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9: Doktor nauk biologicznych: Katedra Fizjologii Cztowieka i Zwierzat, Wydziat

Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach
(23.04.1999).
Praca doktorska pt. "Ochronne dziatanie askorbinianu i tokoferolu wobec
kadmu i kwercetyny obecnych w diecie koricowych stadiéw larwalnych
Trichoplusia ni”, promotor - prof. dr hab. Pawet Migula.

2: Magister biologii: Katedra Fizjologii Roslin, Wydziat Biologii i Ochrony

Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.
Praca magisterska pt. ,, Reakcje bioelektryczne roslin wyzszych na swiatto biate
i ultrafioletowe”, promotor; prof. dr hab. Jan Stolarek.

8-1982: Studia magisterskie na kierunku biologia $rodowiskowa na Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Pracownia
specjalistyczna z fizjologii roslin w Katedrze Fizjologii Roslin.

UKONCZONE KURSY ZAWODOWE | SZKOLENIA

1.

Dwuletni praktyczny kurs nowoczesnych metod analizy instrumentalnej, prowadzony
przez Instytut Chemii Uniwersytetu Slaskiego, finansowany z Europejskiego Funduszu
Spotecznego, Katowice, 2009-2011.

Kurs specjalistyczny z jezyka angielskiego dla nauczycieli akademickich, Uniwersytet
Slaski w Katowicach, w ramach projektu UPGOW (Uniwersytet Partnerem Gospodarki
Opartej na Wiedzy), Katowice, 2009-2011.

Kurs “Real-Time PCR — analiza ekspresji gendw” Blirt S.A., Oddziat DNA, Gdarsk, 2011.
Warsztaty Perlan Technologies w ramach VIII Konferencji Chemii Analitycznej, Krakéw,
2010.

Warsztaty ,,Dobrze ucze" , zadanie nr 49 (podnoszenie kompetencji dydaktycznych kadry
akademickiej) w ramach projektu UPGOW (Uniwersytet Partnerem Gospodarki Opartej
na Wiedzy), Katowice, 2010.
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10.

11.
12.

13.
14,
15.

Kurs ,Molekularne techniki genotypowania” Serwis dla Biologii Molekularnej; Warszawa,
2008.

Warsztaty “Techniki molekularne”, IBAES, Uniwersytet Jagielloriski, Krakdw, 2005.

Kurs “Quantitative Methods in Ecotoxicology”, Centrum Doskonatosci Unii Europejskiej
IBAES Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw, 2004.

Warsztaty  dyskusyjno-szkoleniowe ,Environmental Risk Assessment”, Centrum
Doskonatosci Unii Europejskiej IBAES Uniwersytet Jagielloriski. Krakéw, 2004.

Praktyczny kurs , Techniki analizy i detekcji kwaséw nukleinowych i biatek”, Akademia
Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu oraz firmy Merck Sp. z 0. o. i Millipore
Sp. z 0. 0., Poznan, 2003.

Kurs jezyka niemieckiego (od poziomu podstawowego), Katowice, 1996-1998.

Kurs jezyka angielskiego, British Council przy Uniwersytecie Slgskim zakoficzony zdaniem
egzaminu Advanced Certificate w 1995, Katowice, 1990-1995.

Staz naukowy i dydaktyczny na Uniwersytecie w Aarhus, Dania, (2 tygodnie), 1995.

Staz naukowo-dydaktyczny na Uniwersytecie w Helsinkach, Finlandia, (2 tygodnie), 1991.
Il Polsko-Duriska Szkota Ochrony Srodowiska, na Uniwersytecie w Aarhus, (3 tygodnie),
1991.

PRACA ZAWODOWA:

2011-do dzi$ Starszy wyktadowca - Katedra Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii, Wydziat

Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach.

1999-2011  Adiunkt - Katedra Fizjologii Cztowieka i Zwierzat (od 2000 Katedra Fizjologii

Zwierzat i Ekotoksykologii), Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach.

1991-1999  Asystent - Katedra Fizjologii Cztowieka i Zwierzat Wydziat Biologii i Ochrony

Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach.

1985-1991  Pracownik naukowo-techniczny - Katedra Fizjologii Cztowieka i Zwierzat,

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slgski w Katowicach.

1982-1985: Urzednik - Wydziat Geodezji i Gospodarki Gruntami, Urzad Wojewddzki

w Katowicach.

ZAINTERESOWANIA NAUKOWE — OGOLNE:

e Poznawanie mechanizméw dziatania zanieczyszczern metalami ciezkimi lub
substancjami ropopochodnymi na procesy fizjologiczne i biochemiczne zwierzat ze
srodowisk nimi zanieczyszczonych.

e Analizy oddziatywania metali w taficuchu troficznym (w uktadzie gleba - rodlina
zywicielska - roslinozerca - drapiezca).

e Badania oddziatywan wtdrnych substancji roslinnych i insektycyddéw na roslinozerce.
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BIE?ACE SZCZEGOLOWE ZAINTERESOWANIA NAUKOWE:

o Wrazliwo$é na metale ciezkie przedstawicieli rzedu motyli: tantnisia krzyzowiaczka
Plutella xylostella (Plutellidae) i $wiattdowki naziemnicy Spodoptera exigua
(Noctuidae) pochodzacych z hodowli poddanych wielopokoleniowej ekspozycji na
metale (zwfaszcza na kadm). Ocena wrazliwosci na wysokie stezenia metali u larw
S.exigua zerujgcych na metaloficie, lepnicy rozdetej Silene vulgaris
(Caryophyllaceae).

e Dziatanie podwyzszonych ilosci metali, obecnych w glebie, w wybranych modelowych
faricuchach troficznych:

o metalofit (lepnica rozdeta S. vulgaris) - roélinozerca (owetnica lucernianka
Subcoccinella vigintiquatuorpunctata (Coccinelidae)).

o roélina iywicielska - ro$linozerca - drapiezca (uktad modelowy: roélina
zywicielska: pierwotna — jasminowiec wonny Philadelphus coronarius
(Hydrangeaceae) lub wtérna — bdb Vicia faba (rodzina Fabaceae) -
roélinozerca: mszyca burakowa Aphis fabae; (Aphididae) - drapiezcy (larwy
biedronki siedmiokropki Coccinella septempunctata i dwukropki Adalia
bipunctata (Coccinelidae) i larwy bzyga pospolitego Syrphus ribesi i
prazkowanego Episyrphus balteatus (Syrphidae)).

e Wplyw zanieczyszczeri gleby substancjami ropopochodnymi (z uwzglednieniem
efektéw bioremediacji) na przedstawicieli wybranych gatunkéw zwierzat glebowych
i epigeicznych (na rozwdj i procesy obronne tych zwierzat). Poszukiwanie
optymalnych  biomarkeréw ibioindykatoréw oddziatywania  zanieczyszczen
substancjami ropopochodnymi.

e (Oddziatywanie wtérnych metabolitdw roslinnych (np. powszechnie wystepujgcego
w roélinach flawonoidu - kwercetyny) i insektycyddw (np. spinosadu) na procesy
obronne roslinozercéw.

e Wskazniki stresu oksydacyjnego w oparciu o analizy hemolimfy bezkregowcow.

NAGRODY:

2012 Nagroda Rektora Uniwersytetu Slaskiego Il stopnia za prace naukowo-badawcza.

2007 Nagroda Zespotowa Rektora Uniwersytetu Slaskiego | stopnia za prace naukowo-
badawcza.

2000 Nagroda Zespotowa Rektora Uniwersytetu Slaskiego Il stopnia za prace naukowo-
badawcza.

RECENZJE WYDAWNICZE PRAC DLA REDAKCJI CZASOPISM NAUKOWYCH

e Pesticide Biochemistry and Physiology (#04-028)
e FEcotoxicology (ECTX5742; ECTX574; ECTX1943)
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e Journal of Plant Physiology.(JPLDH-D-10-00076; JLPDH-D-10-10076R1, JPLDH-D-10-
00076R2,JPLPH-D-12-00152; JPLPH-D-12-00152R1)

e Chemosphere (CHEM25284)

e Bulletin of Insectology — 1 recenzja

e Ecotoxicology and Environmental Safety (EES-12-285)

e Journal of Chemical Ecology (JOCE-D-12-03338; JOCE-D-13-00038)

e Cell Biochemistry and Biophysics (CBBI-D-13-00026)

e Environmental Pollution (ENVPOL-D-06-00163)

tgczna liczba wykonanych recenzji: 16

AUTOREFERAT

1. ROZWOJ ZAWODOWY | NAUKOWY PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA NAUK BIOLOGICZNYCH

Zadania nauczyciela akademickiego jako asystentki podjetam w 1991 w Katedrze Fizjologii
Cztowieka i Zwierzat, prowadzac badania zmierzajgce do uzyskania stopnia doktora nauk
biologicznych.

W okresie poprzedzajgcym, uczestniczytam w doswiadczeniach oceniajgcych reakcje
$wierszcza domowego Acheta domesticus na metale ciezkie oraz robotnic pszczoty miodnej
Apis mellifica na pyretroidy. Rezultaty tych doswiadczed zostaty opublikowane
i przedstawione na konferencjach (podpunkt 2.1.: pozycje: 3 - 6; podpunkt 2.2.: pozycja 7
oraz podpunkt 2.3.: pozycje 10, 14 i 15).

