybina - (brak pytku)
44/2015 | wielokwiatowy Lublin - (brak pytku)
45/2015 | wielokwiatowy Polczyn Zdrdj wielokwiatowy
46/2015 | wielokwiatowy Wadowice wielokwiatowy
1/2014 | - Sosnia -
15/2014 | - So$nia wielokwiatowy
28/2015 | - So$nia wielokwiatowy
39/2015 | - Jantar - (brak pytku)
Miody pochodzace z obrotu handlowego
Lune de MielFamille Michaud
11/2014 | akacjowo-lipowy Apiculteurs France lipowy
7/2014 | gryczany Spoldzielnia Pszczelarska Apis gryczany
8/2014 | gryczany Huzar Sp. z o.0. gryczany
13/2014 | leény Lune de Miel, importer F. H. Rolnik Komonicowy
Sp. Jawna
10/2014 | lipowy Huzar Sp. z 0.0. lipowy
48/2015 | lipowy - (brak pytku)
49/2015 | lipowy - (brak pytku)
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. . Odmiana miodu
Odmiana miodu . .
Nr . - . ) okreslona na bazie
L wedtug deklaracji Lokalizacja pasieki / Nazwa firmy .
probki danych palinolo-
producenta .
gicznych
4/2014 | malinowy Gospodarstwo Pasieczne Bartnik Sokdlski | wielokwiatowy
mniszkowo-
3/2014 Dary Natur czan
malinowy ry Rty gryczany
5/2014 | rzepakowy Gospodarstwo Pasieczne Sgdecki Bartnik | rzepakowy
rzepako
47/2015 . P . WY wielokwiatowy
z imbirem
14/2014 | spadziowy iglasty | Andrzej Kolcz wielokwiatowy
16/2014 | wielokwiatowy Huzar Sp. z o.0. rzepakowy
17/2014 | wielokwiatowy Spoldzielnia Pszczelarska Apis wielokwiatowy
18/2014 | wielokwiatowy Gospodarstwo Pasieczne Sgdecki Bartnik | rzepakowy

Szarym kolorem oznaczono miody, w przypadku ktérych badania palinologiczne potwierdzity klasyfika-
cje odmianowa podang przez producentdéw. Pogrubiona czcionka wyrézniono odmiany nie ujete w Polskiej
Normie na midd pszczeli PN-88/A-77626:1988.

Zrédto: badania whasne.

Izolowanie pylku z préobek miodu wykonano metoda acetolizy Erdtmana
(Erdtman1960). Uzyskany w wyniku maceracji material pytkowy zatopiono
w glicerynie. Jego analiz¢ mikroskopowa wykonano z zastosowaniem mikroskopu
Olympus BX53, wedtug metodyki zawartej w Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 14 stycznia 2009 r. w sprawie metod analiz zwigzanych
z dokonywaniem oceny miodu (Dz. U. Nr 17, poz. 94). Nie ograniczono si¢ jednak
do zliczania sugerowanych w tym rozporzadzeniu 300 ziaren pylku, cho¢ liczba ta
jest wystarczajaca dla potrzeb rutynowych analiz (Dyakowska 1959; Moar 1985;
Warakomska 2003); zliczano wszystkie ziarna znajdujace si¢ na preparacie mikro-
skopowym. W przypadku gdy na preparacie mikroskopowym stwierdzono mata
liczbe ziaren pytku, wéwczas analizowano kolejne 2-3 preparaty z tej samej probki
miodu.

Oznaczen taksonomicznych pylku dokonano na podstawie klucza Beuga
(2004), a podzialu wyréznionych palinotaksonéw na nektarodajne i nienektarodaj-
ne — w oparciu o informacje zawarte w atlasach rodlin miododajnych (Koltowski
2006, 2015). Bazujac na udziale procentowym taksonéw nektarodajnych w po-
szczegblnych miodach i kryteriach zawartych w Polskiej normie na miéd pszczeli,
przeprowadzono klasyfikacje odmianowa badanych miodéw. Oszacowano tez
frekwencje poszczegoélnych taksondw w wyrdznionych odmianach miodu, rozu-
miang jako procent probek, w ktérych dany takson wystapil.
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3. Wyniki

Az w 12 badanych miodach (probki nr 5, 7, 8, 10, 12 i 17 z 2014 roku oraz
nr 6, 19, 25, 27, 45 1 46 z 2015 roku), co stanowi okoto 18% wszystkich analizowa-
nych prébek, zawarto$¢ pyltku byta bardzo niska lub w ogéle nie odnotowano jego
obecnodci (tab. 2). Przyczyna takiej sytuacji mogta by¢ niedostateczna stabilizacja
miodu w pojemnikach, z ktérych byly pobierane probki - zaleca si¢ pobieranie
probek z wierzchniej warstwy, gdzie zbiera si¢ najwiecej pytku, ktéry wyplywa ku
powierzchni w miar¢ uplywu czasu (Teper 2007). Mogtlo to tez by¢ skutkiem do-
karmiania pszczél cukrem (Dyakowska 1959) albo zafalszowania miodu poprzez
dodatek syropu cukrowego (Teper 2010). Bardzo niska zawarto$¢ pytku uniemoz-
liwita klasyfikacje odmianows tych miodow.

W pozostatych 55 probkach liczba ziaren pylku wahala si¢ od 209 do 1939.
Miody ze skrajnie wysoka zawartoscig pytku (1939 ziaren - probka nr 35 i 1081
ziaren — probka nr 7) mogty by¢ zafalszowane poprzez doprészenie pytkiem.

Pylek oznaczony w badanych miodach reprezentowany byl przez 70 takso-
néw, w tym przez 40 taksonéw roélin nektarodajnych i 30 taksonéw roslin nienek-
tarodajnych. Prawie we wszystkich miodach liczba ziaren pyltku taksonéw nektaro-
dajnych wyraznie przewyzszala liczbe ziaren taksonéw nienektarodajnych, co cha-
rakteryzuje miody nektarowe (Dyakowska 1959; Warakomska, Jaroszynska 1992).
W jednym miodzie (prébka nr 1/2014) bezwzglednie dominowal pylek nienektaro-
dajnego debu (Quercus), a w jednym (probka nr 12/2014) - nienektarodajnej sosny
(Pinus), co podobnie, jak w przypadku niskiej zawartosci pylku, uniemozliwilo
klasyfikacje odmianowa tych miodéw. Mogly by¢ one zaprdészone przez pylek
Z pierzgi.

