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STRESZCZENIE

Ocena sprawnosci detoksykacyjnej owaddéw powinna uwzglednia¢ ich
wczesniejsze do§wiadczenia, np. ich historie ekspozycji na metale czy flawonoidy obecne
w ich pokarmie. Zroznicowanie w skazeniu metalami, zwlaszcza w obszarach
zdegradowanych aktywnoscig hutniczag moze mie¢ wieloletnie znaczenie na ich wptyw i
kumulacje w roslinach zywicielskich niektorych gatunkéw owadow, ktore pod wptywem
metali moga ro6zni¢ si¢ zawartoscig flawonoidéw. Zaréwno allelozwigzki takie jak
flawonoidy jak i metale, takie kadm czy cynk moga by¢ wykorzystywane do obrony przed
ro$linozercami. Innym powszechnie wyst¢pujacym stresorem moze by¢ krotkotrwata
niedostepnos¢ pokarmu, co moze mie¢ znaczenie w zasiedlaniu kolejnych roslin
zywicielskich. Niektore z nich moga by¢ waznymi roslinami uprawowymi. Jako obiekt
badawczy wybratam biedronke owelnice lucernianke Subcoccinella
vigintiquatuorpunctata, ktora moze wywotywac¢ szkody wsrdd upraw lucerny siewnej
Medicago sativa. A na poczatku sezonu wegetacyjnego moze zasiedla¢ inne rosliny, np.
lepnice rozdeta Silene vulgaris. Jej oporne ekotypy moga zasiedlaé obszary o duzym
skazeniu metalami, jak to jest wokol nieczynnej huty Szopienice w Katowicach.
Biedronki owelnicy lucerninki zbierano w ciggu dwoch miesigcy. Larwy zbierano w
miesigcu czerwceu, a doroste osobniki — w lipcu, z terenu z trzech stanowisk badawczych,
oddalonych odpowiednio I — 450 m, II — 250 m, IIT — 50 m od nieczynnej huty.
Jednoczes$nie z powyzszych stanowisk, zebrano takze pedy nadziemne lepnicy rozdgte;.
Nastepnie doroste osobniki hodowano przez 5 dni na liSciach lepnicy rozdgtej, cze$¢ z
nich poddano badz nie 1- lub 2-dniowemu okresowi glodu. Natomiast pozostatg czgsé
osobnikow, przeniesiono na sadzonki lucerny siewnej M. sativa, 1 analogicznie
hodowano, a potem poddano takim samym okresom gtodzenia, jak w przypadku hodowli
na lepnicy rozdetej. W pedach nadziemnych roslin lepnicy rozdetej zmierzono zawartos¢
flawonoidow. W pedach nadziemnych ros$lin lepnicy rozdgtej oraz w ciele osobnikéw
dorostych owehicy lucernianki oznaczono stezenie metali: kadmu i cynku.

Dla tych stanowisk wczes$niej ujawniono gradient w stezeniu metali w pedach
lepnicy rozdetej. Taka sytuacja pozwolita na oceng sprawnosci systemOow obronnych
zaangazowanych glownie w ograniczanie stresu antyoksydacyjnego u biedronek, gdy
zerowaniu na roslinach o réznym skazeniu metalami a takze o zr6znicowanym poziomie
flawonoidow przniesione beda na rosling uprawng lucerng siewng i czy dodatkowo

reakcji krotki okres gtodu. W pedach nadziemnych roslin lepnicy rozdetej oraz w ciele



osobnikoéw dorostych owehicy lucernianki oznaczono st¢zenie metali: kadmu i cynku.
W ciele larw i osobnikéw dorostych owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata
dokonano: pomiar stezenia glutationu zredukowanego z uzyciem spektrofuorymetru, a
takze metody spektrofotometryczne oznaczen: stezenie bialka catkowitego metoda
Bradforda, aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST) za pomoca CDNB, poziom
catkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej (TAC) z uzyciem rodnika ABTS", stezenie
dialdehydu malonowego (MDA), proporcja tioli zredukowanych do utlenionych
(RSH/RSSR) oraz aktywnos$¢ y-glutamylotraspeptydazy (GGT) (tylko u larw). W ciele
osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych z
hodowli na pegdach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris (I 1 11 stanowisko,
niepoddane i poddane 1- i 2-dniowemu okresowi gtodu) dokonano: pomiaru stezen
substratow energetycznych (weglowodany, biatko, lipidy, glikogen).

Potwierdzono wystepowanie gradientu stezen gdy uwzgledniono stezenie metalu
w pedach roslin w zaleznosci od ich lokalizacji od nieczynnej huty; wyzsze stezenia u
ro$lin ze stanowisk potozonych blizej nieczynnego emitera. W przypadku flawonoidow
roéznice byly niezalezne od przedstawionego gradientu metali. Pomimo tego, ze takie
zrdéznicowanie nie wystgpito u owadoéw zerujacych na roslinach z réznych lokalizacji,
zaobserwowano dominowanie réznych sktadnikow obrony antyoksydacyjne; miedzy
biedronkami Zerujacymi na pgdach lepnicy rozdetej z réznych stanowisk jesli chodzi o
wykorzystanie antyoksydantow drobnoczasteczkowych takich jak glutation Iub tioli
biatkowych. To zréznicowanie wydaje si¢ ze bylo utrzymywane takze u osobnikow
przeniesionych na nastepng rosling zywicielska, lucerne. To pokazuje, ze wczesniejsza
historia ekspozycji na pokarm zréznicowany zwtaszcza w zawarto$¢ metali moze mie¢

znaczenie dla p6zniejszej sprawnosci detoksykacyjnej owadow.

Stowa kluczowe: Subcoccinella vigintiquatuorpunctata, gtdd, kadm, cynk, flawonoidy,

detoksykacja



ABSTRACT

Assessing the detoxification efficiency of insects should take into account their
previous experiences, such as their history of exposure to metals or flavonoids present in
their food. Variations in metal contamination, especially in areas degraded by smelting
activity, can have long-term implications for their impact and accumulation in the host
plants of some insect species. These species, under the influence of metals, may differ in
their flavonoid content. Both allelochemicals, such as flavonoids, and metals such as
cadmium and zinc, can be used to defend against herbivores. Another common stressor
can be the short-term unavailability of food, which can be important in the colonization
of subsequent host plants. Some of these host plants may be important crops. I chose the
alfalfa ladybug Subcoccinella vigintiquatuorpunctata as my research subject, as it can
cause damage to alfalfa (Medicago sativa) crops. At the beginning of the growing season,
it can colonize other plants, such as the inflated catchfly (Silene vulgaris). Its resistant
ecotypes can colonize areas with high metal contamination, such as the area around the
disused Szopienice steelworks in Katowice. Alfalfa ladybugs were collected during two
months. Larvae were collected in June, and adults in July, from three study sites, located
450 m, 250 m, and 50 m from the disused emitter, respectively. At the same time, shoots
of the inflated catchfly were also collected from these sites. Adults were then reared for
5 days on the leaves of the inflated catchfly; some were subjected to a 1- or 2-day
starvation period, or not. The remaining individuals were transferred to M. sativa
seedlings and cultured similarly, then subjected to the same starvation periods as for the
inflated catchfly. Flavonoid content was measured in the above-ground shoots of the
inflated catchfly plants. The concentrations of the metals cadmium and zinc were
determined in the above-ground shoots of the inflated catchfly plants and in the bodies of
adult alfalfa moths.

For these sites, a gradient in metal concentrations was previously detected in the
shoots of the inflated catchfly. This situation allowed for the assessment of the efficiency
of defence systems primarily involved in reducing antioxidant stress in ladybugs when
feeding on plants with varying metal contamination and flavonoid levels, which were
transferred to the cultivated plant alfalfa, and whether they additionally responded to a
short period of starvation. The concentrations of the metals cadmium and zinc were
determined in the above-ground shoots of the inflated catchfly and in the bodies of adult

alfalfa beetles. In the bodies of S. vigintiquatuorpunctata larvae and adults, the following
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measurements were performed: the concentration of reduced glutathione using a
spectrofluorometer, and the following spectrophotometric determinations were
performed: total protein concentration using the Bradford method, glutathione S-
transferase (GST) activity using CDNB, total antioxidant capacity (TAC) using the
ABTS+ radical, malondialdehyde (MDA) concentration, the ratio of reduced to oxidized
thiols (RSH/RSSR), and y-glutamyl transpeptidase (GGT) activity (only in larvae). In the
bodies of the adults of S. vigintiquatuorpunctata grown on above-ground shoots of the
inflated catchfly S. vulgaris (from sites I and II, untreated or subjected to a 1-day and 2-
day period of starvation), the following measurements were performed: the
concentrations of energy substrates (carbohydrates, protein, lipids, glycogen).

A concentration gradient was confirmed when considering metal concentration in
plant shoots depending on their location from the disused smelter; higher concentrations
were found in plants from sites closer to the disused emitter. In the case of flavonoids, the
differences were independent of the metal gradient presented. Although such
differentiation did not occur in insects feeding on plants from different locations, a
dominance of different antioxidant defence components was observed between ladybugs
feeding on shoots of the inflated catchfly from different locations in terms of the
utilization of small-molecule antioxidants such as glutathione or protein thiols. This
differentiation appears to be maintained also in individuals transferred to the next host
plant, alfalfa. This indicates that a prior history of exposure to food, particularly with
varying metal content, may be important for the insects' subsequent detoxification

efficiency.

Keywords: Subcoccinella vigintiquatuorpunctata, starvation, cadmium, zinc, flavonoids,

detoxification



Spis tresci

WYKAZ SKROTOW .....cosiriimiiimiiiieeeiesiieseessssssssssss st sssssssssssss s s sssssssssssssssssssssssnnes 9

Lo WSTEP ...ttt st et sb e s bt b s r e ese e r e sae et e e b eanes 10

1. ROSHNOZErNE OWAY. ........cocueiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt st st 10

1.1 ODBrona ro$lin..........cocooiiiiiiiiiiiiii s 12

1.2 FIAWONOIAY......coouiiiiiiiiieieeeeeeee ettt sttt e s esaee e e 13

1.3 Wybrane czynniki modyfikujgce zawartos¢ flawonoidow w roslinach.................. 14

1.4 Wplyw flawonoidow na owady. ..........cccooeiiiiiniiniiiieeee e 15

2. Metale CIEZKIE. .........coovmiiiiiiiiiieee e e 16

2.1 Zrodta metali CIEZKICK. .............cc.oveevceceeeeeeeceeseeeee s eesse s se s saenassees 17

2.2. Metale cigzKie W glebie.............cccoeiiiiiiiiiiii 19

2.3 Metale cigzKie W roSlinach. ...............ccoccoooiiiiiiiiniin e 21

2.4 Metale cigzKie U OWAAOW. .........cccoeiiiriiiiiiiiiceeeee e 22

2.5 Dzialanie kadmu i cynku na roslinoZzerne owady. ............ccccoceeveeiieniinieniiennienen. 23

e GHOA. ... e e s 26

4. Systemy obronne wobec wybranych StreSOrow. .............cccoveirniieniiiinieeniec e 28

II. CELE PRACQCY ...ttt sttt sttt st b sttt st b et nbe s 31

III. MATERIAL I METODY .....ooooiiiiiiiiieiiee et 33

1. Charakterystyka badanego gatunku. .................cocoiviiiiiiiiiiine 33

2. Zbior oraz hodowla materialu badawczego...............cccoviiiiiiiiiiiinieniieeeee, 33
3. Oznaczenia wykonane w pedach nadziemnych roslin: lepnicy rozdetej S. vulgaris i

lucerny siewnej M. sativa oraz w ciele larw i osobnikéw dorostych owelnicy lucernianki
S. VIGIRHQUATUOFPURCIALA. ....................cceovviiiiiiiiiiiiiiice et 35

4.

Opis uzytych metod/technik badawczych. ............c.cccoovviiiiiiiiiiiiiiii e 36

4.1 Stezenie Cd i Zn w pedach roslin i ciele owelnicy lucernianki S.
VIGINLIQUATUOFPURCHALA. ...............ooeeeeeeieeeeiieenieesieeeiteesateeesieeesbeessateesbeesssseesateesaseeesaseess 36

4.2 Stezenie flawonoidéw calkowitych w pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S.
vulgaris 1 lucerny SieWnej M. SALIVA. ..............ccoovveieicueeriieiniiieniiee et sieessiee e e ssieeessee s 37

4.3 Pomiary parametréw stresu oksydacyjnego w ciele larw i osobnikéw dorostych

owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata. ........................ccocceeveeevncieenceenncveenenenn 38
4.3.1 Ste¢zenie glutationu zredukowanego (GSH). ..., 38
4.3.2  Pomiar calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC).........c.cccceeverenneee 38
4.3.3  Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST)........ccocoevvevinienininccninens 39
4.3.4 Badanie in vitro GST w obecnos$ci wybranych inhibitoroéw. ....................... 39

4.3.5 Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) — produktu peroksydacji lipidow.
40



4.3.6 Proporcja tioli zredukowanych do utlenionych (RSH/RSSR). ................... 40

4.3.7 Aktywnos$¢ enzymu y-glutamylotraspeptydazy (GGT). .......ccccocevvvvenenen. 41

4.3.8 Stezenie bialka calkowitego. ..............ccccoeviiiiiniiiniinien 41

4.4 Stezenie substratow energetycznych. ...........cocoviiiiiiiiiiiiiiiiieen 42

5. Metody StatyStYCZIE. ........c.coovviiiiiiiiiiiiiiii 43
IV, WYNIKI ...ttt st e se e sb s sr e r e sae e aneeanes 44
1. Zawarto$¢ metali w pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris. ................... 44

2. Zawartos¢ metali w ciele osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S.
VIGIRUQUATUOFPDUICIALA. ................cceeeeeieeeeeeeeeee ettt et sae ettt e sb et beesaeesaeeeeees 46

3. Stezenie flawonoidow calkowitych w pedach nadziemnych roslin: lucerny siewnej
M. sativa oraz lepnicy rozdetej S. vulgaris zebranej z trzech réznych odleglosciach,

oddalonych od nieczynnego emitera..............ccccooeeriiriiriieiienici e 48
4. Stezenie glutationu zredukowanego (GSH). ..........ccccooiiiiiiiiiiniiiiineee e 49
5. Poziom calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC). .........cccceiieiiineniinnnnnnen. 53
6. AktywnoS$¢ S-transferazy glutationowej (GST)........ccccoovivriiiiiiiiniiinnec e 58
7. Badanie in vitro GST w obecnos$ci wybranych inhibitorow. ..................c.ccoccoenn. 61
8. Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) — produktu peroksydacji lipidéw........... 63
9. Proporcja tioli zredukowanych do utlenionych (RSH/RSSR). ......cccoooiiiniinnnnnen. 66
10. Aktywnos$¢ y-glutamylotraspeptydazy (GGT). .......cocovvieiiiiiineeniiniceceeeeeeee 69
11. Stezenie bialka calKOWItego. ............cocviiiiiiiiiiiiiiii e 70
12. Stezenie substratow energetyCczZnych..........cccccooviiiiiiiiiniiiiiiiiiiieeneeere e 73
V. DYSKIUSTA . ...ttt s et e e sr e ne e 77

1. Stezenie metali w lepnicy rozdetej i w cialach owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata z trzech stanowisk. ...............cccccooviiiiiii 77

2. Zawartos¢ flawonoidow w pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris z
trzech analizowanych stanowisk. ................coooiiiiiiiii 80

3. Obrona detoksykacyjna owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata zerujacych
na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris, cechujacych si¢ zréoznicowaniem
zawarto$ci metali i flawonoidOw. .............cccooiiiiiiiiiii e 81

4. Krotkotrwale okresy glodu u osobnikéw dorostych owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata po okresie Zzerowania na lepnicy rozdetej S. vulgaris. ................. 81

5. Reakcja obronna u osobnikéw owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata
hodowanych na lucernie siewnej M. sativa, wcze$niej hodowanych na roslinach lepnicy

rozdetej S. vulgaris o ré6znej zawartoSci metali i flawonoidow..............c.cccoeceeiininninnen. 83
VI WINTOSKI ...ttt ettt sttt s bt et s bt et b sae e besbeeanes 85
VII. BIBLIOGRAFTA ..........ccoiiiitte ettt sttt sttt st 87



WYKAZ SKROTOW

ABTS 2,2-azytnobis(3etylobenzotiazolini-6-sulfonian)
ABTS" rodnik 2,2-azytnobis(3etylobenzotiazolini-6-sulfonian)
GGT y-glutamylotraspeptydaza

GSH glutation zdredukowany

GST S-transferaza glutationowa

MDA dialdehyd malonowy

RSH tiole zredukowane

RSSR tiole utlenione

TAC catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna



.  WSTEP

1. Roslinozerne owady.

Jednym z najbardziej zréznicowanych typdéw organizmdéw na ziemi sg owady
(Zhang 1 in., 2023). Nowe opracowania metod badawczych, z uzyciem bardziej
zaawansowanych narzedzi statystycznych oraz uzyskiwaniem coraz to nowych danych,
pozwolity na oszacowanie globalnej roznorodnos$ci gatunkowej. Szacuje si¢, ze jest okoto
5,5 miliona gatunkow owadow, a okolo 1 miliona zostato dotychczas poznanych. Ponad
potowa z nich to owady ro$linozerne. Nadal nie zbadano jeszcze ok. 80% z nich,
zwlaszcza gatunkow z rzgdow: Coleoptera, Diptera i Hymenoptera. (Stork, 2018; Zhang
1 1in., 2023). Owady ros$linozerne sg szczegdlng grupa zwierzat poniewaz, ich zdolnos$ci
przystosowawcze do zmiennych warunkéw $rodowiska, umozliwiaja im szybkie
rozpraszanie si¢ w agroekosystemach oraz w miar¢ mozliwosci zwigkszanie liczebnos$ci
na zasiedlonych nowych terytoriach — dajac im przewage nad innymi grupami zwierzat.
(Lastivka, 2009). Warto zwroci¢ uwage na inne czynniki, ktére moga mie¢ znaczenie dla
rozprzestrzenienia owadow roslinozernych. Zmiany klimatyczne (dotyczace m.in.
wzrostu §redniej temperatury rocznej, czy rosngcego niedoboru wody) moga stanowic
duze wyzwanie dla hodowcow roslin w przysztosci, gdyz moga wplywaé na
wystgpowanie szkodnikéw owadzich. Lagodne zimy moga zwigkszaé przezywalno$§¢
owadow wrazliwych na mroz. Podwyzszona temperatura otoczenia moze przyczyniac si¢
do wyzszych wskaznikOw wzrostu 1 rozmnazania oraz moze poméc w szybszym
uzyskaniu minimalnej temperatury lotu (Grace 1 in., 2019).

Jednymi z czynnikdw abiotycznych, sa te zwigzane z pogoda. Stwierdzono
bowiem, ze wzrost, rozmnazanie i liczebno$¢ populacji zalezag od ich sezonowe;j
zmiennosci, co pokazano na przyktadzie roslin rosnacych w Indiach. Czynniki pogodowe
takie, jak: temperatura maksymalna, wieczorna wilgotno$¢ wzgledna czy opady deszczu,
wystepujace w okreslonych sezonach (luty — maj; czerwiec — wrzesien) przyczyniaty si¢
do zmian intensywnos$ci zerowania glownych grup szkodnikdéw drzew moringi
olejodajnej Moringa oleifera w Indiach. Warto jednak zaznaczy¢, wplyw czynnikow
takich, jak temperatura, opady atmosferyczne czy wilgotno$¢ wzgledna, moga moze by¢
specyficzny gatunkowo. Na podstawie badan prowadzonych na przedstawicielach z rz¢du
Lepidoptera, Zerujacych na uprawach ziemniaka, stwierdzano ich najwigkszg liczebno$¢

w okresie czerwiec-lipiec, wskazano, Zze temperatura byla znaczacym parametrem
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sprzyjajacym zwigkszeniu liczebno$ci badanej populacji (Thakur i Rawat, 2014;
Manikandan i Rengalakshmi, 2024; Saini i in., 2024).

Na aktywno$¢ szkodnikéw wplywaé moze wplywaé kompozycja krajobrazu
wokot danej uprawy. Zaobserwowano, ze u wybranych szkodnikéw polifagicznych,
obecno$¢ innych, dodatkowych upraw w otoczeniu, moze modyfikowa¢ ich dynamike
populacji (Sivakoff i in., 2013). Uksztaltowanie i zréznicowanie danego terenu to inne
kluczowe cechy warunkujgce zamiar zasiedlenia. Zaobserwowano, ze udzial upraw
pszenicy w danym terenie i ich przestrzenna organizacja moze by¢ waznym czynnikiem
dla tempa zasiedlenia u mszycy zbozowej Sitobion avenae (Ciss i in., 2013).