Od roku 1986 uczestniczytam w projekcie, ktérego zadaniem byt monitoring stanu
zdrowotnego pszczdt z terendw oOwczesnych wojewddztw krakowskiego i katowickiego.
Celem tych badaid bylo dokonanie oceny stopnia zagrozenia pszczdf, ich pozytkow
i produktéw metalami (kadmem, ofowiem, cynkiem i miedzig). Okazato sig, ze pszczoty moga
by¢ wykorzystywane, jako bioindykatory skazenia srodowiska metalami ciezkimi. Okreslono
wysoki poziom zanieczyszczen metalami ciezkimi propolisu i pytku, zwtaszcza tego
zbieranego pod koniec okresu wegetacyjnego. Badania wykazaty takie podwyiszenie
poziomu metali w miodzie produkowanym przez pszczoty, jednakie nie przekraczat on
pozioméw dopuszczalnych w obowiazujacych woéwczas normach. Ze wzgledu na
zréznicowanie wielkodci stezerh metali w pytku, miodzie i robotnicach ustalono miejsca
o réznym stopniu zagrozenia dla tych zwierzat. Analizy zmian zawartosci metali w pszczotfach
i ich pozytkach, zakoriczone w 1991 roku, pozwolity na przedstawienie szeregu zalecen dla
pszczelarzy. Zalecenia dotyczyly miedzy innymi, okresu, w ktérym nalezy sie powstrzymac od
wykorzystania zbieranego do celéw konsumpcyjnych pytku, terenu gdzie nie powinno sig
lokalizowa¢ pasieki, biorac pod uwage stopien zanieczyszczenia Srodowiska. Wyniki uzyskane
w czasie tych prac zostaly zaprezentowane w publikacjach oraz w doniesieniach
konferencyjnych (podpunkt 2.2.: pozycje: 2 - 6; podpunkt 2.3.: pozycje : 11 - 13 i 16). Podczas
tych badad miatam okazje zapoznaé sie z zasadami pomiaru stezern metali z uzyciem
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spektrometru absorpcji atomowej. Uczestniczytam czynnie w uruchomieniu tego urzadzenia
w oOwczesnej Katedrze Fizjologii Cztowieka iZwierzat, w optymalizacji i walidacji
wykonywanych pomiaréw zaréwno w tkankach zwierzat, roslinach lub w glebie, ktére s3
wykonywane do dzi§ w ramach badan realizowanych przez pracownikéw Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska.

Przed realizacja zadarn do pracy doktorskiej miatam mozliwo$¢ zapoznania sie
z réznymi metodami badawczymi prowadzonymi w macierzystej Katedrze. W ramach
prowadzonego projektu: ,Strategie metaboliczne i detoksykacyjne mréwek z rodzaju Formica
ze Srodowisk lesnych zanieczyszczonych metalami ciezkimi. Badania izoenzymdw, enzymow
detoksykacyjnych i metabolicznych” dokonatam rozdziatu izozymow trzech biatek:
dehydrogenazy izocytrynianu, dehydrogenazy a-glicerynianu i dehydrogenazy maleinianu.
Badania wykonywatam na dorostych robotnicach mréwki émawej Formica polyctena, ktére
odgrywajg wazna role w ekosystemach lesnych. Mréwki pochodzity zréznych rejondw
potudniowej Polski cechujgcych sie zréznicowanym stopniem skazenia metalami ciezkimi.
Réznice w ilodci izozymdw badanych biatek mréwek pochodzacych zrejondw o réinym
poziomie skazenia metalami ciezkimi dotyczyly jedynie pojedynczych izozyméw badanych
biatek. Wyniki zostaty zaprezentowane w publikacji (podpunkt 2.1.: pozycja 1).

Kolejne tematy badawcze byty zwigzane z analiza proceséw detoksykacyjnych w ciele
larw wybranych gatunkéw owaddéw z rzedu Lepidoptera. Jeden z pierwszych celéw
badawczych dotyczyt okredlenia aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w ciele
ttuszczowym i przewodzie pokarmowym gasienic (ostatniego stadium larwalnego)
nastepujagcych gatunkéw: zawisaka tawulca Sphinx ligustri (Sphingidae), zmrocznika
wilczomleczka Hyles euphorbia (Sphingidae), oraz naroznicy zbrojéwki Phalera bucephala
(Notodontidae). Wykazatam, ze larwy zmrocznika wilczomleczka, ktérego roslina zywicielska
wilczomleczu sosnka Euphorbia cyparissias (Euphorbiaceae) jest bogata we flawonoidy,
cechowata podwyzszona aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych w poréwnaniu z larwami
pozostatych badanych gatunkéw. Kolejne badania na przedstawicielach rzedu Lepidoptera
przeprowadzatam, wykorzystujac do ich hodowli pétsyntetyczng pozywke do karmienia larw.
Wykorzystanie pozywki potsyntetycznej gwarantowato wprowadzanie do diety substancji
prooksydacyjnych i antyoksydacyjnych, i umozliwito na badanie efektéw zaleinych od ich
dawki. Taki sposéb oddziatywania substancji wykorzystatam w hodowli larw S. ocellatus.
Oprécz kadmu wybrano powszechnie wystepujgce w roélinach: kwercetyne i tokoferol.
Ocenitam efekt ekspozycji na te substancje u larw S. ocellatus. Enzymem wrazliwym na
dziatanie wymienionych sktadnikédw byta transferaza glutationowa, obnizenie jej aktywnosci
w przewodzie pokarmowym larw rejestrowano w prawie kazdym przypadku eksponowania
owaddéw na wymienione sktadniki diety. Odwrotng sytuacje odnotowano w odniesieniu do
dysmutazy ponadtlenkowej, w przypadku ktorej zarejestrowano podwyzszenie aktywnosci
pod wptywem dziatania wymienionych sktadnikow. Bylo ono zalezne od stezenia
wymienionych substancji w diecie i rejestrowane w przewodzie pokarmowym jak i w ciele
ttuszczcowym larw. Jednoczesne dziatanie kadmu z tokoferolem lub z kwercetyng
wywotywato podobne zmiany jak rejestrowane przy zastosowaniu samego metalu. Zmiany
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aktywnosci transferazy glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej wskazywaty na ich
uzytecznosc, jako biomarkerdw stresu oksydacyjnego wywotanego przez zastosowane w tym
badaniu prooksydanty i antyoksydanty. Wyniki tych badan zostaty przedstawione
w publikacji i na konferencjach (podpunkt 2.1.: pozycja 2; podpunkt 2.3.: pozycje 5 - 9).
Btyszczka ni Trichoplusia ni (Noctuidae) okazata sie by¢ dobrym modelem badawczym do
realizacji zamierzenn pracy doktorskiej. Wybrany gatunek cechowat sie krdotszym okresem
rozwojowym od badanych wczesniej gatunkéw motyli i mozliwoscig uzyskania wielu larw
w stosunkowo krdtkim czasie. Larwy hodowane byty w laboratorium w statych warunkach
oswietlenia i temperatury na pozywce pofsyntetycznej. To pozwolito na ocene oddziatywania
na larwy T. ni prooksydantéw: kadmu i kwercetyny oraz antyoksydantéw: askorbinianu
i tokoferolu, dodawanych do standardowej diety zaréwno pojedynczo jak i w mieszaninie -
prooksydant i antyoksydant. Chciatam sprawdzi¢, czy te substancje oddziatujg na procesy
zwigzane z metabolizmem glutationu - tripeptydu dziatajgcego niezaleznie lub jako substrat
w reakcjach enzymatycznych uczestniczacych w ograniczeniu stresu oksydacyjnego.
Realizujgc postawione w pracy zadania zmierzytam aktywnos$¢ enzymdw: peroksydazy
glutationowej, transferazy glutationowej i y-glutamylotranspeptydazy oraz oszacowatam
pule glutationu catkowitego. W badaniach tych zostato potwierdzone prooksydacyjne
dziatanie kadmu (ktére zaleine byto od stezenia metalu) oraz kwercetyny u larw T. ni.
Antyoksydanty (tokoferol i aksorbinian) réinie wptywaty na aktywnos$¢ poszczegdlnych
enzymdow zwigzanych z metabolizmem glutationu, lecz zastosowane tacznie z kadmem
i kwercetyng, wyraZnie ograniczaty poziom stresu oksydacyjnego wywotanego przez kadm
i kwercetyne. Wyniki powyzsze byly przedstawione w pracy doktorskiej: ,,Ochronne dziatanie
askorbinianu i tokoferolu wobec kadmu i kwercetyny obecnych w diecie koricowych stadiow
larwalnych Trichoplusia ni”, ktéra po uzyskaniu pozytywnych recenzji zostata obroniona
w dniu 23.04.1999. Prace wyrdzniono nagroda trzeciego stopnia przyznang przez J.M.
Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Rezultaty zostaly zaprezentowane
w publikacji i podczas konferencji (podpunkt 2.2.: pozycja 1; podpunkt 2.3.: pozycje 2 - 4).

2. PRACE OPUBLIKOWANE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

2.1. PUBLIKACJE ORYGINALNE:
1. Migula P., Kafel A., Bednarska K. {1996) Environmental pollution and allozyme variation
in the red wood ant (Formica polyctena). Studia Societatis Scientarum Torunensis Sectio
G (Physiologia), IV:77-82.
|IF=nie dotyczy
2. Chrascina M., Kafel A., Migula P. (1996) Patterns of detoxifying enzymes in larval stage
of Smerinthus ocellatus L. exposed to cadmium, tocopherol or quercetin. Studia
Societatis Scientarum Torunensis Sectio G (Physiologia), IV: 32-37.
IF=nie dotyczy
3. Migula P., Hurny J., Kedziorski A., Nakonieczny M., Kafel A., Birnkowska K. (1990)
Metabolic effects of the pyrethroid action in honey bee. Uttar Pradesh Journal of
Zoology 10(1): 1-10.
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[F=nie dotyczy

4. Migula P., Kafel A., Kedziorski A., Nakonieczny M. (1989) Combined and separate

effects of heavy metals on energy budget and metal balances in Acheta domesticus.
Uttar Pradesh Journal of Zoology 9(2): 140-149.

[F=nie dotyczy
Migula P., Kafel A., Kedziorski A., Nakonieczny M. (1989) Combined and separate
effects of cadmium, lead and zinc on growth and feeding in the house cricket (Acheta
domesticus). Biologia (Bratislava) 44(10): 911-921.

IF=nie dotyczy
Migula P., Kafel A., Kedziorski A., Nakonieczny M. (1989) Dyhateinyj metabolism
i uroven adeninnukleotidov u Acheta domesticus w uslovijah intoksikacii piretroidami
(Respiratory metabolism and the level of adenine nucleotides in the house cricket -
Acheta domesticus, intoxicated with pyrethroides). Zeszyty Problemdw Postepéw Nauk
Rolniczych, 367: 65-81 (po rosyjsku).

IF=nie dotyczy

2.2. MONOGRAFIE

1.

Kafel A. (1998) Effect of cadmium on glutathione level during larval development in
Trichoplusia ni. Proceedings of 2" International Conference. Trace elements. Effects on
organisms and environment. Cieszyn, pp. 161-165.

IF=nie dotyczy

Migula P., Augustyniak M., Bednarska K., Kafel A., Nakonieczny M., Szuliriska E.,
Swierczek E. (1997) Pszczoty jako bioindykatory zanieczyszczenia metalami ciezkimi Jury
Krakowsko-Czestochowskiej. Materiaty 6 Sympozjum Jurajskiego "Cztowiek i Srodowisko
przyrodnicze Jury Krakowsko-Wieluniskiej”, pp.73-84.