Wisrod zbadanych miodéw wyrédzniono 33 miody odmianowe z pylkiem
przewodnim, w tym: 18 rzepakowych, 7 gryczanych, 3 lipowe, 4 jarzebinowe
i 1 komonicowy. Dwie ostatnie odmiany miodu nie sa ujete w Polskiej Normie,
jednak mozliwo$¢ ich wydzielenia na bazie uzyskanych danych melisopalinologicz-
nych nie budzi zadnych watpliwosci: kryterium klasyfikacji odmianowej tych mio-
dow jest doktadnie takie samo jak dla miodéw rzepakowych i gryczanych. Pozosta-
tych 20 miodéw, w ktorych udzial procentowy pytku Zadnego z taksondéw nie prze-
kraczal 45% zaklasyfikowano jako wielokwiatowe.

Tylko w 11 przypadkach, czyli w ok. 16% zbadanych miodéw, przeprowadzo-
na analiza melisopalinologiczna potwierdzila klasyfikacje odmianowg sugerowana
przez producentéw. Przy tym wsréd miodéw znajdujacych sie w obrocie handlo-
wym ok. 33% mialo poprawna klasyfikacje odmianows, a wréd miodéw pocho-
dzacych bezposrednio od pszczelarzy, jedynie ok. 12%. W zadnym z badanych
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mioddéw nie znaleziono ziaren pytku roslin pozakrajowych, ktore wskazywalyby na
ich zafalszowanie miodami zagranicznymi.

3.1 Miody lipowe

Sredni udziat pytku lipy (Tilia cordata) wynosi 75%. Obok niego, wystepuje
takze pytek 14 innych taksonéw nektarodajnych (ryc. 1), sposréd ktorych najwyz-
sza frekwencje (67%) maja Fagopyrum, Brassicaceae, Aster t. i Asteraceae, przy
czym jedynie dwa pierwsze taksony maja tez do$¢ wysoki $redni udzial procentowy
(7% 14%). Znacznie rzadziej, z frekwencja 33%, wystepuja Acer, Apiaceae, Centau-
rea cyanus, Cichoriaceae, Fabaceae, Frangula alnus, Potentilla t., Ranunculus acris
t., Salix 1 Sorbus. Dwa taksony z tej grupy — Sorbus i Apiaceae, mimo do$¢ niskiej
frekwencji, charakteryzujg sie stosunkowo wysokim $rednim udzialem procento-
wym (6% i 4%).
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Rycina 1. Frekwencja i sredni udziat procentowy poszczegélnych taksonéw pytkowych w bada-
nych miodach lipowych.

Zrédto: badania whasne.

3.2. Miody rzepakowe

Sredni udzial pylku przewodniego Brassicaceae wynosi 69% (ryc. 2). Poza nim
wystepuje takze pylek 32 innych taksonéw nektarodajnych. Najczesciej, z frekwen-
cja ponad 75%, notowany jest pylek Salix i Sorbus. Obydwa te taksony maja jedno-
cze$nie dos¢ wysoki udzial procentowy (7% i 6%). W okoto potowie miodow (fre-
kwencja 40-70%) wystepuje pytek Fabaceae, Frangula alnus, Apiaceae, Centaurea
cyanus, Fagopyrum i Ranunculus acris t. Wszystkie taksony tej grupy, z wyjatkiem
Ranunculus acris t., majg tez stosunkowy wysoki udzial procentowy (2-7%). Bardzo
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czesto (frekwencja 25-35%) wystepuje pylek Acer, Cichoriaceae, Cornus mas, Rosa-
ceae undiff., Aster t. i Tilia cordata, przy czym, poza Acer, wszystkie te taksony maja
bardzo niski udzial procentowy (<1%). Pozostale taksony nektarodajne maja fre-
kwencje nizsza od 10%, a udzial procentowy ponizej 1%.
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Rycina 2. Frekwencja i $redni udziat procentowy poszczegdlnych taksonéw pytkowych w bada-
nych miodach rzepakowych

Zr6dto: badania whasne.

3.3. Miody gryczane

Sredni udzial pytku przewodniego Fagopyrum wynosi 63% (ryc. 3). Poza nim,
we wszystkich zbadanych miodach gryczanych wystepuje takze pylek Brassicaceae,
ktéry ma tez bardzo wysoki $redni udzial procentowy (17%). Bardzo czesto wyste-
puje pylek Salix (frekwencja ok. 70%) oraz Apiaceae, Centaurea cyanus, Cichoria-
ceae, Fabaceae, Rosaceae undiff. i Tilia cordata (frekwencja ok. 60%). Wiekszos¢
taksondw tej grupy, poza Cichoriaceae i Tilia cordata, ma takze do$¢ wysoki $redni
udzial procentowy (1-7%). Z nieco tylko nizsza frekwencja (30-40%) notowany jest
pylek Frangula alnus, Aster t. i Carduus/Cirsium, przy czym spoérdd nich jedynie
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Rycina 3. Frekwencja i $redni udziat procentowy poszczegdlnych taksondw pytkowych w badanych
miodach gryczanych

Zrédto: badania whasne.

3.4. Miody jarzebinowe

Sredni udzial pytku przewodniego Sorbus wynosi 61% (ryc. 4). Poza nim
kazdy ze zbadanych miodéw zawiera takze pylek 4 innych taksonéw roslin nekta-
rodajnych: Acer, Brassicaceae, Cirsium palustre i Salix. Jednak tylko w przypadku
Brassicaceae i Salix frekwencja pyltku idzie w parze z jego wysokim udziatem pro-
centowym (19% i 4%). Bardzo czgsto, z frekwencja 75%, notowany jest pytek Fran-
gula alnus i Fabaceae, przy czym jedynie Frangula alnus osiaga $redni udzial pro-
centowy ok. 2%. W co drugiej probce wystepuje pylek Aesculus hippocastanum,
Apiaceae, Centaurea cyanus, Fagopyrum, Polygonum bistorta/viviparum, Potentilla
t. i Ranunculus acris t., a w co czwartej pytek Anthemis t., Aster t., Cornus mas t.,
Silene t. i Symphytum. W tej grupie taksondéw na uwage zastuguje Aesculus hippoca-
stanum, ktory wraz z wysoka frekwencjg osiaga tez wysoki $redni udzial procento-
wy (10%).
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Rycina 4. Frekwencja i $redni udziat procentowy poszczegdlnych taksonéw pytkowych w bada-
nych miodach jarzebinowych

Zr6dto: badania whasne.