Kolejny czynnik jakim jest niska jako$¢ rosliny zywicielskiej — wrzosu
pospolitego Calluna vulgaris, pod wzgledem zmniejszonej zawartosci azotu, moze
prowadzi¢ wsrodd chrzaszezy Lochmaea suturalis do obnizonej ptodnosci, zwigkszonej
$miertelno$ci w czasie zimowania (Peterson i in., 2024). W innym badaniu
zaobserwowano, iz zerowanie 39 gatunkéw szkodnikow (w tym 6-ciu uwazanych za
gléwne), nalezace do rzedow: Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Heteroptera,
Thysanoptera 1 Coleoptera w duzej mierze bylo uzaleznione od okresu rozwoju rosliny
uprawnej, soi Glycine max. Pojawienie si¢ wickszosci z nich odnotowano w fazie
spoczynku do momentu zakwitnienia, a najbardziej znaczacy atak owadow — podczas
fazy kwitnienia i tworzenia stragkow (Biswas 2013). Inny czynnik, wzrost zasolenia
(podwyzszenie stgzenia chlorku sodu w glebie) powodowal obnizenie ptodnosci i
przezywalno$ci oraz skrocenie zycia w populacjach mszyc Aphis gossypii (Jiao 1 in.,
2024).

Waznym czynnikiem abiotycznym jest ste¢zenie metali w tkankach roslin, do
ktoérego odnosze si¢ w nastgpnym rozdziale.

Charakter uszkodzen ro$lin spowodowanych przez szkodniki owadzie moze by¢
wieloraki (Biswas 2013). Przyktadowo, charakterystycznym objawem zerowania larw
¢my Spodoptera litura moga by¢ nieregularne otwory w lisciach oraz wydrgzone tunele
w todygach soi Glycine max, a larw ¢my Helicoverpa armigera — znieksztalcone pedy
tych roslin (Biswas 2013). Owady moga uszkadzaé rosliny zywicielskie, poprzez
gryzienie czy zucie liSci, todygi 1 korzeni oraz przez wysysanie sokow — zwykle
rejestrowane ubytki moga by¢ oznaka ich zerowania. Wsrdd oznak, ujawniajacych
zaatakowanie roslin przez okreslone szkodniki moga by¢ takze zmiany barwy lisci (np.
z6tknigcie, czy bragzowienie), tworzenie galasow, oprzedoéw na roslinach zywicielskich

(Kumar 1 Rathor 2020). Owady ros$linozerne dodatkowo moga by¢ wektorami dla
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wirusow, bakterii, grzybow, ktore z kolei mogg wywota¢ choroby roslin uprawnych
(Almeida i Nunneya, 2015; Whitfield, 2015; Grace i in., 2019; Kumar i Rathor, 2020).
Opisano juz co najmniej kilkuset takich chordb u réznych roslin powodujacych znaczne

obnizenie jako$ci plonéw (Kumar i Rathor, 2020).

1.1 Obrona roslin.

Rosliny, aby moc efektywnie broni¢ si¢ przed roslinozercami, wyksztatcity rozne
mechanizmy morfologiczne, biochemiczne czy mechaniczne, ktére moga oddziatywac
na ich odzywianie, wzrost czy przetrwanie (War i in., 2012). Cechy anatomiczne roslin
np. zwarto$¢ wiechy u sorgo Sorghum bicolor takze moga wplywac na liczebnos¢
szkodnikow, ktére w zaleznosci od gatunku preferuja odmienng struktur¢ wiechy, by
zapewni¢ sobie odpowiednie warunki do wzrostu (Saini i in., 2024). Zainfekowane
ro$liny przez szkodniki owadzie, mogg sta¢ si¢ tatwiejszym celem inwazji dla
szkodnikéw tego samego lub nalezacego do innego gatunku, z tego wzgledu, ze
stwierdzono tlumienie mechanizméw obronnych kukurydzy przez poprzedniego
szkodnika i tym samym stwarzajac ryzyko kolonizacji przez nastepnego (Oliveira i in.,
2024). Indukowane reakcje obronne ro$lin moga by¢ wywotane w odpowiedzi na
zerowanie roslinozernych owadow. Wyspecjalizowane struktury morfologiczne, ktore sa
przyktadem mechanicznej ochrony powierzchni roslin np.: witoski, trichomy, ciernie,
kolce, grube liscie, wytrzymalos¢. Waznym czynnikiem ktory moze limitowac ilos¢
roslinozercow moga by¢ wytwarzane wtérne substancje roslinne przez ro$liny
zywicielskie takich, jak: terpenoidy, alkaloidy, antocyjany, fenole, flawonoidy, lektyny,
garbniki, inhibitory proteinaz, enzymy, chininy, kardenolidy, glikozydy irydoidowe czy
fitohormony (War 1 in., 2012; Belete, 2018; War 1 in., 2018). Wykorzystanie
odpowiednich odmian roslin uprawnych wykorzystujacych niektore z tych
mechanizmow mozna wykorzystywac¢ do wplywania na liczebnos$¢ szkodnikow (Belete
2018). Wytwarzanie lotnych zwigzkdéw organicznych przez pomidory, moga shuzy¢ na
przyklad wykorzystania odpowiednich odmian tych roslin, skutecznych w odstraszaniu
szkodnika sko$nika pomidorowego Tuta absoluta ,obnizajac straty w uszkodzeniach
ro$lin uprawowych (Amegan i in., 2024). Substancje lotne, wytwarzane przez ro$liny
mogg by¢ pomocne w lokalizacji oraz wyborze rosliny zywicielskiej, lecz takze moga
dziala¢ odstraszajaco na owady ro$linozerne. Innym przyktadem sg zwigzki organiczne
wytwarzane przez kukurydze Zea mays, ktore sa wykorzystywane zarowno przez larwy

jak 1 owady doroste ¢my Spodoptera frugiperda w celu zlokalizowania ich ro$liny
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zywicielskiej, kukurydzy. I tak, substancje takie, jak salicylan metylu i (E)-alfa-
bergamonten dzialaja wabigco do skladania jaj, natomiast (E)-4,8-dimethyl-1,3,7-
nonatrien — odstraszajgco, za$§ octan geranylu moze cechowac¢ dziatanie odstraszajgce jak
1 wabigce, w zaleznosci od matrycy tych substancji (Yactayo-Chang i in., 2021).
Zmienno$¢ genetyczna u ro$lin takze moze wplywa¢ na ich cechy obrony przed
ros$linozernymi owadami (War i in., 2018). Wazny jest takze przyklad lucerny siewnej
Medicago sativa, dla ktorej wykazano indukowang obrong obecnos$cig roslinozercow
(uszkodzeniami 5 lub 7 dni wczesdniej przez zerujace larwy ¢my Spodoptera littoralis).
Obrona ta byla zwigzana z podwyzszeniem poziomu wybranych saponin i flawonoidéw

w lisciach (Agrell i in., 2003).

1.2 Flawonoidy.

Flawonoidy naleza do grupy fenolowych roslinnych metabolitow wtornych,
pochodnymi 2-fenylo-benzylo-y-pironu, wystepujacych u roslin zarodnikowych,
naczyniowych, ale takze u glonéw 1 mszakow (Politycka 2007). Wedtug Wu 1 wspoip.
(2023) zidentyfikowano ponad 10 000 réznych zwigzkéw flawonoidowych. Moga one
bra¢ udziat w interakcjach roslin z innymi organizmami (zwierz¢tami badz ro§linami), a
takze reakcjach na stresy srodowiskowe (Mierziak i in., 2014). Wsrdd nich wyrdzniamy:
flawonole, flawony, flawanony, izoflawony, antocyjanidy, flawanole (katechiny i
proantocyjanidyny) (Harborne i Williams 2000). Ich struktura chemiczna jest ztozona z
dwoch pierscieni aromatycznych polaczonych tréjweglowym mostkiem o uktadzie C6-
C3-Cé6. Trojweglowy mostek taczacy pierscienie A i B utworzony jest przez uktad
wigzania podwdjnego migdzy atomami wegla oraz grupg karbonylowa, ktory nastgpnie
jest przeksztatcany w trakcie biosyntezy w zawierajacy tlen pier§cien heterocykliczny—
tzw. y-piron (Marais 1 in., 2006).

Flawonoidy sa wytwarzane w cytozolu komorki (Tanaka i in., 2008). Biogeneza
tych zwigzkow jest zlozonym procesem. Powstaja one z prekursoréw metabolizmu
podstawowego tworzacego dwa szlaki:

e szlak octanowy, gdzie z 3 czasteczek malonylo-CoA uzyskanych z przemian

glukozy powstaje pierscien A

e szlak szikimowy, gdzie erytrozo-4-fosforan oraz fosfoenolopirogronian ulegaja

przeksztatceniu w kwas szikimowy, a pozniej w aromatyczne aminokwasy:
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fenyloalaning lub tyrozyne, ktére ulegaja deaminacji tworzac kwas cynamonowy

(Winkel-Shirley 2001).

Dalszym etapem biosyntezy zwigzkéw flawonoidowych jest przemiana kwasu
cynamonowego do kwasu parakumarowego, ktory za§ przeksztalca sie¢ w
parakumaroilokoezym A. Podstawowym procesem biosyntezy tychze zwigzkow jest
cyklizacja parakumaroilokoenzymu A do chalkonu, z ktérego powstaje flawanon —
wyjsciowy zwigzek do syntezy pozostatych grup flawonoidow (Winkel 2006).

Flawonoidy moga spetlia¢ wielorakie role w roslinach. Zgromadzone w
wakuolach komoérkowych wpltywaja na barwe kwiatéw i owocodw, co moze by¢ istotne
przy wabieniu owadow zapylajacych (Mol i in., 1998). Jedng z wazniejszych rdl jest
modulowanie transportu fitohormonu — auksyny (Peer i Murphy 2007). Stwierdzono
takze dziatanie allelopatyczne tych zwigzkdw na inne ros$liny. Zaobserwowano bowiem,
ze ekstrakty przymiotna kanadyjskiego Conyza canadensis, zawierajace flawonoidy,
istotnie hamowaty kietkowanie nasion oraz wzrost siewek mietlicy roztogowej Agrostis
stolonifera 1 salaty siewnej Lactuca sativa. Ponadto zanotowano takze zahamowanie
wzrostu grzybow chorobotworczych ro§lin strzepniczka pasozytniczego Rhizoctonia
solani, co moze wskazywac¢ tym samym na funkcje obronng tychze zwiazkow (Zhang i
in. 2017). Pelnig rowniez funkcje antyoksydacyjna, w roslinach narazonych na szeroki
zakres stresorow $rodowiskowych np. stres fotooksydacyjny (Agati i in., 2020). W
przypadku narazenia ro$lin na stres ultrafioletu-B (UV-B) w potaczeniu z egzogennym
kwasem y-aminomastowym (GABA) (bioracy udzial m. in. w gromadzeniu metabolitow
wtornych) w kietkach soi Glycine max, nastapil znaczacy wzrost flawonoidow, a takze
aktywnos$¢ peroksydazy 1 katalazy oraz zmniejszenie dialdehydu malonowego w

porownaniu do kietkow, w ktorych zastosowano inhibitory GABA (Gu i in. 2022).

1.3 Wybrane czynniki modyfikujace zawartos¢ flawonoidow w roslinach.

Obecnos¢ metali cigzkich w glebie, ktore z kolei moga by¢ pobrane przez rosliny,
moze réwniez wywieraC wptyw na wystepujace u nich flawonoidy. Przyktadem jest
dos$wiadczenie, w ktorym badano wpltyw 30-dniowego narazenia na rézne stezenia
kadmu (0; 0,2; 0,4; 0,6 mM) kapusty sitowatej Brassica juncea na zawarto$¢
flawonoidow. Wyniki wykazaty znaczny spadek zawarto$ci flawonoidéw w pedach roslin
traktowanych 0,6 mM Cd w poréwnaniu z kontrolg (Kapoor 1 in., 2014). W badaniu
prowadzonym na roslinie Gynura procumbens z rodziny Asteraceae, ktore polegato na

poréwnaniu narazenia metali Cd i Cu na flawonoidy. Zaobserwowano wowczas, ze
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ekspozycja tych roslin na obydwa metale jednoczes$nie, spowodowata zmniejszenie
produkcji flawonoidéw catkowitych w poréwnaniu z narazeniem na tylko jeden metal
(Ibrahim 1 1n., 2017). Stres spowodowany narazeniem roslin na metale cigzkie moze takze
objawiac¢ si¢ wzrostem zawartosci flawonoidéw. Rosliny paproci Nephrolepis biserrata
zebranej z obszaru znajdujacego si¢ w odlegtosci 20 metréw od terenéw przemystowych
porownano z rosngcymi w oddaleniu 10 km od obszaréw przemystowych jako
kontrolnymi. Zaobserwowano, ze zawartos¢ cynku, otowiu i miedzi w glebie pobranej w
odlegtosci 20 metrow z terenu przemystowego byla znacznie wyzsza w poréwnaniu z
gleba kontrolng, oddalong o 10 km od obszaréw przemystowych. Analiza ujawnita, ze w
prébkach tych roslin, zebranych z obszaru znajdujacego si¢ w odlegtosci 20 metrow od
terenow przemystowych, stezenie flawonoidow catkowitych byto wyzsze w pordwnaniu
do kontroli (Manan i in., 2015). W innym badaniu analizowano reakcj¢ pomidora
Lycopersicon esculentum na stres wywotany metalami Cu i Zn. Rosliny te byty narazone
na rézne stezenia tych metali (0, 200, 300, 400, 500 ppm). Zanotowano, ze w lisciach i
korzeniach tych roélin, poddanych dzialaniu Cu i Zn, akumulacja flawonoidow bylta
wieksza w porownaniu do ro$lin kontrolnych. Wzrost ten byt wprost proporcjonalny do
stezen metali, a najwyzsza akumulacja miala miejsce w lisSciach w pordwnaniu do
korzeni. Najwigkszy efekt zaobserwowano przy stezeniu 500 ppm metali zarowno w

lisciach, jak 1 w korzeniach (Badiaa i in., 2020).

1.4 Wplyw flawonoidow na owady.

Flawonoidy obecne w roslinach, moga modulowa¢ reakcje owaddéw z roslinami,
ro$linozercow i zapylaczy. W przypadku pszczoty miodnej Apis mellifera w badaniu testu
swobodnego lotu, wykazano wigksza preferencje pozywki zawierajacej kwercetyne w
porownaniu do kontrolnej, sktadajacej si¢ z wylacznie z wody 1 cukru. Takie zachowanie
pszcz6t miodnych moze wskazywac na istotne biologiczne znaczenie tego zwigzku dla
nich (Liao i in., 2017). Zwiazki te mogg rowniez oddzialywaé na procesy trawienne u
owadow, co tym samym moze stanowi¢ funkcje obronng przeciwko nim. Powodem tego
zjawiska jest potencjalne dziatanie hamujgce kluczowych enzymow trawiennych w
jelicie srodkowym u owaddw. Przyktadem moze by¢ do§wiadczenie przeprowadzone z
udziatem larw owadow z rodziny Noctuidae Spodoptera litura. U osobnikow karmionych
pozywka z dodatkiem flawonoidow takich, jak rutyna, kwas chlorogenowy, kwas
chinowy, kwas kofeinowy, naringenina, kwercetyna, kemferol, mirycetyna, katechina,

kwas ferulowy, nastgpito zmniejszenie aktywnos$ci proteazy serynowej i trypsyny w
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poréwnaniu do larw karmionych pozywka bez flawonoidow (Su i in., 2018). Flawonoidy,
obecne w pokarmie, wchodzac z interakcje z hormonami steroidowymi, moga wptywaé
na wzrost i rozmnazanie owadow. Inne badania wskazuja na mozliwy wptyw na linienie,
odzywianie czy behawior (Van Loon i in., 2002; Boué i Raina 2003).

Flawonoidy u owadoéw moga indukowaé stres oksydacyjny, przejawiajacy si¢
zmiang aktywnos$ci enzyméw detoksykujacych. Takie zjawisko zaobserwowano u larw
motyli Earias vittella (Lepidoptera) i u stonecznicy or¢zowki Helicoverpa armigera,
gdzie larwy zerowaly na diecie z dodatkiem flawonoidu pochodzacego z rosliny z rodziny
jasnotowatych Clerodendrum phlomidis. Zanotowano obnizenie aktywnosci transferazy
glutationowej (GST) w ciele larw dwoch gatunkéw zerujacych na diecie z dodatkiem
flawonoidu w poréwnaniu do larw karmionych pozywka bez flawonoidu (Baskar 1 in.,
2014). Flawonoidy moga takze niwelowac stres oksydacyjny. Badania przeprowadzone
na wywilzni kartowatej Drosophila melanogaster wykazaly, ze w ciele tych owadow
traktowanych jednocze$nie kwercetyng 1 H2O> wystgpowat nizszy stres oksydacyjny niz

obecnos$ci samego nadtlenku wodoru (Subramanian i in., 2017).

2. Metale ciezkie.

Metale sa obecne w $rodowisku w réznych stezeniach w skale glebotworczej,
glebie, wodzie, powietrzu, czy w materii biologicznej (Stankovic i Stankovic 2013). Od
czasu powstania Ziemi prawie wszystkie metale, ktore wystepuja w Srodowisku
naturalnym sg poddawane cyklowi biogeochemicznemu. Zapoczatkowanie rewolucji
przemystowe] przyspieszylo ich tempo redystrybucji miedzy poszczegdlnymi
skladowymi $rodowiska, przez dodatkowe procesy powiazane z dziataniem czlowieka
(Garrett 2000). Ogo6lnie pierwiastki nalezace do metali cigzkich, mozna zaliczy¢ te, ktore
majg gesto$é powyzej 5 g/cm?® lub wysoka mase atomowa, s3 to np.: tytan, wanad, chrom,
mangan, zelazo, kobalt, nikiel, miedz, cynk, molibden, srebro, kadm, cyna, platyna, ztoto,
rte¢, oldow (Rachman i1 Singh, 2019; Briffa i in., 2020). Poprzez ich wszechstronne
zastosowanie m in. w przemysle, rolnictwie, medycynie, gospodarstwach domowych sg
szeroko rozpowszechnione w srodowisku (Tchounwou i in., 2012). Pierwiastki te, po ich
uwolnieniu, sg przez dhugi czas obecne w $rodowisku, nie ulegaja rozkladowi ani
biodegradacji, a niektore z nich wystgpujac podwyzszonych stezeniach moga przejawiac
wysoce toksyczne dziatanie (Wu 1 in., 2016; Rachman i Singh, 2019; Briffa 1 in., 2020;
Jin 1 in., 2020). Oprocz tego posiadajg zdolnos¢ do akumulacji m. in. w glebie, wodzie,
powietrzui w organizmach zywych (Zwolak i in., 2019). Oddziatywanie metali cigzkich
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na organizmy zywe moze objawiac si¢ zaktocaniem waznych etapow w réznych cyklach
biochemicznych lub metabolicznych (Sarpong i in., 2025). Niektére metale cigzkie
wykazuja wysoka toksycznos¢ nawet w bardzo niskich stezeniach — nalezg do nich: arsen
(As), kadm (Cd), chrom (Cr)(VI), rte¢ (Hg) 1 otléw (Pb) (Rachman 1 Singh, 2019). Metale
cigzkie takie, jak: zelazo, mangan, molibden, miedz, nikiel i kobalt w niewielkich
ilo$ciach, jako mikroelementy odgrywaja m. in. istotng role w aktywnos$ci metabolicznej
roslinach 1 sg niezbedne w pozywieniu dla ludzi 1 zwierzat (Peralta-Videa 1 in., 2009;
Park i in., 2011; Rachman i Singh, 2019). Metale Cu, Fe, Mn, Zn pelnig wazng rolg w
uktadzie odpornosciowym oraz funkcjonowaniu proceséw fizjologicznych u organizmow
zywych, lecz tylko do okreslonego poziomu st¢zenia wymienionych pierwiastkéw —

zagrozenie stanowi przekroczenie pewnej wartosci granicznej (Sarpong 1 in., 2025).

2.1 Zrédla metali ciezkich.

Metale sa wszechobecne w §rodowisku naturalnym ze wzgledu na ich nieustanne
uwalnianie do otoczenia, zarowno ze zrddel naturalnych, jak i antropogenicznych (Wu i
in. 2016). Naturalne zrdédta to m. in.: aktywno$¢ wulkaniczna, parowanie metali z wody i
gleby, erozja gleby, wtorne zawieszanie osadow, wietrzenie geologiczne (Briffa i in.,
2020). Zrédta antropogeniczne, zwigzane s3 glownie zwigzane z wydobyciem i
przetwarzaniem metali, wytapianiem lub obrobka rud metali, hutnictwem,
odlewnictwem, spalaniem paliw kopalnych 1 produktow ropopochodnych, generowaniem
odpadéw z gospodarstw domowych, przemystowych i samochodowych, wysypiskami
$mieci, robotami drogowymi, ze stosowaniem nawozOw sztucznych, obornika
zwierzgcego, oraz pestycydow, zawierajacych sole metali cigzkich czy insektycydow
(Sankhla 1 Kumar 2019; Briffa i in., 2020; Jin i in., 2020).

