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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,Mtodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika kolekcje
monografii. Znajduja si¢ tutaj pozycje dotyczace nauk przyrodniczych, nauk medycznych i nauk
o0 zdrowiu, nauk technicznych iinzynieryjnych oraz szeroko pojetych nauk humanistycznych
i spotecznych.

W prezentowanych monografiach poruszany jest szeroki przekrdj zagadnien, jednak kazda
z osobna sktada si¢ z kilkunastu rozdziatow, spdjnych tematycznie, dajacych jednocze$nie bardzo dobry
przeglad tematyki naukowej jaka zajmuja si¢ studenci studidow doktoranckich lub ich najmtlodsi
absolwenci, ktorzy uzyskali juz stopien doktora.

Czytelnikom zyczymy wielu przemyslen zwiazanych z tematyka zaprezentowanych prac.
Uwazamy, ze doktoranci i mtodzi badacze z pasjg i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej pracy,
a doswiadczenie jakie nabierajg publikujac prace w monografiach wydawnictwa ,,Mtodzi Naukowcy”,
pozwoli im udoskonala¢ swoj warsztat pracy. Dzigki temu, z pewno$cia wielu autorow niniejszych prac,
z czasem zacznie publikowaé prace naukowe w prestizowych czasopismach. Przyczyni si¢ to zar6wno
do rozwoju nauki, jak i kazdego autora, budujac jego potencjat naukowy i 0sobisty.

Redakcja
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1. Reaktywne formy tlenu — charakterystyka oraz znaczenie dla roslin
Reactive oxygen species - characteristics and role in plants

Borkowska Izabela®, Hanaka Agnieszka®, Domaciuk Marcin®, Wéjcik Matgorzata™®

() Zaktad Fizjologii Roslin; Wydzial Biologii i Biotechnologii; Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

() Zaktad Anatomii i Cytologii Ro$lin; Wydziaf Biologii i Biotechnologii; Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Opiekun naukowy: Matgorzata Wojcik

Borkowska lzabela: izabelaborkowska4 @gmail.com

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, roéliny, enzymy antyoksydacyjne

Streszczenie

Wszystkie organizmy zywe narazone sg na dziatanie reaktywnych form tlenu (ROS, ang.
reactive oxygen species). W organizmach roslinnych powstaja one w warunkach fizjologicznych,
m.in. podczas przepltywu elektronow w fotosyntezie i oddychaniu. Liczne czynniki biotyczne
i abiotyczne, takie jak: patogeny, susza, zasolenie, metale cigzkie, promieniowanie UV, powoduja
wzmozone generowanie ROS. Reaktywne formy tlenu moga wchodzi¢ w reakcje ze zwigzkami
budujacymi struktury komoérkowe, zaburzaé przebieg proceséw metabolicznych, doprowadzajac
nawet do $mierci komoérki. Z tego wzgledu ROS, jako toksyczne dla komorki, sa usuwane przez
szereg komorkowych —mechanizmow antyoksydacyjnych, zaré6wno enzymatycznych, jak
i nieenzymatycznych. Natomiast nadmiar ROS powoduje, Ze obecne w komoérkach mechanizmy
antyoksydacyjne nie sg w stanie obnizy¢ ich zawartosci do bezpiecznego dla komorki poziomu.
Dochodzi wowczas do stresu oksydacyjnego. Ostatnio coraz czesciej rozpatrywana jest pozytywna
rola ROS w komorkach ro$linnych. Postuluje si¢ ich udziat w procesach rozwojowych, w szlakach
transdukcji sygnatu, w ochronie komoérek przed atakiem patogenow, modyfikacji Scian komoérkowych
oraz w rozluznianiu ich struktury, co utatwia wzrost komorkom.

1. Wstep

Tlen czgsteczkowy (O2) jest utleniaczem: reagujac ze zwigzkami organicznymi, utlenia je,
pobierajac od nich elektrony, a sam ulega redukcji. Catkowita redukcja O2 oznacza przylaczenie 4
protonéw i 4 elektronéw w wyniku czego powstajg 2 czasteczki H2O. Czasteczka tlenu nie zawsze
ulega pelnej, czteroelektronowej redukcji. Niepelna redukcja tlenu prowadzi do powstawania
reaktywnych form tlenu (ROS). Podstawowymi reaktywnymi formami tlenu s3: tlen singletowy (*02),
anionorodnik ponadtlenkowy (O2), rodnik hydroksylowy (OH®), rodnik nadtlenkowy (ROO"),
nadtlenek wodoru (H20;). Czasteczki te sa wysoce reaktywne i moga prowadzi¢ do oksydacyjnego
niszczenia komoérki (Takagi i in. 2016). Stres oksydacyjny jest stanem nierownowagi pomiedzy
reakcjami prowadzacymi do generacji ROS, a reakcjami zwigzanymi z ich usuwaniem. Stan ten moze
by¢ niespecyficzng odpowiedzig tkanek roslinnych na rézne czynniki stresowe: stres osmotyczny,
deficyt wody, stres solny, niedobor mikro- lub makroelementow, zbyt niska lub wysoka temperatura,
atak patogendéw lub ro$linozercow, uszkodzenia mechaniczne, zranienia, promieniowanie UV,
nadmiar promieniowania fotosyntetycznie czynnego, dziatanie zanieczyszczen atmosferycznych
(SO2, NO, NO3, 03), jonéw metali, herbicydow. Reaktywne formy tlenu powstajg takze podczas
naturalnych procesow fizjologicznych (tworzenie brodawek na korzeniach roslin motylkowatych,
lignifikacja czy starzenie si¢ komorek). Ochrona przed niekorzystnym dziataniem ROS polega na
uruchomieniu komérkowego systemu antyoksydacyjnego: nieenzymatycznego (m.in. askorbinianu,
glutationu, karotenoidéw, flawonoidéw) i enzymatycznego (m. in. dysmutaz, peroksydaz, katalaz)
(Szymanska i Strzatka 2010).

W ostatnich latach zidentyfikowano nowa role ROS, polegajaca na kontroli i regulacji
procesé6w biologicznych, takich jak wzrost i rozwdj, cykl komoérkowy, programowana $mier¢
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komorki, reakcje na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. Badania te poszerzajg naszg wiedz¢ na
temat generacji ROS i sugerujg podwojng role tych czgsteczek w biologii roslin (Foyer i Noctor 2016).

2. Charakterystyka reaktywnych form tlenu

Wszystkie ROS maja swoje wiasne unikalne wasciwosci chemiczne i poziom reaktywnosci.
Czasteczka OH" jest najbardziej niestabilng forma ROS o okresie pottrwania wynoszacy zaledwie
1ns i szybko reaguje z roznymi sktadnikami komorek (np. lipidami, DNA, weglowodanami,
biatkami). Czasteczki Oz i 'Oz s3 doé¢ podobne pod wzgledem stabilnoéci, z okresem péttrwania
1 ps. Niemniej jednak réznia si¢ one znacznie pod wzgledem dziatania. Podczas gdy O, reaguje
gléwnie z centrum Zelazowo-siarkowym (Fe-S) biatek, 1O, moze utlenia¢ wielonienasycone kwasy
ttuszczowe, guanine oraz pewne aminokwasy (np. histydyne, metioning i tryptofan). Natomiast H,O;
jest o wiele bardziej stabilny (okres poltrwania rowny 1 ms) i moze si¢ kumulowa¢ w stosunkowo
wysokich stezeniach, utleniajac grupy tiolowe (-SH) lub jony metali przejéciowych (np. Cu* do Cu?*,
Fe?* do Fe*). Utlenianie jondow metali przejSciowych prowadzi do powstawania OH" (Mignolet-
Spruyt i in. 2016). Schemat reakcji Fentona, w czasie ktorej Fe?* jest utleniany do Fe®* oraz wytwarza
si¢ OH" przedstawiajg ponizsze rownania (Dietz i in. 2016):

O+ Fe* ™% Fe**+ 0,
H20;+ Fe?* —» Fe® + OH + OH'

Wzrost stezenia ROS w komoérce moze skutkowa¢ oksydacyjnym uszkodzeniem bton
(peroksydacja lipidow poprzez reakcj¢ ROS z nienasyconymi kwasami thuszczowymi), biatek
(modyfikacja aminokwasow, fragmentacja tancuchéw polipeptydowych), czasteczek RNA i DNA
(utlenianie zasad azotowych, uszkodzenia reszt cukrowych), doprowadzajac do oksydatywnego
zniszczenia komorki w procesie nazywanym stresem oksydacyjnym (Mittler i in. 2004). Jednym
Z nastepstw stresu oksydacyjnego jest zahamowanie oddychania i obnizenie poziomu ATP.
W komorkach roslinnych ROS hamuja réwniez fotosynteze. Najbardziej wrazliwymi enzymami na
dziatanie ROS sa enzymy fazy ciemnej fotosyntezy, zawierajace grupy tiolowe. Stres oksydacyjny
wplywa réwniez na przepuszczalno$é bton, powodujac obnizenie rdznicy potencjatu elektrycznego
pomiedzy wnetrzem komorki a Srodowiskiem zewnetrznym. Czasteczki ROS uszkadzajac sktadniki
DNA, prowadza do powstawania mutacji, np. wskutek niewlasciwego parowania zmodyfikowanych
zasad podczas replikacji (Bartosz 1995).

3. Produkcja reaktywnych form tlenu w komérkach

Glownymi miejscami wytwarzania czasteczek ROS w komorce ro§linnej sa: chloroplasty,
mitochondria, peroksysomy, btony komérkowe oraz apoplast.

Znajdujaca si¢ w chloroplascie btona tylakoidu jest miejscem przepltywu elektronéw przez
tancuch fotosyntetyczny. Zawarte sa w niej dwa kompleksy biatkowo-barwnikowe — fotosystem
| (PSI) oraz fotosystem Il (PSII), a takze cytochrom bef i syntaza ATP. W transporcie elektronow
biorg udzial réwniez ruchome przenos$niki w postaci plastochinonu i plastocyjaniny. Barwniki
fotosyntetyczne znajduja si¢ w kompleksach zbierajacych $wiatto (LHC, ang. light-harvesting
complex), a takze w kompleksach anten pomocniczych i rdzeniowych. W obrebie PSII, na skutek
fotolizy wody wytwarzany jest O2. Po stronie donorowej (w warunkach utleniajgcych) i akceptorowej
(w warunkach redukujgcych) w PSII, w wyniku redukcji Oz, generowane sg czasteczki: Oz, H202 ,
OH’ (Gilroy i in. 2016). Redukcje O, moga przeprowadzac przenosniki elektronow, takie jak feofityna
oraz pierwotny chinonowy akceptor elektronow (Qa). Po stronie akceptorowej PSII w wyniku
dysmutacji O2 powstaje H.O-. Nastepnie w reakcji reakcji Fentona, katalizowanej przez Cu*, Fe?*
lub Mn?* 7z czgsteczki H,O2 generowana jest czasteczka OH'. Fotouktad 11 i LHCII sg miejscami
wytwarzania O,, ktéry moze prowadzi¢ do degradacji biatka D1 (zlokalizowanego w centrum PSII).
W fotouktadzie I zachodzi reakcja Mehlera, polegajaca na redukcji tlenu czasteczkowego do O,
przy udziale reduktazy monodehydroaskorbinianowej (MDHAR). W produkcji czgsteczki Oy biorg
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udzial centra zelazowo-siarkowe (Fe-S) oraz witamina K, bedaca sktadnikiem PSI. Czgsteczka Oz~
moze redukowaé forme cytochromu f oraz plastocyjanine. Z czgsteczki Oz, przy udziale CuZn-
dysmutazy ponadtlenkowej (w obecnosci jonéw metali przejsciowych, np. Fe?*) wytwarzany jest
H,0,, co prowadzi do produkcji OH* (Szymanska i Strzatka 2010).

Zrédlem ROS w komoérce ro$linnej jest rowniez mitochondrialny lafcuch transportu
elektronow. Jednak ze wzglgdu na obecno$¢ alternatywnej oksydazy (AOX), udzial mitochondrium
w ogolnej puli wytwarzania ROS jest niewielki. AOX ogranicza produkcj¢ ROS poprzez tworzenie
bocznego odgalezienia szlaku cytochromowego, przenoszac elektrony z ubichinolu wprost na tlen
(Rucinska-Sobkowiak 2010).

W peroksysomach komorek roslinnych przebiegaja reakcje procesu fotooddychania,
podczas ktorych generowany jest HoO». Czasteczka HoO, moze powstawaé w peroksysomach takze
jako produkt uboczny S-oksydacji kwasow tluszczowych. W btonie peroksysomow wystepuje krotki
tancuch transportu elektronéw ztozony z flawoproteiny — reduktazy NADPH oraz cytochromu.
W wyniku dziatania tego tancucha na zewnetrznej, cytoplazmatycznej stronie peroksysomow
wytwarzany jest O,™. Produkcja O, powoduje obnizenie aktywnosci katalazy, co skutkuje wzrostem
stezenia H2O- (Gilroy i in. 2016).

Reaktywne formy tlenu sa wytwarzane takze W apoplascie przez oksydazy NADPH
(okreslane jako homologi oksydazy wybuchu oddechowego RBOH, ang. respiratory burst NADPH
oxidases) (Vaahtera i in. 2014). Produkcja ROS w ro$linach jest wigksza w warunkach
ograniczajacych przyswajanie CO3, np. podczas stresu suszy, zasolenia, wysokiej temperatury, takze
przez potaczenie tych czynnikoéw stresowych z duzym stresem $wietlnym (Mignolet-Spruyt i in.
2016).

3.1 Mechanizmy obrony przed reaktywnymi formami tlenu

Wiekszo$¢ biotycznych i abiotycznych czynnikow stresowych zakldéca metabolizm
komorek, co skutkuje zwickszong produkcja ROS (Mittler i in. 2004). W komorkach ro$linnych
proces neutralizowania ROS jest regulowany przez szereg enzyméw antyoksydacyjnych, np.
dysmutaze ponadtlenkowg (SOD), peroksydaze askorbinianows (APX), katalaze (CAT), peroksydaze
glutationowg  (GPX), reduktaze = monodehydroaskorbinianowa  (MDHAR), reduktaze
dehydroaskorbinianowa (DHAR), reduktaze glutationowa (GR), jak rowniez przez nieenzymatyczne
przeciwutleniacze, takie jak askorbinian i glutation (GSH), ktore wystepuja prawie we wszystkich
przedzialach komoérkowych. W tabeli 1 zostaly przedstawione przyktady enzymow
antyoksydacyjnych aktywowanych w odpowiedzi na dziatanie czynnikdw stresowych w réznych
gatunkach roslin (Mittler i in. 2011).

Dysmutaza ponadtlenkowa jest enzymem katalizujagcym reakcje przeksztatcenia dwoch
czasteczek Oy do HyOz i Oz, Odmienne izoformy SOD moga wystgpowaé w réznych czesciach
komorki, np.: w matriks mitochondrium, peroksysomach i glioksysomach — MnSOD (tetramer,
zawierajacy mangan w centrum aktywnym, ztozony z czterech podjednostek o masie czgsteczkowej
okoto 20 kDa); w stromie chloroplastow, mitochondriach, apoplascie i cytozolu — Cu/ZnSOD
(homodimer zawierajacy miedz i cynk w centrum aktywnym, ztozony z dwdch podjednostek o masie
czasteczkowej okoto 16 kDa) oraz izoforma zawierajaca zelazo — FeSOD w chloroplastach
i peroksysomach (Huang i in. 2016). Peroksydaza askorbinianowa jest peroksydaza specyficzna
wzgledem askorbinianu jako donora elektronow. Enzym ten jest hemoproteina i wystgpuje
w chloroplastach oraz cytoplazmie. Katalaza Katalizuje reakcj¢ dysproporcjonowania H»O»,
posiadajac rowniez wlasciwosci peroksydazowe.

Przeciwutleniaczami (antyoksydantami) nazywane sg substancje, ktore w niskich stezeniach,
w poroéwnaniu z substancjg ulegajaca utlenianiu, hamujg badz op6zniaja utlenienie tej substancji.
Nalezy do nich glutation (y-glutamylo-cysteinylo-glicyna, GSH), ktéry dzieki grupie tiolowej
cysteiny tatwo reaguje z wolnymi rodnikami, inaktywujac je i tworzac wolny rodnik glutationu,
przeksztalcany do utlenionego glutationu (GSSG). Silnym przeciwutleniaczem jest rowniez
askorbinian (AsA), ktéry wykazuje reaktywno$é wobec Oy, H,Oz, OH" i 10, Wspoldziata on
z GSH w neutralizacji H202, w cyklu glutationowo-askorbinianowym, zlokalizowanym w cytozolu
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i mitochondriach (Mittler i in. 2004). Skutecznymi antyoksydantami nieenzymatycznymi,
wystepujacymi w rolinach sa rowniez flawonoidy i karotenoidy (Bartosz 1995).

Tab. 1. Aktywacja enzyméw antyoksydacyjnych w réznych gatunkach roélin w odpowiedzi na
dziatanie czynnikow stresowych (zmodyfikowano wg Sharma i in. 2012)

Fodzaj stresn Enzymy antyoksydacyjne Gatunek rodliny
Susza 30D, GPX, APY. MDHAR, Ozvra sativa
DHAR.
50D, CAT, GFX Betavulgaris
50D, APX. GR. Triticum sativum
Zazolenie CAT, 30D, GE. Ol suropaes
GPX Oriza sativa,
Mréz APX, MDHAF., DHAFR,
GE, 30D
Metale
Al 50D, GPX, APX
Ni 50D, GPX, APX Orvza sativa,
As SOD, GPX, APX Oriza sativa,
Mn SOD, GPX, APX Oriza sativa,
uv 50D, GEX, APX , CAT Ficea aiperata
GPY. APX Arabidopsis thaliana
Patogen Odlium i GPX, CAT Linum usitatissimion
Wirus 251t POD. CAT, APX 350D Ficia faba
mozalki fasoli

Stosowane skroty: APX — peroksydaza askorbinianowa; CAT — katalaza; DHAR — reduktaza dehydroaskorbinianowa; GPX —
peroksydaza glutationowa; GR — reduktaza glutationowa; MDHAR - reduktaza monodehydroaskorbinianowa; POD —
peroksydaza; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa.

4. Przyklady funkcji reaktywnych form tlenu w roslinach

Ciagly proces produkcji i usuwania ROS zachodzi we wszystkich komoérkach i jest
kontrolowany na poziomie genéw (Mittler i in. 2004). Reaktywne formy tlenu petnig rolg sygnatow
w komorce roslinnej poprzez aktywacj¢ czynnikow transkrypcyjnych, receptorow biatkowych
i bezposrednie hamowanie fosfataz (Choudhury 2017; Le i in. 2016; Pesaresi iin. 2009).
W momencie dziatania czynnikow stresowych na komorki, czesto dochodzi do zaburzenia
metabolizmu i wzrostu stezenia ROS na skutek niewystarczajgcej aktywnosci elementow systemu
antyoksydacyjnego. Dochodzi wtedy do uruchomienia mechanizméw sygnatowych odpowiadajacych
za inicjacj¢ odpowiedzi zwigzanej z aklimatyzacja komorek do zmienionych warunkow (Choudhury
iin. 2017; Tian i in. 2016).

W odpowiedzi na stres wodny, wysokiej temperatury czy zasolenia w komoérkach roslinnych
akumuluje si¢ kwas abscysynowy (ABA). Reaktywne formy tlenu posrednicza w indukowanym ABA
zamykaniu aparatow szparkowych, poprzez aktywacj¢ kanatow wapniowych w btonie komorkowe;.
Wysokiemu stezeniu ROS w apoplascie przeciwdziala Cu/ZnSOD, APX, zwigzane ze Sciang
komoérkowa peroksydazy oraz niski poziom askorbinianu i glutationu. Jednak te apoplastyczne
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mechanizmy usuwajgce ROS nie sg takie skuteczne jak systemy wewngtrzkomorkowe (Noctor
i Foyer 2016).

Reaktywne formy tlenu odgrywaja kluczowa role w obronie roslin przed atakiem patogenow
(Mittler i in. 2004). Wysoka zawarto$¢ H20- jest toksyczna dla patogenéw oraz komorek roslinnych,
ktore zostaty zainfekowane. W miejscu zranienia (wnikania patogenu) nastepuje gwalttowna
produkcja H202 (tzw. wybuch tlenowy), ktory nie tylko zabija patogen, ale powoduje réwniez
zamieranie komorki ro$linnej na skutek programowanej $mierci komoérki (tzw. reakcja
nadwrazliwo$ci), co ogranicza rozprzestrzenianie si¢ patogenu (O’Brien i in. 2012). Czasteczka ta
jest rowniez wykorzystywana jako substrat w reakcjach tworzenia lignin, przez co wzmocnieniu
i usztywnieniu ulega $ciana komorkowa, utrudniajac wnikanie patogenu do wnetrza ro$liny.

Produkowany przez oksydaz¢ NADPH Oy bierze udziat w regulacji wydtuzania si¢ korzeni.
Procesem kontrolowanego utleniania jest rowniez dojrzewanie i starzenie si¢ owocow. W czasie
dojrzewania owocOw zmniejsza si¢ zawarto$¢ grup tiolowych i wzrasta zawarto§¢ H>O> i nadtlenkow
lipidéw. Nadtlenki lipidow oraz produkty ich degradacji sg wytwarzane po zranieniu tkanki rolinnej.
Maja one charakterystyczny zapach i pelnig istotna rol¢ ochronna przed grzybami i bakteriami
wnikajacymi w miejscu zranienia (Bartosz 1995).

5. Podsumowanie

Reakcje roslin na czynniki stresowe sg bardzo zlozone i obejmujg zmiany na poziomie
komorkowym i fizjologicznym. Jednym z przejawow dziatania czynnikéw stresowych jest powstanie
ROS. Reaguja one ze sktadnikami komorek, modyfikujac je i uszkadzajac, a nawet doprowadzajac
do $mierci komoérki. Poniewaz wysoki poziom ROS jest szkodliwy dla komorek, rosliny wyksztatcity
odpowiednie mechanizmy obronne (enzymy antyoksydacyjne, nieenzymatyczne antyutleniacze).
Jednak reaktywne formy tlenu sa nie tylko toksycznymi produktami ubocznymi metabolizmu
tlenowego, ale rowniez sg wykorzystywane jako przekazniki sygnatow w procesach fizjologicznych
i pelnig rol¢ m.in. w obronie przed patogenami.
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2. Krysztaly szczawianu wapnia — budowa morfologiczna, wystepowanie
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Streszczenie

W komoérkach roslinnych, na drodze biokrystalizacji tworzone sa krysztaty réznych
zwigzkow, przyjmujace wielorakie ksztalty. Najczesciej sa to krysztaly szczawianu wapnia, ktore
moga stanowi¢ wigcej niz 85% suchej masy organdéw roslinnych. Zostaty one odkryte przez
Leeuwenhoka w XVII wieku i udokumentowane za pomoca mikroskopii §wietlnej (LM — ang. light
microscope) oraz bardziej szczegotowo za pomoca spektroskopii w podczerwieni i mikroskopii
elektronowej, zar6wno skaningowej (SEM — ang. scanning electron microscope), jak i transmisyjnej
(TEM — ang. transmission electron microscope). Obecno$¢ krysztatdow Szczawianu wapnia jest
powszechna u wielu gatunkow ro$lin, w tym glondéw, nagozalazkowych i okrytozalgzkowych. Ze
wzgledu na ksztalt krysztaly te mozna podzieli¢ na jedynce, styloidy, rafidy, druzy i piasek
krystaliczny. Czesto wystepuja one w wakuoli krysztatono$nych idioblastow, wyspecjalizowanych
komorek, ktore stanowia mniej niz 1-2% wszystkich komorek, w ktorych akumulowany jest wapn.
Funkcje krysztatow obejmuja regulacje homeostazy wapnia, ochrong roslin przed roslinozercami,
detoksyfikacje metali, przywracanie réwnowagi jonowej, nadawanie sztywno$ci roslinom.
Enzymem, ktory moze rozktada¢ szczawian wapnia na dwutlenek wegla (CO») i nadtlenek wodoru
(H20>) jest oksydaza szczawianowa (OXO). Wysoki poziom H;0- jako Kluczowego induktora dla
roéznych rodzajow programowanej $mierci komorek (PCD — ang. programmed cell death) moze
sprzyja¢ powstawaniu aerenchymy.

1. Tworzenie krysztalow

Wytwarzanie krysztalow szczawianu wapnia przez rosliny jest procesem zaliczanym do
biokrystalizacji. Krysztaty te powstaja w wakuolarnych strukturach blonowych, nazywanych czgsto
wewnatrz-wakuolarnymi komorami blonowymi (ang. intravacuolar membrane chambers),
wystepujacymi w wyspecjalizowanych komorkach (idioblastach). Krysztaly moga byé tworzone
roOwniez w szeregach wydluzonych komorek zawierajacych znaczne ilosci $luzu i przebiegajacych
wpoblizu wigzek przewodzacych roélin (tzw. kanaty §luzowe) (Saltz in. 2000). Proces powstawania
krysztatdéw szczawianu wapnia w ro$linach nie jest do konca poznany. Horner i in. (2000) wykazali,
ze szlak biosyntezy szczawianu wykorzystuje askorbinian jako prekursor, a Nakata (2003) odkryt, ze
askorbinian jest wytwarzany bezposrednio w samym idioblascie krysztatono$nym. Tworzenie
krysztatow, jest indukowane przez szereg zmian na poziomie subkomérkowym, takich jak zmiany
W jadrowym DNA, retikulum endoplazmatycznym, biatkach kwasowych i sktadnikach cytoszkieletu
(Nakata 2003).
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2. Podzial krysztaléw szczawianu wapnia ze wzgledu na budowe morfologiczna

2.1 Rafidy

Rafidy sg to igietkowate krysztaty szczawianu wapnia, zidentyfikowane u przedstawicieli
z ponad 200 rodzin botanicznych. Krysztaty te maja okoto 50 um dtugosci oraz okoto 850-250 hm
szeroko$ci w przekroju i sg powszechnie spotykane w Alocasia (alokazja), Colocasia (kolokazja),
Pistia (pistia rozetkowa). Moga wystepowaé w postaci wigzek lub jako pojedyncze igty (Rys. 1)
(Franceschi i Nakata 2005).

Rys. 1. Morfologia rafidow A) Wiazka rafidow B) Rafidy zaobserwowane w Cordyline terminalis
(kordylina krzewiasta), TEM (Crowther 2009).

Do tej pory w roslinach odnotowano sze$¢ rodzajow rafidow w ksztalcie igiet (Rys. 2).

= e

O 10 H-O 0| & 18

I WY,

Type | Type ll Type Il Type IV Type V Type VI
Psychotria Lemna Agave Vitis Dioscorea  Dioscorea

Rys. 2. Rodzaje rafidow a) przekroje podtuzne i poprzeczne typéw 1-4 (Crowther 2009) b) Typy V
i VI zaobserwowane w liSciach Dioscorea polystachya (pochrzyn chinski) (Raman 2014).

Rafidy typu | z rodzaju Psychotria (chacruna) posiadaja czworoboczne przekroje na calej
dtugosci, typ II z rodzaju Lemna (rzgsa) cechuje czworoboczny przekrdj poprzeczny w czegsci
centralnej oraz przekroje w ksztalcie litery H na koncach. Typ III spotykany u Agave (agawa) jest
o$mioboczny w przekroju centralnym, a szeScioboczny w przekroju jego koncow. Typ IV
charakterystyczny dla Vitis (winoro$l) posiada w przekroju poprzecznym dwa trojkaty
rownoramienne stykajace si¢ ze soba podstawa, przekrojem przypominajac romb. Typ V i VI
zidentyfikowane u Dioscorea (pochrzyn) charakteryzuja si¢ poprzecznymi liniami wystepujacymi na
przekrojach. Powstaty poprzez dobudowywanie kolejnych waskich plytek, utozonych wzgledem
siebie rownolegle. Typ V ma szescio- lub 0o§mioboczny przekroj centralny i szescioboczny przekroj
na koncach. Typ VI echuje czteroboczny, prostokatny przekrdj poprzeczny na calej swojej dlugosci
(Raman 2014).

Rafidy mogg wystepowaé w aerenchymie lub wloskach roslinnych, najczesciej w wakuoli
komorek, a takze w polgczeniu z blonami. Obecno$¢ rafidow najprawdopodobniej zwigzana jest
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z mechanizmem obronnym przeciwko ro$linozercom. Wykazano takze obecno$¢ rafidow
w komérkach wytwarzajacych toksyny, bowiemksztalt krysztalow ulatwia uszkodzenie skory
i wniknigcie substancji trujacych. Sugerowano rowniez, ze niektore rafidy moga pomdc w tworzeniu
struktury szkieletowej rosliny (Horner i in. 2012)

2.2 Styloidy

Krysztaty styloidowe, znane rowniez jako pseudorafidy, sa zazwyczaj wydtuzone, tworzace
prostokatne kolumny. W komorkach roslinnych wystepuja jako pojedyncze krysztaly lub moga
tworzy¢ krysztaty blizniacze. Styloidy cechuje obecno$é spiczastych lub kwadratowych koncow,
a w niektorych krysztatach moga by¢ one zadaszone przez dwa pryzmaty (Meric 2009) (Rys. 3).

43:‘5 £

Rys. 3. Morfologia styloidow: A) Typy styloidow [dostep: http://www.ghb.cz/view.php?
nazevclanku=pozvanka-do-mikrosveta&cisloclanku=2015110002]; B) Styloidy zaobserwowane
u Freycinetia javanica (pandanowate) skala = 10 pum, LM (Prychid iin. 2003); C) Styloidy

u Chlorophytum comosum (zielistka czubiasta) skala = 100 um, SEM (Prychid i in. 2003)

Krysztaty styloidowe sg charakterystyczne dla niektorych roélin z rodzin Asparagaceae
(szparagowce), w tym Agavaceae (agawowe), Alliaceae (czosnkowe), Convallariaceae
(konwaliowate), Asphodelaceae (ztotogtowowe), Iridaceae (kosaccowate) (Prychid i in. 2003).

2.3 Druzy

Druzy charakteryzuja si¢ najwigksza ztozonosciag pod wzglgdem budowy morfologiczne;.
Nazywane czesto kulistymi rafidami, tworzg krysztaty wielosktadnikowe na drodze krystalizacji,
przebiegajacej wokot miejsca zarodkowania krysztatu. Zbudowane sa zardéwno z mono- jak
i dihydratu szczawianu wapnia, a w ich sktad wchodza struktury analogiczne do rafidow i styloidow
(takze krysztaty blizniacze). Na ich powierzchni widoczne sa charakterystyczne kolce, wystajace
z glownej masy krysztatu (Braissant i in. 2004) (Rys. 4).

Druzy mozna spotka¢ w liSciach i tuskach paczkow Prunus ($liwa), Rosa (réza), Allium
(czosnek), Vitis (winorosl), Morus (morwa) i Phaseolus (fasola) (Monje i Baran 2002).

Jedynce maja posta¢ pryzmatoéw lub romboedréw, wystepuja u rosélin z rodziny Fabaceae
(bobowate). Piasek krystaliczny to zbior wielu drobnych krysztatow, luzno utozonych wzgledem
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siebie, wypetlniajg prawie cala komoérke, spotykany m.in. u Apocynaceae (toinowate) (Monje i Baran
2002).

Rys. 4. Morfologia druzow A) Typy druzéw B) Druzy zaobserwowane w Opuntia auranthiaca
(kaktusowate), SEM (Monije i Baran 2002)

3. Krysztalonosne idioblasty sa strukturalnie wyspecjalizowane w akumulacji wapnia

Krysztaty powstaja w  wakuolach komorek lub idioblastow (pojedynczych
komorek 0 strukturze lub zawartosci odmiennej od otaczajacych komorek), ktore sa rozproszone
w komodrkach migkiszowych lisci (Rys. 5). Idioblasty petnig roézne funkcje, do ktérych nalezy:
przechowywanie substancji wydzielanych, barwnikéw i mineratlow. Moga zawiera¢ substancje
oleiste, taniny, krysztaty szczawianu wapnia lub krzemionke. Po uszkodzeniu komorki idioblastu,
krysztaty lub inna substancja jest wyrzucana przez wewnetrzne cisnienie wody (Lersten i Horner
2011).
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Rys. 5. Idiobliasty w komorkach migkiszowych lisci [dostgp:
http://www.ueb.cas.cz/cs/content/zarodky-smrku-v-prouzkovanem-pyzamu]

Idioblasty produkujace krysztaty szczawianu wapnia charakteryzuja si¢ obecno$cia duzego
jadra, plastydow, rozbudowanego retikulum endoplazmatycznego (RE), wysokim poziomem rRNA
oraz posiadajg unikalne komponenty wakuoli. Wzrost i ksztatt krysztalu jest zalezny od wewnatrz
wakuolarnej matrycy, ktorg okreSlono jako jame krystaliczng (Hardy i Stevenson 2000).
Prawdopodobnie wytwarza ja lipidowo-polisacharydowa przegroda oddzielajaca tworzacy si¢
krysztal od pozostatej zawartosci wakuoli. Na podstawie ksztattu jamy krystalicznej mozna okresli¢
ksztalt krysztatu, ktory zostanie w niej wytworzony. Jeden krysztalonos$ny idioblast zawiera tylko
jeden rodzaj krysztatu. Idioblasty rafidow gromadza si¢ w dolnej czg¢sci liscia migdzy powietrznymi
przestrzeniami aerenchymy, podczas gdy idioblasty krysztatow druzowych znajduja si¢ zwykle
W gornej czesci liscia nad aerenchymg (Kostman i Franceschi 2000). Rozbudowane retikulum
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endoplazmatyczne ma za zadanie przystosowaé komorki do naglego wzrostu stezenia wapnia
w trakcie formowania krysztatow. Ekspresja biatek zdolnych do wigzania wapnia, takich jak
sekwestryna i kalretikulina jest znaczaca w idioblastach krystalicznych. Idioblasty dzigki rozlegtej
sieci mikrotubul w korowej czes$ci komorki, moga dostosowaé rozmiar komorki w trakcie wzrostu
krysztalow. Mikrotubule ograniczaja powigkszanie si¢ idioblastow i odpowiadaja za ich ksztalt, nie
wplywajac na wzrost krysztatow (Lersten i Horner 2011).

4. Degradacja szczawianu wapnia a tworzenie aerenchymy

Oksydaza szczawianowa moze rozktadaé szczawian wapnia na CO2 i H,0,. Degradacja
krysztatdéw szczawianu wapnia prowadzi do powstawania wysokiego poziomu H;O,, powodujac
programowanag $mier¢ komoérek (PCD) u Theobroma cacao L. (kakaowiec wlasciwy). Wedhug badan
Du iin. (2018) aerenchyma Typha angustifolia L. (patka waskolistna) zostala utworzona przez
degradacje komoérek na skutek PCD. Komorki podatne na PCD przeszty kilka etapéw zwigzanych ze
$miercig komorki, w tym pojawienie si¢ pecherzykow, peknigcie tonoplastu oraz degradacje
cytoplazmy, organelli i §cian komorkowych (Du i in. 2018). W poczatkowej fazie tworzenia si¢ jamy
krystalicznej idioblasty wystepuja w strefie wrazliwej na PCD, nastepnie osadzaja si¢ wokot
wglebienia. Gdy jama dojrzewa poprzez liz¢ duzej liczby komorek, krysztaty sa jednoczesnie
degradowane i idioblasty ulegaja dysocjacji (Ni i in. 2014).

@ [ T ;3 cé»:E\ -
Y = I
-
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Rys. 3. Wykrywanie H,O- (barwienie DAB - diaminobenzydyna) w réznych stadiach rozwojowych
tworzenia aerenchymy w Typha angustifolia (patka waskolistna) (a) Faza stata: nie stwierdzono
akumulacji H20, w komoérkach podatnych na programowang $mier¢ komorki (okrag — komorki
tworzace aerenchyme; (b, c) Faza formowania wczesnej jamy (b) krysztatonosny idioblast (strzatki)
wykazywatl obecnos$¢ obszarow zabarwionych DAB, (c) krystaliczny idioblast w powigkszeniu (b);
(d, e) faza tworzenia pdznej jamy; (d) silne zabarwienie DAB bylo gtownie skoncentrowane w
idioblastach krysztatonosnych wokét jamy (strzatki); (e) powiekszony obraz d; (f) Dojrzata jama
krystaliczna, skala = (b, d) = 50 mm, (a) = 25 mm, (c, €) = 12,5 mm, (f) =200 mm (Du i in. 2018)

Barwienie za pomocg DAB wykazato, ze wysoki poziom H,0; utrzymywal sie¢ podczas
weczesnych i péznych etapéw formowania aerenchymy, wykazujac zwigkszong akumulacje HoO, w

17|Strona



Uprawa roslin i ochrona Srodowiska

idioblastach krystalicznych. Nadtlenek wodoru moze dziata¢ ponadto jako czasteczka sygnatowa,
ktora reguluje rozwdj roslin, adaptacje do stresu i PCD (Du i in. 2018).

5. Rola krysztaléw szczawianu wapnia w komérkach roslinnych

U roélin jednolisciennych wystepuja trzy glowne typy krysztalow szczawianu wapnia:
rafidy, styloidy i druzy (Prychid i in. 2003). Niektore rodziny roélin jednoli$ciennych (np. Iridaceae)
charakteryzuja si¢ obecno$cia jedynie styloidéw lub rafidow (np. Hypoxidaceae — przyklekowate)
(Raman i in. 2014). Stad obecno$¢ lub brak okre$lonego typu krysztatu szczawianu wapnia mogg byé
pomocne w taksonomii.

Tworzenie krysztalow szczawianu wapnia w ro$linach odgrywa kluczowa rolg w wielu
waznych procesach, w tym regulowaniu gospodarki wapniowej, ochronie przed roslinozercami
i detoksykacji metali.

Podstawowa funkcjg krystalicznego idioblastu jest magazynowanie wapnia w celu
zmniejszenia st¢zenia wapnia wokot sgsiednich komorek. Badania na poparcie tej hipotezy wykazaly,
ze przy uprawie réznych gatunkow roélin, wielko$¢ i liczba krysztalow szczawianu wapnia jest
zalezna od dostgpnosci wapnia w srodowisku. Tworzenie krysztatow rafidow moze petni¢ podwojna
funkcje: regulacje homeostazy wapnia oraz obrong¢ roslin przed roslinozercami, podczas gdy
tworzenie druzow jest $cisle zwigzane z regulacja stezenia jonow wapnia. Proces ten jest dynamiczny
i reaguje na wahania pozioméw wapnia. Przy jego wysokim poziomie, wielkos$¢ i liczba krysztatow
gwaltownie ro$nie, natomiast przy ograniczonej dostgpnosci tego pierwiastka, dochodzi do
uwalniania wapnia z krysztatow, co prowadzi do redukcji wielkosci i liczby druzéw (Volk i in. 2002).

W badaniach prowadzonych przez Molano-Flores (2001) stwierdzono nagromadzenie
krysztalbw szczawianu wapnia w lisciach Sida rhombilfolia L. (polska nazwa gatunkowa)
w odpowiedzi na zranienie tkanek. Wynika z tego, ze w niektorych roslinach tworzenie krysztatow
jest indukowang odpowiedzig obronng. W badaniu ro$linozernych gazeli, autorzy zauwazyli, ze
zwierzeta zjadaty tylko koncowki lisci lilii pustynnych. Po analizach mikroskopowych lisci okazato
sig, ze koncowki byly jedynymi obszarami liscia pozbawionymi rafidow. Ruiz i in. (2002) porownali
ilo$¢ szczawianu wapnia zgromadzonego przez rosliny z iloScig roslinozercow, ktore przebywaly na
danym terenie. Autorzy stwierdzili, ze lilie, ktore byly uprawiane w miejscach, gdzie zerowanie gazeli
bylo najintensywniejsze, zawieraly najwickszg ilo$¢ krysztatdéw, podczas gdy te, ktore rosty
w miejscach, gdzie zerowanie byto minimalne, gromadzily niewiele (lub brak) krysztatow.
Przycinanie lub zranienie liSci nie powodowalo jednak wzrostu akumulacji szczawianu wapnia, co
wskazuje, ze w tym przypadku tworzenie krysztalow nie byto indukowane (Molano-Flores 2001).

Zgodnie z przeprowadzonymi badaniami rosliny wykorzystuja kwasy organiczne (np.
cytrynian, jabtczan i/lub szczawian) jako mechanizmy umozliwiajace im tolerowanie nadmiernych
stezen metali (Ryan i in. 2001). Niektore gatunki wykorzystuja szczawian do detoksykacji metali,
takich jak otéw (Yang i in. 2000), glin (Ma i in. 2001), stront i kadm (Choi i in. 2001). Badania
wykazaly, ze obecny w Srodowisku metal jest wigczany do krysztatéw szczawianu wapnia (Choi i in.
2001). W glebach kwasnych (okoto 40% s$wiatowych gruntéw rolnych), toksyczno$¢ glinu jest
glownym problemem ograniczajacym produkcje¢ roslinng (Nakata 2003). Mikromolowe stgzenia
glinu moga hamowa¢ wzrost korzeni i wptywa¢ na pozyskiwanie sktadnikow odzywczych i wody.
To zmniejszenie funkcji korzeni jest gtdéwnym problemem w produkcji wielu waznych rolniczo
gatunkow roélin (Ma i in. 2001). Zostaly opisane dwa mechanizmy detoksyfikacji glinu. Pierwszy
polega na wydzieleniu szczawianu do $rodowiska przez korzenie, drugi nazywany mechanizmem
wewngtrznej tolerancji polega na zwigzaniu glinu do krysztatu szczawianu w czg$ci nadziemnej
rosliny. Oba mechanizmy detoksyfikacji glinu wystgpuja miedzy innymi u gryki (Nakata 2003).

