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Wykaz skrotéw

Fo — poczatkowa (t = 0) warto$¢ fluorescencji chlorofilu, gdy wszystkie centra reakcji sa
otwarte;

Fm — maksymalna warto$¢ fluorescencji chlorofilu, gdy wszystkie centra reakcji sg zamkni¢te;
FNR — oksydoreduktaza ferredoksyno-NADP+ (ang. Ferredoxin-NADP+ Reductase);

Fv — zmienna fluorescencja chlorofilu;

M — populacje z terenéw metalono$nych;

NM — populacje z terenow niemetalono$nych;

NMP — populacje z terenow niemetalono$nych, ale znajdujace si¢ na terenie
zanieczyszczonym;

OEC — kompleks uwalniajgcy tlen (ang. Oxygen Evolving Complex);

OJIP — test oparty na pomiarze sygnatu fluorescencji chlorofilu a w czasie 1 sekundy,

wyrozniajacy charakterystyczne punkty/przedziaty czasowe, w tym O, J, I oraz P;
PCA — analiza gtéwnych sktadowych (ang. Principal Component Analysis);

PSI — fotosystem I;

PSII — fotosystem Il;

Qa — pierwszy no$nik chinonowy zwigzany z PSII;

AVt — wzgledna, zmienna fluorescencja chlorofilu;

O0Ro — prawdopodobienstwo redukcji przez elektron koncowych akceptorow PSI;
yo — prawdopodobienstwo transportu elektronéw z Qa” na plastochinon;

¢Do — kwantowa wydajno$¢ rozpraszania energii (t = 0);

¢Eo — kwantowa wydajno$¢ transportu elektronéw z Qa™ na plastochinon;

¢Po — maksymalna wydajnos¢ kwantowa pierwotnych reakcji fotochemicznych (przy t = 0),
Swiadczaca o prawdopodobienstwie wychwytywania energii zaabsorbowanych fotonow (czyli

ekscytonow migrujacych po antenie) przez centra reakcji PSII;

¢Ro — kwantowa wydajno$¢ redukcji koncowych akceptorow PSI przez elektron;



Rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu o dwie opublikowane prace oraz wyniki

nie publikowane. Prace opublikowane to:

Gieron, Z., Sitko, K., Matkowski, E. 2021a. The Different Faces of Arabidopsis arenosa—A
Plant Species for a Special Purpose. Plants 10, 1342. (IF2021=4,658; pkt=70)

https://doi.org/10.3390/plants10071342

Gieron, Z., Sitko, K., Zieleznik-Rusinowska, P., Szopifiski, M., Rojek-Jelonek, M., Rostanski,
A., Rudnicka, M., Matkowski, E., 2021b. Ecophysiology of Arabidopsis arenosa, a new
hyperaccumulator of Cd and Zn. J. Hazard. Mater. 412, 125052. (IF2021=14,224; pkt=200)
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.125052

Pierwsza publikacja, przegladowa, stanowi podstawe rozdzialu Wstep, natomiast druga

publikacja, badawcza, stanowi podstawe rozdzialu Eksperyment I.


https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.125052

1. Wstep

1.1 Arabidopsis arenosa — ogolne informacje

Arabidopsis arenosa, wczesniej gatunek znany jako Cardaminopsis arenosa, to gatunek
roslin kwitngcych z rodziny Brassicaceae, ktory obejmuje dwa podgatunki: A. arenosa ssp.
arenosa i A. arenosa ssp. borbasii (Al-Shehbaz and O’Kane, 2002; Clauss and Koch, 2006;
Gieron et al., 2021a). A. arenosa jest modelowym gatunkiem rosliny wykorzystywanym do
badania naturalnego zjawiska autopoliploidyzacji, czyli duplikacji calego genomu w obrebie
jednego gatunku, w przeciwienstwie do allopoliploidéw, ktore sg wynikiem duplikacji genomu
w wyniku hybrydyzacji migdzygatunkowej. A. arenosa jest blizej spokrewniona ze swoimi
diploidalnymi taksonami siostrzanymi A. lyrata i A. halleri (hyperakumulator metali), niz z A.
thaliana. Chociaz A. arenosa i A. halleri sa blisko spokrewnione, badania poréwnujgce oba
gatunki sg nadal nieliczne (Al-Shehbaz and O’Kane, 2002; Ramsey and Schemske, 2002; Preite
et al., 2019; Szopinski et al., 2019; Gieron et al., 2021a). Cechg wyrdzniajaca ten gatunek jest
jego naturalne wystgpowanie zaroOwno w formie diploidalnej (2n = 2C = 16), jak 1
tetraploidalnej (2n = 4C = 32), w przeciwienstwie do A. halleri, u ktoérego stwierdzono jedynie
formy diploidalne (2n = 2C = 16) (Peer et al., 2006; Bento et al., 2015; Hollister, 2015; Kolaf
et al., 2016; Gieron et al., 2021a).

Arabidopsis arenosa ros$nie na terenach piaszczystych, suchych tgkach i poboczach
drog, a wiec w srodowiskach charakteryzujacych si¢ nieurodzajnymi glebami. Rosliny tego
gatunku wystepuja na wielu stanowiskach w Europie, jednak ich rozmieszczenie rozni si¢ w
zaleznos$ci od poziomu ploidalnosci. Formy tetraploidalne odnotowano w Stowenii, Francji i
Belgii, na zachod i poénoc od Karpat, natomiast formy diploidalne wystepuja w Europie
Potudniowo-Wschodniej, na Pétwyspie Batkanskim 1 w pdinocnych Wegrzech. Ponadto tuk
Karpat, w szczegdlnosci Karpat Zachodnich, jest jedng z dwoch stref kontaktowych, w ktérych
wspotistniejg zard6wno populacje diploidalne, jak i tetraploidalne. Druga strefa kontaktu obu
cytotypow znajduje sie na terenie Stowenii (Banasova et al., 2012; Schmickl et al., 2012; Yant
et al., 2013; Kolaf et al., 2016; Gieron et al., 2021a). A. arenosa podobnie jak np. A. halleri,
jest pseudometalofitem (Wierzbicka and Rostanski, 2002; Bothe and Stomka, 2017; Wojcik et
al., 2017; Gieron et al., 2021a), ktory jest gatunkiem wykorzystywanym do badan nad adaptacja
do srodowisk silnie zanieczyszczonych toksycznymi metalami $ladowymi (Przedpetska i

Wierzbicka, 2007; Sitko et al., 2017; Preite et al., 2019; Szopinski et al., 2019; Gieron et al.,



2021a). Oba gatunki mozna powszechnie spotka¢ na stanowiskach metalono$nych i
niemetalonosnych (Fiatkiewicz i Rostanski, 2006; Przedpetska i Wierzbicka, 2007; Szarek-
Lukaszewska i Grodzinska, 2007; Szarek-Lukaszewska i Grodzinska, 2011; Szopinski et al.,
2020; Gieron et al., 2021a). Zdjecia form diploidalnych i tetraploidalnych A. arenosa

przedstawiono narys. 1.



Rys. 1. Zdjecia Arabidopsis arenosa in situ. A - diploid (2C) z Csesznek, Wegry; B - diploid (2C)
z Szigliget, Wegry; C - pordwnanie A. arenosa (4C) i A. halleri (2C) w Piekarach S1. w Polsce; D -
tetraploid (4C) z Kluczy, Polska; E - tetraploid (4C) z Dotkéw, Polska. (wg Gieron i in., 2021,
zmienione)
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Arabidopsis arenosa jest dwuletnig lub krotko zyjaca byling, ktora nie tworzy roztogow.
Liscie ulozone sg w rozete przy podtozu. Ksztalt blaszki lisciowej jest obty, pierzasty do
lirowatego, z trzema do jedenastu bocznymi klapami po kazdej stronie. Lodygi tego gatunku
roslin sg wzniesione, proste lub z kilkoma lub wigcej rozgat¢zieniami od podstawy. A. arenosa
wytwarza drobne kwiaty, ktorych platki sg biale do lawendowych, obustronnie jajowate, obte
lub $cigte na wierzchotku (Al-Shehbaz i O’Kane, 2002; Gieron et al., 2021a). Luszczyny A.
arenosa sg zawsze gladkie i wzniesione do gory, w przeciwienstwie do A. halleri, u ktorej
wystepuja przewezenia pomiedzy nasionami (rys. 2). Ponadto tuszczyny A. arenosa sg
ustawione pod ostrym katem do szypulki, podczas gdy u A. halleri tuszczyny sa prawie

prostopadte do szypuiki (rys. 2). Okres kwitnienia i wytwarzania owocow trwa od kwietnia do

lipca, lub rzadziej do sierpnia.

Rys. 2. Zdjecia tuszczyn A. arenosa (A, C) w porownaniu z tuszczynami A. halleri (B, D). Na zdjeciu
B strzatka wskazuje jedno z charakterystycznych przewegzen na tuszczynach A. halleri, ktore nie
wystepuja u A. arenosa (strzatka na zdjeciu A). Zdjecia C i D pokazuja roznice w potozeniu tuszczyn w

stosunku do szyputek u obu gatunkoéw (patrz pomaranczowy tuk) (wg Gieron i in., 2021, zmienione)
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1.2 Adaptacja do autopoliploidalnoS$ci

Arabidopsis arenosa wystepuje w przyrodzie jako populacje diploidalne i
autotetraploidalne. Zdolno$¢ do powielania catego genomu autotetraploidalnych populacji A.
arenosa jest $cisle zwigzana z przystosowaniem tetraploidow do powielania bez wystepowania
bledow w mejozie, a wigc, co najwazniejsze, unikania powstawania multiwalentow lub
uniwalentow, ktore powoduja sterylnos$¢ (Higgins et al., 2014; del Pozo i Ramirez-Parra, 2015;
Lloyd i Bomblies, 2016; Gieron et al., 2021a). Tetraploidalne osobniki A. arenosa wykazujg w
mejozie diploidalne parowanie chromosoméw, gdzie biwalenty wybierane sg losowo z czterech
homologéw (Hollister et al., 2012; Yant et al., 2013; Hollister, 2015; Gieron et al., 2021a).
Analiza porownawcza genoméw populacji diploidalnych i autotetraploidalnych pozwolita na
wyodrebnienie grupy 44 gendéw o rozbieznej selekcji pomigdzy poziomami ploidalnosci,
odpowiedzialnych za zdolnos¢ A. arenosa do stabilnej mejozy, a w konsekwencji do tworzenia
kolejnych pokolen autotetraploidalnych populacji tego gatunku. Ten zestaw genéw wplywa
gtownie na Sciezke inicjacji Crossing over, ale jest rowniez zaangazowany w inne funkcje, takie
jak kohezje lub segregacje chromosomalng, struktur¢ chromatyny, naprawe¢ DNA 1 regulacje
transkrypcji (Hollister et al., 2012; Yant et al., 2013; Higgins et al., 2014; Hollister, 2015;
Gieron et al., 2021a). W sktad tego zestawu wchodza geny ASYNAPTIC 11 3 (ASY1 i ASY3),
ktore koduja kluczowe elementy osi chromosomowej w ptytce rownikowej i sa wyraznym
dowodem ewolucji adaptacyjnej, polegajacej na mutacji zmieniajacej pojedynczy aminokwas
(Yantet al., 2013; Hollister, 2015; Lloyd i Bomblies, 2016; Gieron et al., 2021a). Inne geny w
tej waznej grupie to SISTER CHROMATID COHESION2 (SCC2), odpowiedzialny za
kodowanie kohezyny tfadowanej do DNA przez adheryne podczas mejozy (Hollister, 2015;
Sebastian i Prasad, 2015; Gieron et al., 2021a), a takze STRUCTURAL MAINTENANCE OF
CHROMOSOMES 3, 51 6 (SMC3, SMC5 i SMC6), geny zwigzane z mejoza, ktore wykazuja
oznake selektywnego wymiatania (ang. selective sweep) (Watanabe et al., 2009; Hollister et
al., 2012; Yant et al., 2013; Gieron et al., 2021a). Ponadto, geny mejotyczne wykazuja
najsilniejsze cechy odpornosci na introgresje w populacjach tetraploidalnych, czyli zwiekszona
dywergencje miedzy cytotypami, przy udziale ograniczonego zréznicowania w tetraploidach,
oraz monofiletyzm tetraploidow w strefach kontaktu obu cytotypoéw. Wynika to z koniecznos$ci
wykluczenia wprowadzania diploidalnych alleli mejotycznych do tetraploidow, co
skutkowatoby powstawaniem multiwalentow (Baduel et al., 2016; Monnahan et al., 2019;
Gieron et al., 2021a).
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Wykazano réwniez, ze autopoliploidalno$¢ moze zwigkszaé plastyczno$¢ genomu,
umozliwiajac roslinom adaptacj¢ do bardziej heterogenicznych warunkéw. W rezultacie,
tetraploidalne populacje A. arenosa zasiedlaja miejsca zanieczyszczone przez dzialalno$é
cztowieka, wykraczajac poza naturalne tereny zajmowane przez diploidalnych przodkow
(Parisod et al., 2010; del Pozo i Ramirez-Parra, 2015; Monnahan et al., 2019; Gieron et al.,
2021a).

1.3 Arabidopsis arenosa a toksyczne metale Sladowe

Arabidopsis arenosa jest gatunkiem uwazanym za pseudometalofit, czyli rosling, ktora
zasiedla zarowno stanowiska metalonosne, jak i niemetalonosne (Przedpetska i Wierzbicka,
2007; Preite et al., 2019; Szopinski et al., 2020; Gieron et al., 2021a). Od wielu lat gatunek ten
uwazany jest jako ekskluder, czyli ro§ling zdolng do przetrwania na glebach metalono$nych,
utrzymujaca fizjologiczng zawarto$¢ cynku (Zn) i niskg kadmu (Cd) w jego tkankach
nadziemnych w roslinach rosnacych in situ (Peer et al., 2006; Pollard et al., 2014; Gieron et al.,
2021a). Niemniej jednak zaczety pojawiaé si¢ pierwsze doniesienia o zdolnosci kilku populacji
A. arenosa do hyperakumulacji Zn (Szopinski et al., 2019, 2020; Gieron et al., 2021b, 2021a),
zgodnie z ogodlnie przyjeta definicjg zaproponowang przez Van der Ent et al. (2013). Terminem
hyperakumulator okresla si¢ rosliny, ktore sg w stanie pobrac i zakumulowac¢ z gleby okreslone
stezenie toksycznych metali §$ladowych w pegdach lub lisciach. Nalezy rowniez podkreslié, ze
w hyperakumulatorach metale sladowe powinny by¢ tatwo transportowane z korzenia do pedu
w celu ich akumulacji w organach nadziemnych bez wykazywania obserwowalnych objawow
fitotoksycznosci (Brooks et al., 1977; Rascio, 1977; Rascio i Navari-1zzo, 2011; van der Ent et
al., 2013; Pollard et al., 2014; Bothe i Stomka, 2017; Gieron et al., 2021a). Hyperakumulacja
Zn zostala po raz pierwszy opisana dla Nocceaea caerulescens, rowniez z rodziny
Brassicaceae, w 1865 roku (Kramer, 2010). Obecnie odnotowano okoto 721 gatunkoéw roslin,
ktore wykazuja hyperakumulacj¢ metali $ladowych. Liczba ta stanowi 0,2% wszystkich
znanych gatunkow roslin, a nowych gatunkow hyperakumulacyjnych przybywa (Brooks, 1998;
Baker, 2000; Kramer, 2010; Rascio i Navari-lzzo, 2011; van der Ent et al., 2013; Pollard et al.,
2014; Reeves et al., 2018; Gieron et al., 2021a). Z tej grupy roslin hyperakumulujace Cd i Zn

wykazano gtdéwnie w rodzinie Brassicaceae oraz u kilku gatunkéw z innych rodzin, na przyktad
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Crassulaceae (Sedum alfredii, Sedum plumbizincicola) (Macnair, 2003; Verbruggen et al.,
2009; Balafrej et al., 2020; Gieron et al., 2021a). We wcze$niejszych badaniach Nadgorska-
Sochai in. (Nadgorska-Socha et al., 2015) wykazali, ze zawarto$¢ metali takich jak Cd, Zn, Pb,
Fe i Mn jest znacznie wyzsza u A. arenosa w poréwnaniu z Plantago lanceolata i Plantago
major uprawianymi w glebach zanieczyszczonych metalem in situ. Ponadto u A. arenosa
wspoOtczynnik translokacji (stosunek stezenia metalu w pedach do stezenia metalu w
korzeniach) byt powyzej 1 dla Cd i Zn, co sugerowato hyperakumulacj¢ obu metali (Nadgorska-
Socha et al., 2015; Gieron et al., 2021a). Ostatnie badania potwierdzity zdolno$¢ A. arenosa do
hyperakumulacji Cd i Zn (Gieron et al., 2021b, 2021a). W niniejszej rozprawie, u A. arenosa
wykazano wigksza zdolno§¢ do hyperakumulacji Zn niz Cd, gdyz cecha ta dla Zn zostala
udowodniona w pigciu z sze$ciu badanych populacji metalono$nych, podczas gdy
hyperakumulacj¢ Cd stwierdzono tylko w trzech populacjach metalonosnych (Gieron et al.,
2021b). Ponadto wykazano przystosowanie kolejnych dwoch populacji A. arenosa z
potudniowo-zachodniej Polski do wzrostu w glebie zanieczyszczonej metalami §ladowymi. Nie
podano jednak informacji, czy obie populacje sa hyperakumulatorami Zn lub Cd (Preite et al.,
2019; Gieron et al., 2021a).

Populacje A. arenosa w roznych siedliskach wykazuja specyficzne cechy
morfologiczne. Na przyktad, dlugos¢ lisci roslin rosngcych na pogorniczym zwale miedzi (Cu)
byta 2,5 razy mniejsza niz lisci roslin rosnacych w glebie nie zanieczyszczonej. Natomiast
dhugosc¢ korzeni sadzonek ze zwatu byta wyraznie wigksza w poréwnaniu z ro$linami z terenu
referencyjnego (Turisova et al., 2013; Wojcik et al., 2017; Gieron et al., 2021a). Podobnie,
populacja A. arenosa rosngca na zwale Zn/Pb miata mniejsze rozmiary, grubsze i wezsze liscie,
z mniejszg ilo$cig trichomow. Ponadto test korzeniowy wykazal wigkszg tolerancje na Cd, Zn
i Pb dla populacji ze zwatu w poréwnaniu z populacja referencyjng (Przedpetska i Wierzbicka,
2007; Gieron et al., 2021a). Z drugiej strony, zar6wno metalonosne (M), jak i niemetalonosne
(NM) tetraploidalne rosliny A. arenosa rosngce w roztworze hydroponicznym bez metali
sladowych wykazywaly wyzsza biomas¢ nadziemng w poréwnaniu z roslinami A. halleri
(Szopinski et al., 2020; Gieron et al., 2021a). Jednakze w podlozu zawierajacym Cd
zaobserwowano bardziej znaczacy spadek biomasy w populacji NM, niz w populacji M A.
arenosa (Szopinski et al., 2020; Gieron et al., 2021a). Biomasa korzeni rowniez zmniejszyta
si¢ pod wplywem traktowania Cd o mniej niz 50% w populacji M i okoto 90% w populacji NM
w porownaniu do kontroli (Szopinski et al., 2020; Gieron et al., 2021a). Podobnie traktowanie

Zn spowodowato ograniczenie wzrostu korzeni zarowno u A. arenosa jak i A. halleri (Szopinski
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et al., 2019; Gieron et al., 2021a). Obecno$¢ Zn moze réwniez zwigksza¢ objetos¢ 1 dlugosé
korzenia rosliny hyperakumulatora, co wykazano dla S. alfredii (Li et al., 2009; Gieron et al.,
2021a).