IF=nie dotyczy

Augustyniak M., Bednarska K., Kafel A., Migula P., Swierczek E., Trzcionka E., Wilczek G.
(1995) Zagrozenia hodowli pszczét metalami cigzkimi na terenach Jury Krakowsko-
Czestochowskiej. Migula P. (Red.). Wydawnictwo Jurajskich Parkéw Krajobrazowych,
Dabrowa Gérnicza, pp.1-47.

IF=nie dotyczy

Migula P. (Red.), Kafel A., Swierczek E., Trzcionka E., Wilczek G. (1993) Zagrozenia
hodowli pszczét metalami ciezkimi na terenach Jury Krakowsko-Czestochowskiej.
Wydawnictwo Dyrekcji Zespotu Jurajskich Parkéw Krajobrazowych, Dabrowa Godrnicza,
pp. 1-23.

IF=nie dotyczy

Migula P., Kafel A. (1991) Zmiany jakosci produktéw pszczelich z regionéw skazonych.
(W:) L. Bornus (Red.). Ochrona pszczoty - ochrong S$rodowiska naturalnego,
Wydawnictwo Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa, Putawy, pp.13-20.

[F=nie dotyczy

Migula P. (Red.), Binkowska K., Hurny J., Kafel A., Kedziorski A., Marczyk G.,
Nakonieczny M., Swierczek E., Wawrzyczek A. (1990) Wskazéwki dla hodowli pszczét w
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warunkach zanieczyszczenia srodowiska. Uniwersytet Slaski, Katedra Fizjologii Cztowieka
i Zwierzat, Katowice; pp.1-83.

|F=nie dotyczy
Migula P., Birtkowska K,. Kafel A., Kedziorski A., Nakonieczny M. (1989) Heavy metal
contents and adenylate energy charge in insects from industrialized region as indices of
environmental stress. (W:) Bohac J., Ruzicka V Eds. Bioindicatiores Deteriorisationis
Regionis, Ceske Budejovice, 2: 340-349.

IF=nie dotyczy

2.3. PREZENTACE KONFERENCYJNE:

1.

10.

11.

Augustyniak M., Kafel A., Wilczek G. (1999) Biomarkery zanieczyszczenia srodowiska.
Seminarium Komisji Ochrony Srodowiska Sejmiku Wojewddztwa Slaskiego. 29-
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ORAZ MINISTERSTWO NAUKI | SZKOLNICTWA WYZSZEGO (MNISW)
1. Grant KBN nr PB 0345/P2/05 —,Strategie metaboliczne i detoksykacyjne mréwek

z rodzaju Formica ze $rodowisk lesnych zanieczyszczonych metalami ciezkimi. Badania
izoenzymoéw, enzymow detoksykacyjnych i metabolicznych.” (1993-1995, wykonawca).

3.2.BADANIA WEASNE UNIWERSYTETU SLASKIEGO W KATOWICACH

1. 1999-2000 ,Modyfikacja proceséw detoksykacyjnych przez askorbinian w warunkach
dtugotrwatego dziatania kadmu i cynku na owady roslinozerne" - konkurs z srodkéw J.M.
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PRACE OPUBLIKOWANE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA - PODSUMOWANIE
Prace w jezyku

angielskim . .
o polskim tacznie
lub rosyjskim
Prace oryginalne w czasopismach 6 0 6
Monografie 2 5 7
Prezentacje konferencyjne 11 5 16
WSZYSTKIE POZYCIE tACZNIE 19 10 29
Impact Factor (tgcznie) 0

4. ROZWOJ ZAWODOWY | NAUKOWY PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA
NAUK BIOLOGICZNYCH

Po uzyskaniu stopnia doktora uczestniczytam w pracach oceniajgcych skutki narazenia
zwierzat na toksyny srodowiskowe, takie jak: metale, pestycydy. Badania podjetam wiedzac,
ze takie zanieczyszczenia nagromadzone w glebie, ze wzgledu na ich znikoma degradacje,
beda stanowic zagrozenie przez wiele lat. Poréwnywatam oddziatywanie zanieczyszczen
metalami ciezkimi na organizmy na réznych poziomach troficznych.

Inny z wymienionych tematdw dotyczyt oddziatywania substancji ropopochodnych
(oleju napedowego, zuzytego oleju silnikowego i benzyny bezotowiowej) na bezkregowce.
Procedury bioremediacji s3 wazne by przyspieszy¢ obnizenie poziomu tych zanieczyszczen
i poprawi¢ warunki wzrostu roslin na takich glebach. Wazne jest réwniez by okredli¢ czy
stosowane zabiegi sg korzystne dla zwierzat zasiedlajgcych glebe.

Kontynuowatam jednoczesnie badania dotyczgce oceny reakcji roslinozercow na
dziatanie kadmu, a takie kwercetyny, na przyktadzie gatunkéw modelowych,
uwzgledniajgcych historie zyciowe ich populacji odnosnie ich ekspozycji na metale lub
flawonoidy.

Poczatkowo, badania dotyczgce oddziatywania metali na zwierzeta prowadzitam
w ramach projektu ,Profile detoksykacyjne w zespotach zwierzgt glebowych i epigeicznych:
Tolerancja i adaptacja do zmian w Srodowisku w warunkach chronicznego zanieczyszczenia
metalami”(KBN; nr 6 P0O4G 011 18). Byt on realizowany réwnolegle z zespotem kierowanym
przez prof. dr hab. Ryszarda Laskowskiego z Instytutu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu
Jagielloriskiego w Krakowie w oparciu o ten sam materiat badawczy na wybranych wspdéinie
stanowiskach. Celem projektu realizowanego przez nasz zespot byta ocena skutkéw
narazenia na zanieczyszczenia s$rodowiskowe bezkregowcow pochodzacych z miejsc
zlokalizowanych we wazrastajacej odlegtosci od obszardw rudonosnych eksploatowanych
przez Zaktady Gorniczo-Hutnicze Bolestaw w Bukownie (wojewddztwo $laskie), tworzacych
uktad stanowisk badawczych o malejacym stezeniu (gradiencie) zanieczyszczenn metali w
glebie. W ramach tego projektu, uczestniczytam w odtowie réznych przedstawicieli
bezkregowcow: dzdzownic, pajgkéw i owaddw. Wykonywatam oznaczenia zawartosdci metali
i aktywnosci enzymdéw w ciatach odtawianych zwierzat. Badania ujawnity prooksydacyjne
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dziatanie zanieczyszczen $rodowiskowych oraz specyficzne dla poszczegdlnych gatunkéw z
lokalnych populacji enzymatyczne reakcje na te zanieczyszczenia. Mierzone u dzdzownic,
reakcje wielu enzymdw, takich jak: katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza i
reduktaza glutationowa, karboksyloesteraza czy cholinesteraza (dla ktérych zaobserwowano
dwufazowg reakcje, zapoczatkowang stanem hormezy wzdiuz wzrastajgcego gradientu
stezenl), moga by¢ wykorzystane do monitoringu pomocnego w wyznaczaniu granicy, od
ktérej skazone s$rodowisko moze stanowié zagrozenie dla organizméw. Z kolei, koniki
brunatne Chorthippus brunneus ze S$rodowiska o wysokim stopniu zanieczyszczenia
wyrézniato nasilenie reakcji na dodatkowy czynnik stresujacy - dimetoat (insektycyd
fosforoorganiczny). U chrzaszczy pochodzacych z rejondw o wysokim stopniu
zanieczyszczenia,  wykazano  znaczne  zrdinicowanie  w aktywnosci enzymoéow
detoksykacyjnych, sugerujgce wystepowanie wiekszego polimorfizmu tych enzyméw niz
u zwierzat z mniej zanieczyszczonych rejondw. Te wyniki zachecity mnie do przeprowadzenia
doktadniejszej charakterystyki wybranych enzymoéw detoksykacyjnych. By to zrealizowad
przeprowadzitam analize kinetyki reakcji esteraz, ktére z racji wielu spetnianych przez nie
funkcji w organizmach sg powszechnie uzywane jako biomarkery narazenia. Esterazy
osobnikéw z populacji zasiedlajgcych miejsca o réznym stopniu zanieczyszczenia réznity sie
powinowactwem do estrow naftylu. Wybratam zestaw inhibitoréw (siarczan ezeryny, kwas
p-hydroksyrteciowobenzoesowy i dichlorfos), ktérych uzycie pozwolito na wyréznienie wiréd
ujawnionych w rozdziale elektroforetycznym izozyméw: cholinesteraz, aryloesteraz
i karboksyloesteraz. Wystepowanie specyficznych gatunkowo profili izozymow esteraz moze
ttumaczy¢ réznice w odpowiedzi enzymatycznej reprezentantéw réznych gatunkéw zwierzat.
W ramach projektu, wspétpracowatam réwniez z Panem dr hab. Piotrem Skubatg z Katedry
Ekologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach,
wykonujgc analizy stezenia metali w ciele roztoczy glebowych. Wymagato to z mojej strony
wypracowania metody oznaczania i wykonanie pomiaru stezenia metali w materiale
o niewielkiej masie (ok. 1 mg). Wyniki uzyskane w omawianym projekcie zostaty
opublikowane w czasopismach naukowych a takze zaprezentowane na konferencjach
naukowych (podpunkt 7.1.1, pozycje 6, 8 - 10; podpunkt 7.1.2., pozycja 1; podpunkt 7.1.4,
pozycje 23 -26, 29, 30 33).