6. Podsumowanie

Tworzenie krysztatdw szczawianu wapnia jest kontrolowane genetycznie, a krysztaty sa
zwykle formowane w okreslonym ksztalcie 1 potozeniu przestrzennym. Morfologia krysztatow
szczawianu wapnia jest bardzo zroznicowana poczawszy od prostych, pryzmatycznych form poprzez
agragaty, az do pojedynczych kolumn Iub igiet. Powstaja one w komorkach zwanych idioblastami.
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Podstawowa rola krysztalow szczawianu wapnia moze sie¢ r6zni¢ w zaleznoSci od rosliny i tkanki,
W ktorej wystepuja. Sa one migdzy innymi rezerwuarem wapnia, pozwalajac utrzymac prawidlowa
roéwnowage jonowa. Dziatajg réwniez jako obrona roslin przed roslinozercami, poniewaz powoduja
podraznienia bton §luzowych. W wyniku degradacji krysztaldéw szczawianu wapnia w roslinach
powstaje wysoki poziom H,O, ktory jest uwazany za kluczows czasteczke sygnatows, wywotujaca
PCD.
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3. Remediacja chloranéw(VII) ze srodowiska — problemy i mozliwos$ci
Perchlorate remediation from environment — challenges and possibilities
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Stowa Kluczowe: zywno$¢ funkcjonalna, gruczot tarczowy, redukcja chloranow(VII)

Streszczenie

Zainteresowanie problemem wptywu chlorandw(VII) na zdrowie ludzi wzrosto od 1997
roku, kiedy odkryto duze stezenia tych zwigzkéw w probkach wod pochodzacych z zachodnich
stanow USA. Ze wzgledu na ich wiasciwosci fizyczne i chemiczne zwiazki te ulegaja bardzo
powolnej degradacji w $rodowisku i mogg akumulowaé sie w otoczeniu przez wiele lat.
Udowodniony zostat szkodliwy wptyw duzych dawek chloranow(VII) na czynno$¢ gruczotu
tarczowego poprzez hamowanie jednego z etapow syntezy hormonow tarczycy. Weiaz jednak nie jest
znany wptyw na zdrowie dawek subklinicznych, gdyz dane literaturowe z ostatnich lat dostarczaja
czgsto sprzecznych ze soba informacji. W celu usunigcia ze $rodowiska jonow ClO4- zostaly
opracowane rézne metody remediacji, migdzy innymi fizykochemiczne i biologiczne. W niniejszej
pracy przedstawione zostaly podstawowe informacje dotyczace budowy, zastosowania i wptywu
chloranéw(VII) na zdrowie oraz metody ich remediacji ze $rodowiska, w szczegdlnosci w formie
zywnos§ci funkcjonalne;j.

1. Wprowadzenie

Chlorany(VII) stanowig stosunkowo nowe, dotychczas nie w pelni poznane zagrozenie
srodowiska. Wzrost zainteresowania problemem chloranéw(VII) jako zwigzkoéw majacych szkodliwy
wplyw na zdrowie ludzi jest obserwowany od konca lat 90. XX wieku. Wowczas odkryto duze
stezenia tych zwigzkow w wodach rzeki Kolorado w USA. W tym Ssamym czasie nastapil przetom
w analityce jondw ClOs, z uwagi na odkrycie nowej metody oznaczania chloranow(VII),
pozwalajacej na oznaczenie tych analitow na poziomie 4 pg/L (Urbansky 2002). Jon chloranowy(VI1)
to prosty anion nieorganiczny o silnych wlasciwosciach utleniajgcych. Anion ma budowe tetraedru
zbudowanego z czterech atomow tlenu oraz jednego zlokalizowanego centralnie atomu chloru. Swoj
silnie utleniajacy charakter zawdzigcza atomowi chloru, znajdujgcemu si¢ na +6 stopniu utlenienia,
jednakze szybkos¢ reakcji redox z udzialem chloranow(VII) jest bardzo mata i zwykle jest
obserwowana tylko w st¢zonym roztworze kwasu chlorowego(VII). Prawdopodobnie jest to
spowodowane obecno$cia atomoéw tlenu w tetraedrycznej czasteczce, ktore chronia reaktywny atom
chloru przed wplywem reduktoré6w z otoczenia. Sole kwasu chlorowego(VII) w postaci stalej
przyjmuja forme¢ bialych lub bezbarwnych krysztaldéw, uwodnionych (chloran(VII) sodu) lub
bezwodnych (chloran(VII) potasu), za§ kwas chlorowy(VIl) bezbarwnej, oleistej cieczy.
Rozpuszczalnos¢ chloranow(VII) w wodzie zalezy od rodzaju kationu wchodzacego w sktad soli.
Wigkszos¢ jednak jest dobrze rozpuszczalna w wodzie i rozpuszczalnikach niewodnych, dzieki
swojemu niskiemu powinowactwu do kationéw metali. W rezultacie chlorany(VII) moga
akumulowac¢ si¢ w §rodowisku przez wiele lat, ulegajac bardzo powolnej degradacji (Gu 2006).

Z uwagi na swoje silne wtasciwosci utleniajgce chlorany(VII) sg szeroko wykorzystywane
jako sktadniki statych paliw rakietowych, amunicji oraz materiatow wybuchowych. Na masowg skale
zaczgto ich uzywaé podczas I wojny §wiatowej, w 1940 roku $wiatowa produkcja chloranu(VII)
amonu wynosila ok. 2 tys. ton rocznie, za§ w potowie 1945 roku wzrosta dziesigciokrotnie do
poziomu 20 tys. ton rocznie. Poza zastosowaniem w przemyS$le zbrojeniowym, sole kwasu
chlorowego(VII) wykorzystywane sa do produkcji fajerwerkow, jako detonatory w poduszkach
powietrznych montowanych w seryjnie produkowanych samochodach, w procesach elektrolizy,
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w procesie garbowania skor, a takze w grawimetryczym oznaczaniu jondw potasu, gdyz chloran(VII)
potasu jest zwigzkiem stabo rozpuszczalnym w wodzie (Schilt 1979).

Zrédta chlorandw(VII) w $rodowisku mozna podzieli¢ na naturalne i antropogeniczne. Do
grupy pierwszej zaliczy¢ mozna naturalne formowanie si¢ chlorandw(VII) w atmosferze. Mechanizm
tworzenia si¢ jonow ClO4™ nie jest dobrze poznany, na przestrzeni lat zostato zaproponowanych kilka
mozliwych $ciezek syntezy, przy czym do najbardziej prawdopodobnych nalezy formowanie si¢
chloranéw(VII) przy udziale jonéw chlorkowych i 0zonu w troposferze i stratosferze oraz nowa teoria
zaktadajaca synteze chloranow(VII) podczas wyladowan atmosferycznych (Dasgupta 2005).
Najwickszym znanym rezerwuarem chloranow(VII) na Swiecie sg ztoza saletry chilijskiej znajdujace
si¢ na pustyni Atacama w Ameryce Poludniowej. Obecnos¢ jonow chloranowych(VII) pochodzenia
naturalnego wykazano takze w probkach $niegu z Arktyki, wodach Wielkich Jezior (USA i Kanada),
probkach gleb z Doliny Smierci (USA) oraz Suchych Dolin (Antarktyda). Do zrédet zwigzanych
z dziatalno$cia cztowieka oprocz produkcji na cele militarne oraz cywilne, ktorej §wiatowg ilos¢
szacuje si¢ na kilkaset tys. ton rocznie, nalezy import rudy saletry chilijskiej i wytwarzanie z niej
nawozu sztucznego. Szacuje si¢ iz ruda saletry chilijskiej zawiera wg r6znych opracowan 0.2 - 0.4%
lub 0.05 - 0,4% masowych ClO, (Susarla 1999). W latach 1830 — 1980 szacowana wielko$¢ importu
rudy saletry chilijskiej do USA i Europy wyniosta ok. 23 miliony ton w przeliczeniu na azot (N), przy
czym najwigksza warto$¢ odnotowano w latach 30. XX wieku. W zwigzku z wynalezieniem
przemystowej metody produkcji kwasu azotowego z azotu atmosferycznego import saletry chilijskiej
do krajow Europy i USA w drugiej potowie XX wieku znaczgco zmalat (Urbansky 2003).

Istniejg trzy podstawowe drogi przenikania chloranow(VII) do organizmu czltowieka —
wziewna, przezskorna (transdermalna) i doustna, przy czym najbardziej istotne znaczenie kliniczne
zdaje si¢ mie¢ ta ostatnia. Chlorany(VII) w wigkszoséci sg zwigzkami dobrze rozpuszczalnymi
W wodzie i jako takie pozostaja w roztworach wodnych w formie zdysocjowane;j, skora zas jest bardzo
dobra barierg dla zwigzkdéw zjonizowanych, dzieki czemu absorbcja ich ta drogg jest bardzo mata.
Droga inhalacyjna polega na wdychaniu czastek chloranéw(VII) zaadsorbowanych na czasteczkach
pytow. Na ten rodzaj ekspozycji najbardziej narazeni sa mieszkancy duzych aglomeracji, w ktorych
wystepuje zjawisko smogu oraz pracownicy kompleksow przemystowych, gdzie wykorzystywane
lub produkowane s3 sole kwasu chlorowego(VII). Badania prowadzone w Chinach na grupie
pracownikow fabryki chloranu(VII) amonu nie wykazaty istotnego zwigkszenia stezenia jonow ClO4
W moczu po wziewnym przyjmowaniu tych zwiazkow razem z pytem fabrycznym, jednakze liczne
ograniczenia tego badania nie pozwalajg jednoznacznie zaklasyfikowac tej drogi narazenia jako mato
istotnej. Drogg narazenia o najwigkszym znaczeniu klinicznym jest droga doustna. Chlorany(VII)
bardzo szybko sa wychwytywane z zotadka i jelita cienkiego, a nast¢pnie trafiajg do krwioobiegu.
Z uwagi na ich dobrg rozpuszczalno$¢ i mobilno$é w srodowisku wodnym moga znajdowac si¢ w
wielu produktach spozywanych przez cztowieka — w wodzie pitnej, owocach, warzywach, produktach
mlecznych, zywnosci dla niemowlat oraz suplementach diety. W zwiazku ze wciaz stabo poznanym
mozliwym wpltywem przewleklego przyjmowania wraz z wodg i produktami spozywczymi na
funkcjonowanie organizmu niewielkich dawek ClO4~, w 2005 roku amerykanska Agencja Ochrony
Srodowiska (Environmental Protection Agency, EPA) ustalita na podstawie niezaleznych badan
naukowych dzienng dawke¢ nadchlorandéw, ktéra nie wywotuje mozliwych do zaobserwowania
dziatan niepozadanych na poziomie 0,7 pg/kg masy ciata oraz dopuszczalne stezenie jonow ClO4
w wodach pitnych na poziomie 15 pg/L (NRC 2005).

Narzadem krytycznym dla narazenia na chlorany(VII) jest tarczyca. Wplyw chloranow(VII)
na gruczot tarczowy zostal odkryty w latach 50. i 60. XX wieku, w ktorym to okresie stosowano te
zwigzki w terapii nadczynnosci tarczycy. Sole kwasu chlorowego(VII) naleza do grupy zwigzkow
wolotworczych (goitrogenéw). Oprocz chloranow(VII) goitrogenami sa jeszcze min. tiocyjaniany
SCN- i azotany(V) NOs". Zwiazki te maja zdolno$¢ hamowania wychwytywania jodu przez komorki
gruczotu tarczowego (Smanik 1996). Szkodliwy wplyw nadchloranow zwigzany z hamowaniem
transportu jodu do tarczycy jest SciSle zwigzany z zaburzeniami wytwarzania przez ten gruczot
hormonow 3,5,3’-trojjodotyroniny (T3) i 3,5,3°,5’-tetrajodotyroniny, (tyroksyny, T4). Synteza tych
hormonow jest ztozonym procesem, zaleznym od wielu czynnikow. Zahamowanie transportu jonow
jodkowych do $wiatta pecherzyka tarczycowego blokuje kluczowy etap syntezy T3 i T4 jakim jest
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jodowanie aminokwasu tyrozyny i jego jodowanych pochodnych do wlasciwych hormonow. Ogdlna
funkcja Ts i T polega na stymulacji konsumpcji tlenu w komérkach organizmu, powodowaniu
wzrostu syntezy biatka oraz uzyskiwaniu dodatniego bilansu azotowego. Skutkiem ich dzialania jest
og6lny wzrost tempa metabolizmu weglowodandéw 1 tluszczéw. Sa one réwniez waznymi
modulatorami proceséw rozwojowych, poprzez stymulowanie przysadki mézgowej do wydzielania
hormonu wzrostu (somatotropiny), a takze wptywanie na rozwoj ptuc, kosci, naczyn krwionosnych
oraz OUN, dlatego grupa szczegodlnie narazong na niedobory jodu i niedoczynnos$¢ tarczycy sa
kobiety w okresie cigzy i potogu oraz dzieci. Niedoczynno$¢ tarczycy objawiajaca si¢ w zZyciu
ptodowym lub w okresie niemowlgcym moze prowadzi¢ do kretynizmu, ktory to stan chorobowy
charakteryzuje si¢ niska masg urodzeniowa, licznymi, nieodwracalnymi wadami rozwojowymi,
zarowno fizycznymi jak i umystowymi. U dorostych do najczgstszych objawow naleza zwolnienie
akcji serca, senno$¢, zaparcia, nadwrazliwos¢ na zimno, tamliwos¢ wlosow i1 ogdlne ostabienie
organizmu (Biochemia Harpera 1995).

2. Metody remediacji chloranow(VII)

W zwiagzku z pojawiajacymi si¢ doniesieniami o zanieczyszczeniu chloranami(VII) wod
pitnych, powierzchniowych, basenowych i innych, a takze oznaczeniu znacznych ilosci tych
zwigzkow w niektorych produktach spozywczych istnieje potrzeba degradacji anionu ClO4 do
innych, nietoksycznych zwigzkow. Z uwagi na wilasciwosci fizykochemiczne chloranéw(VII) jak
dobra rozpuszczalnos$¢ i mobilnos¢ w srodowisku wodnym, stabe wlasciwosci kompleksujace oraz
mala reaktywnos$¢ w stgzeniach wystepujacych w §rodowisku stosowanie konwencjonalnych technik
remediacji jak koagulacja, precypitacja i sedymentacja jest kosztowne, mato efektywne i w rezultacie
nieoplacalne. Do nowoczesnych metod remediacji chloranow(VII) ze srodowiska zaliczy¢é mozna
techniki membranowe, adsorbcje¢ na granulowanym weglu aktywnym oraz wykorzystywana na
najwigkszg skalg wymiang jonowa. Metody te, jakkolwiek odznaczajace si¢ pewna skutecznoscia
W 0czyszczaniu probek $rodowiskowych, nie nadajg si¢ do redukcji chlorandw(VII) z zywnosci
(Bardiya 2010).

Intersujagcym sposobem remediacji chlorandw(VII) jest wykorzystanie do tego celu
mikroorganizméw. Zidentyfikowano kilka szczepow bakterii, ktore redukujg te jony do chlorkow
min. Dechloromonas spp., Azospira spp. oraz Dechlorosoma spp. Bakterie te wytwarzajg specjalne
enzymy, ktore obnizaja energi¢ aktywacji potrzebna do redukcji chloranow(VII) i wykorzystuja je
jako zwiazki utleniajace w ich metabolizmie. Chaudhari et al. i Wu et al. badali czynniki ktore
wptywaja na redukcje chloranéw(VII) przez drobnoustroje. Wykazali dwa szczepy bakteryjne ktore
w beztlenowych warunkach przy obecno$ci molibdenu wykazaly wlasciwosci redukujace wzgledem
tych jonow. Jeden z nich byl w stanie zredukowaé chlorany(VII) nawet w obecno$ci azotanow,
natomiast drugi w pierwszej kolejnosci redukowat azotany, nastgpnie chlorany(VII). Ze wzglgdu na
obecnos¢ w wodzie duzych ilo$ci zanieczyszczen innymi anionami, w tym azotanami, istotne jest aby
zrozumie¢ w jaki sposob zachodzi mikrobiologiczna redukcja chloranéw(VII) w ich obecnosci.

Badania Xu et al. dowiodly Ze bakterie hodowane zar6wno w obecnosci jonow
chloranowych(VII) jak i azotanowych wykazywaty lepsze wiasciwosci redukcyjne niz te, hodowane
tylko w obecnosci jonéw chloranowych(VII). Bakterie hodowane jedynie w obecnosci jondow
azotanowych, nie wykazywaly zadnych zdolnosci redukcyjnych wzgledem chloranow(VII).
Interesujace do$wiadczenie opisano w pracy Hutchinson i in. Wykorzystujac enzymy izolowane
z Azospira oryzae dowiedziono, iz majg one zdolno$¢ redukcji chloranéw(VII) nawet przy 500 —
krotnie wyzszym stezeniu jonéw NO3z. Przeprowadzono wiele badan dowodzacych skutecznosci
bakterii w redukcji tych jonéw zaréwno w wodzie, jak i innych materiatach, odbyty si¢ rowniez
wielkoskalowe demonstracje. Jednakze ze wzgledu na kwestie publicznej akceptacji, remediacja
mikrobiologiczna nie byla nigdy stosowana bezposrednio w systemach uzdatniania wody pitnej.
Nadal wiedza na temat skutkow zdrowotnych spozywania wody z tymi drobnoustrojami jest zbyt
mata, chociaz jak wskazuja badania, wykorzystanie tej metody do oczyszczania wody jest skuteczne
(Srinivasan i in. 2009).
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3. Problem nadmiernego spozycia chloranéw(VII), a Zzywno$¢ funkcjonalna

Komisja Europejska (ZALECENIE KOMISJI (UE) 2015/682 z dnia 29 kwietnia 2015 r.)
rekomenduje prowadzenie monitorowania obecno$ci chloranow(VII) w zywnosci. Ustalita takze, iz
docelowa granica oznaczalno$ci (LOQ) nie powinna by¢ wyzsza niz 2 ug/kg w przypadku analizy
chlorandw(VII) w zywnosci dla niemowlat i matych dzieci, 10 pg/kg w innych $rodkach
spozywczych oraz 20 pg/kg w suszonych ziotach, przyprawach, herbacie oraz naparach ziolowych
i owocowych. Dzialajacy w ramach Europejskiego Urzgdu panel ds. srodkéw trujacych w tancuchu
zywnosciowym (CONTAM) przedstawit opini¢ naukowa na temat zagrozen dla zdrowia publicznego
zwiazanych z obecnoscig chloranow(VII) w zywnosci. Panel CONTAM stwierdzit, ze ,,przewlekte
narazenie z dieta na nadchlorany stanowi potencjalne zagrozenie, zwlaszcza w przypadku
konsumentéw spozywajacych duze ilosci chloranow(VII) z zywnoscia, nalezacych do mtodszych
grup wiekowych populacji cierpiacych na tagodny lub umiarkowany niedobor jodu. Ponadto mozliwe
jest, ze krotkotrwale narazenie na chlorany(VII) jest powodem obaw w odniesieniu do niemowlat
karmionych piersig i matych dzieci spozywajacych niewielkie ilosci jodu”. Przedstawiono takze
informacje, ze wysoki poziom chloranow(VII) stwierdzono w ro§linach z rodziny Cucurbitaceae
i warzywach lisciastych. Istniejg takze inne doniesienia $wiadczace o wystepowaniu podwyzszonego,
ponad ustalong bezpieczng granice, poziomu chloranéw(VII) w zywnosci - w niektorych warzywach
i owocach (Calderon i in. 2017), mlekach bedacych podstawg diety dziecigcej oraz kobiet w okresie
laktacji (Andrea i in. 2003) czy mieszanek mlecznych przeznaczonych do zZywienia niemowlat i dzieci
(Namguk i in. 2000).

Interesujacym i racjonalnym remedium chronigcym przed zbyt duzym nie§wiadomym
spozyciem opisywanych chloranéw(VII) jest produkcja odpowiednio zaprojektowanej zywnoSci
funkcjonalnej z wykorzystaniem bakterii wykazujacych zdolnosci redukujace wzgledem tych jonow,
jak np. Azospira oryzae lub Dechloromonas spp. W szczegdlnosci moze to by¢ uzytkowo istotne
W przemysle produktow spozywczych przeznaczonych dla niemowlat i matych dzieci.

Koncepcja zywnosci funkcjonalnej wywodzi si¢ z kultury Wschodu, za$ po raz pierwszy
zostata zdefiniowana w Japonii w latach 80 XX wieku. Jednym z zamierzen rozwoju produkcji tego
typu zywnosci bylo obnizenie rosnacych kosztow ochrony zdrowia spoteczenstwa poprzez
ograniczanie i zapobieganie wystgpowania chorob, w szczegdlnosci cywilizacyjnych. W Japonii,
poza znaczacg pozycja na rynku spozywczym, zywnos¢ funkcjonalna uzyskata swoj status prawny,
natomiast nauka o niej zajmuje centralng pozycje wsrdd nowoczesnych nauk przyrodniczo-
medycznych (Darewicz i in. 2003). W 1991 roku Ministerstwo Zdrowia opracowato zbiér norm
prawnych regulujacych wymagania dotyczace kwestii produkcyjnych i obrotu handlowego
prozdrowotnej zywnosci funkcjonalnej, nazwanej jako Food for Specified Health Use (FOSHU) (Arai
2000). W USA definicj¢ zywnoSci funkcjonalnej opracowat Instytut Medycyny Narodowej Akademii
Nauk, za$ w Europie miedzynarodowy interdyscyplinarny projekt ILSI Functional Food Science in
Europe (FUFOSE). Celem tego programu bylo rozwijanie i koordynowanie wspolpracy pomiedzy
osrodkami naukowymi, a przemystem spozywczym krajow czlonkowskich Unii Europejskie;j.
Konsekwencja prac nad tym projektem byto europejskie zdefiniowanie pojgcia zywnosci
funkcjonalnej. Jest to zywnos¢, ktora poza funkcjg odzywceza wykazuje udowodniony korzystny
wptyw na jedna lub wiecej funkcji organizmu, polegajacy na poprawie stanu zdrowia oraz
samopoczucia i/lub zmniejszaniu ryzyka chorob. Wymagane jest aby stanowita konwencjonalng
forme¢ zywnosci, a takze aby pozytywne prozdrowotne dzialanie wykazywata w ilo§ciach dostepnych
podczas ogélnego spozywania jako uzupehlienie codziennej diety. Wytwarzanie ZzywnoS$ci
funkcjonalnej moze by¢ oparte na dodatku substancji aktywnych biologicznie, takze otrzymywanych
z naturalnych surowcow roslinnych i zwierzecych, takze bakterii, projektowaniu nowatorskiego
sktadu chemicznego znanych juz produktow lub ograniczaniu ich wartosci energetycznej (Scientific
Concepts of Functional Foods in Europe Consensus Document 1999). Stosowane sa rozne
klasyfikacje zywnosci funkcjonalnej. Ze wzgledu na specyficzne sktad finalnej zywnosci lub grupy
odbiorcow- niemowleta, matki karmiace, kobiety cigzarne, osoby obciazone zwigkszonym ryzykiem
okreslonych chorob, sportowcy. Natomiast nowa zywnoscig (novel food), mogaca jednocze$nie
stanowi¢ zywno$¢ funkcjonalng, sg produkty spozywcze i ich sktadniki, ktore nie byly w znacznym
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stopniu stosowane w zywieniu ludzi w krajach cztonkowskich Unii Europejskiej przed dniem 15 maja
1997 roku.

Rynek zywnosci funkcjonalnej jest najszybciej rozwijajacym si¢ sektorem $wiatowego
rynku zywnos$ciowego, roczny wzrost tego rynku jest oceniany na 20%. Trendy demograficzne
i kulturowe na $wiecie wplywaja na wzrost sprzedazy zywnosci funkcjonalnej oraz zainteresowania
wybranymi rodzajami tej zywno$ci. Jest to rynek odpowiadajacy na aktualne potrzeby konsumentow,
stad tez stale ro$nie liczba nowych produktow (Korbutowicz 2018). Odpowiednio zaprojektowana
i przebadana zywno$¢ funkcjonalna, wzbogacana dodatkiem opisywanych bakterii, moglaby
stanowi¢ kolejny prozdrowotny produkt zapobiegajacy powstawaniu i rozwojowi choréb zwigzanych
ze zbyt duzym spozyciem chloranéw(VII).

4, Podsumowanie

Chlorany(VII) negatywnie oddzialuja na organizm cztowieka. Udowodniony zostat
szkodliwy wplyw okre§lonych dawek chloranow(VII) na czynno$¢ gruczohlu tarczowego poprzez
hamowanie jednego z etapoéw syntezy hormondw tarczycy. Droga narazenia o najwigkszym
znaczeniu klinicznym jest droga doustna, a ryzyko zbyt duzego spozycia chloranow(VII) zwigzane
jest z faktem, ze zanieczyszczone sa nimi wody- w szczegblnoscei pitne i powierzchniowe. Z uwagi
na ich dobrg rozpuszczalno$¢ i mobilnos¢ w srodowisku wodnym wykazano, ze znajdujg si¢ w wielu
produktach spozywanych przez czlowieka, takze przeznaczonych dla niemowlat. Istniejg rézne
metody remediacji chloranéw(VII), jedng z nich jest wykorzystanie do tego celu mikroorganizmow.
Zidentyfikowano kilka szczepow bakterii, ktore redukuja te jony do chlorkéw min. Dechloromonas
spp., Azospira spp. oraz Dechlorosoma spp. Zastosowanie tej metody w polaczeniu z zatozeniami
i rozwigzaniami technologicznymi zywno$ci funkcjonalnej stanowi interesujaca mozliwosé
stworzenia  nowatorskich  prozdrowotnych  produktow  spozywczych,  przeznaczonych
w szczegblnosci dla niemowlat i matych dzieci. Zasadne wydaja si¢ by¢ przyszite badania dotyczace
opisywanej tematyki.
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Streszczenie

»Superfoods” to naturalne nieprzetworzone produkty, ktére wedlug badan naukowych
za pomocg zawartych w nich zwigzkach aktywnych pomagajg zoptymalizowaé zdolno$¢ organizmu
do prawidlowego funkcjonowania. Jednym z przyktadow superfoods jest morwa czarna- gatunek
nalezacy do rodzaju Morus. Wykazuje ona szereg prozdrowotnych wlasciwosci- dziatanie
antyoksydacyjne, neutroprotekcyjne, przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe i przeciwbakteryjne,
hipolipemizujace, gastroprotekcyjne, poprawiajace profil lipidowy krwi, przeciwzapalne i inne.

1. Wstep

Do rodzaju morwa (Morus) z rodziny morwowatych (Moraceae) zalicza si¢ kilkadziesiat
gatunkow, glownie drzew lisciastych, znanych z umiarkowanej i subtropikalnej strefy potkuli
péinocnej. Sa to uprawiane w Polsce morwa biata (Morus alba L.), morwa czarna (Morus nigra L.)
i morwa czerwona (Morus rubra L.) (Ercisli, Orhan 2006), pozostate to m.in. morwa pitkowana
(Morus serrata M.), morwa chinska (Morus australis Poir.), morwa afrykanska (Morus mesozygia
Stapf), morwa teksanska (Morus microphylla Buckley).

M. nigra (Rys. 1) charakteryzuje si¢ niewysokim, czesto rozgatezionym pniem, okraglawa
korong, jajowatymi lub 3-5-klapowymi lis¢mi, rozdzielnoplciowymi kwiatami (kwiaty zenskie
zebrane w krotkoszyputowych gltéwkach o zalgzniach z dwoma stupkami) oraz ciemnopurpurowymi
albo czarnawymi owocami (Rys.1). Osigga wysoko$¢ 25 m. Rodzima w lasach zlokalizowanych na
potudnie od Kaukazu i Morza Kaspijskiego, jak rowniez w Iranie.

W Polsce gwattowny wzrost upraw morwy biatej w XX wieku zwigzany jest z faktem, iz jej
liscie stanowig niezbedne pozywienie dla ggsienic jedwabnika morwowego (Bombyx mori). Do tego
celu nadaje si¢ takze morwa czarna, lecz jej bardziej owlosione li§cie stanowia gorszy pokarm,
a otrzymany jedwab za$ jest mniej wartoSciowy. Obecnie morwy w naszych rejonach uprawiane sg
glownie ze wzgledu na wartosciowe jadalne owoce (Karczmarczyk 2012).

Najbardziej zbadane i cenione gatunki z rodzaju Morus stosowane do celow leczniczych to
morwa biala, morwa czarna i morwa czerwona. Stwierdzono, ze ich owoce wykazuja rézne kierunki
dziatania biologicznego- szczegodlnie antyoksydacyjne (Ercisli, Orhan 2006). Stres oksydacyjny
zwiazany jest z nadmiernym wzrostem wewnatrzkomorkowych zwigzkow utleniajacych, takich jak
reaktywne formy tlenu (ROS), zaangazowanych w utrate zdolnosci obronnych przeciwutleniaczy.
Odgrywa kluczowa role w r6znych stanach klinicznych, w tym procesach starzenia si¢, nowotworach,
cukrzycy, miazdzycy, przewlektym zapaleniu, chorobach neurodegeneracyjnych, reumatoidalnym
zapaleniu stawow, zakazeniu ludzkim wirusem niedoboru odpornosci (HIV) (Collins i in 2005; Droge
2002). Wielu naukowcow interesuje sie aktywnos$cig przeciwutleniajgcg naturalnie wystepujacych
sktadnikow, w szczegolnosci zwigzkoéw polifenolowych (Droge 2002). Ponadto wykazuja dziatanie
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antytrombotyczne, przeciwzapalne, neuroprotekcyjne, nocyceptywne i inne. (Ercisli, Orhan 2006).
Wspomniane aktywno$ci determinowane sa w glownej mierze przez obecno$¢ zwigzkow
polifenolowych, w szczegdlnosci antocyjanin, ktére dodatkowo warunkujg kolor owocow.
Cyjanidyno-3-glukozyd oraz cyjanidyno-3-rutynozyd to najwazniejsze antocyjany obecne
w morwach. Istotne dzialanie wykazuja roéwniez kwasy fenolowe (Aramwit 2010). Catkowita
zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w owocach M. alba wynosi 181 mg GAE/100G, w M. nigra 1422
mg GAE/100G, w M. rubra 1035 mg GAE/100G. Catkowita zwarto$¢ flawonoidow odpowiednio 29,
276, 219 mg GAE/100G (Ercisli, Orhan 2006).

Liscie réznych odmian gatunkéw morw wykazuja wysoka koncentracj¢ 1,4-dideoxy-1,4-
imino-D-arabinitolu i 1,4-dideoksy-1,4-imino-D-rybitolu, ktorym przypisuje sie wlasciwos$ci
hipoglikemiczne. W owocach rodzaju Morus obecne sg pierwiastki, takie jak wapn, magnes, zelazo,
so6d, mangan, cynk, miedz, selen oraz azot, sdd i potas w znacznych ilo$ciach. Owoce gatunku morwy
biatej sg zasobniejsze w zawarto$¢ biatka niz morwy czarnej i czerwonej (Rodrigues i in. 2019).

Li7e St Haracwe

Rys.1. Morwa czarna (Morus nigra). Za: Otto Wilhelm Thomé, Flora von Deutschland, Osterreich
und der Schweiz, Gera 1885 (www.BioLib.de).

2. Przeglad literatury- wlasciwos$ci prozdrowotne morwy czarnej

Owoce M. nigra wykazujg najznaczniejsze whasciwosci antyoksydacyjne posrod wszystkich
gatunkéw rodziny Moraceae. Skutkuje to prewencyjnym lub hamujacym wplywem na szereg choréb,
w szczegolnosci zwigzanych z procesami starzenia (Ercisli i in. 2010). Substancje aktywne zawarte
w M. nigra, w szczegdlnosci antocyjany, mogg by¢ skuteczne w leczeniu chordb
neurodegeneracyjnych. Przeprowadzony zostal szereg badan pod katem wplywu na chorobe
Parkinsona. Jest jednym z najczegsciej wystepujacych (18-418 zachorowania/100 000 osoéb w skali
$wiatowej) zwyrodnieniowych zaburzen funkcji mézgu z objawami dysfunkcji motorycznych, takimi
jak na przyktad sztywnos$¢ migsni, bradykinezja, drzenie spoczynkowe w jednej rece potaczone ze
zmniejszong mozliwoscia ruchu ramienia, zachwiania rOwnowagi, a takze zamiany behawioralne
i poznawcze. Pacjenci cierpiacy na ta chorob¢ do$wiadczaja obnizonej jakosci zycia z powodu
przewleklego postepujacego przebiegu choroby, jak 1 niepozadanych skutkow terapii
farmakologicznych (Fahimi, Hadipour Jahromy 2018). W konsekwencji analizy skutkow spozycia
morwy czarnej przez 130 000 oséb stwierdzono, ze jest warto§ciowym czynnikiem zmniejszajgcym
ryzyko wystapienia choroby Parkinsona (Gao i in. 2012). Rahman i in. (2008) wykazali, iz spozycie
antocyjanow wystepujacych w morwie czarnej w dziennej dawce 100 mg/kg moze przyczynic si¢ do
modulacji stezenia poziomu neurotransmiterdw, takich jak DA, bedacych czynnikiem wptywajacym
na przebieg choroby Parkinsona. Ziaei i in. (2012) zasugerowali, ze M. nigra tagodzi objawy
parkinsonizmu, obniza narazenie stresem oksydacyjnym i przeciwdziala $mierci neuronow
dopaminergicznych. W badaniu opublikowanym w 2018 roku w Journal of Experimental
Pharmacology przeprowadzonym na modelu zwierzecym (wykorzystujacym 1-metylo-4-fenylo-
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1,2,3,6-tetrahydropirydyne - MPTP) stwierdzono, ze sok uzyskany z owocow M. nigra wptywa
hamujaco na dyskinezy zwigzane z ruchami hiperkinetycznymi (LID) indukowane leczeniem
lewodopa. Dziatanie to wystepuje w dziennej dawce >10ml/kg (Fahimi, Hadipour Jahromy 2018).

Rosliny z rodzaju Morus wykazuja dzialanie antybakteryjne- odmienne w zaleznosci od
gatunku i cze$ci rosliny. Przyktadowo, kora M. rubra dziata przeciwbakteryjne przeciwko bakteriom
wywotujacym zakazenia u ludzi- Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermis, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium bacteria, owoce M. nigra i M. mongolica
przeciwko Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus. Proces patologiczny
bolu zapalnego jest istotnym kryterium diagnostycznym w wielu ostrych i przewlektych
schorzeniach. Infekcje bakteryjne to jedna z przyczyn powstawania bolu. Zwigzki polifenolowe
zawarte w M. nigra wykazaly znacznie wyzsza aktywno$¢ antynocyceptywna i przeciwbakteryjna
w stosunku do Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus niz te w M. alba,
M. rubra i M. mongolica. Aktywno$ci te moga by¢ skutkiem hamujgcego dziatania na cytokiny
prozapalne, indukowanej syntezy tlenku azotu (iNOS) i NF-kB. Testy na modelach zwierzgcych
wykazaty, ze cyjanidyno-3-O-glukozyd, rutyna i izokwercetyna to glowne sktadniki aktywne
w procesie antynocyceptywnym (Chen i in. 2017).

Spozycie owocow M. nigra obniza stezenie catkowitego cholesterolu, triglicerydow,
lipoprotein o niskiej gestosci (LDL-c) i o bardzo niskiej ggstosci (VLDL-c) w surowicy, podwyzsza
za§ zawarto$¢ lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL-C) oraz enzymatyczng aktywnos¢
antyoksydacyjng. W badaniach na zwierzgtach stwierdzono ponadto, ze morwa czarna spowoduje
obnizenie zmian miazdzycowych (Rodrigues i in. 2019).

Dieta bogata w polifenole morwy czarnej i morwy czerwonej przyczynia si¢ do zapobiegania
wystepowania chorob uktadu sercowo-naczyniowego oraz nowotwordéw (Fahimi, Hadipour Jahromy
2018). Zwiazki czynne zawarte w morwie czarnej wykazuja zdolno$¢ antyproliferacyjna
i proapoptyczne dziatanie wobec komorek gruczolaka poprzez indukowanie aktywnosci kaspaz 31 7
podczas faz GO/G1 cyklu komérkowego. Powoduje to obnizenie ilosci komorek w fazie S, podczas
ktorej nastgpuje synteza bialek i DNA (Rodrigues i in. 2019). Stwierdzono przeciwnowotworowe
wlasciwosci korzenia M. nigra. Najistotniejszy zwigzek czynny morusin wywiera cytotoksycznos¢ in
vitro przeciwko nowotworowym liniom komoérkowym réznego pochodzenia, w tym na przyktad
trzustki, szyjki macicy i jelita grubego (Zoofishan i in. 2018).

Liscie M. nigra charakteryzuja si¢ = wladciwo$ciami  przeciwutleniajgcymi
i cytoprotekcyjnymi. Przeprowadzone badanie wykazato, ze posiadajg zdolno$¢ do hamowania
wzrostu komorek nowotworowych w warunkach in vitro. Flawonoidy (m.in. kwercetyna, luteolina
i izoramnetyna) obecne w lisciach M. nigra dziatajag hepatoprotekcyjnie. W zbadanym
terapeutycznym potaczeniu z metotreksatem nastapit znaczny spadek aktywnosci aminotransferazy
alaninowej (ALT), aminotransferazy asparaginianowej (AST) i dehydrogenazy mleczanowej (LDH).
Natomiast w doswiadczeniu dotyczacym hepatotoksycznosci wywotanej paracetamolem
zastosowanie alkoholowego ekstraktu z lisci morwy czarnej spowodowato obnizenie ALT, AST,
fosfatazy alkalicznej (ALP) i calkowitej bilirubiny. Owoce morwy czarnej przyczyniaja si¢ do
zmniejszenia poziomu stluszczenia watroby spowodowanej hiperlipidowa dieta. Efekt
hepatoprotekcyjny zwigzany jest takze =z obnizeniem nieprawidlowej tolerancji glukozy
i insulinooporno$ci, indukcjg utleniania kwasdéw tluszczowych, obnizong biosyntezg kwasow
thuszczowych i cholesterolu.

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) szacuje, ze do roku 2025 liczba chorych na cukrzyce
typu 2 moze osiggna¢ 300 mln. Leczenie cukrzycy typu 2 mozna wspomagac¢ fitoterapig. Jako roslina
0 dziataniu hipoglikemizujgcym sposrdd rodzaju Morus najbardziej znana jest M. alba, jednak morwa
czarna takze wykazuje wspomniane dziatanie. Wlasciwosci przeciwcukrzycowe polegaja przede
wszystkim na obnizeniu poziomu cukru we krwi, zwigkszaniu wrazliwosci tkanek na dziatanie
insuliny, obnizaniu glikemii popositkowej, hamowaniu nieprawidtowego wydzielania insuliny czy
zapobieganiu powiktan cukrzycowych. Abd El-Mawla et al. (2011) wykazali dzialanie
hipoglikemizujace ekstraktow z li§ci morwy czarnej na modelach zwierzgcych oraz jednoczesny efekt
akumulacji zwartosci flawonoidéow w kulturach komoérkowych traktowanych jasmonianem metylu.
Ponadto zaobserwowano nieco wigkszy efekt hipoglikemiczny gdy szczury poddawano dziataniu
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ekstraktow z hodowanych komoérek, co wskazuje na addytywne dziatanie flawonoidow
indukowanych przez jasmonian metylu. W innym badaniu odnotowano, ze wodno-etanolowe
ekstrakty z lisci M. nigra istotnie obnizaty stezenie glukozy na czczo i 2 godziny po positku (w dawce
50 mg/kg) oraz zwickszaty poziom insuliny w surowicy (w dawce 10 mg/kg). Badanie
przeprowadzono na szczurach cierpiacych na cukrzyce typu 2 indukowang nikotynamidem-STZ
(AbouZid i in. 2014) Zmiany w naczyniach krwiono$nych wywotane cukrzyca mogg zwickszaé
patofizjologiczna aktywno$¢ metaloproteinaz (MMP). Wiadomo, ze hamowanie MMP moze
poprawi¢ oporno$¢ na insuling i stres oksydacyjny (Araujo i in. 2015; Ktysik i in. 2010). Araujo i in.
(2015) wykazali potencjat hipoglikemiczny lisci M. nigra poprzez zmniejszenie ekspresji
i aktywnosci MMP-2 w watrobach szczuréw z cukrzyca. Ponadto kilka zwigzkow fenolowych
i izoprenylowanych flawonoidow wyizolowanych z ekstraktow galtazek M. nigra wykazato dobre
dziatanie przeciwcukrzycowe, obejmujace mechanizmy aktywacji receptora gamma aktywowanego
przez proliferatory peroksysoméw (PPARy) (Xu i in. 2018a) i inhibicje¢ a-glukozydazy (Xu i in.
2018b). Jednak 3-tygodniowe podawanie wodnego ekstraktu z lisci morwy czarnej nie wplyneto na
poziom glukozy w surowicy u ci¢zarnych szczuréw- z cukrzycg lub zdrowych (Volpato i in. 2011).

Zwiazki zawarte w morwie czarnej wykazuja efekt gastroprotekcyjny. Udokumentowano,
ze w przypadku mysiego wrzodu zotadka indukowanego etanolem wysokie dawki (300 mg/kg)
metanolowego ekstraktu z owocéw M. nigra dziataly ochronnie. Wynik badania potwierdzono
metodami makroskopowymi i mikroskopowymi stwierdzajac, iz stopien uszkodzenia nabtonka
w tkance zoladkowej zostal zmniejszony. Ekstrakt zapobiegal wyczerpaniu zasoboéw glutationu
(GSH) i sprzyjat czgéciowej redukcji wodoronatlenkéw lipidowych (szkodliwych zwigzkoéw
powstajacych podczas utleniania, LOOH) w owrzodzonej blonie Sluzowej zotadka. Mechanizm
gastroprotekcyjnego dzialania nie opiera si¢ na regulacji wydzielania kwasu zotadkowego, stad tez
pozbawiony jest dziatan niepozadanych standardowej terapii- tj. np. hipergastrynemii, hiperplazji
komorek enterochromafinopodobnych, zanikowego zapalenia blony sluzowej zotadka.