W  odréznieniu od akumulacji 1 translokacji metali, fotosynteza u roslin
hyperakumulujacych byta rzadko badana. W zwiazku z tym odporno$¢ aparatu
fotosyntetycznego na toksyczne dziatanie metali §ladowych u tej grupy roslin jest stabo
poznana (Baycgu et al., 2018; Kiipper et al., 2019; Morina i Kiipper, 2020; Gieron et al., 2021a),
w poréwnaniu z duzg liczbg danych dotyczacych ro$lin uprawnych (Pogrzeba et al., 2017;
Baczek-Kwinta et al., 2019; Rusinowski et al., 2019b, 2019a; Matkowski et al., 2020; Bury et
al., 2021; Gieron et al., 2021a). Badania parametrow aparatu fotosyntetycznego A. arenosa in
situ wykazaty zdolnosci adaptacyjne i wysoki poziom tolerancji populacji M na metale
$ladowe. Niemniej jednak populacje NM miaty lepsze parametry strumienia energii PSIT w
porownaniu z populacjami M. Bardzo zaskakujaca obserwacja bylo wykazanie, ze wartosci
parametréw badanych dla populacji ze skrajnie zanieczyszczonego obszaru byly blizsze
populacji NM, niz wigkszo$ci populacji M (Gieron et al., 2021b, 2021a). W przypadku A.
arenosa z silnie zanieczyszczonych terenow w Piekarach Slaskich (Polska) stwierdzono
wyjatkowo wysoka odpornos¢ aparatu fotosyntetycznego na metale. Parametry fotosyntezy
byty podobne jak u ro$lin ze stanowisk referencyjnych. Moze to wynikaé¢ ze znacznego
zr6znicowania odporno$ci aparatu fotosyntetycznego na metale $ladowe pomigdzy
populacjami z terenéw metalono$nych, poniewaz tak wysoka odpornos¢ nie jest obserwowana
u wszystkich populacji ze stanowisk metalono$nych (Gieron et al., 2021b, 2021a). U N.
caerulescens Cd i Zn byty akumulowane gtéwnie w wakuolach komoérek epidermy, w zwigzku
z czym metale te byly nietoksyczne dla PSII. Ekspozycja na 800 uM Zn lub 40 uM Cd w
eksperymencie hydroponicznym zwigkszyta translokacje Ca?* do czeéci nadziemnych i
zwiekszyta pobor Fe®* jako mechanizm fotoprotekcyjny PSII (Baygu et al., 2017; Gieron et al.,
2021a). Podobny mechanizm stwierdzono u A. halleri, ale metale §ladowe byly gromadzone w
wakuolach parenchymy lisci (Zhao et al., 2000; Gieron et al., 2021a). Inng reakcje wykazali
Morina i Kiipper (Morina i Kiipper, 2020) dla A. halleri traktowanej Cd, ktorzy stwierdzili, ze
Cd gromadzi si¢ gtownie w zytkach lisci i ogranicza dystrybucje Fe i Zn z zylek. Nie
stwierdzono natomiast wptywu na dystrybucje Ca. Zaburzenia homeostazy pokarmowej lisci
po traktowaniu Cd moga by¢ wigc gldownym czynnikiem postepujacej inhibicji centrow reakcji
PSII i spadku wydajnosci kwantowej transportu elektronéw (Morina i Kiipper, 2020; Gieron et
al., 2021a). Brak jest danych na temat mechanizmu sekwestracji metali sladowych w lisciach
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A. arenosa. Wykazano, ze metalono$ng populacj¢ A. arenosa charakteryzuja podobne warto$ci
fluorescencji chlorofilu a do metalonosnej populacji A. halleri (hyperakumulator Zn i Cd).
Stwierdzono réwniez istotnie wyzszy wskaznik zawartosci chlorofilu w M i NM populacjach
A. arenosa w porownaniu z populacjami A. halleri. Ponadto wyzsza zawarto$¢ tego barwnika
u A. arenosa w poréwnaniu do M populacji A. halleri moze $wiadczy¢ o lepszym stanie

fizjologicznym tej populacji A. arenosa (Szopinski et al., 2020; Gieron et al., 2021a).

Polifenole takie jak flawonole i antocyjany, sg powszechnie uznawane za zwigzki
chemiczne zaangazowane w ochrone przed stresem w roslinach i petnig wielorakie funkcje w
procesach aklimatyzacji do nadmiernej ilosci toksycznych metali sladowych (Gieron et al.,
2021a; Muszynska et al., 2021; Samec et al., 2021). Wykazano u A. thaliana, ze antocyjany
odgrywaja istotng rol¢ w ochronie przed stresem wywotanym dzialaniem metalami (Baek et
al., 2012). Muszynska et al. (2018) wykazali, ze zwigkszona akumulacja kwaséw fenolowych
zapewnia skuteczng neutralizacj¢ ROS indukowanych metalami w ekotypach Alyssum
montanum z teren6w metalono$nych. Ponadto, akumulacja flawonoli w lisciach byta reakcja
charakterystyczng dla M ekotypoéw A. montanum podczas traktowania metalami (Muszynska et
al., 2018; Gieron et al., 2021a). Takze wyzszy poziom wskaznika zawarto$ci antocyjandw
odnotowano w populacjach A. arenosa pochodzacych ze stanowisk metalonosnych niz
niemetalonos$nych (rys. 3), co wskazuje na zwigkszong tolerancj¢ populacji metalonosnych na
toksyczne dziatanie metali §ladowych (Szopinski et al., 2020; Gieron et al., 2021b, 2021a).
Wartos$ci tego parametru dla populacji M i NM A. arenosa byty jednak nizsze, niz dla populacji
M A. halleri (Szopinski et al., 2020; Gieron et al., 2021a). Stwierdzono roéwniez, ze flawonole
1 antocyjany majg istotny udziat w odpowiedzi na dziatanie metali sladowych u gatunkoéw roslin
hyperakumulujacych i niehyperakumulujacych, prowadzac do zwickszenia zdolnosci
antyoksydacyjnych i chelatujacych metali (Samec et al., 2021; Gieron et al., 2021a). Ogdlne
poréwnanie metalonosnych i niemetalono$nych populacji A. arenosa przedstawiono na

rysunku 3.
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Rys. 3. Kilka cech réznigcych populacje A. arenosa. (A) Diploidalne populacje ze stanowisk
niemetalono$nych charakteryzujg si¢ niskg zawartoscig antocyjandw i niskg biomasg. (B) Tetraploidalne
populacje ze stanowisk niemetalono$nych charakteryzujg sie niskg zawarto$cig antocyjanow i wysoka
biomasg. (C) Populacje tetraploidalne z terenow metalono$nych charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia
antocyjanéw i niskg biomasa; dodatkowo maja zdolno$¢ do hyperakumulacji metali sladowych (wg

Gieron i in., 2021, zmienione).

Pomimo rosngcego zainteresowania naukowego A. arenosa, mechanizm radzenia sobie
tego gatunku z toksycznymi metalami $ladowymi w naturalnych siedliskach jest nadal
nieznany. Mimo ze A. arenosa czesto wystgpuje na tych samych stanowiskach co A. halleri,
badania poréwnawcze obu gatunkow wykazaty odmienne strategie akumulacji metali. U A.
arenosa tylko populacje metalonosne wykazywaty hyperakumulacj¢ Zn i Cd, podczas gdy
cecha ta byla obserwowana zaré6wno u M, jak i NM populacji A. halleri (Sitko et al., 2017,
Stein et al., 2017; Szopinski et al., 2020; Gieron et al., 2021b, 2021a). Badania molekularne
wskazaty, ze hyperakumulacja metali §ladowych wigze si¢ ze zmiang poziomu ekspres;ji
licznych gendw (tab. 1). Pierwszym etapem jest pobieranie i transport metalu przez korzenie.

Podstawowg rol¢ w tym procesie odgrywaja przedstawiciele rodziny ZIP (zinc-regulated
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transporter/iron-regulated transporter-like proteins), ktorych ekspresja jest wysoka w
korzeniach i/lub pedach hyperakumulatoréw (Verbruggen et al., 2009; Balafrej et al., 2020;
Merlot et al., 2021; Gieron et al., 2021a).

Tabela 1. Geny, ktorym przypisano role¢ w mechanizmach hyperakumulacji i hypertolerancji
toksycznych metali sladowych u Arabidopsis halleri (Ah), Noccaea caerulescens (Nc) i

Arabidopsis arenosa (Aa) (wg Gieron i in., 2021, zmienione).

Gen Adnotacja Funkcja Gatunek
Z1P4 ZIP rodzina, Zn transporter Ah, N¢, Aa?
ZIP5 ZIP rodzina, Zn transporter Ah, N¢, Aa?
ZIP6 ZIP rodzina, Zn transporter Ah, N¢, Aa?
ZIP9 ZIP rodzina, Zn transporter . . Ah, N¢, Aa?
- Wychwytywanie metali w
ZIP19 ZIP rodzina, Zn transporter , Ah, N¢, Aa?
komorkach
ZIP23 ZIP rodzina, Zn transporter Ah, N¢, Aa?
IRT1 ZIP rodzina,Fe? biatko transportowe Ah, N¢, Aa?
1 2+/ 2+ i
IRT3 ZIP rodzina,Zn?"Fe?* biatko Ah, N¢, Aa?
transportowe
ZNT1 Zn transporter w Noccaea caerulescens Naptyw metali do Nc
ZNT2 Zn transporter w Noccaea caerulescens komorek Nc
odpowiedzialnych za
ZTN5 Zn transporter w Noccaea caerulescens Nc
zatadunek ksylemu
HMA3 pompa ATPazowa meta}l w blonie = Wakuolarna selfwestraqa Ah, Nc, Aa?
plazmatycznej metali
HMA4 pompa ATPazowa meta.h w blonie Zatadowunek metali do Ah, N¢, Aa?
plazmatycznej ksylemu
. Wakuolarna sekwestracja
MTP1 Metal tolerance protein . Ah, N¢, Aa?
metali
YSL3 Fe-NA transporter Zatadunek i roztadunek Ah, N¢, Aa?
YSL5 Metal-NA transporter ksylemu; transport Nc, Aa?
YSL6 Metal-NA transporter dalekodystansowy Ah, Nc, Aa?
. transport
FRD T t t Ah, Nc, Aa?
3 ransporter cytrynianu dalekodystansowy , Nc, Aa
NRAMP1 Wakuolarny transporter metali Nc, Aa?
NRAMP3 Wakuolarny transporter metali ~ Sekwestracja Zn w wakuoli Ah, Nc, Aa?
NRAMP4 Wakuolarny transporter metali komorek lisci Nc, Aa?
NRAM 5 Wakuolarny transporter metali Nc, Aa?

Transportery ZIP19 1 ZIP23 sg gléwnie odpowiedzialne za pobieranie cynku przez korzenie A.
halleri i N. caerulescens (Balafrej et al., 2020). U gatunkoéw nie bedacych hyperakumulatorami
ekspresja kilku genow ZIP jest niska i wzrasta podczas niedoboru Zn (Balafrej et al., 2020;
Gieron et al., 2021a; Merlot et al., 2021). Ponadto stwierdzono, ze traktowanie Cd indukuje

wyzszg ekspresje genow zwigzanych z pobieraniem i transportem Cd w korzeniach (IRT1,
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ZIF1) i pedach (ZIF1 i YSL3), a takze z sekwestracja wakuolarng Cd (HMA3) (Corso et al.,
2018; Gieron et al., 2021a). IRT1 (iron-regulated transporter 1) kodujacy mato selektywny
transporter Fe w epidermie korzenia jest rowniez zaangazowany w pobieranie Zn, Cd i/lub niklu
(Ni) (Gieron et al., 2021a; Merlot et al., 2021). Dlatego wykazano, ze rozny poziom ekspresji
tych genow u A. halleri wigze si¢ ze zroznicowang akumulacjg tych metali w pedach (Corso et
al., 2018; Schvartzman et al., 2018; Gieron et al., 2021a). Nastepnie Zn dostaje si¢ do kory
pierwotnej korzenia z udzialem ZIP4 i/lub IRT1, a nastgpnie do endodermy poprzez IRT3 i
transportery ZIP5, ZIP19, ZIP23 (Mortel et al., 2006; Verbruggen et al., 2009; Balafrej et al.,
2020; Gieron et al., 2021a). Ze wzgledu na obecnos¢ pasemek Caspariego dalszy transport Zn
mozliwy jest jedynie poprzez transportery ZIP4/ZNT1. Zwigkszong ekspresje gendw
kodujacych te transportery wykazano w korzeniach zaréwno A. halleri jak i N. caerulescens
(Talke et al., 2006; Balafrej et al., 2020; Merlot et al., 2021; Gieron et al., 2021a). Kolejnym
etapem jest zatadunek metali do ksylemu, w ktorym posredniczy transporter metali $ladowych,
biatko HMA4, ATPaza zlokalizowana w plazmolemie (Kramer, 2010; Meyer i Verbruggen,
2012; Gieron et al., 2021a). U A. halleri, HMA4 wyste¢puje w trzech kopiach i wykazuje wyzszg
ekspresj¢ (cztero- do dziesigciokrotnie) w poréwnaniu z HMA4 u A. thaliana. U A. halleri ta
wyzsza ekspresja HMA4 jest kluczowa dla procesu hyperakumulacji i hypertolerancji (Talke et
al., 2006; Hanikenne et al., 2008; Balafrej et al., 2020; Gieron et al., 2021a; Merlot et al., 2021).
Wszystkie trzy kopie HMA4 zlokalizowane sg w plazmolemie komorek migkiszowych walca
osiowego i umozliwiajg tadowanie metali do ksylemu i ich dystrybucje do lisci. Pompa ta
zapewnia rowniez wykluczenie metalu z wrazliwych tkanek, takich jak wierzchotek korzenia
(Hanikenne et al., 2008; Gieron et al., 2021a; Merlot et al., 2021). Zwigkszong ekspresj¢ HMA4
wykazano nie tylko u A. halleri, ale takze u innych hyperakumulatorow, w tym N. caerulescens,
S. alfredii i S. plumbizincola (Craciun et al., 2012; Z. Zhang et al., 2016; Peng et al., 2017
Gieron et al., 2021a). W procesie fadowania ksylemu biorg udzial rowniez inne transportery,
takie jak YSL (yellow stripe-like protein), ktore odpowiadajg gtownie za transport Zn, Cu,
manganu (Mn), Ni, Cd i Fe. Ponadto, biatka YSL wraz z biatkiem FRD3 (ferric reductase
defective 3) biora udzial w dlugodystansowym transporcie metali w ksylemie. Jednakze
transporter FRD3 jest odpowiedzialny jedynie za translokacj¢ Fe/Zn w ksylemie (Curie et al.,
2009; Hassan i Aarts, 2011; Balafrej et al., 2020; Huang et al., 2020; Gieron et al., 2021a). Po
dotarciu metali do organow nadziemnych ro$liny dostaja si¢ one do komorek lisci dzieki
transporterom ZIP4 i ZIP6 (Balafrej et al., 2020; Gieron et al., 2021a). Oba biatka byly
zlokalizowane w plazmolemie pedow A. halleri oraz pedéw i korzeni S. alfredi (Becher et al.,
2004; Gupta et al., 2016; Balafrej et al., 2020; Gieron et al., 2021a). W liSciach metale sladowe
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sg sekwestrowane i detoksyfikowane w wakuolach, gdzie ich toksyczne dziatanie jest
ograniczone. Do wakuoli transportowane sa przez biatka MTP1 (metal tolerance protein 1). U
hyperakumulatora A. halleri stwierdzono obecno$¢ pieciu kopii genu MTP1, ktory ulega silnej
ekspresji zarowno w pedach jak i korzeniach (Talke et al., 2006; Shahzad et al., 2010; Fasani
et al., 2017; Gieron et al., 2021a; Merlot et al., 2021). Wysoka ekspresje tego genu wykryto
réwniez u innych hyperakumulatorow, takich jak N. caerulescens i S. alfredii (Milner i
Kochian, 2008; Zhang et al., 2011; Gieron et al., 2021a). Innym waznym transporterem
odpowiedzialnym za wnikanie metali do wakuoli jest HMA3. U A. halleri wyzszy poziom
ekspresji HMA3 wykryto w mezofilu, natomiast u N. caerulescens wyzsza ekspresja
wystepowala w pochwie wigzkowej (Mishra et al., 2017; Balafrej et al., 2020; Huang et al.,
2020; Gieron et al.,, 2021a). Transportery z rodziny HMA wykazuja réwniez funkcje
detoksykacyjng u innych hyperakumulatorow, takich jak S. alfredii i S. plumbizincola (Zhang
et al., 2016; Liu et al., 2017; Zhao et al., 2019; Balafrej et al., 2020). Inng rodzing genow
zaangazowanych w sekwestracj¢ wakuoli jest rodzina gendow NRAMP (natural resistance-
associated macrophage protein). Wysoka ekspresja NRAMP1, NRAMP3, NRAMP4 i NRAMP5
zostata wykryta u A. halleri i N. caerulescens (Weber et al., 2004; Lanquar et al., 2005; Krdamer
et al., 2007; Assung@o et al., 2010; Halimaa et al., 2014; Nadgorska-Socha et al., 2015; Gupta
et al., 2016; Balafrej et al., 2020; Huang et al., 2020; Gieron et al., 2021a). U A. halleri wyzsza
ekspresja transportera CAX1 (cation-exchanger 1) rowniez wydaje si¢ by¢ odpowiedzialna za
hypertolerancje Cd (Baliardini et al., 2015; Ahmadi et al., 2018; Gieron et al., 2021a).