Powyzsze prace pozwolity mi na podjecie wspédtpracy z pracownikami Katedry
Ochrony Srodowiska Rolnego Wydziatu Rolniczo-Ekonomicznego Akademii Rolniczej
w Krakowie (obecnie Uniwersytet Rolniczy im. H. Kottataja w Krakowie), w szczegdlnosci
z Panig dr hab. Janing Gospodarek. W podjetym wspdlnie projekcie badawczym oceniaty$my
odpowiedzi enzymdéw detoksykacyjnych u mszycy burakowej Aphis fabae zerujacej na
rodlinach bobu Vicia faba hodowanych w systemie wazonowym na glebie skazonej
pojedynczymi dawkami metali (kadmu, cynku, miedzi, niklu lub otowiu). Wykazatysmy
negatywny wptyw niklu na esterazy mszyc. Wyniki tych badar zostaty zaprezentowane
w publikacji i na konferencjach (podpunkt 7.1.1., pozycja 7; podpunkt 7.1.4., pozycje: 27
i 28). Prace te stanowity punkt wyjéciowy do kolejnego projektu: ”Oddziafywanie metali
ciezkich na rosliny Zywicielskie, mszyce i ich drapiezniki. Poréwnanie sprawnosci
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detoksykacyjnych organizméw” (Projekt MNISW nr N305 007 31/0334), w ramach ktérego
wspotpracowatam takze z Paniami: dr Dorotg Lachowska-Cierlik, z Instytutu Systematyki
i Ewolucji Zwierzat PAN w Krakowie, oraz dr Aleksandrg Nadgorska-Sochg z Katedry Ekologii
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Pozwolito to
na wielotorowg ocene skutkéw skazenia Srodowiska metalami, w ktérym znaczgce szkody
roslin moze wywotywaé mszyca burakowa A. fabae. Celem nadrzednym tego projektu byto
ustalenie jak skazenie gleby metalami ciezkimi wplywa na rosliny zywicielskie mszycy
burakowej (jaSminowca P. coronarius i bobu V. faba L. ssp. maior) oraz na ich entomofaune:
wywotujgce uszkodzenia roslin mszyce burakowe i zjadajgce je drapiezce. Chciaty$my ustali¢
uzyteczne biomarkery narazenia, ktérych wykorzystywanie w przyszto$ci mogtoby by¢
pomocne w przewidywaniu charakterystyk rozwoju roslin oraz zasiedlajacych je populacji
owaddéw. Takie badania majg znaczenie w projektowaniu skutecznych programow do
zwalczania szkodnikéw przez ich naturalnych drapieicow. DokonatySmy oceny transferu
metali w uktadzie gleba - roslina zywicielska - roslinozerca - drapiezca. W ramach projektu
oceniane byty takie: wystepowanie, liczebnos$¢ oraz sktad gatunkowy owaddw, a takie
wspotzaleznosci pomiedzy owadami niepoigdanymi - mszycg burakowsg Aphis fabae
(ze wzgledu na szkody wywotywane przez nig w uprawach roslin) i ich wrogami naturalnymi:
miedzy innymi larwami bzygdw: Syrphus ribesi, Episyrphus balteatus oraz przedstawicieli
biedronkowatych: Coccinella septempunctata i Adalia bipunctata. Badania dotyczace
entomofauny zasiedlajacej jasminowiec prowadzitydmy na dwdch stanowiskach réznigcych
sie stopniem zanieczyszczenia metalami ciezkimi: pierwsze o niskim stopniu zanieczyszczenia
o charakterze rolniczym, zlokalizowanym w Zagajach Stradowskich (miejsce referencyjne)
i drugie w rejonie o zwartej zabudowie i o duzym natezeniu ruchu samochodowego, Krakdow-
Srédmiescie. Kondycja mszyc zasiedlajacych pierwotne roéliny iywicielskie, takie jak
jasminowiec, moze by¢ istotna dla zasiedlania nastepnych gatunkow roslin. Natomiast, jako
rosline zasiedlang wtdrnie w sezonie wegetacyjnym przez mszyce Aphis fabae wybraty$my
boéb, hodowany, w miejscu referencyjnym, w systemie wazonowym na glebie zalewanej
jednorazowo roztworami metali (kadmu, cynku, miedzi, otowiu lub niklu). Wykazatam
wyrazne zaleinosci miedzy stezeniem metali glebie i w pedach lub lisciach rodlin.
W odniesieniu do jaséminowca takie zaleznosci dotyczyty stezenia ofowiu i cynku. Odpowiedz
antyoksydacyjng rodlin zalezata od zanieczyszczenia ich $rodowiska metalami. Ponadto
stwierdzitam, ze obecno$¢ mszyc moze by¢é dodatkowym czynnikiem istotnie modyfikujacym
zarédwno zawartos$¢ metali jak i poziom obrony antyoksydacyjnej zasiedlanych przez nie
roslin. Badania wykazaty duzy potencjat obronny mszyc, utatwiajgcy im zasiedlanie siedlisk o
zréznicowanym stopniu skazenia metalami ciezkimi. Takie zaleznosci zostaty potwierdzone w
warunkach dziatania pojedynczych metali w doswiadczeniu wazonowym z wykorzystaniem
bobu jako rosliny zywicielskiej mszyc. W przypadku ekspozycji na nadmiar cynku
obserwowatam zaréwno obnizenie tempa wzrostu i szeregu parametréw biochemicznych
bobu oraz mniejszg atrakcyjno$¢ roslin dla roslinozercéw i ich drapiezcow. Wiekszo$¢ reakcji
antyoksydacyjnych, mierzonych w tkankach roslin, byta specyficzna dla ekspozycji na dany
metal, ale zmiany w aktywnosci peroksydazy gwajakolowej i stezenia proliny wydajg sie by¢
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dobrymi biomarkerami narazenia na metale ciezkie. Na zasiedlanie roslin przez mszyce i ich
zjadaczy wieksze znaczenie miata zmienno$¢ sezonowa (badania prowadzone byty przez trzy
lata) niz narazenie na metale ciezkie. Poszczegdline metale, w specyficzny sposéb wptywaty
na odpowiedz antyoksydacyjng mszyc. Waznymi sktadnikami antyoksydacyjnej odpowiedzi
byty: zmiany stezenia glutationu i aktywnos¢ transferazy glutationowej. Szczegdlnie czutym
biomarkerem skazenia metalami bylty zmiany w puli glutationu zredukowanego
i utlenionego. U mszyc badano takze wskazniki stresu oksydacyjnego, takie jak uszkodzenia
DNA czy poziom grup karbonylowych biatek. Okazato sig, Zze stopien uszkodzenia DNA,
oceniony  na podstawie  zmian ilosciowych ~ w wystepowaniu  miejsc AP
(apurynowo/pirymidynowych), byt najwiekszy wsréd mszyc zerujgcych na roslinach
eksponowanych na zanieczyszczenia gleby cynkiem, otowiem i kadmem.

Rozpatrujagc mozliwosci obronne mszyc, nalezy réwniez uwzglednia¢ réinice
pomiedzy ich morfami. Poréwnania uskrzydlonych i bezskrzydtych samic (ze wzgledu na ich
odmienno$¢ w rozprzestrzenianiu sie i preferencje pokarmowe), zbieranych z roélin na
powierzchni referencyjnej - Zagaje Stradowskie izanieczyszczonej - Krakowa, ujawnity
miedzy nimi rdéznice w intensywnosci reakcji antyoksydacyjnych pod wptywem
zanieczyszczed metalami. Uskrzydlone mszyce cechowato wyisze tempo wykorzystania
glutationu prowadzace do obnizenia jego stezenia i wiekszego natezenia proceséw jego
syntezy i regeneracji. U bezskrzydtych mszyc, dominowat inny ukfad uczestniczacy
w niwelowaniu stresu oksydacyjnego - tioredoksyny. To zrdznicowanie mogto wynikaé
zroznej dostgpnosci metali dla obu postaci (wyzsze miedzi i oftowiu w przypadku
uskrzydlonych mszyc, a cynku i kadmu w przypadku nieuskrzydlonych mszyc).

Wystepowanie ,zjadaczy” mszyc byto gtdwnie zalezne od zasiedlania roélin przez
mszyce, a stezenie metali w ciele drapiezcéw, tylko czesciowo odzwierciedlato poziom metali
mierzony w ciele mszyc.

W nastepnych badaniach poréwnywatam reakcje detoksykacyjne u réznych postaci
rozwojowych biedronki dwukropki A. bipunctata pochodzacych z Zagai Stradowskich
i Krakowa (badania statutowe Katedry Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii Uniwersytetu
Sigskiego w Katowicach, 2009): ,Esterazy kolejnych postaci rozwojowych biedronki Adalia
bipunctata z rejonu zanieczyszczonego”. Wykazaty one zrdinicowanie w aktywnosci
cholinoesteraz miedzy réinymi postaciami rozwojowymi biedronek: jajami, larwami,
poczwarkami i postaciami dorostymi. Ponadto, ujawniono réznice w profilach izoenzymoéw
esteraz u poszczegdinych stadidéw rozwojowych biedronki z dwdch wyzej wymienionych
miejsc (Zagai Stradowskich i Krakowa). Dodatkowe badania aktywnosci cholinoesterazy po
0,5-1,5 godzinnej ekspozycji larw na dziatanie fenitrotionu (insektycydu wykorzystywanego
do zwalczania mszyc) nie wykazaty rdinic miedzy zwierzetami z obu miejsc. Poziom
aktywnosci cholinoesterazy zmieniat sie z czasem dziatania pestycydu. Inaczej byto
w badaniach in vitro (z wykorzystaniem réznych stezer insektycydu w zakresie 1,22x10™Mm-
1,22x107M), fenitrotion wywotat silniejsze hamowanie aktywnoéci enzymu biedronek
z Krakowa niz z Zagai Stradowskich, potwierdzajgc zréznicowanie w reakcjach miedzy
biedronkami z tych dwdch miejsc. Rezultaty powyzszych badan zostaty opublikowane
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w pracach i w materiatach konferencyjnych (podpunkt 7.1.1, pozycje 1, 3; podpunkt 7.1.3,
pozycje 1i2; podpunkt 7.1.4. pozycje 10, 12 i 14 - 15, 17, 19, 20, 21).

Podjetam takze wspdtprace z Panig dr hab. Renata Swiergosz-Kowalewska i z Panig dr
Agnieszka Bednarska z Instytutu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagielloriskiego
w Krakowie. Uczestniczytam w ocenie sprawnosci mechanizméw detoksykacyjnych
z udziatem glutationu u nornicy Clethrionomys glareolus. Wyniki potwierdzity wazng role
procesOdw zwigzanych z metabolizmem glutationu w niwelowaniu toksycznego dziatania
metali ciezkich, wczesniej wielokrotnie wykazywang dla licznych przedstawicieli
bezkregowcow. Rezultaty wspdlnych badan zostaty opublikowane (podpunkt 7.1.1, pozycja
5).