Pigmentacja melaniny w skoérze jest waznym mechanizmem obronnym przed
promieniowaniem ultrafioletowym, jednak nieprawidtowa hiperpigmentacja melaniny katalizowana
przez enzym tyrozynaz¢ moze powodowac istotne problemy estetyczne. Inhibitory tyrozynazy staja
si¢ coraz wazniejsze w leczeniu zaburzen skory zwigzanych z pigmentacja i poprawa wybielania
skory jako strategia anty-melanogeniczna. Przeprowadzono badanie dotyczace hamujacego
oddziatywania zwigzku wyizolowanego z todygi M. nigra (2,4,2 ', 4'-tetrahydroksy-3- (3-metylo-2-
butenylo) —chalkonu, TMBC) na aktywno$¢ tyrozynazy i biosyntez¢ melaniny. Ponadto TMBC
znaczaco obnizylo zawartos¢ melaniny i komoérkowa aktywnos¢ tyrozynazy w komorkach czerniaka
B16, chociaz zwickszyto poziomy mRNA komoérkowej tyrozynazy (Zhang i in. 2009). Zheng i in.
(2010) przebadali zwiazki aktywne wyizolowane z korzeni morwy czarnej pod katem wihasciwosci
hamujacych tyrozynazg - 29 wykazywato taka aktywnos$¢, natomiast 9 sposrdd nich wyzsza niz
dobrze poznany i powszechnie stosowany kwas kojowy. Natomiast w innym badaniu dowiedziono,
ze standaryzowane ekstrakty metanolowe z lisci M. nigra wykazywaly aktywno$¢ hamujaca
tyrozynazg, z IC50 w zakresie od 5,00 do 8,49 pg/ml przy jednoczesnym braku cytotoksycznosci
ocenianym za pomoca testu MTT (referencyjny test umozliwiajacym pomiar aktywno$ci przemian
energetycznych w mitochondriach) na mysich i ludzkich komdrkach czerniakach, ludzkich
keratynocytach i mysich fibroblastach. Preparaty z M. nigra to obiecujgce naturalne $rodki
przeciwdzialajace przebarwieniom skory (De Freitas 1 in. 2016).

Metanolowy wyciag z owocOw morwy czarnej poprzez stymulacje receptorow
muskarynowych wykazuje dziatanie przeczyszczajace (Rodrigues i in. 2019), natomiast
dichorometanolowy z lidci silnie przeciwzapalne. Tradycyjne zastosowanie owocéw morwy czarnej
polega na obnizaniu goraczki, regeneracji stawow, ochronie watroby przed szkodliwymi czynnikami,
obnizaniu ci$nienia krwi czy leczeniu stanéw zapalnych drog moczowych (Ercisli i in. 2010).

3. Definicja superfoods

Pod pojeciem zywnosci funkcjonalnej rozumiemy zywno$¢, ktdra na podstawie wynikow
badan naukowych moze przyczyniac si¢ do osiggnigcia okre§lonej odpowiedzi organizmu czlowieka,
a takze odgrywac wazng rolg¢ w kierunku zapobiegania chorobom cywilizacyjnym, czy tez stanowié
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czynnik promocji zdrowia. Mozliwe korzystne wtasciwosci zywnosci funkcjonalnej wynikaja z ich
zawartosci sktadnikow bioaktywnych, o okre§lonych wlasciwosciach biologicznych i dziataniu
W organizmie czlowieka. Jednoczes$nie aktualne badania naukowe potwierdzaja potencjalne
korzystne wlasciwosci r6znych konwencjonalnych produktéw spozywezych, takich jak na przyktad
zielona kawa, herbata, jagody Goji, owoce grantowca, rokitnik, jarmuz, pieprzyca peruwianska, ktore
sg znane pod pojeciem ,,superfoods”. Termin po raz pierwszy zostal uzyty przez Aarona Mossa
W czasopismie Nature Nutrition w 1998. Wedlug Wolfe ,,superfoods” to naturalne nieprzetworzone
produkty, ktore wedlug badan naukowych, za pomoca zawartych w nich zwigzkach aktywnych
pomagaja zoptymalizowa¢ zdolno$¢ organizmu do prawidlowego funkcjonowania (Wolfe 2009).
Najwazniejsze bioaktywne prozdrowotne sktadniki zawarte w ,,superfoods” to zwiazki o aktywnosci
antyoksydacyjnej, wielonienasycone kwasy tluszczowe, witaminy, mineraty, mikroorganizmy
probiotyczne, niezbedne aminokwasy, polisacharydy i rézne enzymy. Jedng z metod prewencji coraz
powszechniej wystepujacych chordb cywilizacyjnych jest przyjecie odpowiednich wzorcow
zywieniowych i stanowi to stale rosnacy trend konsumencki (Proestos 2018).

4. Podsumowanie

Morwa czarna dzigki obecnosci licznych prozdrowotnych zwigzkdéw bioaktywnych zyskata
status ,,superfood” w krajach europejskich, gdzie jest uprawiana ze wzglgdu na jej owoce. Dalsze
badania nad wlasciwosciami i dziataniem skladnikéw fitochemicznych zawartych w réznych
genotypach M. nigra przyczynia si¢ do wigkszego docenienia i rozpowszechnienia wiedzy o wartosci
nutraceutycznej i leczniczej tej rosliny, co w konsekwencji bedzie sprzyja¢ wzrostowi jego
konsumpcji. Waznym aspektem prewencji chorobom, takze cywilizacyjnym jest stosowanie
zbilansowanej diety (Krishna i in. 2018).
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Impact of extrusion-cooking technique on lignocellulosic biomass
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Streszczenie

Celem pracy jest uzyskanie za pomoca techniki ekstruzji taniego i wysokoenergetycznego
substratu lignocelulozowego do stosowania w biogazowniach rolniczych. Badaniom poddano
wybrane substraty lignocelulozowe, m.in. zdrewniate siano straw, stome¢ zbo6z, todygi topinamburu,
otregby z mtyna i stom¢ kukurydziang. Ekstruzje prowadzono przy wykorzystaniu ekstrudera
jednoslimakowego TS-45 z zastosowaniem zmiennej predkosci obrotowej $limaka i zmiennego
poziomu dowilzenia surowcow. Podczas procesu oceniano wydajno$¢ i energochtonno$¢ procesu
ekstruzji, a nastgpnie zbadano gesto$¢ usypowa ekstrudatow, wskaznik absorpcji wodnej oraz
wskaznik rozpuszczalnosci ekstrudatow. Zwigkszanie predkosci obrotowej slimaka podczas ekstruzji
wptywato na wzrost wydajnos$ci i energochtonnosci procesu ekstruzji, nieznaczny spadek gestosci
usypowej oraz wzrost wskaznika absorpcji wodnej i wskaznika rozpuszczalnosci ekstrudatow
w wodzie.

1. Wprowadzenie

Najbardziej rozpowszechniong w Europie technologie budowy biogazowni, powstajacych
od blisko 20 lat majg Niemcy (blisko 9,5 tys.) i Wtochy (2 tys.). System produkcji biogazu NaWwaRo
(Nach Wachsende Rohstoffe) wykorzystuje gtownie kiszonki z roélin (burakow, kukurydzy, traw itp.)
(Tys 2006). Inne substraty, takie jak odpady z zaktadow przetworstwa rolno-spozywczego lub
z produkcji zwierzecej wykorzystywane sa w zaleznos$ci od konkretnych uwarunkowan gospodarstwa
(Niedzidtka i in. 2006). Kazda biogazownia sktada sie z kosza zasypowego ha substrat zaopatrzonego
w automatyczny podajnik, zamknietej komory fermentacyjnej (lub kilku komor), agregatu
kogeneracyjnego, sterowni i zbiornika na poferment. Poferment jako surowiec odpadowy z produkcji
metanu, czesto wykorzystywany jest w rolnictwie do nawozenia i uzyzniania gruntow rolnych.
W Niemczech powierzchnia pod uprawe kukurydzy dla biogazowni zajmuje 10% uzytkéw rolnych,
co roku biogazownie w Niemczech wykorzystuja 60 mln ton kiszonki. Kiszonka kukurydziana procz
wykorzystania w biogazowniach rolniczych wykorzystywana jest jako karma przy chowie zwierzat
gospodarskich glownie w okresie jesienno-zimowym. Zakiszanie prowadzi si¢ przy
wykorzystywaniu réznych rodzajow magazynow, do ktorych zalicza si¢: pryzmy, rekawy foliowe,
silosy przejazdowe oraz ptyty kiszonkowe. Aby kukurydza byla poprawnie zakiszona, proces
tworzenia pryzmy kiszonkowej powinien trwaé¢ mozliwie jak najkrocej (1 — 3 dni). Po odpowiednim
rownomiernym rozrzuceniu zielonki nastgpuje jej ugniecenie i przykrycie folig, dzigki czemu
zielonka przechowywana jest w warunkach beztlenowych. Takie warunki sprzyjaja zakwaszeniu sig
masy roslinnej kwasem mlekowym. Szacuje si¢, ze kiszonka kukurydziana zdatna jest do skarmiania
zwierzat po uptywie od 6 do 8 tygodni od czasu zamkniecia pryzmy. Dofinansowanie do produkcji
energii elektrycznej w Niemczech (do 270 Euro za MWh) jest prawie dwukrotnie wyzsze niz w Polsce
(560 zt za MWh), dlatego w Polsce powinno si¢ unika¢ stosowania kiszonki i poszukiwaé innych
substratow. Obiecujacym substratem jest biomasa lignocelulozowa (czyli r6znego rodzaju stomy),
ktorej mamy w Polsce ponad 30 min ton. Stoma kukurydziana posiada wysoki plon suchej masy (do
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15 Mg hal). W biogazowniach moze byé¢ wykorzystywana stoma z kukurydzy, ktorej wydajnosé
energetyczna z 1 Mg jest ok. trzykrotnie wyzsza niz wydajno$¢ energetyczna takiej samej ilosci
kiszonki kukurydzianej. Za optymalny rozdrobnienie zielonki przyjmuje si¢ dtugo$¢ od 4 do 8 mm.
Kolejnym surowcem, ktory potencjalnie moze by¢ stosowany jako substrat do biogazowni po obrobce
wstepnej jest zdrewniate siano traw, ktdre nie nadaje si¢ na pasze dla zwierzat, a w stanie surowym
nie nadaje si¢ do wykorzystania w biogazowniach. Stoma zb6z, glowne wykorzystywana jest jako
$ciotka przy chowie kazdego rodzaju zwierzat gospodarskich, wykorzystywana jest jako paliwo
alternatywne, jednak nalezy do wuciazliwych paliw, ktorych spalanie wymaga specjalnie
skonstruowanych kottéw, a z powodu powstajacego kozucha surowiec ten rzadko stosowany jest
w biogazowniach. Wykorzystywane sa dwa rodzaje stomy, zotta, ktora jest zbierana bezposrednio po
zniwach oraz szara, ktora pozostawiana jest na polu i poddawana zmiennym warunkom
atmosferycznym a nastgpnie zbierana i1 suszona. Stonecznik bulwiasty zwany powszechnie
topinamburem jest ro$ling wieloletnig i silnie ukorzeniong. Z jednej todygi moze wyrosna¢ od kilku
do kilkunastu bulw. Liscie i fodygi topinamburu stanowig karme dla zwierzat gospodarskich, a takze
znajduja zastosowanie w postaci kiszonki. Duzy potencjat energetyczny tej rosliny wynika z tego, ze
na cele biogazowe moga by¢ przydatne zarowno bulwy, jak i todygi. Potencjalnym surowcem, ktory
moze by¢ wykorzystany na cele biogazowe sa roéwniez otrgby z milyna, ktore s3 surowcem
odpadowym z oczyszczania ziarna zb6z, obecnie wykorzystywanym gtéwnie na pasze dla zwierzat.
Pozyskiwanie biogazu z biomasy lignocelulozowej jest dlugotrwatym procesem zajmujgcym
standardowo ok. 125 dni, podczas gdy z kiszonki okoto 28 dni. Spowodowane jest to trudng do
rozktadu struktura zwiazkow lignocelulozowych. Stad bardzo wazne jest zniszczenie struktur
lignocelulozowych przed procesem fermentacji w celu ich lepszej dostepnosci dla bakterii do
fermentacji beztlenowej. Technika ekstruzji, stosowana gtownie w przemysle spozywczym, moze by¢
jedna z metod stosowanych do obrobki wstepnej surowcoéw lignocelulozowych. Zastosowanie tej
techniki pozwala na rozbicie wigzan w strukturach lignocelulozy, utworzenie wigkszej ilosci tatwiej
przyswajalnych cukrow prostych, dzigki czemu proces fermentacji metanowej przebiega szybciej
przy jednoczesnym wzroscie uzysku metanu (Moscicki 2011).

2. Material i metody

Do badan wykorzystano surowce lignocelulozowe, ktore dotychczas nie sg powszechnie
stosowane w biogazowniach. Wykorzystano stome¢ kukurydziana, zdrewniate siano traw, stome
zbozowa, todygi topinamburu (stonecznik bulwiasty) oraz otrgby z mtyna. Surowce rozdrobniono do
wielkosci od 5 do 10 mm, nastepnie dowilzono do 4 poziomdéw wilgotnosci (25, 30, 35 i 40%).
Nawilzone surowce poddawano procesowi ekstruzji stosujac 3 predkosci obrotowe $limaka
ekstrudera (70, 90 i 110 obrmint) oraz zakres temperatur: sekcjal - 120°C, sekcja 2 - 130°C i glowica
130°C. Wykorzystano ekstruder jednoslimakowy TS-45 uzbrojony w §limak o L/D = 12. W trakcie
ekstruzji badano wydajnos¢ i energochtonnos$¢ procesu, a otrzymane ekstrudaty poddano badaniom
wybranych wlasciwosci fizykochemicznych.

Badania eksploatacyjne podczas procesu ekstruzji obejmowaty:

- pomiar wydajnos$ci procesu ekstruzji wg:

m -1
Q=" kg h™]
gdzie:
m — masa ekstrudatu otrzymanego w trakcie pomiaru [kg],
t - czas pomiaru [h];

- pomiar energochtonnosci procesu:

smE ="22 ewn kg
=" 9
Ny Q
gdzie:

SME- wskaznik specyficznego zapotrzebowania energii mechanicznej,
n - obroty $limaka ekstrudera [min™],
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P — moc znamionowa [kW],

O — obciazenie silnika w stosunku do obcigzenia maksymalnego [%],
Nm — maksymalne obroty §limaka [min],

Q — wydajno$¢ procesu [kgh™].

Po przeprowadzeniu procesu ekstruzji zbadano:

-gesto$¢ usypowa ekstrudatow (wg BN-87/9135-09):

_mu K _3
pu=—"Tkgm™]
gdzie:

my, — masa probki [kg],
V — objeto$¢ pojemnika [m?],

- wskaznik absorpcji wodnej (Anderson i Griffin 1969):

_ My — My -1
WAL = - l997]
gdzie:
m; — masa kolby z zelem [g],
mi — masa kolby [g],
mp — masa proby [g],

- wskaznik rozpuszczalnos$ci ekstrudatow w wodzie (Wojtowicz i in. 2015):

Mms—Mps

WSI = 100 [%]

Mpp
gdzie:
ms —masa naczynka po suszeniu [g],
mps — Masa naczynka przed suszeniem [g],

Mpp- masa proby [g].

Do wyznaczenia wptywu zmiennych parametréw procesu ekstruzji na poszczeg6lne cechy
wykorzystano metod¢ powierzchni odpowiedzi RSM (ang. response surface methodology), ktora
pozwolita na opracowanie modeli kwadratowych odpowiedzi na dane wej$ciowe wraz z rownaniami
regresji wielorakiej.

3. Wyniki i wnioski

Parametry procesu ekstruzji w zaleznosci od zastosowanych surowcow, obrotow slimaka
oraz poziomu ich wilgotnosci rejestrowano w kartach produkcji, ktorej przyktad przedstawiono
w tabeli 1. Na tej podstawie okreslono stabilno$¢ procesu ekstruzji. Dla przyktadu, temperatura
wytwarzania ekstrudatow przy predkosci obrotowej $limaka ekstrudera 70 obrmin’, wynosita od
120°C do 150°C.

W trakcie procesu ekstruzji wyznaczono wydajno$¢ procesu. Wyniki pomiaru wydajnos$ci
procesu ekstruzji otrgb z mtyna przedstawiono na rys 1.

Podczas ekstruzji tego surowca zaobserwowano, ze wyzszy poziom dowilZenia surowca oraz
wyzsza predkos¢ obrotowa §limaka ekstrudera mialy istotny wpltyw na zwigkszenie wydajnosci
procesu.Najwyzsze wydajnosci odnotowano podczas ekstruzji otrab z mtyna (do 26 kgh™?). Najnizsze
wydajnosci zaobserwowano w przypadku ekstruzji odyg topinamburu (rys. 2). W przypadku tego
surowca predkos¢ obrotowa Slimaka ekstrudera nie miata istotnego wplywu na wydajno$é procesu
a zwigkszanie wilgotnos$ci wstgpnej surowca wptywato na uzyskiwanie wyzszej wydajnosci podczas
ekstruzji.
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Tab.l. Przyktadowa karta produkcji wybranych materiatdéw lignocelulozowych przy predkosci
$limaka 70 obrmin?

Surowiec Wilgotnosé Temperatura [°C]

[%] I sekcja Il sekcja produkt glowica | chtodzenie

Zdrewniate 25 127 137 94 128 123

siano traw 30 131 145 100 137 116

35 135 138 98 132 106

40 125 134 90 123 105

Stoma 25 130 142 90 107 125

kukurydziana 30 134 150 85 112 109

35 126 138 93 114 109

40 129 132 95 121 113

Stoma zb6z 25 138 150 98 120 124

30 130 144 94 105 128

35 129 137 85 107 124

40 120 125 97 118 115

nosc kg =4 +U, x-U, ¥-U, XU, x7y+U, ¥y
dajnosé [kg '] = 0,7025+0,3039%x-0,455%-0,0017*x*x+0,0055%x"y+0,003%y*

- 24
- 24
- 22
=20
<18
- 16
- 14

\‘r\\'.w\\q'ém‘.wﬁhl\

Rys. 1. Wyniki pomiaru wydajnos$ci procesu ekstruzji otrab z mtyna.

Wydajnos¢ [kg h''] = 20,7629-0,2042%x-0,4903%+0,0011%x"x+3E-5%x"y+0,0124%y%y

- 12
=< 11,25
I < 10,25
12 <925
- 225
2 < 7.5
%, -7
2
g 9
= ]
=
S
=
N
%,
5 =

Rys. 2. Wyniki pomiaru wydajnos$ci procesu ekstruzji todyg topinamburu.
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Kolejnym badanym parametrem byt wskaznik energochtonnosci. W przypadku wyznaczania
zapotrzebowania jednostkowego na energi¢ mechaniczng SME procesu ekstruzji materiatlow
lignocelulozowych zaobserwowano, ze dla wigkszosci badanych surowcow wraz ze wzrostem
predkosci obrotowej $limaka ekstrudera wzrastata energochtonno$é procesu. Najwyzsze warto$ci
wskaznika SME zaobserwowano w przypadku todyg topinamburu (rys. 3).

SME [kWh'kg] = -0,4534+0,0169"x-0,0058%-0,0001"x"x+0,0002%x"y-0,0003%"y

-0
<031
<026
< 0,21
<016
<011
- 006

Rys. 3. Wyniki pomiaru wskaznika SME podczas ekstruzji todyg topinamburu.

Po procesie ekstruzji przeprowadzono pomiar gestosci usypowej ekstrudatow. W przypadku
wynikow tego badania znacznie wyzszymi warto$ciami ggstosci w stanie usypowym niz w przypadku
pozostatych badanych materiatéw charakteryzowaty si¢ ekstrudaty wytworzone z otrgb, gdzie gestosé
siegata 540 kgm™ przy zastosowaniu najwyzszego poziomu dowilZenia surowcow (rys. 4). W tym
przypadku nie stwierdzono wptywu predkosci $limaka na wartosci gestosci usypowej ekstrudatow.
W przypadku pozostatych substratéw wyniki pomiaru gestosci byty zblizone i wynosity od 89 do 109
kgm3. Nieznacznie wyzsze Wyniki pomiaréw gesto$ci usypowej zaohserwowano dla ekstrudowanego
zdrewniatego siana traw gdzie gesto$é usypowa siegata do 120 kgm,

Gestosé [kg m )= -929,4125-1,9417*x+85,18%-0,0052%x*x+0,0783"x*y-1,2580% %y

- 540

- 516

- 476

0 - 436

a0 - 396

iﬂlﬂ - 256

Z w - 316
£
Z o
A
% W
<
E
=

% =
%;,. AN

= ENS o °

Rys. 4. Wyniki pomiaru gestosci usypowej ekstrudowanych otrab z miyna.
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Wskaznik absorpcji wody jest niezwykle istotny przy okreslaniu charakterystyki materiatow
do zastosowania w biogazowniach. Przeprowadzone badania wskaznika absorpcji wodnej wykazaty,
Ze znacznie nizszy wskaznik absorpcji odnotowano dla ekstrudowanych otrgb z mtyna w poréwnaniu
do innych ekstrudowanych substratow (rys. 5). W przypadku tego surowca najwyzszy pomiar (3,59
ggl) byl nizszy od najnizszych pomiaréw pozostatych surowcow (powyzej 5,50 gg2).

Najwyzszy wskaznik absorpcji wodnej odnotowano dla ekstrudowanej stomy zbo6z, ktory
wynosit 7,29 g g1, pomiar ten zaobserwowano podczas analizy ekstrudatu dowilzonego do poziomu
wilgotnosci 30% (rys. 6). Generalnie stwierdzi¢ mozna, ze zwigkszanie poziomu dowilzenia
substratow przed ekstruzja powodowato uzyskanie wyzszej wodochtonno$ci, co w przypadku
zastosowania materiatlow lignocelulozowych do biogazowni jest korzystne.

Kolejny etap obejmowat pomiar wskaznika rozpuszczalnosci w wodzie. W przypadku tego
badania najnizsze obserwacje odnotowano dla ekstrudowanej stomy kukurydzianej, dla ktorej wraz
ze wzrostem poziomu wilgotnosci surowca oraz zwigkszaniem predkos$ci obrotowej $limaka
ekstrudera wskaznik rozpuszczalnosci WSI obnizat si¢ (rys. 7).

WAI [g g'] = 0,3641-0,0085%x+0,1395%+0,0001*x"x-8E-5*x"y-0,0015%y%y

-6
B35
- 33
- 3.1
- 29
=27

BTN M

Rys. 5. Wyniki pomiaru wskaznika WAI ekstrudowanych otrab z miyna.
WA [g g = -7,9999-6,0318E-5%+0,8353%y+8,1973E-6%x-0,0001%x*y-0,013 1%y

- s6
55
5.2
< 6.1
59
57
-5

Rys. 6. Wyniki pomiaru wskaznika WAI ekstrudowanej stomy zboz.
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WSI [%)] = 11,8943-0,0587-0,38377y-0,0001*x"x+0,0023"x*y+0,0026™ "y

-3

=29
<24
- 19

Ao S M

Rys. 7. Wyniki pomiaru wskaznika WSI ekstrudowanej stomy kukurydziane;.

4. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze zastosowanie techniki ekstruz;ji
do wstepnej obrobki surowcow lignocelulozowych wptyneto w zroznicowany sposob na wlasciwoscei
potencjalnych substratow do biogazowni. Na uwage z punktu widzenia eksploatacji biogazowni
zashuguje zwlaszcza fakt, ze biomasa poddana procesowi ekstruzji tonie i nie tworzy kozucha,
a zastosowanie odpowiedniego poziomu dowilzenia materialdw przed ekstruzjg oraz dostosowanej
do obrabianego materiatu predkosci $limaka podczas ekstruzji moze by¢ wykorzystane do
regulowania wlasciwosci ekstrudowanych surowcow lignocelulozowych, takich jak gestos¢
usypowa, wodochtonno$¢ czy rozpuszczalnos$é. Zastosowanie zbyt wysokiego poziomu dowilzenia
moze spowodowaé ptynigcie obrabianego materialu co moze wplyna¢ negatywnie na pozniejsze
wykorzystanie ekstrudatu. Ekstrudowana biomasa lignocelulozowa opada na dno dzigki czemu nie
zalega w komorze fermentacyjnej, przez co wsad jest w ciagtym ruchu i nie dochodzi do zatkania
komory. Powstajacy kozuch mogltby przyczynic si¢ do zatkania komory, konsekwencjg czego byloby
zatrzymanie pracy biogazowni, konieczno§¢ demontazu i ponowny montaz wraz z uruchomieniem.
Calos¢ tych prac jest czasochlonna i kosztowna. W przysztych badaniach nalezatoby si¢ skupi¢ na
réznicy w poziomie rozdrobnienia surowcow oraz jego wpltywie na wydajno$¢ procesu ekstruzji,
a takze roznicg w uzysku metanu. Wérdéd biomasy lignocelulozowej jest wcigz spory potencjat
niewykorzystywanych surowcow, ktore moglyby znalezé swoje zastosowanie w biogazowniach
rolniczych.
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Streszczenie

W rolnictwie wciaz generowane sa odpady w postaci tzw. biomasy lignocelulozowej, do
ktérej mozna zaliczy¢ miedzy innymi stome¢ kukurydziana, siano oraz todygi zdrewnialych traw.
Surowcami najczgéciej stosowanymi w biogazowniach rolniczych sg kiszonki z ro$lin, np. traw
z kukurydzy, ktéra ze wzgledu na zawartos¢ cukru ma znaczacy udzial w procesie fermentacji
prowadzonym w biogazowniach rolniczych. Pelne zagospodarowanie tych surowcoéw jako substratu
do produkcji biogazu mozliwe jest dopiero po przeprowadzeniu obrobki wstepnej, ktorej przyktadem
moze by¢ proces ekstruzji. Przeprowadzenie tego procesu umozliwia zerwanie wigzan
lignocelulozowych, dzieki czemu substrat jest efektywniej fermentowany.

1. Wprowadzenie

Sektor rolniczy w dalszym ciggu nie w pelni wykorzystuje odpady organiczne w postaci tzw.
biomasy lignocelulozowej, do ktorej mozna zaliczy¢ stome kukurydziang, stlome¢ rzepakows,
zdrewniate todygi traw, liscie oraz siano (Bruni i in. 2010). W ostatnich latach coraz prezniej
rozwijaja si¢ technologie pozwalajace zagospodarowaé te odpady. Jako przyktad mozna podaé
mozliwo$¢ ich wykorzystania w biogazowniach rolniczych, w ktérych produkowana moze by¢
energia cieplna lub elektryczna. Poprzez przeprowadzenie procesu fermentacji metanowej mozliwe
jest zutylizowanie substancji biodegradowalnych stanowiacych obciazenie dla ekosystemu. Peilne
zagospodarowanie tych surowcow jako substratu do produkcji biogazu mozliwe jest dopiero po
przeprowadzeniu obrobki wstepnej, ktora umozliwia zerwanie wiagzan lignocelulozowych, co wptywa
na zwickszenie wydajnosci wytwarzania biogazu, w tym metanu (Tong i in. 1990, Koztowski i in.
2018, Dach i in. 2014). Pozyskiwanie biogazu na drodze fermentacji metanowej jest
skomplikowanym procesem, wymagajacym optymalizacji czasu przebiegu procesu oraz petniejszego
wykorzystania biomasy przez bakterie beztlenowe, dlatego wcigz trwajg poszukiwania
alternatywnych rozwigzan wptywajacych bezposrednio na ilo§¢ oraz sktad jakosciowy biogazu.

Lignoceluloza jest polimerem sktadajagcym si¢ z trzech gtdéwnych frakcji: celulozowej (40-
55% suchej masy), hemicelulozowej (24-40% suchej masy) i ligninowej (18-25% suchej masy).
Dzigki temu, ze naleza one do dlugotancuchowych polisacharydow, ktoére sa hydrolizowane do
mieszaniny pentoz i heksoz, moga by¢ wykorzystywane jako substrat do produkcji biogazu (Tan i in.
2008). Wsrod metod obrobki wstepnej biomasy lignocelulozowej wyrdzniamy cztery podstawowe:
biologiczna, chemiczna, mechaniczng oraz ci$nieniowo-termiczng. Kazda z metod obrobki wstepne;j
ma wplyw zaréwno na surowiec, jak i na pozniejszy proces technologiczny, przez co nie da si¢
jednoznacznie okresli¢, ktora z technik jest najlepsza. Istnieje tez mozliwos$¢ potaczenia kilku metod
obrobki wstepnej, uzyskujac tym samym lepsze efekty podczas przeprowadzania kolejnych procesow
technologicznych. Wykorzystanie kilku metod obrobki wstepnej wigze si¢ z wydluzeniem czasu oraz
ze zwickszeniem nakladéw energetycznych. Wzrost zaleznosci ekonomicznej krajow
nieposiadajacych naturalnych zt6z energetycznych od krajow posiadajacych je oraz zwickszenie cen
surowcOw kopalnych wplywaja na fakt, ze wykorzystanie odnawialnych zrédet energii (OZE), w tym
biomasy lignocelulozowej, jest priorytetem gospodarczym panstw czlonkowskich Unii Europejskiej
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oraz Stanow Zjednoczonych (Balat i in. 2008, Gizinska-Gorna i in. 2016, Kowalczyk-Jusko i in.
2017).

2. Obroébka wstepna

Do przeprowadzenia obrobki mikrobiologicznej wykorzystywane sa mikroorganizmy
wystepujace w warunkach naturalnych. Mozna tu wyrézni¢ drozdze, bakterie celulozowe oraz
bakterie i grzyby wystepujace w procesie kompostowania. Ich dziatanie koncentruje si¢ gtownie na
celulozie i hemicelulozie, praktycznie nie trawigc przy tym ligniny. W obrébce enzymatycznej uzywa
si¢ mieszanin B-glukozydazy i pektynazy oraz celulazy i hemicelulazy. Konsekwencja tego procesu
jest hydroliza biomasy lignocelulozowej. Udziat grzybow powoduje degradacje ligniny i hemiceluloz,
podczas gdy celuloza pozostaje odporna na ich dzialanie. Proces ten odbywa si¢ w okreslonych
warunkach $rodowiskowych, zaleznych od rodzaju zastosowanej grzybni. Jednak ze wzgledu na
niewielki uzysk biogazu oraz znaczny koszt ich zakupu, rozwigzanie to jest rzadko stosowane
w biogazowniach rolniczych. Metoda biologiczna wykorzystuje bakterie, grzyby oraz produkowane
przez nie enzymy. Metoda ta charakteryzuje si¢ znacznie nizszymi naktadami energetycznymi niz
metody zwigzane z obrobka mechaniczng lub termiczng. Jednak ze wzgledu na czas (nawet do kilku
miesi¢cy), w ktorym ten proces zachodzi, nie ma mozliwosci racjonalnego stosowania go w skali
rzeczywistej.

W chemicznej obrobce wstepnej wykorzystuje si¢ $rodki chemiczne, ktorych dziatanie
prowadzi do zachodzenia wstepnej hydrolizy biomasy. W chemicznej obrébce wstepnej mozna
wyr6zni¢ dwie metody: alkaliczng i kwasowa. W metodzie alkalicznej wykorzystywane sg zwiazki
zasadowe, takie jak wodorotlenek sodu, wapnia, potasu czy tez woda amoniakalna. Metoda alkaliczna
prowadzi do depolimeryzacji oraz rozpuszczenia ligniny, moze tez nastapi¢ zwigkszenie powierzchni
aktywnej biomasy poprzez specznienie i zmniejszenie stopnia krystalicznosci ligniny. W kwasowej
obrébce wstepnej wykorzystuje si¢ dziatanie kwaséw organicznych i nicorganicznych. Proces ten
wymaga zastosowania odpowiednich niemetalicznych zbiornikow oraz odzysku kwasu po
zakonczonym procesie.

Obrobka mechaniczna, do ktorej nalezy mikronizacja (rozdrobnienie) jest jednym
Z procesOw szeroko stosowanych w przemys$le rolno-spozywczym. Rozdrobnione czastki maja
rozmiary kilku mikrometrow, a nickiedy nawet nanometréw. Mikronizacja znajduje zastosowanie w
przemysle farmaceutycznym do produkcji lekéw, a w przemysle rolniczym stosuje si¢ ja przy
produkcji pasz lub spalania biomasy (Opielak 1996). Dochodzi wtedy do zwigkszenia catkowitej
powierzchni czastek rozdrabnianego surowca, nastgpuje zmniejszenie stopnia krystalicznosci
celulozy oraz stopnia polimeryzacji celulozy, co pozwala intensyfikowaé proces spalania biomasy.
W zaleznosci od zawartosci wilgoci w surowceu, proces rozdrobnienia biomasy przeprowadzany jest
za pomocg mtynow kulowych, koloidalnych, palcowych, wibracyjnych, fluidalno-strumieniowych,
wytlaczarek oraz $rutownikow. Zdaniem naukowcoéw, wraz ze zmniejszeniem wielkosci czastek
surowca (sloma pszeniczna, skoszona trawa) do wielkosci od 30 do 0,088 mm nastgpuje wzrost
produkcji metanu. Zmniejszenie wielkosci czgstek w czasie zbiorow wptywa pozytywnie na proces
zakiszania materiatu oraz na pdzniejszy proces fermentacji metanowej (Herrmann i in. 2012).
W przypadku zmniejszenia czastek wytlokéw z wiokien kokosowych i todyg trzciny cukrowej z 5
mm do wielkos$ci ponizej 0,85 mm, wydajnos¢ wydzielania metanu zwigkszyta si¢ o 30% (Kivaisi
i Eliapenda 1994). Pozytywnym aspektem stosowania rozdrabniania mechanicznego jest fakt, ze
podczas tego procesu nie s3 wytwarzane inhibitory fermentacji (furfural i hydroksymetylofurfural —
HMF), dzigki czemu proces ten moze by¢ stosowany przy produkcji biometanu i etanolu.

Ekstruzja nalezy do procesow cisnieniowo-termicznych, ktéra wykorzystuje wysoka
temperaturg, ciSnienie oraz powstajace podczas obrotow S$limaka sity $cinajace, dzialajace na
przetwarzany material. Wewnatrz cylindra ekstrudera nastepuje przeksztalcenie materiatu i transport
do dyszy, po opuszczeniu ktdrej nastepuje ekspandowanie biomasy (Hjorth i in. 2011, Oniszczuk i in.
2012a, Oniszczuk i in. 2012b). Do procesu ekstruzji wykorzystywane sg ekstrudery jedno$limakowe
lub dwuslimakowe. Podczas tego procesu wewnatrz culindra urzadzenia panuje wysoka temperatura,
siggajaca nawet do 200°C, a ci$nienie wynosi od kilku do kilkunastu MPa. W zaleznosci od
zastosowanego uktadu plastyfikujacego oraz predkosci obrotowej $limaka/§limakow ekstrudera,
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biomasa przebywa wewnatrz komory od kilkunastu do kilkudziesi¢gciu sekund. Dzialajace sity
$cinajace, wysokie cisnienie i temperatura powodujg rozerwanie wigzan ligniny oraz uwolnienie
celuloz i hemiceluloz (Pilarska i in. 2014, Oniszczuk i in. 2014). Nastepuje zwigkszenie powierzchni
aktywnej biomasy oraz jej wstepna hydroliza, co skutkuje wyzszym uzyskiem biogazu. Podczas
przeprowadzania procesu ekstruzji waznym czynnikiem jest dobor odpowiedniej wilgotnosci
surowca oraz stopien jego rozdrobnienia. Wicksze rozdrobnienie wpltywa na efektywniejsze
wymieszanie surowcoOw, dzigki czemu mozna otrzymac¢ jednorodna mieszaning. Natomiast
zastosowanie niskich wilgotnosci surowcow moze spowodowaé nagromadzenie si¢ surowcCa na
$ciankach cylindra oraz $limaka ekstrudera, przez co moze dojs$¢ do przegrzania. W tym wypadku
konieczne jest zatrzymanie calego procesu oraz rozbrojenie, oczyszczenie i przezbrojenie maszyny.
Odpowiednie dowilzenie surowca umozliwia jego przetworzenie, niezaleznie od struktury. Surowiec
po opuszczeniu matrycy, w wyniku gwattownej przemiany wody w par¢ wodng bardzo szybko
pecznieje, przybierajac porowaty strukture. W tym czasie surowiec zostaje otoczony przez
uplastycznione struktury biatkowe, ktére tworza strukturg zblizong do plastra miodu, powstajacego
Z polaczenia skrobi i stopionych wiokien biatkowych. Procesy termiczne towarzyszace obrobce
sprawiaja, ze surowiec staje si¢ sterylny, dzigki czemu moze by¢ przechowywany w niezmienionej
jakosci przez 12 miesigcy. W zaleznos$ci od wysokosci zastosowanej temperatury obrobki, surowiec
podlega zmianie barwy. Wraz ze wzrostem temperatury barwa ekstrudatu staje si¢ ciemniejsza.
Stopien przemiany wiokien w procesie ekstruzji moze zosta¢ poddany ocenie poprzez pomiar
wskaznika absorpcji wodnej ekstrudatow (water absorption index — WAI) oraz pomiar
rozpuszczalnosci ekstrudatdéw w wodzie (water solubility index — WSI) (Mitrus i in. 2016). Na
koncowy efekt, oprocz wilgotnosci mieszanek oraz stopnia rozdrobnienia surowca, wplywa takze
wykorzystanie dodatkow funkcjonalnych lub zastosowanie zréznicowanych zmiennych parametrow
podczas procesu ekstruzji. Proces ekstruzji znalazt szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym,
do produkcji galanterii $niadaniowej, makaronéw blyskawicznych, przekasek takich jak chrupki lub
snacki, wytwarzania odzywek oraz kaszek blyskawicznych dla dzieci czy tez réznego rodzaju karm
dla zwierzat. Dzigki procesowi ekstruzji mozliwe jest takze wytworzenie granulatow skrobi
termoplastycznej, ktore sa potproduktem do produkcji folii lub form sztywnych materiatow
opakowaniowych (Moscicki i in. 2012, Oniszczuk i Pilawka 2013).

3. Surowce lignocelulozowe

Biomase lignocelulozowa stanowia podatne na rozktad biologiczny frakcje produktow,
odpadéw i pozostaloséci z przetworstwa rolniczego, a takze podatne na rozklad biologiczny frakcje
odpadéw miejskich i przemystowych (Grobe i Scholwin 2008). Biomasg roslinng stanowia zar6wno
ro§liny, jak i ich czg$ci (stoma, drewno, trawy, liscie). Biomasa wykorzystywana do produkcji
biogazu zbudowana jest z trzech podstawowych grup zwigzkow organicznych: weglowodanow,
biatek i tluszczy. Jednym ze sposobow pozyskiwania surowcOw ha cele energetyczne jest
wykorzystanie nieuzytkéw rolnych w postaci zdrewniatych traw. Jednak coraz cz¢sciej prowadzone
sa specjalne hodowle roslin energetycznych, do ktorych mozemy zaliczy¢ zielona kukurydze,
stonecznik bulwiasty (topinambur) oraz rzepak.

Jednym z najcze$ciej stosowanych substratow wykorzystywanych w biogazowniach
rolniczych, jest kiszonka kukurydziana. Surowiec ten, oprocz uzysku wysokiej wydajnosci biogazu,
charakteryzuje si¢ najwyzszym plonem suchej masy z jednego hektara. Dzigki zakiszaniu moze by¢
wykorzystywany w biogazowniach rolniczych przez caty rok. Coraz czgsciej stosuje si¢ specjalne
odmiany tego surowca, ktore charakteryzuja si¢ wysokim plonem suchej masy oraz wyzsza
wydajnoscig produkcji biogazu w poréwnaniu z odmianami paszowymi. Kiszonki przeznaczone na
biogaz powinny charakteryzowac si¢ wysoka zawarto$cia polisacharydow. Podstawowym kryterium
odpowiadajacym za stosowanie tego surowca w biogazowniach rolniczych jest liczba FAO, ktéra
charakteryzuje klas¢ wczesnosci odmiany. Liczba FAO miesci sig w przedziale od 100 do 1000,
z czego odmiany wykorzystywane w biogazowniach powinny znajdowac si¢ w przedziale od 250 do
370. Najlepszym surowcem do produkcji biogazu sa te, w ktérych zawarto$¢ suchej masy wynosi
okoto 30%. Natomiast rosliny zbierane w okresie pelnej dojrzatosci ziarna, posiadajace zawartosé
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suchej masy zblizong do 40%, maja nizszag przydatno$¢ do produkcji biogazu, dlatego
najkorzystniejsza pora zbioru jest faza wegetacji, zwana tez woskowa dojrzatoscig ziarna.

Do celow biogazowych stosowane sa zar6wno zboza ozime (pszenica, zyto, pszenzyto), jak
i jare (jeczmien, owies). Zbiory przeprowadzane sa w lipcu, gdy ziarna osiagna faze dojrzatosci
mlecznej. Zielonki w tym czasie zawieraja okoto 25% suchej masy, dzieki czemu nie trzeba ich
podsuszaé, a sam proces zakiszania przebiega dobrze. Do rozdrobienia zb6z zaleca si¢ stosowanie
sieczkarni wyposazonych w walce zgniatajgce ziarna. Stoma zb6z w gtéwnej mierze wykorzystywana
jest jako Sciotka przy chowie zwierzat gospodarskich. Jako surowiec energetyczny stome rozpatruje
si¢ pod wzgledem zawarto$ci wilgotnosci, sktadu chemicznego oraz stopnia zwiednigcia. Ze wzgledu
na stopien zwigdnigcia mozna podzieli¢ stom¢ na zotta i na szara. Stoma zolta zbierana jest
bezposrednio po zniwach, a stomg¢ szarg pozostawia si¢ na polu, gdzie poddawana jest zmiennym
warunkom atmosferycznym, a nastepnie suszona. Stoma bardziej przydatng do celow energetycznych
jest stoma szara, ktorej spalanie zmniejsza wytwarzanie popiotu (Liao i in. 2004, Lantza i in. 2007).
Rosling zbozowa, w calo$ci uzywana do produkcji kiszonek (GPS — Ganzpraflanzensilage), jest zyto,
ktére ma niewielkie wymagania glebowe oraz klimatyczne, dzigki czemu moze by¢ uprawiane na
zimniejszych i mniej zyznych glebach. Na cele biogazowe wykorzystuje si¢ kilka dlugosci sieczki
stomy zytniej: 1-3 mm, 8-11 mm, 10-15 mm oraz 20-40 mm.

W Polsce wsrod roélin uprawianych w takich warunkach mozna wymieni¢ stonecznik
bulwiasty (Helianthustuberousus), powszechnie zwany topinamburem, oraz wierzbe energetyczng.
Pierwszy z nich nalezy do ro$lin astrowatych, ktérego wysoko$¢ waha si¢ od 2 do 4 m, a wzniesiona
todyga osiaga $rednicg do 3 cm (Goral 1999). Zaletg topinamburu jest to, Ze na cele energetyczne
moze by¢ wykorzystana zardéwno todyga, jak i jej bulwy. Wierzba krzewiasta jest rosling, ktorej
catkowity areal szacuje si¢ na okoto 3000 ha. Do najczeSciej wystepujacych w Polsce wierzb
zaliczamy formy krzewiaste (wiciowa, szara migdatowa i purpurowa) oraz drzewiaste (krucha, siwa
i biata). Przed rozpoczgciem uprawy wierzby krzewiastej nalezy odpowiednio przystosowaé gleba.
W tym celu stosuje si¢ réznego rodzaju ochrone chemiczng lub nawozenia.