3.5. Miody wielokwiatowe

Nie ma ani jednego taksonu nektarodajnego, ktory wystapilby we wszystkich
miodach wielokwiatowych. Najwyzsza frekwencje (80-90%) majg Brassicaceae,
Salix i Centaurea cyanus, ktore osiagaja tez najwyzsze $rednie udzialy procentowe
pytku (20%, 12% i 13%). W wiekszosci miodow (frekwencja 50-75%) obecny jest
pylek Apiaceae, Cichoriaceae, Fabaceae, Fagopyrum, Sorbus, Frangula alnus, Rosa-
ceae undiff. i Tilia cordata, ktory charakteryzuje sie tez dos¢ wysokim udziatem
procentowym (2-8%). Bardzo czesty (frekwencja 25-50%) jest ponadto pytek Acer,
Aster t., Ranunculus acris t., Lythrum, Potentilla t. i Carduus/Cirsium, ale w tej
grupie jedynie Acer osiaga $redni udzial procentowy rzedu 1%. Frekwencje powyzej
10% maja ponadto wylacznie: Centaurea jacea t., Cornus mas, Asteraceae undiff.,
Epilobium angustifolium, Mentha t. i Saxifraga, ale $redni udzial procentowy zad-
nego z tych taksonéw nie przekracza 1%. Za to, mimo niskiej frekwencji, w stosun-
kowo duzych ilo$ciach ($redni udzial procentowy 1%) wystepuje pylek Sanguisorba
officinalis, Acer i Rhamnus.
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Rycina 5. Frekwencja i $redni udziat procentowy poszczegdlnych taksonéw pytkowych w bada-
nych miodach wielokwiatowych

Zr6dto: badania whasne.

4. Dyskusja

Pétnocno-wschodnia Polska nalezy do rejondéw o najnizszej produkcji mio-
dow w skali kraju (Semkiw 2014). Jak wynika z badan Wroéblewskiej i in. (2006),
przeprowadzonych w latach 1971-2004, réznorodno$¢ odmianowa miodéw nekta-
rowych produkowanych w tym regionie siega 10 odmian. Badane miody w wiek-
szoéci pochodzily z tego wlasnie rejonu Polski. Analizy potwierdzily produkcje
tylko czterech odmian: rzepakowego, gryczanego, lipowego i jarzebinowego. Nalezy
jednak pamieta¢ o pilotazowym charakterze niniejszych badan i stosunkowo nie-
wielkiej liczbie zbadanych miodéw.

Odmiany miodéw, okreslone na podstawie analizy pylkowej, w wiekszosci
probek nie pokrywaly sie z klasyfikacja odmianowg deklarowang przez producen-
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tow (tab. 1). Nietrafne okazalo si¢ zwlaszcza typowanie przez producentéw lipy
i akacji jako gltéwnej rosliny pozytkowej; produkcja miodéw akacjowych i lipowych
w Polsce i w Europie Srodkowej, wedlug Dyakowskiej (1959), nalezy do rzadkosci,
co potwierdzily niniejsze badania.

Dla 4 miodéw z dominujacym udzialem pytku jarzebu (Sorbus) przewyzszaja-
cym 45%, przyjeto takie same kryterium typowania pylku przewodniego, jak dla
miodu gryczanego i rzepakowego, dla ktérych wymagana minimalna zawartos$¢
pylku przewodniego, okreslona w Polskiej Normie na midd pszczeli, wynosi 45%.
Miody z pylkiem przewodnim Sorbus nazwano miodami jarzebinowymi, poniewaz
pylek oznaczony jako Sorbus byt prawdopodobnie pylkiem popularnego w Polsce
jarzebu pospolitego (Sorbus aucuparia), pospolicie nazywanego jarzebing. Gatunek
ten wystepuje powszechnie na terenie calego kraju, zwlaszcza w nizinnej jego cze-
$ci. Gatunkiem z rodzaju Sorbus spotykanym nad Baltykiem jest jarzab szwedzki
(S. intermedia). W atlasach roslin miododajnych jarzab wymieniany jest jako rogli-
na pozytkowa, z tatwo dostepnymi miodnikami, cho¢ o niskiej wydajnosci nekta-
rowej, i zaliczany jest do wczesnowiosennych roslin pozytkowych (Kottowski 2006).
Poza miodami jarzebinowymi, pylek Sorbus obecny byl w niewielkich ilosciach we
wszystkich miodach odmianowych i wielokwiatowych. Nie wystepowal tylko
w grupie miodéw gryczanych; okres kwitnienia gryki przypada na pelnie lata, trud-
no wiec oczekiwaé wystepowania w miodach gryczanych pylku roélin wezesnowio-
sennych.

W zbadanych miodach wielokwiatowych, najwyzsza frekwencje miat pylek
Brassicaceae, Salix, Centaurea cyanus oraz Apiaceae, Cichoriaceae, Fabaceae, Fago-
pyrum, Sorbus, Frangula alnus, Rosaceae undift. i Tilia cordata. Generalnie jest to
zgodne z wczesniejszymi badaniami polskich miodéw wielokwiatowych z poéinoc-
no-wschodniej Polski, w ktérych najwyzszy udzial mial pylek Anthriscus t., Brassi-
caceae, Centaurea cyanus, Frangula, Lotus, Malus t., Poaceae, Prunus t., Phacelia,
Rubus t., Rumex, Salix, Taraxacum t. i Trifolium pratense (Wrdblewska i in. 2006).
Z badan na Lubelszczyznie (1990-2008) wynika, ze tam najwyzsza frekwencja
w miodach wielokwiatowych odznaczyl si¢ pylek Acer, Aesculus, Brassicaceae,
Lythrum salicaria, Malus t., Prunus t., Ribes i Salix (Wroblewska, Warakomska
2009). Natomiast na Wyzynie Sandomierskiej (2003-2005) w miodach wielokwia-
towych przewazaja ziarna pylku Aesculus, Anthriscus, Brassicaceae, Phacelia, Poa-
ceae, Prunus t., Salix, Taraxacum i Trifolium repens (Stawiarz, Wréblewska 2010).

281



6. Podsumowanie i wnioski

1. Do analizy palinologicznej wytypowano 67 miodéw znajdujacych si¢ w obro-
cie handlowym lub uzyskanych bezposrednio od producentéw. Celem badan
byta weryfikacja podanej przez producenta klasyfikacji odmianowej tych
miodéw.

2. Wsréd zbadanych miodéw, 33 sklasyfikowano jako odmianowe, w tym: 18
rzepakowych, 7 gryczanych, 3 lipowe, 4 jarzebinowe i 1 komonicowy; dwie
ostatnie odmiany miodu nie s3 ujete w Polskiej Normie na midd pszczeli PN-
88/A-77626:1988.

3. W przypadku az 55 miodéw (84% zbadanych) okazalo sig, ze ich klasyfikacja
podana przez producenta jest niezgodna z rzeczywistg klasyfikacja oparta na
analizie sktadu palinologicznego miodéw. Tylko w jednym przypadku - gdy
miéd wielokwiatowy (najtanszy z miodéw nektarowych) okreslony zostal
przez producenta jako gryczany (najdrozszy), mozna podejrzewac zle intencje
producenta.