W roku 2009 zostatam poproszona do dalszej wspdtpracy z Panig dr hab. Janing
Gospodarek przy wykonywaniu zadan projektu: "Oddziatywanie substancji ropopochodnych
w trakcie procesu bioremediacji na bezkregowce glebowe” (projekt nr N305 151537,
wykonywany w latach 2009-2013). Tematyka tego projektu wigzata sie z moimi
zainteresowaniami  dotyczacymi reakcji obronnych przedstawicieli bezkregowcéw
na zanieczyszczenia $rodowiskowe. Moim zadaniem bylo miedzy innymi okreslenie, czy
zwierzeta zasiedlajgce glebe mogg by¢é wykorzystane, jako biowskazniki zanieczyszczen
srodowiska produktami ropopochodnymi oraz znalezienie baterii optymalnych biomarkeréw
dla oceny skazenia substancjami ropopochodnymi. Analiza objeta organizmy zwigzane ze
srodowiskiem glebowym, przedstawicieli bezkregowcow: dzdzownice Lumbricus terrestris
((Lumbricidae), prosionka Porcellio scaber {Porcellionidae), chrzgszcze drapiezne: drogonia
Pterostichus cupreus i dziera Harpalus rufipes (Carabidae) oraz sSlimaka Cepaea nemoralis
(Helicidae). Zgodnie z zatozeniami pracy dokonatam oceny skutkéw oddziatywania
zanieczyszczen substancjiami ropopochodnymi: benzyng bezotowiowa, zuzytym olejem
silnikowym i olejem napedowym na wymienione organizmy. Wykonatam jg w warunkach
laboratoryjnych wykorzystujgc powierzchniowg warstwe skazonej gleby (w stezeniu 6 g/kg
suchej masy gleby), zebranej z rejonu Krakéw-MydIniki, zbierang w pierwszym i w drugim
roku od czasu rozpoczecia doswiadczenia ihodujgc organizmy przez cztery tygodnie
w Srodowisku skazonej gleby. Olej napedowy okazat sie by¢ najbardziej toksycznym
zanieczyszczeniem z zastosowanych, powodujagcym wysokg $miertelnos¢ badanych
gatunkow zwierzat. Ekspozycja na zanieczyszczenia gleby, zbieranej w drugim roku od
skazenia, wywotato mniej toksyczne efekty, co manifestowato sie mniejsza $miertelnosciag
zwierzat i stabszym  hamowaniem enzymoéw  detoksykacyjnych. Zastosowane
zanieczyszczenia wykazywaty dziatanie prooksydacyjne. Reakcje enzymow detoksykacyjnych
i wskazniki stresu oksydacyjnego byty specyficzne gatunkowo, zalezaty takie od rodzaju
zanieczyszczenia. Wykorzystywano rowniez do badan skazong glebe poddang procedurze
bioremediacji { zebrang w rok po jej wykonaniu). Tak spreparowana gleba byta mniej
korzystnym srodowiskiem dla badanych zwierzat niz gleba skazona i niepoddana procedurze
bioremediacji. Jako biowskazniki, pomimo specyficznosci w odpowiedziach, warto
wykorzystywaé dzdzownice i drapiezne chrzaszcze, ze wzgledu na ich szczegélng wrazliwoscé
na te zanieczyszczenia.
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Badania wykonywane w ramach tego projektu, pokazaty, ze w ocenie zagrozenia
powinno sie uwzgledniaé, obok proceséw zwigzanych z obnizaniem poziomu stresu, réwniez
wskazniki uszkodzer oksydacyjnych w organizmach. Do takiej oceny wykorzystatam pomiary
stezenia nadtlenku wodoru, anionorodnika ponadtlenkowego, grup karbonylowych biatek,
tempa peroksydacji lipidéw istopnia uszkodzeri DNA. W trakcie wykonywania badan
pordwnywatam metody oznaczania stezenia nadtlenku wodoru z wykorzystaniem
$rodowiska odpowiednich barwnikéw: czerwieni fenolowej lub 10-acetyl-3,7-dihydro
fenoksazyny  (pomiary:  spektrofotometryczny  UV-VIS i  spektrofluorymetryczny).
Opanowatam technike oceny uszkodzern DNA celomocytéw dzdzownic metody kometowa.
Sposréod wymienionych parametréw, zmiany w stezeniu nadtlenku wodoru i grup
karbonylowych biatek mozna wykorzystywaé jako skuteczne biomarkery narazenia na
zanieczyszczenia ropopochodne. Takze przeprowadzenie oceny catkowitej pojemnosci
antyoksydacyjnej z wykorzystaniem kationorodnika ABTS mozna rekomendowaéd jako
biomarker zanieczyszczenia skazeniami ropopochodnymi. Ws$réd badanych enzyméw
zwigzanych z mikrosomalnym uktadem monooksygenaz (takich jak reduktazy cytochromu
P450-NADPH, O-dealkilazy etoksyrezorufiny, czy O-dealkilazy pentoksyrezorufiny), okazato
sie, ze zmiany w aktywnosci reduktazy cytochromu P450-NADPH s3 takie przydatnym
biomarkerem. Czes$¢ wynikéw z badan uzyskanych w tym projekcie zostata opublikowana lub
zaprezentowana na konferencjach (podpunkt 7.1.1., pozycja 2 oraz podpunkt 7.1.4, pozycje
2-4,7-9i11). Cze$¢ wynikow jest przygotowywana do publikacji.

Pod koniec tej czesci autoreferatu odniose sie do badan nad mechanizmami
opornoéci na metale u modelowego gatunku roslinozercy. W trakcie wykonywania badan,
ktorych zwiericzeniem byto opublikowanie pracy doktorskiej pojawito sie kilka pytan, na
ktore probowatam odpowiedzie¢ kontynuujac doswiadczenia na innym przedstawicielu
rzedu motyli:

e W jakim stopniu dtugotrwata ekspozycja moze zmieni¢ wrazliwo$¢ owaddw na
dziatanie kadmu?
e Jakie mogg by¢ zmiany w kluczowych narzadach/czesciach ciata organizméw, ktére
mogg decydowac o ich zwiekszonej opornosci na metale?
e Ktdre postaci rozwojowe moga by¢ szczegdinie wrazliwe nadziatanie kadmu?
Ostatecznie wybranym gatunkiem modelowym byta swiattéwka naziemnica Spodoptera
exigua, ze wzgledu na niski koszt, tatwos¢ jej hodowli i stosunkowo krétki okres trwania
jednego pokolenia {okoto 21 dni w temperaturze 25 °C przy o$wietleniu dobowym 16:8).
Innym argumentem przemawiajagcym za wyborem tego gatunku, byt fakt, ze stanowi
on bardzo powaine zagrozenie upraw w wielu krajach: Regionu Srédziemnomorskiego
w Europie, w Azji, Ameryce, Afryce i Australii, i ze moze zerowac na wielu gatunkach roslin,
zaréwno jedno- jak i dwuli$ciennych. Istniejg tez przyktady wskazujagce na opornos¢ tego
gatunku na szereg toksycznych substancji chemicznych wystepujacych w $rodowisku ich
bytowania. Ponadto, zwtaszcza w odniesieniu do ostatniego (pigtego) stadium larwalnego,
stosunkowo tatwo mozna z hodowli wybraé¢ jednowiekowe larwy do dalszych doswiadczen.
Hodowla S. exigua prowadzona jest nieprzerwanie od siedmiu lat w dwdch liniach
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hodowlanych: jednej ,kadmowej” (w ktérej do diety larw dodawana jest sub-toksyczna
dawka kadmu (44 mg Cd/kg suchej masy pozywki) i drugiej kontrolnej. Przez pewien czas
prowadzitam réwniez wielopokoleniowa intoksykacje cynkiem. W ramach prac nad
opornoscig na metale wymienionych linii hodowlanych S. exigua wspdtpracuje Scisle
z Paniami: dr Katarzyng Rozpedek, dr Agnieszkg Zawiszg-Raszkg i dr Elzbietg Szulinska
z Katedry Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii. Nieprzerwana hodowla obu linii hodowlanych
S. exigua: kontrolnej i kadmowej objeta obecnie ponad 100 pokolen.

Na poczatku badann prowadzonych na osobnikach S. exigua z naszej hodowli,
analizowatam profile izozyméw enzymdéw detoksykacyjnych u larw z trzech linii
hodowlanych: kontrolnej, kadmowej i cynkowej. Wyrédznitam siedem grup doswiadczalnych
owaddw: kontrolng, grupy hodowane przez 11 pokolen na pozywce zawierajgcej zwigkszone
ilosci kadmu lub cynku, grupy hodowane tylko przez 1 pokolenie na pozywce zawierajgcej
zwiekszone ilosci danego metalu oraz grupy, przeniesione po 10 pokoleniach takiej hodowli
ponownie na pozywke kontrolng. Zaréwno w odniesieniu do ekspozycji na kadm jak i cynk
wyliczytam wysoki poziom bioakumulacji metali (wskaznik BAF odpowiednio powyzej 3,7 i 2,
3 - poréwnanie stezenia metali w ciele larw i wich pokarmie). Zwierzeta eksponowane na
kadm, jak i cynk zlinii hodowlanej kontrolnej, jak ite pochodzace z linii hodowlanej
cynkowej, ale nie kadmowej, cechowata mniejsza przezywalnos¢ niz te z grupy kontrolnej.
Badania te przekonaty mnie by kontynuowaé hodowle linii kadmowej, ktérej osobniki
wykazywaty wyzszg tolerancje na metal. Ujawnione izozymy esteraz, nalezace gtownie do
karboksyloesteraz, réznity sie w nasileniu reakcji wobec wybranych substratéw, co mogto
by¢ zwigzane z odmienng ekspresjg izozymow. Nie mozna jednak wykluczyé wptywu czynnika
selekcyjnego na zmiane czestosci niektorych alleli w badanych grupach. Profile izozyméw
transferazy glutationowe] réznity sie miedzy osobnikami S. exigua z linii kontrolnej
i kadmowej. Profil aktywnosci transferazy glutationowe] w ontogenezie typowy dla
osobnikow linii kadmowej, byt obserwowany réwniez, gdy larwy z linii kadmowej karmiono
pozywka kontrolng. W przypadku cynku, takich zmian nie stwierdzono po wielopokoleniowej
pre-ekspozycji na ten metal. Ujawniona u larw z linii kadmowej zwiekszona tolerancja na
kadm, wigzata sie takze z podwyzszong aktywnoscia katalazy i nizszg akumulacjg metalu (gdy
porownac je z eksponowanymi na metal larwami z linii kontrolnej). Warto takze zaznaczy¢
wystepowanie znaczacych rdznic w aktywnosci katalazy w réznych postaciach rozwojowych
(najwyzsza zmierzono w ciele postaci dorostych).