Polskie rolnictwo jest postrzegane jako liczacy si¢ producent biomasy na cele energetyczne.
Wedlug ckspertow Polska, ze wzgledu na posiadanie duzych powierzchni odlogowych
i nieuzytkowych wynoszacych 0,41 ha/osobg, jest w stanie przeznaczy¢ na ten cel od 1 do 4 min ha
(Ganko 2008, Czekata i in. 2016a, Czekala i in. 2016b). Nalezy jednak pamigta¢ o racjonalnym
podejsciu do planowania produkcji biomasy, ktorej nasadzanie nie bedzie negatywnie oddziatywaé
na produkcje zywnosci. Podczas planowania potencjalnej produkcji upraw wieloletnich roslin
energetycznych powinno si¢ uwzglednia¢: gleby gorsze wraz z maksymalnym udziatem tych
gruntéw, bior6znorodnosc, a takze obszary, na ktérych produkcja nie moze si¢ odbywacé, np. obszary
chronione lub tereny, na ktorych roczna suma opadéw nie przekracza 550 mm.

4. Podsumowanie

W ostatnich latach coraz prezniej rozwijaja si¢ technologie pozwalajace zagospodarowaé
odpady. Jako przyktad mozna poda¢ mozliwos$¢ ich wykorzystania w biogazowniach rolniczych,
w ktorych produkowana moze by¢ energia cieplna lub elektryczna. Poprzez przeprowadzenie procesu
fermentacji metanowej mozliwe jest zutylizowanie substancji organicznych stanowigcych obciagzenie
dla ekosystemu. Pelne zagospodarowanie tych surowcow jako substratu do produkcji biogazu,
mozliwe jest dopiero po przeprowadzeniu obrobki wstepnej, ktdra umozliwia rozerwanie wigzan
lignocelulozowych, a to wptywa na zwigkszenie wydajno$ci wytwarzania biogazu, w tym metanu.
Obrobke wstepna uznaje si¢ za efektywna, gdy: poprawia si¢ biodegradacja biomasy poprzez
polepszenie dostepu substratow dla bakterii anaerobowych, cechuje si¢ niskim zuzyciem wody,
energii oraz srodkow chemicznych, nie powoduje powstawania nowych odpadow, ogranicza straty
cennych sktadnikdéw oraz zapewnia optacalnos$¢ procesu fermentacji metanowej. Udowodniono, ze
ekstrudowana biomasa lignocelulozowa tonie nie tworzac kozucha, dzieki czemu nie dochodzi do
zatykania si¢ komory fermentacyjnej. Zastosowanie obrobki wstepnej wplywa na skrdcenie czasu
fermentacji, dzieki czemu w krétszym okresie czasu mozliwe jest uzyskanie wickszej ilosci biogazu,
a nadwyzki wyprodukowanej energii moga by¢ przeznaczone na pokrycie nakltadow energetycznych
stosowanej obrobki. W dalszym ciggu do najpopularniejszych substratow nalezg kiszonki, gléwnie
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kukurydziana, ktérg zakisza si¢ w silosach lub poprzez zastosowanie owini¢¢ z folii. Do pozostatych
cennych substratbw mozna zaliczyé: zboza ozime (zyto), stom¢ zboz lub wieloletnie roéliny
energetyczne, a w tym stonecznik bulwiasty (topinambur) lub wierzbe energetyczng.
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Abstract

Plant cultivation in the future extraterrestrial outpost is essential. Although, conventional soil
cultivation was tested in some colony analogues (e.g. Biosphere 2), another type — a soilless
cultivation might be taken into consideration. Aeroponic belongs to those group. In this system plants
are kept in the air. The nutrient solution is delivered by nozzles directly to the roots. Advantages of
aeroponics are: lower water and energy consumption, a lower equivalent mass and bigger yield in
comparison to other types of cultivations. This study aims to provide a broad description of essential
factors, which must be considered in development process of the aeroponic system and further
examination of such a process in microgravity condition.

1. Introduction

Future extraterrestrial missions, especially those aimed at the long-term habitation on other
celestial bodies are a matter of time. The simultaneous development of many fields of technology and
science is required, with a special focus to the systems responsible for environmental condition
control, which enable human habitation in unfavourable conditions. The set of such systems is called
the Life Support System (Anderson et al. 2018). It includes atmosphere control system, water
circulation system, waste management system and biomass cultivation system, intended for food
production. This paper focuses on the last mentioned system.

Since the first shuttle flights with the science module on board, the most effective solutions
for cultivating plants in conditions other than terrestrial are being sought. There are many factors that
should be considered in the context of the productivity of biomass systems. And they are presented
in the further part of the article.

So far, scientists have studied the widespread use of traditional soil cultivation and
hydroponic cultivation considering the long-term extraterrestrial human habitation. The most
important projects were carried out on Earth, such as BIOSPHERE 2, BIOS-3, EDEN ISS (Guo et al.
2017). However, there were also projects carried out in space environment, e.g. on Salayut, Mir
Station, on a spaceship shuttle or on the International Space Station (Zabel et al. 2016). The aeroponic
method of cultivating plants has not yet been widely described in relation to space systems. The
purpose of this study is to describe the issues of this type of cultivation and focus on the parameters
that can be affected by space environment conditions.

2. General overview

Aeroponic is a type of soilless cultivation. Its main distinction is no soil as a substrate for
plant growth. However, if a substrate is defined as a root zone environment, it can be assumed that
air is the substrate for aeroponic cultivation. An example of an aeroponic system is shown in Fig. 1.

In the classic aeroponic installation, the plants are grown in the cultivation bed, and their
roots necks are attached to the steel frame, which allows greater oxygenation of a root zone (Komosa
2004). It should be noted that the roots zone must be located in such place, which is completely
shielded from sunlight. The roots environment is regularly irrigated by spraying the nutrient solution
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in a form of aerosol at specific intervals. It is essential that the injected solution contains all the macro
and microelements necessary for the proper growth and development of the plants. The nutrient
solution is supplied to the roots in amounts greater than the demand, therefore the unused mixture is
collected in a waste tank from which after filtering, sterilization and composition correction, is
recycled to the system. Thus, system is working in a quasi-closed loop. Aeroponic system enables
cultivation of leafy vegetables (lettuce, spinach etc.), cucumbers, tomatoes, potatoes, cranberries,
carrots, edible herbs, strawberries, but also medicinal plants, therefore it is an ideal solution for a
closed loop system (Bres et al. 2016).

Comparing with classic methods of growing plants the aeroponics, has many advantages,
which are primarily higher yields, better quality, greater use of the greenhouse area (through greater
crop density in cultivation), greater plant growth cycle, better phytosanitary conditions, much less
water consumption, eliminating the need for pesticides, and the ability of this system to regulate the
temperature of the root environment, which further can improves the production efficiency of such a
system.

Condensate 333 31 3% 13 3 B
VIRV R 2R R

| Nutrient solution I
recirculation

Nutrient
solution

Water tank F.ilter . Sterilizer
Fig. 1. Aeroponic system scheme (Komosa 2004).

An additional advantage of aeroponic cultivation is the fact that it does not use any substrate
for growing. Thus, it results in a lower weight of a system, which decreases transportation costs and
eliminates the problem of the substrate (e.g. coconut wool, coconut fibres) utilization, which will
occur in hydroponic cultivation (Bres et al. 2016).

In comparison to other cultivation techniques, aeroponics is characterized by an increased
development of a root zone, which is caused by its maximal oxygenation. It is facilitated by the fact
that the roots in aeroponic do not encounter resistance to the substrate. In fact, this is the only type of
cultivation in which maximum humidity does not exclude the maximum oxygenation of the root zone.
As a comparison, in the case of soil cultivation, the time of optimal contact of the root zone with
oxygen is lower than 45%, for aeroponic cultivation optimal contact could reach up to 100% (Bres et
al. 2016).

For stimulation the physiological and metabolic processes occurring in the roots zone, the
stability of the oxygenation and humidification is required. It corresponds directly to the size of the
root zone, which results in increased water and mineral uptake, and thus faster and abundant yield.

Lastly, aeroponic has the ability to completely control the composition of nutrient solution
supplied to the plants. This eliminates the risk of undesirable substances (such as pathogens,
micropollutants ect.) entering the cultivation, which is essential for, the closed loop systems.

In conclusion, aeroponics are characterized by the best aeration of the root zone, the lowest
water consumption, the lowest occurrence of pathogens probability and the highest crop yield.

3. Factors affecting the cultivation

Scientific research on soilless culture mostly focuses on hydroponics. However, currently,
aeroponic is gaining more and more interest, due to the mentioned above advantages. Research
focuses mainly on the possibility of using aeroponics in developing countries (Chiipanthenga et al.
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2006; Mateus-Rodriguez et al. 2013) and in closed loop systems in the space environment - EDEN
ISS project (Boscheri et al. 2016). While this type of cultivation is beneficial, it should be noted, that
on the other hand, there are many factors that affect the quality and efficiency of cultivation carried
out in this system. This is especially important for a closed life support systems.

The main factors affecting crop cultivation are:

* plant density in growing,

* gravity,

* tropism,

* COSmMic rays,

+ composition of the medium that plants are sprinkled with,

* temperature and oxygenation of the root zone,

« ambient temperature,

* the composition of the ambient air (content of oxygen and carbon dioxide),
* type and intensity of the lighting used,

* the size of droplets spraying the root zone and the contact time,
* air movement in the room with cultivation.

In the context of plant cultivation in a space condition, the first factor to be considered is the
state of reduced gravity. The reduced gravity prevents thermal convection, which in normal conditions
is driven by the difference in density of the solution surrounding the plants. Thus, it affects the
exchange of gases and liquids between the plant and its surroundings. In experiments carried out in
the microgravity state (Wolff et al. 2013) it is shown that hypoxia of the root zone often appears. This
is because of the lack of air movement due to the difference in density (Wolff et al. 2013).

However, some studies indicate that potassium uptake in the state of reduced gravity is
elevated, which seems to be a desirable phenomenon because potassium has a beneficial effect on the
growth of the root zone and the development of the above-ground part of the plant. Moreover,
potassium improves the taste, smell, color, size and nutritional value of the crop by increasing the
content of carbohydrates, proteins, vitamins B1 and C and organic acids, which can be primarily seen
in the case of plants in which the root is part of the edible (Liao et al. 2004). On the other hand,
increased potassium uptake might decrease the content of sodium, calcium, magnesium, carotene and
vitamin C in the plant (Bres et al. 2016).

Another concern might be a possible formation of globules, which may float inside of the
container and it could tended to adhere to the corners of the container’s walls (Dreschel et al. 1994).

Gas exchange, metabolism and photosynthesis appears to be similar in terrestrial and low-
gravity conditions. However, the similar environmental conditions are required. Plants should be
grown in a suitably selected gas mixture simulating Earth conditions and be grown at a moderate light
intensity (Porterfield 2002).

Cosmic rays may be another factor that may affect plants cultivation. This type of research
was mainly conducted in terrestrial conditions with attempt to recreate the environment in which such
radiation occurs. The experiment consisted in shielding the Earth's magnetic field and showed that it
affects the exchange of gases in plants and their metabolism, however, the exact influence of radiation
on plant growth is still unknown. Additionally, there is no information on possible mutations, which
might be induced by the cosmic rays (Shakhov 1962).

In microgravity conditions gravitropism is disturbed. Which is defined as is a coordinated
process of differential growth by a plant in response to gravity pulling on it. While, orientation of root
is guided only by the gravity (Halstead et al. 1987), the shoot orientation is also influenced by the
light. It induces possibility of simulating the direction of shoots growth by a light factor.

The transport of water and nutrients in plants in the microgravity state is one of the most
important aspects. However, knowledge about the impact of space environment conditions on the
absorption, transport and distribution of water and nutrients in plants at the current time is relatively
small. It has been shown, that under microgravity conditions mass transport, exchange of gases, water
and ions is very limited unless the forces that induce the movement are applied (Porterfield 2002).
Transpiration, which is one of the main driving forces of water transport in the plant’s conducting
tissue is reduced and affected by diminished convection. It has been shown that for transpiration and
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water transport to occur normally, air movement around the plants must be forced (Wolff et al. 2013;
Porterfield 2002). Another inconvenience relies on a water droplet size (Stoner et al. 1998). Larger
droplets might prevent required oxygen delivery to the root zone. Meanwhile, fine droplets produce
excessive root hair without developing a lateral root system for sustained growth

Nutrient solution composition is a further factor, which will be affecting aeroponic
cultivation. It must be adapted to the particular type of a plant cultivated and the stage of its
development (Komosa 2004). In each nutrient solution micro (Cl, Mo, B, Mn, Zn, Cu, Fe, Ni) and
macro elements (N, S, K, P, Ca, Mg) must be provided.

However, regarding the nutrient solution and microgravity condition one of the concerns is
a possible accumulation of solution in root zone. Fluids might agglomerate and create water film on
the root’s surface, which in turn will cause problems with effluent of nutrient solution recovery.

Another factor that can be significant in the case of aeroponic cultivation carried out in an
extraterrestial colony is the source of water used for cultivation. Which could be used for dilution of
the concentrated solution. In fact, the wastewater treatment system currently used at the International
Space Station is primarily designed to recover drinking water for the crew. However, in future
extraterrestrial colonies it will be necessary for this system to function as a source of water or nutrients
for biomass production. In aeroponic, the main component of the required nutrient solution is nitrogen
in the form of nitrates (Bres et al. 2016). Therefore, the use of the nitrification process for wastewater
treatment technology and then the use of a purified stream as a nutrient solution is highly probable.
During this process, the conversion of ammonia to nitrates takes place.

From the ammonia-rich urine, it is possible to obtain a stream of nutrients suitable for
aeroponic cultivation. However, it should be borne in mind that ammonia concentrations in urine may
reach 1.18 g-L* (Anderson et al. 2018), and the sample concentration of nitrates in the medium is
0.21 g'L' (Komosa et al. 2014), therefore it may be necessary to dilute the stream of treated
wastewater. The issue of the possibility of using untreated grey water for cultivation should be the
subject of future research.

Other crucial factors are the CO concentration and lighting, which can significantly improve
crop productivity. The experiments showed a significant increase in plant productivity with
simultaneous increase in photons flow for photosynthesis and in CO, concentration (Polyakov et al.
2010). Polyakov’s (Polyakov et al. 2010) research shows increase of cultivation yield at five times
higher CO; content in the air compared to standard terrestrial conditions. As it can be seen above, by
changing one parameter, whole cultivation yield could be increased. However, it is important to not
create conditions, which are going to be limiting other parameters of cultivation concurrently. An
example can be research conducted by Wheeler et al. (Wheeler et al. 2008), which showed that the
low efficiency index may be caused by the accumulation of ethylene or other trace gases (NOy, N2O,
CHoa, hydrogen sulfide, CO, ozone).

The misting system is also essential for the aeroponics. The size of droplets and their contact
with the root zone are of significant importance. In the classic aeroponic system the drops have a size
of about 7-100 pm, however, it has been proven that the use of smaller drops promotes better water
absorption in the root zone, it is not known whether it is affected by droplet size or floating time in
the form of fog, which their size is suitably longer. To investigate this factor in microgravity it is
suggested to use the experimental platform, proposed in a chapter 3 (Weathers et al. 1992).

Aeroponic is a young subject and requires further research, especially in microgravity
condition. It is shown that by the poor understanding of the effect of reduced gravity on droplet
deposition in the root zone. The problem may be the phenomenon of creating a liquid film around the
root that can cut off the root from oxygen and fresh solution. At the same time, the aforementioned
parameters can enable optimization of crop yield, however, as already mentioned, this requires further
research, especially those carried out in conditions of reduced gravity.

4. Concept of the experimental platform aimed aeroponic study on microgravity
conditions

The main objective of the study, which could be conducted in a proposed platform is to
investigate the droplet behavior (wetting, adhesion forces) on roots’ surface in microgravity
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conditions. The experimental rack is suitable for application in Zero-G plain, thus it could be used in
Parabolic flight programs or Drop tower.

The general view of the experiment is presented in the Figure 2. As it can be seen, roots of a
previously selected plant are sprayed with water containing small amount of nutritious elements e.g.
nitrate, phosphates. The magnified picture of root’s surface is captured by camera vision system. It
provides high quality 3D slow motion video, which enables the observation of the droplets’ motion
and process of their attaching to the roots. The images allow estimation of the value of a contact angle
as well as acting forces and a percentage of attached drops. To obtain reliable data, velocity of the
drops is manipulated by changing a throughput of nozzle. The varying parameter is the angle of impact
of the drops. Additionally, the experiment should be performed with an investigation on different
parameters. This is due to parabolic flight cycle, which has consecutively repetitive stages.

Plant
Experiment A
chamber - "";’,.;\‘
o N e Water mist
| % injection

<
'N‘l
Used water Yo
outcome : |

Observation
Fig. 2. Experimental procedure scheme.

5. Discussion and conclusions

To sum up the above information, a few conclusions can be drawn. Especially, with regard
to the possibility of using the cultivation both in terrestrial and extraterrestrial conditions.

1. Aeroponic has many advantages over other methods that may be particularly relevant to
extraterrestrial systems. These include: higher yields, better quality of crops, more optimal use of the
greenhouse area through the possibility of crop density, faster plant growth cycle, better phytosanitary
conditions, less water consumption, eliminating the need for artificial fertilizers and the ability to
regulate the temperature of the root environment, which improves efficiency production of such a
system. These advantages are important in the case of food production opportunities in developing
countries with limited freshwater resources.

2. Factors that can affect aeroponic cultivation are primarily: crop density in the crop, gravity,
cosmic rays, composition of the medium that plants are sprinkled with, temperature and oxygenation
of the root zone, ambient temperature, the composition of the ambient air (content of oxygen and
carbon dioxide), type and the intensity of the applied lighting, the size of droplets spraying the root
zone and the time of contact, air movement in the room with cultivation.

3. In extraterrestrial systems, the attention should be primarily paid to the reduced thermal
convection caused by reduced gravity, which may cause hypoxia of the root zone. At the same time,
a very reduced gravity (microgravity) may result in a higher uptake of potassium by the plant, which
increases root zone growth, improves the organoleptic properties of the plant, but on the other hand
it may reduce the content of sodium, calcium, magnesium, carotene and vitamin C in the plant. In
order to the gas to exchange, metabolism and photosynthesis to occur similarly as in the Earth
systems, it is necessary to choose the appropriate gas mixture simulating the earth conditions, as well
as to provide the appropriate amount of light. Cosmic radiation, which may affect the exchange of
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gases in plants and their metabolism, is not less important. Not without significance is the possibility
of mutations. Transpiration and water transport should be supported by forced air movement around
the plants.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono charakterystyke owsa i jego wymagania agrotechniczne. Opisano
roézne kierunki wykorzystania tej rosliny. W najwigkszej ilosci owies wykorzystywany jest na cele
paszowe. Ma zastosowanie w zywieniu koni, drobiu i §win. Na cele spozywcze przeznacza si¢ tylko
5% zbioréw ziarna owsa. Owies rozni si¢ w istotny sposob od innych zbdz, zaréwno ogdélnym
sktadem chemicznym, jak i warto$cia fizjologiczno- zywieniowa. Ziarno owsa charakteryzuje si¢
wysoka zawartoscig biatka o korzystnym sktadzie aminokwasowym, znaczng zawartoscia thuszczu,
w tym nienasyconych kwasow thuszczowych, wysoka zawarto$cig rozpuszczalnej frakcji wtokna
pokarmowego. Najwazniejszym rozpuszczalnym sktadnikiem witdokna pokarmowego owsa sa B-
glukany. Frakcja ta korzystnie wptywa na uktad pokarmowy, przyczynia si¢ do zmniejszenia
zawartosci wskaznika glikemicznego, normalizujac poziom glukozy we krwi oraz wplywa na
gospodarke lipidows, obnizajac poziom cholesterolu we krwi. Ziarno owsa jest bogatym zroédiem
sktadnikéw bioaktywnych o wlasciwosciach przeciwutleniajacych.

1. Wstep

Owies siewny, zwany tez zwyczajnym (Avena sativa L.), nalezy do rodziny
wiechlinowatych (Poaceae). Jest stosunkowo mtoda rosling uprawng, podobnie jak zyto, gdyz do
Europy dotart z Azji jako chwast towarzyszacy uprawom jeczmienia i pszenicy. Owies jest zbozem
od do$¢ dawna uprawianym przez ludzi. Na terenie Polski jego uprawe rozpoczeto w VIII- IX w.,
a $wiadomg hodowle odmian datuje si¢ na koniec XIX w. (Budzynski i Szemplinski 1999). Wedtug
danych GUS (2018) powierzchnia uprawy owsa zajmowata w 2017 roku 492 tys. ha, a zbiory ziarna
1464,6 tys. ton. W ogélnej strukturze upraw zbdz w Polsce, owies jest na piatej pozycji pod
wzgledem arealu powierzchni (tuz po pszenicy, pszenzycie, zycie i jeczmieniu). Glownym
kierunkiem jego wykorzystania jest przeznaczenie na pasz¢. W mniejszym stopniu jest
wykorzystywany jako zboze konsumpcyjne, glownie na platki. W ostatnich latach obserwuje si¢
wzrost zainteresowaniem ziarnem owsa w diecie ludzi, co zwigzane jest z jego prozdrowotnymi
wlasciwosciami.

2. Opis zagadnienia

Do niedawna owies byt gatunkiem typowo pastewnym, na pasz¢ przeznaczano ponad 80%
ziarna, za$ na konsumpcje¢ tylko 2-3%. W ostatnich latach nastapit wzrost wykorzystania ziarna na
cele konsumpcyjne do okoto 5%, natomiast w krajach Unii Europejskiej na cele spozywcze
przeznacza sie ponad 10%. Obecnie prowadzone prace hodowlane w obrebie tego zboza koncentrujg
si¢ w wickszym stopniu na potrzebach zywieniowych i prozdrowotnych konsumentéw. Zaro6wno
stoma jak i plewy, moga zosta¢ wykorzystane na pasze, ktora charakteryzuje sie matg zawartosciag
trudno strawnego widkna w stosunku do stomy pozostatych gatunkdéw zbdz. Obecnie na Krajowej
Liscie Odmian Roslin Uprawnych (COBORU 2017) znajduje si¢ 26 odmian owsa zwyczajnego i 5
odmian owsa nagoziarnistego. Zainteresowanie tym zbozem wynika glownie z faktu, ze
charakteryzuje si¢ ono duzymi zdolno$ciami przystosowawczymi do niekorzystnych warunkow
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siedliskowych. W potowie XX wieku owies w naszym kraju uprawiano na powierzchni ponad dwoch
milionéw hektarow, co byto zwigzane z wykorzystaniem ziarna jako paszy dla znaczacego pogltowia
koni.

3. Przeglad literatury

3.1 Charakterystyka wymagan uprawowych owsa

Owies w stosunku do pozostatych zb6z uprawianych w Polsce charakteryzuje si¢ wigkszymi
wymaganiami wodnymi. Zalecane jest wigc wykonanie jak najwcze$niejszego siewu, aby
wykorzysta¢ dostgpno$é zgromadzonej po okresie zimy wody w glebie. W ten sposdb zapewnia si¢
prawidtowe warunki do skietkowania i poczatkowego rozwoju mtodych siewek. Nizsze temperatury
wiosenne nie wplywaja negatywnie pod warunkiem braku nadmiaru wody w glebie. Dodatkowo
okres nizszej temperatury wptywa korzystnie na proces krzewienia roslin, a krotkotrwate obnizenie
temperatury ponizej zera nie wptywa negatywnie na wzrost i rozwoj tego gatunku. Atutem owsa
zachecajacym do jego uprawy sg takze stosunkowo mate wymagania glebowe. Uprawe owsa mozna
prowadzi¢ na wszystkich glebach. Wykluczy¢ nalezy jednak gleby o stabej zasobnosci wodnej,
bardzo lekkie i piaszczyste. Przy niedoborach wodnych owies reaguje obnizka plonu. Optymalny dla
najwyzszego poziomu plonowania, rozktad opadéw wynosi: 10 mm i przypada przed siewem, 11 mm
w okresie od siewow do wschodéw, 16 mm od wschodow do fazy krzewienia, 23 mm w okresie
strzelania w zdzbto 1 27 mm od kloszenia do dojrzatosci woskowej (Budzynski 1999). Krytycznym
okresem dla wysokosci plondw pod wzgledem zapotrzebowania na wodg jest faza kloszenia
i dojrzewania ziarna. Nalezy w czasie przygotowywania roli pod siew tego gatunku szczegdlnie dbaé
0 ograniczanie strat wodnych w glebie. W celu osiggni¢cia wyzszych plondéw zaleca si¢ uprawe owsa
na glebach zasobnych w sktadniki pokarmowe — szczegdlnie na stanowiskach, gdzie przedplonem
byly rosliny pozostawiajace glebe bogata w resztki pozniwne, stanowiace rezerwuar azotu. Na
glebach kompleksu zytniego dobrego, bardzo dobrym przedplonem jest uprawa ziemniakéw, ktore
uprzednio byly nawozone obornikiem. Uprawa owsa na tym samym stanowisku rok po roku wigze
si¢ z ryzykiem zwigkszonej liczebno$ci nicieni. Mozliwa jest jednak uprawa w monokulturze po
innych gatunkach zb6z, przy jednoczesnym zastosowaniu intensywniejszego nawozenia
mineralnego. Uprawa owsa w monokulturze zbozowej spetnia role fitosanitarng, zmniejszajaca
nasilenie wystepowania chorob podsuszkowych. Owies nie jest podatny na choroby podstawy zdzbta,
a wigc patogeny nie maja szans namnazania si¢ i nie sg przenoszone na rosliny nastgpcze. Jednym
z podstawowych elementow agrotechniki w aspekcie wielkosci uzyskiwanego plonu i jako$ci ziarna
owsa jest nawozenie. Kompleksowe, a zarazem pelne zaopatrzenie ro$lin w tatwo dostepne sktadniki
pokarmowe decyduje 0 prawidtowym przebiegu procesow fizjologicznych i rozwoju systemu
korzeniowego, co przektada si¢ bezposrednio na tworzenie plonu oraz odpowiednig jego jako$¢.
Efektywnos¢ zastosowanego nawozenia zalezy miedzy innymi od warunkow glebowych (kategorii
agronomicznej, odczynu, zawartosci prochnicy czy sktadnikow pokarmowych) oraz pogodowych
w okresie wegetacji (opadow, temperatury powietrza). Do wyprodukowania 1 tony ziarna
i odpowiedniej ilosci stomy gatunek ten pobiera z gleby okoto 24 kg N, 12 kg P20s, 36 K;0, 11 kg
CaO i 7 kg MgO. Nawozenie powinno uwzglednia¢ przyswajalno$¢ i dostepnos¢ sktadnikoéw
pokarmowych w glebie. Zaleca sie nastepujace nawozenie (kg-ha): 40 — 50 P,Os, 60 — 100 KO.
Wysoko$¢ nawozenia azotem nie powinno przekraczaé 50 —70 kg-ha*. Pyrek-Bajcar (2018) badajac
wplyw zréznicowanego nawozenia azotem (w iloci: 40 kg-ha, 80 kg-ha, 120 kg-ha™?) stwierdzita
istnienie réznic w reakcji odmian owsa na nawozenie azotem. Nawozenie azotem nalezy podzieli¢ na
dwie dawki — 2/3 przedsiewnie i 1/3 w fazie strzelania w zdzbto. Wyzsze dawki wplywaja na wzrost
zawarto$ci bialka w ziarnie i poprawiaja jego wskazniki odzywcze, zwigkszajaC zawarto$¢
sktadnikéw mineralnych i B-glukanéw oraz nie wptywaja, a czasem obnizajg zawartos$¢ thuszczu
ogolnego (Tobiasz-Salach i Bobrecka-Jamro 2016). Zbyt duza dawka azotu powoduje intensywny
wzrost roslin i moze przyczyni¢ si¢ do wylegania, co znaczaco utrudnia zbiory, ma niekorzystny
wplyw na jakos$¢ ziarna, obniza uzyteczno$¢ stomy i jest przyczyna strat plonu (Sutek i in. 2005,
Leszczynska 1 in. 2007). Jedna z metod zapobiegajaca temu negatywnemu zjawisku jest takze
hodowla odmian polkartowatych, ktore wykazuja zwigkszong odpornos¢ na wyleganie wynikajaca
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z ograniczenia wysoko$ci roslin (Paczos-Grzgda i Nowak 2017). Ilo$¢ wysiewu nasion owsa waha
si¢, w zalezno$ci od kompleksu glebowego, terminu siewu, przedplonu, nawozenia, odmiany i wynosi
od 160 do 210 kg-ha*.W warunkach wilgotniejszych i na glebach, gdzie wierzchnia warstwa ulega
zasklepieniu nalezy wykonaé plytszy siew. Natomiast na glebach lzejszych i suchych — glebiej,
zalecana obsada to 400 — 500 ro$lin na 1m? W (Tab.1) przedstawiono obsadg ro$lin po wschodach
w zalezno$ci od kompleksu przydatnosci rolniczej gleby. Owies cechuje si¢ duza krzewisto$cia
i stanowi silng konkurencje dla chwastow. Poprzez zacienienie skutecznie thumi rozwdj wielu
chwastow segetalnych, dzigki czemu nie ma konieczno$ci stosowania duzej liczby zabiegow
herbicydowych. W badaniach prowadzonych przez Andruszczak i in. (2017) zastosowano ochrone
herbicydowa preparatami Lintur 70 WG lub mieszaning $§rodkéw Lintur 70 WG i Chwastox Extra
300 SL oraz nawozy dolistne Insol 3 i FoliCare w stosunku 18:18:18. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
herbicydy istotnie ograniczyty sucha mas¢ chwastow w tanie owsa nagoziarnistego w zakresie od 50
do 64%, a w uprawie owsa oplewionego od 53 do 61%. Autorzy stwierdzili istotny wzrost plonow
ziarna, odpowiednio 0 20-22% i 13-23%, w poréwnaniu z obiektem kontrolnym (bez stosowania
herbicydow). Nawozy dolistne zwigkszyly presje chwastéw w tanie obu form owsa, natomiast nie
stwierdzono istotnego oddziatywania zastosowanych preparatow na plonowanie owsa. Zastosowane
czynniki dos§wiadczalne w niewielkim stopniu réznicowaty jako$¢ ziarna owsa.

Pomimo wysokiego stopnia krzewistosci, znaczna liczba pgdéw bocznych jest mato
produktywna. W stosunku do pedu gtéwnego, boczne wiechy majg mniejsze uziarnienie. Odmiany
nie oplewione nalezy mozliwie szybko zbiera¢ z pola, tuz po osiagnigciu dojrzatosci ziarna, co
zwigzane jest z OSypywaniem ziarna i stratg plonu. W przypadku zbioru ziarna w okresie
niekorzystnych warunkéw pogodowych nalezy je dosuszyé do wilgotnosei 15%. Ziarno o wyzszym
stopniu wilgotnosci tatwo si¢ zagrzewa i plesnieje. Na skutek tego zawarte w nim biatko ulega
denaturacji, a grzyby plesniowe produkuja mikotosyny, bedace toksycznymi metabolitami dla ludzi
I zwierzat.

Tab. 1. Optymalna obsada kietkujacych ziarniakdéw owsa na 1 m? w zalezno$ci od kompleksu
glebowego (Budzynski i Szemplinski 2003).

Kompleks glebowy Obsada

Zytni bardzo dobry
Zbozowo-pastewny mocny 500-550
Zbozowo gorski
Zytni dobry
Owsiano-ziemniaczany gorski 560-620
Zytni staby
Zbozowo-pastewny staby 600-650
Owsiano-pastewny gorski

3.2 Wartos¢ odzywcza i spozywcza a wykorzystanie owsa

Ziarno owsa w wigkszosci wykorzystywane jest na cele paszowe. Jednak ze wzgledu na
wysokie walory odzywcze i prozdrowotne coraz czes$ciej wykorzystywane jest w zywieniu ludzi.
Najczesciej ziarno przetwarzane jest na ptatki owsiane. Grupa docelowa sa konsumenci, ktorzy
zwracajg wigkszg uwage na warto§¢ odzywcza, a zwlaszcza osoby z chorobami cywilizacyjnymi oraz
sportowcy. Ziarno owsa zawiera w swoim skladzie wiele substancji i zwiazkow, ktore majg duze
znaczenie pod wzgledem odzywczym i dietetycznym, a takze prozdrowotnym. W stosunku do innych
zb6z, ziarno owsa ma mniejsza zawarto$¢ weglowodanow (owies 53%, pszenica 65%, zyto 69%,
jeczmien 64%), ale wyzsza zawarto$¢ thuszezu (owies 4—9%, pszenica 2%, zyto 1,7%, jeczmien 2%)
(Pisulewska 2005, Korzeniowska-Ginter i Kamifiska 2014). W poréwnaniu do innych ziaren zboz,
ziarno owsa zawiera najwiecej thuszczu, do 5% w ziarnie odmian tradycyjnych, do ponad 9%
w odmianach nagoziarnistych (3—4 razy wigcej niz w innych zbozach), a w ptatkach owsianych nawet
10%. Z punktu widzenia konsumentow wyzsza zawarto$¢ thuszczu jest niepozadana, jednak sktadnik
ten zawarty w ziarnie owsa charakteryzuje si¢ korzystnym profilem kwasoéw tluszczowych. Zawiera
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niezbedne nienasycone kwasy ttuszczowe (NNKT), ktorych organizm czlowicka nie syntetyzuje,
a wiec muszg one zosta¢ dostarczone wraz z pozywieniem. W tluszczu owsianym dominuja kwas
linolowy (24-53%), oleinowy (35%) i palmitynowy (20%), stanowigc tacznie okoto 80% jego sktadu
(Zhou i in. 1999; Kawka i Achremowicz 2014). Niski udziat kwasu palmitynowego przy wysokim
udziale linolowego i oleinowego sprawiaja, ze produkty z owsa stanowig bardzo wazne ich zrédto
w diecie cztowieka. Spozycie 100 g ptatkéw pokrywa w 30% dzienne zapotrzebowanie cztowieka na
kwas linolowy (Gasiorowski 2003). Zawarte w ziarnie owsa nienasycone kwasy thuszczowe sa
zwigzkami o prozdrowotnym dziataniu. Dziatanie ich polega na udziale w przemianach
biochemicznych w organizmie i pelnieniu szeregu waznych funkcji fizjologicznych. Ich
prozdrowotne dziatanie polega na zapobieganiu agregacji ptytek i powstawaniu zakrzepow,
usprawnianiu pracy ukladu krazenia i serca. Zawarty we frakcji lipidowej kwas oleinowy, ma
dziatanie przeciwnowotworowe (Gasiorowski 2003, Lange 2010, Piatkowska i in. 2010). Owies
cechuje si¢ wysoka zawartoscig biatka w stosunku do pozostatych gatunkéw zbdz. Ma ono wysoka
warto$¢ biologiczng i odzywcza, ze wzgledu na profil aminokwasowy. Zawarto§¢ aminokwasow
egzogennych (nie syntetyzowanych przez organizm) jak: treonina, metionina, lizyna, fenyloalanina,
tyrozyna, walina, leucyna, sprawia, ze przetwory z ziarna owsa stanowig ich bogate zrodto. Stad
produkty owsiane, a zwlaszcza platki i owsianka stanowig nieodlaczny element zbilansowanej diety.
W biatku owsa aminokwasy egzogenne stanowia 41%, natomiast w bialku pszenicy i zyta tylko 33%
(Czubaszek 2003; Gibinski i in. 2005). Gibinski i in. (2005) stwierdzili, ze spozycie 100 g ptatkow
owsianych pokrywa dzienne zapotrzebowanie cztowicka na siedem aminokwasow egzogennych.
Gléwnym biatkiem (okoto 50-80% ogoétu) wystepujacym w ziarnie owsa sg globuliny. Majg one
znaczenie prozdrowotne poprzez wspieranie mechanizméw obronnych uktadu odpornos$ciowego, ale
takze stabilizuja poziom trojglicerydow i glukozy we krwi (Korzeniowska-Ginter i Kaminiska 2014).
Pozostale ziarna zb6z sa znacznie ubozsze w ten cenny sktadnik, zawieraja do 12% globulin w ziarnie.
Ziarno owsa jest natomiast ubozsze w biatka typu awenin (prolaminy) i glutein, ktoére stanowia okoto
20% biatka ogolnego. U pozostatych ziaren zboz stanowig do 75-94% (Kawka i Achremowicz 2014).
Owies moze by¢ wiec wlaczony do diety dla 0séb chorych na celiakig. Wartos¢ odzywcza biatka
pokarmowego owsa wykorzystywanego na cele budulcowe oceniana wskaznikami biologicznymi,
plasuje owies na pierwszym miejscu, a w dalszej kolejnosci sa: zyto, jeczmien, pszenica (Jurga 2011,
Kawka i Achremowicz 2014). Zawarto$¢ biatka, a takze innych sktadnikow w ziarnie, ptatkach
owsianych i innych przetworach zaleza od wielu czynnikéw, m.in. od: odmiany owsa (oplewione
i nieoplewione), zabiegdw agrotechnicznych, warunkéw klimatyczno-glebowych. Poza zawarto$cia
makrosktadnikéw, ziarno owsa i jego przetwory zawieraja znaczne ilo$ci witamin z grupy B,
zwlaszcza By oraz A, D, E i K (Myszka i Boros 2013). Jest ono takze zZréodtem waznych
mikroelementow takich jak: wapn, magnez, fosfor, potas, zelaz, miedz i mangan. Ziarno owsa i jego
przetwory zawieraja takze blonnik pokarmowy. Pod wzgledem jego zawarto$ci przewyzsza on
pozostate gatunki zbdz. Wystepuje jednak zréznicowanie pod wzgledem zawartosci btonnika wsrod
odmian. Najwigcej zawieraja go odmiany tradycyjne, mniej natomiast nagoziarniste. Blonnik
rozpuszczalny, z dietetycznego punktu widzenia, jest bardziej pozadany, gdyz korzystnie wptywa na
uktad pokarmowy, daje uczucie sytosci, reguluje poziom glukozy we krwi, obniza takze zawarto$¢
cholesterolu. Ponadto ziarno owsa zawiera inne substancje prozdrowotne m.in.: polifenole, kwas
fitynowy, awentramidy i kwasy fenolowe.

3.3 Paszowe wykorzystanie owsa

W Polsce ziarno owsa od dawna uznawane bylo za warto$ciowy surowiec paszowy,
w szczego6lnos$ci dla koni. Dlatego tez jego areal byl znacznie wigkszy, gdy krajowe pogltowie koni
uzytkowanych zwlaszcza w rolnictwie jako sita pociggowa bylo znaczace. Obecnie jest on
wykorzystywany glownie w zywieniu gesi. W Polsce podczas ostatnich 3 tygodni tuczu,(od 15. do
konca 17. tygodnia zycia) gesi karmione sg wylgcznie owsem i wodg (Ktopotek i Brzoska 2018). Taki
sposéb zywienia tych ptakow sprawia, ze pozyskane od nich migso posiada specyficzne walory
sensoryczne i odzywcze. Zawarte w profilu thuszczu, nienasycone kwasy thuszczowe sg deponowane
w tluszczu $rodmigsniowym ptakow, a poprzez to stanowia ich zrodto w diecie czlowieka (Brzoska
i in. 2017). W przypadku pozostatych gatunkow drobiu wykorzystanie owsa w paszy jest utrudnione
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ze wzgledu na duzy udziat tuski w ziarnie, a tym samym widkna. Sprawia to, ze strawno$¢ i warto$é
zywieniowa tego zboza jest nizsza, anizeli pozostalych gatunkéw. Dlatego w mniejszych ilosciach
moze by¢ wykorzystywane w zywieniu kurczat brojlerow. Stanowi¢ moze jednak dodatek w Zywieniu
stad reprodukcyjnych kur migsnych. Wysypywane na §cidtke ziarno sprawia, ze kury poszukujac go
w podlozu maja zajecie, poruszaja si¢ po budynku, co niweluje mozliwo$¢ zatuczania ptakow.
Otluszczenie ptakéw w stadach reprodukcyjnych powoduje obnizenie wynikéw reprodukcyjnych.
Zawarto$¢ tuski sprawia, ze peczniejac daje ptakom uczucie sytosci. Mimo, ze tuska jest zrodlem
wtokna, co jest niekorzystng cechg z punktu zywienia drobiu, to jednak w swoim sktadzie posiada
takze korzystne zwiazki, m.in. celuloz¢, dodatnio wptywajaca na gospodarke wodng przewodu
pokarmowego kurczat oraz poprawia perystaltyke jelit. Odmiany nagoziarniste owsa zawieraja ponad
czterokrotnie mniej wiokna, wigcej thuszczu i bialka, a wartoscig energetyczng doréwnuja kukurydzy,
co sprawia, ze mozna je wprowadza¢ do mieszanek dla kurczat rzeznych. Pod wzgledem zawarto$ci
thuszczu owies zdecydowanie przewyzsza inne zboza, ksztaltujac si¢ na poziomie 40-100 gkg-
W odmianach krajowych. Thiszcz owsiany bogaty jest w nienasycone kwasy thuszczowe, stanowiace
okoto 80% catkowitego sktadu thuszczu. Ma on wigcej NNKT, a to prowadzi do uzyskania migsa
0 dobrym smaku oraz delikatnej konsystencji thuszczu. Niekorzystng cecha owsa zaréwno
oplewionego, jak i nagiego jest duza zawartos¢ PB-glukanow — substancji o charakterze
antyodzywczym, ktore moga by¢ przyczyng zmian w budowie morfologicznej $cian przewodu
pokarmowego i moga wptywac na obnizenie strawnosci oraz wchitaniania sktadnikow pokarmowych.
Uzupekienie dawek enzymem B-glukanazg niweluje niekorzystne dziatanie tych substancji (Pranczk
i Kosieradzka 1997). Jednak dzieki smakowito$ci owsa, jak i wihasciwosciom pobudzajacym
przemiany metaboliczne oraz dobrym walorom dietetycznym jest on bardzo pozadanym
komponentem mieszanki.