Szczegbdlnym rodzajem zanieczyszczen sg tzw. e-odpady, pochodzace z urzadzen
elektronicznych i elektrycznych takich, jak m. in. lodowka, telewizor, komputer, pralka,
telefon komorkowy, drukarka, klimatyzator, ktorych roczne w krajach rozwinigtych
powstaje ponad 5 min ton, a wskutek szybkiego rozwoju technologii, ktéry doprowadzit
do poprawy wydajnosci 1 jednoczes$nie skrocenia zywotnosci produktow — znacznego
zwigkszenia ilo§ci wyrzucanego sprzetu. Mozna w nich znalez¢ takie metale, jak np.
pallad, miedz, aluminium, ind, cynk, ztoto, srebro (Osibanjo i Nnorom 2007; Ruan i Xu,
2016). Aby nie obcigza¢ srodowiska metalami cigzkimi pochodzacymi od odpadow
urzadzen elektronicznych 1 elektrycznych waznym aspektem jest ich odpowiednie

przetwarzanie. Okazuje si¢, ze jednak wigkszym problemem dla $rodowiska jest ich

17



recykling, ktory szczeg6lnie w krajach rozwijajacych si¢ i slabo rozwinigtych jest w
mniejszym stopniu zaawansowany technologicznie np.: r¢gczny demontaz urzadzen,
otwarte spalanie czy przemywanie kwasem (Ruan 1 Xu, 2016). W badaniu
przeprowadzonym w latach 2006-2010, w potudniowo-wschodnich Chinach,
zaobserwowano wzrost st¢zenia olowiu, miedzi i kadmu w ziarnach ryzu, zebranych z
p6l uprawnych potozonych woko6l miejscach demontazu e-odpadéw niz tych,
znajdujacych si¢ na innych obszarach, oddalonych o okoto 50 km (Fu i in., 2013).
Znaczny udzial w uwalnianiu metali ci¢zkich ma przemyst wydobywczy i
hutniczy. Przeprowadzone dotychczas badania potwierdzily obecnos¢ metali cigzkich w
glebach, umiejscowionych wokét hut metali ciezkich. Przyktadem sa wykryte metale
cigzkie takie, jak m. in.: Cu, Zn, Pb, Cr 1 Cd w wierzchniej warstwie gleby z obszaru
gorniczego. Przykladem sa wykryte metale cigzkie takie, jak m. in.: Cu, Zn, Pb, Cri Cd
w wierzchniej warstwie gleby z obszaru gérniczego i hutniczego w poblizu Sudbury w
Kanadzie (Adamo i in., 2002). Nastepnym przyktadem jest obecnos¢ metali cigzkich (m.
in.: Cr, Cu, Pb 1 Zn) w glebach w poblizu kompleksu przemystowego Port Kembla w
Nowej Potudniowej Walii w Australii, w sktad ktérego wchodzi huta miedzi, huta stali i
powigzane galezie przemystu (Martley i in., 2004). W Polsce mozna wymieni¢ takie
miejsca, jak np.: huty miedzi w Glogowie 1 Legnicy oraz huty cynku w Otawie, w poblizu
ktérych stwierdzono zanieczyszczenie metalami Zn, Cu i Pb w wierzchniej warstwie
gleby (Hottra i Zamorska-Wojdyta 2020). W przypadku obecno$ci uwolnionych metali
ciezkich w glebie, ich biodostgpnos¢ moze by¢ bardzo wysoka 1 mie¢ negatywny wptyw
na jej biologiczne funkcjonowanie, wtasciwosci, zyznos¢, kondycje oraz na ekosystem
(Seraj 1 Rahman 2018). W badaniach prowadzonych po awarii kopalni pirytu Aznalcollar
w Hiszpanii w ramach skutecznosci technik remediacji gleb skazonych cynkiem, miedzia,
otowiem i arsenem stwierdzono ze toksycznos¢ tych metali zalezy od ich poszczegdlnych
rozpuszczalnosci, a takze od pH gleby. Zaobserwowano wowczas, ze przy wyzszym pH
1 wzroscie zawartosci CaCO3 oraz mniejsza rozpuszczalnosci tych pierwiastkow —
procesy oczyszczania odnosity pozadany skutek (Garcia-Carmona i in., 2017).
Urbanizacja i uprzemystowienie w najwigkszym stopniu przyczyniaja si¢ do
zanieczyszczenia metalami cigzkimi wod — sa one transportowane z terenow
przemystowych 1 obszaréw miejskich, a nast¢pnie gromadza si¢ w glebie 1 osadach
zbiornikow wodnych (Masindi i Muendi 2018). Moze stanowi¢ to istotny problem dla
organizméw zywych, bytujacych w danym $rodowisku. Przyktadem sa obserwacje

prowadzone w regionie na Slowacji, w ktérym wczesniej prowadzono dzialalnos¢
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wydobywcza, zawarto$ci pierwiastkow takich, jak: Zn, Cd, Cu, Pb, Hg, przekraczaty
warto$ci dopuszczalne w glebie, a w przypadku Hg stwierdzono znacznie podwyzszone
stezenie tego pierwiastka w pedach paproci Athyrium filix-femina dominujacych na tych
terenach oraz traw z rodziny Poaceae (Musilovaiin., 2016). Okoto 40-73% pierwiastkow,
glownie Pb, Zn, Cd uwalnianych do $rodowiska w tym m. in. do gleb, nie tylko
bezposrednio z hut, ale tez z odpadéw hutniczych takich, jak zuzle hutnicze, produkty
spalania czy odpady poflotacyjne z kopaln (Xu i in., 2021). Badanie rozkladu
przestrzennego zawartosci metali ciezkich np. w glebie jest przydatne w okreslaniu
wptywu oddziatywania danego emitera na wybranym obszarze. W przyktadowej analizie
rozktadu metali w wierzchniej warstwie gleby (0-20 cm) w rejonie dwoch hut w Chinach,
ujawniono, iz wraz ze wzrostem odleglosci od huty Zhuzhou zaobserwowano obnizenie
ilosci metali w badanej warstwie gleby w kolejnosci Cd (5,78) > Zn (1,29) > Pb (0,95) >
Ni (0,51)>Cr (0,49) > As (0,39) > Cu (0,29) > Hg (0,27), natomiast od drugiej — Huludao
—Cd (13,08) > Zn (2,05) > Hg (1,69) > Pb (0,83) > Ni (0,39) > Cu (0,34) > As (0,29) >
Cr (0,22) (w nawiasach podano $rednie wartosci wskaznika zanieczyszczenia Pi), przy
czym istotne réznice w redukcji w zawartosci Hg i1 Pb byly prawdopodobnie
spowodowane przez migracje i sedymentacj¢ lotnych gazéw z hut do atmosfery (Yu in.,
2021). Dilugotrwata dziatalno§¢ wydobywcza 1 hutnicza, ktora zostata juz zakonczona,
rowniez moze wptywac na zawarto$¢ metali cigzkich w glebach znajdujacych si¢ w
poblizu nieczynnych zakladéw. Pokazano w przypadku terenéw rolniczych w
potudniowo-zachodnich Chinach, potozonych blisko miejsc, gdzie w ciggu ostatnich
kilku stuleci zaymowano si¢ wydobywaniem otowiu oraz wytapianiem Pb-Zn, ze byly
powaznie zanieczyszczone (Xie i in., 2023). Zanieczyszczenie metalami cigzkimi moze
réwniez dotyczy¢ powietrza, gdzie zawarte w nim czastki state (PM), powstale wskutek
intensywnego rozwoju industrializacji oraz miast mogg takze zawiera¢ w swoim sktadzie
metale cigzkie, ktore pojawiajg si¢ wskutek czynnikow naturalnych (burze piaskowe) jak
1 antropogenicznych np.: dziatalno$¢ przemystowa, emisje spalin, pyly z budynkow i
chodnikow, spalanie paliw kopalnych, $mieci 1 tytoniu oraz resublimacje atmosferyczne

(Solegjmani i in., 2018).

2.2. Metale ci¢zkie w glebie.
Metale cigzkie, dzigki swoim witasciwosciom moga przez bardzo dlugi okres
czasu, nawet kilkuset lat, by¢ obecne w srodowisku. Dodatkowo, skazenie nimi obejmuje

nie tylko konkretny obszar, na ktorym znajduje si¢ zrodto emitujace ten rodzaj
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zanieczyszczen, ale tez przylegte gleby, grunty rolne, wody powierzchniowe czy osady
(Tersic 1 in., 2009; Patel i in., 2018; Anaman 1 in. 2022). Zaobserwowano, ze metale
wykrywane w gruntach rolnych, moga pochodzi¢ z wigcej niz jednego zrdodta. Przyktady
podali Yu i wsp (2021): w probkach gleby pobranych z pdl uprawnych, umiejscowionych
w poblizu fabryki i huty w rejonie, wykryto znacznie podwyzszone stezenia pierwiastkow
takich, jak: Cd, Hg, Pb, Zn, prawdopodobnie gléwnie wyemitowanych z dzialalnosci
huty, a takze z dzialalno$ci rolniczej, ze zrodet naturalnych oraz mieszanych —
przemystowych i zwigzanych z ruchem drogowym.

Ruchliwo$¢ 1 dostgpno$¢ metali cigzkich w glebie zalezy od jej zdolnosci
adsorpcyjnych i desorpcyjnych, a te sg powigzane z wilasciwosciami gleby: pH,
zawarto$cig materii organicznej oraz mineratoéw ilastych, pojemnoscia wymiany
kationow, statusem redoks, weglanu wapnia, tlenkow zelaza i manganu, st¢zeniem
fosforu, potasu, wapnia oraz zelaza i manganu (Zengiin., 2011; Dengiin., 2023;). Szereg
procesow fizykochemicznych réwniez wpltywaja na rodzaj i zawarto$¢ metali badz
metaloidow w $rodowisku glebowym. Do nich moga naleze¢, np.: reakcje
sorpcji/desorpcji, utleniania i redukcji, rozpuszczania i wytragcania oraz kompleksowanie
roztworéw, w szczegdlnosci reakcje sorpcji i desoprcji metali lub metaloidow z
kompleksow sorpcyjnych zaleza od pH, charakteru sktadnikow gleby oraz obecnos¢ 1
stezenie kationdw 1 aniondw nieorganicznych (Caporale i Violante 2016). Gleby, ktore
posiadaty odczyn zasadowy oraz tereny, gdzie $rednie roczne opady byly nizsze, okazaty
si¢ bardziej narazone na wyzszy poziom zanieczyszczenia metalami (Wen 1 in., 2022).
Zaobserwowano, ze obecnos$¢ rozpuszczonej materii organicznej (w zaleznos$ci od jej
rodzaju oraz pH gleby) moze modyfikowa¢ adsorpcje i rozpuszczalno$¢ jondw metali
(Kim 1 in., 2015). Ocena stopnia akumulacji, wraz ze wzrostem glebokosci gleby
wykazaly, iz poziom wykrytych pierwiastkow takie, jak: Hg, Cd, Cu, Pb 1 Zn byl
najwickszy w wierzchniej warstwie gleby (0-20 cm) w porownaniu z glebszg warstwg
(150-200 cm) — powodem tego mogly by¢ liczne tereny miejskie, z rozwinigtym
przemystem oraz dziatalnos$ciag cztowieka (Lv i in., 2015). Czynniki takie, jak: wilgotno$é
1 pH gleby, cechy i wlasciwosci skat osadowych mialy wptyw na rozklad przestrzenny
nastepujacych metali cigzkich w glebie, takich, jak: As, Cd, Hg, Pb, Sb 1 Zn, wzi¢te] z
terenu zaktadu wytopu metali niezelaznych. Dodatkowo uzyskane wyniki pokazatly, ze
innymi czynnikami wplywajacymi na rozklad przestrzenny tych metali w kierunku

poziomym byly odleglo$¢ od spiekalni, placu surowcowego i elektrolizera (Ma 1 in.,
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2023). Geologia (skata macierzysta i okres) oraz rzezba terenu (wysokos¢, potozenie) za$

okazaly sig istotne, przy rozmieszczeniu w przestrzeni As i Pb (Shi i in., 2018).

2.3 Metale ci¢zkie w roslinach.

Rosliny sa zdolne do akumulacji metali cigzkich w swoich tkankach. Wydajno$¢
tego procesu zalezy od biodostepnosci tych pierwiastkow w glebie. Ze wzgledu na
ztozonos$¢ tego dynamicznego zjawiska mozna go podzieli¢ na trzy etapy:

1) Dostepnos¢ srodowiskowa — catkowita ilo§¢ metali ciezkich w glebie, ktore

mogg zosta¢ rozpuszczone w wodzie porowe;j;

2) Biodostepnos¢ srodowiskowa — ilo§¢ frakcji rozpuszczonej w wodzie
porowej, ktéra moze by¢ pobrana przez korzenie roslin;

3) Biodostgpnos¢ toksykologiczna — ilo§¢ metali cigezkich, zdolnych do
bioakumulacji lub innych proceséw w roslinie, w zaleznos$ci od translokacji,
metabolizmu 1 detoksykacji (Kim 1 in., 2015).

Zdolno$¢ bioakumulacji jest okreslana réwniez przez stopien przemieszczania si¢
metali z czg$ci podziemnych do nadziemnych, ktory zalezy od rodzaju metalu (Pachura i
in., 2015). Jest zalezna takze od gatunku rosliny. W badaniu prowadzonym w celu
okreslenia biodostgpnosci 1 bioakumulacji metali u ro$lin boréwki czarnej Vaccinium
myrtillus oraz borodwki brusznicy Vaccinium vitis-idaea, pochodzacych z trzech
zanieczyszczonych terenow bezposredniego sasiedztwa huty w Miasteczku Slaskim, huty
zelaza w Dabrowie Gorniczej-Losien oraz elektrowni Jaworzno III w Jaworznie) oraz
jednego pseudo-poligonu kontrolnego (rezerwat przyrody Pazurek w Jaroszowcu
Olkuskim. Zanotowano znacznie wyzsze st¢zenia Cd, Pb, Zn i Fe stwierdzono u V.
myrtillus 1 V. vitis-idaea uprawianych w najbardziej zanieczyszczonym miejscu (W
poblizu huty w Miasteczku Slaskim) w poréwnaniu z pozostatymi obszarami oraz
zdecydowanie wigkszg bioakumulacje tych metali u borowki brusznicy (Kandziora-
Ciupaiin., 2017). W tym miejscu nalezy takze wspomnie¢ o roslinach, ktére wyr6zniaja
si¢ umiejetnoscig gromadzenia bardzo wysokich stezen metali w cze$ciach nadziemnych
bez widocznych oznak uszkodzen tzw. hyperakumulatoréw, ktore w przeciwienstwie do
ro$lin tolerancyjnych, nie ograniczaja wnikania i translokacji tych pierwiastkow z
korzenia do pedu (Verbruggen i in., 2009). Zjawisko hyperakumulacji jest mozliwe,
dzigki unikalnym mechanizmom wyksztalconym u niektorych roslin. Rosliny niebedace
hyperakumulatorami, jako sposob detoksykacji, poddaja nadmiar metali procesowi

sekwestracji w wakuolach korzeniowych, natomiast hyperakumulatory — przeprowadzaja
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ja w duzych komorkach spichrzowych epidermy, dzigki podwyzszonej ekspresji
specyficznych bialek transportowych — od wychwytu metali w korzeniach do komorek
magazynujagcych w epidermie (Leitenmaier 1 Kiipper, 2013). Oprécz tego
zaobserwowano, ze skuteczna sekwestracja moze odgrywa¢ wazng role w
ponadprzecietnym gromadzeniu pierwiastkow, w przeciwienstwie do ich szybkiego
transportu do komérek parenchymy u hyperakumulatora kadmu — gatunku rozchodnika
Sedum alfredii (Tian 1 in., 2017). Konstytutywna nadekspresja transporterow metali czy
zdolnos¢ do ich szybkiej translokacji z korzenia do pedu, naleza do wyjatkowych
wlasciwos$ci akumulacji metali u roslin, ktore sg hyperakumulatorami (Sytar i in., 2021).
Zdolno$¢ do wysokiej tolerancji na Cd u tobody solniskowej Atriplex halimus moze by¢
zwiazana z jej zdolnos$cig do unikania duzych ilosci Cd w tkankach nadziemnych, a takze
z podwyzszong aktywnoscig SOD, CAT 1 GPx — enzymow antyoksydacyjnych w liSciach
(Mesnoua i in., 2016). Stres kadmowy moze powodowac rowniez aktywacje uktadu
odpornosciowego. Jest on uruchamiany przez roézne szlaki sygnatowe np.: szlak
kalmoduliny wapnia, nadprodukcji reaktywnych form tlenu czy syntezy fitohormonow,
ktére w odpowiedzi moga wywota¢ okreslone reakcje, jak np.: chelatacja kadmu,

tagodzenie skutkéw uszkodzen tkanek roslinnych (El Rasafi i in., 2022).

2.4 Metale ciezkie u owadow.

Ujawniono rdéznice w bioakumulacji réznych metali cigzkich u owadow
zerujacych na pokarmie o podwyzszonej ich zawartoSci. Metale cigzkie moga
przechodzi¢ ze Srodowiska abiotycznego do organizmow zywych, 1 w konsekwencji
zanieczyszcza¢ tancuchy pokarmowe (Ali 1 Khan, 2018). Warto zwrdci¢ uwage na
transfer, bioakumulacj¢ oraz biomagnifikacje¢ metali w tancuchu pokarmowym
poczawszy od roslin do owaddéw roslinozernych 1 dalej do drapieznych. U owadow,
zerujacych na roslinie koniczynie aleksandryjskiej Trifolium alexandrinum (u ktorej
stwierdzono akumulacj¢ metali wg ilo$ci Zn > Cd > Pb) ujawniono réznice w kumulacji
poszczegbdlnych metali. U sinicy nadbrzeznej Ailopus thalassinus, zaobserwowano
nagromadzenie wigkszych ilosci Pb niz Cd 1 Zn. U mszycy Sitobion avenae — nizsze
warto$ci Pb 1 Zn niz u sinicy nadbrzeznej, natomiast nie wykazano podwyzszonej
akumulacji Cd. Ponadto w ciele drapieznej biedronki Coccinella septempunctata poziom
wymienionych pierwiastkow byl znacznie wyzszy niz u mszyc, ktorymi si¢ biedronki

zywily (Butt i in., 2018).
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Owady moga by¢ waznym wskaznikiem zanieczyszczenia metalami cigzkimi w
srodowisku, jako tzw. bioindykatory. U gatunkéw takich, jak konik polny Oxya hyla hyla
czy motyl z rusatkowatych, Danaus chrysippus; bytujacych w réznych odlegtosciach od
obszaru przemystowego w dystrykcie Gujrat w Punjab w Pakistanie — wyzszy poziom
akumulacji metali (Cd, Cu, Cr, Zn, Ni) zanotowano u osobnikdéw zebranych ze stanowisk
potozonych blizszej zaktadow przemystowych. (Azam i in. 2015). Kumulacja metali w
ciele roslinozernych owaddéw, moze by¢ zwigzana z roznicami w ich kumulacji w
poszczegdlnych tkankach czy narzadach. Przyktadowo, u larw motyla Lymantria dispar
zerujacego na pozywce z dodatkiem kadmu i otowiu, zawarto$¢ tych metali w ciele
thuszczowym, hemolimfie i przewodzie pokarmowym byta wyzsza niz w glowie oraz
powlokach ciala. Stezenia Cd 1 Pb byto dodatnio skorelowane z ich ilo$cig w diecie. Gdy
larwy byly narazone na nadmiar obu pierwiastkow w pokarmie, rejestrowano wieksza

akumulacje tego metalu, ktory byt dostepny w wyzszym stezeniu (Zhang i in., 2020).

2.5 Dzialanie kadmu i cynku na roslinozerne owady.

Szkodliwe dziatanie tego metalu moze ujawniaé si¢ w roézny sposéb. Moze
indukowac produkcje reaktywnych form tlenu (ROS) m. in. poprzez zastepowanie Fe w
bialkach cytoplazmatycznych 1 blonowych, zwigkszanie wewnatrzkomérkowego
poziomu wapnia oraz wykazywanie wysokiego powinowactwa do grup -SH w enzymach
obrony antyoksydacyjnej takich, jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT),
peroksydaza glutationowa (GPx) czy dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD) 1
hamowanie ich aktywno$¢. Wigksze stezenia ROS 1 ich reakcje z biomolekutami
komorkowymi moga prowadzi¢ do podwyzszenia poziomu peroksydacji lipidow,
uszkodzen biatek blonowych, uszkodzen DNA czy do zmiany ekspresji genoéw (Amamou
1 in. 2015; Matovi¢ 1 in. 2015; Sharma 1 in. 2015). Jego obecno$¢ moze wywotywac
rowniez utrate mitochondriow (Pi i in., 2013).