Tabela 1 pokazuje, ze u A. halleri i N. caerulescens zidentyfikowano funkcje duzej
liczby gendw odpowiedzialnych za pobieranie metali, zatadunek ksylemu, transport na duze
odlegtosci lub sekwestracje w wakuoli. Natomiast u A. arenosa poziom ekspresji genow
zwigzanych z pobieraniem metali lub hypertolerancja jest wciaz nieznany (tab. 1). Te luki w
wiedzy powinny zosta¢ uzupelnione, zwlaszcza ze ostatnio znaleziono Kilka populacji A.
arenosa hyperakumulujacych Zn i Cd (Gieron et al., 2021b, 2021a). Pierwszg prace, w ktorej
poréwnano tolerancj¢ na metale cigzkie u A. arenosa i A. halleri na poziomie genomowym,
opublikowali Preite et al. (2019). Badali oni u obu gatunkow populacje zasiedlajace te same
stanowiska M i NM. Pomimo stosunkowo bliskiego pokrewienstwa pomigdzy A. arenosa i A.
halleri, wykazano umiarkowany stopien zbieznosci w funkcjonowaniu genow. Porownanie
metalonos$nych i niemetalono$nych populacji A. arenosa pozwolito na zidentyfikowanie pigciu
genoéw kandydujacych, wykazujacych zbieznos¢ miedzy oboma typami populacji. Te geny to:
PHTS5;1 (vacuolar Pi sequestration), AT1G71210 (pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily
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protein), AXY8 (altered xyloglucan 8; 1,2-a-L-fucosidase), NRPC2 (nuclear RNA polymerase
C2) i AT4G19050 (NB-ARC domain-containing disease resistance protein). Co zaskakujace,
zaden z tych gendw nie jest odpowiedzialny za pobdr lub tolerancje metali. Widaé wigc, ze
dalsze badania powinny by¢ prowadzone nad genami wykazujgcymi oznaki selektywnego

wymiatania, jak rowniez zwigzanymi z pobieraniem i tolerancjg metali (tab. 1).

1.4 Tolerancja metali Sladowych i interakcja z mikroorganizmami
glebowym

Grzyby wspotdziatajace z wieloma gatunkami ro§lin majg korzystny wptyw w adaptacji
roslin do réznego rodzaju stresow srodowiskowych, co zostato wielokrotnie opisane (Li et al.,
2011; Brotman et al., 2013; Rozpadek et al., 2014; Hiruma et al., 2016; Rozpadek et al., 2018).
Arabidopsis arenosa we wczesniejszych badaniach zostata uznana za gatunek niemykoryzowy.
Podobnie wiele innych gatunkow z rodziny Brassicaceae nie wykazywalo zdolnosci do
symbiozy z grzybami mikoryzowymi (Pawlowska et al., 1997; Rozpadek et al., 2018; Gieron
et al., 2021a). Niemniej jednak stwierdzono, ze zarowno A. arenosa jak i A. halleri rosnace na
glebie serpentynitowej okazjonalnie wykazywaly penetracje arbuskularnych grzybow
mikoryzowych do kory pierwotnej korzenia, ale pecherzyki i arbuskule nie byly tworzone
(Regvar et al., 2003; Gieron et al., 2021a).

Przeprowadzono takze badania nad oddzialywaniem grzybow endofitycznych (Mucor
sp.) wyizolowanych z A. arenosa z terenéw nieuzytkow gorniczych. Badania na roslinach
traktowanych metalami wykazaly kilka waznych, korzystnych aspektoéw obecno$ci grzyba,
takich jak poprawa zawartosci wody i fosforu. Grzyb zwigkszyt rowniez prawie dwukrotnie
Swiezg mas¢ w porownaniu z kontrolg. Rosliny inokulowane Mucor sp. 1 rosngce na podiozu
ze zwalu Kkopalnianego miaty trzykrotnie wicksza zawartos$¢ N w pedach, niz ro$liny
nieinokulowane (Rozpadek et al., 2018; Domka et al., 2019; Gieron et al., 2021a). Dodatkowo
interakcja z grzybem prowadzita do nadekspresji wielu gendéw odpowiedzialnych za
metabolizm etylenu, co skutkowalo znacznym wydtluzeniem wtosnikow korzeniowych.
Ponadto w inokulowanych roslinach stwierdzono poprawe transportu Zn, Cd 1 Fe z korzenia do
pedu. Wskazuje to, Ze interakcja z grzybem ma korzystny wptyw na zarzadzanie i dystrybucje

toksycznych metali w tkankach ros§linnych w celu zminimalizowania szkodliwego dzialania w
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korzeniach 1 detoksykacji w pedach (Rozpadek et al., 2018; Gieron et al., 2021a).
Przeprowadzono takze pomiary r6znorodnosci genetyczno-biochemicznej w glebie ryzosfery
A. arenosa i A. halleri za pomoca elektroforezy w gradientowym zelu denaturujacym (PCR-
DGGE). Stwierdzono, ze wskazniki bior6znorodnosci w glebie zanieczyszczonej metalami
roznily sie¢ miedzy gatunkami i byly nizsze w ryzosferze A. halleri (Borymski et al., 2018;
Gieron et al., 2021a).
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2. Eksperyment |
Ekofizjologia Arabidopsis arenosa, nowego hyperakumulatora Cd i Zn

2.1 Cel

Celem badan bylo scharakteryzowanie ekofizjologii Arabidopsis arenosa rosngcej w
naturalnym $rodowisku. W tym celu przeprowadzono pomiary fluorescencji chlorofilu a i
zawartosci barwnikow in situ dla 14 populacji z réznych stanowisk w Europie Srodkowe;.
Dodatkowo pobrano proby glebowe oraz roslinne. W pobranych probach glebowych oznaczono
calkowitg zawarto$¢ metali oraz zawarto$¢ biodostepnych form metali (ekstrakcja CaCly). Z
kolei w materiale roslinnym zbadano poziom ploidalnosci, jak réwniez zawarto$¢ wybranych
metali w pedach i korzeniach. Wykazano po raz pierwszy, wedlug naszej wiedzy, zaleznosci
pomiedzy parametrami fizjologicznymi, poziomem ploidalnosci, czynnikami §rodowiskowymi
I typem edaficznym wybranych populacji Arabidopsis arenosa w ich naturalnym $rodowisku,

siedmiu z terendw metalono$nych i siedmiu z terenéw niemetalono$nych.

2.2 Materialy i metody

2.2.1 Opis stanowisk badawczych

Badania prowadzono na Arabidopsis arenosa z roéznych stanowisk w Europie
Srodkowej. Stanowiska te zostaty wybrane ze wzgledu na rézne warunki srodowiskowe (Tab.
1, Gieron et al., 2021) w celu okreslenia zmienno$ci wewnatrzgatunkowej cech fizjologicznych
tego gatunku. Ponadto stanowiska zostaty wybrane na podstawie dostepnej literatury zarowno
dla A. arenosa, jak i dla A. halleri, z ktorym A. arenosa czgsto ro$nie na terenach
metalono$nych. Badania terenowe, jak rowniez zbidr materialu roslinnego zostaty
przeprowadzone w maju 2018 roku. Przy wyborze populacji A. arenosa wzigto pod uwage
nastepujace parametry: rozne wysokosci nad poziomem morza oraz stopien zanieczyszczenia
gleby Cd, Pb i Zn. Zgodnie z tym populacje podzielono na 3 grupy: populacje z terenéw
niemetalonosnych (NM), z terenéow niemetalonosnych, ale znajdujace si¢ na terenie

zanieczyszczonym (NMP) oraz populacje z terenow metalonosnych (M). Podziat ten oparty byt
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na catkowitej zawartoSci Cd, Zn i Pb w glebie (Bert et al., 2002; Kabata-Pendias, 2011).
Dodatkowym parametrem byt poziom ploidalnosci wskazany przez Yant et al. (2013).

Populacje z terenow niemetalonosnych (NM) znajdujg si¢ na Wegrzech i Stowacji i
zostaty wybrane na podstawie pracy Schmickl et al. (2012). Stowackie populacje: Velky Lipnik
(VL-NM), Vernar (V-NM), Tematin (Te-NM) pochodzg z obszarow gorskich. Natomiast
populacje wegierskie obejmujg Tatabanya (Ta-NM), Csesznek (C-NM), Szigliget (S-NM) i
Stimeg (Su-NM).

Wszystkie siedem analizowanych stanowisk w Polsce, znajduje si¢ na potudniu kraju.
Dwa stanowiska, Klucze (K-NMP) i Bukowno (B-M), potozone sa w wojewddztwie
matopolskim, z czego K-NMP bylo jedynym niemetalonosnych, ale potozonym na terenie
zanieczyszczonym metalami (NMP) (Meyer et al., 2010). Pozostate badane populacje z Polski
zlokalizowane sg na terenach metalono$nych: Bukowno (B-M), Szopienice (Sz-M), Dotki (D-
M), Welowiec (W-M), Miasteczko Slaskie (MS-M) i Piekary Slaskie (PS-M).

2.2.2 Fluorescencja chlorofilu a i pomiar zawarto$ci barwnikéw

Pomiary przeprowadzono na 15 wybranych osobnikach A. arenosa z kazdej populacji.
Indeks zawartosci chlorofilu, antocyjanéw 1 flawonoli mierzono za pomocg czujnika Dualex
(Dualex Scientific+, Force-A, Francja). Pomiary fluorescencji chlorofilu a wykonano na tych
samych ros$linach przy uzyciu analizatora wydajnos$ci roslin (fluorymetr PocketPEA; Hansatech

Instruments Ltd., Anglia). Pomiary wykonano wedtug (Sitko et al., 2017).

Wzrost fluorescencji chlorofilu przejawia si¢ w kilku fazach, ktore zostaty szczegdtowo
opisane we wczesniejszych pracach (Kalaji et al., 2014; Paunov et al., 2018; Sitko et al., 2019).
Pierwsza z nich, O-J odpowiada wygaszaniu fluorescencji chlorofilu, co charakteryzuje
aktywnos¢ kompleksu wydzielajgcego tlen (OEC) po stronie donorowej PSII. Druga faza
nazwana J-1 wskazuje na postepujaca redukcje pierwotnego akceptora elektronéw Qa. Ostatnia
faza 1-P zwiazana jest z postgpujaca redukcja koncowego fragmentu tancucha transportu
elektronow (Schansker et al., 2006; Kalaji i Loboda, 2009). Ponadto, zmiany w kinetyce
wzrostu fluorescencji OJIP okre$lono obliczajgc roznice w krzywych fluorescencji zmiennej
AVt (rys. 1B, Gieron et al., 2021), gdzie Vi = (Ft - Fo)/(Fm - Fo) (rys. 1B, Gieron et al., 2021).
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2.2.3 Pobdr i analiza préb roslinnych i glebowych

W kazdym miejscu pobrano 10 pojedynczych roslin z brytka ziemi w celu ochrony
systemow korzeniowych z 15 roslin, ktore zostaty uzyte do pomiaréw zawartos$ci barwnikow i
fluorescencji. Dodatkowo z kazdego stanowiska pobrano trzy probki gleby, ktére zostaty
wymieszane 1 usrednione do dalszych analiz. W laboratorium prébki gleby wysuszono na
powietrzu i przesiano przez sito o $rednicy 2 mm, a nast¢pnie wykorzystano do analiz
fizykochemicznych. Catkowitg zawarto$¢ metali oznaczono po trawieniu kwasem gleby, ktora
zostata zmielona do grubo$ci mniejszej niz 0,25 mm. Stezenie biodostepnych form metali w
probkach gleby oznaczono poprzez ekstrakcje 3 g suchej gleby, ktora nastepnie przesiano przez
sito 2 mm z 30 ml 0,01 M CaCl; przez 2 godziny w temperaturze pokojowej (Sitko et al., 2017).
Zawarto$¢ wybranych metali analizowano przy uzyciu plomieniowej atomowe]
spektrofotometrii absorpcyjnej (iCE 3500 FAAS; Thermo Scientific, USA). Przygotowanie
zebranego materiatu do badania zawartosci wybranych pierwiastkow zostato wczesniej opisane

przez (Sitko et al., 2017; Szopinski et al., 2020).

2.2.4 Cytometria przeplywowa

Cytometri¢ przeplywowg zastosowano do analizy poziomu ploidalnosci w lisciach
Arabidopsis arenosa pochodzacych z réznych stanowisk. W celu okreslenia zawartosci DNA
pobrano miode liscie od 10 osobnikéw dla kazdej z wybranych populacji. Probki analizowano
przy uzyciu cytometru przeptywowego CyFlow Space (Sysmex, Kobe, Japonia) jak w pracy
Szopinski et al., 2020.
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2.3 Wyniki
2.3.1 Akumulacja metali w pedach roslin

Wyniki przeprowadzonej analizy fizykochemicznej gleby pobranej z badanych
stanowisk jasno roznicujg stanowiska pod wzgledem zawartosci Sladowych metali
toksycznych. Najnizsze calkowite zawartosci Zn, Cd 1 Pb w glebie odnotowano dla wszystkich
stanowisk NM, jak i K-MNP, gdzie catkowite zawartosci metali nie roznity si¢ statystycznie
pomiedzy populacjami (tab. 3, Gieron et al., 2021). Natomiast najwyzsza calkowita zawarto$¢
Zn w glebie odnotowano dla D-M. W przypadku catkowitej zawartosci Pb i Cd, najwyzsze
warto$ci stwierdzono na PS-M (MS-M najwyzsza warto$¢ tylko dla Cd) (tab. 3, Gieron et al.,
2021). Analizie poddano rowniez zawarto$¢ biodostepnych form metali w glebie, gdzie
stwierdzono najwyzszg zawarto$¢ Zn, Cd i Pb dla stanowiska PS-M. Drugim stanowiskiem z
najwyzsza wartoscig tego parametru bylo MS-M. Pozostate metalono$ne stanowiska roéwniez
zawieraly biodostepne formy metali, jednak istotnie mniej w poréwnaniu do PS-M (tab. 3,

Gieron et al., 2021).

Najwiekszg zawartos¢ Cd, Pb i Zn w pedach oznaczono dla populacji MS-M i PS-M
(tab. 2, Gieron et al., 2021). Wigzalo si¢ to z najwyzszym catkowitym stezeniem oraz bardzo
wysokg zawartoscig biodostepnych form tych metali §ladowych w glebie na obu stanowiskach
(tab. 3, Gieron et al., 2021). Ponadto wszystkie 10 analizowanych roslin ze stanowisk PS-M i
MS-M wykazywalo pobieranie Cd 1 Zn na poziomie hyperakumulacji. Rosliny
hyperakumulujace Cd i Zn obserwowano roéwniez na innych badanych stanowiskach
metalono$nych. Hyperakumulacje¢ Zn stwierdzono jednak w 5 z 6 populacji z terendow
metalono$nych (B-M, Sz-M, D-M, MS-M i PS-M), natomiast hyperakumulacje¢ Cd
zaobserwowano u roslin tylko z trzech populacji metalonosnych (W-M, MS-M i PS-M).
Interesujace wyniki uzyskano dla akumulacji Cd i Zn w ro$linach z Welnowca. Na tym
stanowisku zawartos¢ Cd w pedach byta bardzo zréznicowana wsrod poszczegoélnych roslin i
wynosita od 13 do 119 pg-g* Cd, natomiast w glebie od 13 do 208 pg-g* Cd. Ponadto na
stanowisku Wetowiec tylko u 2 z 10 pobranych ro$lin stwierdzono hyperakumulacj¢ Cd. Na
tym stanowisku zaobserwowano rowniez duze zrdéznicowanie zawartosci Zn, ktoéra w pedach
wahata sie od 432 do 2401 pg-g*, natomiast w glebie od 5306 do 30537 pg-g*. Stosunkowo

wysoka zawarto$é Pb wynoszaca od 47 do 612 pg-g* odnotowano réwniez w pedach roslin z
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populacji metalonosnych. Ponadto w populacji MS-M byla jedna roslina wykazujgca zawarto$¢

Pb w pedach typowa dla hyperakumulatora tego metalu.

Populacje NM nie wykazywaty hyperakumulacji Cd i Zn w poréwnaniu z populacjami
M (tab. 2, Gieron et al., 2021). Generalnie zawartos¢ Ca w pedach byta wyzsza w populacjach
NM w poréwnaniu z populacjami M. Najwicksza zawarto$é tego pierwiastka (49300 pg-g™?)
stwierdzono w populacji Klucze z obszaru niemetalonosnego, ale zanieczyszczonego (NMP).
Natomiast w trzech populacjach metalono$nych (Sz-M, MS-M i PS-M) zawarto$¢ Ca w pedach
nie przekraczata 21000 pg-g™. Ponadto V-NM i VL-NM charakteryzowaly si¢ zwigkszona
zawartoscia Mg w pedach, co bylo dodatnio skorelowane z catkowita zawartoscig tych
pierwiastkow w glebie z terendw gorskich (tab. 2 i 3, Gieron et al., 2021). Ponadto odnotowano
istotnie wyzsza zawarto$¢ Fe w pedach populacji M (z wyjatkiem populacji MS-M i PS-M, w
ktérych obserwowano najnizszg zawarto$¢ tego pierwiastka), w porownaniu do populacji NM,
co bylo bezposrednio zwigzane z zawartoscig Fe w glebie (tab. 3, Gieron et al., 2021). Podobna
sytuacja miata miejsce w przypadku Mn, dla ktérego zawartos¢ w glebie byta dodatnio
skorelowana z zawarto$cig w pedach, z wyjatkiem populacji NMP z miejscowosci Klucze. W
probach gleby z tego stanowiska stwierdzono najnizszg zawarto$¢ Mn, natomiast w pedach

ro$lin z Kluczy zawarto$¢ Mn byta najwyzsza w poréwnaniu z populacjami NM.

2.3.2 Zawartos¢ barwnikow

W lisciach A. arenosa zbadano zawarto$¢ trzech barwnikow: chlorofilu, antocyjanéw i
flawonoli. Z jednej strony najwyzsza zawarto$¢ chlorofilu zaobserwowano dla populacji NM z
Vernar (V-NM) (tab. 4, Gieron et al., 2021). Stanowisko to charakteryzowato si¢ najwiekszg
wysokos$cig (772 m n.p.m., tab. 1, Gieron et al., 2021). Natomiast porownywalng warto$¢
indeksu zawarto$ci chlorofilu odnotowano dla ro$lin z populacji PS-M, ktéra ro$nie na jednym
z najbardziej zanieczyszczonych metalami wsrod szesciu badanych stanowisk (tab. 4, Gieron
et al., 2021). Z drugiej strony, najnizszy wskaznik zawartosci chlorofilu stwierdzono réwniez
u roslin z metalono$nego stanowiska Bukowno (B-M) (tab. 4, Gieron et al., 2021). Warto
zwroci¢ uwage, ze wskaznik zawartosci chlorofilu dla roslin B-M stanowit 75% najwyzszej
zmierzone] wartosci dla roslin V-NM. Mozna zatem przyja¢, ze indeks zawartosci chlorofilu w

potowie sezonu wegetacyjnego jest miarg warunkow siedliskowych, a nie markerem stresu.
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Najwyzszy indeks zawarto$ci antocyjandw zmierzono dla populacji PS-M i MS-M,
ktore zakumulowaty najwigcej Cd, Zn i Pb (tab. 4, Gieron et al., 2021). Populacje te
charakteryzowaty si¢ ponad dziesigciokrotnie wyzszg zawarto$cig antocyjanéw, niz najnizsze
zmierzone indeksy dla populacji Ta-NM i Sz-M. Sredni indeks zawartosci antocyjandéw dla
populacji NM wynosit 0,027 + 0,005 r.u., natomiast dla populacji M 0,056 + 0,013 r.u. Co
ciekawe, najnizsza zawarto$¢ zmierzono dla populacji z Szopienic (Sz-M), czyli jednej z
populacji metalono$nych, ktora charakteryzowata si¢ hyperakumulacja Zn (tab. 2 i 4, Gieron et
al., 2021). W populacji Su-NM stwierdzono istotnie wyzsza zawartos¢ antocyjanéow sposrod
populacji NM, jednak byta to tylko potowa zawarto$ci obserwowanej dla PS-M (tab. 4, Gieron
etal., 2021).