Owies stanowi takze sktadnik dawek pokarmowych dla trzody chlewnej. Lepszym
komponentem sa odmiany nagoziarniste, ktorych udzial do 50% (ogoélu zb6dz) w mieszance wptywa
korzystnie na przyrosty masy ciata. Zastosowanie tego zboza w mieszankach dla tucznikow wplywa
na uzyskanie dobrych wynikéw rzeznych (Semeniuk 2011). Ponadto zastosowanie owsa jako
komponentu mieszanek dla tucznikéw powoduje korzystny wplyw na odzywcza i prozdrowotna
warto$¢ pozyskiwanego migsa. Wplywa na wzrost zawartoSci wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych (PUFA), a zwlaszcza kwasu linolowego, ktory jest szczegolnie cenny ze wzgledu na
swoje wlasciwosci prozdrowotne (Milczarek i Osek 2009).

Owies wykorzystywany jest takze w zywieniu bydta, zarbwno mlecznego jak i opasowego.
Stanowi komponent mieszanek tresciwych, zwtaszcza dla wysokowydajnych kréw mlecznych.

3.4 Inne kierunki wykorzystania ziarna owsa

Poza dwoma podstawowymi kierunkami wykorzystania (spozywczym i paszowym) ziarno owsa ze
wzgledu na zawarto$¢ wielu cennych zwigzkow bioaktywnych moze by¢ warto$ciowym surowcem
i ich zrodtem w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym. Na jego bazie mozna produkowaé
odzywki, kremy, mydta toaletowe. Kosmetyki owsiane z substancjami §luzowymi tworzg na skorze
cieniutki i niewyczuwalny biofiltr ochronny, ktory ostania ja przed niekorzystnym oddziatywaniem
czynnikdw zewngtrznych (bariera naskérkowa). Dziatajg nawilzajaco i wygladzajaco, posiadaja
wiasciwosci zblizone do kwasu hialuronowego odpowiedzialnego za elastyczno$¢ skory, a wige
opdzniajg efekty jej starzenia (Kawka i Achremowicz 2014). Produkty owsiane sg wykorzystywane
w farmacji, m.in. jako sktadniki lekow, suplementy diety. Beta-glukany owsiane przyspieszaja
gojenie si¢ ran, szczegodlnie pooparzeniowych, redukuja bol i powoduja zabliznianie ran z defektami
kosmetycznymi. Istnieje takze mozliwos¢ produkcji suplementéw diety i preparatow leczniczych.
Wodne wyciagi z ziela owsa dziataja wykrztusnie oraz przeciwbolowo w schorzeniach
reumatycznych, kamicy moczowej i chorobach nerek. Ponadto, stanowig dobry §rodek
mineralizujacy, bogaty w rozpuszczalng w wodzie krzemionke, wptywajaca dodatnio na przemiang
materii, stan naczyn krwiono$nych, narzadow wewngtrznych, kosci, skory, wlosow i paznokci. Ziarno
stanowi takze zrodlo polifenoli, biatek, aminokwaséw i skladnikow mineralnych. Jednak ich
zawartos$¢ jest uzalezniona od odmiany (Witkowicz i in. 2015).
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Ziarno owsa niespelniajace wymogow jakosciowych moze by¢ wykorzystane rowniez na cele
energetyczne. Ma to uzasadnienie ekonomicznie, zwlaszcza jesli ziarno jest produkowane we
wlasnym gospodarstwie z wykorzystaniem technologii niskonaktadowych. Daje to réwniez korzysci
srodowiskowe, gdyz pozwala na ograniczenie zuzycia surowcoOw kopalnych oraz zmniejsza emisj¢
ucigzliwych gazow i pytéw do atmosfery (Glowacka i in. 2016). Owies ma wyzszg warto$¢ opatowa
w porownaniu do zyta i pszenzyta, co potwierdza stuszno$¢ jego przeznaczenia na cele energetyczne
(Piasecka 1 in. 2017). W stosunku do wegla kamiennego ma o polowe nizsza efektywnosé
energetyczna. Jego atutem jest jednak mniejsza ilo$¢ popiotu powstajacego po spaleniu (2,2%), ktory
moze by¢ wykorzystywany jako nawoz (Popczyk 2011).

4, Podsumowanie

Owies jest zbozem, ktore charakteryzuje si¢ stosunkowo niskimi wymaganiami
uprawowymi. Pozyskiwany surowiec w postaci ziarna charakteryzuje si¢ bardzo dobrag warto$cig
odzywcza. Wykorzystany moze by¢ na cele spozywcze i paszowe. W zwiazku z zawarto$cia
substancji  bioaktywnych stanowi takze cenny surowiec do produkcji kosmetykéw oraz
farmaceutykow. Alternatywnym kierunkiem moze by¢ przeznaczenie ziarna niespetniajgcego
wymogow jakosciowych badz jego nadwyzki na cele energetyczne.
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Streszczenie

Cyklofiliny to rodzina bialek posiadajacych aktywno$¢ izomerazy peptydyloprolilowej,
katalizujacej reakcje izomeryzacji cis/ trans wigzania peptydowego pomigdzy proling a dowolnym
aminokwasem poprzedzajacym ja w tancuchu biatkowym. W tkankach Arabidopsis thaliana
zidentyfikowano 29 bialek nalezacych do tej rodziny, ktére zlokalizowane sg w réznych przedziatach
komorkowych i biorg udziat w licznych procesach. Tak duze zro6znicowanie funkcji przy
rownoczesnym podobienstwie cyklofilin wystgpujacych u roéznych gatunkéw wskazuje na
uniwersalno§¢ mechanizméw regulacyjnych, w ktoérych biora udzial. Moze to w znacznym stopniu
utatwi¢ zastosowanie wiedzy uzyskanej w do§wiadczeniach z wykorzystaniem rosliny modelowe;j
w hodowli roslin uprawnych. Celem niniejszej pracy jest zaprezentowanie funkcji wybranych
cyklofilin w procesach wzrostu i rozwoju A. thaliana.

1. Wstep

Rzodkiewnik pospolity (Aarabidopsis thaliana) to niewielka ro$lina nalezaca do
kapustowatych, ktora aktualnie jest jednym z najczesciej wykorzystywanych gatunkow w badaniach
dotyczacych genetyki, procesow ewolucyjnych, wzrostu i rozwoju roslin oraz biologii molekularne;j.
Pomimo tego, ze A. thaliana nie jest gatunkiem o duzym znaczeniu agronomicznym, jest uznanym
modelem w badaniach nad procesami zachodzacymi w organizmach roslin uprawnych.

Aktualnie A. thaliana jest jednym z najczesciej wykorzystywanych organizmow
modelowych. Zadecydowaty o tym rézne cechy tej rosliny. Pierwsza z nich jest niewielki, w pelni
zsekwencjonowany, zbudowany z okoto 135 Mbp genom upakowany w 10 chromosomach (2n=10).
Kolejng cecha, ktora decyduje o popularnosci tej rosliny wsrod badaczy jest niewielki pokrdj
i wymagania glebowe, ktore utatwiaja prowadzenie doswiadczen w laboratoriach i fitotronach.
Rosliny tego gatunku sg ponadto samopylne i charakteryzuja si¢ krotkim cyklem zyciowym (okoto 6
tygodni) dzieki czemu tatwiejsze jest prowadzenie badan dotyczacych rozwoju generatywnego
i rozmnazania. Dostepne sa réwniez protokoty dotyczace transformacji roslin tego gatunku i ich
regeneracji. Dzieki temu badania nad funkcjonowaniem gendw, biatek i szlakow metabolicznych
wymagajace modyfikacji materiatu genetycznego sa utatwione.

2. Opis zagadnienia

Cyklofiliny to rozpowszechniona rodzina biatek, ktorej przedstawicieli zidentyfikowano
U organizmoéw nalezacych do bakterii, grzybow, roslin wyzszych oraz zwierzat. U organizmoéw
eukariotycznych stwierdzono ich obecno$§¢ w niemal wszystkich przedziatach komoérkowych,
W ktorych pelnia zréznicowane funkcje biorac udzial w takich procesach jak transport biatek,
stabilizacja receptorow, dojrzewanie mRNA czy apoptoza (Grebe i in. 2000; Leverson i Ness, 1998;
Lin i Lechleiter, 2002; Romano i in. 2004)

Cyklofiliny, bialka wigzace FK506 1 parvuliny naleza do bialek nazywanych
immunofilinami. Wiele z nich posiada aktywnos$¢ izomerazy peptydyloprolilowe]j katalizujacej
izomeryzacj¢ wiazania peptydowego pomigdzy proling a dowolnym poprzedzajacym ja
w pierwszorzgdowej strukturze biatka aminokwasem (X-Pro) z konformacji cis w trans i odwrotnie.
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(Rys.1) Reakcja ta w warunkach naturalnych przebiega powoli i jest czynnikiem ograniczajagcym
tempo nabywania przez bialka struktury natywnej. Proces ten jest jednoczes$nie bardzo istotny,
poniewaz okoto 90% bialek posiada wigzanie peptydowe w konformacji trans. (Stewart i in. 1990)

X/ u" O u‘

Cyclophilin (PPlase) i
_

pe

p Trans form u/»}Cis form

Rys 1. Schemat reakcji polimeryzacji wigzania peptydowego X-Pro katalizowanej przez cyklofiliny
(Kumari i in. 2013).

Cecha charakterystyczng cyklofilin jest wystepowanie w ich strukturze konserwatywne;j
domeny cyklofilinowej. Niski stopien zrdéznicowania sekwencji bialkowej tej domeny w obrebie
roéznych gatunkéw wskazuje na istotng role tych biatek w podstawowych procesach komérkowych.

Pierwsze cyklofiliny w komodrkach roslin zostaty zidentyfikowane blisko 30 lat temu
w tkankach pomidora, kukurydzy i rzepaku. Dzieki poznaniu sekwencji genomu Arabidopsis thaliana
do dzisiaj udato si¢ zidentyfikowa¢ w jej komorkach 29 biatek nalezacych do rodziny cyklofilin,
posrod ktorych mozna wskazaé biatka pelniace rolg we wzroscie i rozwoju roslin.

3. Przeglad literatury

Ze wzgledu na swoja wielko§¢ material genetyczny, zawarty w jadrze komorkowym
organizmoéw eukariotycznych, nie wystgpuje w postaci nagiej czasteczki DNA lecz jako wysoce
upakowany i zorganizowany kompleks nukleoproteinowy zwany chromatyng. Podstawowa jednostka
organizacyjna tej struktury jest nukleosom zbudowany z oktameru biatek histonowych, wokot ktorego
owinigty jest fragment kwasu deoksyrybonukleinowego. Oktamer histonowy zbudowany jest z o§miu
czasteczek biatek histonowych (po dwa biatka H2A, H2B, H3 i H4), ktorych domeny globularne
tworzg tak zwany rdzen nukleosomu. Poza tym biatka histonowe posiadajg nieustrukturyzowane
fragmenty N-koncowe wystajace poza rdzen nazywane ogonami. Zasadowy charakter bialek
histonowych umozliwia im silne oddziatywanie z genomowym DNA co z jednej strony zapewnia
wysoki stopien upakowania materialu genetycznego wewnatrz jadra komorkowego. Z drugiej jednak
strony obecno$¢ biatek strukturalnych zmniejsza dostgpno$é kwasu deokyrybonukleinowego dla
czynnikow biatkowych bioracych udziat w ekspresji genow.

Jednym z gléwnych mechanizméw kontroli ekspresji gendw na poziomie DNA, poza
aktywnoS$cia kompleksu bialek remodelujacych chromatyne, jest kowalencyjna modyfikacja ogonow
bialek histonowych, ktoéra obejmuje procesy zwigzane z acetylacja i metylacja. Acetylacja
i deacetylacja dotyczy gtownie reszt lizyny wystepujgcych w ogonach histonow H3 i H4 i polega
odpowiednio na przylgczeniu badz odlaczeniu od reszt aminokwasowych grupy acetylowej.
Acetylacja biatek histonowych powoduje ostabienie dodatniego tadunku biatek co prowadzi do
dekondensacji struktury chromatyny skutkujacej wiekszg dostepnoscig informacji genetycznej
zawartej w DNA dla czynnikdw transkrypcyjnych. Natomiast metylacja dotyczy glownie reszt lizyny
(Lys, K) i argininy (Arg, R) wystgpujacych w ogonach histonow H3 i H4. Proces ten, katalizowany
przez metylotransferazy, moze zarowno zwigksza¢ jak i ogranicza¢ dostgpnos¢ DNA dla czynnikoéw
transkrypcyjnych w zaleznosci od tego, ktore aminokwasy ulegaja metylacji oraz ile grup
metylowych zostalo przylaczonych. Metylacja biatek histonowych ma szczegodlne znaczenie
w kontroli ekspresji w komorkach tworzacych rézne tkanki i organy wplywajac na ekspresje¢ roznych
fragmentow genomu.
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Badania prowadzone na roslinie modelowej Arabidopsis thaliana wskazuja, ze w procesach
metylacji poza metylotransferazami mogg bra¢ udzial réwniez bialka z rodziny cyklofilin.
Przykladem tego jest zlokalizowana w jadrze komdérkowym cyklofilina 71 (AtCYP71) nalezaca do
grupy bialek wielodomenowych czyli takich, ktére poza charakterystyczng dla tej rodziny domena
cyklofilinowa posiadaja w swojej strukturze co najmniej jedng inng domeng¢ funkcyjna. W przypadku
omawianego bialka jest nig domena WD40, ktorej jedng z funkcji jest tworzenie oddziatywan typu
biatko-biatko lub biatko-DNA (Xu i Min 2011). Wykazano, ze za posrednictwem domeny WD40
cyklofilina 71 A. thaliana oddziatuje z ogonami histonow H3 w regionach loci zajmowanych przez
geny STM i KNAT1. STM (ang. shoot meristemless) to gen odpowiedzialny za formowanie merystemu
wierzchotkowego 1 merystemow kwiatowych u roslin dwulisciennych posrednio wptywajacy na
dominacje¢ wierzchotkows i spowolnienie rozwoju pedéw bocznych. Z kolei gen KNAT1 odgrywa
istotng funkcj¢ w merystemach wierzchotkowych pedoéw utrzymujac komoérki w  stanie
niezréznicowanym do momentu wejscia ros§liny w fazg generatywna.

Poza oddziatywaniem AtCYP71 z okreSlonymi loci peligcymi funkcje regulatorowe
W procesie organogenezy zaobserwowano rowniez wptyw tego biatka na poziom metylacji lizyny
W pozycji 27 histonu H3 (H327K) co skutkuje wyciszeniem wyzej wymienionych genow.
Doswiadczenie z wykorzystaniem mutantow insercyjnych w obrabie genu kodujacego cyklofiline 71
wykazato liczne zmiany we wzroscie i rozwoju roslin poddanych mutacji. Zaobserwowano znaczne
opoOznienie w rozwoju rozety lisciowej w poréwnaniu z typem dzikim (WT). Czternastodniowe
siewki typu dzikiego posiadaty w pelni wyksztatcong parg lisci prawdziwych, ktorych natomiast nie
wyksztatcity mutanty w tym samym wieku. Ponadto zaobserwowano znaczne zmiany w budowie
rozety liSciowej. W poréwnaniu z typem dzikim liscie roslin zmutowanych byty zdeformowane
i chropowate. Mutanty w 34% przypadkow wykazywaly zaburzenia w filotaksji w porownaniu
z ro$linami typu dzikiego objawiajace si¢ zmiang katow pomiedzy formujacymi si¢ kolejnymi lis¢mi
rozety. Ponadto ro$liny pozbawione funkcjonalnej cyklofiliny 71 nie wytworzyly
charakterystycznych dla A. thaliana eliptycznych lisci a jedynie podtuzne, pozbawione ogonka
lisSciowego. Zauwazalne byly rowniez réznice w unerwieniu lisci. U mutantow insercyjnych wiagzki
przewodzace w blaszce liSciowej odchodzily od gtéwnej wiazki pod mniejszym katem w poréwnaniu
z typem dzikim i rozchodzity si¢ niemal rownolegle. Podobne obserwacje poczyniono w przypadku
dziatek kwiatowych. Ponadto zaobserwowano zmniejszenie liczby dziatek wynikajace z polaczenia
sgsiadujgcych ze sobg struktur.

Zaktocenie funkcji AtCYP71 wptywato rowniez na rozwoj generatywny. Znaczacg zmiang
fenotypowa w mutantach byta zmniejszona liczba kwiatdéw w porownaniu z typem dzikim. Mutanty
AtCYP71 charakteryzowaly si¢ przedwczesnym zakonczeniem funkcjonowania pierwotnego
merystemu wierzchotkowego, ktore spowodowato intensywne krzewienie si¢ roslin. W niektorych
skrajnych przypadkach kwiatostan nie zdotat w pelni uformowaé zadnego kwiatu przed
zakonczeniem rozwoju. Ograniczona byla nie tylko liczba kwiatow, ale takze ich morfologia.
Niektore zmutowane ptatki byly wydluzone i zdeformowane. Kwiaty charakteryzowaty sig¢
zmniejszona liczba precikow i zwigkszong liczba owocolistkdw. Prawdopodobnie z powodu tych
defektow tuszczyny wytworzone przez mutanty AtCYP71 byly znacznie mniejsze i zawieraty tylko
kilka zywych nasion. (Hong i in. 2007)

Kolejnym biatkiem zlokalizowanym w jadrze komérkowym jest cyklofilina 59 (AtCyp59)
posiadajaca na koncu C region bogaty w powtorzenia Arg-Ser (RS). Ponadto biatko to posiada motyw
rozpoznajacy RNA oraz domeng palca cynkowego. Obecno$¢ powtdérzen RS umozliwia
oddzialywanie z licznymi biatkami zwigzanymi ze dojrzewaniem mRNA na r6znych etapach wzrostu
irozwoju roslin. Ponadto AtCYP59 wykazuje powinowactwo do duzej podjednostki polimerazy RNA
II oraz, dzigki obecnosci domeny palca cynkowego, do powstajacego mRNA. Prawdopodobnie dzigki
posiadanej aktywnosci izomerazy peptydyloprolilowej cyklofilina 59 moze modyfikowa¢ strukture
i poziom fosforylacji wigkszej podjednostki polimerazy RNA 1I co z kolei wptywa na transkrypcje
wybranych genow bioracych udziat we wzroscie i rozwoju rosliny (Gullerova i in. 2006).

W jadrze komorkowym A. thaliana wystepuja jeszcze dwie cyklofiliny posiadajace w swojej
strukturze region bogaty w powtorzenia RS. W odréznieniu jednak od AtCYP59 w biatkach AtCYP63
i AtCYP95 jest on zlokalizowany na koncu N. Powtorzenia RS reguluja procesy zwiazane
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z tworzeniem komplekséw biatkowych odpowiedzialnych za dojrzewanie mRNA oraz aktywacje
kompleksu polimerazy RNA 1l co sugeruje udziat tych cyklofilin w szeroko pojetym metabolizmie
mMRNA (Romano i in. 2004).

W chloroplastach A. thaliana do tej pory zidentyfikowano 6 bialek posiadajacych domeng
cyklofilinowa. Pig¢ sposrod nich zlokalizowano w tylakoidach (AtCYP20-2, AtCYP26-2, AtCYP28,
AtCYP37 i AtCYP38), a jedno w stromie (AtCYP20-3). Pomimo duzej réznorodno$ci cyklofilin
W tym przedziale komorkowym jedynie dla dwoch wykazano zauwazalny udziat w skladaniu
i funkcjonowaniu fotosystemu. Pierwsza z nich jest cyklofilina 38 (AtCYP38). Mutanty insercyjne
AtCYP38, charakteryzowaty si¢ spowolnionym wzrostem i nadwrazliwos$cia na stres spowodowany
intensywnym os$wietleniem co wskazuje na niewlasciwe funkcjonowanie fotosystemu. Pomiar
fluorescencji chlorofilu wykazatl znaczny spadek maksymalnej wydajnosci fotosystemu Il
w poréwnaniu do roslin typu dzikiego co wskazuje na uszkodzenie tego kompleksu biatkowego nawet
w warunkach niskiego natezenia §wiatla. Ponadto rosliny o zaburzonej syntezie opisywanego biatka
wykazywaly nizsza aktywno$¢ fotosyntetyczna niz ro$liny typu dziekiego czego skutkiem byt
spowolniony wzrost. Mutanty AtCYP38 wykazywaly ponadto nizszg zawarto$¢ skladnikow
kompleksu biatkowego fotosystemu II i mniejsza jego stabilno§¢ zwlaszcza w warunkach
intensywnego naswietlania. Obserwacje te wskazuja na istotng role AtCYP38 w formowaniu
i stabilizacji fotosystemu I1. (Aigen i in. 2007)

Druga cyklofiling zlokalizowana w chloroplastach i majacg wptyw na wzrost i rozwoj A.
thaliana jest cyklofilina 20-2 (AtCYP20-2). Funkcjonuje ona jako biatko pomocnicze w formowaniu
kompleksu btonowej dehydrogenazy NAD(P)H, ktora uczestniczy w transporcie elektronow
w procesie fotosyntezy.(Sirpi6é i in. 2009) Ponadto AtCYP20-2 bierze udziat w przekazywaniu
sygnatow indukowanych przez brasinosteroidy stymulujac czynnik transkrypcyjny BZR1 do
aktywacji genow odpowiedzialnych za wczes$niejsze kwitnienie roslin. Nadal jednak nie wiadomo w
jaki sposob biatko o lokalizacji chloroplastowej moga oddziatywaé z czynnikami transkrypcyjnymi
w jadrze komorkowym. (Zhang i in. 2013)

Cyklofilina 21-4 (AtCYP21-4) jest jedynym biatkiem z tej rodziny wystepujacym w aparacie
Golgiego i majacym udzial we wzro$cie i rozwoju roslin uczestniczac w procesach post-translacyjnej
modyfikacji biatek, takich jak glikozylacja. Glikoproteiny pelnig istotna role w takich procesach jak
formowanie $cian komorkowych i morfogeneza zarowno w warunkach stresowych jak
i woptymalnych (Lee i in. 2015). Ziemniaki (Solanum tuberosum), w ktorych wywotano
nadekspresje AtCYP21-4 charakteryzowaty si¢ zwigckszong zawartoscig glikoprotein we wszystkich
tkankach a takze zwigkszonym plonowaniem (wigksze i liczniejsze bulwy) dowodzac istotnej roli
opisywanej cyklofiliny w procesach dotyczacych wzrostu i rozwoju poprzez stymulacj¢ syntezy
glikoprotein i przetwarzania glikanéw. (Park i in. 2017)

Dotychczas w retikulum ednoplazmatycznym potwierdzono doswiadczalnie obecnosé
dwoch biatek z rodziny cyklofilin (AtCYP19-4, AtCYP20-1). Pierwsza z nich wystepuje glownie
w tkankach merystematycznych gdzie oddziatuje z biatkiem GNOM bioragcym udzial w polarnym
transporcie auksyn. Powigzanie to wskazuje na role AtCYP19-4 w transporcie niektorych
fitohormonow i ich akumulacji w miejscu formowania przysztych tkanek merystematycznych,
a w szczegolnosci merystemu wierzchotkowego. (Grebe i in. 2000; Adamowski i Friml, 2015)
Cyklofilina 20-1 (AtCYP20-1) nalezy do biatek zaangazowanych w odpowiedZ komorki na stres
spowodowany nagromadzeniem niewltasciwie ufatldowanych bialek (UPR, ang, unfolded protein
response). Region promotorowy genu ATCYP20-1 zawiera region wigzacy biatko X-box1 (XBP1).
W warunkach stresu dochodzi do aktywacji genu kodujacego endorybonukleazg Irelp, ktorej
aktywno$¢ powoduje dojrzewanie mRNA XBP1. Dojrzaty XBP1 jest nastgpnie transportowany do
jadra komorkowego gdzie taczy si¢ i aktywuje elementy regulatorowe genu AtCYP20-1. (Kamauchi
i in. 2005) Powstate bialko z kolei faczy si¢ z fosfataza 2 (PP2A) regulujacg liczne szlaki zwiazane
ze wzrostem 1 odpowiedzig na stres. Rosliny, w ktorych wyciszono ekspresjg¢ genu AtCYP20-1
wykazaty drastyczne spowolnienie wzrostu pedow i korzeni w warunkach stresu i nagromadzenia
niepoprawnie ufaldowanych bialek w siateczce $rodplazmatycznej co wskazuje na udziat tego biatka
w prawidtowym fatdowaniu biatek oraz usuwaniu z retikulum endoplazmatycznego czasteczek nie
posiadajacych struktury natywne;.
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W cytoplazmie komoérek A. thaliana zlokalizowane sg 3 biatka nalezgce do rodziny
cyklofilin uczestniczace w procesach zwigzanych ze wzrostem i rozwojem rosliny. Pierwszym z nich
jest AtCYP19-1, ktorego zwigkszong ckspresj¢ zaobserwowano w bielmie kietkujacych nasion
i w zarodkach w p6Znym stadium sercowatym. Ponadto zwickszong ekspresje AtCYP19-1 wykazano
rowniez w siewkach, lodygach i lisciach A. thaliana co wskazuje na petnienie réznych funkcji
biologicznych poza organogeneza w zarodkach. Wystepujaca w cytoplazmie cyklofilina 40
(AtCYP40) jest wiclodomenowym biatkiem zdolnym to interakcji z AGO1 (ARGONAUT 1)
i biatkiem szoku cieplnego Hsp90 (ang. heat shock protein) wchodzacych w sktad kompleksu RISC
bioracego udziat w potranskrypcyjnym, wyciszaniu gendw. (Smith i in. 2009; Iki i in. 2012) AtCYP40
uczestniczcy w sktadaniu kompleksu promujac taczenie biatka AGO1 z chaperonem Hsp90,
stymulujac tym samym syntez¢ mikroRNA (miRNA) takich jak na przyktad miR156. Stala ekspresja
wspomnianego miRNA przedluza z kolei dtugos¢ fazy wegetatywnego wzrostu roslin i promuje
formowanie nowych lisci. U ro$lin z wyciszong ekspresja AtCYP40 zaobserwowano zmniejszong
ilos¢ lisci i przedwczesne starzenie ro$lin jeszcze przed rozpoczeciem fazy generatywnej. (Berardini
i in. 2001)

4. Podsumowanie

Rosliny nieustannie narazone sa na dzialanie wielu czynnikéw $rodowiskowych zaréwno
biotycznych jak i abiotycznych, co zmusza je do ciagltego przeprogramowywania wilasnego
metabolizmu w celu dostosowania si¢ do zmiennych warunkoéw i zapewnienia ciaglosci gatunku.
Z tego powodu rosliny produkuja szeroki wachlarz metabolitow pierwotnych i wtdrnych oraz tworza
sieci przekazywania sygnatéw wewnatrz komorkowych. Jak wykazano w niniejszej pracy cyklofiliny
wystepujace w komorkach Arabidopsis thaliana sa wszechstronnymi regulatorami proceséw
metabolicznych i szlakéw bioracych udziat we wzroscie i rozwoju co wskazuje na ich aktywnos¢
i wspotdziatanie. Nalezy podkreslic, ze cyklofiliny sa konserwatywnymi biatkami co moze
wskazywagé, ze procesy w ktorych biora udziat rowniez maja wspdlne pochodzenie ewolucyjne i sg
uniwersalne w catym krélestwie roslin. Dlatego poglebianie naszego zrozumienia dotyczacego tej
grupy Dbiatek dostarcza uniwersalnej wiedzy dotyczacej mechanizméw komoérkowych
wykorzystywanych nie tylko w regulacji wzrostu i rozwoju ale rowniez adaptacji do zmiennych
warunkow srodowiska. Badania dotyczace cyklofilin mogg okazaé si¢ szczegdlnie cenne dla hodowli
ro§lin majacej na celu dobor pozadanych cech roslin uprawnych szczegoélnie w dobie zmian
klimatycznych, z ktorymi obecnie zmaga si¢ planeta.
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Streszczenie

Polska jest krajem, ktory stynie z gospodarki rolnej, zwlaszcza w Unii Europejskie;j.
Rolnictwo polskie charakteryzuje si¢ duzym rozdrobnieniem. Analizowane w niniejszej pracy
gospodarstwo rolne zlokalizowane jest w Opolu. Zajmuje si¢ ono uprawa warzyw i zboza,
wykorzystywanych do produkcji zywnosci dla dzieci marki Bobovita. W trosce o bezpieczenstwo
i jako$¢ wytwarzanych surowcow gospodarstwo stosuje system Global G.A.P. Celem niniejszej pracy
jest przedstawienie gospodarstwa rolnego i systemow bezpieczenstwa stosowanych w tego typu
przedsigbiorstwach.

1. Wstep

Polska jest krajem, w ktorym dominujg réwniny. Sprzyja to rozwojowi gospodarki rolnej.
Ziemie rolnicze zajmujg prawie 2/3 powierzchni kraju (Kaczmarek i in. 2005). Powierzchnia Polski
wynosi 312,7 tysiecy km?, a liczba ludnoéci wynosi 38,5 miliona mieszkancéw. Pod wzgledem liczby
ludnosci i powierzchni Polska zajmuje szdste miejsce w Unii Europejskiej. Kraj ten ma duze
znaczenie rolnicze w Europie. Przoduje w rankingach Unii Europejskiej dotyczacych rolnictwa. Pod
wzgledem liczby ludnosci zajmujacej sie produkcija rolniczg Polska zajmuje pierwsze miejsce w Unii
Europejskie. Natomiast pod wzglgdem liczby gospodarstw rolniczych zajmuje druga pozycje zaraz
po Rumunii (Rolnictwo i gospodarka zywnosciowa w Polsce, 2014).

Rolnictwo polskie charakteryzuje duze rozdrobnienie, jak juz wspomniano na wstepie.
Srednia powierzchnia uzytkéw rolnych na jedno gospodarstwo w 2013 roku to okoto 10 ha. Ponad
polowa gospodarstw w Polsce posiada nie wiecej niz 5 ha uzytkéw rolnych. Mniej niz 10 ha uzytkow
rolnych posiada75 % gospodarstw. Ponad 5 % ogolnej zbiorowosci gospodaruje na uzytkach rolnych
powyzej 50 ha (Rolnictwo w 2013 roku, 2014).

Mimo rozdrobnienia gospodarstw i niekorzystnej jakosSci rolniczej przestrzeni produkeyjnej,
w poréwnaniu z pozostatymi krajami Unii Europejskiej, Polska jest znaczacym producentem
produktow zardéwno w Europie jak i na §wiecie. Najwiekszy udziat w strukturze towarowej ma zywiec
rzezny, mleko krowie, zboza, a takze niektore warzywa. W ogoélnej strukturze uzytkéw rolnych okoto
71 % byto pod zasiewami.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie gospodarstwa rolnego i systemow
bezpieczenstwa stosowanych w tego typu przedsigbiorstwach.

2. Opis przedsiebiorstwa

Opisywane gospodarstwo rolne zlokalizowane jest w jednej z dzielnic Opola. Gtowna
dziatalno$¢ gospodarstwa to uprawa zbo6z, kukurydzy, warzyw: marchwi, selera, burakow,
ziemniakow, a takze ich obrobka dla dalszego przetworstwa w zaktadach Nutricia. Warzywa
z plantacji stanowia surowiec dla marki Bobovita, surowiec trudny w produkcji, gdyz jest poddawany
wielokrotnej, restrykcyjnej kontroli jakoéci od siewu po zbiér i wstgpna obrobke
(www.bobovita.pl).Gospodarstwo rolne jest rodzinng firma. Poczatki dziatalnos$ci rolnej niniejszego
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gospodarstwa siegaja XVIII wieku, a wiedza i do§wiadczenie na temat uprawy rolniczej byla
przekazywana z pokolenia na pokolenie.

3. Odbiorcy produktow

Glownym odbiorca warzyw jest Nutricia Polska z siedzibag w Opolu, wytwarzajaca produkty
marki Bobovita, a takze okoliczni rolnicy.

Bedaca w grupie Danone, Nutricia, w relacjach ze swoimi pracownikami i osobami trzecimi,
zobowiazuje si¢ do uzywania Kodeksu Etycznego Danone. Wedtug niego, dziatania firmy powinny
wyrézniaé si¢: dyscypling, przejrzystoscia, zgodnoscia z miedzynarodowymi konwencjami oraz
krajowymi regulacjami i przepisami prawa. W firmie dziala System Zarzadzania JakoS$cia
Bezpieczenstwa Zywnosci oparty na wymaganiach zawartych w ISO 9001:2008 i ISO 22000:2006
oraz System Bezpieczefistwa Zywnosci.

Do produktow wytwarzanych w firmie Nutricia naleza migdzy innymi marki: Bebiko,
Bebilon, Bobovita i Nutricia Nutridrink(www.nutricia.com.pl ).

Surowce warzywne sg stosowane do produktow marki Bobovita. Gospodarstwo rolne jest
dostawca marki Bobovita od 1991 roku. Aby zosta¢ dostawcg Bobovity potrzeba az dwoch lat. Tyle
czasu zajmuje przystosowanie dostawy do restrykcyjnych wymagan produkcji. Do tych wymagan
zalicza sig¢:

— wyselekcjonowanie pol i sadow przeznaczonych do uprawy surowcow, ktore beda
bezpieczne pod wzgledem zanieczyszczen chemicznych,

— umiejscowienie pol i sadow w jak najblizszej obecnosci przetworni, aby zapewni¢ Swiezo$é
surowcow,

— uprawianie w sposob kontrolowany i dedykowany od siewu do zbioru.

Przedsiebiorstwa rolne bedace dostawcami Bobovity maja rocznie wykonywane okoto
100audytow jakosci i bezpieczenstwa zywnoS$ci. Podczas nich sprawdzane sg standardy i zgodnos¢
z wymogami Nutricia. Kazda partia owocow, warzyw i zbdz przechodzi ponad szes$éset testow
jakosci, a normy sg nawet pi¢¢ tysiecy razy bardziej restrykcyjne niz dla warzyw ogoélnodostgpnych.
Wszystkie surowce, z wyjatkiem owocdéw egzotycznych, takich jak mango, ananasy, czy banany,
pochodzg z Europy. Marchew i ziemniaki sg pozyskiwane od dostawcow polskich(www.bobovita.pl).

4. Certyfikaty — Global G.A.P.

Bardzo istotnym elementem w produkcji zywnosci jest zapewnienie jej jakosci. Rozpoczyna
si¢ ono juz na etapie produkcji surowca. Podejscie to nosi nazwe ,,0d pola do stotu” (,,from farm to
table”). C. Szczucki definiuje jako$¢ artykutu spozywczego jako stopien zdrowotnos$ci, atrakcyjnosci
sensorycznej 1 dyspozycyjnosci w granicach wyznaczonych przewidywanymi dla tych produktow
surowcami, technologig i ceng (rys. 1)(Szczucki 1971).

Aby zapewni¢ odpowiednig jako$¢ produktom nalezy zwroci¢ uwage na (Wisniewska 2011):

— przyjeta technologi¢ produkcji,

— operacje logistyczne w przedsigbiorstwie,
— procedury i instrukcje postgpowania,

— warunki sanitarnohigieniczne,

— kwalifikacje personelu,

— przyjete systemy zarzadzania i podejscia,
— jako$¢ i pochodzenie surowcow,

— wymagania odbiorcy,

— regulacje prawne,

— etyka zawodowa.

Glownymi systemami ochrony jako$ci i bezpieczenstwa zywnosci sa GHP (Good
HygienicPractice), GMP (Good Management Practice) oraz HACCP (Hazard Analysis and Critical
Control Point). Powstajg jednak nowe systemy bazujace na powyzszych, ktore sg ukierunkowane
branzowo. Mozna wyrdzni¢ podejscia, ktorych kryterium podzialu jest adresat systemu, na:

66|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

podstawowych producentow (np. GlobalGAP), producentéw pasz (np. GMP+), czy dostawcow do
sieci (np. IFS) (Wisniewska 2011).
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Rys.1. Sktadowe jakosci zywnosci (Wisniewska 2011).

Dlatego w 2011 roku badane gospodarstwo rolne wprowadzito w swoim przedsigbiorstwie
system GlobalGAP.
GlobalGAP to zbior norm handlowych, ktore sg przeznaczone dla producentéw rolnych
i umozliwiajg im stworzenie warunkow produkcji zgodnych z zasadami dobrej praktyki rolniczej
(GAP). Gléwnym celem GlobalGAP jest zapewnienie bezpieczenstwa i jako$ci produktow
spozywczych w kazdym miejscu procesu produkeyjnego. Zostat utworzony w 1997 roku przez Grupe
Robocza Europejskich Handlowcow Swiezymi Produktami Ogrodniczymi (EUREP), dlatego
pierwotna nazwa to EUREPGAP. W wyniku poszerzenia zasiggu systemu otrzymal nazwe
GlobalGAP. Jego posiadanie jest dobrowolne. Obszary zainteresowan systemu GlobalGAP
przedstawia rysunek(rys. 2).

System GlobalGAP
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Rys.2. Obszary zainteresowan systemu Global GAP (Wisniewska 2011).

System GlobalGAP sktada sie z ponizszych pieciu standardow (Wisniewska 2011):
GlobalGAP Integrated Farm Assurance Standard (IFA) dotyczy Zintegrowanego
Zapewnienia Bezpieczenstwa i Jakos$ci w gospodarstwie.

1.
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2. GlobalGAP Compoud Feed Manufactured Standard (CFM) przeznaczony dla producentow
mieszanek paszowych.
3. GlobalGAP Animal Transport (AT) dotyczy zasad postgpowania przy przewozie zwierzat

zywych.

4, Plant Propagation Material Standard (PPM) dotyczy materiatu rozmnozeniowego.

5. GlobalGAP Risk Assessment for Social Practices (GRASP) dotyczy oceny ryzyka dla
praktyki spoteczne;j.

Na dokumenty ze wszystkich wyzej wymienionych standardow tworzacych GlobalGAP
sktadaja si¢ (Wisniewska 2011):
— General Regulations (GR), czyli przepisy ogoéle, ktore prezentuja zasady funkcjonowania
systemu.
— Control Points and Compliance Criteria (CPCC), czyli Punkty Kontroli i Kryteria
Zgodnosci, ktore zawieraja wymagania systemu,
— Checklist (CL), czyli listy kontrolne, ktore stosuje si¢ w trakcie kontroli zewnetrznej lub
wewnetrznej systemu,
— Aproved National Interpretation Guidelines, czyli Zatwierdzone Krajowe Wytyczne
Wdrazania, ktore zawierajg wytyczne do interpretacji wymagan GlobalGAP,
— Benchmarking Checklist, czyli Benchmarkingowa Lista Kontrolna, ktéry identyfikuja
systemy zbiezne z Global GAP.
System Global GAP posiada specjalne dokumenty (CPCC) zawierajagce wymagania systemu ujete w
trzy grupy, ktore przedstawia schemat (rys. 3).

Grupy wymagan systemu GlobalGAP

Wymagania Wymagania 7alecenia
podstawowe drugorzedne (Recomendations)
(Major Musts) (Minor Musts)

Rys.3. Grupy wymagan systemu Global GAPm(Wisniewska 2011).

W mysl tych dokumentow, aby otrzymaé certyfikat GlobalGAP nalezy spetni¢ wymagania
w grupach wedlug ponizszego wykazu:

— dla grupy wymagan podstawowych 100 % zgodnosci,

— dla grupy wymagan drugorzednych 95 % zgodnosci,

— dla grupy zalecen nie okre§lono wartosci zgodnosci, ale zaleca si¢ ich stosowanie ze

wzgledu na fakt stanowienia dobrych praktyk.

Nie spetnienie powyzszych wymagan powoduje nie otrzymanie certyfikatu, a w przypadku,
gdy certyfikat juz jest przedsi¢biorstwu nadany skutkuje sankcjami. Wyrdznia si¢ trzy rodzaje
sankcji: ostrzezenie, zawieszenie i anulowanie. Ostrzezenie wydaje si¢ bezposrednio po stwierdzeniu
niezgodnosci. Jesli zostalo wydane w trakcie inspekeji wstgpnej, producent ma obowiazek usunaé
niezgodnos$¢ w trzy miesiace. Jesli ostrzezenie wydano podczas inspekcji wlasciwej, producent ma
28 dni na usuni¢cie niezgodnosci. Zawieszenie wydaje si¢ w momencie, w ktérym nie usunigto
W terminie niezgodno$ci zwigzanej z ostrzezeniem. Termin na dziatania korygujace w celu usuniecia
niezgodnosci w tym przypadku ustalany jest indywidualnie przez jednostke certyfikujaca
i producenta. Nie moze by¢ jednak dluzszy niz termin platnosci za certyfikacje czy odnowy
certyfikatu. W trakcie zawieszenia producentowi zakazuje si¢ uzywania logo GlobalGAP oraz
postugiwania si¢ certyfikatem i dokumentami GlobalGAP. Najostrzejsza sankcja jest anulowanie
wydawane w przypadkach tamania prawa lub nieuczciwosci producenta, braku zgodnosci
z kontraktem zawartym z jednostka certyfikujaca lub producent nie potrafi przedstawi¢ dziatan
korygujacych, ktore spowodowaly zawieszenie. Anulowanie to zawieszenie Kkontraktu i utrata
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certyfikatu. O jego ponowne otrzymanie producent moze si¢ ubiega¢ dopiero po roku czasu od
otrzymania sankgcji.
System GlobalGAP istnieje dzigki dokumentacji, ktoéra sktada si¢ z (PN — EN 1SO
9000:2006, Podrecznik Global GAP z zaktadu, Wisniewska 2011):
— polityki przedsigbiorstwa — zbidér zamierzen, ukierunkowania przedsigbiorstwa
podana do wiadomo$ci pracownikoéw przez kierownictwo,
— planéw — dokumentoéw ukazujacych konkretne dziatania, procedury do tych dziatan
oraz osoby i czas do ich realizowania,
— procedury — opis odzwierciedlajacy sposob przeprowadzenia jakiegos dziatania lub
procesu,
— instrukcje — opis sposobu postepowania,
— zapisy — dowdd przeprowadzonych dziatan i czynnosci.

5. Opis schematu zakladu

Na terenie zaktadu znajduje si¢ dom jednorodzinny, w ktorym mieszkajg whasciciele. W tym
samym budynku znajduje si¢ biuro gospodarstwa rolnego. Wickszo$¢ zaktadu znajduje si¢ na wolnym
powietrzu. W przedsigbiorstwie nie ma garazu. Wszystkie maszyny, traktory oraz kombajny
przechowywane sg pod wiata. Pomieszczenia socjalne, stoldwka i szatnia znajduje si¢ w poblizu linii
produkcyjnej. Cata linia produkcyjna znajduje si¢ rdwniez pod wiata. Nawozy sa sktadowane
W miejscu znajdujagcym si¢ poza zakladem produkcyjnym. W zaktadzie znajduja si¢ magazyny:
chlodnia, w ktorej warzywa przechowywane sg w okresie zimowym i wczesno wiosennym oraz
chlodnia produktu gotowego. W tym miejscu przetrzymywane sa skrzyniopalety z obrobionym
produktem, ktéry czeka na uzupelienie calej partii i transport do Nutricii. Istnieja takze
przechowalnie techniczne.