Kadm obecny w diecie owadow takze moze mie¢ wplyw na ich rozwdj i1
fizjologie. Przyktadem moze by¢ motyl Helicoverpa armigera zerujacy na pozywce z
dodatkiem kadmu. Wraz ze wzrostem jego stezenia w diecie obserwowano obnizenie
przezywalnosci, nizsze masy ciat larw, poczwarek i imago, obnizenie ptodnosci samic,
wydluzenie czasu rozwoju larw 1 poczwarek. Dodatkowo zaobserwowano obnizenie
aktywno$ci enzymow detoksykacyjnych, takich jak GST, karboksyloesterazy i
monooksygenazy  cytochromu  P450, 1  podwyzszenie  aktywnosci  —

acetylocholinoesterazy (Zhan i in. 2017). W celu oceny wplywu dhugotrwalego stresu (6
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miesigcznego) zwigzanego z metalami cigzkimi Cd na szkodniki zbozowe, Aleuroglyphus
ovatus. Karmiono je sztuczng dietg z dodatkiem r6znymi stezen Cd (0, 5, 10, 20 mg/kg).
Zaobserwowano, iz wraz ze wzrostem st¢zenia Cd wzrastata §miertelno$¢ we wszystkich
stadiach rozwojowych. Zawarto$¢ biatka w roéznych stadiach larwalnych i1 dorostych
owadow przy stezeniu Cd w pozywce wynoszacym 20 mg/kg byla istotnie wigksza niz w
grupie kontrolnej bez dodatku tego metalu. Analiza wykazata takze, ze aktywnos$¢
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w réznych stadiach larwalnych byta wyzsza niz w
grupie kontrolnej, gdy stezenie Cd osiggato 5 mg/kg. Narazenie 4. ovatus na Cd w diecie
zmniejszyto aktywno$¢ peroksydazy (POD) i katalazy (CAT) we wszystkich stadiach
larwalnych w poréwnaniu z grupg kontrolng. Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej
(GST) w przypadku stezenia Cd 20 mg/kg byta najnizsza we wszystkich stadiach
larwalnych w pordwnaniu z innymi st¢zeniami Cd. Wraz ze wzrostem stezenia Cd
nastgpowato obnizanie aktywnosci GST u owadow dorostych (Zhang i in., 2022). W
innym badaniu, wykryto bioakumulacj¢ kadmu (Cd) w bobie Vicia faba 1 zerujacych na
nim mszycach Megoura crassicauda poprzez ciagle narazenie tej rosliny na roézne
stezenia kadmu (0, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 mg/l). Oceniono takze zawarto$¢
metabolitow energetycznych u osobnikéw z nastepujacych po sobie pigciu pokoleniach
owadow. Stwierdzono, ze w porownaniu z grupa kontrolng obnizone st¢zenie glikogenu
1 podwyzszong trehalozy u mszyc pierwszego pokolenia potraktowanych Cd. Nie
zanotowano istotnych zmian w zawarto$ci weglowodandw u czwartego 1 pigtego
pokolenia mszyc (Xie 1 in., 2024). Zmiany obserwowane wsrod przedstawicieli owadow
moga zaleze¢ takze od ich stadiow rozwojowych. Wraz ze wzrostem kadmu w
pozywieniu nimfy pasikonika Oxya chinensis, nastapito podwyzszenie aktywnosci GST
u nimf i nastgpnie jej obnizenie u dorostych (Zhang i in. 2014). Kadm moze wywotywac
dziatanie mutagenne, co opisano na przyktadzie larw brudnicy nieparki Lymantria dispar,
karmionych pokarmem zawierajacym 50 1 100 pg Cd/g suchej masy pozywki. U tych
pochodzacych z terenu zanieczyszczonego kadmem, zanotowano nizszy poziom
uszkodzen DNA w hematocytach, niz u larw zebranych z obszaru nieskazonego (Matic i
in., 2016). Obecnos¢ kadmu w roslinach zywicielskich moze wptywac na intensywno$¢
zerowania. U larw Spodoptera littoralis w 111, IV, V 1 VI stadium, zauwazono obnizenie
konsumpcji roslin traktowanych 100 mg CdCI2/kg, za wyjatkiem trzeciego stadium
rozwojowego, ponadto tempo wzrostu ulegto obnizeniu w III, IV i1 V stadium (Abu ELEla

1 ElSayed 2015).
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Cynk jest pierwiastkiem $§ladowym, niezbednym do prawidtowego wzrostu i
reprodukcji organizméw zywych, stabilizacji DNA oraz ekspresji gendw, wchodzi
rowniez w sktad ponad 300 enzymdw, zaangazowanych w wigkszos$¢ gldéwnych szlakow
metabolicznych (Frassinetti 2006). Oddziatuje z bialkami np. poprzez promowanie
procesOw enzymatycznych, utrzymywanie stabilno$ci struktury czwartorzedowej, czy
przez promowanie interakcji z innymi czasteczkami (np.: biatkami, kwasami
nukleinowymi) (Terrin i in., 2015). Pelni rolg inhibitora apoptozy komorek, poniewaz jest
zaangazowany w dziatanie kilku enzymow metabolizmu DNA, a takze w czynniki
transkrypcyjne, moga by¢ aktywowane w apoptozie (Szuster-Ciesielska i in., 2000).
Bierze udziat w oddychaniu komorkowym (jest kofaktorem anhydrazy weglanowej),
funkcjach immunologicznych, biosyntezie bialek i DNA oraz podziale komorek
(Bonaventura 1 in., 2015). Cynk jest rowniez inhibitorem fizjologicznym inhibitorem
kanatéw protonowych bramkowanych napigciem (HV1), przez co zmienia fizjologi¢
kilku typow komoérek np. zmniejszenie impulsu oksydacyjnego w fagocytach,
ograniczenie wydzielania histaminy w bazofilach, zmniejszenie inwazyjnosci komoérek
nowotworowych (Chaves 1 in., 2018). Cynk jest obojetnym jonem redoks, ktory nie
posiada wlasciwosci utleniajacych ani redukujacych, wobec tego sam w sobie nie moze
by¢ bezposrednim przeciwutleniaczem (Prasad 1 Bao, 2019). Pierwiastek ten jest istotny
dla wielu enzymow, ktore uczestnicza w produkceji 1 neutralizacji wolnych rodnikéw
(Kloubert i Rink, 2015). W przypadku nagromadzenia si¢ nadmiernych ilosci cynku w
komorce, aby nie dopusci¢ do pojawienia si¢ toksycznych efektow, moze by¢ on:
wydalany z komorki, przechowywany w roznych pecherzykach w komorce, albo 1aczony
z niektorymi biatkami np. metalotioneinami (Baltaci i in., 2018).

Liczne badania udowodnity wpltyw cynku na owady, gldwnie przedostajacy sie do
ich organizmu wraz z pokarmem. Zaobserwowano, iz u mszyc fitofagicznych Aphis
medicaginis, umieszczonych na siewkach Vicia faba, tempo reprodukcji, zdolnos¢
rozrodcza, ekspresja genu kodujacego witellogening uleglto zmniejszeniu wraz ze
wzrostem stezen cynku w pokarmie ros$linnym, dodatkowo réwniez zanotowano
zmniejszone drapieznictwo Harmonia axyridis w stosunku do mszyc narazonych na
wysokie zawartosci tego metalu (Xie 1 in., 2014). Liscie morwy wzbogacone cynkiem,
ktore stanowily pokarm dla gasienic Bombyx mori, powodowaly zwigkszenie ptodnosci i
wyzszy stosunek kokonu do powtlok, a takze obnizaty stosunek wlokiem do powtok,
zmniejszajac synteze biatka wtokien, usuwanych jako odpad (Younus Wani i in., 2018).

Pierwiastek ten moze mie¢ wpltyw na programowang $Smier¢ komorki oraz aktywno$¢
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fagocytarng komorek odpornosciowych, ktore sg istotne w rozwoju owadow. Analiza u
wywilzni karlowatej Drosophila melanogaster wykazata, ze cynk zwigksza fagocytozg i
PCD hemocytow, a takze wywotat wysoka 1 niska aktywnos$¢ kaspaz odpowiednio u D.
melanogaster, dodatkowo zanotowano réwniez zmniejszong zywotnos¢ mitochondriow
w hematocytach u D. melanogaster (Filipiak i in., 2010). Narazenie na rozne st¢zenia
cynku u owaddéw pochodzacych z terenéw zanieczyszczonych, jak i nieskazonych moze
takze wplywaé na niektore parametry. Zaobserwowano u Chorthippus brunneus,
pochodzacych zarowno z miejsc zanieczyszczonych, jak i czystych, narazonych w trakcie
diapauzy lub po wylggu na nizsze stezenia cynku, znaczne uszkodzenia DNA w
neuroblastach, poza tym zanotowano znaczny wzrost zawarto§ci wapnia w mozgu,
szczegolnie u owadow pochodzacych z terendw niezanieczyszczonych (Augustyniak i

in., 2006).

3. Gléd.

Zjawisko krotkotrwatego okresu glodu u owadow jest waznym czynnikiem
srodowiskowym, ktory moze przyczyni¢ si¢ do wystgpienia réznych reakcji organizmu
owada na ten stresor, zarowno na poziomie behawioralnym, fizjologicznym jak i
molekularnym. Dotychczasowe badania ujawnity szereg konsekwencji w zwigzku z
narazeniem na ten stresor oraz przedstawily rozne strategie przeciwdzialajace jego
negatywnym skutkom. Istotng kwestig jest ukazanie roznorodnego odzialywania gtodu u
owadow, oraz na osobniki z réznych etapoéw rozwoju osobniczego.

Gltod poczatkowo powoduje wzrost aktywno$ci owadow w poszukiwaniu
pozywienia, ale po pewnym czasie obnizenie tej aktywnosci, ze wzgledu na obnizenie
rezerw energetycznych. Moze temu towarzyszy¢ wzrost agresji, rywalizacji 1
przypadkow kanibalizmu w stosunku do osobnikow tego samego gatunku (Scharf 2016).
Prowadzi¢ moze takze do wydluZenia rozwoju larw, znacznego zmniejszenia masy
poczwarek, jak rowniez do znacznego obnizenia plodnosci u samic z rodziny
Coccinellidae Propylea dissecta (Chen 1 Ruberson 2008; Singh 1 in., 2021). Innym
skutkiem glodu moze byc¢ takze wigksza podatnos¢ na pasozyty i patogeny (Yang 1 in.,
2007). Ciekawym przyktadem jest obserwacja wptywu czasu glodzenia (trwajacego 24
lub 48 godzin) na aktywnos$¢ larw inwazyjnego pluskwiaka Bagrada hilaris, szkodnika
roslin kapustnych. W przypadku poddania dluzszego 48-godzinnego okresu glodu,
osobniki glodujace pokonywaly wigksze dystanse niz niegltodujace. Mozna by

przypuszczac, ze brak pozywienia przyczyniat si¢ wigkszego rozprzestrzeniania sig, czyli
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moéglt by¢ impulsem do rozpoczgcia poszukiwan przez larwy $rodowiska bardziej
zasobnego w pokarm (Grettenberger i Joseph 2019). Wheeler i wspotautorzy (2001), z
kolei, oceniali nie tylko efekty okresu gtodu, ale i narazenia na metanolowe ekstrakty
roslinne z gatgzek drzewa z rodziny meliowatych Trichilia americana na osobniki
Spodoptera litura (Lepidoptera, Noctuidae), groznych szkodnikéw bawelny. Ujawnili oni
wystagpienie jednego lub dwoch dodatkowych stadiéw larwalnych u osobnikow tego
gatunku ktore poddano dziataniu obu stresorow.

Istotne rdéznice u owadow glodujacych obserwowano takze w zakresie
dostepnosci substratoéw energetycznych. W badaniach nad skutkami glodu u biedronki
Harmonia axyridis (Coleoptera, Coccinellidae) zaobserwowano zmiany w st¢zeniu
substratow energetycznych, takich jak trehaloza i1 glikogen w ciele imago biedronek. Po
pierwszych o$miu godzinach gtodu mierzono u biedronek, nizszy poziom trehalozy,
podczas gdy glikogen pozostal na tym samym poziomie jak u osobnikoéw kontrolnych.
Po 24 do 72 godzinach gtodowania, biedronki cechowaly si¢ nizszym poziomem
trehalozy. (Shiiin., 2017). Z kolei, znaczne obnizenie zawarto$ci lipidow, obserwowano
u glodzonych $wierszczy Acheta domesticus (24 h czas gltodu). Zawarto$¢ lipidow po
glodzie trwajacym 48 godzin byta podobna do tej zanotowanej u §wierszczy kontrolnych
(Inacio 1 in. 2021). Gltod trwajacy 48 godzin wptywat takze na tempo oddychania i
metabolizm energetyczny u innego szkodnika upraw, larw stonecznicy orgzéwki
Helicoverpa armigera. Badaniom poddano larwy od trzeciego stadium rozwojowego az
do poczwarki. W przypadku niedoboru pozywienia u larw zaobserwowano obnizenie
tempa pobieranego Oz 1 usuwanego CO», a takze nizszg warto$S¢ wspotczynnika
oddechowego (RQ) wskazujacych na znaczne spowolnienie tempa metabolizmu.
Zanotowano u nich takze wyraznie nizsza zawartos¢ triglicerydow 1 glikogenu oraz
zawarto$¢ trehalozy w hemolimfie niz u osobnikéw, ktore nie doswiadczyty niedoboru
pozywienia. Ujawniono istotny wzrost aktywnos$ci regulacji procesow zwigzanych z
ekspresjg bialek zaangazowanych w szlaki kosztowne energetycznie — metabolizmu
glukozy 1 kwasow ttuszczowych (Jiang i in., 2019).

G16d moze stymulowa¢ obrong antyoksydacyjng. Farahani 1 wspotautorzy (2020)
ujawnili, ze gtod (trwajacy 24 1 48 godzin), podobnie jak zmiana temperatury lub
obecnos¢ pasozytow, moze wywota¢ taka reakcje u larw ostatniego stadium u
przedstawiciela omacnicowatych Ectomyelois ceratiniae. Brak pozywienia to stresor,
wplywajacy na metabolizm komorkowy u owadow, czgsto wywotujacy zwiekszenie

ilosci reaktywnych form tlenu. Np., ze wzrostem czasu trwania gtodu (okres ten trwat 24
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148 godzin) w ciele larw omacnicy Ectomyelois ceratoniae zmierzono wyrazny wzrost

poziom dialdehydu malonowego (produktu peroksydacji lipidow) (Farahani i in., 2020).

4. Systemy obronne wobec wybranych stresorow.

Uregulowany stan redoks jest niezbedny do utrzymania prawidlowe;j fizjologii i
metabolizmu komoérkowego. Tiole sg to zwiazki organiczne, zawierajgce grupe
sulfhydrylowg. Odgrywaja istotng role w obronie przed reaktywnymi formami tlenu.
Tiole catkowite wystepuja zar6wno w postaci wolnej, jak 1 zwigzanej z biatkami. W
wigkszosci komorek eukariotycznych, tiole cysteinowe sa najbardziej wrazliwe na
wahania komérkowego stanu redoks. W normalnych warunkach fizjologicznych cytozol
ma wysoce redukujace srodowisko, ktore utrzymuje wigkszo$¢ tioli biatkowych w stanie
zredukowanym. Fizjologiczny stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do powstawania
kwasow sulfenowych, ktore sg przeksztatcane w wyzsze stopnie utlenienia, dwusiarczki
wewnatrzczasteczkowe lub dwusiarczki potaczone z glutationem. Nadmierny stres
oksydacyjny powoduje masowe i1 nieodwracalne utlenianie tioli biatkowych, zubozenie
glutationu i $mier¢ komorki (Prakash i in., 2009; Baba i Bhatnagar 2018). Warto tutaj
wspomnie¢ o konkretnym zwigzku, bioracy udzialt w obronie przed wolnymi rodnikami,
jakim jest glutation. Jest wszechobecnym tripeptydem zawierajacym tiole, ktory odgrywa
kluczowa rol¢ w biologii komorki. Moduluje odpowiedZ komorki na zmiany redoks
zwigzane z reaktywnymi formami tlenu. Reguluje ekspresj¢ gendw 1 apoptoze oraz bierze
udziat w transblonowym transporcie substancji organicznych. Ochronne dziatanie
glutationu moze przejawiaé si¢ tym, ze reaktywne formy tlenu s3 zredukowane lub
nieaktywne poprzez wytworzenie wigzania dwusiarkowego miedzy dwiema
czasteczkami glutationu, tworzac utleniony glutation (Jefferies i in., 2003). Kolejna grupa
zwigzkow, pehigca role detoksykacyjng to S-transferazy glutationowe (GST). Sktadaja
si¢ z wielofunkcyjnych bialek szeroko rozpowszechnionych w przyrodzie, zar6wno u
eukariontow, jak i prokariontow. U eukariontow GST sa podzielone ze wzgledu na ich
lokalizacj¢ komodrkowa, na co najmniej trzy gtowne rodziny biatek, a mianowicie
cytozolowe GST, mitochondrialne GST 1 mikrosomalne GST. GST pehig wiele rol
biologicznych, w tym ochron¢ komodrek przed stresem oksydacyjnym, a takze biorg
udziat w syntezie i modyfikacji leukotrienow 1 prostaglandyn, chroniag DNA komorkowe
przed uszkodzeniem oksydacyjnym. Katalizujg reakcje sprzegania glutationu z r6znymi
zwigzkami elektrofilowych. Dezaktywuja metabolity wtorne, powstajace podczas stresu

oksydacyjnego (Bartosz, 2013; Allocati i in., 2018). Jedna z najcze$ciej stosowanych
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strategii do oceny rownowagi mi¢dzy wolnymi rodnikami a antyoksydantami w uktadach
biologicznych jest okreslenie calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC).
Pozytywna jej cecha to m. in. mozliwo$¢ oceny znanych i nieznanych przeciwutleniaczy
oraz ich addytywnego, synergistycznego i/lub antagonistycznego dzialania w ztozonym
systemie chemicznym lub biologicznym (Fraga i in., 2014).

Istotng rol¢ w obronie przed wolnymi rodnikami, powstalymi w sytuacji narazenia
na metale ciezkie w tym kadm, odgrywaja katalaza (CAT), dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD) oraz S-transferaza glutationowa (GST) (Kafel i in., 2014). Enzymy te w wielu
badaniach sg przedstawiane jako wrazliwe wskazniki stresu oksydacyjnego na obszarach
zanieczyszczonych metalami (Augustyniak 1 in. 2009; Migula i in. 2004; Augustyniak i
Migula 2000). Stres spowodowany przez kadm i cynk moze skutkowaé podwyzszeniem
ekspresji wybranych genéw S-transferaz glutationowych (GST np. z klasy Delta), jak
zaobserwowano u larw muszek z rodzaju Drosophila karmionych pokarmem,
wzbogaconym tymi metalami (Yepiskoposyan i in., 2006). Tolerancja na obecnos¢ kadmu
w diecie u larw $wiatldéwki naziemnicy Spodoptera exigua moze wzrasta¢ z czasem
ekspozycji na metal. U osobnikdw pierwszego pokolenia, narazonych na kadm, notowano
wyzsza $miertelnos¢ niz wsrdd tych z kolejnych pokolen zerujacych na pozywce z
podwyzszonym stezeniem metalu. Wyzszemu stezeniu kadmu w hemolimfie u
osobnikow z kolejnych pokolen z populacji narazonych na ten metal wielopokoleniowo,
towarzyszyl wzrost poziomu glutationu utlenionego oraz calkowitej pojemnosci
antyoksydacyjnej, zwigzane z prawdopodobnym sprawniejszym ograniczaniem
negatywnych skutkéw dzialania metalu w pordwnaniu z tym obserwowanym u
osobnikow z poczatkowego pokolenia narazonego na dziatanie metalu (Kafel i in., 2012).
Weczedniejsze badania na osobnikach $§wiattowki naziemnicy Spodoptera exigua z linii
kontrolnej 1 kadmowej, z osobnikami eksponowanymi na Cd w ciagu wielu pokolen.
Badania te wskazywaty, ze w szczegdlnos$ci zmiany stezenia weglowodandow wydawaty
si¢ by¢ czulym biomarkerem stresu zwigzanego z metalami, niezaleznie od stadium
rozwojowego  osobnikéw 1 okresu glodu. Wzrost catkowitej  zdolno$ci
przeciwutleniajacej i st¢zenia produktow peroksydacji lipidéw w 4. stadium larwalnym
pod wptywem kadmu byt zalezny od pochodzenia z linii (kontrolnej lub kadmowej)
(Pompka 1 in., 2022). Wielopokoleniowe narazenie na kadm 1 jednocze$nie na inny
czynnik, np. insektycyd — spinosad powodowato u osobnikow S. exigua zmiany wigzato
si¢ z reakcjami (np. znaczacym wzrostem HSP70) umozliwiajagcymi przetrwanie w

obecnosci dodatkowego stresora. Interakcje t¢ mozna okresli¢ jako tolerancje krzyzowa
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(Augustyniak 1 in., 2017). Nadmiar cynku moze takze prowadzi¢ do uszkodzen
komorkowych przez wytwarzanie reaktywnych form tlenu. W warunkach narazenia na
cynk motyla Antheraea pernyi, w jego ciele thuszczowym zidentyfikowano 2399 genow
o roznej ekspresji (DEQG), ktore byly zwigzane byty z obrong antyoksydacyjng (Liu i in.,
2018).
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I1. CELE PRACY

Przy zwalczaniu szkodliwych owadow wazna jest kompleksowa ocena
oddziatywania czynnikéw srodowiskowych. Waznym aspektem wydaje si¢ by¢ ocena,
czy wczesniejsze oddzialywanie kilku czynnikow: obecnosci w naturalnej diecie
wysokiego stezenia metali: kadmu i cynku, podwyzszonej zawartosci flawonoidéw lub
krotkotrwatego braku pozywienia wplynie na sprawnos$¢ detoksykacyjng owadow
roslinozernych. Gldd, metale oraz substancje roslinne mogg oddziatywa¢ na okre§lone
parametry rozwojowe owadow, takie jak czas trwania 1 ilo$¢ stadiow rozwojowych,
zmiany przyrostu masy ciata w konkretnych stadiach, przezywalno$¢, procesy
metaboliczne zachodzace w organizmie. Wymienione czynniki w warunkach naturalnych
moga dziala¢ razem, jednak nie znane sg dzialania blizej takie taczne dziatania. Jest to o
tyle wazne, ze moze mie¢ znaczenie przy zasiedlaniu réznych roslin i wywotywaniu
szkod, czy przy zwalczaniu szkodnikow roslin uprawnych. Przetrwanie w takich
warunkach bedzie m.in. zalezalo od sprawnosci systemow detoksykacyjnych i
dostepnosci substratow energetycznych.