Podobnie jak w przypadku antocyjanow, najwyzsza zawarto$¢ flawonoli zmierzono dla
populacji PS-M i MS-M (tab. 4, Gieron et al., 2021). Wysoka zawarto$¢ stwierdzono réwniez
w populacjach gorskich NM (V-NM i VL-NM) oraz w populacji D-M z terenu o duzej
zawartosci metali §ladowych. Podobnie jak w przypadku antocyjanow, najnizszy wskaznik
zawartosci zaobserwowano dla roslin Sz-M 1 byt on o potow¢ nizszy od najwyzszej zmierzonej

warto$ci dla PS-M (tab. 4, Gieron et al., 2021).

2.3.3 Zawarto$¢ jadrowego DNA

Dane literaturowe oraz analizy z cytometru przeplywowego wykazaly roznice w
zawartosci jadrowego DNA pomigdzy badanymi populacjami. Populacje z Polski
charakteryzowaly si¢ zazwyczaj obecnoscig jadrowego DNA 4C, z wyjatkiem populacji W-M,
gdzie analizy cytometrem przeptywowym wykazaty duze zréznicowanie zawartosci DNA: 2C,
4C i 6C (tab. 4, Gieron et al., 2021). W przypadku populacji ze Stowacji i Wegier wzgledna
zawarto$¢ DNA zostata przedstawiona przez Schmickl et al., 2012, z wyjatkiem populacji Ta-
NM. Niezaleznie od przedstawionych wynikéw, w ramach tej dysertacji zostata okreslona
wzgledna zawarto$¢ DNA w populacjach ze Stowacji 1 Wegier za pomoca cytometrii
przeptywowej. Populacje C-NM, S-NM, Su-NM oraz Ta-NM z Wegier oraz populacja V-NM
ze Stowacji wykazaty zawartos¢ DNA 2C. Natomiast u pozostatych populacji ze Stowacji VL-
NM i Te-NM zawarto$¢ DNA wynosita 4C (tab. 4, Gieron et al., 2021).
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2.3.4 Fluorescencja chlorofilu a

Analiza fluorescencji chlorofilu pozwala na uzyskanie szczegdétowych informacji o
stanie aparatu fotosyntetycznego. Test OJIP oparty jest na pomiarach fluorescencji chlorofilu a
(Strasser et al., 2004). Zmiany fluorescencji chlorofilu a przedstawiono jako typowy test OJIP
na rysunku 1A (Gieron et al., 2021). Warto zauwazy¢, ze wiekszo$¢ populacji NM wykazywata
istotnie wyzszg maksymalng fluorescencj¢ w poréwnaniu do populacji M (rys. 1A, tab. 4,
Gieron et al., 2021). Ponadto obserwowano splaszczenie krzywych fluorescencji do fazy I-P w
populacjach M w poréwnaniu z wigkszo$cig populacji NM (rys. 1A, Gieron et al., 2021).
Analiza AVt wykazata, ze rosliny M charakteryzowaly si¢ obecnos$cig znaczacych pikow w
fazie O-J (AK i Al), co moze by¢ spowodowane uszkodzeniem OEC i/lub akumulacjg Qa W
stanie zredukowanym (Qa") (rys. 1B, Gieron et al., 2021). Najwyzszy grzbiet pomigdzy AK i
AJ obserwowano dla populacji D-M. U roélin z Szopienic Sz (M) réowniez stwierdzono
porownywalny pik AJ, cho¢ nie obserwowano innych pikow, co moze by¢ spowodowane
gtownie zaburzeniami Qa (rys. 1B, Gieron et al., 2021). Populacja MS miata najwyzsza warto$¢
Al, co moze by¢ zwigzane z pewnym uszkodzeniem puli plastochinonowej. Wsréd populacji
NM zaobserwowano znaczne uszkodzenia w koncowej czesci tancucha transportu elektronow
(AL, AH i AG), co moze wskazywa¢ na zaburzenia akceptorow elektronow PSI, w tym
aktywnos$ci FNR, natomiast stan PSII wydaje si¢ by¢ porownywalny z populacja referencyjna
(rys. 1B, Gieron et al., 2021).

Najwyzsze wartosci P zaobserwowano dla populacji niemetalono$nych Ta i Te, a co
ciekawe rowniez dla populacji PS-M (tab. 4 Gieron et al., 2021). Populacje PS (M) i MS (M)
charakteryzowaty si¢ stosunkowo niskg wartoscig rozproszenia energii (¢Do), w poréwnaniu
do populacji NM. Wydajnos¢ kwantowa transportu elektronow przez PSII oraz jego
prawdopodobienstwo (odpowiednio @Eo 1 WEo) byly istotnie wyzsze dla populacji NM, w
poréwnaniu do populacji M (tab. 4 Gieron et al., 2021), co jest potwierdzeniem analiz zmiennej
fluorescencji (Fv) (rys. 1B, Gieron et al., 2021). Najwigksze warto$ci prawdopodobienstwa
(0Ro) 1 wydajnosci (@Ro) redukcji koncowych akceptorow elektrondéw w miejscach
akceptorowych PSI zaobserwowano dla ro$lin ze stanowisk gorskich oraz dla populacji B-M

(tab. 4, Gieron et al., 2021).

Modele fenomenologicznych strumieni energii przypadajacych na wzbudzone
przekroje poprzeczne (CS) lisci dla wszystkich badanych populacji Arabidopsis arenosa

przedstawiono na rysunku 2 (Gieron et al., 2021). Najwyzsze warto$ci badanych parametrow
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zmierzono dla ro$lin z populacji Ta (NM), natomiast najnizsze warto$ci strumienia, z
wyjatkiem procentu aktywnych centréw reakcji na CS (RC/CS), zaobserwowano dla populacji
D-M ze stanowiska silnie zanieczyszczonego toksycznymi metalami §ladowymi (rys. 2, Gieron
et al., 2021). Transport elektronéw na CS (ET/CS) w populacji D (M) byt tylko na poziomie
42% ET/CS w populacji Ta (NM). Najnizszy procent aktywnych centrow reakcji na CS wsrod
badanych populacji zaobserwowano dla populacji Su (NM) (54%) (rys. 2, Gieron et al., 2021).
Generalnie populacje NM charakteryzowaty si¢ lepszym przeptywem strumienia energii PSII

(z wyjatkiem roslin Su-NM) niz populacje M (z wyjatkiem roslin PS-M).

2.3.5 Analiza glownych skladowych

Przedstawiona analiza skladowych gltéwnych wyjasnia 65,82% zmienno$ci pomiedzy
badanymi populacjami (rys. 3, Gieron et al., 2021). Zgodnie z zasadami analizy postanowiono
nazwaé czynniki opisujace zmiennos¢ jako: toksycznosé¢ srodowiska (F1), cechy fizjologiczne
(F2) 1 czynniki klimatyczne (F3). Analiza PCA uzyskanych w ramach tej rozprawy wynikow
wykazata, ze toksycznos$¢ s$rodowiska (F1l) odpowiada za 27,40% zmiennosci, cechy
fizjologiczne (F2) za 21,38% zmiennos$ci, natomiast czynniki klimatyczne (F3) - 17,04%
zmiennoS$ci. Z jednej strony czynniki klimatyczne wyraznie oddzielajg populacje goérskie od
pozostatych. Z drugiej strony, toksyczno$¢ srodowiska, czyli metale Sladowe w glebie i
zakumulowane w lisciach, wyraznie oddzielaty populacje metalono$ne i niemetalonosne.
Warto zauwazy¢, ze fizjologiczna charakterystyka ros§lin pozwolita na odroznienie siedlisk
skrajnych (silnie zanieczyszczonych metalami i gorskich). Ponadto, analiza sktadowych
glownych wykazata, ze ploidalno$¢ ma marginalny wpltyw na zrdznicowanie pomigdzy

badanymi populacjami (rys. 3, Gieron et al., 2021).
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3. Eksperyment |1

Wiasciwosci fizjologiczne Arabidopsis arenosa pod wplywem
traktowania Zn lub Cd w warunkach kontrolowanych

3.1 Cel

Celem doswiadczenia bylo porownanie zdolnosci do akumulacji i tolerancji metali u pigciu
wybranych populacji A. arenosa (2 diploidalnych i 3 autotetraploidalnych), pochodzacych ze
stanowisk metalono$nych 1 niemetalonosnych. W tym celu zmierzono aktywnos$¢
fotosyntetyczna, parametry wymiany gazowej oraz zawartosci barwnikéw w lisciach roslin
rosngcych w warunkach kontrolowanych i traktowanych Cd lub Zn. Zbadano rowniez stezenie

wybranych pierwiastkéw zaréwno w lisciach, jak i korzeniach.

3.2 Materialy i metody
3.2.1 Material roslinny, metody uprawy i pomiar wzrostu roslin

Nasiona Arabidopsis arenosa zebrano z pigciu wybranych stanowisk, ktore
charakteryzowaty si¢ ré6znymi warunkami srodowiskowymi. Nasiona dwoch diploidalnych
populacji z terenow niemetalonosnych (NM) pochodzity ze stanowisk Csesznek (C) i Siimeg
(Su) na Wegrzech. Stanowiska te ze wzgledu na zawarto$¢ metali w glebach mozna uznac za
kontrolne. Kolejne trzy populacje tetraploidalne pochodzity z Polski. Nasiona dwu z nich
zebrano na stanowiskach metalonosnych (M) - Piekary Slaskie (PS) i Miasteczko Slaskie (MS),
natomiast populacja Klucze (K) pochodzita ze stanowiska niemetalonosnego, ale

zlokalizowanego na terenie o niewielkim zanieczyszczeniu metalami (NMP).

Nasiona Arabidopsis arenosa z pigciu wybranych populacji wysiano na wermikulit
podlewany woda dejonizowang przez pierwsze dwa tygodnie kietkowania, a przez kolejne dwa
tygodnie zmodyfikowang pozywka hydroponiczng MS o st¢zeniu 1/5 w szklarni (fotoperiod
16h $wiatta/8h ciemnosci, temperatura dnia 20 &+ 1°C, a temperatura nocy 18 + 1°C, wilgotnos¢
powietrza 30-40%, szklarnia o§wietlona §wiatlem stonecznym z dodatkowym oswietleniem
wysokopreznymi lampami sodowymi o natezeniu 130 pmol E m™ s?). Nastepnie sadzonki
przenoszono losowo do 2l pojemnikéw hydroponicznych. Rosliny uprawiano przez cztery
tygodnie w zmodyfikowanej pozywce MS (K2SO4 (0.88 mM), KH2PO4 (0.25 mM), NaCl (10
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uM), CaClz (2mM), MgNOs (1 mM), FeEEDDHA (20 uM), HzBO3 (10 uM), ZnSO4 (10 uM),
MnSOs (0.6 uM), CuSOs (0.1 uM), oraz (NH4)sM07024 (0.01 uM)) (Corso et al., 2018).
Pozywke wymieniano dwa razy w tygodniu. Po czterech tygodniach wzrostu w kulturze
hydroponicznej rosliny z kazdej populacji podzielono na trzy grupy: kontrolng, traktowang 10
uM CdSOs i traktowang 200 uM ZnSOa. Stezenie obu metali cigzkich zostalo dobrane na
podstawie dostepnej literatury (Ahmadi et al., 2018; Corso et al., 2018; Schvartzman et al.,
2018). Traktowanie prowadzono przez cztery tygodnie. Po tym czasie zebrano trzy powtorzenia
biologiczne (pule wszystkich pojedynczych roslin na populacj¢/warunek wzrostu). Pedy
oddzielono od korzeni 1 osuszono bibula, a kazdy organ szybko zwazono, aby okresli¢ swieza

mas¢. Ponadto zmierzono dtugos¢ korzeni.

3.2.2 Pomiary zawartos$ci metali w lisciach i korzeniach

Zebrane ros$liny rozdzielono na korzenie i liScie, a nast¢gpnie material roslinny z kazdego
wariantu suszono w temperaturze 70°C przez 72 h w suszarce (WGLL-65BE, ChemLand,
Polska). Nastgpnie wysuszony materiat roslinny rozdrobniono w mozdzierzu i poddano
mineralizacji w mineralizatorze mikrofalowym (ETHOSI1, Milestone, Wtochy) przy uzyciu
stezonego HNOs (suprapur) i H2Oz (v/v, 4:1). Stezenie wybranych pierwiastkow (Ca, Cd, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Zn) analizowano przy uzyciu ptomieniowej atomowej spektrofotometrii
absorpcyjnej (iCE 3500 FAAS; Termo Scientifc, USA). W celu zapewnienia jakosci danych
analitycznych wykorzystano referencyjny materiat roslinny (Oriental Basma Tobacco Leaves
[INCT-OBTL-5]; Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, Polska) (Sitko et al., 2017; Szopinski et
al., 2019).

3.2.3 Pomiary zawartos$ci barwnikéw i fluorescencji chlorofilu a

Indeks zawartosci chlorofilu, antocyjanow i1 flawonoli mierzono na w pelni rozwinigtych
liSciach za pomoca czujnika Dualex (Dualex Scientifc+, Force-A, Francja). Dla kazdej
populacji A. arenosa wykonano pigtnascie pomiarow. Pomiary fluorescencji chlorofilu a
wykonano na tych samych ro$linach przy uzyciu analizatora Plant Effciency Analyzer
(PocketPEA fluorimeter; Hansatech Instruments Ltd., Anglia). Pomiary zostaly wykonane
zgodnie z Sitko et al. (2017). Przed pomiarem kazdy wybrany lis¢ byt adaptowany w ciemnosci

przez 30 min za pomoca klipséw do lisci. Po tym czasie stosowano nasycajacy impuls swietlny
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o natezeniu 3500 uE m? s przez 1 s, co powodowato zamknigcie wszystkich centrow reakcji

I mierzono parametry fluorescencji.

3.2.4 Pomiary natezenia fotosyntezy i transpiracji

Pomiary parametrow wymiany gazowej roslin przeprowadzono na w peini rozwinigtych
lisSciach. Wewnatrzkomoérkowe stezenie CO2 (Ci), nat¢zenie fotosyntezy (A), przewodnosé
szparkowg (gs) i natezenie transpiracji (E) mierzono pod koniec eksperymentu za pomoca
analizatora gazéw w podczerwieni ze specjalng komora dla Arabidopsis (LCpro+, ADC
Bioscientific, UK) w kontrolowanych warunkach klimatycznych (T = 24°C, natezenie $wiatta

PAR =150 pmol m? s™?).

3.2.5 Analiza statystyczna

Istotne statystycznie roznice miedzy warto$ciami S$rednimi okreslono za pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA i testu post hoc Fishera (NIR) (P < 0,05). Wyniki
przedstawiono jako srednie + SE. Do analiz statystycznych wykorzystano oprogramowanie
Statistica v.13 (Dell Inc.). Modele przeptywu energii na wzbudzone przekroje poprzeczne (CS)
lisci zostaly stworzone przy uzyciu programu CorelDRAW X6 (Corel).
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3.3 Wyniki

3.3.1 Wizrost roslin

Poréwnanie biomasy pedow i korzeni oraz dlugosci korzeni przedstawiono w tabeli 1.
Najwyzszg biomas¢ pedoéw (8,06 g), jak rowniez najwyzsza biomase¢ korzeni (3,23 g) w
warunkach kontrolnych stwierdzono u ro$lin diploidalnych z Stimeg. Jednak roznice nie byty
istotne statystycznie. Natomiast najmniejszg biomas¢ pedow w kontroli odnotowano dla

Kluczy, a najnizsza biomase korzeni u roslin z Miasteczka Slaskiego.

Najwickszg biomasg pedow sposréd wszystkich badanych populacji odnotowano u
roslin tetraploidalnych z Miasteczka Slaskiego (MS) traktowanych Cd. Podobna warto$é
stwierdzono réwniez u tetraploidow z Piekar Slaskich (PS) traktowanych Zn. Najwyzsza
biomasa korzeni charakteryzowata réwniez t¢ grupe roslin. Biomasa peddéw roslin z PS
traktowanych Zn, jak rowniez roslin z MS traktowanych Cd, byla prawie osmiokrotnie wyzsza
w poréwnaniu z najnizszg biomasa, ktora wystgpita u roslin z Csesznek (C) traktowanych Zn.

Traktowanie Zn populacji diploidalnych (C i Su) istotnie zmniejszato biomasg pedow i korzeni.

Sposroéd roslin grupy kontrolnej najdtuzsze korzenie zaobserwowano dla roslin
diploidalnych z Csesznek (31,9 cm), natomiast najkrotsze stwierdzono u roslin z Miasteczka
Slaskiego (23,6 cm). Dlugosci korzeni pomiedzy grupa roslin o najwyzszej wartosci tego
parametru sposrod wszystkich badanych wariantow (rosliny kontrolne z Csesznek) jest o okoto
30% roslin Pieckar Slaskich (22,5 cm).

wigksza niz traktowanych Zn z

Tabela 1. Przyrost biomasy pedow i korzeni oraz dlugo$¢ korzeni badanych populacji

Arabidopsis arenosa.