W kolejnym doswiadczeniu, ktére realizowatam w 2006 roku, postanowitam okresli¢
udziat glutationu itioredoksyny, jak i wybranych enzyméw z nimi zwigzanych u dwéch
przedstawicieli owadéw: $wiattowki naziemnicy S. exigua imuszki owocowej
D. melanogaster (Diptera) z hodowli zjedno i trzy-pokoleniowg ekspozycjg na kadm.
W dosdwiadczeniu mierzytam aktywnos$¢ enzymow: zwigzanego z synteza glutationu (ligazy
glutaminowo-cysteinowej) i jego regeneracja do formy zredukowanej, z udziatem reduktazy
glutationowej oraz regeneracjg tioredoksyny z udziatem specyficznej reduktazy. Stwierdzitam
réznice w poziomie glutationu, w tempie redukowania glutationu utlenionego oraz syntezie
tego tripeptydu miedzy zwierzetami z linii kontrolnej i poddanych dziataniu kadmu, i tymi,
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ktére pochodzity z trzypokoleniowej hodowli w warunkach intoksykacji metalem. Wyniki
tych badand wskazaty na odmienny udziat obu uktadéw: tioredoksyny i glutationu
w ograniczeniu stresu oksydacyjnego u analizowanych linii hodowlanych zwierzat. Wyniki
badan sktadnikéow uktaddw; glutationu i tioredoksyny sktonity mnie to do poszukiwania
bardziej generalnego wskaZnika obrony antyoksydacyjnej, uwzgledniajgcego wspdtdziatanie
w organizmie wielu systemdw obrony antyoksydacyjnej. Dlatego w dalszych badaniach do
oceny obrony antyoksydacyjnej organizméw wykorzystywatam takze oznaczanie catkowitej
pojemnosci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem kationorodnika ABTS (tworzonego
z utlenionego 2,2’-azynobis(etylotiazolino-6-sulfonianu).

Efekty wielopokoleniowej ekspozycji na kadm, prowadzgce do zwiekszonej tolerancji
na ten metal, obserwowatam rdéwniez uinnego przedstawiciela motyli tantnisia
krzyzowiaczka P. xylostella. Przejawiata sie ona miedzy innymi zmianami w przezywalnosci
larw ostatniego stadium i poczwarek.

W kolejnych badaniach analizowatam reakcje réznych postaci rozwojowych S. exigua
trzydziestego dsmego pokolenia z obu linii hodowlanych: kontrolnej i kadmowej. Oceniatam
zmiany w poziomie kadmu, tioli biatkowych, glutationu, grup karbonylowych biatek, jak
réwniez tempa metabolizmu ogdlnego w trakcie ontogenezy S.exigua po jedno- lub
wielopokoleniowej ekspozycji na kadm. Jednym z celdw tej pracy byta analiza parametréw
rozwojowych owaddw. Stezenie metalu w ciele gasienic byto dwukrotnie wyzsze niz wich
pokarmie. W grupach doswiadczalnych z ekspozycja na kadm, wysoki poziom metalu
utrzymywat sie takze w poczwarkach. Stwierdzilimy niewielki wptyw kadmu na poziom tioli
i tempo respiracji, aistotny na poziom grup karbonylowych biatek. Zmiany poziomu grup
karbonylowych w trakcie rozwoju zwierzat byly odmienne miedzy osobnikami
eksponowanymi na metal i pochodzgcymi z linii kadmowej lub kontrolnej.

Badania LDsy przeprowadzone w ramach realizacji pracy magisterskiej prowadzone;j
pod mojg opieka, ujawnity dwukrotnie wiekszg wrazliwos¢ larw S, exigua z hodowli
kontrolnej na kadm niz z linii kadmowej (50-pokoleniowa hodowla). Te wyniki zostaty
potwierdzone ostatnio, gdy larwy z dwdch linii hodowlanych poddane bylty na ekspozycje
réznych stezed kadmu (100-pokoleniowa hodowla). Poszukujgc przyczyn rdinic we
wrazliwosci na kadm miedzy osobnikami z linii hodowlanej kontrolnej ikadmowej,
rozwazatam réwniez wykazywane w literaturze aspekty neurotoksycznosci kadmu. Te wyniki
sktonity mnie do przeprowadzenia z Panem mgr Jackiem Francikowskim (doktoranta Katedry
Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii) doswiadczenia oceniajgcego aktywnos¢ ruchowa larw
S. exigua pochodzacych z dwéch linii hodowlanych (70-pokoleniowa hodowla). Ocena
aktywnosci ruchowej jednowiekowych larw ostatniego stadium, wykazata réznice miedzy
larwami eksponowanymi na kadm i pochodzgcymi z linii kontrolnej i z linii kadmowej.

Od roku 2011 rozpoczetam badania, ktérych celem byta ocena wrazliwodci larw
S. exigua, pochodzacych z wielopokoleniowej hodowli z ekspozycjg na kadm, na insektycyd
(takie jak spinosad) lub wtdrng substancje roslinng (takag jak kwercetyna). Wstepne wyniki
(95-pokoleniowej hodowli) ujawnity podobng wrazliwos$¢ larw z dwdch linii hodowlanych
(kadmowej i kontrolnej) na wymienione substancje, ale odmienne strategie obronne u larw
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z obu linii hodowlanych. Ponadto we wspdtpracy z Panig dr Agnieszkg Zawiszg-Raszkg i dr
Aleksandrg Nadgdrska-Sochg (z Katedry Ekologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach) podjetyémy badania poréwnujace reakcje larw
S. exigua z linii kadmowej, a takze owada zerujacego na metaloficie Silene vulgaris: owetnicy
lucernianki (Subcoccinella vigintiquatuorpunctata), na wysokie stezenia metalu w roslinach
S. vulgaris pochodzacej z réznych stanowisk odmiennych pod wzgledem obcigzenia metalami
ciezkimi. To badanie, poprzedzity pomiary stezenia wybranych metali u roslin tego gatunku,
ktore wykazaty zréinicowanie roslin pod wzgledem kumulacji: kadmu, otowiu i cynku
zaleznie od miejsca ich pochodzenia. Dotychczasowe badania wskazuja na mniejsza
wrazliwos$¢ larw z linii kadmowej niz z kontrolnej na oddziatywanie metali ciezkich, obecnych
w lisciach S. vulgaris.

Badania dotyczace oddziatywania kwercetyny na larwy i poczwarki S. exigua byly juz
prowadzitam wczedniej (na osobnikach z hodowli, ktérej kolejne cztery generacje
eksponowane byly na kwercetyne. Zaobserwowatam negatywny wptyw tej substancji na
rozwoj gasienic (wydtuzenie czasu trwania okresu larwalnego, wieksza $miertelnod¢ larw,
atakze hamowanie aktywnosci niektérych enzymoéw detoksykacyjnych). Aktywnoéé
enzymoéw (katalazy, transferazy glutationowej, esterazy) oceniatam takze w kolejnych dniach
trwania stadium poczwarki. Stwierdzitam wystepowanie podobnego wzorca aktywnosci dla
badanych enzymdw: najnizsze wartosci zarejestrowano w $rodkowym okresie trwania
stadium poczwarki, anajwyisze w ostatnim dniu trwania tego stadium. Poczwarki
pochodzace z linii eksponowanej na kwercetyne, w poréwnaniu z poczwarkami z grupy
kontrolnej, cechowata nizsza aktywnos$é enzymdw, gtéwnie w ostatnim dniu tego stadium.
Uzyskane wyniki, pozwolity sgdzi¢, ze ostatni dzien rozwoju poczwarki moze byé krytyczny
dla dalszego rozwoju do postaci dorostej. Aktualnie, prowadze préby oznaczenia zawartosci
kwercetyny i jej metabolitéw w larwach i ich odchodach we wspétpracy z Panem dr Jackiem
Nyczem z Zaktadu Chemii Organicznej Instytutu Chemii, Wydziatu Matematyki, Fizyki i Chemii
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. To pozwolitoby na lepsza ocene oddziatywania
kwercetyny i jej metabolitéw na roslinozerne owady.

Wyniki wyzej wymienionych badann prowadzonych na wielopokoleniowej hodowli
S. exigua z ekspozycjg na kadm zostaty opublikowane lub przedstawione w doniesieniach
konferencyjnych (podpunkt 7.1.1, pozycja 4; podpunkt 7.1.4, pozycje: 1, 5, 6, 13, 16, 18, 22,
31 i 35). Czes¢ wynikow jest przygotowywana do publikacji a cze$¢ zostata wytgczona i jest
przestawiana, jako osiggniecie naukowe wchodzgce w sktad dorobku habilitacyjnego.
Badania osobnikéw S. exigua pochodzacych z ciggtej hodowli sg takie obiektem
zainteresowania innych pracownikéw Katedry Fizjologii Zwierzat iEkotoksykologii oraz
Katedry Histologii iEmbriologii Zwierzat Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Owady te sg wykorzystane miedzy innymi do realizacji
prac doktorskich odnoszacych sie do sprawnosci enzymdéw trawiennych w przewodzie
pokarmowym larw oraz lokalizacji neuropeptydéw wich médzgu iw przewodzie
pokarmowym. Realizujgc swoje zamysty badawcze, staratam sie wiaczaé do badan
magistrantow i doktorantéw Katedry Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii. Efektem tej
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wspétpracy byly wspdlne doniesienia konferencyjne, wspdlne publikacje oraz obronione
prace magisterskie, w ktérych staratam sie rzetelnie petni¢ role opiekuna merytorycznego.

5. PLANY BADAWCZE

Zmianom tolerancji kadmu przez larwy z wielopokoleniowej hodowli z ekspozycjg na
ten metal, moga towarzyszy¢ zréinicowane odpowiedzi na inne czynniki stresowe.
Wykazana zmiennoé¢ miedzy osobnikami z obu linii hodowlanych wskazuje na dziatanie
czynnika selekcyjnego, jednak badania poszczegdlnych postaci rozwojowych lub narzadow
organizmdw wskazujg na wystepowanie réznych systeméw w tym uczestniczgcych. Obecnie
z Paniami dr hab. Marig Augustyniak i Panig mgr Anng Ptachetkg zamierzamy dokonac oceny
potencjatu reprodukcyjnego S. exigua w warunkach stresu (szok termiczny, gtodzenie,
pestycyd, metal). Prowadze takze prace majace na celu optymalizacje oznaczen biatek szoku
cieplnego larw S. exigua z uzyciem metody namnazania DNA w czasie rzeczywistym, by
sprawdzi¢ czy zmiany iloéciowe, wykazane podczas badan byty zalezne od tempa transkrypcji
wymienionych biatek.