6. Schemat procesu produkcyjnego

W badanym gospodarstwie rolnym proces produkcyjny rozpoczyna si¢ od pozyskania nasion
i sadzonek, przeznaczonych do wysiewu i zasadzenia. Nasiona i sadzonki pozyskiwane sg od stalego
dostawcy. Materiaty posiadajg certyfikaty jakosci. Wysiewu marchwi i kukurydzy wykonuje si¢ do
polowy maja, burakéw od konca kwietnia do polowy maja, natomiast zboza wysiewane s na
przetomie wrze$nia i pazdziernika. Sadzenie ziemniakdw nast¢puje na przelomie marca i kwietnia,
natomiast seler sadzi si¢ w potlowie maja.

Kolejnym etapem procesu produkcyjnego jest ochrona wschodzacych roslin. Na ten etap
sktada si¢ nawozenie i nawadnianie. W przedsigbiorstwie stosowane sa wlasne nawozy organiczne
lub nawozy, ktore pozyskane sg z zaufanego i znanego zrddta. Dla bezpieczenstwa i prawidtowego
przeprowadzenia nawozenia, w przedsigbiorstwie prowadzone s3 systematyczne szkolenia
pracownikow w tym zakresie. Nawadnianie warzyw nastepuje przy zastosowaniu wody z kanalizacji
oraz z wod podziemnych.

Gdy warzywa i zboza osiggna dojrzatos$¢ i odpowiednig wielko$¢ nastepuje etap zbioru.
W badanym gospodarstwie rolnym zbidr nastepuje w sposdéb mechaniczny. Do zbioru uzywane sa
nowoczesne i innowacyjne maszyny do zbierania, ktére od razu przygotowuja gotowy produkt do
przetransportowania do zakladu produkcyjnego. Dzigki tym maszynom mozliwe jest dokonanie
wstepnej selekeji produktu oraz oddzielenie czgéci jadalnych (korzeni, bulw, ziarniakow) od czesci
niejadalnych (liscie, todygi, stoma). Tak przygotowane produkty sa przewozone wlasnym
transportem do zaktadu znajdujacego si¢ niedaleko pol.

W zaktadzie produkty trafiajg na lini¢ produkcyjna, gdzie poddawane sa procesowi mycia,
polerowania sortowania oraz pakowania w skrzyniopalety. Do mycia stosowana jest woda
wodociggowa o jakosci wody pitnej. Przeprowadzane jest ono w specjalnym urzadzeniu myjgcym.
Sortowanie wykonujg pracownicy przy uzyciu nozy. W tym miejscu pracownicy musza
dostosowywaé si¢ do wielu zasad higienicznych, aby nie zanieczy$ci¢ w sposdb mechaniczny,
fizyczny lub chemiczny, sortowanych produktéw. Pracownicy nie mogg na linii produkcyjnej
posiada¢ bizuterii i innych osobistych rzeczy. Wazne, aby mie¢ na sobie czyste ubranie, krotkie,
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niepomalowane paznokcie, spigte wlosy oraz rekawice. Pracownicy sg zobowigzani do informowania
o chorobach i wypadkach, a takze zwraca¢ uwage na zanieczyszczenia i zwierzeta domowe W miejscu
wystegpowania produktow obowigzuje catkowity zakaz palenia, jedzenia oraz picia. Po kazdym
kontakcie ze $rodkami smarnymi, ochrony roslin oraz wizycie w toalecie pracownik zobowigzany
jest umy¢ rece w sposob przedstawiony w instrukcji. W sortowni, lampy powinny by¢ zbudowane
Z nietlukgcego si¢ szkta. Podlogi powinny by¢ czyste i powinny mie¢ dobre odprowadzenie wody.
Gotowy i skontrolowany produkt trafia do skrzyniopalety o wymiarach 1,5 x 1,5 x 1,5 metra. Odpady
z sortowania przeznaczone sg do dokarmiania zwierzat gospodarskich. Miejsce na odpady musi by¢
dobrze oznakowane. Pakowane produkty powinny by¢ dobrze oznakowane. Oznaczenie powinno
zawiera¢ nastgpujace informacje: nazwa i numer gospodarstwa, nazwa produktu, odmiana, kraj
pochodzenia, masa netto i data przygotowania. Istotng sprawa jest przeprowadzenie kontroli
zapakowanych produktow. W trakcie tej kontroli sprawdza si¢ wagg, wyglad produktu, czyli barwe,
ksztalt, dtugo$¢, slady szkodnikdéw, objawy gnicia, zawilgocenie, dojrzatos¢, $rednica, czystosc,
a takze ocenia si¢ prawidlowo$¢ oznakowania.
o D

[
Masiona/ sadzonki "I 1. Wysiew/ sadzenie

! i '

Woda

Wida 4. Mycie produktu
Odpad do karmienia
5. Sortowanie o
zwierzgt

Scieki kanalizacyjne

6. Pakowanie

7. Magazynowanie/
przechowywanie

Opakowania

Rys.4. Schemat procesu produkcyjnego. Zrodto: (Podrecznik GlobalGAP z zaktadu).

W nastgpnym etapie dokonuje si¢ magazynowania produktow w chtodniach, jesli produkty
majg by¢ poddane przechowaniu. Jesli jest aktualne zapotrzebowanie na produkty, pomija si¢ proces
magazynowania. W takim przypadku zatadowane skrzyniopalety wozi si¢ wozkiem widtowym do
naczepy, ktora gotowa partia produkcyjna zostanie wywieziona do odbiorcy. Pelny schemat procesu
produkcyjnego znajduje si¢ na rys.4.

7. Przeplyw materialow wraz z opisem parku maszynowego

Przeptyw materialow w badanym gospodarstwie rolnym rozpoczyna si¢ juz od pozyskania
nasion i sadzonek do sadzenia. Surowce te sa pozyskiwane od zaufanych dostawcow, ktorzy posiadaja
certyfikaty jakosci dla danych materiatow siewnych. Siewu dokonuje si¢ przy pomocy siewnika firmy
Stanhay(rys. 5). W przedsigbiorstwie stosuje si¢ siewniki rzgdowe, ktore sa zbudowane ze skrzyni na
nasiona, zespolu dozujacego nasiona, przewodow nasiennych i redlic. Siew rzedowy polega na
umieszczaniu nasion w glebie w rzgdach, zachowujac jednakowa szeroko$¢ migedzyrzedzi. Przyrzady
wysiewajace sg typu kotkowego. Przewody nasienne doprowadzajg nasiona do redlicy, ktora znajduje
si¢ w glebie. Redlice wykonuja bruzdki, w ktérych umieszcza si¢ nasiona.
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Rys.5. Siewnik.

Do sadzenia selerow i ziemniakow z rozsady stosowana jest sadzarka firmy Checchi& Magli
Texdrive Best o chwytakowym zespole wysadzajacym, ktory sklada si¢ z gumowej poduszki
i sztywnej blaszki, miedzy ktore wktada si¢ rozsade. Gdy chwytak znajduje sie¢ w dolnym potozeniu,
ro$lina zostaje zwalniania z chwytaka i wpada w wykonang przez redlice bruzdg. Nastepnie korzenie
rosliny sg przesypywane ziemig, ugniatang przez kota.

Wazne w trakcie wschoddéw ro$lin jest ich nawadnianic. W tym celu stosowane sg
deszczownie RM IrrigationEquipment(rys. 6). Sktadaja si¢ z pompy, rurociggu napowierzchniowego
i zraszaczy. Woda jest pobierana ze zbiornika pompa, ktora transportuje wode rurociagiem do
zraszaczy, ktore rozdeszczowuja wode na polu. Zasigg zraszaczy wynosi $rednio 20 — 40 metrow,
a nat¢zenie zraszania to 4 — 18 milimetréw opadu na godzing.

Rys.6. Deszczownia.

Gdy warzywa osiagna dojrzatos¢ dokonuje si¢ zbioru. Gléwnym S$rodkiem transportu
W gospodarstwach rolniczych sg traktory. W badanym gospodarstwie rolnym znajdujg si¢ ciggniki
dwoch firm: ciggnik John Deere 6030 oraz Case MXM 190 (rys. 7).

Do zbioru warzyw stosowane sa w przedsigbiorstwie kombajny, ktére $cinaja nac,
podkopuja korzenie i przenoszg cate ro$liny z korzeniami na tasmy. A stamtad na przyczepy, ktérymi
warzywa zostang przetransportowane do zaktadu produkcyjnego. Do zbioru marchwi stosowany jest
kombajn Dewulf GK I1.

Ziemniaki wykopuje si¢ przy pomocy kombajnu WM Kartoffelntechnik. Badane
gospodarstwo rolne nie posiada w swoim przedsigbiorstwie kombajnu do zbioru selera. Gdy seler jest
dojrzaty przedsigbiorstwo wypozycza kombajn firmy Holmer od innego przedsigbiorstwa
produkcyjnego.
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Rys.7.8 Ciagnik firmy John Deere 6030 i Brytyjski traktor Case MXM 190.

Po zbiorze warzywa sa przewozone do zaktadu produkcyjnego, gdzie zostanie dokonane
przygotowanie produktu do dystrybucji. Transport warzyw z pdl odbywa si¢ przy pomocy przyczep.

Po przyjezdzie do zaktadu przetworczego warzywa trafiajg na lini¢ produkcyjna, ktora
przedstawiona jest na rys 8.

/X

Kosz przyjeciowy Climax CSB400
Gorka palcowa 4.
Myjka Skals VT 715
Palarka Ekko EM 1207 T
Linia do sortowania Pro-Vega =s
Skrzyniopaleta z produktem finalnym ]
Skrzyniopaleta z odpadami

o

MEAk N

Rys.8.9 Schemat linii do oczyszczania i sortowania warzyw..

W pierwszej kolejnosci warzywa umieszczane sg w koszu przyjeciowymClimax CSB 400.
Na tym etapie nastgpuje odseparowanie ziemi od warzyw oraz selekcja warzyw ponizej kalibru. Kosz

przyjeciowy jest zaprojektowany w sposob bezpieczny dla produktu, dzigki migkkiemu dnu ze
zbierakami (Rys. 9, 10).

Y"F!’"TTT' ¥
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Rys.11. Kosz przyjeciowy firmy Climax na produkty, ktore przeznaczone sa do mycia i sortowania.

Z kosza przyjeciowego, posortowane wstgpnie warzywa trafiaja na gorke palcowa (rys. 11).
Jest to przenoénik schodowy, ktory transportuje warzywa do myjki Skals VT 715 (rys. 12). Myjka
ma dlugos¢ 3, 18 metrow. Jej wydajnos¢ dla ziemniakéw to 20 t/h, natomiast dla marchwi 13 t/h.
Zbudowana jest ze stali nierdzewnej. Beben ma dtugos$¢ 2,5 metra i $rednica 1,4 metra.

Rys.12. Myjka firmy Skals.

Po procesie mycia nastgpuje etap polerowania. Odbywa si¢ on w polerce Ekko EM 1207
0 mocy 7,9 kW (rys. 13). Polerka ta posiada 14 szczotek, ktore przy uzyciu wody poleruja warzywa
w celu usunigcia drobnych korzonkow i resztek ziemi. Bg¢ben ma dtugos¢ dwoch metrow. Na godzing
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zuzywa 0,8 m® czystej wody. Posiada pompe do obiegu zamknictego. Wydajno$é takiej myjki to dla
ziemniakow 7,5 t/h, natomiast dla marchwi 3 — 5 t/h.

Z polerki warzywa trafiaja na lini¢ do sortowania, ktora w gléwnej mierze sktada si¢
Z przeno$nikow tasmowych i odglawiarki (rys. 14). W tym miejscu warzywa sg sortowane przez
pracownikow, ktorzy przy pomocy noza odcinajg koncowki korzeni oraz odrzucaja warzywa, ktore
nie spetniaja wymogow jakosciowych. Na takiej linii moze pracowaé nawet dwunastu pracownikow
jednoczesnie. Linia zostala zaprojektowania przez firm¢ Pro—Vega na specjalne zamowienie
badanego gospodarstwa rolnego.

Posortowane warzywa trafiaja do skrzyniopalet, ktore nastgpnie sa przewozone wozkiem
widlowym (rys 15) do miejsca sktadowania pod wiatg lub bezposrednio na naczepeg, ktéra gotowa
partia warzyw zostanie przewieziona do odbiorcy. Wozki widlowe zasilane sg gazem propan-butan
ze wzgledow bezpieczenstwa. Takie silniki nie emituja do otoczenia szkodliwych spalin, ktore
moglyby zanieczys$ci¢ produkty. Odpady z sortowanych warzyw sa transportowane innym
przenosnikiem i takze trafiaja do specjalnie oznaczonych skrzyniopalet. Odpady z produkcji sa
wykorzystywane jako pozywienie dla zwierzat gospodarskich, znajdujacych si¢ niedaleko
przedsigbiorstwa.

Rys.13. Polerka firmy Ekko.

Rys.14. Ogtawiarka marchwi firmy Pro-Vega.
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Rys.15. Woézek widlowy na gaz wraz z zapakowanymi burakami na skrzyniopalecie gotowymi do
zatadowania na przyczepe do transportu.

8. Whnioski

Gospodarstwo Rolne Klaudiusz Matejka jest przedsi¢biorstwem matym i bardzo dobrze
zorganizowanym pod wzgledem zarzadzania przeptywem materiatow. Ponadto w przedsigbiorstwie
jest wprowadzony system zarzadzania jako$cig produkcji i produktow, co wplywa na wartos¢
konkurencyjng firmy i bezpieczenstwo produktow, ktéore w obecnych czasach jest jedna
Z istotniejszych wartosci firmy.
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Streszczenie

Prawidtowe formowanie, rozwéj i funkcjonowanie mgskich organéw plciowych jest
niezbedne w celu zapewnienia pelnego sukcesu reprodukcyjnego ro$lin. Zawiagzki precikow
pojawiaja si¢ w trzecim okotku kwiatowym, a nastgpnie ulegaja dyferencjacji w dwie morfologicznie
roézne czegsci - nitke oraz gldwke. W rozwoju precikow wyrdznia sie fazy wezesne, obejmujace etapy
przed mejoza, oraz poézne wystepujacy po mejozie gdzie realizowane s3 programy rozwojowe
zwigzane z wydtuzaniem nitki precika, dojrzewaniem pytku, otwieraniem pylnikow oraz koncowo
uwolnieniem zywotnych ziaren pytku. Struktura precikow zostala szczegotowo opisana u Arabidopsis
thaliana, gdzie wyrozniono tgcznie 14 faz rozwoju obejmujacych zaréwno podzialy, réznicowanie,
jak i degeneracj¢ komorek. W procesie dojrzewania pytku kluczowa rolg pelni tapetum begdace tkanka
bezposrednio okalajacg komory pytkowe. Rozwoj i funkcjonowanie tapetum jest $cisle kontrolowane
przez czynniki genetyczne, a odpowiedni czas degradacji tej tkanki zapewnia sukces zwigzany
z produkcja zywotnych ziaren pytku. Kluczowym etapem w rozwoju i funkcjonowaniu precikow jest
otwieranie pylnikow i uwolnienie pyltku poprzedzone sekwencja zdarzen, tj.: powstanie wtérnych
zgrubien $cian komoérek endotecjum i tacznika, degeneracja komoérek przegrody (septum) skutkujaca
potaczeniem dwoch komor pytkowych oraz degeneracja stomium, czyli wyspecjalizowanych
komorek epidermy. Zgrubienia w wewnetrznych warstwach $ciany pylnika i jednoczesny brak
zgrubien w komorkach septum i stomium sprzyja wytworzeniu sity powodujacej zaburzenie struktury
stomium. W celu prawidlowego otwarcia si¢ pylnikow konieczne jest rowniez odwodnienie
poszczegodlnych tkanek skutkujgce dziataniem sity w przeciwnym kierunku. Konsekwencjg tych
zdarzen jest uwolnienie ziaren pytku.

1. Wstep

Rozwdj organdow generatywnych jest kluczowym procesem w cyklu rozwojowym roslin
zapewniajacym przetrwanie gatunku. Po zakonczeniu rozwoju wegetatywnego, ktory moze trwac od
kilku dni do kilkudziesigciu lat, roslina wchodzi w faze rozwoju generatywnego. Ma to miejsce wtedy,
gdy zaréwno czynniki $rodowiskowe (egzogenne) oraz wewnetrzne (endogenne) sprzyjaja
osiggnigciu sukcesu reprodukcyjnego (Kopcewicz i Lewak 2007). Pierwszy etap indukcji kwitnienia
zwigzany jest z odblokowaniem specyficznych genow w komorkach liscieni lub lisci. Wytworzony
w ten sposob induktor kwitnienia przenoszony jest nastgpnie do wierzchotka wzrostu pedu gdzie
zapoczatkowuje proces inicjacji zawigzkow kwiatowych. Ostatnim etapem jest morfogeneza
elementow Kkwiatowych. Podstawowy schemat budowy kwiatu zaklada istnienie czterech
koncentrycznych okotkow tworzonych przez cztery typy organdw, kolejno sa to dziatki kielicha,
ptatki korony, preciki i stupki. Dzigki badaniom prowadzonym w latach 90. ubieglego stulecia,
glownie na Arabidopsis thaliana i Antirrhinum majus, stworzono model obrazujacy genetyczna
regulacje powstawania okreslonych struktur w obrebie kwiatu. Zaklada on zalezno$¢ tozsamosci
kolejnych elementéw budujacych kwiat od interakeji trzech klas gend6w homeotycznych (klasa A, B,
C), czyli takich, ktorych ekspresja w okreslonym miejscu i czasie reguluje aktywnos¢ innych genow
na zasadzie kaskady, dajac w efekcie charakterystyczny dla danego okotka fenotyp (Turczyn 2011).
Dalsze badania ukierunkowane na poznanie modelu ABC przyczynity si¢ do jego rozszerzenia
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0 kolejne klasy genéw, tj. D oraz E. Rozbudowanie to pozwolilo na sprecyzowanie zasad
wspoéltdziatania produktow aktywnosci gendéw nalezgcych do modelu ABCDE. Tak zwany model
FQM (ang. FLORAL QUARTET MODEL) zaklada, ze poszczegdlne biatka bedace produktami
odpowiednich dla danego okotka genow, tworza kompleksy tetramerdw wiazace si¢ w specyficznych
miejscach DNA zwanych kasetami CArG zlokalizowanych w regionach promotorowych genow
docelowych. W ten sposob nastepuje aktywacja lub hamowanie ekspresji danego genu. Odpowiednia
kombinacja tych czynnikow transkrypcyjnych determinuje powstanie poszczegélnych organéw
kwiatowych. Preciki powstaja w trzecim okoétku dzigki potgczeniu aktywnosci transkrypcyjnej genow
klasy BCE. Z kolei wedtug FQM tozsamos$¢ precikow okresla aktywnos¢ kompleksu biatkowego
zbudowanego z biatka klasy E - SEP (ang. SEPALLATA), dwoch biatek klasy B - AP3 (ang.
APETALAZ3) i PI (ang. PISTILLATA) oraz biatka klasy C — AG (ang. AGAMOUS) (Theif3en i in.
2016).

2. Przeglad literatury

2.1 Struktura i rozwoj precikow

Precik sktada si¢ z dwoch morfologicznie réznych czescei - nitki oraz gtéwki. Nitka posiada
strukture radialng z pojedyncza wiazka przewodzaca, a funkcja, jaka peini to transport wody
i sktadnikéw odzywczych oraz zapewnienie wsparcia strukturalnego, jak i odpowiednie
rozmieszczenie gtowki w przestrzeni. Glowka precika zawiera tkanki  reprodukcyjne
i niereprodukcyjne, ktore przyczyniaja si¢ do dojrzewania, ochrony i uwalniania pytku. Na ogot
glowka ma obustronnie symetryczng, czteroptatkowa strukture, a kazdy ptat zawiera woreczek
pytkowy (mikrosporangium). W zréznicowanej gltowce precika kazda komora pytkowa, w ktorej
rozwija si¢ pylek, otoczona jest czterema odrebnymi, koncentrycznymi warstwami komorek
pehiacych specjalne zadania w rozwoju precikow. Pomigdzy dwoma pylnikami zlokalizowana jest
wigzka przewodzaca i tacznik (Cardarelli i Cecchetti 2014).

Wezesne i pozne fazy rozwoju precikow zostaly szczegdtowo opisane u modelowej rosliny
Arabidopsis thaliana gdzie wyrdzniono ich tacznie 14. Zawiazki precikow pojawiaja sie W wyniku
podziatdbw w warstwach L1, L2 i L3 merystemu kwiatowego w pigtej fazie rozwoju
kwiatow/pierwszej fazie rozwoju precikow (Sanders i in. 1999). Od 5 do 9 fazy rozwoju kwiatow (1-
5 faza rozwoju precikow) podziaty komérek w warstwie L1 skutkuja pojawieniem si¢ epidermy
precika, natomiast podzialy w warstwie L3 prowadza do wytworzenia tacznika 1 wigzki
przewodzacej. Peryklinalne podzialy komorek archesporialnych warstwy L2 skutkuja powstaniem
odrebnych linii komoérek parietalnych i sporogennych pierwszego stopnia, dzigki czemu powstajg
cztery mikrosporangia. Pierwotne komorki parietalne daja poczatek trzem warstwom $ciany pylnika
(tapetum, warstwa $rodkowa i endotecjum), a pierwotne komorki sporogenne przeksztalcaja sie
w komorki macierzyste mikrospor (8 faza rozwoju kwiatu/4 faza rozwoju precika). Komorki
macierzyste przechodza mejoze tworzac haploidalne tetrady mikrospor otoczone $ciang kalozowa (9
faza rozwoju kwiatu/5 faza rozwoju precika). Jako pozne stadia rozwoju precikow okresla sig te
wystepujace po 10 fazie rozwoju kwiatu. Obejmuja one trzy rézne programy rozwojowe tj.
wydhuzanie nitki, dojrzewanie pyltku oraz otwieranie pylnikow. W 10 fazie rozwoju kwiatu/8 fazie
rozwoju precika $ciana kalozowa otaczajgca tetrady ulega degeneracji, co prowadzi do uwolnienia
poszczegolnych mikrospor do komoér. Nastepnie mikrospory wytwarzaja Sciane egzynowa i ulegaja
wakuolizacji w 10 fazie rozwoju kwiatow/9 fazie rozwoju precika. Pierwszy podziat mitotyczny
mikrospor wystepuje na 11 etapie rozwoju kwiatow (10 etap rozwoju precika) i powoduje powstanie
dwukomérkowych ziaren pytku, podczas gdy drugi podziat mitotyczny pytku wystepuje w 12 fazie
rozwoju kwiatu/precika, w wyniku ktorego powstajg trzykomorkowe ziarna pytku (13 faza rozwoju
kwiatu/precika). Catosciowy program prowadzacy do pekniecia pylnikow obejmuje: (1) degeneracje
warstwy Srodkowej i tapetum w 11 fazie rozwoju kwiatu/10 fazie rozwoju precika; (2) rozrost
endotecjum oraz zgrubienie $cian komorek endotecjum i tacznika (11 faza rozwoju kwiatu i precika);
(3) degeneracje przegrody (ang. septum), ktora skutkuje powstaniem bilokularnej gtowki na 12 etapie
rozwoju kwiatu i precika. Przerwanie stomium, czyli wyspecjalizowanych komoérek epidermy
i uwolnienie pytku jest ostatnim i kluczowym procesem majacym miejsce podczas 13 fazy rozwoju
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kwiatu (12-13 faza rozwoju precika). Wzrost nitki precika rozpoczyna sie od 10 fazy rozwoju kwiatu,
a gwaltownie przyspiesza w 12-13 fazie w zwigzku z szybkim wydluzaniem si¢ komodrek. Po
wypyleniu gléwka i nitka starzejg si¢ i odpadajg z rosliny z reszta kwiatu (fazy 14a-14c) (Sanders i in.
1999; Cardarelli i Cecchetti 2014).

2.2 Genetyczna kontrola powstawania, rozwoju i funkcjonowania tapetum oraz pytku

Tapetum stanowi tkanke¢ bedaca w bezposrednim kontakcie z rozwijajacym si¢ pytkiem.
Funkcja, jaka pelni polega na wydzielaniu metabolitoéw, enzymow, substancji odzywczych oraz
substancji budujacych otoczke pytku, w tym gléwnie prekursoréw sporopolenin (Liu i Fan 2013).
Powstanie i rozwéj tapetum oraz rozwoj Sciany pytku sa $ci§le kontrolowane przez czynniki
genetyczne (Rys. 1).

Rys. 1. Genetyczna regulacja powstawania i rozwoju tapetum oraz pytku. Szczegoty i wyjasnienie
skrotow w tekécie (Liu i Fan 2013).

Zgodnie z modelem FQM, interakcje tetramerow ze specyficznymi regionami DNA
prowadza do aktywacji m. in. genu SPL/NZZ (ang. SPOROCYTELESS/NOZZLE) kodujacego czynnik
transkrypcyjny z rodziny MADS zaangazowany w regulacje tworzenie sporocytow, jak i proliferacje
komoérek. U mutantow spl/nzz, z warstwy L2 prawidlowo powstaja komoérki archesporialne,
anastepnie pierwotne komorki sporogenne i parietalne, ale ich rozwdj jest zaburzony, cO
uniemozliwia powstanie komoérek macierzystych pytku. Skutkuje to meskg sterylnos$cia.
Komunikacja pomiedzy poszczegdlnymi warstwami komorek jest niezbedna w celu koordynacji
rdéznicowania si¢ poszczegédlnych tkanek (Yang i in. 1999). Podczas wczesnego rozwoju gltowki
precika funkcje koordynujaca petnia kinazy receptorowe bogate w powtérzenia leucyny (LRR-RLKS,
ang. LEUCINE-RICH REPEAT RECEPTOR-LIKE KINASES), takie jak: BAM1/BAM2 (ang.
BARELY ANY MERISTEM 1/2), EMS1/EXS (ang. EXCESS MICROSPOROCYTES 1/EXTRA
SPOROGENOUS CELLS) oraz SERK1/SERK2 (ang. SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR
KINASE 1/2) (Liu i Fan 2013). Aktywnos¢ transkrypcyjna genu SPL/NZZ jest hamowana przez
biatka BAM1 i BAM2, ktorych rola przypuszczalnie jest rownowazenie ilosci komorek sporogennych
i somatycznych. Podwojny mutant baml bam2 nie posiada warstw komorek somatycznych,
a komorki wywodzace si¢ z warstwy L2 maja charakter komoérek macierzystych pytku (Hord i in.
2006). Ponadto inicjacje komoérek tapetum i ustalenie tozsamosci mikrosporocytéw kontroluje gen
EMS1/EXS wraz z ligandem kodowanym przez gen TPD1 (ang. TAPETUM DETERMINANT 1).
Mutacje w tych genach skutkujg zmiang ilosci komoérek archesporialnych, a takze brakiem tapetum
i warstwy $rodkowej. Podobng role w powstawaniu tapetum odgrywajg geny SERK1 i SERK2, ktore
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wraz z EMS1/EXS i TPD1 dziatajg ponizej SPL/NZZ (Yang i in. 2007). W dalszych fazach wczesnego
rozwoju glowki precika, po powstaniu warstwy komorek tapetum, wazng role odgrywaja geny
kodujace czynniki transkrypcyjne z rodziny MYB oraz bHLH (helisa-petla-helisa, ang. basic helix—
loop-helix). Dziatajace redundantnie geny MYB33 i MYB65 wptywaja na rozwoj tapetum okoto etapu
mejozy, a bialka, ktore koduja moga tworzy¢ heterodimery z bialkiem DYTI1 (ang.
DYSFUNCTIONAL TAPETUM 1) w celu regulacji ekspresji kolejnych gendéw zwiazanych
z rozwojem tapetum. Podobnie jak pojedynczy mutant dytl, podwojny mutant myb33/myb65
wykazuje hipertrofi¢ tapetum podczas procesu mejozy, co skutkuje catkowitym przerwaniem rozwoju
pytku (Millar i Gubler 2005). Dodatkowo stwierdzono, ze u mutanta dytl ekspresja genéw SPL/NZZ,
TPD1, EMS1/EXS, SERK1, SERK2, MYB33 i MYB65 nie r6zni si¢ w porownaniu do roélin typu
dzikiego (WT, ang. WILD TYPE), co wskazuje, ze ich aktywno$¢ transkrypcyjna nie jest
kontrolowana przez DYT1. Wykazano jednak, ze DYT1 promuje ekspresje genu TDF1 (ang.
TAPETAL DEVELOPMENT AND FUNCTION 1). U mutanta tdfl stwierdzono wystgpowanie
powigkszonych i silnie zwakualizowanych komdrek tapetum oraz brak produkcji pytku. DYT1
reguluje rOwniez geny, tj. AMS (ang. ABORTED MICROSPORES), MS1 (ang. MALE STERILITY 1)
oraz MYB80 (MYB103) ulegajace ekspresji w okresie post-mejotycznym w celu regulacji rozwoju
i/lub funkcjonowania tapetum, jak i produkcji zywotnego pytku. Obecnos¢ transkryptow genu AMS
stwierdzono zaré6wno w tapetum, jak i mikrosporach formowanych po mejozie. Jego biatkowy
produkt reguluje geny zwigzane z rozwojem pytku m. in. ABCG26 (ang. ABC TRANSPORTER G
FAMILY MEMBER 26), ktory jest zaangazowany w transport substancji tworzacych otoczke
egzynowa pylku. AMS moze rowniez posrednio regulowaé programowang $mier¢ komoérek (PCD,
ang. PROGRAMMED CELL DEATH) tapetum. Inny gen MYB80 wykazuje ekspresje tylko
w tapetum i wplywa na aktywno$¢ MS1, MS2 (ang. MALE STERILITY 2) oraz UNDEAD, ktore
odgrywaja kluczowa role w regulacji produkcji egzyny i rozwoju otoczki pylku. Ponadto gen
UNDEAD jest zaangazowany w regulacje PCD tapetum, co jest bardzo istotne dla poprawnego
rozwoju ziaren pylku, natomiast gen MS1 reguluje ekspresje genéw z rodziny NAM oraz MYB99,
ktorych produkty koordynuja tworzenie otoczek pytku, pézny rozwoj tapetum oraz jego PCD (Liu
i Fan 2013).

2.3 Regulacja procesu otwierania pylnikow

Poza ro$linami, u ktérych zahamowany jest rozwdj pytku, meskosterylnos¢ wystepuje tez
u tych, gdzie zaburzony zostal proces otwierania pylnikow. Czas uwolnienia pytku jest niezwykle
istotny, poniewaz pozwala kontrolowa¢ proces zapylenia, a nast¢pnie zaptodnienia. Uwolnienie pytku
poprzedzone jest sekwencja zdarzen, tj. powstanie wtornych zgrubien $cian komoérek endotecjum
i tacznika, degeneracja komorek septum skutkujgca potaczeniem dwoch komér pytkowych oraz
degeneracja komorek stomium. Wtdrne zgrubienia $cian tworzg si¢ w wyniku odktadaniu warstw
ligninowocelulozowych w postaci poprzecznych listew, co zapewnia mechaniczna site umozliwiajaca
otwarcie pylnikow (Keijzer 1987). Jednym z gléwnych czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych
ten proces jest MYB26. U mutanta myb 26 stwierdzono normalny rozwoj precika az do 11 fazy
rozwoju oraz prawidtowa degeneracj¢ komorek stomium i septum, jednak nie zostajg wytworzone
wtorne zgrubienia ligninowocelulozowe w komorkach endotecjum, ktore przez to nie powiekszaja
si¢, a zapadaja, a poOzniejsze kurczenie si¢ Scian pylnikow nie wystgpuje, co skutkuje brakiem
otwierania pylnikow oraz uwalniania pytku. W zwiazku z tym biatko MYB26 uznaje si¢ za kluczowy
czynnik regulujacy ekspansj¢ komorek endotecjum i powstawanie wtornych zgrubien w komorkach
gtowki precika (Yang i in. 2007b). Dodatkowo wykazano, ze nadekspresja MYB26 powoduje
ektopowe wtdrne zgrubienia w rdéznych tkankach nadziemnych. Innymi genami zwigzanymi
Z procesem tworzenia wtornych zgrubien sa NST1 i NST2 (ang. NAC SECONDARY WALL
TICKENING PROMOTING FACTOR 1/2), kodujace czynniki transkrypcyjne z domeng NAC.
Ekspresja NST2 zachodzi przede wszystkim w gléwce precika natomiast ekspresja NST1 rowniez w
tkankach wegetatywnych (Wilson i in. 2011). Podwojny mutant nstl nst2 wykazuje meskosterylnosé
zwigzang z brakiem otwierania si¢ pylnikow. Podobnie jak u mutanta myb26 nie stwierdzono
wystepowania wtornych zgrubien $cian komorek endotecjum. U A. thaliana ekspresja MYB26, NST1
i NST2 regulowana jest przez gen UCL1 (ang. UPCURLED LEAF 1). U mutanta ucll pylniki nie
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otwieraja si¢, co jest prawdopodobnie spowodowane regulacja przez jeden z 16 czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny HD-ZIP klasy IV (ang. HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER CLASS
IV) — HDG3 (ang. HOMEODOMAIN GLABROUS 3). Nadekspresja HDG3 wptywa na ekspresje
gendéw znajdujacych si¢ ponizej w szlaku, czyli MYB26, NST1 i NST2, co sugeruje, ze biatko HDG3
odgrywa negatywna role w regulacji otwierania pylnikéw (Li i in. 2007). Nie mniej jednak HDG3
ulega ekspresji na niskim poziomie u tkankach precikow WT, w zwigzku z tym wptyw, jaki wywiera
na otwarcie pylnikoéw moze by¢ takze konsekwencja ekspresji ektopowej. Innym genem, ktdrego
aktywnosci transkrypcyjnej nie stwierdzono w tkankach rozwijajacego si¢ precika, zaangazowanym
jednak w powstawanie wtornych zgrubien $cian komoérek endotecjum, jest RPK2 (ang. RECEPTOR-
LIKE PROTEIN KINASE 2). Mutant rpk2 jest meskosterylny i wykazuje roéznorodne defekty
zwigzane z rozwojem pytku wiaczajac takze nieprawidtowy rozwoj tapetum, brak dyferencjacji
komorek warstwy Srodkowej, jak i zaburzenia otwierania si¢ pylnikow skorelowane z brakiem
wtornych zgrubien $cian endotecjum, ktore si¢ zapadaja (Mizuno i in. 2007; Wilson i in. 2011).
Powstawanie wtornych zgrubien endotecjum znajduje si¢ takze pod kontrolg

hormonéw ro$linnych, czego dowiodly wyniki badan przeprowadzonych na roslinach
meskosterylnych posiadajacych mutacje w genie ABI8 (ang. ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 8)
kodujacym biatko zaangazowane w szlak transdukcji sygnaty kwasu abscysynowego (ABA, ang.
ABCISIC ACID). Gen ABI8 zwigzany jest rOwniez z interakcjami pomiedzy szlakiem sygnatowym
jasmonianoéw (JAs, ang. JASMONATEYS) i etylenu (ET, ang. ETHYLENE), dwoch fitohormonow
zwigzanych $ciSle z odpowiedzig roslin na stres biotyczny i abiotyczny. Sugeruje to, ze wtorne
zgrubienia $cian endotecjum sg regulowane bezposrednio badz posrednio przez rézne czynniki
srodowiskowe. Innym fitohormonem zaangazowanym w powstawanie wtornych zgrubien $cian sg
cytokininy (CK, ang. CYTOKININS) (Brocard-Gifford 2004). Gen AHP4 (ang. ARABIDOPSIS
HISTIDINE-CONTAINING PHOSPHOTRANSFER 4), bedacy jednym z komponentow ich szlaku
sygnatlowego, zaangazowany jest W przenoszenie grup fosforylowych. Nadekspresja AHP4 hamuje
powstawanie wtornych zgrubien, natomiast u mutanta aph4 stwierdzono zaledwie nieznaczne
ostabienie tego procesu. Ponadto ekspresja tego genu koreluje z ekspresja gendéw IRX1, IRX6 oraz
IRX8 (ang. IRREGULAR XYLEM 1/6/8) sugerujac udziat w biosyntezie celulozy (Jung i in. 2008).

Aby ro§lina wytwarzala prawidlowo rozwinicte preciki zdolne do otwarcia si¢
w odpowiednim czasie, konieczna jest degradacja zaréwno komoérek warstwy $rodkowej, tapetum,
septum oraz stomium na wilasciwym etapie rozwoju. U meskosterylnego mutanta A. thaliana non-
dehiscencel stwierdzono normalny rozwdj pytku jednak endotecjum przechodzi nietypows
degradacj¢ skutkujacg zahamowaniem otwierania pylnikow (Sanders i in. 1999). Wyniki innych
badan przeprowadzonych u Lilium pokazujg, ze PCD ma miejsce w komorkach tapetum, nastepnie
w komorkach warstwy s$rodkowej, stomium, a po otwarciu pylnikow rowniez w komorkach
endotecjum (Varnier i in. 2005). Podobne wnioski na temat roli PCD w procesie degradacji r6znych
komoérek podczas otwierania pylnikow wyciagnieto na podstawie wynikow badan ultrastruktury
u Solanum lycopersicum. W komorkach septum, warstwy $rodkowej oraz epidermy wokoét stomium
stwierdzono takie objawy PCD jak: kondensacja jadra, kurczenie si¢ btony plazmatycznej oraz
zaburzenia struktury mitochondriéw. Zidentyfikowano rowniez rycynosomy bedace pecherzykami
zawierajacymi proteazy cysteinowe, kluczowe w ostatnich etapach PCD (Senatore i in. 2008).
U Solanum melongena proteazy cysteinowe obecne sg w epidermie i endotecjum podczas otwierania
pylnikéw, natomiast u Nicotiana tabacum zlokalizowano je réwniez w stomium oraz na pézniejszych
etapach w endotecjum i taczniku (Wilson i in. 2011).

W procesie otwierania precikow bardzo istotng rolg odgrywa fakt, iz $ciany septum
i stomium nie ulegajg wtornym zgrubieniom, a sity oddziatujace na $ciany precika sg zroznicowane,
co ulatwia ich pegkanie. W komorkach septum zachodzi liza blaszki $rodkowej, a komorki
przylegajacej epidermy zaczynaja pgcznie¢ prowadzac do zwigkszenia si¢ obwodu komory pytkowe;j,
jednak w zwiazku z tym, ze wewngtrzne warstwy precika, takie jak endotecjum posiadaja wtorne
zgrubienia, a ich wielko$¢ i odwod nie ulega zmianie, wytwarza si¢ sita powodujaca wyginanie si¢
$ciany precika do wngtrza, zaburzajac struktur¢ komorek stomium. W ostatnich stadiach otwierania
pylnika niezbedne jest usunigcie wody z komorek endotecjum i epidermy powodujace wyginanie si¢
$cian pylnika do zewnatrz (Wilson i in. 2011).
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3. Podsumowanie

Poprawny rozwdj precikdw zwiazany jest z licznymi podzialami i réznicowaniem
poszczegolnych komorek, a takze Scisla kontrola rozwoju ziaren pytku. Znajdujacy si¢ w komorach
pytek otoczony jest wyspecjalizowang tkanka tapetum koordynujaca jego rozwdj. Kluczowy dla
sukcesu reprodukcyjnego jest takze odpowiedni moment otwierania pylnikow poprzedzony
wytworzeniem wtornych zgrubien $cian endotecjum, degeneracjg komérek septum i stomium, jak
i odwodnieniem tkanek pylnikow.

Dzigki analizie mutantow, gtdwnie modelowej rosliny A. thaliana, zidentyfikowano liczne
geny zaangazowane w regulacje omawianych proceséw. Rozwdj nowoczesnych metod biologii
molekularnej, inzynierii genetycznej, jak i metod zwigzanych z analiza catych genomow,
transkryptomoéw czy proteomow pozwala projektowac eksperymenty, w ktorych testuje si¢ ztozone
hipotezy czy modele interakcji czynnikow kontrolujgcych procesy wzrostu i rozwoju precikow.
Rownoczesnie istnieje realna potrzeba poznawania mechanizméw funkcjonowania tych proceséw
U gatunkéw istotnych gospodarczo w celu poprawy plonowania i zwigkszenia areatu ich uprawy.
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12. Porownanie wybranych parametrow aktywnosci wymiany gazowej trzech
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Streszczenie

Fragaria jest jednym z rodzajow w obrgbie rodziny Rosaceae. Najpopularniejszymi jego
przedstawicielami sa: truskawka (Fragaria x ananassa Duch.), powstala ze skrzyzowania poziomki
wirginijskiej (Fragaria virginiana Mill.) i poziomki chilijskiej (Fragaria chiloensis Mill.), oraz
poziomka pospolita (Fragaria vesca L.), ktorych walory smakowe sa uwazane za niezwykle
atrakcyjne przez ogromne grono konsumentoéw na catym $wiecie. Truskawki i poziomki posiadaja
wiele korzystnych cech, jak np. niskokaloryczno$¢, wysoka zawarto$¢ antyoksydantéw i witaminy
C, przeczyszczajace, moczopedne, Sciagajace, przeciwbiegunkowe oraz antyseptyczne.

Badaniami przeprowadzonymi w 2018 roku zostaly objete rosliny gatunkoéw Fragaria
virginiana, Fragaria chiloensis oraz Fragaria vesca, pochodzace z uprawy hydroponicznej uzyskane
z the National Clonal Germplasm Repository (NCGR) nalezacego do U.S. Department of Agriculture,
Agriculture Research Service (USDA ARS) w Corvallis, w stanie Oregon (USA). Celem badan byto
poréwnanie wyzej wymienionych gatunkéw pod wzgledem aktywnosci proces6w asymilacji
i transpiracji, a takze parametrow wptywajacych na te procesy, tj. przewodnosci szparkowej, stezenia
CO; w przestworach migkiszu asymilacyjnego oraz efektywnosci wykorzystania wody (WUE) jako
stosunku intensywnosci asymilacji do transpiracji, podczas uprawy w zamkni¢tym systemie
hydroponicznym. Pomiary wymiany gazowej wykonano za pomoca analizatora gazu typu TPS-2
z kamerg PLC-4 (PP System, USA), pracujacego w uktadzie otwartym.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze badane gatunki réznig si¢ migdzy
soba pod wzgledem aktywnosci transpiracyjnej i asymilacyjnej. Najwyzsze wartosci intensywnosci
transpiracji (E), przewodnosci szparkowej (gs) i stgzenia CO, w przestworach miedzykomorkowych
stwierdzono (ci) u F. virginiana. Najnizsze warto$ci E i gs stwierdzono dla gatunku F. vesca a c;
u F. chiloensis. Najwyzsza warto$¢ natezenia procesu asymilacji CO2 (A) stwierdzono natomiast
u F. chiloensis.