Nazwa Wariant Biomasa pedoéw | Biomasa Dlugosé korzeni
populacji (g $.m.) korzeni (cm)
(g $.m.)
Csesznek kontrola 6,61 + 1,87 ab 225+0,69abc | 31,9+4,1a
(NM) Zn 1,07+0,38 ¢ 0,59+0,34 ¢ 29,5+ 6,6 ab
Cd 7,37+ 1,46 ab 2,53+0,55abc | 28,7+1,0ab
Siimeg kontrola 8,06 + 2,95 ab 3,23+ 1,20 ab 25,8 +£3,6ab
(NM) Zn 3,58 £0,95 be 1,18 £ 0,46 ¢ 25,3+3,3ab
Cd 5,44 + 1,98 abc 1,77 £ 0,61 be 25,5+ 3,3 ab
Klucze kontrola 6,02 £0,5 ab 2,46 +0,2 ab 276+1,5ab
(NMP) Zn 4,9+ 0,7 abc 1,5+ 0,23 be 27,1+23ab
Cd 5,13+0,97 abc | 2,06 £0,50 bc 257+20ab

33




Pickary Slaskie kontrola 7,14+0,94ab [ 231+045bc |26,7+2,5ab
(M) Zn 8,27+1,04a 3,83+0,91 a 225+19b
Cd 6,73 £ 1,54 ab 1,88+ 0,41 be 235+2,1b
Mi’asteczko kontrola 6,81 £ 0,89 ab 2,01 £0,22 be 23,6 +0,8b
Slaskie Zn 6,89+0,79ab | 1,98+026bc |23,7+22ab
(M) cd 830-106a | 2192017bc | 29.0=2.6ab
NM — populacja niemetalonosna; NMP — populacja niemetalonosna, ale zlokalizowana na terenie

zanieczyszczonym; M — populacja metalono$na; populacje diploidalne - Csesznek i Siimeg; populacje
tetraploidalne — Klucze; Piekary Slgskie i Miasteczko Slaskie; Cd — grupa roélin traktowana 10 uM CdSO4 przez
4 tygodnie; Zn - grupa roslin traktowana 200 uM ZnSO4 przez 4 tygodnie; g §.m. — g $wiezej masy. Zamieszczone
wyniki sg $rednimi + btad standardowy. Litery przy danych okreslajg istotne statystycznie réznice (ANOVA, test
NIR, p < 0,05).

3.3.2 Akumulacja pierwiastkow

Czgscig eksperymentu byto okreslenie poziomu akumulacji pierwiastkow w pedach
roslin traktowanych metalami sladowymi. W grupie roslin traktowanych kadmem nie wykryto
tego metalu w pedach roslin kontrolnych, z wyjatkiem populacji Csesznek (NM). Najwieksza
zawarto$¢ Cd odnotowano W pedach populacji z terendw niemetalonosnych (NM) Su i C
traktowanych Cd (tab. 2). Zawarto$¢ Cd w cze$ciach nadziemnych diploidalnych populacji NM
byla okoto dwukrotnie wyzsza w poroéwnaniu z populacjami tetraploidalnymi rowniez
traktowanymi Cd. Wszystkie populacje traktowane Cd wykazywaty akumulacje tego metalu w

pedach powyzej wartosci $wiadczacej o hyperakumulacji.

W przypadku roslin traktowanych Zn, w pedach roslin grupy kontrolnej nie odnotowano
istotnie statystycznych réznic pomiedzy badanymi populacjami. Natomiast najwicksza
zawartos¢ tego pierwiastka w pedach stwierdzono dla K oraz MS. Najmniejsza zawarto$¢ Zn
zaobserwowano dla Su, ktéra byla ponad 5 razy nizsza w poréwnaniu do zawartoSci
odnotowanej dla MS (tab. 2). Akumulacja Zn w pedach pozostatych traktowanych tym metalem

populacji byta nie roznita si¢ istotnie Statystycznie.

Ciekawe wyniki uzyskano dla akumulacji Mg, poniewaz zawarto$¢ tego pierwiastka w
pedach roslin kontrolnych jest na tym samym poziomie we wszystkich badanych populacjach.
Natomiast mozna zauwazy¢, W populacjach NM (C i Su) traktowanych Cd istotnie wyzszy

poziom tego pierwiastka w poréwnaniu do wszystkich pozostalych badanych wariantow.
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Odwrotng tendencj¢ zaobserwowano w przypadku akumulacji Fe, poniewaz Csesznek i Stimeg
traktowane Cd wykazywaty najnizsza zawarto$¢ Fe w pedach (tab. 2). Ponadto odnotowano, ze
w przypadku roslin nietraktowanych metalami, obie diploidalne populacje (C i Su) wykazywaty
nizsza zawarto$¢ Fe w pedach, w porownaniu do populacji z terendéw zanieczyszczonych.

Jednak istotna statystycznie rdznica wystgpita tylko miedzy populacjg PS oraz C 1 Su.

Zawartos¢ Mn w pedach roslin kontrolnych réznita si¢ pomigedzy badanymi
populacjami. Najwyzszg akumulacje tego pierwiastka odnotowano dla roslin kontrolnych
populacji C, natomiast najnizszg dla K. Traktowanie Cd wptyneto na wzrost zawartosci Mn w
pedach badanych wszystkich populacji. Roéwniez rosliny traktowane Zn z populacji Su, K oraz
MS wykazywaly wyzsza zawartos¢ Mn w pedach, w odréznieniu do populacji C i PS, gdzie

odnotowano nizszg zawarto§¢ Mn w pedach roslin traktowanych Zn.

Zbadano réwniez poziomu akumulacji pierwiastkow w korzeniach roslin traktowanych
toksycznymi metalami §ladowymi. Populacje z terendw zanieczyszczonych (MS, PS oraz K)
wykazywaly wyzsza zawartos¢ Cd w korzeniach w poréwnaniu do populacji z terenow
kontrolnych. Sposréd badanych roslin, najwyzsza akumulacje Cd odnotowano w korzeniach
dla obu tetraploidalnych populacji z terenow metalonos$nych (M) oraz diploidalnej populacji

Csesznek (NM) z terenu kontrolnego. Istotnie nizsze zawarto$ci odnotowano dla roslin Sui K
(tab. 3).

W przypadku zawarto$ci Zn zaobserwowano roznice w grupie roslin kontrolnych.
Akumulacja Zn w korzeniach roslin diploidalnych (C i Su) byla istotnie wyzsza w poréwnaniu
do roslin tetraploidalnych (MS, PS oraz K). Ponadto najnizsza warto$¢ sposrod wszystkich
wariantow odnotowano dla korzeni kontrolnych roslin z PS. Podobng tendencje stwierdzono
rowniez w grupie roslin traktowanych Zn, poniewaz zawartos¢ cynku w korzeniach populacji

C i Su byta istotnie statystycznie wyzsza w porownaniu do ros$lin MS i PS (tab. 3).

Zawartos¢ Mg w korzeniach badanych populacji nie roézni si¢ istotnie pomiedzy
kontrolng grupa 1 wariantami traktowanymi Zn i1 Cd, z wyjatkiem kontrolnych roslin Su, w

ktorych korzeniach odnotowano okoto czterokrotnie wyzszg zawarto§¢ Mg (tab. 3).

Akumulacja Mn w korzeniach nietraktowanych metalami roslin uktada si¢ na
zblizonym poziomie, Z wyjatkiem populacji MS, ktorej korzenie cechowaly si¢ najwyzsza
zawartoscig tego pierwiastka sposrod wszystkich badanych wariantow. Mozna tez zauwazy¢

istotny spadek zawartosci Mn w korzeniach tej populacji pod wptywem traktowania zar6wno
Zn i Cd (tab. 3).
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Tabela 2.

Akumulacja pierwiastkow w pedach pieciu populacji Arabidopsis arenosa.

Akumulacja pierwiastkow w pedach (pg-g?)

Nazwa | Wariant
pop. trakt. Ca Cd Cu Fe K Mg Mn Zn
kontrola | 33921 + 0,93 + 4,672 + 3593+ 16702+ | 2577+ | 22,11+ | 219,937
4102 bed | 0,36d 0,694 ab | 4,57 2295 240cd | 2,16ab | £31,05¢
% bcde abcde
S D Zn 26764 = 6,11 = 3,590 + 35,35+ 22758 = 2375+ | 15,82+ | 811,751
§ ~ 3553 bed | 1,95cd 0,073 3,96 2139 ab 203cd | 0,82 +214,01
o abc bcdef bed b
Cd 75915 + 619,84+ | 4,874+ 18,33 £ 24123 + 5637+ | 25,27+ | 319,826
21220a | 137,46a | 0,990ab | 10,97 f 2349 a 1174a | 5,10a |+52,76¢
kontrola | 24887 + BDL 5,874 + 344 + 16390 + 2378+ | 12,89+ | 203,739
4120 cd 1,055a 2,13 2760 363cd | 1,9 +41,85¢
bcdef abcde cde
2 _ Zn 18043 + BDL 4,746 + 32,51+ 13128 + 1634+ | 13,54+ | 292,075
g @ 3769d 0,784ab | 2,62 919 cde 171d 1,61 +16,25¢
n bcdef cde
Cd 47799 + 492,00 £ | 4,901 + 24,04 + 20773 + 4532+ | 17,79+ | 262,497
11298 b | 195,10 1,397 ab | 6,23 ef 3386 abc | 1121 2,03bc | £59.61 ¢
ab ab
kontrola | 36323 + BDL 0,876 38,78 10888 + 2815+ | 9,52+ 201,22 +
4321 bed 0,243d 1,81 4321 e 240cd | 091e 27,84 ¢
bcde
Q Zn 41926 + BDL 0,993 + 28,68 + 17407 + 3299+ | 12,15+ | 1655,87
5 g 4111 be 0,248d 1,8 def 1426 289 bc | 0,86 + 160,77
X abcd cde a
Cd 37826 + 268,68 + | 1,996 + 28,62 + 16468 + 2932+ | 15,52+ | 192,13+
1533 bc 51,52bc | 0,363cd | 2,36def | 1695 89 ¢ 1,03¢ 14,16 ¢
abcde
o kontrola | 31884 + BDL 2,158 + 51,1+ 22314 + 2342+ | 15,51+ | 232,782
v 6195 bcd 0,432cd | 511a 2103 ab 308 cd | 2,61c +39,64 ¢
é* . Zn 25417+ | BDL 3,006+ | 39,65+ | 16243+ |2309+ | 961+ | 1177,687
= @ 4137d 0,591 bc | 5,82bcd | 2207 266cd |121le |+124,90
kS bcde b
b“:’ Cd 30013 + 254,09+ | 3,218+ 4591 + 22189 + 2446+ | 15,64+ | 231,340
4542 bed | 20,77bc | 0,278 bc | 2,84 ab 1928 ab 236¢cd | 1,73¢c | +£2504c
kontrola | 25841 + BDL 4,366 + 43,8 + 11454 + 1839+ | 10,49+ | 168,948
o 3195d 0,389ab | 4,3 abc 1905de | 215d 1,27de | £26,79 ¢
ﬁ E o Zn 26570 + BDL 5,068 = 4531 + 19301 + 2451+ | 12,07+ | 1795,168
2as 1806 cd 0,778 a 4,18 ab 2766 abc | 233cd | 1,14 + 237,85
S~ cde a
= Cd 28898 + 204,99 + | 4,605+ 32,32+ 22565 + 2762+ | 15,73+ | 248,401
2744 bed | 126,23b | 1,074ab | 3,38 cdef | 3028 ab 350cd |1,41c |+2959c

Populacje diploidalne - Csesznek i Siimeg; populacje tetraploidalne — Klucze; Piekary Slaskie i Miasteczko

Slaskie; Cd — grupa roslin traktowana 10 pM CdSO, przez 4 tygodnie; Zn - grupa roslin traktowana 200 pM ZnSOy

przez 4 tygodnie. Zamieszczone wyniki sg $rednimi + btad standardowy. Litery przy danych okre$lajg istotne

statystycznie roznice (ANOVA, test NIR, p < 0,05).
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Tabela 3. Akumulacja pierwiastkow w korzeniach pieciu populacji Arabidopsis arenosa.

Akumulacja pierwiastkow w korzeniach (pg-g?)

Nazwa | Wariant
pop. trakt. Ca Cd Cu Fe K Mg Mn Zn
kontrola | 4664 + 1,09 + 21,24+ 2017,04 | 22302 1804+ | 18,51+ 3998,18
221d 0,61c 3,34 ab +181,94 | £2387 | 84b 1,80d + 520,23
o cde bcd c
2 Zn 6256 + 58,41 + 2492 + 6303,76 4091+ | 870 + 35,72 £ 5199,02
§ S 1694 bed | 22,89 ¢ 8,60 ab +688,39 | 2547f | 203 b 5,96 bcd | £941,46
e a ab
© Cd 5245 + 241577 | 27,02+ 2571,06 | 33036 1687+ | 30,34 + 1342,53
158 cd +164,75 | 3,32 ab +99,33 +60la | 51b 6,03 bcd | =80,76
a bc de
kontrola | 10320 + BDL 20,43 + 1585,18 29270 4201+ | 25,21+ 3601,39
4352 abc 4,80 ab +61,26 +974 1890a | 9,99bcd | +£621,53
def ab c
2 Zn 10005 + BDL 2743 + 7086,58 914 + 1437+ | 19,38 + 5390,42
% @ 1619 abc 7,47 ab +571,73 | 378 f 133 b 2,13 cd + 709,72
n a a
Cd 5750 + 1860,97 28,13 + 2311,04 20627 1327+ | 54,46 £ 1202,80
555bcd | £287,77 | 10,11ab | £402,08 | +3735 | 197 b 18,50ab | £211,66
b bcd cde de
kontrola | 8278 + 4,74 + 24,14 + 1010,77 20791 1299+ | 26,78 + 1477,41
1083 0,50c 0,99 ab +102,62 | £1121 84Db 1,53 cd +172,34
abcd fg cde de
Q Zn 7319 £ 3,26+ 19,84 + 2937,58 | 21632 1236+ | 13,7+ 4119,33
s g 232 bed 0,31c 3,44 ab +387,92 | £1660 | 95b 2,18d +391,46
X b cd bc
Cd 11367+ | 1920,16 | 32,79+ 1466,73 | 23409 1507+ | 45,69 + 1475,52
2125a +170,79 | 9,17 a +224,60 | £1571 | 124b 18,82 bc | + 76,63
b ef bc de
kontrola | 7616 + 5,72 + 15,93 + 706,16 £ | 23601 1213+ | 34,80+ 1026,48
® 1332bed | 0,76 ¢ 2,25b 22,959 + 981 99 b 5,83 cd +50,97 ¢
i bc
\%@“ . Zn 8978 + 8,98 + 17,04 £ 1515,94 18738 1088 + | 26,08 + 404291
= g/ 344 abc 144 ¢ 3,14b +12555 | £3356 | 45b 1,72 cd +230,61
= def cde c
-::’ Cd 5605 + 2520,21 17,24 + 1534,15 19970 1426 + | 20,67 + 1897,57
253 bed +12233 | 244D +173,06 | £1416 | 168b 1,83d + 170,76
a def cde de
kontrola | 5854 + 10,66 + 20,24 + 1096,27 | 19382 1107+ | 70,22 2055,16
E 260 cd 1,30¢c 2,36 ab +44,61 +2627 | 47D 6,00 a + 188,50
2 efg cde d
@ _ Zn 5853 + 5,02+ 18,52 + 177456 | 17265 885 + 18,79 + 3873,28
£ 402cd | 044c 2,12b +184,06 | £1419 | 54b 0,92 d +199,52
8 ~ cde de c
8 Cd 5941 + 2390,35 | 13,21+ 147418 | 15201 | 918+ 22,55+ 1836,29
= 576 bcd | +135,49 | 3,98b +7030 | +£1405 | 112b | 2,97d + 165,06
a def e de

Populacje diploidalne - Csesznek i Siimeg; populacje tetraploidalne — Klucze; Piekary Slaskie i Miasteczko

Slaskie; Cd — grupa roslin traktowana 10 pM CdSO, przez 4 tygodnie; Zn - grupa roslin traktowana 200 pM ZnSOq

przez 4 tygodnie. Zamieszczone wyniki sg $rednimi + blad standardowy. Litery przy danych okreslajg istotne

statystycznie roznice (ANOVA, test NIR, p < 0,05).
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3.3.3 Zawarto$¢ barwnikow

Zawarto$¢ chlorofilu, antocyjanéw i flawonoli mierzono w lisciach Arabidopsis arenosa
po 28 dniach traktowania metalami. Najwigksze roznice w indeksie zawartosci chlorofilu pod
wplywem traktowania metalem zaobserwowano u diploidalnych populacji z Csesznek i Siimeg
(rys. 4a). Najwyzsze zawartosci tego barwnika obserwowano u kontrolnych ros$lin
diploidalnych. Z kolei rosliny populacji C i Su traktowane Cd wykazywaty najnizszy poziom
indeksu zawarto$ci chlorofilu. Podobna tendencja wystgpita u roslin traktowanych Zn populacji
C i Su, ale spadek zawartosci chlorofilu byt o polowe¢ mniejszy w porownaniu do roslin
traktowanych Cd. W przypadku populacji metalono$nych réwniez zaobserwowano obnizenie
zawarto$ci chlorofilu, ale istotnie mniejsze w porownaniu do populacji diploidalnych.
Stosunkowo niskie zmiany tego parametru sugeruja, ze A. arenosa z PS i MS jest tolerancyjna
na Zn, a w mniejszym stopniu na Cd. Z drugiej strony, toksyczne dzialanie metali w postaci
spadku wskaznika zawarto$ci chlorofilu byto znacznie bardziej widoczne w niemetalonosnych

populacjach diploidalnych, niz w pozostatych badanych populacjach (rys. 4a).

Roznice w indeksie zawartosci flawonoli przedstawiono na rysunku 4b. Traktowanie
Zn zwigkszylo zawartos¢ flawonoli zarowno w populacjach z terenow niemetalonos$nych, jak i
w populacjach z terenéw metalonosnych. Jednak roznice z zawarto$ci tego barwnika nie byty
istotne statystycznie, z wyjatkiem populacji z Piekar Slaskich, u ktérej wzrost flawonoli byt
istotnie wyzszy w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi. Natomiast traktowanie Cd nie

spowodowato istotnych zmian w badanym parametrze.

W ro$linach populacji diploidalnych (C i Su) traktowanych metalami zaobserwowano
istotny statystycznie wzrost zawartosci antocyjanow w stosunku do roslin kontrolnych, co
wskazuje na podwyzszony poziom stresu w tych populacjach wywotany przez metale (rys. 4c).
Ponadto w populacjach K i PS réwniez zaobserwowano wzrost zawartosci tego barwnika,
jednak nie byt on tak znaczacy jak w przypadku populacji diploidalnych. Natomiast populacja

MS nie wykazywata roznic zawarto$ci antocyjanéw pod wplywem traktowania metalami.
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Rys 4. Indeks zawartosci chlorofilu (a), flawonoli (b) 1 antocyjandéw (c) w lisciach pieciu populacji
Arabidopsis arenosa. Rosliny przez 28 dni rosty w pozywce z 200 uM Zn (Zn) lub 10 uM Cd (Cd),
podczas gdy rosliny kontrolne rosty w czystej pozywce (0). Warto$ci s Srednimi £ SD (n=15). Wartosci

oznaczone tg samg literg nie r0znig si¢ istotnie od siebie przy zastosowaniu testu post-hoc Fishera NIR.