Inne dziatania, podjete w tym roku wraz z kolejna magistrantka, zmierzajg do
szczegdtowe] oceny dystrybucji kadmu w poszczegdinych przedziatach komdérkowych larw
S. exigua. Wstepna ocena ujawnita juz rdznice w kumulacji kadmu np. w przedziatach
komérkowych zawierajgcych lizosomy, metalotioneiny lub biatka szoku cieplnego miedzy
osobnikami z obu linii hodowlanych. Te badania chciatabym zastosowa¢ migdzy innymi do
oceny sub-komérkowej dystrybucji metali u larw zZerujgcych na metaloficie S. vulgaris. Jak
zaznaczatam, wiecej wiemy o mechanizmach kumulacji metali w roélinach, ktére moga
poprzez gromadzenie wysokich stezen niektdrych metali moga efektywniej broni¢ sie przed
rodlinozercami. Niewiele jest jeszcze informacji o mechanizmach obronnych roslinozercéw
przeciw wysokim stezeniom metali w roslinach.

Chciatabym réwniez kontynuowaé badania hemolimfy owaddéw, pozwalajgce na
przeprowadzanie szybkiego monitoringu tej grupy zwierzat z rejonéw skazonych jak
i gatunkéw modelowych w zakresie narazenia na wybrane zanieczyszczenia srodowiska.

6. DOROBEK WCHODZACY W SKtAD OSIAGNIECIA° NAUKOWEGO
STANOWIACEGO PODSTAWE WNIOSKU HABILITACYJNEGO

,Strategie obronne wybranych postaci rozwojowych Spodoptera exigua

z wielopokoleniowych linii eksponowanych na kadm i cynk.”

Do dorobku wchodzacego sktad osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe
wniosku  habilitacyjnego  wytagczono nastepujgce  publikacje sktadajace sie na
monotematyczny cykl prac:

1. Kafel A., Bednarska K., Augustyniak M., Witas I., Szulinska E. (2003) Activity of
glutathione S-transferase in Spodoptera exigua larvae exposed to cadmium and zinc

in two subsequent generations. Environment International 28: 683-686.
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2. Kramarz P., Kafel A. (2004) The respiration rate of the beet armyworm pupae
(Spodoptera exigua) after multi-generation intoxication with cadmium and zinc
Environmental Pollution 126 (1): 1-5.

3. Kafel A., Nowak A., Bembenek J., Szczygiet J., Nakonieczny M., Swiergosz-Kowalewska
R. (2012a) The localisation of HSP70 and oxidative stress indices in heads of
Spodoptera exigua larvae in a cadmium-exposed population. Ecotoxicology and
Environmental Safety 78:22-27.

4. Kafel A., Zawisza-Raszka A., Szulinska E. (2012b) Effects of multigenerational
cadmium exposure of insects (Spodoptera exigua larvae) on anti-oxidant response in
haemolymph and developmental parameters. Environmental Pollution 162: 8-14.

Jest wiele przykfadéw roslin kumulujacych podwyzszone ilo$ci metali takich jak
niebiogenny kadm. Co wiecej, znane sg przyktady wykorzystywania przez rosliny wysokich
stezern metali do obrony przeciw zjadajgcym je roslinozercom. Znacznie mniej wiemy jak
radzg sobie rodlinozercy z roslinami kumulujgcymi metale cieikie. Zatem oddziatywanie
metali na roslinozercéw, trzeba takie rozpatrywaé w kontekscie dostepnoéci metali
pobieranych ze zjadanym pokarmem. Jako obiekt do badan, wybratam $wiattéwke
naziemnice Spodoptera exigua.

Biorgc pod uwage wyniki badan terenowych, w ktérych uczestniczytam, pojawito sie
pytanie czy owady roélinozerne, narazone przez pokolenia na pokarm skazony metalem,
beda cechowad sie wiekszg tolerancjg na ten metal i jak sie bedzie ona przejawiaé?

W swoich badaniach skupitam sie na gtéwnie larwach Swiattéwki naziemnicy
(eksponowanych na pokarm zawierajacy podwyzszone stezenie kadmu), zawezajac materiat
badawczy do larw ostatniego stadium, miedzy innymi wykorzystujgc wczesniej opisang
mozliwos¢ wydzielenia z hodowli osobnikéw w jednakowym wieku. Badaniami objetam takze
nastepne stadium rozwojowe - poczwarke. Eksperymenty prowadzitam na réznych etapach
wielopokoleniowej hodowli linii rozwojowej poddawanej ekspozycji na kadm, poczawszy od
poréwnania efektéw takiej hodowli juz w drugim pokoleniu az do 61 pokolenia. Ujawnitam
wystepowanie réinic w ograniczaniu stresu oksydacyjnego miedzy liniami hodowlanymi:
kontrolng i kadmowa. W poczatkowym etapie prowadzenia wielopokoleniowej hodowli
wykonywatam réwniez doswiadczenia na larwach pochodzacych z cynkowej linii hodowlane;j.

W pierwszej pracy (Kafel i wsp., 2003) badatam owady hodowane w warunkach
intoksykacji kadmem, ale takie cynkiem, w pierwszym oraz w drugim pokoleniu. Badania
dotyczyty kumulacji metalu w waznych w procesie detoksykacji narzadach, bezposrednio
narazonych na dziatanie metalu zawartego w pokarmie - przewodzie pokarmowym oraz
w ciele ttuszczowym. Chciatam sie przekonaé, na ile skuteczng barierg jest przewdd
pokarmowy. Okazato sie, ze stezenie kadmu w tym narzadzie byto wielokrotnie wyzsze niz
w zjadanym przez larwy pokarmie, i dodatkowo kilkadziesigt razy wyzsze od poziomu
mierzonego w ciele ttuszczowym. Takie wyniki uzyskatam zaréwno dla larw, ktére wywodzity
sie z linii kontrolnej, jak i tych ktére wywodzity sie z linii kadmowej w poprzednim pokoleniu.
Poczatkowo, analizowatam skutki ekspozycji larw na kadm, stosujgc dwa stezenia metalu (44
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i 66 mg metalu/kg suchej masy pozywki). Poréwnujac skutki ekspozycji jedno
i dwupokoleniowej na ten metal, w przypadku zastosowanego wyzszego stezenia kadmu,
stwierdzitam wyrazng rdéinice w kumulacji metalu w przewodzie pokarmowym larw.
Analizowatam réwniez efekty ekspozycji na podwyzszone stezenie cynku (200 mg cynku /kg
suchej masy pozywki). Larwy z kolejnych pokoleri réznity sie w kumulacji cynku: byta ona
wyisza w przewodzie pokarmowym gasienic z drugiego pokolenia. Enzymem
detoksykacyjnym, ktérego aktywnos$¢ postanowitam zbadaé byta transferaza glutationowa
(GST), wykazujgca duza wrazliwo$¢ na dziatanie metali, co zostato miedzy innymi wykazane
w innych pracach prowadzonych na réznych gatunkach owaddéw. Pomiar aktywnosci GST
przeprowadzitam w wymienionych wczes$niej narzadach: przewodzie pokarmowym i ciele
tluszczowym a takie w cewkach Malpighiego. W przypadku intoksykacji cynkiem
zarejestrowatam odmienng dla réinych narzadéw odpowied? z udziatem tego enzymu
(podwyiszenie aktywnosci w ciele ttuszczowym i cewkach Malpighiego). Ekspozycja na nizsze
stezenie kadmu wykazata obnizong (w poréwnaniu z kontrolg) aktywno$é¢ enzymu
w cewkach Malpighiego, ale tylko u larw z pierwszego pokolenia eksponowanego na metal,
anie, gdy pochodzity z nastepnego pokolenia eksponowanego na dziatanie metalu.
Wskazywato to na uruchomienie mechanizmdéw obronnych w nastepnym pokoleniu, przy
kontynuacji ekspozycji na ten metal. Analizy, oceniajgce zwigzki miedzy stezeniem metalu
w badanej czesci ciata a aktywnoscig GST ujawnity wrazliwo$¢ ciata ttuszczowego na dziatanie
kadmu. Aktywno$¢ analizowanego enzymu obnizatfa sie ze wzrostem stezenia kadmu w ciele
ttuszczowym. Odwrotng relacje zanotowatam w przypadku cynku, gdyz podwyzszenie
stezenia tego metalu powodowafo takie podwyiszenie aktywnosci transferazy
glutationowej. Gtéwnym osiagnigciem pracy byto wykazanie réznic w kumulacji metali
i reakcji transferazy glutationowej, zaleznie od tego czy larwy pochodzity z jedno czy z dwu-
pokoleniowej hodowli z ekspozycja na kadm. Ten etap badari sugerowat juz, ze ekspozycja
dwupokoleniowa moze by¢ wystarczajgca dla ujawnienia réznic w mechanizmach obronnych
a dfuzsza selekcja wywotana wielopokoleniowg ekspozycja moze byé Zrédtem zwiekszonej
tolerancji owaddw na te metale.

W nastepnej pracy (Kramarz et al., 2004), ktéra obejmowata 15 pokolenie $wiatiéwki
naziemnicy z trzema liniami hodowlanymi: kontrolng, kadmowg i cynkowa, zastanawiatam
sie nad konsekwencjami ekspozycji na metale badanymi w nastepnej postaci rozwojowej
tych owadéw - poczwarkach, ktére mogty sie przejawiaé réznicami w wydatkach
energetycznych. Przyjetam, ze najlepiej bedzie to sprawdzi¢ wykorzystujgc pomiary
respiracyjne: tempa konsumpcji tlenu i produkcji dwutlenku wegla oraz pomiar masy ciata
poczwarek. W tej pracy wykorzystatam ekspozycje na wyzsze stezenie kadmu (z stosowanych
w poprzedniej pracy: Kafel et al.,, 2003). W takich warunkach, nie zaobserwowatam
u poczwarek z linii kadmowej zmian w konsumpcji tlenu i w produkcji dwutlenku wegla.
Intensywnos¢ tych proceséw byt podobny jak w grupie kontrolnej, a masa ciata larw byta
nizsza niz w kontrolnej. Zatem koszty ekspozycji na kadm mogty byé zwigzane z innym
sktadnikiem budzetu energetycznego. W przypadku poczwarek z linii cynkowej stwierdzitam
podwyzszenie tempa poboru tlenu i produkcji dwutlenku wegla, a masy poczwarek z tej linii
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byly podobne do kontrolnych. Pomimo tego, zmiany w respiracji poczwarek moga
sugerowac wieksze koszty ponoszone na detoksykacje u zwierzat z linii cynkowej. Gtéwnym
osiggnieciem tej pracy byto wykazanie, ze réwniez u poczwarek mozina obserwowaé
negatywne efekty oddziatywania metali w wielopokoleniowych hodowlach, przy czym byty
one specyficzne dla rodzaju uzytego metalu.