Stwierdzilam wystgpowanie biedronek biedronek oweknicy lucernianki,
Subcoccinella vigintiquatuorpunctata L. na terenie zdegradowanym w wyniku
wczesniejsze] dzialalnos$ci, nieczynnej aktualnie huty metali niezelaznych ,,Szopienice”,
ale poro$nigtym mig¢dzy innymi juz trawami i lepnicg. Na tym terenie znaleziono szereg
osobnikdw tego gatunku biedronki Zerujacych na lisciach lepnicy rozdetej Silene
vulgaris. Podobnie biedronki tego gatunku znaleziono na lisciach lepnicy porastajacych
tereny w poblizu nieczynnej Huty Metali Niezelaznych ,,Szopienice”. Analizy zawartosci
metali ujawnity znaczace istotnie r6znice w zawartosci sredniej metali kadmu (od 4,1 do
38,5 mg/kg suchej masy w maju oraz 6,32 do 40,23 mg/kg suchej masy w lipcu) 1 cynku
(od 1549,3 do 3800,1 mg/kg suchej masy w maju oraz 2590 do 4183 mg/kg suchej masy
w lipcu) z pedow nadziemnych roslin, migdzy roslinami zebranymi z roznych odlegtosci
od dawnej huty (Nadgorska-Socha i in., 2009). Wydaje si¢, ze tak zrdéznicowana
ekspozycja na ilosci metali w diecie skutkowaé bedzie innymi kosztami obrony
— moze to skutkowa¢ na dalszym zasiedlaniu roslin uprawnych takich jak lucerna. Co
wiece] moze takze mie¢ zwigzek z odmienng wrazliwoscig na naturalne insektycydy.
Dziatanie nadmiaru obu pierwiastkow zwykle prowadzi do znaczacego wzrostu stresu

oksydacyjnego w organizmach i wydatkami energii na obrong antyoksydacyjna (Kafel i
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in.,, 2021). Chcac planowaé obrong¢ przeciw szkodliwym roslinozercom, warto
uwzgledni¢ ich wczesniejsze do$§wiadczenia w oddziatywaniu réznych streséw jak
nadmiar metali, krotkotrwaty okres glodu.

Gtownym celem badan w tym projekcie jest ocena sprawnosci detoksykacyjnej
biedronek owetnicy lucernianki, Subcoccinella vigintiquatuorpunctata L., zerujacych na
ro$linach zywicielskich o zr6znicowanej zawarto$ci kadmu i cynku oraz flawonoidow.
Na tej podstawie sformutowano nastepujgce problemy badawcze:

1. Kumulacja metali ciezkich w roslinach i u biedronek na nich zerujgcych w
zaleznosci od odleglosci od emitera.

2. Porownanie reakcji obronnych i poziomu substratéw energetycznych u
biedronek zerujacych na pedach lepnicy rozdetej roznigcych si¢ zawarto$cia
metali 1 flawonoidow.

3. Poréwnanie obrony detoksykacyjnej u osobnikow poddanych krotkotrwatemu
okresowi gtodu z roélin lepnicy r6éznigcych si¢ zawarto$cig metali.

4. Pordwnanie reakcji obronnych u osobnikdéw zZerujacych na lucernie a

pochodzacych z trzech réznych stanowisk.
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III. MATERIAL I METODY

1. Charakterystyka badanego gatunku.

Owelnica lucernianka Subcoccinella vigintiquatuorpunctata (Coleoptera:
Coccinellidae) powszechnie wystepuje w Europie, Azji Potnocnej i Ameryce. Zasiedla
kilkadziesigt gatunkéw roslin  zywicielskich, najczg$ciej zeruje na roslinach
motylkowych i gozdzikowych. Glownie preferuje stepowe rejony Europy potudniowe;j
(Wheeler i Thomas 1981; Romankow 1963). Samice sktadaja jaja zar6wno na gornej jak
1 dolnej czgdci lisci roslin, gldéwnie w maju-czerwcu w naszym kraju. Larwy Zeruja na
blaszce lisciowej, odzywiajac si¢ epiderma 1 parenchymg lisci, w wyniku czego tworza
charakterystyczne azurowe uszkodzenia. Wystepuje jedno pokolenie w roku, doroste
osobniki zimujg w $cidlce (Baris 2021). Aby je zwalczy¢, stosuje si¢ insektycydy, gdy
zbiera si¢ nasiona lucerny opryskujac rosliny przed kwitnieniem, ale na plantacjach
lucerny przeznaczonej na pasz¢ nie wolno stosowaé zabiegdw chemicznych, wiec
niezbedne s3 inne metody, wydaje si¢, ze wykorzystanie substancji naturalnych do
odstraszania lub zwalczania owaddw moze mie¢ znaczenie dla ochrony roslin
przeznaczonych na pasze. Przyktadowo, wskazano skuteczno$¢ olejku miety bogatego w
fenole w ograniczaniu zerowania dorostych osobnikoéw owetnicy lucernianki (Yildirim 1
in., 2019). Chrzaszcze letniego pokolenia Zeruja na plantacjach lucerny od lipca, na
zimowanie schodzg na przetomie sierpnia 1 wrzesnia. Trzeba zaznaczy¢, ze jeszcze
niedawno biedronka ta uchodzita za mato wzglednie mato szkodliwy gatunek w Polsce,
ale w zwigzku z ociepleniem klimatu wystgpuje coraz czesciej co moze wigzac si¢ ze
wzrostem szkod w uprawach w Polsce (Horoszkiewicz i in., 2012; Golenia i Romankow
1974). Warto zwrdci¢ uwage, ze osobniki tego gatunku tatwo zasiedlajg miejsca
zanieczyszczone, wzdluz drog, torow kolejowych, wokot wysypisk smieci (Wheeler 1

Thomas 1981).

2. Zbior oraz hodowla materialu badawczego.

Larwy owehnicy lucernianki zbierano w miesigcu czerwcu, a ich doroste osobniki
—w lipcu z terenu nieczynnej Huty Metali Niezelaznych ,,Szopienice” z trzech stanowisk
badawczych, oddalonych odpowiednio I — 450 m, IT — 250 m, IIT — 50 m od nieczynnego
emitera. Na tym obszarze wcze$niejsze badania pokazaty znaczne rdznice w stezeniach
metali cigzkich w pedach naziemnych roslin lepnicy rozdetej (Nadgorska-Socha 1 in.,

2011). Larwy biedronek zbierano w miesigcu czerwcu, a doroste osobniki — w lipcu, w
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momencie ich licznego wystepowania w tym rejonie. Jednoczesnie z tych samych
stanowisk w miesigcu lipcu, zostaly zebrane nadziemne pedy lepnicy rozdetej Silene

vulgaris (Tab. 2.1).

Larwy 1 osobniki doroste oraz rosliny
Nr stanowiska Odleglo$¢ od nieczynnego emitera
I 450 m
11 250 m
I 50 m

Tabela 2.1 Odlegtosci poszczegdlnych powierzchni, z ktorych zostaty zebrane owady i rosliny.

Larwy, z poszczegdlnych stanowisk umieszczono w eppendorfach (po dwa
osobniki w kazdym eppendorfie) i przechowywano w zamrazarce w -80°C do dalszych
oznaczen. Zebrane osobniki doroste hodowano w warunkach laboratoryjnych na pedach
lepnicy rozdetej pochodzace z tych samych stanowisk co biedronki na nich hodowane.
W tym celu biedronki, odpowiednio z kazdego stanowiska, wktadano do osobnego
terrarium. Nastepnie $swiezo zebrane pedy lepnicy rozdetej S. vulgaris, ktorych konce
owijano watg nasaczong woda oraz folig aluminiowa 1 wkladano codziennie jako pokarm
do kazdego z terrarium, odpowiednio z kazdego stanowiska, z jakiej pochodzity zebrane
osobniki. Osobniki te hodowano przez 5 dni, codziennie wymieniajgc rosliny na nowe, w
temperaturze 25 + 1°C, zachowujac fotoperiod 16:8 L:D, w laboratorium Instytutu
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.
Nastepnie czg¢$¢ osobnikow wktadano do eppendorféw, po jednym osobniku w kazdym,
1 przechowywano w zamrazarce w -80°C, przed oznaczeniami stezenia metali, poziomu
substratow energetycznych, glutationu zredukowanego (GSH), aktywnosci enzymow: S-
transferazy glutationowej (GST) 1 y-glutamylotraspeptydazy (GGT), poziomu dialdehydu
malonowego (MDA), catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC), poziomu tioli
zredukowanych/utlenionych.

Cze¢s¢ osobnikéw z hodowli poddawano krétkim okresom bez dostepu pokarmu,
przenoszono je do szalek Petriego i odpowiednio trzymano w przedziatach 24-
godzinnych jedna grupe owadow przez 1 dzien (1D), a drugg przez kolejne dwa dni bez
pokarmu (2D). W szalkach owijano nawilzony woda destylowang kawatek ligniny w
kawatek folii aluminiowej, tak by mogt parowac¢ 1 umieszczano w szalkach. W efekcie
hodowano biedronki w kolejnych grupach do$§wiadczalnych, przedstawionych w tabeli

ponizej ze wskazaniem liczby osobnikéw uzytych do doswiadczenia. Osobniki z grupy,
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pochodzacej z trzeciego stanowiska, gdy poddano tylko 1-dniowemu okresowi glodzenia
cechowata duza $miertelno$¢, wynoszaca 90% wszystkich osobnikow z tej grupy, stad
nie prowadzono w ich przypadku dhuzszego okresu gtodzenia. Po skonczonym okresie
glodzenia rowniez wkladano do eppendorfow, po jednym osobniku w kazdym, i
przechowywano w zamrazarce w -80°C przed wykonaniem oznaczen.

Pozostate doroste osobniki owelnicy owelnianki, hodowano na sadzonkach
lucerny w temperaturze 25 £+ 1°C, przy fotoperiodzie 16:8 L:D w laboratorium Instytutu
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.
Weczeéniej hodowano je przez 5 dni na pedach lepnicy rozdetej S. vulgaris, (tak jak
wczesniej opisano pedy nadziemne roslin codziennie wymieniano), w terrariach
utrzymywano a potem przenoszono je na sadzonki lucerny siewnej Medicago sativa
odmiana ,,La Bella Campagnola”. By uzyska¢ sadzonki lucerny, nasiona wysiewano na
krazkach torfowych do kietkowania/ukorzeniania o ustalonym pH 6, umieszczonych na
tacy do wysiewu, a nastgpnie przykrywano plastikowym kloszem. Po dwéch tygodniach,
sadzonki lucerny o wysokos$ci okolo 10 cm byly gotowe do wtozenia do terrariow z
biedronkami. Po tym okresie cz¢$¢ biedronek poddawano odpowiednio 1- i 2-dniowemu
okresowi gtodzenia (oprocz osobnikow pochodzacych z trzeciej powierzchni). Na koncu
owady umieszczano w eppendorfach i przechowywano w zamrazarce w -80°C przed

wykonaniem dalszych oznaczen.

3. Oznaczenia wykonane w pedach nadziemnych roslin: lepnicy rozdetej S.
vulgaris i lucerny siewnej M. sativa oraz w ciele larw i osobnikow dorostych
owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata.

Przeprowadzono nastepujace pomiary:

e Oznaczanie stg¢zenia metali Cd 1 Zn w pgdach nadziemnych lepnicy rozdetej S.
vulgaris oraz w ciele owelicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata,
pochodzacych z hodowli na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris z
wykorzystaniem absorpcyjnej spektrometrii atomowej AAS.

e Pomiar st¢zenia flawonoidow catkowitych w pedach nadziemnych lepnicy
rozdetej S. vulgaris 1 lucerny siewnej M. sativa metoda spektrofotometryczna.

e W ciele larw owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata zmierzono przy
uzyciu spektrofluorymetru Hitachi F-7000: st¢zenie glutationu zredukowanego, a

przy uzyciu spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro: stezenie biatka

35



catkowitego metodg Bradforda, aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST) za
pomoca CDNB, poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) z
uzyciem rodnika ABTS", stezenie dialdehydu malonowego (MDA), wyznaczono
proporcje tioli zredukowanych do utlenionych (RSH/RSSR) oraz aktywnos$¢ y-
glutamylotraspeptydazy (GGT), zmierzono hamowanie GST w warunkach in
vitro.

e W ciele osobnikéw dorostych oweticy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata
pochodzacych z hodowli na pgdach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris (11
IT stanowisko, niepoddane i poddane 1-dniowemu okresowi gtodu) zmierzono
stezenia substratow energetycznych (weglowodandw, biatka, lipidow, glikogenu).

e W ciele osobnikéw dorostych owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata
pochodzacych z hodowli na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris i
przeniesionych na lucerng siewng M. sativa zmierzono: st¢zenie glutationu
zredukowanego, stezenie biatka catkowitego, aktywno$¢ S-transferazy
glutationowej (GST) badanie in vitro GST w obecnosci wybranych inhibitorow,
poziom calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC), stgzenie dialdehydu
malonowego (MDA), proporcja tioli zredukowanych do utlenionych
(RSH/RSSR) oraz aktywno$¢ vy-glutamylotraspeptydazy (GGT), z uzyciem
oodpowiednio spektrofluorymetru i1 spektrofotometru, zgodnie z opisem w

poprzednim akapicie.

4. Opis uzytych metod/technik badawczych.

4.1 Stezenie Cd i Zn w pedach roslin i ciele owelnicy lucernianki S.

vigintiquatuorpunctata.

Pomiar stezenia metali kadmu i cynku w pedach nadziemnych lepnicy rozdgtej S.
vulgaris oraz w ciele osobnikow  dorostych owehlicy lucernianki .
vigintiquatuorpunctata przeprowadzono za pomoca technik plomieniowej 1
elektrotermicznej absorpcyjnej spektrometrii atomowej AAS. Na kazda probe przypadato
po 1 osobniku na probe, natomiast w przypadku roslin — 0,5 g suchej masy lepnicy
rozdetej S. vulgaris.

Osobniki doroste owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata oraz lepnice
rozdeta S. vulgaris, najpierw suszono w temperaturze 50°C przez tydzien, wazono i

przenoszono do szklanych proboéwek. Proby zalewano ultra czystym 65% kwasem
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azotowym (V) (Suprapur, Merck KgaA Darmstadt, Niemcy) i po wstgpnej mineralizacji
przez dob¢ w temperaturze pokojowej probowki przenoszono do studzienek w bloku
grzejnym (Stuart Scientific Block Heater) i poddawano mineralizacji w kolejnych
etapach w roznych temperaturach: 2 godziny w temperaturze 60°C a potem w
temperaturze 120°C przez 3 dni zwierzeta lub przez 14 dni rosliny. Uzyskany klarowny,
przezroczysty roztwor bez osadu kazdej proby dopetniano woda redestylowana do
odpowiedniej objetosci koncowej (dla zwierzat — 4ml, roslin — 15 ml).

W celu okreslenia stgzenia metali w ciele osobnikéw dorostych oweknicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata zmierzono st¢zenie Zn metoda ptomieniowa
(FAAS) a Cd metoda elektrotermiczng (GFAAS) w piecu z glowica GFS 35Z Zeeman
Furnance Head przy uzyciu spektrometru absorpcyjnego iCE™ 3500 at. (AAS, Thermo
Fisher Scientific),. Poziomy metali obliczono, podobnie jak w pedach nadziemnych
lepnicy rozdetej S. vulgaris, z krzywych odniesienia przygotowanych dla kazdego
pierwiastka przy uzyciu wzorcoéw Merck. Zawartos¢ kadmu i cynku wyrazono w mg/kg

suchej masy.

4.2 Stezenie flawonoidow calkowitych w pedach nadziemnych lepnicy

rozdetej S. vulgaris i lucerny siewnej M. sativa.

Przed pomiarem suszono pedy nadziemne lepnicy rozdgtej S. vulgaris i lucerny
siewne] M. sativa w temperaturze 50°C a nastepnie ich nawazki 0,5 g rozcierano w
mozdzierzu, a potem ekstrahowano w 10 ml 80% etanolu. Uzyskane ekstrakty ro$linne,
filtrowano za pomoca bibuly filtracyjnej 1 umieszczono w szklanych, szczelnie
zamknigtych naczyniach.

W celu oznaczenia stezenia flawonoidow catkowitych w pedach nadziemnych
lepnicy rozdetej S. vulgaris 1 lucerny siewnej M. sativa, w dotku, polistyrenowej 96-
dotkowej ptytki mieszano kolejno 25 pl ekstraktu roslinnego, 75 ul 95% etanolu, 5 pl
10% chlorku glinu, 5 pl 1M octanu magnezu oraz 140 ul wody destylowanej i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut w ciemnosci. Nastepnie
wykonywano pomiar absorbancji przy dtugosci fali A=415 nm przy uzyciu czytnika
ptytek Tecan Infinite M200 Pro. St¢zenia flawonoidéw wyliczono z krzywej wzorcowej,
przygotowanej z wyjsciowego roztworu kwercetyny o stezeniu 400 pg/ml (Zou 1 in.

2004).
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4.3 Pomiary parametrow stresu oksydacyjnego w ciele larw i osobnikow
dorostych owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata.

Przed przystgpieniem do pomiarow kazda probe zawierajaca po dwie larwy

homogenizowano w 400 pul buforu PBS (pH 7,4), natomiast osobniki doroste —

pojedynczo w 250 ul tego buforu, nastepnie wirowano przy 16000 g w temperaturze 4°C

przez 5 minut. Powstaty supernatant wykorzystywano do przeprowadzania oznaczen.

4.3.1 Stezenie glutationu zredukowanego (GSH).

Do pomiaru stezenia glutationu zredukowanego (GSH), wykorzystano
mieszaning reakcyjng zawierajacg: (OPA) w metanolu rozcienczany w 0,05 M buforze
fosforanowym (pH 8,0) z 1 mM EDTA. W pierwsze] kolejnosci odbiatczano proby
mieszajac 50 pl proby 50 pl 10% roztworu wodnego kwasu trichlorooctowego. Tak
przygotowane proby wirowano przy 9000 g w temperaturze 4°C przez 10 minut. 20 pl
supernatantu, zmieszano z 980 pl 0,05 M buforu fosforanowego (pH 8,0), do ktorego
dodano 1 mM EDTA by uzyska¢ pH buforu bliskie 7,0. W celu oznaczenia st¢zenia
glutationu zredukowanego (GSH) do kazdego z dotkow, polistyrenowej 96-dotkowe;j
plytki w kolorze czarnym mieszano kolejno 10 pl zneutralizowanego supernatantu, 10 pl
0,1% roztwor induktora orto ftalaldehydu oraz 180 ul buforu fosforanowego (wcze$niej
wymienionego) i inkubowano w ciemno$ci w temperaturze pokojowej przez 10 minut.
Nastepnie dokonywano pomiaru fluorescencji przy Aex: 355 nm 1 Aem: 420 nm przy
pomocy spektrofluorymetru Hitachi F-7000. Wyniki odczytywano z krzywej
kalibracyjnej wykorzystujac szereg roztworéw GSH w buforze fosforanowym w o
zakresie stgzen 0-1000 pM GSH. Uzyskane wyniki w pmol, przeliczono uwzgledniajac

stezenie biatka w probach 1 wyrazono w jednostkach pmol/mg biatka (RouSar i in., 2012).

4.3.2 Pomiar calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC).

Do pomiaru catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (ang. total antioxidant
capacity TAC) do ktorego wykorzystuje si¢ reakcje redukcji kationowych rodnikow
ABTS", pochodzacych z ABTS (2,2-azytnobis(3etylobenzotiazolini-6-sulfonian))
wedtug opisu Re i in. (1999). Kationowy rodnik ABTS" przygotowuje si¢ rozpuszczajac
19,5 mg ABTS oraz 3,3 mg nadsiarczanu potasu (K2S>0g) w 7 ml 0,1 M buforu PBS o
pH 7,4; nastgpnie roztwor pozostawia si¢ w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej przez

16 h. Po tym czasie rozciencza si¢ go czterokrotnie i przechowuje w temperaturze -20°C
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przed pomiarem. Po odtajaniu, roztwoér ten rozciencza si¢ w celu wyréwnania absorbancji
do 0,7+/-0,02 przy 414 nm. Pomiar TAC przeprowadzono z uzyciem 96-dotkowe;j
polistyrenowej ptytki. Do kazdego dotka dodawano 10 pl préby oraz 90 ul roztworu
rodnika ABTS" i inkubowano w ciemno$ci w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Nastepnie przy uzyciu czytnika ptytek Tecan Infinite M200 Pro, mierzono absorbancje
przy dtugosci fali A=734. Do przygotowania krzywej wykorzystywano roztwor Troloxu,
analoga witaminy E. W tym celu rozpuszczono 2,5 mg Troloxu w 10 ml alkoholu
etylowego 100%, a nast¢pnie rozcienczono otrzymany roztwor w wodzie w stosunku 1:3.
Zakres stezen Troloxu wynosit 0-20 uM. Wyniki wyliczano z krzywej i wyrazano w
postaci ekwiwalentu pojemnosci antyoksydacyjnej Troloxu i1 wyrazono w pM

Troloxu/mg biatka (Re 1 in. 1999).