3.3.4 Wymiana gazowa

Zmierzono cztery parametry wymiany gazowej: natezenie transpiracji (E), przewodnos¢
szparkowg (gs), natgzenie fotosyntezy (A) oraz stezenie miedzykomorkowego CO2 (Ci) (tab.
4). W przypadku populacji diploidalnych traktowanych metalami przewodnos¢ szparkowa (gs)
ulegta zmniejszeniu, natomiast w przypadku roslin z PS 1 MS zaobserwowano istotny wzrost
tego parametru u roslin traktowanych Cd. Najwyzsza warto$¢ przewodnosci szparkowej
stwierdzono u roslin z PS traktowanych Cd i byta ona wyzsza od warto$ci obserwowanych w

populacjach z terenow kontrolnych.

Wyzsze natezenie fotosyntezy (A) w warunkach kontrolnych stwierdzono dla populacji
z terenéw niezanieczyszczonych (Su i C), ale tylko dla populacji C wartosci tego parametru
byly istotnie wyzsze od nat¢zenia fotosyntezy u trzech populacji z terenéw zanieczyszczonych
metalami. Natomiast pod wptywem dziatania Zn natgzenie fotosyntezy (A) uleglto obnizeniu w
populacjach niemetalono$nych (Su i C) oraz w Kluczach. Z kolei w przypadku stanowisk
skrajnie zanieczyszczonych warto$¢ tego parametru wzrasta dla PS 1 byta na statym poziomie
dla MS (tab. 4). Nalezy roéwniez zauwazy¢, ze Cd znaczaco obnizal warto$ci natezenia
fotosyntezy populacji NM w poréwnaniu do wariantu kontrolnego, natomiast w przypadku
populacji PS odnotowano jedng z najwyzszych wartos$ci tego parametru pod wplywem

dziatania Cd (tab. 4).

Populacje diploidalne traktowane metalami wykazywaty obnizenie wartosci badanych
parametrow (E, gs, A), w przeciwienstwie do populacji tetraploidalnych metalono$nych, ktére

wykazywaty zwiekszenie przewodnosci szparkowej i nat¢zenia fotosyntezy.

Odnotowano réowniez istotne zmniejszenie natgzenia transpiracji (E) w grupie NM
traktowanej Cd w porownaniu z grupg kontrolng (tab. 4). Natomiast rosliny z terenow
metalono$nych wykazywaly znaczny wzrost tego parametru. Ponadto rosliny z Piekar Slaskich

wykazaly najwyzszy poziom natgzenia transpiracji pod wptywem traktowania Cd.
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W przypadku ste¢zenia miedzykomorkowego CO2 (Ci) najnizszg warto$¢ tego paramentu

odnotowano dla populacji Csesznek w warunkach kontrolnych. Jednakze warto$¢ Ci

pozostatych badanych populacji nietraktowanych metalami wykazywaly zblizony do siebie

niski poziom. Ponadto, diploidalne rosliny populacji NM rosngce w podtozu wzbogaconym w

Cd wykazywatly najwyzsze wartoSci tego parametru (tab. 4).

Tabela 4. Parametry wymiany gazowej w pigciu populacjach Arabidopsis arenosa po 28

dniach traktowania Zn i Cd.

Nazwa Wariant Parametry wymiany gazowej
populacji |traktowania E s A Ci
Siimeg kontrola [1,62+0,09b |162,73+13,88b |10,00+ 1,30 ab |356,53 +10,31 f
(Su) Zn 0,59+0,05g |42,13+440¢g 326+043 ef [371,4+8,52 def
Cd 1,04 +0,02f |77,53+1,70 f 1,67+022f |4802+5,12a
Csesznek kontrola |1,60+0,07bc [159,47+11,28b |11,334+0,24a |328,8+4,80¢g
(@) Zn 1,60£0,04b |151,47+538bc [558=1,24d [396,86+ 16,82 bc
Cd 1,02+£0,01f |77,07+122f 3,930,5 de 4172+ 12,48 b
Klucze kontrola |1,61+0,03b [156,62+5,06b |881+037bc |353,92+2,82f
(K) Zn 1,06 £0,08f |91,6+7,86¢f 3,60+£023e |389,67+1,16cd
Cd 1,5+004bc  |1468+6,52bc  [726+042¢c  [366,13+58 ef
Piekary kontrola | 1,43£0,06cd |132,33+7,31cd |8,35+043bc |382,2+3,62 cde
S}%Sg)le Zn 1,64+0,03b |156,53+£457b [927+028b |392,73+ 441 cd
Cd 1,93+005a |200,66+835a [1126+0,18a [391,47+329cd
Miasteczko | kontrola [1,32+0,06de |114+6,92 de 9,32+£049b |364,93 +3,88 f
S(lfjls‘ie Zn 1,18+0,06ef |113,07+878¢  |8,74+0,42bc |357,87=8,04f
Cd 1,55+0,10bc | 154,53 £ 12,78 bc [8,81£0,30 bc |349 +9,43 fg

E - natgzenie transpiracji; gs - przewodno$¢ szparkowa; A - natezenie fotosyntezy; Ci - st¢zenie

miedzykomérkowego CO,. Populacje diploidalne - Csesznek i Siimeg; populacje tetraploidalne —

Klucze; Piekary Slaskie i Miasteczko Slaskie; Cd — grupa rolin traktowana 10 pM CdSO, przez 4

tygodnie; Zn - grupa roélin traktowana 200 uM ZnSOs przez 4 tygodnie. Zamieszczone wyniki sg

srednimi + btad standardowy. Litery przy danych okre$lajg istotne statystycznie réznice (ANOVA, test

NIR, p < 0,05).
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3.3.5 Stan i wydajnos¢ fotosystemow

Wykresy zmiennej wzglednej fluorescencji chlorofilu (AVt) pokazuja zmiany w
przeptywie elektronow przez fotosystemy we wzbudzonych sekcjach lisci badanych roslin

traktowanych kadmem (Rys. 5A) lub cynkiem (Rys. 5B) w stosunku do prob kontrolnych.

W przypadku populacji diploidalnych traktowanych kadmem (C i Su) zaobserwowano
wyrazne przesuni¢Ci piku Al w kierunku AK, co moze wskazywac na toksyczny wptyw tego
metalu na kompleks uwalniajacy tlen i/lub nosniki chinonowe Qa i Qs (Rys. 5A). Populacja
tetraploidalna K pochodzgca ze stanowiska niemetalonosnego, ale zlokalizowanego na terenie
0 niewielkim zanieczyszczeniu metalami charakteryzowata si¢ przebiegiem Kkrzywej
porownywalnym do populacji metalonosnych MS i PS po traktowaniu kadmem. Warto zwrdcié
uwagg, ze najwyzszy pik AG wystapit u roslin z populacji PS traktowanych kadmem, co moglo
by¢ spowodowane czeSciowym uszkodzeniem enzymu reduktazy ferredoksyny-NADP* (FNR)
(Rys. 5A).

Podczas traktowania cynkiem populacje podzielity si¢ na dwie grupy, tj. populacje z
terendéw metalonosnych PS 1 MS tolerancyjne na dziatanie cynku oraz populacje
niemetalonosne C, Su i K, u ktorych cynk wykazywat silne toksycznym dziatanie na fazg jasng
fotosyntezy (Rys. 5B).
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Rys. 5. Wptyw traktowania 10 uM CdSOs (A) lub 200 uM ZnSO. (B) przez 4 tygodnie na wzgledna
zmienng fluorescencj¢ (AVt) pieciu populacji Arabidopsis arenosa; populacje diploidalne — Csesznek
(C) i Siimeg (Su); populacje tetraploidalne — Klucze (K); Piekary Slaskie (PS) i Miasteczko Slaskie
(MS). Do analizy AVt jako referencje przyjeto wariant kontrolny, ktory uzyskat najlepszy wynik i na
wykresie wynosi 0. W zwigzku z tym wartosci ujemne (ponizej osi X) wskazuja na wyzszg wydajnosc
fazy jasnej fotosyntezy, natomiast wartos$ci dodatnie (powyzej osi X) wskazuja na jej nizszg wydajnosc.
AK — kompleks uwalniajacy tlen, AJ i Al — nos$niki plastochinonowe, AH i AG - aktywno$¢ koficowych
akceptorow elektronow, takich jak FNR (Sitko et al., 2017; Szopinski et al., 2019).

Jako$ciowe poréwnanie wptywu Cd lub Zn na wybrane parametry charakteryzujace
efektywnos¢ jasnej fazy fotosyntezy pozwolito wyrdzni¢ charakterystyczne elementy
fotosyntetycznego tancucha transportu elektronow, dla ktorych toksyczne dziatanie badanych

metali bylo najbardziej widoczne w poszczegodlnych populacjach A. arenosa (tab. 5).
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Wyniki wyraznie pokazaty, ze pod wptywem kadmu populacje niemetalonosne (C i Su)
charakteryzowaty si¢ bardzo wysokimi wartosciami energii rozproszonej (¢Do) i wygaszania
niefotochemicznego (pnprg), a takze wysokimi warto$ciami tych parametrow po traktowaniu
cynkiem, zarowno w poréwnaniu z tymi populacjami (C i Su) nietraktowanymi metalami, jak
i populacjami z terenow metalono$nych traktowanymi metalami (tab. 5). Jednocze$nie w
populacjach C i Su, po traktowaniu kadmem, warto§¢ minimalnej fluorescencji (Fo) zawsze
wzrastala w poréwnaniu z kontrolg. Parametry okreslajace wydajnos¢ kwantowg transportu
elektronow przez poszczegolne jednostki tancucha (takie jak: ¢Po, @Eo, czy ¢Ro) ulegaty
znacznemu obnizeniu pod wpltywem obu badanych metali w obu populacjach NM w
porownaniu z kontrola, czgsto ponizej 50% jej wartosci (tab. 5). W przypadku populacji z
terend6w metalonosnych obserwowane zmiany warto$ci poszczegdlnych parametrow pod
wpltywem traktowania metalami byly zdecydowanie lagodniejsze. Réznice bardzo rzadko

przekraczaly 20% warto$ci kontrolnych (tab. 5).

Tabela 5. Porownanie jakosciowe wptywu Cd lub Zn na wybrane parametry charakteryzujace

efektywnos¢ fazy jasnej fotosyntezy u pieciu populacji A. arenosa.

+

Fo Fm Fv ®Po ®Do WEo ®Eo 8Ro ®Ro gH (o Do Onpg
C 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Cccd 1,43 0,61 0,43 0,68 2,50 0,39 0,30 1,56 0,52 0,89 0,68 0,63 7,98
CZn 0,90 0,59 0,53 0,85 1,68 0,59 0,52 0,92 0,41 0,42 0,81 0,78 5,16
Su 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
SuCd 1,49 0,79 0,64 0,82 1,88 0,53 0,46 2,14 0,73 0,76 0,39 0,54 11,27
SuZn 1,06 0,86 0,81 0,95 1,26 0,81 0,77 0,77 0,56 0,38 0,73 0,95 4,80
K 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
K Cd 1,09 0,96 0,93 0,97 1,14 0,83 0,81 0,93 0,75 1,23 0,89 1,01 1,69
KZn 1,23 0,97 0,91 0,94 1,25 0,78 0,74 0,87 0,66 0,65 0,71 1,07 2,69
Ms 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MS Cd 0,98 0,93 0,92 0,98 1,07 0,85 0,84 1,06 0,86 1,23 1,04 0,84 1,14
MS Zn 0,95 0,98 0,98 1,00 0,98 0,94 0,95 1,14 1,08 0,89 0,97 0,97 1,24
PS 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PS Cd 1,00 0,95 0,93 0,99 1,07 0,91 0,90 0,84 0,77 1,30 0,91 1,15 1,24
PSZn 1,01 0,98 0,97 0,99 1,03 0,94 0,93 0,87 0,81 1,16 1,01 1,00 0,96

Skroty: C — rosliny z Csesznek; Su — rosliny z Siimeg; K — rosliny z Klucze; MS — rosliny z
Miasteczka SI.; PS — roéliny z Piekary Sl. rosliny; Cd — grupa roslin traktowana 10 pM CdSOq4
przez 4 tygodnie; Zn — grupa roslin traktowana 200 uM ZnSOs przez 4 tygodnie; Fo —
minimalna fluorescencja; Fm — maksymalna fluorescencja; Fv — maksymalna zmienna
fluorescencja; @Po — maksymalna wydajnos¢ kwantowa PSII; ¢Do — wydajnos¢ kwantowa
rozpraszania energii; yEo — prawdopodobienstwo, ze uwigziony ekscyton przenosi elektron do
taficucha transportu elektrondow poza Qa; ¢Eo — wydajno$§¢ kwantowa dla transportu
elektrondow z Qa do plastochinonu; dRo — prawdopodobiefstwo, z jakim elektron z
miedzysystemowych no$nikow elektronow przejdzie do redukeji koncowych akceptoréw po
stronie akceptora PSI; ¢Ro — wydajnos¢ kwantowa dla redukcji koncowych akceptorow
elektronow po stronie akceptora PSI; @i — zrealizowana wydajnosc¢ stanu ustalonego PSII; onpg
— wydajnos¢ kwantowa niefotochemicznego wygaszania ekscytonow.
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Przedstawione na rysunku 6 modele przeptywu energii przez wzbudzone przekroje lisci
badanych populacji A. arenosa pozwolity na ilo$ciowe i jakoSciowe porownanie wptywu Cd

lub Zn na PSII badanych roslin w poréwnaniu z kontrola.

Wykazano, ze w warunkach kontrolnych aparat fotosyntetyczny roslin z populacji Su
byt najbardziej wydajny (rys. 6). Jednocze$nie toksyczne dziatanie Cd lub Zn bylo najbardzie;j
widoczne jako najsilniejszy istotny spadek warto$ci wszystkich parametrow w populacji C. W
przypadku obu populacji z terenow metalono$nych traktowanie cynkiem nie powodowato
istotnych zmian strumieni energii w poroOwnaniu z kontrola, natomiast kadm powodowat
niewielkie, ale istotne spadki tylko niektorych badanych parametrow (w przypadku populacji
MS - TR/CS, RC/CS, ET/CS). Populacja tetraploidalna K wykazywala wartosci posrednie
pomiedzy diploidami a tetraploidami metalono$nymi, wykazujac istotne spadki parametréw

ET/ i RC/CS pod wptywem obu metali w poréwnaniu z kontrolg (rys. 6).
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Rys 6. Modele lisci przedstawiajace fenomenologiczne strumienie energii na wzbudzone przekroje
poprzeczne lisci (CS, ang. cross section) wybranych pieciu populacji Arabidopsis arenosa w warunkach
kontrolnych w porownaniu z traktowanymi Cd lub Zn. Kazda warto§¢ wzgledna mierzonych
parametréw jest $rednig (n = 10), a szeroko$¢ kazdej strzatki odpowiada intensywno$ci strumienia.
ABS/CS - strumien fotonow zaabsorbowanych przez wzbudzony przekroéj liscia; TR/CS - strumien
uwiezionej energii na CS; ET/CS - transport elektronow przez PSIl na CS; DI/CS - strumien
rozpraszanej energii na CS; RC/CS - procent centréw reakcji aktywnych na CS. Biate kotka wpisane w
kwadraty reprezentujg zredukowane centra reakcji Qa (aktywne), czarne kotka reprezentujg
niezredukowane centra reakcji Qa (nieaktywne). Srednie z ta sama litera dla kazdego parametru nie

46

46:8050167604



rdznig sie istotnie od siebie przy uzyciu testu NIR Fishera (P<0,05). Litery sg wpisane w strzatki, z
wyjatkiem RC/CS, gdzie s umieszczone w prostokacie w prawym dolnym rogu kwadratu z czarnymi i
biatymi kotkami.

47



4. Dyskusja

41 Wplyw Cd lub Zn na biomas¢ roslin uprawianych w warunkach

kontrolowanych

Arabidopsis arenosa to gatunek rosliny, ktory jest coraz cze$ciej badany pod katem
tolerancji na dziatanie toksycznych metali §$ladowych. Gatunek ten jest powszechnie znany jako
fakultatywny pseudometalofit (Bothe and Stomka, 2017; Wojcik et al., 2017). W ramach tej
dysertacji przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych badania wzrostu na pigciu
populacjach Arabidopsis arenosa poddanych dziataniu Zn lub Cd. Nalezy podkresli¢, ze w
eksperymencie uwzgledniono zaréwno formy diploidalne ze stanowisk niemetalono$nych, jak
1 tetraploidalne ze stanowisk metalono$nych. Dwie diploidalne populacje z terenow
niemetalono$nych (NM) pochodzity ze stanowisk Csesznek (C) i Stimeg (Su), natomiast dwie
populacje tetraploidalne pochodzity ze stanowisk metalonosnych (M) - Piekary Slaskie (PS) i
Miasteczko Slaskie (MS), oraz ostatnia tetraploidalna badana populacja Klucze (K) pochodzita
ze stanowiska niemetalono$nego, ale zlokalizowanego na terenie o niewielkim

zanieczyszczeniu metalami (NMP).