4. W zadnym z analizowanych miodéw nie znaleziono ziaren pytku roélin egzo-
tycznych, zatem nalezy odrzuci¢ podejrzenia o ich falszowanie poprzez doda-
wanie taniszego miodu pochodzacego z Chin lub Ameryki Potudniowe;j.

Podziekowania

Dzigkujemy wszystkim zaangazowanym w pozyskiwanie prébek do badan, a szczegdlnie
tym, ktoérzy nieodplatnie przekazali probki miodéw ze swoich lub zaprzyjaznionych pasiek:
E.A. Brzosko, M. Czernik, B. Jatkowskiej (Gospodarstwo Pasieczne ,,Pasieka Mis”), E. Jer-
makowicz, A. Kostro-Ambroziak, M. Lewoc, E. i A. Semeniuk (Gospodarstwo Pasieczne
»Pasieka Wasilkéw”), A. i M. Szal, M. Swistockiej, I. Tatalaj, M. i P. Venhoof (Gospodar-
stwo Pasieczne ,Pasieka u Strusi”), W. Zajkowskiemu (Gospodarstwo Pasieczne ,,Bartnik
Sokélski”), A. Zalewskiemu i R. Kaningowi (Gospodarstwo Pasieczne w Tykocinie).
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Streszczenie: Wiedza na temat roznorodnosci biologicznej pomaga wspdtczesnemu cztowiekowi
W Zrozumieniu otaczajagcego Swiata oraz w podejmowaniu decyzji respektujacych prawa przyrody.
Edukacja dotyczaca réznorodnosci biologicznej wywodzi sie bezposrednio z edukacji przyrodni-
czej, ktéra ma w Polsce dtuga, siegajaca XIX wieku tradycje. Edukacja dla ré6znorodnosci biologicz-
nej w nowoczesnym ujeciu — faczaca aspekt przyrodniczy ze spotecznym i ekonomicznym narodzi-
la sie wraz z edukacjg dla zréwnowazonego rozwoju podczas konferencji ONZ ,Srodowisko
i rozwdj” w 1992 r. w Brazylii — w Rio de Janeiro. Polska podpisata Konwencje o réznorodnosci
biologicznej w 1992 roku, a nastepnie ratyfikowata ja w 1996 roku (2002). Zagadnienia réznorod-
nosci biologicznej od 1999 roku wystepuja w podstawach programowych i podrecznikach biologii
na poziomie gimnazjum i szkoly ponadgimnazjalnej. Obecnos¢ tresci zwigzanych z szeroko poje-
tymi zagadnieniami ochrony réznorodnosci biologicznej w programach ksztatcenia jest jednym
z zobowigzan wynikajacych z art. 13 Konwencji (2002).

W pracy zostang przedstawione wyniki badan, ktérych celem bylo poznanie opinii ucznidéw szkot
ponadgimnazjalnych na temat znaczenia réznorodnosci biologicznej i jej zagrozen. Badania byty
przeprowadzone w roku szkolnym 2015/2016 na prébie 480 ucznidw szkét ponadgimnazjalnych
z Biategostoku oraz Hajnéwki, Suwatk i Grajewa. Opinie ucznidéw na temat réznorodnosci biolo-
gicznej byly badane za pomoca kwestionariusza ankiety sktadajacego sie z 23 wskaznikow (stwier-
dzen) dobranych zgodnie z zatozeniami skali Likerta.

Stowa kluczowe: opinie i postawy ucznidw, szkoty ponadgimnazjalne, réznorodnos¢ biologiczna,
kwestionariusz ankiety, wskazniki akceptagji

Polskie Towarzystwo Botaniczne Réznorodnosé biologiczna — od komérki do ekosystemu
Biatystok 2016 / ISBN 978-83-62069-72-9 Rosliny i grzyby — badania srodowiskowe i laboratoryjne
strony: 285-297 redakcja naukowa: Andrzej Bajguz i Iwona Ciereszko
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1. Wstep

Spadek rdéznorodnosci biologicznej jest faktem. Zréznicowanie gatunkowe
obnizylo si¢ ponizej bezpiecznego poziomu na obszarze obejmujacym w sumie az
58,1% ladow; na tej powierzchni zamieszkuje 71,94% ludzi zyjacych na calym $wie-
cie (Ulanowski 2016). Badacze uwazaja, ze taka sytuacja zagraza cywilizacji czlo-
wieka. W niebezpieczenstwie znajduja sie bowiem produkcja Zywnosci, rozklad
nieczysto$ci i $mieci oraz obieg wegla w przyrodzie.

Wiedza na temat réznorodnosci biologicznej i jej zagrozen pomaga wspolcze-
snemu czlowiekowi w zrozumieniu otaczajacego $wiata oraz w podejmowaniu
decyzji respektujacych prawa przyrody. W ksztaltowaniu nalezytego stosunku
czlowieka do réznorodnosci biologicznej maja swdj udzial nauki spoleczne, takie
jak: pedagogika, dydaktyka biologii i ochrony $rodowiska, psychologia, socjologia
i nauki prawne. Dorobek tych dziedzin stanowi wlasciwe oparcie dla edukacji spo-
teczenstwa i jednostek, edukacji zorientowanej na relacje czlowieka z przyroda, na
rozpowszechnienie przekonania o koniecznosci poszanowania wszelkich form zycia
— przez zrozumienie réznorodnosci biologicznej, jej piekna i niezbednosci dla rozwo-
ju fizycznego, emocjonalnego i intelektualnego cztowieka (Potyrata 2011).

2. Zatozenia metodologiczne badan

W tradycyjnym rozumieniu, postawa jest formg ustosunkowania do dowolne-
go aspektu rzeczywistosci (Koztowski 2004). Celem podjetych badan bylo ustalenie,
jakie sa postawy uczniow szkél ponadgimnazjalnych wojewddztwa podlaskiego
wobec réznorodnosci biologicznej. Do celow szczegélowych nalezalo okresdlenie:

«  jakie sg réznice w postawach uczniéw szkét ponadgimnazjalnych wobec réz-
norodnosci biologicznej?

« na czym polegaja réznice w postawach wobec réznorodnosci biologicznej
miedzy uczniami mieszkajacymi w miastach i na wsi?

Badania przeprowadzono w roku szkolnym 2015/2016. Metodg zastosowana
w badaniach byl sondaz diagnostyczny, a narzedziem kwestionariusz ankiety.
Na strukture kwestionariusza ankiety (zal. nr 1) skfadalo si¢: wyjasnienie tematu
i celu badan, metryczka, informacje o instytucji prowadzacej badania, instrukcja
wypelnienia kwestionariusza, 23 stwierdzenia dobrane zgodnie z zalozeniami skali
Likerta (Brzezinski 1984).
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Zatacznik nr 1. Kwestionariusz ankiety

Ankieta, stuzy badaniu postaw uczniéw wobec réznorodnosci biologicznej. Badania
s3 prowadzone przez Instytut Biologii Uniwersytetu w Bialymstoku. Udzielone
w ankietach odpowiedzi beda wykorzystane tylko w celach naukowych. Ankieta jest

anonimowa.