4.3.3 Aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej (GST).

Aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej (GST), zmierzono zgodnie z metoda Yu
(1982) przy uzyciu 1-chloro-2,4-dinitrbenzenu (CDNB). Mierzono st¢zenie powstatego
konjugatu CDNB z glutationem przy dlugosci fali A=340 nm. Sporzadzano mieszaning
zawierajacg 200 pul 1 mM roztworu GSH w 0,05 M buforze PBS o pH 7,4 oraz 18 ul
proby. Nastepnie dodawano 2 pl 15 mM roztworu etanolowego CDNB. Zmiany
absorbancji rejestrowano w liniowym zakresie szybkosci reakcji w ciggu pierwszych 3
minut, przy A=340, za pomoca spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro. Réznice
absorbancji proby slepej odejmowano od r6éznicy absorbancji dla danej proby. Aktywnosé
enzymu wyrazono w umol-min'-mg! biatka, wykorzystujac do obliczen wspotczynnik

ekstynkcji rowny 9,6 mM1-lem™ (Yu 1982).

4.3.4 Badanie in vitro GST w obecnosci wybranych inhibitorow.

W celu zbadania hamowania GST w warunkach in vitro w obecno$ci wybranych
inhibitorow uzytog zmodyfikowanej metody Tang i wspotp. (2014) . W tym celu, 10 pl
supernatantu mieszano z 10 pl roztworu inhibitora (4g/L kwercetyny lub 4g/L. CdANO3 lub
4g/L. ZnNO3) 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Aktywno$¢
resztkowa (GST), zmierzono zgodnie z wezesniej opisang metoda (Yu 1982) przy uzyciu
CDNB. Réznice dotyczyly proporcji uzytych sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej. 75 pl 2
mM roztworu GSH w 0,05 M buforze PBS o pH 7,4 mieszano z 20 ul proby z inhibitorem
lub PBS. Nastepnie dodawano 5 pl 15 mM roztworu etanolowego CDNB. Zmiany
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absorbancji rejestrowano w liniowym zakresie szybkosci reakcji w ciggu pierwszych 3
minut, przy A=340, za pomoca spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro. Po
skorygowaniu w zmianie absorbancji dla proby zmianami absorbancji na proby $lepej
wyliczano aktywnos$¢ resztkowa mikromolach konjugatow CDNB/min. A nastgpnie
okreslano % hamowania w stosunku do aktywnosci GST mierzonej bez inhibitora (Yu

1982; Tang i in., 2014).

4.3.5 Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) — produktu peroksydacji

lipidow.

W celu oznaczenia stezenia MDA mieszano 60 pl proby z 60 pl 10% kwasu
trojchlorooctowego (TCA). Nastepnie mieszaning wirowano przy 12000 g w
temperaturze 4°C przez 10 minut 100 pl zebranego supernatantu po wirowaniu mieszano
z 70 ul 1% kwasu 2-tiobarbiturowego (TBA). Nastepnie proby podgrzewano w
temperaturze 100°C przez 60 minut. Po tym czasie proby chtodzono na lodzie, ponownie
mieszano 1 mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali A=535 nm przy uzyciu
spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro. w probie Slepej zamiast proby uzywano wody,
Wyniki wyrazano w uM MDA/mg biatka przy wspoétczynniku ekstynkcji wynoszacym
1,56 - 10° M cm™ (Bar-Or i in., 2001).

4.3.6 Proporcja tioli zredukowanych do utlenionych (RSH/RSSR).

Pomiar stosunku tioli zredukowanych do utlenionych wykonywano wg metody
Khramtsov 1 in. (1997). Bazuje ona na utlenieniu zredukowanych tioli (RSH) przez kwas
5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy) (DTNB). Reakcja utleniania byla mierzona przy
dlugosci fali A=412 nm przy uzyciu spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro. Na
poczatku, w celu dokonania pomiaru utlenionych tioli, najpierw przeprowadzono analiz¢
tioli catkowitych (RSH + RSSR) mianowicie, do 25 ul homogenatu dodawano 50 ul 2 M
kwasu solnego i1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Nastepnie 50 pl
tej mieszaniny oraz 50 pl 2 M kwasu solnego po 20 minutach mieszano ze 100 ul 1 M
NaOH (pH>7,0). Potem dodawano réwniez 500 pl 0,1% DTNB i inkubowano w
temperaturze 37°C przez 10 minut. Po tym czasie tiole calkowite mierzono pobierajac 25
ul tak przygotowanej mieszaniny 1 dodajac do niej 100 pl buforu PBS i inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 20 minut. Jako standard zastosowano cysteing.

Absorbancja zardéwno RSH, jak i RSH + RSSR, zostala zmierzona przy dtugosci fali
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A=412 nm. Zawarto$¢ RSH obliczono jako r6znice pomigdzy zredukowanymi tiolami po
redukcji powstatej po dodaniu kwasu solnego (RSSR) a poczatkowa zawarto$cia RSH w
probie. Koncowy wynik przedstawiono w postaci proporcji RSSR do RSH (Khramtsov 1
in. 1997).

4.3.7 Aktywno$¢ enzymu y-glutamylotraspeptydazy (GGT).

Oznaczanie aktywnos$ci enzymu y-glutamylotraspeptydazy (GGT) wykonywano
metoda wg Szasz (1974). W tym celu sporzadzano mieszaning reakcyjna, sktadajaca sig
z 200 pl buforu Tris-HCl z 10 mM MgClz i 4,4 mM y-glutamylo p-nitroanilidu oraz 85
mM glicyloglicyny. Nastepnie do mieszaniny dodawano 10 pl préby i dokonywano
pomiaru zmiany absorbancji przy dlugosci fali A=405 nm w 25°C w kolejnych 5 minutach
przy uzyciu spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro. Aktywno$¢ tego enzymu
wyliczano z wykorzystaniem wspotczynnika ekstynkcji wynoszacym 9,9 mMXxcm-1.
Wyniki wyrazono 9,9 mMxcm™. Wyniki wyrazono w mM-mg biatka!-min"! (Szasz

1974).

4.3.8 Stezenie bialka calkowitego.

Stezenie bialka oznaczano spektrofotometrycznie przy uzyciu metody Bradford
(1976), wykorzystujacej tworzenie barwnego kompleksu biatka z barwnikiem Coomassie
Brillant Blue G-250, w wyniku czego nastgpuje zmiana zabarwienia roztworu z
brazowego na niebieski. Sporzadzony wczesniej odczynnik Bradforda zawierajacy w
swoim sktadzie Coomassie Brillant Blue G-250 o st¢zeniu 0,01% rozpuszczony w etanolu
oraz kwasie ortofosforowym 1 rozcienczony woda destylowang. Pomiary
przeprowadzano z wykorzystaniem plytki polistyrenowej 96-dotkowej. Do kazdego
dotka wprowadzono 5 pl proby 250 pl rozcienczonego odczynnika Bradfordaa po
10minutowej inkubacji w ciemnosci mierzono absorbancje przy dlugosci fali A=595 nm
przy uzyciu spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro. St¢zenie biatka obliczano w
oparciu o krzywa wzorcows, przygotowang z wyjsciowego roztworu albuminy bydlecej
(BSA), wykorzystujac zakres stezen krzywej wynosit 20-200 pg biatka/100 pl. Uzyskane
wyniki, ktore wyrazono w mg/ml i wykorzystano do obliczen aktywno$ci badanych

enzymow, GSH oraz TAC.
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4.4 Stezenie substratow energetycznych.

W celu okreslenia stezenia weglowodanow, lipidow, biatka i glikogenu wykorzystano
zmodyfikowang metode opracowang przez Foray 1 in. (2012). Na poczatku biedronke
homogenizowano w 60 pl wczesniej przygotowanego wodnego buforu do lizy,
sktadajacego si¢ z 100 mM KH2PO4, 1 mM ditiotreitolu (DTT) i 1 mM EDTA. Probe
wirowano przy 180 g w 4°C przez 5 minut. Stezenie biatka mierzono z wykorzystaniem
metody Bradford (1976. W dalszej kolejnosci przygotowywano proby do oznaczen:
weglowodanow, lipidow 1 glikogenu. Do proby dodawano 6,7 pl 20% Na2SO4 oraz 500
pul mieszaniny chloroform : metanol w stosunku objgtosciowym 1:2, a nastgpnie
energicznie wytrzasano i wirowano przy 180 g w 4°C przez 15 minut. Powstaty osad
zostat pdzniej uzywano do oznaczenia st¢zenia glikogenu, natomiast supernatant — do
oznaczenia stezenia weglowodanow i lipidow.

Stezenie weglowodandéw badano w nastepujacy sposob: 150 pl supernatantu
odparowywano w temperaturze pokojowej do objetosci okoto 30 pul, a nastepnie
dodawano 240 pl odczynnika antronowego o st¢zeniu 1,42 g L-1. Nastepnie po inkubacji
prob w temperaturze 90°C przez 15 minut, pobierano 200 pl proby na 96-dotkowa ptytke
polistyrenowa, 1 mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali A=625 nm przy uzyciu
spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro. Jako probe slepa przygotowano mieszaning
chloroform : metanol (1:2). Zakres stezen glukozy wykorzystanych do wyznaczenia
krzywej wzorcowej wynosit 0-1 mg/ml.

Stezenie lipidow oznaczano z uzyciem odczynnika wanilinowego. Po catkowitym
odparowaniu 100 pl supernatantu, do prébki wprowadzano 10 pl 95% H>SOs, a nastepnie
inkubowano w temperaturze 90°C przez 2 minuty. Po schtodzeniu préb na lodzie i
dodaniu do nich 190 pl odczynnika wanilinowego (st¢zenie koncowe waniliny w
roztworze 68% kwasu ortofosforanowego wynosito 1,2 g L-1), proby mieszano i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po tym czasie, pobierano 190 ul
proby na 96-dotkowa ptytke polistyrenowa. Mierzono absorbancje przy dlugosci fali
A=525 nm przy uzyciu spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro. Jako prébe $lepa
roéwniez przygotowano mieszaning chloroform : metanol (1:2). Zakres st¢zen trioleiny
wykorzystanej do wyliczenia krzywej wzorcowej wynosit 0-0,885 mg/ml.

Aby okresli¢ stezenie glikogenu, najpierw osad przeptukiwano 400 pl 80% metanolu,
a nastgpnie odwirowano przy 16000 g, w temperaturze 4°C przez 5 minut. Ten etap
powtarzano dwukrotnie. Nastgpnie po zlaniu metanolu, dodawano 1 ml odczynnika

antronowego 1 inkubowano osad w temperaturze 90°C przez 15 minut. Po schtodzeniu
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probek na lodzie, 200 pl proby przenoszono na 96-dotkowa ptytke polistyrenowa i
mierzono absorbancj¢ przy dtugos$ci fali A=625 nm przy uzyciu spektrofotometru Tecan
Infinite M200 Pro. Przygotowano takze probe Slepa — mieszaning chloroform : metanol
(1:2). Zastosowano t¢ sama krzywg wzorcowa, jak w przypadku wyznaczania st¢zenia
weglowodanow.

Stezenia wszystkich substratow energetycznych wyrazano w pg/mg tkanki (Foray i

in., 2012).

5. Metody statystyczne.

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu STATISTICA 13.3.
[lo$¢ powtorzen w kazdej z grup doswiadczalnych wynosita n=7. Wobec tego do ustalenia
istotnych réznic pomigdzy tymi grupami, uzyto testu nieparametrycznego, p<0,05. W
przypadku badania in vitro GST w obecno$ci wybranych inhibitoréw, przedstawiono

zestawienie uzyskanych rezultatow.
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IV.  WYNIKI

1. Zawarto$¢ metali w pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris.

Réznice w stezeniu metali: kadmu i cynku w pedach nadziemnych lepnicy
rozdetej S. vulgaris byly istotne statystycznie, gdy pordwnac rosliny pochodzace z trzech
stanowisk wokoét nieczynnego emitera (tj. 450 m, 250 m, 50 m). Stezenie metali (kadmu
1 cynku) w roslinach ze stanowiska polozonego najblizej nieczynnego emitera byta

najwyzsze, a najnizsze w roslinach ze stanowiska najbardziej odlegtego (Ryc. 1.1 aib).

a) 6 - @ Mediana
1 Min-Maks
5t C
% I
© 4+
e
2 b
S 3 a
3 L3
2 Ld
D 2t
£
1 L
0 L L L
| 1 [l
Stanowisko

44



b
) @ Mediana

1 Min-Maks
3000 r Cc
2800

2600 | b ry
2400 |

2200 | L}

2000 |
1800 |
1600 |

1400 | Ad
1200 |
1000 |
800 |
600 |
400 |

200
0

[mg/kg suchej masy]

| I [
Stanowisko

Rye. 1.1 Stezenie kadmu (a) i cynku (b) [mg/kg suchej masy] w pedach nadziemnych lepnicy
rozdetej S. vulgaris, zebranych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w ré6znych odlegtosciach od
nieczynnego emitera.

a, b, ¢ — roznice pomiedzy roznymi stanowiskami

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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2. Zawarto$¢ metali w ciele osobnikéw dorostych owelnicy lucernianki S.

vigintiquatuorpunctata.

Stezenie kadmu w ciele dorostych biedronek owelnicy lucernianki .
vigintiquatuorpunctata pochodzacych z trzech roéznych stanowisk, hodowanych na
pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris z odpowiednich stanowisk, byto
podobne. Jedyna réznice wyznaczono dla biedronek poddanych 1-dniowemu okresowi
gtodu, zaobserwowano istotnie wyzszy poziom kadmu u osobnikow pochodzacych z
drugiego stanowiska w poroOwnaniu tymi ze stanowiska trzeciego (Ryc. 2.1). Natomiast

w przypadku zawartosci cynku w ciele biedronek, nie odnotowano istotnych réznic (Ryc

2.2).
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Rye. 2.1 Stezenie kadmu (Cd) [mg/kg suchej masy] w ciele osobnikow dorostych owelnicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S.
vulgaris, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odlegtosciach od
nieczynnego emitera i poddanych krotkotrwatym okresom glodzenia.

L, 11, III — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gltodu

a, b — réznice pomi¢dzy owadami w obrebie danego stanowiska

* # _ roznice pomigdzy okresami glodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Rye. 2.2 Stezenie cynku (Zn) [mg/kg suchej masy] w ciele osobnikow dorostych owelnicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pgdach nadziemnych lepnicy rozdetej S.
vulgaris, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odlegtosciach od
nieczynnego emitera i poddanych krotkotrwalym okresom glodzenia

L, II, III — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomiedzy owadami w obrebie danego stanowiska

* ¥ roznice pomiedzy okresami gltodzenia z ro6znych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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3. Stezenie flawonoidow calkowitych w pedach nadziemnych roslin: lucerny
siewnej M. sativa oraz lepnicy rozdetej S. vulgaris zebranej z trzech
réoznych odleglosciach, oddalonych od nieczynnego emitera.

W pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris pochodzacej z drugiego
stanowiska, odnotowano istotng statystycznie wigkszg zawarto$¢ flawonoidow w
porownaniu do tych roslin zebranych z pozostatych stanowisk. Natomiast u lucerny
siewnej] M. sativa hodowanej] w laboratorium, zanotowano podobng zawarto$¢
flawonoidow, jak w przypadku lepnicy rozdetej S. vulgaris pochodzacej z pierwszego

stanowiska (Ryc. 3.1).
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Ryec. 3.1 Stezenie flawonoidow catkowitych [ug/ml] w pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S.
vulgaris zebranej z trzech r6znych odleglosciach, oddalonych od nieczynnego emitera.
a, b — réznice pomigdzy réznymi roslinami

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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4. Stezenie glutationu zredukowanego (GSH).

Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) w ciele larw oweticy lucernianki S.

vigintiquatuorpunctata zebranych z pierwszego stanowiska, bylto istotnie wyzsze niz w

ciele larw pochodzacych z trzeciego stanowiska (Ryc. 4.1).
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Ryc. 4.1 Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) [umol/mg biatka] w ciele larw owehicy

lucernianki S. vigintiquatuorpunctata z pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w

roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera i poddanych krétkotrwatym okresom glodzenia.

a, b — réznice pomiedzy larwami zebranymi z trzech stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) w ciele osobnikow dorostych
owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych
lepnicy rozdgtej S. vulgaris, pochodzacych ze stanowiska pierwszego, bylo istotnie
wyzsze w ciele biedronek glodzonych 1 dzien w poroéwnaniu do tych niepoddanych
okresowi glodu. Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) w ciele osobnikow ze
stanowiska drugiego bylo istotnie wyzsze niz w ciele biedronek gtodzonych przez dwa
dni w poréownaniu do niegtodzonych lub poddanych 1-dniowemu okresowi gtodu.
Natomiast st¢zenie GSH w ciele osobnikow gltodzonych przez okres 2 dni z pierwszego

stanowiska byto istotnie nizsze niz u osobnikdéw z drugiego stanowiska (Ryc. 4.2).
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Ryc. 4.2 Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) [umol/mg biatka] w ciele osobnikoéw
dorostych owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych
lepnicy rozdgtej S. vulgaris, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych
odlegtosciach od nieczynnego emitera i poddanych krotkotrwatym okresom glodzenia.

L, 11, III — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gltodu

a, b — réznice pomi¢dzy owadami w obrebie danego stanowiska

* # _ roznice pomigdzy okresami glodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) w ciele osobnikow dorostych
owehnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych
lucerny siewnej M. sativa, pochodzacych z pierwszego stanowiska, byto istotnie wyzsze
w ciele osobnikéw niegtodzonych lub poddanych 2-dniowemu okresowi glodzenia w
porownaniu do tych poddanych 1-dniowemu okresowi glodzenia. Natomiast stezenie
GSH w ciele wszystkich osobnikow glodzonych z drugiego stanowiska, byto istotnie
wyzsze od niepoddanych gtodzeniu. St¢zenie GSH w ciele osobnikow niegtodzonych z
pierwszego stanowiska, bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu do osobnikéw z drugiego
stanowiska. Poza tym st¢zenie GSH w ciele osobnikow pochodzacych z drugiego
stanowiska, poddanych 1-dniowemu okresowi gtodzenia, byto istotnie wyzsze niz w ciele
osobnikow pochodzacych z pierwszego i trzeciego stanowiska po takim samym okresie

glodzenia (Ryc. 4.3).
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Ryec. 4.3 Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) [umol/mg biatka] w ciele osobnikow
dorostych owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych
lucernie siewnej M. sativa, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w roéznych
odlegtosciach od nieczynnego emitera i poddanych krotkotrwalym okresom glodzenia.

L, II, III — numer powierzchni

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomiedzy owadami w obrebie danego stanowiska

* ¥ roznice pomiedzy okresami gltodzenia z ro6znych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.

52



5. Poziom calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC).
Poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) w ciele larw owelnicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych z pierwszego stanowiska byt istotnie

wyzszy w poroOwnaniu z osobnikami pochodzacymi z trzeciego stanowiska (Ryc. 5.1).
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Ryec. 5.1 Poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) [uM/mg biatka] w ciele larw
owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych

sie¢ w roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera.
a, b — réznice pomiedzy larwami zebranymi z trzech stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) w ciele osobnikow
dorostych owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach
nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris, pochodzacych z pierwszego stanowiska, byt
istotnie wyzszy po 1-dniowym okresie glodu w poréwnaniu mierzonym u osobnikéw
nieglodzonych. Natomiast poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) w
ciele osobnikow pochodzacych z trzeciego stanowiska byt istotnie wigkszy u
niepoddanych glodzeniu w poroéwnaniu z poddanymi I-dniowemu okresowi glodu.
Zaobserwowano rowniez, ze poziom TAC w ciele osobnikow po 1-dniowym okresie
glodu byt istotnie wigkszy od mierzonego u tych pochodzacych z pierwszego stanowiska

w poroéwnaniu z osobnikami z trzeciego stanowiska (Ryc. 5.2).
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Rye. 5.2 Poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) [uM/mg biatka] w ciele
osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach
nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w
roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera i poddanych krétkotrwatym okresom glodzenia.
L, II, III — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* ¥ roznice pomiedzy okresami gltodzenia z ro6znych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Poziom catkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej (TAC) w ciele osobnikow
dorostych owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach
nadziemnych lucerny siewnej M. sativa, pochodzacych z pierwszego stanowiska byt
istotnie nizszy u gltodzonych 1 dzieh w poréwnaniu z niegtodzonymi lub poddanymi 2-
dniowemu okresowi gtodu. Oprécz tego poziom TAC w ciele osobnikow nieglodzonych,
pochodzacych z trzeciego stanowiska byl wyzszy w poréwnaniu z osobnikami
poddanymi 1-dniowemu okresowi gtodu. Poza tym poziom TAC w ciele osobnikow
niegtodzonych z pierwszego stanowiska byl istotnie wyzszy od mierzonego u tych
pochodzacych z drugiego stanowiska. Oprocz tego poziom TAC w ciele osobnikow
glodzonych przez 1 dzien, pochodzacych z drugiego stanowiska, byt istotnie wyzszy od

ustalonego dla osobnikdw pochodzacych z pierwszego i trzeciego stanowiska (Ryc. 5.3).
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Ryec. 5.3 Poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) [uM/mg biatka] w ciele
osobnikow dorostych owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach
nadziemnych lucerny siewnej M. sativa, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w
roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera i poddanych krétkotrwatym okresom glodzenia.
L, II, III — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* ¥ roznice pomiedzy okresami gltodzenia z ro6znych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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6. Aktywnos¢ S-transferazy glutationowej (GST).
Larwy owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata, pochodzace z trzech

roznych stanowisk, cechowata podobna aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej (GST)

(Ryc. 6.1).
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Ryec. 6.1 Aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej (GST) [umol min'-mg™ biatka] w ciele larw
owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych
sie¢ w roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera.

a, b — réznice pomiedzy larwami zebranymi z trzech stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST) zmierzona ciele osobnikow
dorostych owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach
nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris, pochodzacych ze stanowiska drugiego
poddanych 2-dniowemu okresowi gtodu, byta istotnie wyzsza w poréwnaniu do ustalong

dla osobnikéw niegtodzonych (Ryc. 6.2.).
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Ryc. 6.2 Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST) [pmol'min'-mg! biatka] w ciele
osobnikow dorostych owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach
nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w
roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera i poddanych krétkotrwatym okresom glodzenia
L, II, III — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gltodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* # _ roznice pomigdzy okresami glodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST) w ciele osobnikéw dorostych
owehnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych
lucerny siewnej M. sativa, poddanych 2-dniowemu okresowi gtodu, byta istotnie wyzsza
dla osobnikoéw pochodzacych z drugiego stanowiska w pordwnaniu tymi z pierwszego

stanowiska (Ryc. 6.3).
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Ryc. 6.3 Aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej (GST) [umol'min'-mg! biatka] w ciele
osobnikow dorostych owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach
nadziemnych lucerny siewnej M. sativa, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w
roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera i poddanych krétkotrwatym okresom glodzenia.
L, II, III — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gltodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* # _ roznice pomigdzy okresami glodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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7. Badanie in vitro GST w obecnosci wybranych inhibitorow.