1. Wstep

Produkcja owocow truskawek i poziomek jest jedng z najbardziej zintensyfikowanych
w Europie. Zajmuja one trzecie miejsce pod wzgledem ekonomicznym wsrod gatunkow roslin
uprawianych w klimacie umiarkowanym (Oosumi i in. 2016). Rocznie na tym obszarze
produkowanych jest ok. 4 500 000 t tych owocow, w tym 290 000 t rocznie w Hiszpanii, 156 000 t
rocznie w Niemczech. W Polsce wielkoé¢ produkcji owocow truskawki wynosi ok. 150 000 t rocznie
(Sowik i in. 2015).

Duze zainteresowanie produkcjg owocdéw z rodzaju Fragaria jest wynikiem ich
atrakcyjnosci pod wzgledem smaku (Debnath 2009). W rodzaju Fragaria wyrdznia si¢ dwanascie
gatunkow i liczne odmiany, ktore uprawiane sg w az 37 krajach na calym $wiecie (Biswas i in. 2009).
Fragaria jest jednym z rodzajow w obrebie rodziny Rosaceae. Najpopularniejszymi jego
przedstawicielami sa: truskawka (Fragaria x ananassa Duch.), powstala ze skrzyzowania poziomki
wirginijskiej (Fragaria virginiana Mill.) i poziomki chilijskiej (Fragaria chiloensis Mill.), oraz
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poziomka pospolita (Fragaria vesca L.), Juz na poziomie odmian zauwaza si¢ znaczace rdznice pod
wzgledem wielko$ci, barwy, smaku, ksztalttu owocow, stopnia ptodnosci, terminu dojrzewania,
odpornosci na choroby, produktywnosci i sktadu chemicznego owocow.

Truskawka (Fragaria x ananassa Duch.) jest heterozygotycznym oktoploidem (2n = 8x =
56) (Rokosa i Mikiciuk 2017, Owen i Miller 1996), odmiennie od poziomki (Fragaria vesca L), ktorej
wielko$¢ genomu jest znacznie mniejsza, niewiele wigksza od genomu Arabidopsis thaliana (Oosumi
i in. 2006). Przyczynit si¢ do tego fakt, iz poziomka w odrdznieniu od truskawki jest diploidem
(2n=2x=14) (EI Monsouri i in. 1996). Straty te powodowane przez choroby grzybowe, a glownie
przez patogeny glebowe (Sowik i in. 2015).

Wszystkie gatunki w obrebie rodzaju Fragaria sg cenne ze wzgledu na zawarto$é
niskokalorycznych weglowodanow, antyoksydantow (karotenoidow, witamin, fenoli, flawonoidow,
glutationu) (Rokosa i Mikiciuk 2017). Ro$liny te doceniane sg rowniez ze wzgledu na ich
prozdrowotny charakter. Poziomki i truskawki posiadaja wysoka, przewyzszajaca niektore cytrusy,
zawartos¢ witaminy C. Ponadto dziataja przeczyszczajaco, moczopednie, $ciagajaco,
przeciwbiegunkowo, antyseptycznie. Sa wykorzystywane w medycynie ludowej jako S$rodek
antyreumatyczny, do leczenia zaburzen uktadu pokarmowego, chordb skory, zapalenia sluzowki jelita
(Yildirim i Turker 2014).

Ze wzgledu na fakt, iz produktywno$¢ roslin jest warunkowana gloéwnie jej genotypem
i zwigzanymi z nim wlasciwo$ciami fizjologicznymi, szczegélnie z aktywnoscia procesow asymilacji
i transpiracji (Wrobel 2006), celem badah bylo porownanie trzech wybranych gatunkéw ro$lin
z rodzaju Fragaria pod wzgledem aktywnosci procesow asymilacji i transpiracji, a takze parametrow
wplywajacych na te procesy, tj. przewodnosci szparkowej, stezenia CO, W przestworach migkiszu
asymilacyjnego oraz efektywnosci wykorzystania wody (WUE) jako stosunku intensywnosci
asymilacji do transpiracji, podczas uprawy w zamknig¢tym systemie hydroponicznym.

2. Material i metody

Badaniami przeprowadzonymi w 2018 roku zostaly obj¢te roéliny z gatunkéw Fragaria
virginiana, Fragaria chiloensis oraz Fragaria vesca, pochodzace z uprawy hydroponicznej uzyskane
z the National Clonal Germplasm Repository (NCGR) nalezgcego do U.S. Department of Agriculture,
Agriculture Research Service (USDA ARS) w Corvallis, w stanie Oregon (USA).

Nasiona kietkowaly na wetnie kamiennej zanurzonej w wodzie, umieszczone w fitotronie
w optymalnych warunkach temperatury (24°C), o§wietlenia (16h $wiatta i 8h ciemnosci) i wilgotnosci
(70% wilgotno$ci wzglednej).

Rys. 1. Kietkujace nasiona F. virginiana, F. chiloensis i F. vesca na wkladach z welny kamienne;j
zanurzonej w wodzie.
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Nastepnie zostaty przetozone do 4 stoikdw o pojemnosci 400 cm® wypetionych pozywka
peina Hoaglanda (Arnon i Hoagland 1940), po trzy rosliny w stoiku. Pojedyncze powtdrzenie
stanowita jedna ro$lina, czyli 12 powtdérzen na kombinacj¢. tym czasie, za pomocg analizatora gazu
typu TPS-2 z kamerg PLC-4 (PP System, USA), pracujgcego w uktadzie otwartym, wykonano pomiar
parametréw wymiany gazowej, tj. intensywno$¢ asymilacji CO2 netto (Pn) — pmolCOz-m?2-s7,
intensywno$¢ transpiracji H,O (E) - mmol H,O-m?s%, przewodnictwo szparkowe H;O (gs) — mmol
H,O-m?-s%, oraz podszparkowe stezenie COz (i) - pmol COzmol-powietrza.

Dodatkowo obliczono fotosyntetyczny wspotczynnik wykorzystania wody (WUE) jako
iloraz intensywnosci fotosyntezy do transpiracji (Pn/E) oraz chwilowy fotosyntetyczny wspotczynnik
wykorzystania wody (WUEI) jako iloraz intensywnos$ci fotosyntezy do przewodnictwa szparkowego

(Pn/gs).

Uzyskane wyniki przeanalizowano statystycznie metoda jednoczynnikowej analizy
wariancji, w systemie kompletnej randomizacji, w 10 powtdrzeniach na losowo wybranych lisciach.
Istotno$¢ réznic migdzy $rednimi okreslano za pomoca testu t-Studenta na poziomie istotnosci o =
0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Natezenie proceséw asymilacji i transpiracji w ro$linach jest uwarunkowane genetycznie
oraz modyfikowane poprzez warunki siedliskowe (Starck 1999). W do$wiadczeniu whasnym
intensywno$¢ transpiracji badanych gatunkéw wahata sie od 2,895 mmol H,O m%s u F. virginiana
do 1,683 mmol H,O m?s u F. vesca (ryc. 1A). W badaniach Klamkowskiego i in. (2013) odmiany
truskawki Elkat, Elsanta i Grandarosa w optymalnych warunkach wzrostu charakteryzowaty si¢
intensywno$cig transpiracji na poziomie od 2,36 (‘Elsanta’) do 2,90 mmol H,O m?s? (‘Elkat’).
W badaniu z 2015 roku Klamkowski i in. (2015) rosliny wykazywaly wyzsze parametry
intensywnoséci transpiracji, tj. ‘Elsanta’ ponad 3,0 H,O m?s™, ‘Grandarosa’ i ‘Honeoye’ ponad 4,0
H,O m??!, Wyniki te $wiadcza o tym, ze F. vesca charakteryzuje si¢ nannizszg wartocig
intensywnosci transpiracji. Natomiast wedlug literatury warto§¢ intensywnosci transpiracji, ktora
charakteryzuje si¢ F. virginiana jest zblizona do warto$ci osigganych przez truskawki.

Przewodnos$¢ szparkowa dla wody w duzym stopniu determinuje utrate wody poprzez
transpiracje lisci, a takze wptywa na natezenie fotosyntezy, a tym samym na produktywno$¢ roslin.
Z tego tez powodu niezbedne jest poréwnywanie roéznych genotypoéw pod katem gs celem poprawy
produktywnosci lub WUE (Grant i in. 2012). Stosunek fotosuntezy do transpiracji lub sposunek
wydanego plonu do zuzycia plony uwaza si¢ za wielko$¢, ktora integruje zmiany nat¢zenia
parametrow wymiany gazowej (Blum 2005). Parametr ten wyraza efektywnos¢ wykorzystania wody
przez rosliny (WUE — ang. water use efficiency). Innymi stowy, opisuje on zalezno$¢ pomiedzy
asymilacjg szparkowg a przewodnoS$cig szparkows dla wody (Klamkowski i Treder 2008). Inni
badacze okre$lajg ten parametr jako stosunek akumulacji suchej masy do zuzycia wody w czasie
(Shao 2008). Warto tutaj zaznaczy¢, ze wysokie wartosci WUE $wiadczg o wysokiej zdolno$ci
badanych ro$lin do utrzymywania wysokiej aktywnosci fotosyntetycznej w warunkacj stresu (Bota
i in. 2001). Chaves i in. (2003) uwazaja, ze wigkszo$¢ gatunkow roslin zwieksza WUE w warunkach
fadognego oraz umiarkowanego stresu. Zwigkszenie tego parametru wynika ze zwiazku pomigdzy
asymiilacja wegla a przewodno$cia szparkowa — ograniczenie strat wody jest wcze$niejsze
i intensywniejsze niz zahamowanie fotosyntezy (Klamkowski i Treder 2008).

Larkina (1973) stwierdzil, ze zaggszczenie apareatow szparkowych, ktore bezposrednio
wlywa na wysokos$¢ przewodnosci szparkowej, moze si¢ znacznie r6zni¢ wsrod populacji ,,dzikiej
truskawki” (prawdopodobnie F. vesca) rosngcych w roznych siedliskach. Kilka badan wykazato
réwniez, ze zaggszczenie aparatow szparkowych wzrasta wraz z intensywnos$cig $wiatta na
konkretnym siedlisku (Chabot i Chabot 1977). Przewodnictwo szparkowe dla wody u badanych
gatunkoéw wahato sie od 65,4 mmol H,O m?s™? w F. vesca do 125,8 mmol H,O m2s u F. virginiana
(ryc. 1B). W badaniu Cameron i Hartley (1990) przewodno$¢ szparkowa dla wody u 25 klonow
F. chiloensis oraz u odmiany Totem wahato sie od 121 do 207 mmol H,O m2s?, co wskazuje, ze
uzyskane wyniki w do§wiadczeniu wlasnym sa niskie.
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A. Intensywnos$¢ transpiracji H,O (E)
[mmol H,0 m?s7]

3.5
3 | 2.895a
o 24541

= 1.683 ¢

F. virginana F. chiloensis F. vesca

C. Intensywnos¢ asymilacji CO, netto (P,)
[pmol CO; m2s1)

B. Przewodnictwo szparkowe H,O (g;)
[mmol H,O m?s1)

140
120 -
100 -
80 654c¢
60
40
20 +

1258 a
102,5b

F. virginana F. chiloensis F. vesca

D. Podszparkowe stezenie CO, (c))
[pmol CO, mol! powietrza]

20 17.86a 350 7 29834
b 300 -
15 1398 13.06b 250 .
200 - 173.7¢ 190.2b
10 150
5 100 -
' 50
0 - 0
F. virginana F. chiloensis  F. vesca F. virginana F. chiloensis F. vesca

Rys. 212. Porbéwnanie parametréw wymiany gazowej: A. Intensywno$¢ transpiracji H,O, B.
Przewodnictwo szparkowe H;O, C. Intensywno$¢ asymilacji CO, netto oraz D. Podszparkowe
stezenie CO», dla badanych gatunkow roslin.

Uwaza sig, ze jednym z najistotniejszych czynnikéw warunkujacych wysoka produktywnosé
ro§lin jest wspotczynnik WUE (Turner 1997). Najwyzsza wartoscia fotosyntetycznego
wspolczynnika wykorzystania wody (WUE) w do§wiadczeniu wlasnym charkteryzowaty si¢ gatunki:
F. chiloensis oraz F. vesca (tab. 1). Wysoka warto§¢ WUE moze by¢ powigzana ze zmniejszona
przewodnoscig szparkows (gs), a zatem zmniejszong zywotnoscig i wydajnoscig. Odmiany
odpowiednie dla danego §rodowiska mogg charakteryzowacé si¢ zardwno wysoka wartoscig WUE jak
i gs (Grant i in. 2012). Powyzsze wyniki wskazuja na fakt, iz F. chiloensis oraz F. vesca znaczaco
lepiej wykorzystywaty wode niz F. virginiana.

Tab. 1. Wartosci fotosyntetycznego wspdtczynnika wykorzystania wody (WUE) oraz chwilowego
fotosyntetycznego wspotczynnika wykorzystania wody (WUEI) dla badanych gatunkéw roslin.

Gatunek WUE WUEI
F.virginiana 4,829 b 0,111 b
F. chiloensis 7,278 a 0,174 a
F. vesca 7,760 a 0,200 a

W badaniu wlasnym intensywno$¢ asymilacji dwutlenku wegla wahata si¢ od 13,06 pmol
H.0 m%st u F. vesca do 17,86 umol H,O ms u F. chiloensis (ryc. 1C). W poréwnaniu do warto$ci
charalkteryzujacych truskawki odmian Elsanta, Elkat oraz Grandarosa w badaniu Klamkowskiego
i in. (2013) wahajacych sie od 6,77 do 9,49 umol H,O m?s i malejace podczas stresu deficytu wody,
wartosci uzyskane w do$wiadczeniu wlasnym sa wysokie. Swiadczy to o duzej produktywnosci
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badanych roélin. Ponadto u F. virginiana stwierdzono istotng statystycznie ujemng korelacje miedzy
asymilacja COz netto a stezeniem podszparkowego CO; (tab. 2).

Tab. 2. Wartosci wspotczynnikow korelacji prostoliniowej miedzy badanymi parametrami wymiany
gazowej.

Gatunek Parametry Wspélezynnik korelacji (r)
F. virginiana P G 0,791 =
- Virg P g -0,423
. . Pn Ci -0,293
F. chiloensis P, 0 0,901 **
Pn Ci -0,372
F. vesca P, % 0,560

*istotny na poziomie 0=0,05; **istotny na poziomie 0=0,01; Pn — intensywno$¢ asymilacji COz netto;
¢i — podszparkowe stezenie COz; gs — przewodnictwo szparkowe H20

Jest to wynikiem intensywniejszego zuzywania migdzykomérkowego CO2 w procesie
asymilacji. Warto zaznaczy¢, iz wedtug Tuzet i in. (2003) przewodnictwo szparkowe dla wody jest
ujemnie skorelowane ze stgzeniem CO», jednak pozostaje w bezposredniej zaleznosci z CO
migdzykomorkowym, a nie atmosferycznym. Mniejsze stezenie dwutlenku

wegla w komorkach szparkowych u roslin charakteryzujacyh si¢ Swyzszg asymilacjg CO»
jest prawdopodobnie wynikiem intensywnie zachodzacej fotosyntezy, podczas ktorej stezenie CO»
wewnatrz liScia jest mniejsze niz w otaczajacej atmosferze (Jaroszewska i in. 2009).

4. Wnhnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze:

1. Najkorzystniejszymi parametrami wymiany gazowej decydujgcymi o produktywnosci
roélin, tj. transpiracja, przewodnictwem szparkowym dla wody i podszparkowym stezeniem
CO; charakteryzowat si¢ gatunek F. virginiana. Najmniej korzystnymi warto$ciami
wymienionych parametréw charakteryzowat si¢ gatunek F. vesca.

2. Najwyzszym fotosyntetycznym wspotczynnikiem wykorzystania wody (WUE; P./E) oraz
chwilowym fotosyntetycznym wspoétczynnikiem wykorzystania wody (WUEIL; Pn/gs)
charakteryzowaty si¢ gatunki F. chiloensis i F. vesca.
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Streszczenie

Stevia rebaudiana Bertoni jest krzewem nalezacym do rodziny Asteraceae. Naturalnie
wystepujacy w jej lisciach stewiozyd, bedacy okoto 300 razy stodszy niz sacharoza, powoduje, iz jest
ona zdrowszym substytutem popularnie uzywanego cukru. Niestety ze wzgledu na niewielki odsetek
kietkowania nasion i problem z wytworzeniem jednorodnych populacji pod wzgledem sktadu
chemicznego lisci, rozmnazanie stewii, azatem i pozyskiwanie stewiozydu, metodami
konwencjonalnymi jest niezwykle utrudnione. Jedng z cze$ciej stosowanych metod pozyskiwania
metabolitow ro$lin (np. stewiozydu u stewii) sg kultury tkanki kalusowe;j. Stad tez celem niniejszego
badania byto okreslenie wptywu kombinacji cytokininy i auksyny na wzrost tkanki kalusowej stewii
w kulturach in vitro. Eksplantaty liSciowe wyktadano na pozywke o sktadzie mineralnym wg
Murashige i Skoog (1962) z dodatkiem 6-benzyloaminopuryny (BAP) w stezeniach 0,0, 1,0, 2,0, 3,0
i 4,0 mg dm w kombinacjach z kwasem naftylo-1-octowym (NAA) w stezeniach 0,0, 2,0 i 5,0 mg
dm. Badanie wykazato, iz dodatek BAP i NAA do pozywki MS powodowatl wzrost tkanki kalusowej
stewii (Stevia rebaudiana Bert.) w kulturach in vitro.

1. Wstep

Stevia rebaudiana Bertoni to wieloletni krzew z rodziny Asteraceae pochodzacy z Ameryki
Potudniowej (Paragwaj i Brazylia). Jest czgsto okreslany jako ,stodkie zioto Paragwaju” (Gauns
2003).

Naturalne substancje stodzace, ktore moga zastapic¢ sacharoze, przyciagnety wielka uwage
ze wzgledu na rosnaca czgsto$¢ wystgpowania otytosci i cukrzycy. Stewiozyd, gtowny stodki sktadnik
lisci Stevia rebaudiana Bertoni jest okoto 300 razy stodszy niz sacharoza (0,4% roztwor). Dodatkowo
stodkiego smaku li§ciom daje zawarto$¢ takich sktadnikow jak: stewiol, stewiolbiozyd, rebaudiozyd
A, B, C, D, E oraz F a takze dulkozyd A. Ich zawartos¢ waha si¢ miedzy 4 a 20% suchej masy lisci
w zaleznosci od odmiany i warunkow uprawy (Kennelly 2002, Starrat i in. 2002).

Roslina stewii, jej ekstrakty, jak i sam stewiozyd sg stosowane od kilku lat jako stodzik
w Ameryce Potudniowej, Azji, Japonii, Chinach i w r6znych krajach UE (Gauns 2002). W Brazylii,
Korei i Japonii liScie stewii, stewiozyd i wysoko rafinowane ekstrakty sg oficjalnie stosowane jako
stodzik niskokaloryczny (Mizutani i Tanaka 2002). W USA sproszkowane liScie stewii i rafinowane
ekstrakty z liSci sa stosowane jako suplement diety od 1995 r. Zalety stewiozydu jako suplementu
diety dla ludzi sg roznorodne: jest stabilny, niekaloryczny, nie powoduje prochnicy zebow, jest
polecany diabetykom i osobom cierpiacym na fenyloketonuri¢ (Gauns 2003).

Niestety rozmnazanie Stewii metodami konwencjonalnymi jest niezwykle utrudnione.
Nasiona stewii wykazujg bardzo niski procent kietkowania (ok. 10%), przez co jest to nieefektywny
sposdb propagacji (Rokosa i Mikiciuk 2017). Rozmnazanie przez nasiona nie pozwala na
wytwarzanie jednorodnych populacji, co skutkuje duzag zmiennos$ciag waznych cech, takich jak sktad
chemiczny i poziom stodkos$ci. Wegetatywne rozmnazanie jest ograniczone przez mniejszg liczbe
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osobnikéw, ktore mozna uzyskaé¢ réwnoczesnie z pojedynczej rosliny (Sivaram i Mukundan 2003,
Rokosa i Mikiciuk 2017). Stad konieczno$¢ badah nad rozmnazaniem stewii w kulturach in vitro.

Techniki hodowli komoérek i tkanek roslinnych in vitro sa podstawsa rozmnazania ro$lin
w wielu programach badawczych. Hodowle takie obejmujg zaréwno organogeneze jak
i embriogeneze, a wyniki badan zalezag w ogromnym stopniu od warunkow w jakich znajduje si¢
tkanka (Us-Camas i in. 2014). Jedna z cze$ciej stosowanych metod pozyskiwania metabolitow roslin
(np. stewiozydu u stewii) sa kultury tkanki kalusowej. Bardzo czgsto sa one wykorzystywane do
zatozenia kultur zawiesinowych, czyli pozywek ptynnych zawierajacych pojedyncze komorki lub
agregaty komorkowe (Skucinska 2005).

Kalusy powstajace w kulturach in vitro roznig si¢ migdzy sobg rodzajem i liczba komoérek
wchodzacych w jego sklad, struktura, barwa, konsystencja, stabilnoscig genetyczng a takze
zdolnosciami rozwojowymi. Dla przyktadu, kalus embriogenny rozni si¢ od kalusa organogennego
rodzajem komorek, konsystencja i barwa (Stefaniak 2004).

Co wigcej, kalus moze mie¢ strukture luzng lub zbita, jednolita lub grudkowata (Stefaniak
2004). Jest to zalezne od sily adhezji miedzykomorkowej oraz obecnosci, liczby, wielkosci a takze
rozmieszczenia przestworéw miedzykomorkowych. Ow przyleganie podlega Scistej kontroli
genetycznej a takze jest regulowane przez synteze okreslonych polisacharydéow i proteoglikanow
wchodzacych w sktad §ciany komorkowej roslin (Bach i Pawtowska 2009).

Sktad i zawarto$¢ glikozydow stewiolowych (SG) (glownych metabolitow wtorych
pozyskiwanych w warunkach in vitro ze stewii) w kulturach in vitro badali Bondarev i in. (2001).
Przeprowadzono analiz¢ poréwnawcza wytwarzania tych zwigzkdéw w nienaruszonych roslinach,
ro$linach utrzymywanych w warunkach in vitro, odréznicowanych tkankach kalusowych i hodowlach
zawiesinowych, kalusie morfogennym i regenerowanych pedach w warunkach in vitro. Stwierdzono,
ze sktad jakosciowy SG w ro$linach z Kultur in vitro jest identyczny z nietknietymi roslinami, ale ich
zawarto$¢ w roslinach utrzymywanych w warunkach in vitro wydaje si¢ by¢ okoto pig¢ lub sze$¢ razy
nizsza. Nie zaobserwowano znaczacego spadku tej wartosci po dtugotrwatej hodowli (przez okoto 5
lat). Wykazano rowniez, ze niezrdéznicowane hodowle komorkowe, takie jak kalus i kultury
zawiesinowe, syntetyzuja tylko niewielkie ilosci SG, a ich zawarto$¢ zmieniata si¢ znacznie podczas
wzrostu kultury. Jakosciowy sktad SG w hodowlach komoérkowych wydawat si¢ by¢ bardzo niewielki
w porownaniu z ros$linami hodowanymi konwencjonalnie. Nie znaleziono korelacji miedzy
zawartoscia SG w organach roslin matecznych a hodowlami komérkowymi. Czynniki okreslajace
warunki hodowli roslin i wplywajace na akumulacj¢ zaré6wno $wiezej, jak i suchej biomasy
komorkowej nie byly w stanie catkowicie indukowaé syntezy SG w niezréznicowanych hodowlach
komoérkowych. Proces ten zostal przywrocony dopiero po pojawieniu sie struktur morfogennych
i tworzeniu pedow (Bondarev i in. 2001).

W procesie pozyskiwania metabolitow z ro$lin, po wybraniu najbardziej obiecujacych
pojedynczych roslin inicjuje sie kultury kalusa. Ta praca polega gtdwnie na okresleniu medium, ktore
bedzie najlepiej dostosowane do hodowli. Optymalizacja pozywki polega na ustaleniu sktadu
mineralnego i sktadnikow organicznych, ze szczegélnym uwzglednieniem réwnowagi hormonalne;j,
ktora reguluje mechanizmy réznicowania komorek.

Aby zoptymalizowa¢ procedure rozmnazania danego gatunku w kulturach in vitro potrzeba
wielu eksperymentdéw, pozwalajagcych na precyzyjne ustalenie wszystkich parametréw
srodowiskowych hodowli, ze szczegblnym uwzglednieniem zawarto$ci w pozywce roslinnych
regulatorow wzrostu. Stad tez celem niniejszego badania bylo okreslenie wpltywu kombinacji
cytokininy (BAP) i auksyny (NAA) na wzrost tkanki kalusowej stewii w kulturach in vitro.

Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, iz wytworzone w ten sposéb komorki i tkanki kalusa
moga ulega¢ zmianom somaklonalnym zwykle podczas kilku pasazy (Larkin i Scowcroft, 1981). Jest
to okres krytyczny, w ktorym ze wzgledu na t¢ zmienno$¢ produkcja metabolitow wtornych
w Kulturach in vitro jest zmienna w zalezno$ci od cyklu subkultury. Po pewnym czasie (od kilku
tygodni do kilku lat) rosliny osiagaja stabilno$¢ genetyczna. Wowczas kazdy rodzaj tkanki kalusowej
moze by¢ uwazany za jednorodny agregat komorkowy, tak jak gdyby pochodzit z klonowania
pojedynczej komorek. Przeprowadzono wigcej niejedno badanie opisujace nieregularng produkcje
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metabolitow wtornych z odréznicowanymi hodowlami komorkowymi z niestabilizowanymi liniami
komérkowymi (Bourgaud i in. 2001).

2. Material i metody

Na etapie inicjacji nasiona stewii (Vilmorin Clause & Cie) zostaty zdezynfekowane poprzez
moczenie w wodzie z dodatkiem detergentu - Ludwik przez 20 minut. Nastepnie przeptukano je
kilkakrotnie pod biezaca wodg i zanurzono na 30 sekund w 70% roztworze etanolu. Nastepnie
zdezynfekowane nasiona wytrzasano w 10% roztworze podchlorynu sodu przez 15 minut
i umieszczono pojedynczo w 15 ml probdéwkach testowych zawierajacych 3 ml pozywki MS
(Murashige i Skoog 1962).

Na wszystkich etapach badania pH pozywek ustalano na 5,7 przy uzyciu 0,1 M roztworow
kwasu solnego (HCI) oraz wodorotlenku sodu (NaOH). Pozywki uzupetiono agarem 8 g-dm
(pozywki zelowano), 30 g-dm sacharozy i 100 mg-dm inozytolu. Hodowle prowadzono w 300 ml
stoikach, zawierajacych 30 ml pozywki, ktore sterylizowano w 121 °C przez 20 minut. Do kazdego
stoika wprowadzono 6 eksplantatow. Ustalone hodowle umieszczono w fitotronie, na potkach
o$wietlonych $wiatlem bialym przez 16 godzin, przy intensywnosci PAR 40 pmol-m?2-s?,
temperaturze 25 + 1 °C. Pasaze wykonywano co 6 tygodni. Tak otrzymane sterylne pedy, namnazane
kilka razy na pozywce MS, stanowily populacj¢ do ustalenia eksperymentu.

W etapie do$wiadczalnym fragmenty lisci o powierzchni ok. 1 cm?, naktute kilkakrotnie
skalpelem, umieszczano na pozywce MS z dodatkiem BAP i NAA w stezeniach zgodnie z tabela 1.

Tab. 1. Zawarto$¢ BAP i NAA w pozywce MS w poszczegolnych wariantach do§wiadczenia

L.p. Zawarto$¢ BAP Zawartos¢ NAA
[mg-dm™] [mg-dm™?]
1. 0,0 0,0
2. 1,0 50
3. 2,0 50
4. 3,0 5,0
5. 4,0 5,0
6. 1,0 2,0
7. 2,0 2,0
8. 3,0 2,0
9. 4,0 2,0

Eksplantaty wykladano w ilosci 5 szt. do uprzednio zautoklawowanych stoikdw
0 pojemnosci 300 cm® wypehionych w 30 cm® zzelowang pozywka i wstawiono do fitotronu gdzie
wzrastaty w optymalnych warunkach (biate $wiatto o natezeniu 40 pmol m2 s, temperatura 25+1°C,
fotoperiod 16h §wiatta i 8h ciemnosci).

Po 7 tygodniach trwania do§wiadczenia okreslono mase¢ wyksztatconej tkanki kalusowej [g].
W doswiadczeniu probe kontrolng stanowity eksplantaty wytozone na pozywke MS, niewzbogacona
ro$linnymi regulatorami wzrostu. Pojedyncze powtorzenie stanowita jedna ro$lina. Na jedna
kombinacj¢ przypadato 35 powtdérzen. Wyniki pomiaréw przeanalizowano statystycznie przy
wykorzystaniu analizy wariancji i oceniono istotnos¢ réznic na poziomie o = 0,05 mi¢dzy badanymi
pozywkami testem t-Tukey’a.

3. Wyniki i dyskusja

W sposob naturalny kalus powstaje w miejscu zranienia tkanki rolinnej (z tego tez powodu
nazywany jest tkanka przyranng) (Stefaniak 2004). Jest to tkanka niezréznicowana badz stabo
zroznicowana, zlozona gtéwnie z komorek parenchymatycznych (Bach i Pawlowska 2009).
W warunkach in vitro moze powstawa¢ niemalze z kazdej tkanki, na pozywce wzbogaconej w
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auksyny lub/i cytokininy (Skucinska 2005). Niekiedy mozna zaobserwowa¢ zjawisko habituacji, czyli
formowania si¢ kalusa na pozywce niezawierajacej fitohormonow (tkanka taka traci zdolno$ci
morfogenetyczne). Indukowana jest rowniez zranieniem eksplantatu (Bach i Pawlowska 2009).

Aby prowadzi¢ kultury tkanki kalusowej lub komoérek zawiesinowych do dnia dzisiejszego
zaprojektowano wiele réznych wariantow pozywek odzywczych, odpowiednich dla gatunkow. Agar
lub jego substytuty dodaje si¢ do pozywki, aby przygotowaé podloze stale. Opracowano wiele
podlozy i je modyfikowano. Jednym z najczesciej stosowanych podiozy do hodowli tkanek
roslinnych jest medium opracowane przez Murashige i Skoog (MS). Istotng cechg medium MS jest
bardzo wysokie stezenie azotanéw (NO), potasu (K*) i amoniaku (NH*). Wielu badaczy uzywa
rowniez podloza B5 opracowanego przez Gamborga (Gamborg i Phillips 1995). Zawartosci
nieorganicznych sktadnikow odzywczych w pozywce B5 sa nizsze niz w pozywce MS. Donoszono
0 wplywie pozywki zastosowanej w roznych procesach, np. wptyw wapnia i fosforanu na hodowle
zawieszonych komoérek Coffea arabica, wptyw fosforanow na wytwarzanie steroidow
sapogeninowych w zawiesinowych hodowlach Agave amanuensis oraz fosforanu i sacharozy na
produkcja nikotyny przez hodowle komorkowe Nicotiana tabacum (Smetanska 2008).

Analiza wariancji w do$wiadczeniu wtasnym wykazata, iz stgzenie BAP i NAA dodawanych
do podstawowej pozywki MS miato istotny wplyw na ksztaltowanie si¢ masy tkanki kalusowej stewii.

Masa kalusa wytworzonego przez badane rosliny ksztattowala si¢ na poziomie od 0,00 g do
0,70 g (tab. 2). Badanie wykazato jedynie dwa poziomy skuteczno$ci. Najwyzsze warto$ci obserwuje
si¢ w przypadku dodatku wszystkich kombinacji dodawanych regulatorow wzrostu, gdzie masa
kalusa miesci si¢ w zakresie od 0,17 g do 0,70 g.

Tab. 2. Srednie wartosci masy tkanki kalusowej u roglin namnazanych na pozywkach
0 zréznicowanej zawartosci BAP i NAA

Zawartos? Masa tkanki kalusowej
fitohormonow

[mg dm-S] [g]

MS 0,00 b*

1 BAP + 5 NAA 0,25 ab
2 BAP + 5 NAA 0,70 a
3 BAP +5 NAA 0,39 ab
4 BAP + 5 NAA 0,35 ab
1 BAP + 2 NAA 0,19 ab
2 BAP + 2 NAA 0,17 ab
3 BAP + 2 NAA 0,27 ab
4 BAP + 2 NAA 0,58 ab

*$rednie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie na poziomie istotnosci réwnym 0,05

Najnizsze warto$ci mozna zaobserwowac w przypadku pozywki bez dodatku fitohormonow
(0,00 g) oraz we wszystkich badanych wariantach stezen regulatorow wzrostu (0,17 g — 0,58 @)
Z wyjatkiem pozywki z dodatkiem 2,0 mg-dm™= BAP i 5,0 mg dm3 NAA, gdzie masa kalusa wynosila
0,70 g (tab.2, fot. 1). Podobne wyniki otrzymali Patel i Shah (2009) gdzie tkanka kalusowa zostata
indukowana u stewii we wszystkich badanych kombinacjach BAP (1,0, 2,0, 3,0 mg dm3) i NAA (0,2
i 2,0 mg dm3).

W przypadku hodowli kalusa, auksyna jest niezbednym suplementem, ktory nalezy dodac
do podstawowego podtoza. Navarro i in. (1997) zauwazyli, ze auksyna jest niezbednym czynnikiem
do indukcji kalusa. Dodatek cytokininy do pozywki auksynowej ma addytywny wptyw na wzrost
tkanki wykazany u wielu gatunkow roslin (Patel i Shah 2009).

W badaniu wlasnym zaobserwowano regeneracj¢ pedow na pozywce z dodatkiem 2,0 mg
dm? BAP i 5,0 mg dm® NAA (fot. 1). Podobne wyniki zaobserwowali Patel i Shah (2009) gdzie
korzystnie na regeneracje pedow wptywata pozywka z dodatkiem 2,0 mg dm® BAP i 0,2 mg dm
NAA. Rowniez Janarthanam i in. (2009) potwierdzaja, ze potaczenie auksyny i cytokininy w pozywce
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(w tym przypadku byto to 2,4-D i BA) korzystnie wptywa na wzrost tkanki kalusowej u stewii
a potaczenie NAA i BAP stymuluje regeneracje pedow z kalusa. Wedtug Das i in. (2006) inicjacja
kalusa jest zalezna od sktadu mineralnego pozywki MS — istniejg duze réznice migdzy potows
i pojedynczym MS a podwodjnym MS. Dodatkowo wykazali oni, ze kalus stewii najintensywniej
ro$nie na potowie i pojedynczym MS z dodatkiem 0,1 mg dm= NAA i 2,0 mg dm= BAP.

Inne wyniki otrzymali Gupta i in. (2010). W ich badaniu polaczenie dwoch auksyn 1,0 mg
dm 2,4-D (ktéry podobnie jak NAA jest syntetyczng auksyng) i 1,0 mg dm NAA powodowat
najwigkszy wzrost kalusa. W badaniu tym rowniez potgczenie 1,0 mg dm=3 NAA i 1,0 mg dm= 2,4-
D oraz 2,0 mg dm® NAA i 2,0 mg dm™ 2,4-D nie powodowalo wzrostu kalusa. Takie réznice mozna
przypisa¢ fizjologicznemu stanowi ecksplantatow, ktory zalezy od czynnikéw genetycznych.
Wielokrotne pasazowanie sprzyja powstawaniu mutacji (Rokosa, Mikiciuk, 2017). W tym badaniu
ro$liny pochodzity z kilkuletniej kultury - w badaniach Gupta i in. (2010) rosliny mogty by¢ mtodsze
lub starsze.

Rys. 1. Od lewej: stewia rosngca na pozywce bez dodatku regulatoréw wzrostu, na pozywce
z dodatkiem 4 mg dm™® BAP i 5 mg dm= NAA oraz na pozywce z dodatkiem 2 mg dm= BAP i 5 mg
dm= NAA.

4. Wnhnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzié, ze:
A. Dodatek BAP i NAA do pozywki o sktadzie mineralnym wg Murashige i Skoog (1963)
powodowat wzrost tkanki kalusowej stewii (Stevia rebaudiana Bert.) w kulturach in vitro.
B. Tkanka kalusowa stewii ro$nie najintensywniej na pozywce MS z dodatkiem 2,0 mg-dm™
BAP i 5,0 mg dm= NAA.

5. Skroty

2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy

BAP - 6-benzyloaminopuryna

NAA - kwas naftylo-1-octowy

MS — pozywka o sktadzie mineralnym wg Murashige i Skoog (1962)
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14. Przedstawienie i poréwnanie metod ochrony sadow czeresniowych

w uprawach ekologicznych i w systemie integrowanej ochrony roslin
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Streszczenie

Wazne miejsce w strukturze polskich sadow zajmuja uprawy czere$ni. Wymagania
dotyczace produkcji owocow, koniecznos¢ ochrony srodowiska przyrodniczego oraz prawodawstwo
polskie i unijne wymagaja od sadownikoéw racjonalizacji metod ochrony roélin. Systemy uprawy
ekologicznej oraz ochrony integrowanej cechuja si¢ ograniczaniem stosowania $rodkéw ochrony
chemicznej. Pordwnanie sposobow ochrony w obydwu systemach wykazuje réznice i podobienstwa
pomigdzy zabiegami i wykorzystywanymi s$rodkami zawartymi w metodykach ochrony oraz
wykazach §rodkow dopuszczonych do uzycia w sadach czere$niowych (stan na 8 IV 2019).

1. Wstep

Czeresénia (Prunus avium L.) to jeden z gtéwnych gatunkéw sadowniczych w strukturze
polskich sadéw. Zbiory owocow czeresni w Polsce systematycznie rosng, w 2018 roku wyniosty
ponad 60 tys. ton, za$ powierzchnia upraw w zasadzie utrzymuje si¢ na statym poziomie — w 2017
roku siegata 9,6 tys. ha (GUS). Jednym z obowigzkow plantatoréw we wszystkich panstwach
cztonkowskich Unii Europejskiej jest produkcja owocoOw niezawierajacych pozostatosci srodkow
ochrony roélin lub o zawarto$ci pozostalosci ponizej najwyzszych dopuszczalnych pozioméw
(Nowacka i in. 2015). Wymusza to racjonalne stosowanie chemicznych metod ochrony roslin oraz
mobilizuje do wykorzystywania w uprawie metod niechemicznych, co wpisuje si¢ w obowigzujacy
od 1 stycznia 2014 r. nakaz stosowania zasad integrowanej ochrony roslin przez uzytkownikoéw
profesjonalnych, czyli m.in. sadownikow. System ten zaklada takg organizacj¢ ochrony roslin, aby
zapewni¢ wysoki poziom ochrony zdrowia ludzi i zwierzat oraz Srodowiska naturalnego (Pruszynski
i Pruszynski 2015). Jednym z alternatywnych sposobdw produkcji jest prowadzenie upraw
ekologicznych, ktore ze swej natury zaktadaja dbatos¢ o $rodowisko przyrodnicze, oraz produkcje
ptodow rolnych wolnych od pozostatosci srodkdéw ochrony chemicznej (Pimentel i in. 2005).

2. Opis zagadnienia

Rozw¢j i intensyfikacja rolnictwa po Il wojnie §wiatowej spowodowane byly m.in. coraz
wigkszym zapotrzebowaniem na zywnos$¢. Powszechna dostgpnos$é pestycydow, ich skuteczno$é
i tatwos¢ aplikacji spowodowaty odej$cie od dotychczasowych metod ochrony roélin i zastgpienie ich
metodag chemiczng, czyli stosowaniem pestycydow (Jaworska 2012). Uwidaczniajace si¢
w $rodowisku skutki ich nieracjonalnego stosowania oraz rozw6j badan nad wplywem
wykorzystywanych w rolnictwie srodkéw chemicznych staty si¢ przyczyng opracowania nowych,
bardziej bezpiecznych dla srodowiska i zdrowia ludzi metod uprawy oraz ochrony rolin takich jak
system integrowanej ochrony oraz systemy ekologiczne (Faber 2007).

Niniejsza praca ma na celu przedstawienie najwazniejszych chorob i szkodnikow w uprawie
czere$ni oraz poréwnanie metod ochrony w uprawach ekologicznych i systemie integrowanej
ochrony.
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3. Przeglad literatury

Najwazniejsze choroby i szkodniki czeresni (za Blaszczynska 2012)

3.1 Choroby wirusowe

Najwigksze straty w sadach czeresniowych powoduja wirus nekrotycznej plamistosci
pier§cieniowej drzew pestkowych (PNRSV) oraz wirus zoéltaczki wisni (PDV). Pierwszy z nich
powoduje ostabienie drzew, chlorotyczne, pierscieniowe przebarwienia na liSciach, deformacje
kwiatostanow, wycieki zywicy (gumozy) oraz zamieranie pakow.

Wirus zottaczki wisni (PDV) objawia si¢ okoto miesigca po kwitnieniu, powoduje wowczas
z6tknigcie lisci. Choroba nasila si¢ przy chtodnej pogodzie, dochodzi wowczas do zrzucenia nawet
50% lisci. Choroby te roznoszg si¢ m.in. poprzez zapylenie chorym pytkiem lub za posrednictwem
owadow. W lata suche choroba zazwyczaj przebiega bezobjawowo.

3.2 Choroby bakteryjne

Glowng chorobg bakteryjng jest rak bakteryjny (patogen: Pseudomonas syringae var.
syringae). Bakterie powoduja uszkodzenia czgsci zielnych i zdrewniatych, powodujac nekrozy oraz
zrakowacenia. W miejscu infekeji tkanka zapada si¢, powstaja ciemnobrunatne plamy, infekcji czesto
towarzyszy wyciek gumy. Czynnikiem zwigkszajacym ryzyko choroby sa wiosenne przymrozki w
czasie kwitnienia.