W dalszym etapie moich badan, skupitam sie na ocenie efektéw, wywotanych
ekspozycjg na kadm, w innych narzadach larw S. exigua. Ponadto, ograniczytam hodowle
tego gatunku do ekspozycji na jedno z zastosowanych wczeéniej stezeri kadmu, i przyjetam
dawke 44 mg metalu/kg suchej masy pozywki a wiec takie stezenie, ktére wywotuje istotne
statystyczne najnizsze zmiany w $miertelnosci larw (oceniane w trakcie ich catego okresu
rozwoju od pierwszego stadium larwalnego az do osiggniecia etapu przedpoczwarki).

Ze wzgledu na motliwe dziatanie neurotoksyczne kadmu, chciatam sie przekonaé
w jakim stopniu przed dziataniem tego metalu moze by¢ chroniony mézg owaddéw. Badania
te (Kafel i wsp., 2012a) obejmowaty analize stezenia kadmu w gtowach larw i dla poréwnania
w catym ciele owada, analize dystrybucji biatek szoku cieplnego (Hsp70) w mdzgu larw i ich
poziomu w catej gtowie. Ponadto okreslatam nastepujace wskazniki stresu oksydacyjnego:
catkowita pojemnos$¢ antyoksydacyjna, aktywnos¢ katalazy, stezenie grup karbonylowych
biatek i uszkodzenia oksydacyjne DNA. Stezenie kadmu w gtowach larw byto znacznie nizsze
niz w catym ciele larw, ale podobne dla larw eksponowanych na ten metal pochodzgcych
z linii kontrolnej i kadmowej. Stezenie kadmu w catym ciele larw, byto dwukrotnie wyzsze od
zmierzonego w ich pokarmie. Poréwnania miedzy larwami z obu linii hodowlanych, ujawnity
zasadnicze réznice w dystrybucji i ilosci biatek szoku cieplnego w ich mdzgu, wskazujac na
bardziej efektywng ochrone struktur nerwowych przed toksycznym dziataniem metalu u larw
z linii kadmowej, niz u osobnikéw pochodzacych z linii kontrolnej. W gtowach larw z linii
kontrolnej eksponowanych na kadm, wykazano obnizenie ekspresji biatek Hsp70. Kadm
spowodowat takie zmiany w catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej, mierzonej
z wykorzystaniem  kationorodnika ABTS. W gtowach owaddéw zlinii kontrolnej
eksponowanych na kadm zmierzytam podwyzszony potencjat obronny w pordéwnaniu
z odpowiedzig uzyskang dla larw z linii kontrolnej. Inne wskaZniki stresu oksydacyjnego
zmieniaty sie, podobnie u eksponowanych na metal larw z linii kontrolnej i kadmowej,
a dotyczyly podwyzszenia aktywnosci katalazy i uszkodzenia oksydacyjnego DNA
(manifestowanego wzrostem zasad apurynowych). Z kolei stezenie grup karbonylowych byto
podobne we wszystkich analizowanych grupach doswiadczalnych. Gtéwnym osiggnieciem tej
pracy byto wykazanie bardziej efektywnej ochrony mézgu larw z linii kadmowej niz z linii
kontrolnej przed negatywnym dziataniem metalu z udziatem biatek hsp70.

Dotychczasowe badania, na rdinych etapach hodowli $wiattéwki naziemnicy
pokazaty, ze w nieeksponowanych bezposrednio czesciach ciata na dziatanie kadmu stezenie
metalu byto nizsze niz w przewodzie pokarmowym czy w catym ciele larw Zerujgcych na
pozywce zanieczyszczonej kadmem. Poziom ten byt podobny u larw z linii kontrolnej
i kadmowe;.
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W nastepnych badaniach {Kafel i wsp., 2012b) chciatam sie przekona¢ czy powyze]
wzmiankowany fakt moze wynika¢ ze stopnia bioakumulacji metalu w hemolimfie i czy
reakcje antyoksydacyjne zachodzace w tym przedziale ciata, moga takze réznicowac larwy
z linii kontrolnej i kadmowej. Doswiadczenie przeprowadzitam na dwdch liniach kadmowych,
z réznym czasem ekspozycji (przez 33 i 61 pokolerl). Motywacjg do przeprowadzenia tak
zaplanowanego eksperymentu byty doniesienia naukowe, ze zmiany w reakcjach obronnych
kolejnych pokolern eksponowanych na czynnik stresujgcy moga podlega¢ fluktuacjom
w kolejnych pokoleniach. Poréwnatam parametry rozwojowe larw: przezywalnos¢, czas
trwania catego okresu larwalnego, czas trwania pigtego stadium larwalnego oraz tempo
przyrostu masy ciata w pigtym stadium larwalnym, miedzy osobnikami z réznych linii
hodowlanych. Poniewaz hemolimfa odgrywa wazng role ochronng przed dziataniem
zewnetrznych czynnikéw stresowych, chciatam sie przekonaé, czy reakcje obronne
w hemolimfie mogg réznicowac larwy z linii hodowlanych o réinej tolerancji na kadm. W tej
pracy oceniatam wskazniki obrony antyoksydacyjnej: aktywnos¢ transferazy glutationowej
oraz stezenie glutationu i tioli biatkowych oraz catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna
w hemolimfie larw z badanych linii hodowlanych. Analiza parametréw rozwojowych ujawnita
wydtuzenie okresu rozwojowego larw pod wpltywem kadmu, ale tylko osobnikéw
pochodzacych z linii hodowlanej o krétszym czasie ekspozycji na metal (zmiany odnotowane
dla larw pochodzacych z linii kontrolnej i eksponowanych na kadm oraz tych z populacji o 33-
pokoleniowej ekspozycji na kadm). W przypadku larw eksponowanych na kadm, lecz
pochodzacych z linii kontrolnej, stwierdzono wyraZnie nizszg przezywalnosé niz u zwierzat z
grupy kontrolnej. Zwiekszenie tolerancji na kadm u zwierzat z hodowli z wielopokoleniowg
ekspozycjg na kadm, oprdcz wyzszej przezywalnosci, wyrdzniato nizsze stezenie tego metalu
w catym ciele. Lecz w ich hemolimfie utrzymywato sie wyzisze stezenie tego metalu, i
wielokrotnie wyzsze stezenie glutationu utlenionego i catkowitego anizeli w hemolimfie larw
pochodzacych z linii kontrolnej ieksponowanych na metal. Grupy z réing historig
wielopokoleniowej ekspozycji na kadm (trwajacej przez 33 i 61 pokolen) réznity sie takze
catkowitg pojemnoscig antyoksydacyjng i iloscig tioli biatkowych. Osiggnieciem tej pracy byto
wykazanie, iz wydajnos$¢ proceséw obronnych w obecnosci kadmu w hemolimfie zwierzat z
linii eksponowanych na ten metal, zwieksza sie wraz z historig trwania ekspozycji na metal.
Podsumowujgc, ponizej przedstawiam kluczowe elementy osiggniecia naukowego

stanowigcego podstawe wniosku habilitacyjnego (odnosnie prezentowanych w tej czesci

autoreferatu publikacji):

e Zdolno$¢ do kumulowania metalu zmieniata sie w ciele larw zaleznie od historii
eksponowania na metal populacji, z ktérej sie wywodzg. Zmiany te nie znajdowaty
odzwierciedlenia w kumulacji kadmu o w czesciach ciata, ktére nie byty poddane
bezposredniemu dziataniu tego metalu z pokarmem: hemolimfie, glowach czy ciele
ttuszczowym. Wysoki poziom kumulacji zaréwno kadmu jak i cynku mierzono
w przewodach pokarmowych larw (Kafel et al., 2003, Kafel et al., 2012a , Kafel et al,,
2012b).
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Kadm wywotat szereg reakcji obronnych zwigzanych z ograniczaniem stresu
oksydacyjnego, ktére byty podobne wsrdd larw niezaleznie od historii eksponowania
na metal populacji, z ktérej sie wywodzg. Wydaje sie, ze reakcje te mozna
rekomendowaé do wykorzystania w monitoringu organizméw z rejondw
zanieczyszczonych kadmem jako biomarkery. Nalezg do nich miedzy innymi zmiany
aktywnosci katalazy i podwyzszenie uszkodzert DNA w gtowie owadéw, a takze wzrost
wykorzystania glutationu w procesach antyoksydacyjnych (Kafel et al., 2003, Kafel et
al., 2012a, Kafel et al., 2012b).

Wielopokoleniowa ekspozycja na dziatanie kadmu, moze modyfikowaé¢ odpowiedzi
obronne zwierzgt umozliwiajac skuteczng ich obrone. Owady z linii kontrolnej
hodowlanej okazaty sie bardziej wrazliwe na kadm niz te wywodzace sie z linii
o dtuzszej wielopokoleniowej ekspozycji na ten metal (Kafel et al., 2003, Kafel et al.,
2012a, Kafel et al., 2012b).

Istotnymi sktadnikami zmienionych strategii obronnych owaddéw z populacji o diugiej
historii ekspozycji na kadm, byty procesy ograniczajgce hamowanie aktywnosci
transferaz  glutationowych w cewkach Malpighiego (obserwowany efekt
dwupokoleniowe] ekspozycji) zwiekszona ekspresja biatek HSP70 w glowie larw
(obserwowany efekt po 44 pokoleniowej ekspozycji), oraz wskazniki sprawnej obrony
antyoksydacyjnej w hemolimfie larw zwigzane z metabolizmem glutationu
(obserwowany efekt po 33 i 61- pokoleniowej ekspozycji) (Kafel et al., 2003, Kafel et
al., 2012a, Kafel et al., 2012b).

Skutki dtugotrwatej ekspozycji na metale byty réwniez obserwowane u poczwarek,
zalezg od rodzaju metalu, (kadm obnizat mase ciata poczwarek a cynk podwyzszat
tempo respiracji —obserwowany efekt 15 pokoleniowej ekspozycji) (kramarz i Kafel,
2004).
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