W przypadku niegtodzonych jak i gtodzonych jeden dzien biedronek wyznaczona

inhibicja GST z udziatem kwercetyny, oraz azotanow kadmu i cynku byta wyzsza dla

osobnikow ze stanowiska pierwszego niz dla osobnikéw ze stanowiska drugiego (Tab 7.1

17.2).
Grupa doswiadczalna
IN [1D
srednia+=SD srednia+SD
[uM konjugatow | % inhibicji | [uM konjugatow | % inhibicji
CDNB/min] CDNB/min]
Bez dodatku 80+9 - 117£17 -
Dodatek 4g/L
27+16 33 34+9 30
kwercetyny
Dodatek 4g/L
44+16 55 59+12 50
CdNO;
Dodatek 4g/L.
63+2 79 72+17 62
ZnNOs3

Tabela 7.1 Aktywno$¢ resztkowa GST zwigzkow kwercetyny, cynku i kadmu, wyznaczona w

stosunku do pomiaru bez dodatku w ciele osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S.

vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach nadziemnych lucerny siewnej M. sativa,

pochodzacych z pierwszego stanowiska i poddanych krotkotrwatemu okresowi glodzenia.

% inhibicji — (aktywno$¢ resztkowa /aktywno$¢ bez inhibitora) x 100

I, II — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres gtodu
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Grupa do$wiadczalna
IIN 111D
$rednia+SD srednia+SD
[uM konjugatow | % inhibicji | [uM konjugatow | % inhibicji
CDNB/min] CDNB/min]
Bez dodatku 53+6 - 87+4 -
Dodatek 4g/L
2449 45 32+10 37
kwercetyny
Dodatek 4g/L
42+14 79 4614 53
CdNO3
Dodatek 4g/L
51+13 96 61+14 70
ZnNOs3

Tabela 7.2 Aktywno$¢ resztkowa GST zwigzkow kwercetyny, cynku i kadmu, wyznaczona w
stosunku do pomiaru bez dodatku w ciele osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pegdach nadziemnych lucerny siewnej M. sativa,
pochodzacych z drugiego stanowiska i poddanych krotkotrwatemu okresowi gtodzenia.

% inhibicji — (aktywno$¢ resztkowa /aktywno$¢ bez inhibitora) x 100

I, I — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres gtodu
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8. Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) — produktu peroksydacji
lipidow.

W przypadku larw owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych

z trzech roznych stanowisk, nie zaobserwowano roznic istotnych statystycznie w stezeniu

dialdehydu malonowego (MDA) — produktu peroksydacji lipidow (Ryc. 8.1).
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Ryc. 8.1 Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) — produktu peroksydacji lipidow [pM
MDA/mg biatka] w ciele larw owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych z
trzech stanowisk, znajdujacych sie¢ w r6znych odleglosciach od nieczynnego emitera.

a, b — réznice pomiedzy larwami zebranymi z trzech stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.

63



Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w ciele osobnikow dorostych owehicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pg¢dach nadziemnych lepnicy
rozdetej S. vulgaris, pochodzacych z pierwszego stanowiska, bylo istotnie wyzsze w
przypadku osobnikow poddanych 1-dniowemu okresowi gtodu niz tych po 2-dniowym
okresie glodu. Zaobserwowano réwniez w przypadku osobnikéw po 1-dniowym okresie
glodu, istotnie wyzsze stgzenie MDA w przypadku osobnikow pochodzacych z

pierwszego stanowiska w poréwnaniu z drugim (Ryc. 8.2).
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Ryc. 8.2 Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) — produktu peroksydacji lipidow [puM
MDA/mg biatka] w ciele osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata
hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris, pochodzacych z trzech
stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odleglosciach od nieczynnego emitera i poddanych
krotkotrwatym okresom glodzenia.

L, 11, III — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomi¢dzy owadami z danego stanowiska

* # - roznice pomigdzy okresami glodzenia z réznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Stezenie MDA mierzone w ciele osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lucerny siewnej M. sativa,
pochodzacych z pierwszego stanowiska, bylo istotnie wyzsze u niegtodzonych
osobnikéw w porownaniu z osobnikami poddanymi 2-dniowemu okresowi gtodu. Oprocz
tego w ciele osobnikow po 2-dniowym okresie glodu z pierwszego stanowiska,
zmierzono istotnie nizsze stgzenie MDA niz u pochodzacych ze stanowiska drugiego
(Ryc. 8.3).
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Ryc. 8.3 Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) — produktu peroksydacji lipidow [puM
MDA/mg biatka] w ciele osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata
hodowanych na pe¢dach nadziemnych lucerny siewnej M. sativa, pochodzacych z trzech
stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odleglosciach od nieczynnego emitera i poddanych
krotkotrwatym okresom glodzenia.

L, 11, III — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomi¢dzy owadami z danego stanowiska

* # - roznice pomigdzy okresami glodzenia z réznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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9. Proporcja tioli zredukowanych do utlenionych (RSH/RSSR).
Proporcja RSH do RSSR wyznaczona dla larw owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata pochodzacych z trzeciego stanowiska, byla istotnie wyzsza niz

dla larw ze stanowiska pierwszego (Ryc 9.1).
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Ryec. 9.1 Proporcja tioli zredukowanych do utlenionych (RSH/RSSR) w ciele larw owehicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w
roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera.

a, b — réznice pomiedzy larwami zebranymi z trzech stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Proporcja RSH do RSSR wyznaczona dla osobnikéw dorostych owelnicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pg¢dach nadziemnych lepnicy
rozdetej S. vulgaris, pochodzacych z pierwszego stanowiska, byla istotnie nizsza dla
osobnikow nieglodzonych w porownaniu z osobnikami gtodzonymi przez 2 dni. Stosunek
tioli zredukowanych do utlenionych w ciele osobnikow ze stanowiska drugiego zar6wno
niegltodzonych jak i poddanych 1-dniowemu okresu glodu, byt istotnie wigkszy w
porownaniu do osobnikéw glodzonych przez 2 dni. Z kolei bioragc po uwage okres
glodzenia, to w ciele osobnikow niegtodzonych, istotnie wyzsza proporcj¢ RSH do RSSR
odnotowano w ciele osobnikéw pochodzacych ze stanowiska drugiego, niz u tych ze
stanowiskiem pierwszym. Podobna zalezno$¢ byla wyznaczona dla osobnikéw
glodzonych przez 1 dzien ze stanowiska drugiego w porOwnaniu z tymi z trzeciego
stanowiska, oraz dla osobnikow glodzonych przez 2 dni — ze stanowiska pierwszego w

poréwnaniu z tymi ze stanowiskiem drugim (Ryc. 9.2).
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Rye. 9.2 Proporcja tioli zredukowanych do utlenionych (RSH/RSSR) w ciele osobnikéw
dorostych owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych
lepnicy rozdgtej S. vulgaris, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w rdéznych
odlegtosciach od nieczynnego emitera i poddanych krotkotrwalym okresom glodzenia.

L, II, III — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* ¥ roznice pomiedzy okresami gltodzenia z ro6znych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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10. Aktywnos¢ y-glutamylotraspeptydazy (GGT).
W ciele larw owehnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych z
trzech roéznych stanowisk, nie zaobserwowano roznic istotnych statystycznie w

aktywnosci y-glutamylotraspeptydazy (GGT) (Ryc. 10.1).
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Ryec. 10.1 Aktywno$¢ enzymu y-glutamylotraspeptydazy (GGT) [mM-mg biatka'-min'] w ciele
larw owelicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata pochodzacych z trzech stanowisk,
znajdujacych sie w roznych odlegtosciach od nieczynnego emitera.

a, b — réznice pomiedzy larwami zebranymi z trzech stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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11. Stezenie bialka calkowitego.
Stezenie biatka calkowitego w ciele larw oweklicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata pochodzacych z trzeciego stanowiska, bylo istotnie wyzsze w

porownaniu w ciele larw zebranych ze stanowiska pierwszego (Ryc. 11.1).
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Ryc. 11.1 Stgzenie biatka calkowitego [mg/ml] w ciele larw oweicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w rdéznych
odlegtosciach od nieczynnego emitera.

a, b — réznice pomiedzy larwami zebranymi z trzech stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Stezenie biatka catkowitego w ciele osobnikow dorostych owehicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris
pochodzacych z pierwszego stanowiska 1 gtodzonych 1 1 2 dni byto istotnie nizsze w
porownaniu z niegtodzonymi osobnikami. Za§ w przypadku biedronek z drugiego
stanowiska, st¢zenie biatka dla osobnikéw nieglodzonych bylo istotnie wyzsze niz dla
osobnikow glodzonych przez 2 dni. Osobniki poddane 1-dniowemu okresowi gtodu z
pierwszego stanowiska mialy istotnie nizsze st¢zenie biatka niz podobnie traktowane
osobniki z drugiego stanowiska. Natomiast w ciele osobnikéw glodzonych przez 2 dni z
pierwszego stanowiska zanotowano istotnie wyzsze st¢zenie biatka w pordéwnaniu z

osobnikami ze stanowiska drugiego (Ryc. 11.2).
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Ryc. 11.2 Stezenie biatka catkowitego [mg/ml] w ciele osobnikéw dorostych owehicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S.
vulgaris, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odlegtosciach od
nieczynnego emitera i poddanych krotkotrwalym okresom glodzenia.

L, 11, III — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gltodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* # _ roznice pomigdzy okresami glodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Stezenie biatka catkowitego w ciele osobnikow dorostych owehicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lucerny siewnej M. sativa,
pochodzacych z pierwszego stanowiska i gtlodzonych przez 1 dzien, bylo istotnie wyzsze
w poréwnaniu z nieglodzonymi i poddanymi 2-dniowemu okresowi glodzenia z tego
stanowiska. Zaobserwowano takze istotnie nizsze stezenie bialtka w ciele osobnikéw
niegltodzonych z pierwszego stanowiska niz z drugiego. Oprdcz tego w ciele osobnikow
gtodzonych przez 1 dzien, istotnie wyzsze stezenie biatka posiadaty osobniki z trzeciego

stanowiska w poroOwnaniu z tymi z drugiego stanowiska (Ryc. 11.3).
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Ryec. 11.3 Stezenie biatka catkowitego [mg/ml] w ciele osobnikéw dorostych owehicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pgdach nadziemnych lucerny siewnej M.
sativa, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odleglosciach od
nieczynnego emitera i poddanych krotkotrwalym okresom glodzenia.

L, 11, III — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* ¥ _ roznice pomiedzy okresami gtodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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12. Stezenie substratow energetycznych.

Stezenie biatka w ciele osobnikow dorostych owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdgtej S. vulgaris,
pochodzacych z pierwszego stanowiska bylo istotnie wyzsze w ciele osobnikow
poddanych 1-dniowemu okresowi gtodu w poréwnaniu do nieglodzonych oraz po 2-
dniowym okresie glodu. Oprdcz tego istotnie wyzsze stezenie biatka zaobserwowano w
ciele osobnikdw z pierwszego stanowiska niz z drugiego, ale tylko w przypadku

osobnikéw poddanych 1-dniowemu okresowi gtodu (Ryc. 12.1).
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Ryec. 12.1 Stezenie biatka [pug/mg tkanki] w ciele osobnikéw dorostych owehicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris,
pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odlegtosciach od nieczynnego
emitera i poddanych krotkotrwatym okresom glodzenia.

I, II — numer stanowiska

N —nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gtodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* ¥ _ roznice pomiedzy okresami gtodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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W przypadku mierzonego w ciele biedronek stezenia weglowodandw, nie

zaobserwowano roznic istotnych miedzy osobnikami z poszczegolnych grup (Ryc. 12.2).
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Ryec. 12.2 Stezenie weglowodandw [pg/mg tkanki] w ciele osobnikow dorostych owehicy
lucernianki S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S.
vulgaris, pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odlegto$ciach od
nieczynnego emitera i poddanych krotkotrwaltym okresom glodzenia.

I, I — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gltodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* # _ roznice pomigdzy okresami glodzenia z réznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Stezenie lipidow w ciele osobnikéw dorostych owelnicy lucernianki .
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris,
pochodzacych z pierwszego stanowiska bylo istotnie nizsze w ciele osobnikow
niegtodzonych niz w ciele poddanych 1- i 2-dniowemu okresowi gltodu. Natomiast w
przypadku osobnikow pochodzacych z drugiego stanowiska, stezenie to bylo istotnie
wyzsze u biedronek po 2-dniowym okresie gtodu niz u gtodzonych przez 1 dzien. Z kolei
w ciele osobnikow poddanych 1-dniowemu okresowi gltodu z pierwszego stanowiska,
zaobserwowano istotnie wyzsze stezenie lipidow w pordéwnaniu z podobnie

traktowanymi osobnikami ze stanowiska drugiego (Ryc. 12.3).
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Ryec. 12.3 Stezenie lipidow [pug/mg tkanki] w ciele osobnikéw dorostych owetnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris,
pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odlegtosciach od nieczynnego
emitera i poddanych krotkotrwatym okresom glodzenia.

I, II — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gltodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* # _ roznice pomigdzy okresami glodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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Stezenie glikogenu w ciele osobnikéw dorostych owehnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na pedach nadziemnych lepnicy rozdgtej S. vulgaris,
pochodzacych z drugiego stanowiska, byto istotnie wyzsze w przypadku osobnikéw

poddanych 2-dniowemu okresowi gtodu w poréwnaniu z niegtodzonymi (Ryc. 12.4).
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Ryc. 12.4 Stezenie glikogenu [pg/mg tkanki] w ciele osobnikow dorostych oweticy lucernianki
S. vigintiquatuorpunctata hodowanych na pgdach nadziemnych lepnicy rozdgtej S. vulgaris,
pochodzacych z trzech stanowisk, znajdujacych si¢ w réznych odlegtosciach od nieczynnego
emitera i poddanych kroétkotrwatym okresom glodzenia.

I, II — numer stanowiska

N — nieglodzone, 1D — 1-dniowy okres glodu, 2D — 2-dniowy okres gltodu

a, b — réznice pomigdzy owadami z danego stanowiska

* # _ roznice pomigdzy okresami glodzenia z roznych stanowisk

Analiza statystyczna: test nieparametryczny Kruskala-Wallisa, p<0,05.
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V. DYSKUSJA

1. Stezenie metali w lepnicy rozdetej i w cialach owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata z trzech stanowisk.

Weczesniejsze badanie, analizujace stezenie metali kadmu i cynku w probkach
gleby, pobranej z odlegtosci 250 m od emitera — Huty Metali Niezelaznych Szopienice w
Katowicach, ukazalo nastepujace stezenia Cd 111,11 mg kg i Zn 10147,6 mg kg’
(Pacwa-Plociniczak i in., 2018). Wczesniejsze prace pokazaty rowniez zroznicowanie w
zawarto$ci metali cigzkich w roslinach lepnicy rozdetej S. vulgaris w zalezno$ci od
potozenia od emitera. Przykladowo, $rednie stezenie kadmu i cynku w pedach
nadziemnych lepnicy rozdgtej zbieranych w maju 1 w czerwcu w latach 2003-2005 byty
nastgpujace: 31,51 1 26,42 Cd mg/kg suchej masy 1 Zn 3627,2 1 3959,1 mg/kg suchej
masy, w odlegtosci 250 m od nieczynnego emitera (Nadgorska-Sochai in., 2009). Obecna
analiza stezen tych dwoch pierwiastkow roslin zbieranych w miesigcu lipcu wyniosta 2,4
Cd mg/kg suchej masy i1 1493,3 Zn mg/kg suchej masy (Ryc. 1.1). Huta nie pracuje od
1976, a na haldowisku ciagle rejestrowane byly wysokie poziomy metali w pedach
rosngcym na niej lepnicy (Nadgorska-Socha i Ciepal 2009; Wilczok 2012). Poziom metali
w tkankach lepnicy rozdetej 1 jej powszechne wystgpowanie na tym terenie moze
sugerowac, ze zasiedlana jest prawdopodobnie przez oporny ekotyp na takie stresowe
warunki (KoZminska i in, 2019). Cho¢ poréwnanie réznych populacji S. vulgaris w pracy
(Nadgorska-Socha 1 in, 2011), nie potwierdzito pewnych cech cechujacych oporne
ekotypy, wazne jest takze ze wsrdd populacji S. vulgaris hodowanych na glebie z
dodatkiem Cd, czy Pb najnizsza kumulacj¢ zmierzono w sadzonkach z Szopienic niz w
sadzonkach ros$lin pochodzacych z hatdy cynku czy z okolic Dagbrowy Gorniczej gdzie w
XIX wieku wydobywano rudy cynku i otowiu (Nadgorska-Socha i in., 2011).

Skutki dzialalnos$ci hutniczej, zwigzane ze znacznym skazeniem metalami
cigzkimi w $rodowisku i akumulacja metali w roslinach badano i w innych obszarach
dawnej aktywnos$ci hutniczej. Akumulacje wybranych metali analizowano w glebie 1 w
43 dziko rosnacych gatunkach roslin w poblizu obszaru skazonego wytopem otowiu w
Chinach. W glebie na badanym obszarze stwierdzono podwyzszone stezenia metali
takich, jak Cd, Cu, Pb 1 Zn, ktore wedlug wskaznikow zanieczyszczen zostaty
sklasyfikowane w nastepujacy sposob: Cd > Pb > Cu > Zn. Za$ stezenia metali cigzkich
w roslinach klasyfikowaty si¢ w kolejnosci Pb > Zn > Cd > Cu (Xing i in. 2020). Poziom

metali w roslinach r6znit si¢ w zaleznosci od stanowiska w miescie (obszar o duzym
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nat¢zeniu ruchu, przemystowy i1 mieszkalny), z ktérego zostala zebrana ro$lina.
Generalnie poziom metali byt wigkszy w glebie niz w roslinach w niej rosnacych.
Akumulacja za$ réznita si¢ w zaleznosci od gatunku rosliny uzytej w badaniu (Barthwal
iin., 2008).

Poziom metali takich, jak Cd, Pb i Zn analizowano takze w glebie, znajdujacej si¢
na obszarze nieczynnej od 1990 roku huty w miejscowosci Zerjav na Stowenii, i z miejsc
potozonych w poblizu, przekraczaly one maksymalne dopuszczalne normy. Ich zawartos¢
byta skorelowana z poziomem tych metali w czterech roslinach leczniczych, zebranych z
tych obszaréw, ale zaleznie od gatunku rosliny (Kocevar Glavac i in., 2017). W kolejnym
doswiadczeniu, ktore polegalo na hodowaniu ro$lin (rzodkiewki, szpinaku i koniczyny)
w glebie pochodzacej z terenu dawnej huty cynku w Spelter w Stanach Zjednoczonych,
zanotowano $rednie st¢zenia metali zaobserwowane u tych roslin: Zn: 135-1400 mg/kg i
Cd 1-28 mg/kg tkanki roslinnej. W tymze badaniu takze stwierdzono zalezno$¢
akumulacji metali od gatunku rosliny (Mishra i in., 2020).