Informacje ogdlne

Prosze w miejsce kropek wpisa¢ odpowiednig informacje lub podkresli¢ wtasciwg informacje:
Ple¢: Kobieta Mezczyzna Wiek: ..................

SZROYa. ... klasa ..................
Profil KIaSY . ..eneeie e

Miejsce statego zameldowania:
wie$/miasto do 15 tys. mieszkancow
miasto od 16 do 50 tys. mieszkanicow
miasto od 50 tys. do 100 tys. mieszkancéw
miasto powyzej 100 tys. mieszkancoéw

Przy kazdym stwierdzeniu dokonaj wyboru jednej z pigciu kategorii odpowiedzi: zdecydo-
wanie sig zgadzam, zgadzam sig, nie mam zdania, raczej si¢ nie zgadzam, zdecydowanie nie
zgadzam sig. Prosze uwaznie przeczyta¢ stwierdzenia, a nastepnie zaznaczy¢ ,X” przy od-
powiedzi, ktéra najlepiej odzwierciedla Twoja opinie¢ na dane stwierdzenie. W przypadku
pomylki albo zmiany decyzji, wcze$niej zaznaczony ,X” nalezy otoczy¢ kotkiem, a przy
wybranej odpowiedzi postawi¢ ,X”. Prosimy o szczero$¢.

Stwierdzenie

Zdecydowanie
zgadzam sie
Zgadzam sie
Nie mam zdania
Raczej sie

nie zgadzam
Zdecydowanie
nie zgadzam sie

1. Réznorodnos¢ biologiczna to zréznicowanie zywej
przyrody na wszystkich poziomach jej organizacji (materia-
tu genetycznego, populacji i gatunkéw oraz ekosystemow).

2. Réznorodne roéliny i zwierzeta w miejscu mojego
zamieszkania sprawiaja mi przyjemnos¢.

3. Najczgsciej odpoczywam na lonie przyrody.

4. Jedng z przyczyn utraty roznorodnosci biologicznej
jest rozwdj urbanizacji.

5. Istnieje zwigzek miedzy ochrong réznorodnosci
biologicznej a likwidacja biedy na Ziemi.
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6. Gatunki niebezpieczne dla czlowieka powinny by¢
niszczone.

7. Powodzie, wichury sa konsekwencja utraty réznorodno-
$ci biologicznej.

8. Czlowiek dla zaspokojenia swoich potrzeb bez ograniczen
moze korzysta¢ z roznorodnych roélin, zwierzat.

9. Regulacja rzek i ciekéw wodnych przyczynia si¢ do
zmniejszenia réznorodnosci biologiczne;j.

10. Kazdy czlowiek powinien zna¢ pospolite gatunki roslin,
zwierzat, grzybow oraz ich znaczenie w przyrodzie.

11. Nie biore udzial w dzialaniach na rzecz zachowania
réznorodnoéci biologicznej w moim miejscu zamieszkania.

12. W wojewodztwie podlaskim nie ma obszaréw objetych
siecig Natura 2000.

13. Degradacja gleb i wod jest konsekwencja utraty
réznorodnoéci biologiczne;.

14. Nie wszystkie gatunki roélin i zwierzat sg potrzebne
na Ziemi.

15. Natura 2000 stuzy ochronie najcenniejszych,
najrzadszych i najbardziej zagrozonych w Europie
elementéw przyrody.

16. Natura 2000 nie ma znaczenia w utrzymaniu dobrego
stanu $rodowiska przyrodniczego i rozwoju turystyki.

17. Gatunki obce zasadzane w parkach i ogrodach sg zagro-
zeniem dla gatunkow powszechnie wystepujacych w Polsce.

18. Nie interesuje mnie réznorodno$¢ roélin, zwierzgt
i ekosystemow.

19. Im wigksza réznorodno$¢ organizmow,
tym stabilniejsze $rodowisko.

20. Wprowadzanie nowych wysokoplennych odmian roslin
uprawnych i ras zwierzat gospodarskich, w tym takze
zmodyfikowanych genetycznie (GMO) nie jest zagrozeniem
dla réznorodnosci biologiczne;.

21. Osiagniecia techniki i technologii s3 wazniejsze dla
czlowieka niz roéliny i zwierzeta.

22. Zachowanie réznorodnosci biologicznej jest warunkiem
zabezpieczenia ludzi w Zzywno$¢ i zaspokojenia ich potrzeb
zdrowotnych.

23. W kazdej sytuacji dbam o roéliny i zwierzeta.

Dziekujemy za udzielenie odpowiedzi! o
Skala Likerta jest pieciostopniowa skalg, dzieki ktdrej uzyska¢ mozna odpo-
wiedzi dotyczace stopnia akceptacji zjawiska, pogladu, oceny itp. Zastosowano

nastepujace warianty opisane na skali: zdecydowanie nie zgadzam sie (1 pkt.), raczej
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sie nie zgadzam (2 pkt.), nie mam zdania (3 pkt.), zgadzam si¢ (4 pkt.), zdecydowa-
nie zgadzam si¢ (5 pkt.). Odpowiedzi uczniéw na stwierdzenia byly punktowane
w ten sposob, ze maksymalna liczba punktéw przypisana byta tej kategorii odpo-
wiedzi, ktéra wyrazala pozytywna postawe, a minimalng liczba punktéw przypisa-
no tej kategorii odpowiedzi, ktéra wyrazala negatywna postawe. Przyjeto, ze dla
stwierdzen nr: 1, 2, 3,4, 5, 7, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 22, 23 odpowiedz ,zdecydowanie
zgadzam si¢” odpowiada postawie pozytywnej. Zas dla stwierdzen nr: 6, 8, 11, 12,
14, 16, 18, 20, 21 odpowiedz ,,zdecydowanie nie zgadzam si¢” réwniez oznaczata
postawe pozytywna wobec réznorodnosci biologicznej. Przy zastosowaniu punk-
towania aprobaty kazdego z 23 stwierdzen w zakresie od 1 do 5, kazdy uczen mogt
uzyskac od 23 do 115 punktéw.

3. Wyniki badan

Badaniami objeto 480 uczniow (tab. 1), w wieku 16-19 lat.