Zaobserwowano, ze tetraploidy z PS traktowane 10 uM Cd wykazywaty niewielki
spadek biomasy pedow w porownaniu do kontroli (Tab. 1). Wyniki przedstawione przez
Szopinski et al., (2020) wskazuja na spadek biomasy lisci populacji metalono$nej pod wptywem
Cd, co jest zgodne z wynikami przedstawionymi w tej dysertacji, dotyczacymi populacji PS.
Jednak w przypadku innej tetraploidalnej populacji metalonosnej z Miasteczka Slaskiego (MS)
stwierdzono, ze rosliny traktowane Cd wykazywaty najwyzsza biomas¢ pedow. Co ciekawe,
podobnie niewielki wzrost tego parametru zaobserwowano w niemetalonosnej populacji
diploidalnej z Csesznek (Tab. 1). Mozna pokusi¢ si¢ o stwierdzenie, ze nizsza zawartos¢ Cd
moze powodowa¢ hormezg (Matkowski et al., 2020). Ponadto najwyzsza biomas¢ pedow
odnotowano dla populacji PS pod wptywem 200 uM Zn. Badania na A. arenosa z Piekar
Slaskich wykazaty niewielki wptyw na obnizenie biomasy lisci pod wplywem Zn, ale zawartosé

tego metalu byta wielokrotnie wyzsza (Szopinski et al., 2019).
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4.2 Akumulacja pierwiastkow w pedach roslin z naturalnych stanowisk oraz

roslin uprawianych w warunkach kontrolowanych

Jednym z gltownych celow dysertacji byto zbadanie ekofizjologii i zdolnosci do
hyperakumulacji toksycznych metali §ladowych przez czternascie populacji Arabidopsis
arenosa z naturalnych stanowisk oraz zanieczyszczonych metalami sladowymi. W tym celu
zbadano zawartosci wybranych pierwiastkéw w pedach i korzeniach roslin. Analizie poddano
siedem metalonosnych populacji (M), jedng niemetalonosng, ale pochodzaca =z
zanieczyszczonego obszaru (NMP) oraz sze$¢ niemetalonosnych (NM) populacji Arabidopsis
arenosa z Europy Srodkowej. Przedstawione wyniki dotyczace zawartoéci Cd i Zn w pedach
A. arenosa sugeruja, ze populacje z terené6w zanieczyszczonych metalami sg zdolne do
akumulacji ponad 100 pg-g s.m. Cd i ponad 3000 pg-g?*s.m. Zn w pedach, co wskazuje na
hyperakumulacje. Wysoka tolerancj¢ 1 akumulacj¢ metali u A. arenosa z potudniowej Polski
wykazali wczesniej Nadgorska-Socha et al. (2013) oraz Przedpetska i Wierzbicka (2007),
jednak autorzy Ci nie powigzali tych wynikow ze zdolnoscig tego gatunku do hyperakumulacji
Cd i/lub Zn. A. arenosa zostata uznana przez roznych autoréw za gatunek wykluczajacy (ang.
excluder), ktory utrzymuje normalne st¢zenie Zn i niskie Cd w czg$ciach nadziemnych (Szarek-
Lukaszewska and Niklinska, 2002; Peer et al., 2006). Szopinski et al., 2020 po raz pierwszy
opisali rosliny A. arenosa z Piekar Slaskich jako hyperakumulatory Cd i Zn. Uzyskane w
ramach tej dysertacji wyniki akumulacji metali w pgdach wykazaly po raz pierwszy, zgodnie z
nasza wiedzg, ze istnieje wigcej niz jedna hyperakumulujaca populacja in situ, zgodnie z
definicja hyperakumulacji zaproponowang przez van der Ent et al. (2013). Przedstawione
wyniki wskazuja, ze zawarto$¢ Zn w pedach roslin M miescita si¢ w zakresie 1400-13700 pg-g”
! (tab. 2, Gieron et al., 2021), a catkowita zawarto$¢ Zn w glebie wahata si¢ od 6500 do 71000
ng-gt(tab. 3, Gieron et al., 2021). Ponadto stwierdzili§my, ze zawarto$¢ Cd w pedach rolin z
populacji M miescita si¢ w zakresie 20-880 pg-g™, a catkowita zawarto$¢ Cd w glebie M wahata
sie od 65 do 717 pg-g? (tab. 2 i 3, Gieron et al., 2021). Jednakze, w przeciwienstwie do A.
halleri, ktorej populacje ze stanowisk kontrolnych wykazuja cechy hyperakumulatora, u A.
arenosa nie stwierdziliSmy zadnych hyperakumulatorow Cd lub Zn na stanowiskach
kontrolnych, poniewaz zawarto§¢ Cd w pedach roslin NM miescita si¢ w zakresie 0,2-0,7 ug-g
! (tab. 2, Gieron et al., 2021). Trzeba jednak podkresli¢, ze catkowite stezenie Cd w glebach ze
stanowisk kontrolnych wahato sie od 0,3 do 0,9 ug-g? (tab. 3, Gieron et al., 2021). Nasze

wyniki potwierdzajg wczesniejsze doniesienia (Przedpeltska and Wierzbicka, 2007; Nadgorska-
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Socha et al., 2013; Szopinski et al., 2020), ktore rowniez wykazaly wysoka tolerancje i
akumulacje Zn, Cd i Pb w populacjach z potudniowej Polski. Jednak wigkszo$¢ autorow, z
wyjatkiem Szopinski et al., (2020), nie zwrodcila uwagi na zjawisko hyperakumulacji Cd i Zn u
tego gatunku. Dodatkowo nalezy zaznaczy¢, ze u wszystkich analizowanych 10 osobnikow z
populacji PS 1 MS zawarto$¢ Zn 1 Cd w pedach miescita si¢ w zakresie typowym dla
hyperakumulatorow. W pozostatych populacjach M bylo wigcej roslin akumulujacych Zn niz
Cd.

Akumulacje pierwiastkow w pedach i1 korzeniach pieciu wybranych populacjach
Arabidopsis arenosa zbadano réwniez w kontrolowanych warunkach uprawy hydroponiczne;.
Réznice w zawartosci Cd w pedach roslin uprawianych w warunkach kontrolowanych
pomiedzy populacjami diploidalnymi ze stanowisk niemetalono$nych (NM) w poréwnaniu do
populacji tetraploidalnych ze stanowisk metalonosnych (M) wyraznie wskazuja na ponad
dwukrotnie wyzszg zawarto$¢ Cd w pedach populacji NM (Tabela 2). Sugeruje to lokalng
adaptacje roslin M do zanieczyszczonego siedliska, przejawiajaca si¢ ograniczonym
transportem Cd do cze$ci nadziemnych, co zostato potwierdzone w badaniach Szopinski et al.
(2020). Szopinski et al. (2019) wykazali, ze A. arenosa jest odporna na szkodliwe dziatanie Cd
w warunkach kontrolowanych 1 ekstremalnego stresu metalicznego. Nalezy réwniez
wspomnie¢, ze populacje tetraploidalne nie byly znaczaco uszkodzone w poréwnaniu z
populacjami diploidalnymi, ktére wraz z wysokimi poziomami nagromadzonego metalu
wykazywaty oznaki destrukcyjnego dziatania metalu. Obserwacja ta jest zgodna z wynikami
Preite et al. (2019), gdzie wykazano, ze wszystkie badane rosliny metalono$nych populacji A.
arenosa rosngce na glebie metalonosnej w kontrolowanych warunkach przezyly w 100%,
podczas gdy wszystkie niemetalonosne populacje A. arenosa na glebie metalicznej obumarty

(przezywalno$¢ 0%).

Zaobserwowalismy, ze rosliny NM traktowane Cd zawieraja najwyzsza zawarto$s¢ Mg
w pedach (Tabela 2). Wzrost zawartosci Mg w pedach PL22 A. halleri zostat odnotowany przez
Corso et al., (2018) pod wptywem traktowania Cd. Natomiast w przypadku populacji M,
traktowanie Cd istotnie obnizylo zawartos¢ Mn w korzeniach (Tabela 3), co potwierdzili

Szopinski et al., (2020).

Istotnie wyzszy poziom zakumulowanego Zn stwierdzono dla populacji
tetraploidalnych, a zawarto$¢ tego metalu w pedach roslin wynosita okoto 1100-1800 pg-g*, w
poréwnaniu do 300-800 pg-g* u diploidalnych osobnikéw (Tabela 2). Wyniki badan in situ,
wykazuja ze, te same populacje tetraploidalne w siedliskach naturalnych akumulowaty
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znacznie wigcej Zn w zakresie 1400-13700 pg-g™ (Gieron et al., 2021b). Z drugiej strony,
Szopinski et al., (2019) réwniez wykazali znacznie wyzsza zawarto$¢ Zn w pedach A. arenosa,

jednak przy wykorzystaniu 25-krotnie wyzszego stezenia Zn w podtozu wzrostowym.

4.3 Zroznicowana zawarto$¢ jadrowego DNA pomiedzy populacjami

Arabidopsis arenosa z Europy Srodkowej

Wyniki przeprowadzonych badan dotyczacych zawartosci jadrowego DNA wykazaty,
ze polskie populacje, z wyjatkiem populacji z Welnowca, byly tetraploidami (4C) (tab. 4,
Gieron et al., 2021b). Dane te sa zgodne z wynikami przedstawionymi przez Kolaf et al. (2016)
i Monnahan et al. (2019), ktérzy stwierdzili, ze w potudniowej czeSci Polski wystgpowaty
populacje tetraploidalne (4C). Takze Szopinski et al. (2020) takze wykazali tetraploidalnos¢
populacji K (NMP) i PS (M). Schmickl et al., (2012) stwierdzili, ze siedliska diploidalne
wystepuja m.in. na Wegrzech i1 Potwyspie Batkanskim. W zwiazku z tym w ramach tej
dysertacji przeanalizowano takze zawarto$¢ DNA wegierskiej populacji Ta (NM), ktora
okazala si¢ populacja diploidalng (2C) (tab. 4, Gieron et al., 2021Db).

Analiza gtéwnych sktadowych PCA (fig. 3, Gieron et al., 2021b) wykazala, ze czynniki
klimatyczne wyraznie oddzielajg populacje gorskie od pozostatych populacji. Kolaf et al.,
(2016) rowniez stwierdzili, ze rozne cytotypy A. arenosa zajmowaty rézne nisze klimatyczne.
Co wigcej, udokumentowali oni znacznie czgstsze wystgpowanie tetraploidow na
antropogenicznych stanowiskach oddalonych od naturalnych siedlisk. Potwierdzita to analiza
PCA wykonana w ramach tej dysertacji, dzielac rosliny na populacje metalolonosne i
niemetalonosne (Rys. 3, Gieron et al., 2021b). Ponadto Monnahan et al. (2019) wykazali, ze
tertraploidalne formy A. arenosa sa bardziej plastyczne niz diploidy i tatwiej dostosowuja si¢

do trudnych siedlisk.
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4.4 Wplyw warunkow sSrodowiskowych lub traktowania metalami na
zawarto$¢ barwnikéw w roslinach badanych in situ oraz uprawianych w

warunkach kontrolowanych

Przedstawione wyniki zawartosci chlorofilu zbadane in situ wykazaty istotne roznice
pomigdzy populacjami z terenéw metalono$nych i niemetalono$nych (tab. 4, Gieron et al.,
2021b). Najwyzszy indeks zawartosci chlorofilu zaobserwowano w populacji V (NM), ktora
znajdowala si¢ na stanowisku o najwickszej wysokosci nad poziomem morza (tab. 1 14, Gieron
et al., 2021b). Podwyzszona zawartosci chlorofilu jest typowa cechg populacji gorskich, co
odnotowano dla A. halleri (Sitko et al., 2017), Clinopodium vulgare (Kofidis et al., 2007) i
Plantago lanceolata (Pellissier et al., 2014). Interesujace jest jednak to, ze podobnie wysoka
zawartos¢ chlorofilu odnotowano dla populacji PS (M) ze skrajnie zanieczyszczonego terenu.
Najnizszg zawartos¢ chlorofilu in situ odnotowano dla metalono$nego stanowiska B, podobnie
jak w przypadku A. halleri badanego in situ przez Sitko et al. (2017. Nalezy jednak podkreslic,
ze najnizszy indeks zawarto$ci chlorofilu stwierdzony dla metalono$nej populacji B stanowit
az 75% indeksu zawarto$ci chlorofilu odnotowanego dla populacji V (NM). Wyniki te sugeruja,
ze mimo duzej zawarto$ci metali toksycznych w glebie metabolizm chlorofilu w populacjach
A. arenosa z terendw metalono$nych nie jest istotnie zaburzony. Szopinski et al. (2020)
wykazali, ze zawarto$¢ chlorofilu zarowno w lisSciach K (NMP), jak i PS (M) byla na tym
samym poziomie, podczas gdy nasze wyniki wskazywaty istotnie wyzsza zawarto$¢ barwnika
w lisciach PS (M) w porownaniu do K (NMP) (tab. 4, Gieron et al., 2021b). Nalezy podkresli¢,
ze wyniki zawarte w tej dysertacji, po raz pierwszy porownujg indeks zawartosci chlorofilu w

14 populacjach Arabidopsis arenosa badanych in situ.

W przypadku roslin uprawianych w kulturach hydroponicznych wykazano, ze w
wariancie nietraktowanym metalami najwyzszg zawarto$¢ chlorofilu zmierzono dla roslin Su
(rys. 4a), ktore charakteryzowaly si¢ jedna z najnizszych zawarto$ci chlorofilu in situ (tab. 4,
Gieron et al., 2021b). Wyniki te sugeruja, ze trudne warunki siedliskowe, nawet przy bardzo
niskich zawarto$ciach metali toksycznych w glebie, moga powodowaé zaburzenia w
metabolizmie chlorofilu. Nalezy roéwniez zauwazy¢ znaczace réznice w poziomach chlorofilu
miedzy diploidami i tetraploidami nietraktowanymi metalami. Ros$liny z Csesznek i Sumeg
(populacje diploidalne) wykazywaty istotnie wyzsze stezenia tego barwnika w poréwnaniu do

tetraploidow, co moze wskazywacé, ze ta grupa jest W lepszym stanie fizjologicznym.
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Indeks zawartosci chlorofilu drastycznie spadt w przypadku populacji diploidalnych
pod wptywem traktowania metalami (rys. 4a). Najwigkszy spadek odnotowano w przypadku
ro$lin traktowanych Cd, ale Zn rowniez obnizyl zawarto§¢ badanego barwnika o potowe.
Szopinski et al. (2020) rowniez wykazali istotny spadek wskaznika zawarto$ci chlorofilu w A.
arenosa traktowanym Cd. Rowniez Noccaea caerulescens poddana dziataniu wzrastajgcym
stezeniom Cd (od 10 do 50 M) wykazata znaczny spadek zawartosci chlorofilu, jednak spadek
ten nie byl tak wyrazny, jak u nietolerancyjnego Thlaspi fendleri narazonego na te same
stezenia Cd (Kiipper et al., 2007). Wedlug Paunov et al. (2018), siewki pszenicy durum
traktowane 50 uM Cd i 600 uM Zn miaty wyrazne objawy toksycznosci, takie jak zmniejszenie

zawartos$ci chlorofilu o ponad 50% w stosunku do kontroli.

Traktowanie Zn znaczgco wplyneto na wzrost poziomu indeksu zawarto$ci flawonoli w
populacjach diploidalnych. Podobny trend po tratowaniu Zn wystgpit rowniez u ro$lin
tetraploidalnych roslin PS (rys. 4b). Natomiast w przypadku drugiej badanej populacji
tetraploidalnej ze stanowiska metalono$nego (MS) nie zaobserwowano istotnych zmian pod
wptywem traktowania metalami (rys. 4b). Wyniki przedstawione w tej rozprawie wskazuja, ze
populacje diploidalne zwigkszaja biosynteze flawonoli w celu obrony przed stresem Zn,
natomiast populacje tetraploidalne . Wyniki badan wskazuja na istotny spadek zawartosci tego
barwnika zarowno u A. halleri, jak i A. arenosa z terené6w metalono$nych traktowanych Zn i
Cd (Szopinski et al., 2019). Inne badania wykazuja wzrost zawartosci flawonoli tylko przy
bardzo wysokiej zawartosci Cd w podtozu wzrostowym (200 uM Cd) zaréwno dla populacji M
A. arenosa, jak i NM (Szopinski et al., 2020).

Traktowanie metalami populacji w kulturach hydroponicznych znaczaco zwigkszyto
zawarto$¢ antocyjandOw we wszystkich badanych populacjach z wyjatkiem MS. Rosliny
diploidalne wykazywaty najwigksze roznice (nawet 4-krotnie wyzsze zawartosci antocyjanow)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej nie traktowanej metalami. Trend ten zostat réwniez
potwierdzony we wczesniejszych badaniach (Szopinski et al., 2020) wykazujacych, ze
obecno$¢ metali powoduje wigkszy wzrost tych barwnikow w populacjach niemetalonosnych
w poréwnaniu do metalono$nych. Corso et al. (2018) dostarczyli dowody na to, ze A. halleri
ma konstytutywnie wyzszg ekspresj¢ wielu gendéw zaangazowanych w biosynteze flawonoidow
1 wyzszg akumulacje zwigzanych z nimi metabolitow (Corso et al., 2018). Ponadto stwierdzono,
ze nie bylo znaczacych roéznic migdzy badanymi populacjami w warunkach kontrolnych (rys.

4c). Przedstawione wyniki potwierdzaja istotng role antocyjanow w odpowiedzi na stres i brak
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ich zwiekszonej syntezy w warunkach kontrolnych, bez stresu, niezaleznie od pochodzenia

geograficznego roslin.

Indeks zawarto$ci antocyjanow zbadany in situ w populacjach ze stanowisk M byt
wyzszy w porownaniu z populacjami NM, z wyjatkiem stanowiska Sz (M), dla ktérego
odnotowano najnizsza wartos¢. Wyniki tego parametru w przypadku pozostatych stanowisk M
wahaty sie od 0,040 do 0,116 r.u. Z kolei populacje NM in situ wykazywaly istotnie nizszy
wskaznik zawartosci antocyjanow (0,012-0,043 r.u.), z wyjatkiem populacji Su (0,060 r.u.).
Podobng zalezno$¢ odnotowano dla indeksu zawartosci flawonoli zbadanego in situ, poniewaz
najwyzsze 1 najnizsze zawarto$ci odnotowano odpowiednio dla populacji PS (M) i Sz (M).
Potwierdzaja to Szopinski et al. (2019, 2020), ktorzy wykazali wzrost wskaznika zawarto$ci
antocyjanow u A. arenosa i A. halleri w wyniku traktowania metalami toksycznymi oraz na
silnie zanieczyszczonym terenie. Wyniki uzyskane w ramach tej dysertacji potwierdzily
réwniez, ze wyzsze st¢zenia obu grup barwnikoéw byty charakterystyczne dla populacji gorskich
i metalonosnych (tab. 4, Gieron et al., 2021b). Takze wyniki innych badan wskazuja, ze rosliny
poddane stresowi $§rodowiskowemu, np. suszy, wykazuja silng indukcj¢ gendéw biosyntezy
flawonoidow (Nakabayashi et al., 2014; Corso et al., 2015). Ponadto Corso et al., (2018)
wykazali, ze flawonole i antocyjany odgrywaja wazng rol¢ w odpowiedzi na toksyczne
dziatanie metali sladowych w populacjach hyperakumulujacych i wykluczajacych (ang.

excluders) A. halleri, co zw zwiekszong zdolnoscig antyoksydacyjng i chelatujgca metale.

45 Wplyw metali toksycznych w Srodowisku oraz w warunkach

kontrolowanych na wydajnos$¢ aparatu fotosyntetycznego

Fizjolodzy roslin definiuja @Po jako maksymalng wydajno$¢ kwantowa PSII, ktora
odzwierciedla ogodlny stan fizjologiczny roslin (Kalaji et al., 2014; Sitko et al., 2017, 2019).
Dotychczas jednak nie prowadzono badan nad wydajnoscig aparatu fotosyntetycznego u A.
arenosa w naturalnych siedliskach, ktore potrafia si¢ diametralnie od siebie rdznic.
Maksymalna wydajnos¢ kwantowa aparatu fotosyntetycznego (¢Po) zbadana w ramach tej
pracy w populacjach in situ miata najwyzszg warto$¢ dla niemetalono$nych diploidalnych

populacji: Ta, oraz gorskiej Te. Takze pozostale populacje NM charakteryzowaly sie nieco
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wyzszg warto$cig Po w porownaniu z populacjami M. Warto zauwazy¢, ze jedna z populacji
metalicznych, PS (M), o najwyzszej akumulacji Zn i Cd w lisciach, wykazata stosunkowo
wysoki @Po (tab. 4, Gieron et al., 2021b). W przeciwienstwie do moich wynikow, badania in
situ przeprowadzone przez Sitko et al. (2017) na hyperakumulatorze A. halleri wykazaty
zupetnie odwrotng zaleznos$¢, a mianowicie populacja z tego samego stanowiska co A. arenosa
(PS) akumulujaca najwigcej metali toksycznych miata najnizszg wydajnos$¢ i aktywnos¢ PSII
(Sitko et al., 2017). Mozna zatem postawi¢ hipotezg¢, ze mechanizmy adaptacji i tolerancji u A.

arenosa roznig si¢ od tych u blisko spokrewnionego gatunku A. halleri.