Podobna sytuacj¢ ujawniono w Jaworznie. Zbadano probki gleb pobranych z
obszaru historycznego hutnictwa cynku, odbywajacego sie od XIX wieku az do lat 70-
tych XX wieku w Jaworznie i wykryto w nich zawarto$ci metali ciezkich takich, jak: Cr,
Cu, Ni 1 Mn, $wiadczace o silnym zanieczyszczeniu tychze gleb (Sutkowska 1 in. 2013).
Badania przeprowadzone na zindustrializowanym obszarze w Mortagne du Nord we
Francji, gdzie w latach 1901-1963 znajdowata si¢ huta cynku i olowiu. W prawie
wszystkich pobranych probkach gleby zanotowano przekroczone regionalne rolnicze
wartosci referencyjne dla Cd 1 Pb. Podobnie podwyzszone stezenia tych metali w
stosunku do obowiazujacych norm zaobserwowano w warzywach (marchew, fasola
szparagowa, por, salata, ziemniak, rzodkiewka, pomidor) pochodzacych z tychze terenow
(Douay i in., 2007). Wyniki tych doswiadczen sugeruja, ze pomimo zakonczenia
dziatalno$ci hutniczej, moga na tym terenie w glebie, znajdowac si¢ metale cigzkie, ktore
potencjalnie maja mozliwos¢ przedostania si¢ do wystepujacych na niej roslin.

Waznym czynnikiem, dzigki ktoremu metale moga przedostac si¢ do organizmu
owadow to zdolno$¢ roslin do translokacji tychze pierwiastkoOw z zanieczyszczonej gleby
do czesci roslin zjadanych przez owady (Wang 1 in., 2019). Poziom metali ciezkich w
glebie oraz w roslinach moze by¢ rézna w zalezno$ci od odleglosci od emitera.
Zanotowano bowiem, ze w glebie 1 w ziarnach pszenicy pochodzacych z obszaru huty Pb
w Chinach, stezenia Cd, Cu, Pb i Zn zwigkszaly si¢ wraz ze zmniejszaniem si¢ odlegtosci

od huty (L1 1 in., 2020). Podobnie, zawartos¢ metali cigzkich takich, jak Cd, Cu, Ni, Pb i
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Zn, wykrytych w probkach gleby z obszaru potozonego blizej dawnej huty cynku w
Chinach, byta wyzsza niz w probkach pobranych z wickszej odlegtosci (Gao i in., 2022).

W przypadku biedronek, zbieranych w lokalizacjach wcze$niej wymienionych i
hodowanych kolejne 5 dni na pgdach lepnicy z odpowiednich lokalizacji stwierdzono
brak zréznicowania w zawarto$ci metali (Ryc. 2.1 i 2.2). Analiza stezenia metali u larw
Agrotis ipsilon ujawnita znaczny wzrost ich zawarto$ci u osobnikdéw karmionych
pokarmem, pochodzacym z terenow przemystowych w poroéwnaniu z kontrolg (Rasmy 1
in. 2024).

Stezenie metali w przeliczeniu mg/kg suchej masy w pedach materiatu
biologicznego ujawnito ponad 2 razy nizsze st¢zenie w ciele biedronek w przypadku
kadmu 1 cynku (Ryc. 1.1 oraz 2.1 i 2.2). To moze sugerowa¢ na funkcjonowanie
skutecznych mechanizmoéw bronigce przed akumulacja metali wystgpujacych w
wysokich stezeniach w roslinach zywicielskich. Owady moga wykrywac i unika¢ metali
w $rodowisku. Moga roéwniez detoksykowaé metale, sekwestrujac je w biatkach
wymiatajacych metale (np. metalotioneinach), a nastepnie wydalajagc. Owady w
odpowiedzi na zaistnialy stres oksydacyjny, moga reagowac poprzez regulacje w gore
czasteczek przeciwutleniaczy i mechanizméw naprawy DNA (Gekicre 2025).

To wazne, bo niektore rosliny mogg gromadzac metale chroni¢ si¢ przed ich
zjadaczami. Praca Kazemi-Dinan 1 wspotp. (2013) wskazata, Ze taka forma obrony moze
by¢ dotyczy¢ gltownie polifagdw, ktorzy moga zerowaé na szerokim spektrum roslin
zywicielskich, w odroznieniu do bardziej wyspecjalizowanych 1 zerujgcych na niewielu
gatunkach roslin oligofagoéw czy monofagéw. W pracy Miguli 1 wspolp. (2004) oceniano
poziom akumulacji metali u chrzaszczy drapieznych szykonia Pterostichus
oblongopunctatus 1 kusaka cezarka Staphylinus caesareusoraz zywiacego si¢ odchodami
owadow roslinozernych i butwiejacymi liSci zuka gnojarza Geotrupes stercosus, czy
roslinozercy nalisciaka kedziarzawego Phyllobius betullae z rejonu charakteryzujacego
si¢ gradientem zanieczyszczen wokol okolic Olkusza. Zasugerowano w oparciu o te
wyniki pewng zdolno$¢ regulacji poziomu metali cigzkich w ciele chrzaszczy, poniewaz
mimo znaczgcego gradientu w zanieczyszczeniu gleb z poszczegdlnych stanowisk, w
zakresie zrdznicowanie w stezeniu metali miedzy osobnikami z poszczegolnych
lokalizacji obserwowano nieliczne przyktady takich roéznic. Autorzy, takze wskazali, ze
na poziom metali moze mie¢ wplyw pte¢, wiek czy dokladna historia ekspozycji na
metale, ktorej rowniez tej pracy nie mozemy odtworzy¢. Tyle ze biedronki przed analiza

metali, 5 dni hodowano na roslinach z odpowiednich lokalizacji. Analizowano zawarto$ci
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metali ciezkich w trzech r6znych odlegtosciach od dziatajacej w latach 1911-1999 huty
Cu/Pb na pustyni Chihuahuan w poblizu El Paso w Stanach Zjednoczonych. Z tych
terenéw zebrano probki gleby, mrowki Pogonomyrmex rugosus oraz nasiona traw
Dasyochola pulchela 1 Bouteloua curtipendula, na ktéorych zaobserwowano aktywne
zerowanie tych owadow. W tych badaniach ujawniono z kolei, nizsze st¢zenia metali
cigzkich w ciele mrowek i nasionach traw takich, jak Cd, Cu i Pb jesli byly zbierane w

wiekszych odlegtosciach od nieczynnej huty (Del Toro i in., 2010).

2. Zawartos¢ flawonoidow w pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris

z trzech analizowanych stanowisk.

W  roslinach oznaczano roéwniez zawarto$¢ flawonoidéw. wyznaczono
zrdéznicowanie w zawartosci flawonoidow, przy czym najwyzsze stezenie zmierzono w
roslinach ze stanowiska drugiego znajdujacego si¢ pomigdzy skrajnymi stanowiskami
(Rys. 3.1). Przeprowadzone badania nad zalezno$cig pomigdzy wystepowaniem metali w
glebie, a zawartoscig flawonoidow w ro$linach wykazaty w pedach kapusty sitowatej
Brassica juncea znaczny spadek zawartosci flawonoidow traktowanych 0,6 mM Cd w
porownaniu z kontrolg (Kapoor i in., 2014). W innym badaniu analizowano narazenie
pomidora Lycopersicon esculentum na stres wywotany metalami Cu i Zn. Ro§lina ta byta
narazona na rozne st¢zenia tych metali (0, 200, 300, 400, 500 ppm). Zanotowano, ze w
lisciach 1 korzeniach tych roslin, poddanych dziataniu Cu i Zn, akumulacja flawonoidow
byta wigksza w porownaniu do roslin kontrolnych (Badiaa 1 in., 2020). W pedach
nadziemnych S. vulgaris Flawonoidy moga takze przyczynia¢ si¢ do wystapienia stresu
oksydacyjnego u owaddéw, cechujacy si¢ zmiang aktywno$ci enzymow
detoksykacyjnych. Przyktadem sg larwy motyli FEarias vittella, w ciele ktorych
zanotowano obnizenie aktywnos$ci S-transferazy glutationowej (GST), Zerujacych na
diecie z dodatkiem flawonoidu w poréwnaniu do larw karmionych pozywka bez
flawonoidu (Baskar i in., 2014). Jednakze wyniki innego badania wykazaly, ze w ciele
wywilzni kartowatej Drosophila melanogaster traktowanych jednoczesnie kwercetyng 1
H>0; wystepowal nizszy stres oksydacyjny w poréwnaniu z kontrolg (Subramanian i in.,

2017).
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3. Obrona detoksykacyjna owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata
zerujacych na pedach nadziemnych lepnicy rozdetej S. vulgaris, cechujacych
sie zroznicowaniem zawartosci metali i flawonoidow.

Poréwnano reakcje detoksykacyjne larw 1 osobnikow dorostych zbieranych z
réznych lokalizacji wokot emitera i1 zerujagcych na ro$linach cechujacych sie
zrdznicowaniem w stezeniu kadmu i cynku i flawonoidow, takze zbieranych z
odpowiednich lokalizacji (Tab.1.1). Larwy, zerujace na roslinach z najblizej potozonego
wzgledem emitera stanowiska, cechowat obnizony poziomu glutationu zredukowanego 1
catkowitej] pojemnosci antyoksydacyjnej oraz podwyzszony stosunek tioli
zredukowanych do utlenionych i stezenia biatka catkowitego jesli poréwnac je z larwami
zerujacymi na ro$linach potozonych najdalej od emitera (Ryc.4.1; 5.1; 9.1; 11.1). To
sugerowaloby, wigkszy udzial niskoczasteczkowych antyoksydantow w detoksykacji u
osobnikow zerujacych na roslinach o nizszym st¢zeniu metali. Z kolei larwy z
powierzchni blizej nieczynnego emitera, prawdopodobnie cechuja wicksze wydatki
energetyczne na produkcj¢ biatek i ich udzial w procesach antyoksydacyjnych (Ryc.
11.1). W przypadku osobnikow dorostych réznice ujawniono jedynie w przypadku
stosunku tioli zredukowanych do utlenionych. Te Zerujace na roslinach ze stanowiska
drugiego cechowata wyzsza warto$¢ tego parametru niz te z zerujace na roslinach ze
stanowiska polozonego dalej od nieczynnego emitera (Ryc. 9.2). Miedzy osobnikami
dorostymi Zerujacymi na roslinach pochodzacych z réznych stanowisk, nie wykazano

takze r6znic w zawartos$ci substratow energetycznych (Ryc. 12.1-12.4).

4. Krotkotrwale okresy glodu u osobnikow doroslych owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata po okresie zerowania na lepnicy rozdetej S. vulgaris.
Pomimo ujawnienia niewielkich réznic migdzy parametrami obrony chemicznej

migdzy osobnikami dorostymi Zerujacymi na pedach lepnicy z réznych stanowisk,
poddanie ich krotkim okresom glodu, czyli dodatkowy stresor ujawnito wigcej rdéznic
miedzy osobnikami hodowanymi na lepnicy pochodzacej z réznych stanowisk. Szereg
réznic ujawniono po 1 dniu gtodowki. Osobniki Zerujace na roslinach zbieranych z
najbardziej odleglego stanowiska wyrdznial podwyzszony poziom TAC w stosunku do
osobnikow zZerujacych na ro$linach ze stanowiska potozonego najblizej potozonego
nieczynnego emitera (Ryc. 5.2). Oprocz tego osobniki ze stanowiska pierwszego
cechowal wyzszy poziom produktéw peroksydacji i obnizony poziom biatka catkowitego

niz u osobnikow z zerujacych na roslinach z drugiego stanowiska (Ryc. 8,2; 11.2). Z kolei
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osobniki pochodzace z drugiego stanowiska roznily si¢ od tych z roslin najbardziej
skazonych metalami wyzszym stosunkiem tioli zredukowanych do niezredukowanych
(Ryc. 9.2). Z kolei dtuzsza, bo 2-dniowa gtodowka, r6znicowata osobniki z pierwszego i
drugiego stanowiska w stosunku tioli (Ryc. 9.2). Te wyniki cze$ciowo potwierdzaja
mniejszy udzial obrony drobnoczasteczkowych antyoksydantoéw u osobnikdéw z blizej
polozonych stanowisk wzgledem nieczynnego zrddla zanieczyszczen. A zréznicowanie
miedzy reakcjami osobnikow z blizej potozonych stanowisk sugerowa¢ moga waznag role
substancji produkowanych przez rosliny, ktore moga dziata¢ na stres oksydacyjny takich
jak flawonoidy i wykorzystaniem GSH w procesach enzymatycznych np. z udziatem
GST. Flawonoidy, w tym najpowszechniej wystepujaca w roslinach — kwercetyna, moga
wptywac na aktywno$¢ enzymow detoksykujacych. Dobrze to ukazano w badaniach nad
oznaczaniem aktywno$ci GST. W jednym z nich larwy Hyphantria cunea (Lepidoptera),
karmiono sztuczng pozywka z dodatkiem nastepujacych stezen kwercetyny (0; 0,25; 0,50;
1,00; 2,00; 4,00%). Wyniki ujawnity, ze aktywno$¢ GST w jelitach larw znacznie wzrosta
wraz ze wzrostem stgzenia kwercetyny powyzej 1,00% (Gao i in., 2022). W innym
doswiadczeniu wykorzystano do badan larwy Lymantria dispar (Lepidoptera), ktore
karmiono sztucznymi dietami z dodatkiem flawonoidow: kwercetyny, flawonu lub rutyny
dodanych oddzielnie do pozywek. Aktywnos¢ GST mierzono w ciele larw po 12, 24, 48
1 72 godzinach. Zaobserwowano wowczas istotne zwigkszenie aktywnos$ci GST po
spozyciu przez larwy pozywek, zawierajacych powyzej wymienione flawonoidy w
poréwnaniu do kontroli (Wang 1 in., 2019). Natomiast w ciele larw owelicy lucernianki
S. vigintiquatuorpunctata, pochodzacych z trzech réznych stanowisk, nie zanotowano
istotnych réznic w aktywnosci GST (Ryc. 6.1). I chociaz nie zanotowano réznic w
aktywnosci GST, ale trzeba pamigta¢ ze GST s3 zbiorem wielu izoenzymow o réznym
powinowactwie do réznych ksenobiotykoéw (Koirala B K 1 in., 2022). Ujawnione
zréznicowanie w hamowaniu GST w homogenatach biedronek analizowana in vitro,
sugeruje ze moga roznic si¢ sktadem izoenzymoéw, niezaleznie od ujawnionej podobne;j
aktywnosci w poszczegolnych osobnikach, to zréznicowanie w aktywno$ci ujawniono
wyzszg inhibicj¢ w ciele osobnikow ze stanowiska pierwszego niz z drugiego, niezaleznie
od wczesniejszego gtodu (Tab. 7.1; 7.2).

Warto tez zwroci¢ uwageg, ze porownujac osobniki po 1 dniu gltodu z 1 1 II
stanowiska, te blizej potozone nieczynnego emitera cechowaty nizsze poziomy bialek i
lipidow, wskazujac prawdopodobnie na zuzycie tych substratdow energetycznych w

obliczu stresora, jakim byt gtdéd (Ryc. 12.1; 12.3). Inaczej byto w badaniu na larwach
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motyli Spodoptera exigua stwierdzono, ze osobniki z linii kadmowej, poddane 1-
dniowemu okresowi gltodu, wykazywaty nizsze st¢zenie weglowodandow w pordwnaniu
do osobnikow niepoddanych gltodzeniu, cho¢ nalezy pamigta¢ ze pokarmem larw byta
sztuczna dobrze zbilansowana pozywka rdznigca si¢ jedynie zawarto$cig kadmu (Pompka

iin., 2022).

5. Reakcja obronna u osobnikow owelnicy lucernianki S.
vigintiquatuorpunctata hodowanych na lucernie siewnej M. sativa, wczesSniej
hodowanych na roslinach lepnicy rozdetej S. vulgaris o réznej zawartosci
metali i flawonoidow.

Zerowanie biedronek na lucernie moze wywotywa¢é znaczace szkody. Chrzaszcze
letniego pokolenia Zeruja przenosza si¢ na plantacje lucerny od lipca, na zimowanie
schodza na przelomie sierpnia i wrzesnia (Horoszkiewicz i in., 2012; Golenia i
Romankow 1974). Wczesdniejsze ,,doswiadczenia” Zerowania na ro$linach o rdznej
zawarto$ci metali lub allelozwigzkéw takich jak flawonoidy moze mie¢ znaczenie dla
sprawno$¢ ich systemow obronnych, gdy beda zasiedla¢ pola lucerny. Szczegdlnie ze
wykazano ze olejek miety bogaty w fenole, moze odgrywac istotng rolg w ograniczaniu
zerowania dorostych osobnikow owekicy lucernianki (Yildirim i in., 2019). Niezaleznie
przeniesienie na nowe rosliny zywicielskie moze stanowi¢ nowe wyzwanie, tatwiej
rozprzestrzenia¢ si¢ na rosliny o podobnym sktadzie, jesli chodzi o allelozwigzki
(Erbilgin 1 in., 2014). Zaréwno metale, takie jak kadm czy cynk, jak 1 flawonoidy, moga
modyfikowaé obrong antyoksydacyjng owadow (Kafel i in. 2014). Warto zwrdci¢ uwage
Ze przeniesienie na nowg rosling zywicielskg ujawnito zréznicowanie mi¢dzy osobnikami
z poszczegdlnych stanowisk, wzgledem wykorzystania drobnoczasteczkowych
antyoksydantow. Wydaje sie¢, ze jest ono wyraznie jest mniej efektywne w przypadku
osobnikow zwlaszcza ze stanowiska drugiego w poroéwnaniu z pierwszym, w przypadku
nieglodzonych w ciele osobnikow (Ryec. 5.3). Osobniki z drugiego stanowiska wyr6zniato
takze podwyzszenie st¢zenia GSH oraz TAC w ciele osobnikdéw ze stanowiska drugiego
W porOwnaniu z pozostatymi stanowiskami, po 1-dniowej gtodowce (Ryc. 4.3; 5.3).

Te réznice sugeruja, ze moglo to mie¢ znaczenie dla sprawnosci systemow
detoksykacyjnych ze wzgledu na histori¢ Zzerowania. Zrozumienie nowych interakcji
miedzy rosling zywicielskg a ro$linozerca jest jednym z najtrudniejszych zagadnien w

biologii inwazji, poniewaz wtdrne zwigzki rosliny zywicielskiej, moga mie¢ kaskadowy
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wplyw na rozprzestrzenianie si¢ zywiciela i zasiegow populacji owadow roslinozernych

(Erbilgin i in. 2014).
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VI

WNIOSKI

. Ujawniono gradient kadmu i cynku w zakresie zmian ich st¢zenia w pedach

nadziemnych lepnicy rozdetej w zaleznosci od odlegtosci od nieczynnej huty —
wyzsze stezenia rejestrowano w pedach roslin potozonych blizej nieczynnego
emitera. Osobniki owelnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata z rdéznych

stanowisk nie r6znily si¢ stezeniem metali w ich ciele.

. Rozktad stezenia flawonoidow catkowitych zmierzony w pedach lepnicy rozdetej

S. vulgaris nie wykazywat zr6znicowania podobnego do rozktadu stezenia metali,
jedynie ro$liny pochodzace z lokalizacji potozonej miedzy skrajnymi
stanowiskami wzgledem nieczynnego emitera cechowato najwyzsze stezenie tych
substancji.

Osobniki owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata zaleznie od tego, czy
zerowaly na roslinach ze stanowisk potozonych blizej lub dalej nieczynnego
emitera, cechowaly odmienne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej. Te z
lokalizacji blizej potozonych, wyrdzniata obrona z udziatem tioli biatkowych a z
te z najdalszej potozonej lokalizacji, obrona z udziatem niskoczasteczkowych
antyoksydantow. Niezaleznie nie stwierdzono roéznic w poziomach substratow
energetycznych analizowane u dorostych biedronek z roznych stanowisk.
Zastosowanie dodatkowego stresora, gtodu, ujawnitlo rdéznice w poziomie
substratow energetycznych w ciele osobnikéw owetnicy lucernianki .
vigintiquatuorpunctata, co mogto by¢ zwigzane z wigkszymi wydatkami na
obrong¢ detoksykacyjna, z istotng rolg glutationu zredukowanego u tych
zerujacych na roslinach blizej potozonych nieczynnego emitera, a w przypadku
tych zZerujacych na roslinach z pozostatych stanowisk, generalnie tioli
biatkowych. Roznice w obronie antyoksydacyjnej miedzy osobnikami z dwoch
najodleglejszych stanowisk, moze by¢ zwigzane z zawarto$cia flawonoidow w
pedach lepnicy zebranych z tych lokalizacji.

Przeniesienie owadow na nowg rosling zywicielskg sugeruje wazng role w udziale
drobnoczasteczkowych antyoksydantdow w procesach obronnych, gdy owady
wczesniej zerowaly na roslinach lepnicy rozdetej pochodzacych ze stanowiska
polozonego najdalej od emitera.

Réznice w obronnie antyoksydacyjnej z udziatem glutationu zredukowanego 1

poziomie uszkodzen oksydacyjnych miedzy osobnikami Zerujacymi na lucernie

85



siewnej M. sativa, a wcze$niej zerujacymi na lepnicy rozdetej S. vulgaris,
zlokalizowanej w réznej odleglosci od emitera i skutki glodzenia, ujawniajace
podobne tendencje jesli chodzi o réznice w procesach obronnych, sugeruja, ze
historia ekspozycji na zanieczyszczenia moze mie¢ znaczenie dla sprawnos$ci
obrony detoksykacyjne;j.

Gtlodzenie osobnikdéw owetnicy lucernianki S. vigintiquatuorpunctata wczesniej
zerujacych na lucernie siewnej M. sativa, pochodzacych ze stanowiska drugiego

ujawnito wzrost obrony antyoksydacyjnej z udzialem glutationu zredukowanego.
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