Tabela 1. Uczniowie uczestniczacy w badaniach

Lp. | Nazwa szkoty Profil klasy Liczba uczniow
1. | IV Liceum Ogdlnoksztatcace biologiczno-chemiczny 57
im. C.K. Norwida w Biatymstoku humanistyczny 30
2. | I Liceum Ogolnoksztalcgce im. Annyz | medyczny 24
Sapiehow Jabtonowskiej w Bialymstoku miedzynarodowy 47
3. | XIV Liceum Ogolnoksztalcgce bezpieczenstwo narodowe 21
w Bialymstoku straz graniczna 61
4. | II Liceum Ogdlnoksztalcace z BJN biologiczno-chemiczny 65
w Hajnéwee matematyczno-fizyczny 17
5. | ILiceum Ogodlnoksztalcace
im. M. Konipnickiej w guwalkach biologiczno-chemiczna 7
6. | ILiceum Ogolnoksztalcace biologiczno-chemiczna 45
im. M. Kopernika w Grajewie matematyczno-fizyczny 23
7. | Technikum w Wojewodzinie gastronomiczny 15
Lacznie 480

Ankiety uzupelnili uczniowie uczacy sie biologii w zakresie podstawowym
i rozszerzonym. Najliczniejsza wsrdd badanych grupe stanowili uczniowie miesz-
kujacy na wsi (32%), respondenci zamieszkujacy w miastach od 16 do 50 tys. oby-
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wateli stanowili 25% badanych, 21,5% badanych reprezentowalo populacje miesz-

kancow miast powyzej 100 tys. 0s6b —, 12% — mieszkancéw miast od 50 do 100 tys.

mieszkancéw, a 9,5% - spotecznos¢ do 15 tys. mieszkancow.
Do analizy przyjeto nastepujacy klucz interpretacyjny ogoélnego wyniku ucznia:

«  23-42 pkt. - zdecydowanie brak przekonania o potrzebie ochrony réznorod-
nosci biologicznej,

*  43-60 pkt. - niskie przekonanie o potrzebie ochrony réznorodnosci biologicznej,

+  61-78 pkt. - obojetna postawa wobec rédznorodnosci biologicznej,

*  79-96 pkt. - umiarkowanie pozytywne przekonanie o potrzebie ochrony rézno-
rodnosci biologicznej,

«  97-115 pkt. - pozytywne przekonanie o potrzebie ochrony réznorodnosci
biologiczne;j.

Najwyzszy wynik punktowy uzyskany w badaniach przez ucznia wynosit 110
pkt. i odpowiadal pozytywnej postawie wobec réznorodnosci biologicznej. Najniz-
szy uzyskany wynik wynosit 56 pkt. i oznaczal niskg postawe wobec réznorodnosci
biologicznej. Sredni wynik - 85 pkt., odpowiadal umiarkowanie pozytywnej posta-
wie wobec réznorodnosci biologicznej. W badanej grupie nie byto oséb, ktérych
uzyskany wynik punktowy swiadczylby o braku przekonania o potrzebie ochrony
roznorodnosci biologicznej. Najwiecej ucznidéw z umiarkowanie pozytywnym
przekonaniem o potrzebie ochrony réznorodnosci biologicznej mieszkalo na wsi
(ryc. 1), najmniej oséb o takiej postawie zamieszkiwalo w miastach do 15 tys.
mieszkancow.

miasto powyzej 100 tys. H—‘—‘

miasto 50-100 tys. pozytywne przekonanie

B umiarkowanie pozytywne
miasto 16-50 ty. boiet
M obojetne

miasto do 15 tys niskie przekonanie

——
F
-

0 5 10 15 20 25 30

B brak przekonania

Rycina 1. Postawy uczniéw uczestniczacych w badaniach ze wzgledu na miejsce zamieszkania [%]
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Najwyzsze wyniki sposréd badanych, uzyskali uczniowie mieszkajacy na wsi
i w miastach powyzej 100 tys. mieszkancéw. Najmniej oséb o najwyzszych wyni-
kach punktowych mieszkato w miastach do 15 tys. mieszkancow (ryc. 2).

miasto powyzej 100 tys.
miasto 50-100 tys.

miasto 16-50 tys. najnizszy wynik

M najwyzsz nik
miasto do 15 tys. JWYZSZY WY

wie$

Rycina 2. Migjsce zamieszkania a najnizsze i najwyzsze wyniki badanych uczniow [%]

Rozstep wynikow to réznica punktéw miedzy najwyzszym i najnizszym wyni-
kiem. Najwigkszy rozstep (49 pkt.) odnotowano w klasach z rozszerzonym naucza-
niem biologii w Liceum z BJN w Hajnéwce. Najmniejszy (26 pkt.) rozstep wynikéw
byt w klasie o profilu migdzynarodowym w II Liceum Ogoélnoksztalcacym w Bia-
tymstoku. Duzy rozstep wynikéw swiadczy o znaczacych réznicach miedzy uczniami
w wiedzy, umiejetnosciach oraz opiniach na temat réznorodnoséci biologiczne;j.
W liceach w Bialymstoku rozstep wynikow byl mniejszy, co $wiadczy o mniejszych
réznicach miedzy uczniami w ich wiedzy i umiejetnosciach.

Postugujac si¢ przyjetym kluczem do interpretacji wynikdéw, mozna stwier-
dzi¢, iz uczniowie uczacy sie biologii w zakresie rozszerzonym, maja bardziej pozy-
tywne postawy (wyniki punktowe w zakresie postaw umiarkowanie pozytywnych)
wobec réoznorodnosci biologicznej niz uczniowie uczacy sie biologii w zakresie
podstawowym. Poréwnanie postaw wobec réoznorodnosci biologicznej uczniéw
uczacych sie biologii w zakresie rozszerzonym wskazuje, ze nieco wyzsze pozytyw-
ne postawy charakteryzujg uczniow z Suwatk, Hajnowki i Grajewa, w poréwnaniu
z uczniami z Biategostoku (ryc. 3).
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pozytywne przekonanie
umiarkowanie pozytywna
obojetne

niskie przekonanie

brak przekonania
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| klasy z podstawowym zakresem nauczania biologii z Bialegostoku
| klasy z podstawowym zakresem nauczania biologii poza Biatymstokiem
Kklasy z rozszerzonym nauczaniem biologii w Bialymstoku

W klasy z rozszerzonym nauczaniem biologii poza Bialymstokiem

Rycina 3. Postawy wobec réznorodnosci biologicznej uczniow z klas z podstawowym i z rozsze-
rzonym zakresem nauczania biologii

3.1 Postawa ucznidow wobec réznorodnosci biologicznej jako wartosci
ogolnoprzyrodniczej, ogolnospotecznej, wartosci zagrozonej
utrata i wymagajacej ochrony

Kazda postawa jest postawg wobec czego$, wobec okreslonego problemu,
zjawiska. Dla potrzeb badan przyjeto, ze postawy ucznidw wobec réznorodnosci
biologicznej w opracowanej skali odnoszg si¢ do réznorodnosci biologicznej jako
wartosci: ogolnoprzyrodniczej (stwierdzenia nr: 1, 10, 14, 18, 19); ogolnospotecznej
(stwierdzenia nr: 2, 3, 5, 6, 8, 11, 21, 22); warto$ci wymagajacej ochrony (stwierdze-
nia nr: 12, 15, 16, 23); wartosci zagrozonej utratg (stwierdzenia nr: 4,7, 9, 13, 17, 20).