Ponadto negatywny wpltyw metali byl réwniez widoczny w modelach
fenomenologicznych strumieni energii na PSII (fig. 2, Gieron et al., 2021b). Najnizsze warto$ci
strumieni przeptywu (z wyjatkiem RC/CS) zaobserwowano w roslinach D (M) z terenu o
wysokie] zawartosci metali. Najnizszy odsetek aktywnych centrow reakcji na CS wsrod
badanych populacji zmierzono w roslinach Su (NM) (fig. 2, Gieron et al., 2021b). Pomimo
tego, populacje NM wykazaty wyzszy poziom przeptywu energii na CS w poréwnaniu z

populacjami M.

Zmiany ksztattu krzywych OJIP wskazujg rowniez na negatywny wptyw toksycznych
metali $ladowych na fluorescencj¢ chlorofilu a. Widoczne sptaszczenie fazy I-P w populacjach
M (fig. 1A, Gieron et al., 2021b) moze wskazywac na zmniejszong liczb¢ PSI w porownaniu
do PSII (Kalaji et al., 2018). Rowniez sptaszczenie krzywych fluorescencji dla populacji M
zostatlo wykazane przez Sitko et al. (2017) i Szopinski et al. (2020). Ponadto wyniki tej
dysertacji przedstawione jako AVt wskazujg na uszkodzenie OEC i / lub akumulacje Qa W
stanie zredukowanym (Qa") (piki AK i AI) (fig. 1B, Gieron et al., 2021b). Negatywny wptyw
wysokiej zawarto$ci metali na A. arenosa zostat przedstawiony przez Szopinski et al. (2019),
(2020), ktorzy wykazali, ze OEC, pula Qa i sktadniki PSI byly bardziej narazone u A. arenosa
w porownaniu do A. halleri. Jednak to uszkodzenie aparatu fotosyntetycznego u A. arenosa
wynikato z wysokiej zawartosci metali toksycznych w pedach, ale byto zdecydowanie mniejsze
niz u T. durum traktowanej nizszymi stezeniami metali, co zostato przedstawione przez Paunov

etal., (2018).

Wplyw $ladowych metali toksycznych na aparat fotosyntetyczny nie byt szeroko
badany w przypadku hyperakumulatoréw 1 roslin hypertolerancyjnych w warunkach
kontrolowanych (Kiipper et al., 2007; Baygu et al., 2017, 2018; Szopinski et al., 2019, 2020).
W zwiagzku z tym poddano analizie krzywe fluorescencji chlorofilu a roslin uprawianych w
warunkach kontrolowanych, ktére wyraznie roznicowaty populacje niemetalono$ne (C i Su) od
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metalono$nych (PS i1 MS) pod wplywem traktowania Cd (rys. 5A). Tetraploidalne populacje
metalono$ne wykazywaly wyzsza tolerancj¢ aparatu fotosyntetycznego pod wpltywem
dzialania kadmu w poréwnaniu z populacjami z terendéw niemetalono$nych. Pojawienie si¢
najwyzszego piku AK o wartosciach dodatnich w populacjach C i Su moglo mie¢ zwigzek z
zaburzong aktywnoscig kompleksu uwalniajgcego tlen OEC (Kalaji et al., 2014). Podobny
przebieg krzywych ze znacznie wyzszym pikiem AK pod wplywem traktowania Cd stwierdzit
Szopinski et al. (2020) dla populacji z terendw niemetalonosnych A. arenosa, jak i A. halleri -
jednak z zauwazanie nizszym AK. Co wigcej, nalezy zauwazy¢, ze koncowe elementy tancucha
transportu elektronéw (AH i AG) wydajg si¢ by¢ w lepszej kondycji w przypadku populacji
niemetalono$nych (wartosci pikéw ponizej osi X) w pordwnaniu do populacji metalono$nych

(rys. 5A).

Rosliny traktowane Zn wykazywaly znacznie mniejsze zaburzenia aparatu
fotosyntetycznego (rys. 5SB). W przypadku traktowania Zn pomig¢dzy krzywymi zmiennej
fluorescencji populacji C i Su odnotowano krzywa populacji K z terenéw niemetalonos$nych,
ale zanieczyszczonych (NMP). Najwigksza tolerancj¢ odnotowano dla populacji ze skrajnie
zanieczyszczonych terenow, czyli MS i1 PS. Szopinski et al. (2019) wykazatl, ze nawet przy
ekstremalnie wysokich zawartosciach Zn 1 Cd, tolerancja aparatu fotosyntetycznego
metalono$nych populacji A. arenosa byta zblizona do poziomu tolerancji hyperakumulatora A.

halleri z tych samych metalono$nych stanowisk.
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5. Podsumowanie i wnioski

Wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy po raz pierwszy pokazuja wtasciwosci
ekofizjologiczne 14 populacji Arabidopsis arenosa zlokalizowanych w Europie Srodkowe;.
Zaprezentowane wyniki z czeSci pierwszej wyraznie wskazuja, ze populacje ze stanowisk
metalono$nych posiadaja cechy hyperakumulacji Zn oraz rzadziej hyperakumulacji Cd.
Najwyzsze zawartosci Cd, Pb i Zn odnotowano dla populacji tetraploidalnych z terenow
skrajnie skarzonych metalami - MS i PS. Co wiecej, hyperakumulacja Cd i/lub Zn byta
zaobserwowano tylko dla populacji autotetraploidalnych. Nie zostala znaleziona zadna
populacja diploidalna zdolna do hyperakumulacji kadmu lub cynku, co jednak nie wyklucza jej

istnienia.

Wykazano réwniez, ze indeks zawarto$ci barwnikow moze by¢ markerem stresu
wywolanego przez warunki $rodowiskowe, czy zanieczyszczenie metalami. Zawartos¢
antocyjanéw w populacjach NM byla generalnie nizsza w porownaniu do populacji M, ponadto
zawarto$¢ tego barwnika populacjach ekstremalnie zanieczyszczonych MS 1 PS byta

najwyzsza.

Populacje z terendw niemetalono$nych wykazywaty réwniez wyzsza maksymalng
wydajnos¢ kwantowg PSII, odzwierciedlajacg ogdlny stan fizjologiczny roslin. Jednak réwniez
w tym przypadku populacje PS 1 MS charakteryzowaly si¢ wysoka wydajnoscia aparatu
fotosyntetycznego. Swiadczy to o duzej odpornosci obu populacji na toksyczne dziatanie

metali.

Druga cze$¢ niniejszej pracy skupiajgca si¢ nad zbadaniem whasciwosci fizjologicznych
roznych populacji A. arenosa w warunkach kontrolowanej uprawy hydroponicznej, dostarczyta
roOwnie interesujgce wyniki. Zaobserwowano, ze populacje diploidalne wykazywaty silne
zahamowanie wzrostu pod wptywem dziatania metali, podczas gdy populacje tetraploidalne z
terenéw skrajnie zanieczyszczonych PS i1 MS wykazywaly najwyzsze wartosci parametréw

wzrostowych w obecnosci metali.

Populacje diploidalne z terenéw niemetalono$nych réwniez wykazywaly najwyzsze
zawartoSci Cd w pedach, co jasno wskazuje na brak mechanizméw adaptacyjnych,
wyksztalconych u populacji tetraploidalnych z terend6w metalono$nych. Potwierdza to rowniez
znaczny wzrost zawarto$ci antocyjanow 1 spadek zawartosci chlorofilu w populacjach

diploidalnych traktowanych Zn lub Cd w poréwnaniu do kontroli. Nalezy zauwazy¢, ze pod

57



wzgledem zawartosci tych barwnikow u populacji M nie wystapily istotne statystycznie roznice

pomiedzy kontrola, a grupg traktowang metalami.

Traktowanie Cd réwniez mocno zaburzylo dzialanie aparatu fotosyntetycznego
populacji niemetalonos$nych, poniewaz najnizsza wartos¢ dla maksymalnej wydajnosci

kwantowej PSII odnotowano wtasnie w populacjach C oraz Su.

Wyniki badan przedstawione w tej dysertacji jasno wskazuja, ze istniejg znaczne
réznice pomigdzy populacjami Arabidopsis arenosa. Roznice te wynikaja prawdopodobnie z
odmiennych wyksztatlconych mechanizméw adaptacyjnych. Mimo to, szczegdtowe
mechanizmy odpowiedzialne za zdolno$¢ A. arenosa do tolerancji i hyperakumulacji
toksycznych metali §ladowych sg nadal nieznane, co wydaje si¢ by¢ bardzo interesujacym

zagadnieniem dalszych badan.
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6. Streszczenie

Coraz czesciej w badaniach naukowych na calym $wiecie podejmowane jest zagadnienie
hyperakumulacji metali $ladowych przez ro$liny. Przyczyng tego jest narastajgce
zanieczyszczenie srodowiska toksycznymi metalami sladowymi, ktorych jednym z gtéwnych
zrodet jest szeroko pojety przemyst. Niektore metale sladowe, takie jak kadm i otdéw, nie maja
zadnych funkcji fizjologicznych i sa toksyczne nawet w niewielkich ilo$ciach, stwarzajac
powazne zagrozenie dla organizméw zywych. Do metali nalezy réwniez cynk, ktory bedac
mikroelementem jest konieczny w $ladowych ilosciach do optymalnego wzrostu i rozwoju
ro$lin, natomiast w wysokich stezeniach wykazuje dziatanie toksyczne. Wigkszo$¢ gatunkow
roslin gromadzi toksyczne metale sladowe przede wszystkim w korzeniach. Niemniej jednak
istnieje grupa roslin, ktore akumuluja od 50 do nawet 500 razy wigcej danego metalu w ich
czgsciach nadziemnych w poréwnaniu do zawarto$ci w podtozu, a mimo to te rosliny sg w
stanie rosnac¢ i rozwijac si¢, pomimo wysokich zawarto$ci metalu w pedach. Takie rosliny sa
okreslane jako hyperakumulatory. Czesto hyperakumulatory spotykane sa na terenach
zanieczyszczonych metalami i dlatego moga by¢ one wykorzystywane w procesie
fitoremediacji. Pomimo coraz wigkszej liczby znanych gatunkéw zdolnych do

hyperakumulacji, wciaz wiedza na temat mechanizmow tego zjawiska jest niewielka.

Celem niniejszej rozprawy byto sprawdzenie i porownanie cech fizjologicznych kilkunastu
populacji Arabidopsis arenosa w naturalnych siedliskach kontrolnych oraz zanieczyszczonych
metalami, jak rowniez kilku wybranych populacji w warunkach kontrolowanych pod wptywem
dzialania Zn lub Cd. Aby sprawdzi¢ zdolno$¢ roslin do akumulacji metali §ladowych oraz ich
wplyw na parametry fizjologiczne przeanalizowano zawarto§¢ wybranych pierwiastkow w
lisciach 1 korzeniach, jak réwniez zmierzono aktywnos$¢ fotosyntetyczng i zawarto$ci

barwnikéw w lisciach.

Arabidopsis arenosa to gatunek blisko spokrewniony z A. halleri, ktory jest gatunkiem
uznanym za modelowy w badaniach mechanizméw zwigzanych z tolerancja i akumulacja
wysokich stezen Cd i Zn. Jednak Arabidopsis arenosa roéwniez wykazuje wysoka odpornos¢ na
te metale. Wczesniejsze badania wykazaly, ze A. arenosa akumuluje metale glownie w
korzeniach, transportujac jedynie niewielka cze$¢ Cd i Zn z korzeni do pedow. Oba wyzej
wymienione gatunki mozna zaobserwowa¢ mna tych samych stanowiskach silnie

zanieczyszczonych metalami na potudniu Polski.
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Rozdziat pt. Eksperyment I obejmuje badania terenowe oraz laboratoryjne, ktérych
celem bylo scharakteryzowanie ekofizjologii Arabidopsis arenosa rosnacej w naturalnym
srodowisku. Na 14 stanowiskach rozrzuconych w Europie Srodkowej przeprowadzono pomiary
fluorescencji chlorofilu a i zawarto$ci barwnikéw. Nast¢pnie w laboratorium 0znaczono
catkowitg zawarto§¢ metali oraz zawarto$¢ biodostgpnych form metali w pobranych prébach
glebowych, a w materiale roslinnym zbadano zawarto$¢ wybranych metali w pedach i
korzeniach, jak réwniez 0znaczono poziom ploidalnosci. Zaprezentowane wyniki jasno
wskazujg, ze populacje z terendw metalonosnych wykazuja cechy hyperakumulacji Zn
(stwierdzono dla 5 z 6 populacji M) oraz rzadziej hyperakumulacji Cd (3 populacje M).
Ponadto, hyperakumulacja Zn i/lub Cd byta obserwowana tylko u populacji tetraploidalnych.

Rozdziat pt. Eksperyment II dotyczy poroéwnania zdolnosci do akumulacji i tolerancji
metali u 5 wybranych populacji A. arenosa uprawianych w warunkach kontrolowanych. Dwie
badane diploidalne populacje pochodzily z terenéw niemetalono$nych, a kolejne 3
autotetraploidalne populacje ze stanowisk metalonosnych. W roslinach traktowanych Cd lub
Zn zmierzono aktywno$¢ fotosyntetyczng, parametry wymiany gazowej oraz zawartoSci
barwnikdéw w lisciach. Zbadano réwniez stezenie wybranych pierwiastkow zarowno w lisciach,
jak i korzeniach. Wykazano, ze uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego wywotane dziataniem
metali u populacji z terenéw metalono$nych byly zdecydowanie mniejsze w porownaniu z

populacjami z terenéw niemetalonos$nych.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy rzucaja nowe $wiatlo na zagadnienie
hyperakumulacji u A. arenosa. Nalezy podkresli¢, ze duzym osiggni¢ciem byto po raz pierwszy
przedstawienie kilku populacji tetraploidalnych wykazujacych cechy hyperakumulacji Cd i Zn.
Z jednej strony, odnotowano réznice w parametrach fizjologicznych pomigdzy badanymi
populacjami, z drugiej strony, trudne warunki srodowiskowe powodowaty podobng odpowiedz
fizjologiczna, taka jak wysokie zanieczyszczenie metalami. Wszystkie te cechy sugeruja, ze A.
arenosa, zwtaszcza jako nowy hyperakumulator Cd i Zn oraz model autopoliploidyzacji, moze
by¢ uwazana za bardzo interesujacy obiekt badan, szczegodlnie w przypadku badania

mechanizmow akumulacji 1 tolerancji toksycznych metali §ladowych u roslin.
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7. Summary

Hyperaccumulation of heavy metals in plants is increasingly being addressed in
scientific research worldwide. The reason for this is the increasing pollution of the environment
with toxic trace metals, one of the primary sources of which is industry at large. Some trace
metals, such as cadmium and lead, have no physiological function and are toxic even in small
amounts, posing a severe threat to living organisms. Metals also include zinc, which, being a
trace element, is necessary for trace amounts for optimal plant growth and development, while
in high concentrations, it exhibits toxic effects. Most plant species accumulate toxic trace metals
primarily in their roots. Nevertheless, there is a group of plants that accumulate from 50 to as
much as 500 times more of a given metal in their aboveground parts compared to the content
in the substrate, and yet these plants are able to grow and thrive despite the high metal content
in their shoots. Such plants are referred to as hyperaccumulators. Often, hyperaccumulators are
found in metal-contaminated areas and can be used in phytoremediation. Despite the increasing
number of known species capable of hyperaccumulation, there is still little knowledge about

the mechanisms of this phenomenon.

This dissertation aimed to detect and compare the physiological characteristics of
several different populations of Arabidopsis arenosa in natural sites and metal-contaminated
habitats, as well as under controlled conditions under Zn or Cd treatment. In order to investigate
the ability to accumulate trace metals and the effect on physiological parameters, the content of
selected elements in leaves and roots was analyzed, and photosynthetic activity and pigment

content in leaves were measured.

Arabidopsis arenosa is a species closely related to A. halleri, considered a model species
in the study of mechanisms related to tolerance and accumulation of high Cd and Zn
concentrations. However, Arabidopsis arenosa also shows high resistance to these metals.
Previous studies have shown that A. arenosa accumulates metals mainly in the roots,
transporting only a small portion of Cd and Zn from the roots to the shoots. Both of the species
mentioned above can be observed on the same sites heavily contaminated with metals in

southern Poland.

The chapter titled Eksperyment I covers field and laboratory research to characterise the
ecophysiology of Arabidopsis arenosa growing in its natural environment. Chlorophyll a

fluorescence and pigment content were measured at 14 sites scattered across Central Europe.
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Then, in the laboratory, the total metal content and the content of bioavailable forms of metals
were determined in collected soil samples. Moreover, in the collected plant material, the content
of selected metals in shoots and roots and the level of ploidy were examined. The presented
results clearly indicate that populations from metalliferous areas show features of Zn
hyperaccumulation (found for 5 out of 6 populations M) and, less frequently, Cd
hyperaccumulation (3 populations M). Moreover, hyperaccumulation of Zn and/or Cd was
observed only for tetraploid populations.

The chapter titled Eksperyment 11 compares metal accumulation and tolerance abilities
in 5 selected populations of A. arenosa grown under controlled conditions. Two diploid
populations tested were from nonmetalliferous sites, and another 3 autotetraploid populations
were from metalliferous sites. Photosynthetic activity, gas exchange parameters and leaf
pigment contents were measured in plants treated with Cd or Zn. The content of selected
elements in both leaves and roots was also investigated. It was shown that metal-induced
damage to the photosynthetic apparatus in populations from metalliferous areas was

significantly less compared to populations from nonmetalliferous sites.

The results obtained in the present dissertation shed new light on hyperaccumulation in
A. arenosa. It should be noted that it was a significant achievement to present, for the first time,
several tetraploid populations exhibiting Cd and Zn hyperaccumulation characteristics. On the
one hand, differences in physiological parameters between the populations studied were noted,;
on the other hand, harsh environmental conditions caused a similar physiological response, such
as high metal pollution. All these features suggest that A. arenosa, especially as a new
hyperaccumulator of Cd and Zn and a model of autopolyploidization, can be considered a
fascinating object of research, especially when studying the mechanisms of accumulation and

tolerance of toxic trace metals in plants.
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