Okreslono postawe uczniow uczacych sie biologii w zakresie podstawowym
i rozszerzonym wzgledem grup stwierdzen dotyczacych réznorodnosci biologicznej
jako wartosci ogélnoprzyrodniczej, ogélnospolecznej, wymagajacej ochrony, zagro-
zonej utratg (rys. 4). Postawy uczniéw okreslano obliczajac wskazniki akceptacji dla
kazdego stwierdzenia. Wskaznik jest Srednig liczbg punktéw uzyskanych przez
dane stwierdzenie i przyjmuje warto$¢ od 1 do 5. Najwyzsza akceptacje uczniéw
uczacych sig¢ biologii w zakresie rozszerzonym uzyskaty stwierdzenia odnoszace si¢
do réznorodnosci biologicznej jako wartosci ogélnoprzyrodniczej (np. do stwier-
dzenia nr 14 — Wszystkie gatunki roslin i zwierzgt sq potrzebne na Ziemi, stwierdze-
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nia nr 19 - Im wigksza réznorodnosé¢ organizmow, tym stabilniejsze Srodowisko)
i wymagajacej ochrony (np. stwierdzenie nr 15 — Natura 2000 stuzy ochronie naj-
cenniejszych, najrzadszych i najbardziej zagrozonych w Europie elementéw przyrody,
stwierdzenie nr 23 - W kazdej sytuacji dbam o rosliny i zwierzeta) (ryc. 4).

Suwatki
Grajewo .
M zagrozona utraty
Hajnéwka W wymagajaca ochrony
ogolnospoteczna
21O
M ogdlnoprzyrodnicza
4L0

Rycina 4. Postawy uczniéw uczacych sie biologii w zakresie rozszerzonym wobec réznorodnosci
biologicznej jako wartosci

Najnizsza akceptacje uczniowie uczacy sie biologii w zakresie podstawowym,
jak i rozszerzonym przejawiali wzgledem stwierdzen dotyczacych réznorodnosci
biologicznej jako wartosci ogélnospotecznej (ryc. 5).

14LO
Grajewo W zagrozona utratg
Hajnéwka B wymagajaca ochrony
ogdlnospoteczna
21O
M ogdlnoprzyrodnicza
4L0

Rycina 5. Postawy uczniow uczacych sie biologii w zakresie podstawowym wobec réznorodnosci
biologicznej jako wartosci
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Swiadczy to o niezrozumieniu przez uczniéw koniecznosci ograniczenia sie
w korzystaniu z rdéznorodnosci biologicznej w zaspokajaniu potrzeb czlowieka
(stwierdzenie nr 8), a takze braku zrozumienia przez uczniéw zaleznosci, ze zacho-
wanie réznorodnosci biologicznej jest warunkiem zabezpieczenia ludzi w Zywnos¢
i zaspokojenia ich potrzeb zdrowotnych (stwierdzenie nr 22).

Uczniowie uczacy sie biologii w zakresie podstawowym, nieco wyzej zaakcep-
towali stwierdzenia odnoszace si¢ do réznorodnosci biologicznej jako wartosci
wymagajacej ochrony, niz jako wartosci ogoélnoprzyrodniczej. Wyjatek stanowia
uczniowie z II LO w Bialymstoku, ktérzy wyzsza akceptacje odniesli do stwierdzen
odnoszacych si¢ do réznorodnosci biologicznej jako wartosci ogélnoprzyrodniczej,
niz wymagajacej ochrony.

Wryniki (ryc. 4 i ryc. 5) wskazujg rowniez na réznice pomiedzy badanymi
liceami. Najwyzszg akceptacje dla réznorodnosci biologicznej jako wartosci ogol-
noprzyrodniczej i wymagajacej ochrony wykazali uczniowie z I LO w Bialymstoku
i z LO w Suwalkach. Najwyzsza akceptacje stwierdzen odnoszacych si¢ do rézno-
rodnosci biologicznej jako wartosci zagrozonej utratg, wykazali uczniowie z LO
w Hajnowece.

3.2. Postawa uczniow wobec réznorodnosci biologicznej uczniéw
mieszkajacych na wsi i w miastach

W badaniach zastanawiano si¢, na czym polegaja réznice w postawach wobec
réznorodnodci biologicznej miedzy uczniami mieszkajacymi w miastach i na wsi.

4,5

35 - ¥ -

25 4441114111~ _ Ewies

miasto

LA111411 11

os 4111111

1 23 456 7 8 910111213141516 17 1819 20 21 22 23

Rycina 6. Opinie mieszkancow miast i wsi na temat réznorodnosci biologicznej wyrazone warto-
$cig wskaznika akceptacji
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Mieszkancy wsi wyrazili wigksza akceptacje do 15 stwierdzen w poréwnaniu
z mieszkancami miast. W przypadku 4 stwierdzen (nr: 5, 13, 15, 17) opinie bada-
nych byty zgodne (rys. 6). Istotne statystycznie réznice na poziomie a=0,05 wysta-
pily dla stwierdzen nr: 1, 2, 3, 6, 11, 12, 16, 18, 19, 20, 22, 23. Mieszkancy wsi wyka-
zali si¢ wigkszym zainteresowaniem roznorodno$cig roélin i zwierzat w miejscu
zamieszkania (stwierdzenia nr: 2, 23), chetniej odpoczywali na tonie przyrody niz
mieszkancy miast (nr 3). Poza tym mieszkancy wsi posiadaja wigkszg wiedze na
temat programu Natura 2000 w wojewddztwie podlaskim (nr: 11, 12) niz miesz-
kancy miast. Mieszkancy wsi s rowniez bardziej przekonani o znaczeniu rézno-
rodnosci biologicznej w utrzymaniu stabilno$ci srodowiska oraz znaczeniu rézno-
rodnosci biologicznej w zabezpieczaniu ludzi w zywnos¢ i zaspokajaniu ich potrzeb
zdrowotnych. Niska akceptacje (wartos¢ wskaznika akceptacji 2,8-2,9) badani
wyrazili dla stwierdzen odnoszacych si¢ do skutkdw utraty réznorodnosci biolo-
gicznej, miedzy innymi, wystepowania powodzi czy wichur, co $§wiadczy o braku
w rozumieniu przebiegu globalnych zjawisk przyrodniczych.

Niechetnie badani deklarowali swoj udzial w lokalnych dziataniach na rzecz
ochrony réznorodnosci biologicznej (wskaznika akceptacji 2,4-2,8). Najwyzsze
wskazniki akceptacji — o wartosci 4,2-4,0, uzyskaly stwierdzenia wyjasniajace poje-
cie ,réznorodnos¢ biologiczna” (nr 1), wskazujac rozwoj urbanizacji (nr 4) za jedng
z przyczyn utraty réznorodnosci biologicznej. Dalej plasowaly sie zagadnienia
dotyczace znajomosci przez cztowieka pospolitych gatunkéw roslin, zwierzat, grzy-
béw oraz ich znaczenia w przyrodzie (nr 10), nastepnie tezy wskazujace znaczenie
Natury 2000 w ochronie najcenniejszych i najbardziej zagrozonych w Europie
elementéw przyrody (nr 15).

4. Podsumowanie

Postawy sg efektem aktywnosci proceséw poznawczych i emocjonalnych cztowie-
ka. Okres nauki w liceum, to dla mtodych ludzi czas ksztaltowania si¢ ich systemow
wartosci, pogladow, stosunku do rzeczywistosci przyrodniczej. Kazda czynno$é
podejmowana przez cztowieka jest aktem praktycznego ustosunkowania si¢ do
otoczenia (Potyrata 2011). Wspolczesnie stosunek do réznorodnosci biologicznej
jest szczegolnie istotny, gdyz ma znaczenie dla trwalosci ukladéw podtrzymujacych
zycie w biosferze oraz dla rozwoju spoteczno-gospodarczego (Stawinski 2011).

Przedstawiane w pracy badania wskazaly, ze wigkszo$¢ badanej mlodziezy
z wojewodztwa podlaskiego przejawia postawe umiarkowanie pozytywng wobec
réznorodnosci biologicznej, podobnie jak badani przez Obrebska (2004) uczniowie
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liceum i gimnazjum w Siedlcach. Wyzsze postawy wobec réznorodnosci biologicz-
nej uczniow uczacych si¢ biologii w zakresie rozszerzonym mozna wyttumaczy¢
tym, ze uczniowie z tych klas sg bardziej zainteresowani biologia, maja wiecej lekcji
biologii niz uczniowie uczacy sie tego przedmiotu w zakresie podstawowym.

Wyniki wielu badan krajowych i miedzynarodowych wskazuja na braki
w edukacji spoleczenstw na temat znaczenia réznorodnosci biologicznej (Obrebska
2012). W pordwnaniu z wynikami badan Kalinowskiej (2011), ankietowani liceali-
§ci rozumieja znaczenie pojecia ,réznorodnos¢ biologiczna”. Przeprowadzone
badania jednak potwierdzily istnienie luki w wiedzy uczniéw licedw ogoélnoksztat-
cacych, dotyczacej znaczenia réznorodnosci biologicznej, szczegdlnie jesli chodzi
o znaczenie réznorodnosci biologicznej w rozwigzywaniu probleméw spolecznych.
Swiadczy o tym niska akceptacja badanych dla stwierdzen nr 5 (Istnieje zwigzek
miedzy ochrong réznorodnosci biologicznej a likwidacjg biedy na Ziemi), nr 7 (Powo-
dzie i wichury sq konsekwencja utraty réznorodnosci biologicznej), nr 17 (Gatunki
obce zasadzane w parkach i ogrodach sq zagrozeniem dla gatunkéw powszechnie
wystepujgcych w Polsce). Wyniki te wskazuja, ze szczegolnie potrzebna jest wieloa-
spektowa edukacja o réznorodnosci biologicznej, uwzgledniajaca, obok aspektow
przyrodniczych, takze aspekty spoleczne, kulturowe, gospodarcze, w kontekscie
lokalnym, regionalnym i globalnym oraz zrozumienie przez uczniéw zwigzku
miedzy ochrong réznorodnosci biologicznej a zréwnowazonym rozwojem spotecz-
no-gospodarczym.

Otrzymane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz blizszy kontakt z przyroda, miejsce
zamieszkania na terenach o duzych walorach przyrodniczych, pozytywnie wplywa
na postawy uczniéw wobec réznorodnosci biologicznej. Swiadcza o tym wyzsze
postawy i opinie uczniéw mieszkajacych na wsi. Postawy mlodziezy z miast polo-
zonych w sasiedztwie parkéow narodowych i krajobrazowych nie réznity si¢ zdecy-
dowanie od opinii i postaw uczniéw z Bialegostoku. Niska akceptacje badanych
ucznidw dla stwierdzen odnoszacych si¢ do réznorodnosci biologicznej jako warto-
$ci zagrozonej utratg mozna wytlumaczy¢ tym, ze badana mlodziez nie doswiadczy-
ta zagrozen zwigzanych z utrata réznorodnosci biologicznej, mieszkajac na tere-
nach o bogatej réznorodnosci biologicznej.

Niska akceptacje badanych otrzymato stwierdzenie nr 11, odnoszace si¢ do
podejmowania dzialan na rzecz zachowania réznorodnosci biologicznej w miejscu
zamieszkania. Nieche¢ do podejmowania wlasnych dzialan na rzecz ochrony bio-
réznorodnosci potwierdzaja rowniez wyniki badann Obrebskiej (2012), prowadzone
wsrod studentéw Uniwersytetu Przyrodniczo-Historycznego w Siedlcach. Dekla-
rowane przez studentéw postawy zwigzane z indywidualnym obowigzkiem ochro-
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ny ginacych gatunkow, nie gwarantuja wlaczenia si¢ mlodych oséb w faktyczng
ochrone przyrody i ochrong réznorodnosci biologicznej.

Wryniki przeprowadzonych badan potwierdzaja wyniki Raportu z badania
ilosciowego (2010) ukazujacego, ze przyczyny i skutki utraty réznorodnosci biolo-
gicznej s3 stabo rozpoznane przez uczniéow. Poza tym wydaje si¢, Ze uczniowie
zdaja sobie sprawe z wielu zjawisk i trendow wystepujacych w $rodowisku przyrod-
niczym, w spoleczenstwie i gospodarce, jednak nie potrafig ich odnie$¢ do $rodowi-
ska wlasnego Zycia i miejsca zamieszkania. Uczniowie majg problemy z caloscio-
wym rozumieniem zjawisk i procesdw, ich wzajemnych zaleznosci i wielostronnych
powigzan.
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