Z kolei guzowato$§¢ korzeni (patogen: Agrobacterium tumefaciens) objawia sie
wystgpowaniem zrakowacen (tumory) na korzeniach i szyjce korzeniowej. Prowadzi to do ostabienia
drzew (zaburzenia w przewodzeniu wody i soli mineralnych).

3.3 Choroby grzybowe

Brunatna zgnilizna drzew pestkowych (patogen: Monilinia laxa lub M. fructigena) objawia
si¢ zamieraniem zaatakowanych kwiatoéw, skad grzyb przerasta do peddéw, powodujac ich zamieranie
powyzej miejsca zakazenia. Zarodniki konidialne, tworzace si¢ na zamartych pgdach i kwiatach,
moga w okresie dojrzewania owocow stanowic zrodto infekcji wtdrnej. Porazone owoce gnija.

Objawy drobnej plamistosci lisci drzew pestkowych (patogen: Blumeriella jaapii) pojawiaja
si¢ w maju w postaci brunatnoczerwonych plamek na liSciach, ktore z czasem wykruszajg sie,
pozostawiajac w liSciach dziury. Choroba moze spowodowaé defoliacj¢ drzewa jeszcze przed
zbiorem, przez co drzewo jest stabsze, nieprzygotowane do spoczynku zimowego. Pojawiajace si¢ na
dolnej stronie blaszki lisciowej zarodniki konidialne stanowig zrodto infekcji wtornej, co dodatkowo
przyspiesza przebieg choroby.

Leukostomoza drzew pestkowych (patogen: Leucostoma cincta i L. persooni) powoduje
poczatkowo wyciek gumy, poczatkowo jasnej, pozniej brunatnej. W miejscu wycieku widaé
zapadnigcie tkanki w ktorej rozrasta si¢ grzybnia, powodujac niebezpieczne nekrozy i spgkania, ktore
obejmujac cze$¢ pnia lub konaru, powoduja zamieranie wyzej potozonych gatezi. Choroba atakuje
poprzez rany, m.in. po cig¢ciu lub gradobiciu.

Srebrzystosé lisci drzew owocowych (patogen: Chondrostereum purpureum) to pasozyt kory
i drewna. Rozwijajac si¢ w drewnie powoduje jego zgnilizne i produkuje toksyny powodujace objawy
wtorne na liSciach — srebrnoszare zabarwienie. Infekcja dokonuje si¢ zazwyczaj poprzez rany po
cigciu i zranienia.

Wertycylioza drzew owocowych (patogen: Verticillium dahliae lub V. albo-atrum) objawia
si¢ wiednieciem drzew — poczatkowo niektorych gatezi i konarow. Na lisciach pojawiajg si¢ zotte
przebarwienia, ktore z czasem brazowieja, a liScie opadaja. Rozwojowi choroby sprzyja wysoka
temperatura. Drzewa obumierajg, za$ na przekroju porazonych tkanek widoczne sg czerwonawe lub
brunatne przebarwienia (pierScienic). Wazng cechg diagnostyczng sa korzenie, ktére ciemnieja
i zasychaja, pokrywajac si¢ w warunkach wysokiej wilgotnosci biatym nalotem grzybni.

Szkodniki czeres$ni, ktore powoduja istotne z punktu gospodarczego szkody to mszyca

czeresniowa, nasionnice, licinek tarninaczek, kwieciak pestkowiec. Na czere$niach Zeruja takze
organizmy polifagiczne: zwojki, chrzaszcze czy prze¢dziorki oraz ptaki: szpaki, kawki czy gawrony.
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Mszyca czeresniowa (Myzus cerasi) to szkodnik z rzgdu pluskwiakéw, zas jego zerowanie
polega na ogladzaniu drzew poprzez wysysanie sokow z drzew. Osobniki mszyc s koloru czarnego,
za$ ich pierwsze kolonie zasiedlaja rozetki lisciowe juz w okresie kwitnienia. Uszkodzone liscie
i pedy zwijaja si¢ spiralnie, z czasem zasychajg. Mszyca czeresniowa jest mszyca dwudomna, na
czere$niach rozwija si¢ rocznie 6-7 pokolen.

Nasionnice (Rhagoletis regalis i R. cingulata) to muchowki odpowiedzialne za
robaczywienie owocow. Cechg diagnostyczng nasionnic sg skrzydta z charakterystycznym czarnym,
zygzakowatym wzorem. Owady zimuja w glebie w stadium poczwarki, wylot nastgpuje, gdy
temperatura gleby osiagnie temperature 14 °C. Oblot much zwigzany ze sktadaniem jaj do wnetrza
owocu trwa zazwyczaj jeden miesiac.

Licinek tarninaczek (Argyresthia ephippiella) to owad z rzedu motyli. Gasienice tego
gatunku wylegaja si¢ w kwietniu i wgryzaja si¢ do wngtrza pakow i niszcza ich wnetrze. Gasienice
atakuja takze mlode zawigzki, doprowadzajac do ich opadania. Co kilkanascie lat nastepuje gradacja
tego gatunku.

Kwieciak pestkowiec (Anthonomus rectirostris) nalezy do rzedu chrzaszczy; samice
uszkadzaja mlode zawiagzki sktadajac do nich jaja; ich szkodliwos$¢ polega na uszkadzaniu pestki
owocu przez larwy. Doroste chrzaszcze opuszczajg owoc rozrywajac jego migzsz, uszkodzone owoce

gnija.

Poréwnanie metod ochrony w systemie upraw ekologicznych i ochrony integrowanej

Ekologiczna produkcja roslin ze swej natury zaklada przede wszystkim uprawe bez
stosowania pestycydow oraz nawozow sztucznych. Ochrona roslin w gospodarstwach ekologicznych
opiera si¢ na wykorzystywaniu metod niechemicznych, takich jak metody mechaniczne, biologiczne,
agrotechniczne, fizyczne i biotechniczne. Do najwazniejszych z nich nalezg sadzenie odmian ro$lin
odpornych na choroby i szkodniki, zabiegi agrotechniczne prowadzace do zwigkszenia odpornosci
ro§lin, usuwanie ro§lin porazonych lub ich cze$ci oraz stosowanie $rodkéw ochrony roslin
dopuszczonych do uzytku w uprawach ekologicznych (Barker 2010). Metody mechaniczne opieraja
si¢ na regularnej lustracji i mechanicznym (rgcznym) usuwaniu organizmow szkodliwych lub
porazonych czgéci roslin. Metody biologiczne charakteryzuja si¢ wykorzystaniem naturalnych
zalezno$ci pomiedzy poszczegolnymi elementami srodowiska ozywionego, takich jak pasozytnictwo
czy drapieznictwo. W praktyce odbywa si¢ to poprzez wprowadzanie do srodowiska konkretnych
organizmoéw-antagonistow szkodnikéw roslin. Metody agrotechniczne wigza si¢ z zapewnieniem
ro§linom odpowiednich warunkéw uprawowych, co z kolei warunkuje skuteczno$¢ innych metod.
Metody fizyczne to wykorzystywanie procesow takich jak solaryzacja, dzialanie wysokiej
temperatury czy ruchdw wiatru w walce z organizmami szkodliwymi; metody biotechniczne to
wykorzystywanie zwiazkéw pochodzenia roslinnego oraz zwabianie owadow za pomoca putapek
feromonowych (Labanowski 2014).

Z kolei system integrowanej ochrony roslin zaktada walke z organizmami szkodliwymi dla
ro$lin wykorzystujac wszystkie metody ich ograniczania, dajac pierwszenstwo stosowania metodom
niechemicznym. Stosowanie $rodkow chemicznych powinno odbywaé si¢ na podstawie danych
z monitoringu organizmoéw szkodliwych oraz po przekroczeniu progu szkodliwosci ekonomicznej
danego agrofaga (patogen lub szkodnik roslin). Wykorzystywane $rodki powinny cechowac si¢
mozliwie najwigksza selektywnoscia, za§ samo ich dawkowanie i aplikacja powinny odbywac si¢
zgodnie z etykieta danego srodka (Labanowski 2014).

Metody chemiczne opierajg si¢ o dostgpne $rodki ochrony ro$lin, dopuszczone do uzytku
w danej uprawie. Oznacza to brak mozliwosci stosowania §rodkdw ochrony roslin spoza listy
dopuszczonych do stosowania w ochronie konkretnych gatunkow, nawet jesli dany $rodek byltby
dopuszczony w innych uprawach. Wydawane rokrocznie zalecenia ochrony najwazniejszych
gatunkow zawierajg wykaz §rodkow dopuszczonych do uzytku w poszczegdlnych uprawach, jednak
lista ta moze zmieniac¢ si¢ wielokrotnie w ciggu roku.

Na poczatek 2019 roku w doborze preparatéw w ochronie czere$ni znajdowato si¢ 47
srodkdéw ochrony chemicznej, przy czym niektoére z nich bazowaly na tej samej substancji czynne;.
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Jeden ze §rodkdéw przeznaczony jest do zwalczania patogendw, szkodnikow i nasion chwastow, 25
preparatow to fungicydy, zas 21 to insektycydy i akarycydy (za Program ochrony roslin sadowniczych

na 2019 r.).
W Tab. 1 oraz Tab. 2 poréwnano ochrone roslin w systemie ekologicznym oraz ochrone

integrowang.

Tab. 1. Poréwnanie metod ochrony przed chorobami w uprawach ekologicznych oraz w ochronie

integrowanej.

Choroba Ochrona W uprawach Ochrona integrowana
ekologicznych
-zaktadanie sadu ze zdrowego -zaktadanie sadu ze zdrowego
materiatu szkotkarskiego; materiatu szkotkarskiego;
Wirozy -usuwanie chorych drzew; . -Usuwanie chorych drzew; .
-uprawa odmian mato podatnych; -uprawa odmian mato podatnych;
-ochrona przed wektorami wirusow | -ochrona przed wektorami wiruséw
(np. mszyce) (np. mszyce)
“uprawa qdmlan odpomygh na -uprawa odmian odpornych na
stanowiskach bez zastoisk . .
. . stanowiskach bez zastoisk
mrozowych; -zabezpieczanie ran po . .
e . ) : mrozowych; -zabezpieczanie ran po
cigciu, usuwanie porazonych pedow, | . . . . .
cigciu, usuwanie porazonych pedow,
Rak a nawet catych drzew;
. S . a nawet catych drzew;
bakteryjny | -odpowiednie nawozenie, ochrona S .
) . | -odpowiednie nawozenie, ochrona
sadu przed patogenami grzybowymi, . .
e ; o . sadu przed patogenami grzybowymi,
ostabiajacymi odporno$¢ drzew; L . o
. , ostabiajacymi odporno$¢ drzew; -
-stosowanie preparatow oprvskiwanie funeicvdami
miedziowych pry gy
-szeroko zakrojona profilaktyka
-szeroko zakrojona profilaktyka przed zalozeniem sadu —
przed zalozeniem sadu — zmianowanie, nasadzenie zdrowego
zmianowanie, nasadzenie zdrowego materiatu szkotkarskiego;
Guzowato$¢ materiatu szkotkarskiego; -utrzymywanie w sadzie lekko
korzeni -utrzymywanie w sadzie lekko kwasnego pH oraz walka ze
kwasnego pH oraz walka ze szkodnikami uszkadzajacymi
szkodnikami uszkadzajacymi korzenie (rany — wrota infekcji);
korzenie (rany — wrota infekcji) -odkazanie gleby preparatem
Basamid
Lo . -usuwanie i niszczenie
“usuwanie I niszczenie zaatakowanych peddw i porazonych
zaatakowanych pedow i porazonych ANYyeh pe porazony
. ., .. owocow — zrodet zakazenia;
owocow — zrodet zakazenia, . , .
. , . -zwalczanie owadoéw uszkadzajacych
Brunatna |-zwalczanie owadow uszkadzajacych \ ;
- . ; skorke owocu — wrota infekcji;
zgnilizna skorke owocu — wrota infekcji; . Lo .
- Lo . | -zabiegi preparatami miedziowymi
drzew -zabiegi preparatami miedziowymi L . .
L . . oraz zawierajacymi fungicydalne
pestkowych | oraz zawierajacymi fungicydalne
szczepy bakterii;
szczepy bakterii; - S . .
-zabiegi preparatami biologicznymi -zabiegi preparatami biologicznymi
Polyversum WP oraz Serenade ASO
Polyversum WP oraz Serenade ASO : -
oraz fungicydami
Drobna -usuwanie opadtych lisci “usuwanie op'ad} ych lisci lub
przyspieszanie ich rozktadu;
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Choroba

Ochrona w uprawach

Ochrona integrowana

ekologicznych
plamistosé -zabiegi fungicydami
lisci
. . -przestrzeganie optymalnego terminu
-przestrzeganie optymalnego terminu p & cip c}i]a' &
cigcia; . gea; .
-zabezpieczanie ran po cigciu -zabezpieczanie ran po cigeiu,
. . c usuwanie porazonych pedow, a
Leukostomo usuwanie porazonych pedow, a nawei cal chy drzg \?v
za nawet catych drzew; ot caly >
-odpowiednia agrotechnika. -0dp0w1§dq1a agrote.chm!(a?,
. S zapewnienie odpowiedniej
zapewnienie odpowiedniej 1 s
wilgotnosci wilgotnosct; .
-opryskiwanie fungicydami
-uprawa na stanowiskach bez
. zastoisk mrozowych;
-uprawa na stanowiskach bez . . yen
zastoisk mrozowych: -zabezpieczanie ran po cigciu,
Y, . . Do usuwanie porazonych pedow;
Srebrzystos¢ -zabezpieczanie ran po cigciu, °p YCR Peeow,
o . . . -zachowanie optymalnego terminu
liSci usuwanie porazonych pedow; ciecia. hiviena narzedzi:
-zachowanie optymalnego terminu ecla, g T2eCzL,
cigcia, higiena narzedzi -zabiegi fungicydami zgodnie z
’ zaleceniami zwalczania patogenow
grzybowych kory i drewna
-unikanie stanowisk po roslinach -unikanie stanowisk po roslinach
wrazliwych — truskawki, pomidory, | wrazliwych — truskawki, pomidory,
Wertycylioz ziemniaki, rosliny z rodziny ziemniaki, ro§liny z rodziny
a kapustowatych; kapustowatych;
-stosowanie zdrowego materiatu -stosowanie zdrowego materiatu
nasadzeniowego nasadzeniowego

Tab. 2. Por6wnanie metod ochrony przed szkodnikami i chwastami w uprawach ekologicznych oraz
w ochronie integrowanej.

Ochrona w uprawach

Szkodnik ekologicznych Ochrona integrowana
-wycinanie i usuwanie pedow z -wycinanie i.usulw anie pedow z
koloniami mszyc; . ko.l oniami mszyc,
Mszyca -introdukcja wrogow naturalnych, -1ntrp qul,(cj a wrogow naturalnych,
e L, ) drapiezcow, np.: biedronkowatych,
czeresniowa | drapiezcow, np.: biedronkowatych, .
. bzygowatych, dziubatkowatych;
bzygowatych, dziubatkowatych; C ; .
asozytow, np.: mszycarzowatych pasozytow, np.: mszycarzowatych;
p > -zabiegi insektycydami
-uprawa gleby pod koronami na uprawa glreby pod ko.ronami.na
glebokos¢ 10 cm (niszczenie glebokos¢ 10 em (niszczenie
bobowek); . .bobowek); .. .
Nasionnice -odlawianie na putapki i tablice -odlawianic na pulapk-l i tablice
feromonowe; feromonowe;

-introdukcja larw z rodziny
Ichneumonidae (pasozyty larw)

-introdukcja larw z rodziny
Ichneumonidae (pasozyty larw);
-stosowanie insektycydow
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Szkodnik

Ochrona w uprawach
ekologicznych

Ochrona integrowana

Licinek
tarninaczek

-introdukcja naturalnych wrogow,
pasozytow larw, ptakow

-introdukcja naturalnych wrogow,
pasozytow larw, ptakow;
-stosowanie insektycydow

-introdukcja pasozytow poczwarek i

Kwieciak | -introdukcja pasozytow poczwarek i imago;
pestkowiec imago; ..o ,
-stosowanie insektycydow
Przedziorki i -introdukcja- drapieZnyc-I} roztoczy z | -introdukc;j a drapieZnygl_l roztoczy z
. rodziny Phytoseiidae rodziny Phytoseiidae;
szpeciele . .
-stosowanie akarycydow
Zwoijki lisciowe:
-introdukcja naturalnych wrogow, Zwojki lisciowe:
pasozytow larw; -introdukcja naturalnych wrogow,
-odtawianie na putapki i tablice pasozytow larw;
Zwéjkowate feromonoyve oraz na opaski z -odtawianie na putapki i tablice
papieru falistego; feromonowe;
zwojka kordéweczka: zwojka koréweczka:
-0CzyszCzanie ran i zasmarowywanie -usuwanie odrostow wokot pni;
mascig ogrodnicza; -stosowanie insektycydow
-usuwanie odrostow wokoét pni
-introdukcja pasozytow poczwarek i
. . . . imago;
-introdukcja pasozytow poczwarek i rodzina 2 Ekowa te:
| [mago; uprawa mechaniczna gleby celem
Chrzaszcze rodzina zukowate: P . . dg Ko y )
uprawa mechaniczna gleby celem Zhiszezenta pearakow, )
zniszczenia pedrakow —stosowaple 1'nsektycy'dow,
rodzina zukowate:
zwalczanie chemiczne pedrakow
-zaktadanie siatek na korony drzew;
-wysadzanie roslin bedacych
alternatywnym pokarmem dla
ptakow, np. morwa gorska;
-metody biosoniczne — urzadzenia -metody jak w uprawach
Ptaki akustyczne imitujace odgtos ptakéw | ekologicznych oraz opryskiwanie
celem wystraszenia ptactwa; repelentami
-metody piroakustyczne — dzwieki
wydawane przez detonatory gazowe,
rakietnice itd. odstraszaja wszystkie
gatunki zerujace gromadnie
-mechaniczne zwalczanie chwastow;
-stosowanie $ciotek organicznych; | -mechaniczne zwalczanie chwastow;
Chwasty -zwalczanie chwastow poprzez -stosowanie $cidtek organicznych;

wypalanie, par¢ wodna lub
ultradzwigki

-stosowanie herbicydow
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Z powyzszych danych (tab.1 i tab.2) wynika, ze podstawowg r6znicg pomigdzy zabiegami
ochrony w obydwu systemach jest stosowanie metod chemicznych. Stosowanie pestycydow moze
odbywaé si¢ wylacznie w systemie ochrony integrowanej, w gospodarstwach ekologicznych
stosowa¢ mozna jedynie te Srodki ochrony ros$lin, ktdre zostaly prawnie dopuszczone w tych
uprawach.

Zaroéwno w systemie ekologicznym, jak i w integrowanej ochronie pierwszenstwo maja
metody niechemiczne, co sprawia, ze duza cz¢$¢ zabiegdw ochronnych pokrywa si¢ w obydwu
systemach, chociaz podstawy i zatozenia filozoficzne tych systemow sg odmienne. Rolnictwo
ekologiczne bazuje przede wszystkim na rozbudowanej uprawie gleby oraz szeroko pojetej
profilaktyce. Staranny dobor odmian czy siedliska, utrzymywanie gleby w wysokiej kulturze czy
ochrona przed zawleczeniem chordb czy szkodnikow to gléwne sposoby ochrony. Poziom dbatosci
0 te elementy przewyzsza inne systemy rolnicze (Barker 2010). W systemie ochrony integrowanej,
ktdra nie jest tozsama z systemem integrowanej produkcji, akcent przesuwa si¢ na zabiegi ochronne
(tab. 1 i tab. 2). Mozna takze zauwazy¢, ze w systemie ekologicznym, ktéry z natury nie jest
nastawiony na uprawy o duzej intensywnosci (Tyburski i in. 2013), znajdziemy rowniez takie zabiegi,
ktérych z praktycznego punktu widzenia nie stosuje si¢ w innych uprawach, np. ze wzgledu na ich
nieoplacalnosc¢, co spowodowane jest brakiem innych, skuteczniejszych metod (Rozpara i in. 2004).

4. Podsumowanie i wnioski

Integrowana ochrona ros$lin oraz ochrona w uprawach ekologicznych maja wiele cech
wspolnych (Matyjaszczyk 2011). W obydwu metodach pierwszenstwo stosowania maja metody
niechemiczne, za$ najwazniejsza roznica jest wykorzystywanie w ochronie §rodkéw chemicznych.

Metody ochrony w uprawach ekologicznych, pomimo podobiefstw do metod ochrony
integrowanej odznaczaja si¢ mniejszg skutecznos$cig. Nadal brakuje $rodkéw skutecznych
w zwalczaniu wielu groznych szkodnikéw i mikroorganizméw. Wiele srodkow ekologicznych jest
jeszcze w fazie badan; niektore preparaty nie zostaly wprowadzone do uzycia w uprawach
ekologicznych w Polsce, pomimo ich stosowania za granicg (Rozpara i in. 2010).

Jednym z czynnikow regulujacych wiasciwe dziatanie $rodka jest optymalny termin
zastosowania preparatu. Prowadzenie lustracji sadow oraz monitoringu organizmoéw szkodliwych jest
kluczowym elementem rozpoznawania optymalnego terminu zabiegdw ochronnych (Rozpara i in.
2010). Dotyczy to nie tylko upraw ekologicznych, ale — zgodnie z prawodawstwem polskim i unijnym
— ochrony w systemie integrowanym. Ponadto, $rodki zarejestrowane w uprawach ekologicznych nie
zawsze posiadaja rejestracj¢ w uprawach czeresni (np. preparaty olejowe), co dodatkowo utrudnia
walke z chorobami, szkodnikami i chwastami.

Pomimo znacznego rozwoju i postepu w dziedzinie §rodkéw ochrony roslin oraz wycofaniu
pestycydow zawierajacych substancje niebezpieczne, niewtasciwe uzytkowanie dopuszczonych do
uzytku pestycydow moze skutkowac skazeniem srodowiska, a takze stanowi¢ realne zagrozenie dla
wykonujacych zabiegi oraz dla konsumentow ptodéw rolnych (Pruszynski i in. 2008). Jak stwierdzaja
Golegbiewska i Pajewski (2015), stosownym wydaje si¢ prowadzenie ogdlnokrajowej promocji metod
produkcji roslin przyjaznych srodowisku.
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Streszczenie

Tereny zieleni miejskiej charakteryzuja si¢ wystepowaniem niekorzystnych czynnikéow
srodowiskowych, powodujacych zmniejszenie zdrowotnosci, a nawet zamieranie drzew. W $wietle
obecnego prawodawstwa stosowanie chemicznej ochrony ro$lin w miastach jest znaczaco
ograniczone, za$§ alternatywa jest wcielanie metod biologicznych, takich jak zastosowanie
biopreparatoéw opartych na formach przetrwalnych grzybéw pozytecznych w ochronie roslin. Jest to
perspektywiczny sposdb zwalczania patogenow, wymagajacy dokladniejszego zbadania
i udoskonalenia. Zwickszenie skuteczno$ci biopestycydow, szczegdlnie poprzez opracowanie
nowych sposobow formulacji i zwickszenie trwatosci preparatow moze by¢ kluczowym elementem
rozwoju tej dziedziny.

1. Wstep

Drzewa rosngce w terenach zurbanizowanych w sposob szczegdlny narazone sg na szereg
stresorow, czyli niekorzystnych czynnikéw srodowiska ograniczajacych wzrost i rozwoj roslin, co w
konsekwencji moze prowadzi¢ do ich ostabienia i zamierania. Aby zachowa¢ drzewa w dobrej
zdrowotnosci, konieczna jest ich ochrona (Bach i Frazik-Adamczyk 2006). Zgodnie z obowiazujacym
systemem prawnym, ochrona roslin powinna odbywac¢ si¢ wedtug zasad integrowanej ochrony roslin
(IOR). System integrowanej ochrony roslin zaklada pierwszenstwo stosowania niechemicznych
metod ochrony oraz racjonalne wykorzystywanie srodkéw chemicznych. Tereny zurbanizowane, ze
wzgledu na swoje umiejscowienie oraz przeznaczenie, stanowig zazwyczaj obszary uzytkowane
przez ogot spoteczenstwa lub grupy szczegélnie narazone, co definiuje art. 3 Rozporzadzenia (WE)
nr 1107/2009 z dnia 21 pazdziernika 2009 r. W zwigzku z ograniczeniami w stosowaniu pestycydow
konieczne staje si¢ poszukiwanie alternatywnych metod ochrony, m.in. metod biologicznych
(Heydari i Pessarakli 2010). Do takich nalezy wykorzystanie tzw. grzybow pozytecznych.

2. Opis zagadnienia

Specyficzne warunki rozwoju drzew w terenach zurbanizowanych oraz zwigzane
z prawodawstwem ograniczenia w stosowaniu chemicznej ochrony roslin generujg potrzebe
zastapienia dotychczas znanych metod innymi, alternatywnymi sposobami.

Jedng z nich jest wykorzystanie grzyboéw pozytecznych, czyli wywierajacych pozytywny
wptyw na chronione ro$liny m.in. poprzez oddzialywania konkurencyjne czy pasozytnicze wobec
grzybow patogenicznych (Ghorbanpour i in. 2018).

Niniejsza praca ma na celu przedstawienie zagadnien zwigzanych z ochrong roélin
W terenach  zurbanizowanych oraz mechanizméw dziatania grzybow wykorzystywanych
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W biologicznej ochronie roslin, a takze wybranych sposobow wykorzystania grzybéw pozytecznych
oraz perspektywy ich wykorzystania w ochronie drzew.

3. Przeglad literatury

3.1 Charakterystyka ochrony roslin w terenach zurbanizowanych

Tereny zurbanizowane, ze wzgledu na swoja specyfik¢ i infrastrukture miejska,
charakteryzuja si¢ wystepowaniem szeregu czynnikow ostabiajacych kondycj¢ drzew. Drzewa
W miastach wymagaja ochrony zaréwno przed czynnikami nieozywionymi jak i ozywionymi,
nazywanymi odpowiednio abiotycznymi i biotycznymi. Zagrozenia abiotyczne w miastach to przede
wszystkim susza glebowa, zbyt wysoka temperatura, nadmierne zasolenie lub zanieczyszczenie
podloza metalami cigzkimi, zaggszczenie (ubicie) gleby i zwigzany z nim niedobor tlenu oraz
nieodpowiednie pH glebowe czy niedobor skladnikow pokarmowych. Sposrod czynnikow
biotycznych szczegdlne znaczenie maja: nadmierne zaggszczenie lub rozproszenie drzew, zaburzenia
ilosciowe i jakosciowe fauny glebowej, patogeny (chorobotwoércze mikroorganizmy i wirusy) oraz
szkodniki i zagrozenia antropogeniczne. Szczego6lnie niebezpiecznym zjawiskiem jest naktadanie si¢
dziatania poszczeg6lnych stresorow (Bach i Frazik-Adamczyk 2006).

Ochrona drzew w terenach zieleni podlega obowigzujacym regulacjom prawnym. Od 1
stycznia 2014 roku na terenie calej Unii Europejskiej obowiazuje nakaz stosowania zasad
integrowanej ochrony ro$lin. Wprowadzenie w zycie idei ochrony integrowanej sprzyja zachowaniu
réznorodno$ci biologicznej oraz ochronie $rodowiska przyrodniczego i ludzi. Wsrod wszystkich
dostepnych metod ochrony pierwszenstwo stosowania maja metody niechemiczne. Metody
chemiczne, stosowane najczgsciej do walki z patogenami, szkodnikami i chwastami, powinny by¢
wykorzystywane tylko wtedy, gdy zachodzi uzasadniona ekonomicznie i ekologicznie konieczno$é
wykonania takiego zabiegu (Labanowski i in. 2014). Nalezy dodac, ze ich uzywanie w obszarze
miejskich terenow zieleni jest dodatkowo ograniczone ze wzgledu na duze zaggszczenie ludzi oraz
wystgpowanie obszardw szczegélnych, takich jak parki i ogrody publiczne, tereny sportowe
i rekreacyjne, tereny szkolne i place zabaw dla dzieci oraz obszary w bliskim s3siedztwie obiektow
shuzby zdrowia, co reguluje Dyrektywa 2009/128/WE ustanawiajaca ramy wspolnotowego dziatania
na rzecz zrownowazonego stosowania pestycydow.

Zarowno nasilenie stresoroOw zwigzane ze specyfika miast, jak i1 restrykcyjne przepisy
prawne dotyczace ochrony w terenach zurbanizowanych, to czynniki ograniczajgce mozliwosci
wykorzystywania dotychczas znanych metod ochrony chemiczne;j.

3.2 Grzyby pozyteczne w biokontroli i ochronie roslin i mechanizm ich dziatania

Grzyby pozyteczne w ochronie roslin to mikroorganizmy o cechach umozliwiajacych
wykorzystanie ich w biokontroli choréb czy szkodnikdw roslin (Ghorbanpour i in. 2018), w tym takze
endofity (Mei iFlinn 2010) oraz grzyby mikoryzowe (Bonfante i Desird 2015). Cecha taczaca
wszystkie grzyby pozyteczne jest ich pozytywny wptyw na rosliny, pomimo réznych mechanizmow
dziatania. Zasadniczo dobroczynny wpltyw grzybow opiera si¢ na konkurencji o pokarm i siedlisko,
mykopasozytnictwie, antybiozie, indukowaniu odpornosci systemicznej, indukowanej hipowirulencji
oraz stymulacji wzrostu (Ghorbanpour i in. 2018).

Konkurencja o pokarm oraz siedlisko charakteryzuje si¢ wypieraniem organizmu
patogenicznego, ktory w walce o zasoby pokarmowe i miejsce do rozwoju ustgpuje pod wptywem
grzyba konkurencyjnego i zarazem niepatogenicznego dla roslin. Mechanizm jest bardzo prosty —
wyparty grzyb zazwyczaj zamiera, grzyb pozyteczny kolonizuje rosling, nie dopuszczajac do rozwoju
innych organizmoéw, jednoczesnie nie powoduje on zmian chorobowych na ro$linie i nie stwarza
zagrozenia dla ludzi czy przypadkowych zwierzat.

Mykopasozytnictwo to zjawisko pasozytowania grzybow. Grzyb bedacy nadpasozytem
odzywia si¢ substancjami pochodzacymi z rozktadu strzgpek pasozytowanego grzyba; nadpasozyt
wytwarza specjalne struktury ulatwiajace penetracje strzepek grzybni, zazwyczaj wydziela tez
enzymy i metabolity wtorne rozkladajgce $ciane komorkows zaatakowanego mikroorganizmu.
Z kolei antybioza opiera si¢ na wydzielaniu przez pozyteczny grzyb substancji hamujgcych lub
zmniejszajacych rozwoj grzyba fitopatologicznego czy bakterii, a nawet jaj niektorych nicieni (np.
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Purpureocillium lilacinum). Produkowane substancje to czgsto enzymy rozktadajace $ciang
komorkowa lub antybiotyki. Indukowanie odpornosci systemicznej (ISR) opiera si¢ na ewolucyjnym
przystosowaniu roslin do aktywacji reakcji obronnych pod wplywem stymulacji zarowno przez
patogeny, jak i organizmy pozyteczne oraz substancje chemiczne. Wyzwolenie reakcji obronnych
wigze si¢ z recepcja przez ro$ling sygnaldw chemicznych aktywujacych ekspresje genow
odpowiedzialnych za ISR. Pod wplywem interakcji grzyb pozyteczny-roslina moze doj$¢ do
indukowania odpornosci, zanim dojdzie do kontaktu w uktadzie patogen-roslina. Indukowana
hipowirulencja to unieszkodliwianie patogenicznych grzybow za pomoca mykowiruséw i polega na
przekazywaniu przez awirulentny lub hipowirulentny szczep grzyba mykowirusa zwigzanego
z hipowirulencja (lub awirulencja). W efekcie grzyb pasozytniczy traci swoja zjadliwos¢ (szczep
hipowirulentny zazwyczaj nie stanowi zagrozenia dla zdrowotno$ci roslin). Przekazywanie
informacji genetycznej odbywa si¢ przez zespolenie mykowirusa i strzgpki szczepu zjadliwego
(Ghorbanpour i in. 2018; Grzegorczyk i in. 2015). Wymienione mechanizmy moga wystgpowaé
jednocze$nie u jednego szczepu, zwigkszajac jego mozliwosci antagonistyczne (Ghorbanpour i in.
2018).

3.3 Wykorzystanie grzybéw pozytecznych w ochronie drzew w terenach zurbanizowanych —
stan obecny

Biologiczne $rodki ochrony ro$lin naleza do tzw. pestycydow niskiego ryzyka. Oznacza to,
ze na podstawie badan sktadu chemicznego orzeczono 0 braku substancji niebezpiecznych. Ich
aplikacja nie wiaze si¢ z koniecznoscig stosowania szczegodlnych srodkdéw ostroznosci
(Rozporzadzenie...; Ustawa...).

Pomimo niskiego ryzyka skazenia §rodowiska preparaty zawierajace grzyby pozyteczne
wymagaja rejestracji, ktora odbywa si¢ na podobnych zasadach co rejestracja srodkéw chemicznych.
Rejestracj¢ sSrodkow ochrony roslin i wprowadzanie ich do obrotu w Polsce reguluje Rozporzadzenie
nr 1107/2009 oraz Ustawa o s$rodkach ochrony roslin z 8 marca 2013. Koncowa decyzj¢
0 zarejestrowaniu $rodka i dopuszczeniu do obrotu podejmuje minister rolnictwa i rozwoju wsi.
Przeprowadzenie wymaganych badan oraz procedur zwigzanych z zalegalizowaniem danej substancji
czynnej wigze si¢ z wysokimi nakladami finansowymi, siegajagcymi nawet kilku milionéw euro
(Tomalak 2010). Restrykcyjne prawodawstwo Unii Europejskiej nie zacheca inwestorow do
rejestrowania nowych substancji pochodzenia biologicznego i biopreparatow. Jest to jedna z przyczyn
mniejszej ilosci zarejestrowanych w UE §rodkéw ochrony biologicznej oraz wolniejszego rozwoju
badan w tej dziedzinie. Dobrym przyktadem moga by¢ np. Stany Zjednoczone Ameryki czy Indie,
gdzie rejestracja preparatow biologicznych jest tansza, przez co w doborze znajduje si¢ o wiele wigcej
substancji niz w Krajach UE (Damalas i Koutroubas 2018).

Obecnie na terenie Polski (stan na 5 V 2019) zarejestrowanych jest 16 biopreparatow
zawierajacych tacznie 13 gatunkow i szczepow grzybow stosowanych w ochronie roslin. Jedynie 4
preparaty posiadaja rejestracje do uzytkowania w ochronie ro$lin ozdobnych lub drzew le$nych (za
https://www.gov.pl/web/rolnictwo...). Problemem jest wigc nie tylko brak $rodkéw w doborze, ale
takze brak rejestracji dla wykorzystania w roslinnosci terenow miejskich — wigkszo$¢ Srodkow
posiada rejestracje tylko dla roélin warzywnych i sadowniczych.

Wykorzystywanie preparatow biologicznych utrzymuje si¢ na niewielkim poziomie
(Damalas i Koutroubas 2018). Mata ilo$¢ srodkow w doborze, ich relatywnie wysoka cena oraz niska
skuteczno$¢, spowodowana m.in. zmiennoscia czynnikow srodowiskowych w otwartej przestrzeni
(zwlaszcza w glebie) skutecznie zniechgcaja uzytkownikow do stosowania biopreparatow.
Zmienno$¢ wspomnianych czynnikéw powoduje ograniczong stabilno$¢ populacji grzybow
pozytecznych. Brakuje réwniez programéw ochrony biologicznej przeciwko najwazniejszym
chorobom, przez co zwalczanie najczgstszych patogenéw za pomocg biopreparatdw staje si¢
niemozliwe. Nowego opracowania wymaga réwniez kwestia aplikacji biopreparatow, zwtaszcza
dokorzeniowych (Martyniuk 2012).

3.4 Perspektywy rozwoju ochrony drzew z wykorzystaniem grzybow pozytecznych

Problem rejestracji biopreparatow zostat podjety przez Parlament Europejski, ktory w 2017
roku przyjat rezolucje popierajgcg dziatania majgce na celu uproszczenie procedur legislacyjnych.
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Perspektywa utatwienia procesu rejestracji dodatkowo zwigksza dynamike prowadzonych w tym
kierunku badan (Skwiercz i Zapatowska 2018). Wydaje si¢, ze uproszczenie procedur i obnizenie
kosztow rejestracji zwickszy udzial biopreparatow zawierajacych pozyteczne grzyby na rynku
pestycydow w Polsce i Unii Europejskiej, jak ma to miejsce w wielu krajach na calym $wiecie
(Damalas i Koutroubas 2018).

W ciagu ostatnich lat, procentowy udzial wszystkich sprzedawanych biopestycydow wsrdd
srodkow ochrony roslin na $§wiecie wahat si¢ w granicach 1-3%. Wg Martyniuka (2012) zwigkszenie
udziatu sprzedazy biopreparatow uzaleznione be¢dzie od postgpu naukowego w tej dziedzinie.
Wskazujac najwazniejsze kierunki rozwoju, autor wymienia m.in. potrzebe zwigkszenia
niezawodnosci preparatow opartych na aktywnych mikroorganizmach.

Wprowadzenie nowego biopreparatu wymaga udowodnienia jego wysokiej skutecznosci,
siggajacej 95-98%. Osiagniecie tak dobrych rezultatow jest bardzo trudne do osiggnigcia. W praktyce
uzytkowania biopestycydéw polecane jest tzw. podejécie zintegrowane, polegajace na tacznym
wykorzystaniu r6znych metod alternatywnych, takze chemicznych. Celem zwigkszenia skutecznosci
preparatow wzbogaca sig je substancjami chemicznymi, takimi jak chlorek wapnia, kwas salicylowy,
a takze antyoksydanty czy polisacharydy (nie bedacymi jednak pestycydami). Wykorzystuje si¢ takze
biopreparaty kombinowane, zawierajace nie tylko grzyby, ale np. bakterie. Ciekawym kierunkiem
badan jest takze hodowla roslin GMO z wykorzystaniem genéw wyizolowanych z organizméw
grzybowych, kodujacych wiasciwosci antagonistyczne wzgledem patogenow (Grzegorczyk i in.
2015).

Perspektywicznym sposobem biokontroli chordéb grzybowych drzew jest wykorzystanie
grzybow z rodzaju Trichoderma czy nalezacego do legniowcow Pythium oligandrum. Preparaty
oparte na tych organizmach sg dostgpne na polskim rynku, nie majg jednak rejestracji do uzytkowania
w ochronie drzew w terenach zieleni (w ochronie roslin ozdobnych, wylaczajac szkotki). Szereg
gatunkoéw z rodzaju Trichoderma to organizmy o doskonatych wiasciwosciach antagonistycznych
i saprofitycznych; gatunki Trichoderma to najpowszechniej uzywane organizmy grzybowe do
biokontroli chordb ro$lin, w szczegdlnosci jako mykopasozyty takich patogenow, jak grzyby
zrodzaju Rhizoctonia, Pythium, Botrytis i Fusarium. Rodzaj Trichoderma charakteryzuje si¢
wystgpowaniem roznorodnych mechanizméw oddziatywania skutecznych w biokontroli roslin, m.in.
mykopasozytnictwa, antybiozy czy konkurencji. Wpltywa roéwniez witalizujaco na ro$liny i nie
wykazuje wiasciwosci szkodliwych dla ludzi i zwierzat; badania nad wykorzystaniem rodzaju
Trichoderma w ochronie roslin si¢gaja lat 30 ubieglego wieku (Saba i in. 2012). Mikroorganizm
Phytium oligandrum uznawany jest jako powszechny antagonista wielu grzybow i legniowcow,
w tym Botrytis, Fusarium i Phytophthora. Jego dziatanie opiera si¢ na mykopasozytnictwie, indukcji
odpornosci oraz stymulacji wzrostu roslin (Brozova 2002).

Pomimo trudno$ci w rejestracji nowych srodkow biologicznych, pojawiaja si¢ doniesienia
0 nowych odkryciach w tej dziedzinie, odkrywane sg m.in. nowe gatunki pozytecznych grzybow.
Kumar i Singh (2009) opublikowali badania w ktorych wykazano mykopasozytnicze dziatanie grzyba
Lasiodiplodia theobromae wobec patogenéw powodujacych maczniaka prawdziwego. Badania
zostaly przeprowadzone na 40 okazach roélin, skad izolowano mykopasozytnicze grzyby
pasozytujace na maczniaku prawdziwym. Gatunki Ampelomyces quisqualis (grzyb znany juz
wczesniej jako mykopasozyt) oraz wspomniany L. theobromae zostaly uznane jako organizmy
perspektywiczne w zwalczaniu maczniaka. Martinez-Alvarez i in. (2016) w swoich badaniach
wykazali skuteczno$¢ dwoch izolatdow grzybow endofitycznych w biokontroli  jednego
Z najgrozniejszych patogendéw sosny kalifornijskiej — Fusarium circinatum. Wskazane szczepy —
Chaetomium aureumi i Alternaria sp. wykazywaty antagonizm wobec patogenu in vivo.

Badania przeprowadzone przez Rigerte i in. (2019) wykazuja skutecznos$¢ niektorych
szczepOw endofitow korzeniowych wyizolowanych z korzeni réznych gatunkow $wierka (Picea sp.)
oraz sosny zwyczajnej (Pinus silvestris) przeciwko patogenowi korzeni Heterobasidion parviporum,
jednak dowiedzione zaleznosci wymagaja jeszcze doktadniejszych badan.

Jak podajg Deketelaere i in. (2017) wykorzystanie hipowirulentnych ras grzyba Verticilium
moze przyczyni¢ si¢ do zwalczania zjadliwych form tego patogena. Podobnie Kovacs i in. (2018)
donoszg o pozytywnych rezultatach biokontroli jednej z powazniejszych choréb grzybowych
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kasztana jadalnego (Castanea sativa) poprzez zakazanie znajdujacych si¢ w rejonie badan drzew
hipowirulentnymi rasami grzyba Cryphonectria parasitica.

4. Podsumowanie i wnioski

Zjawisko wykorzystania mikroorganizmow w ochronie roslin jest szeroko opisywane
w literaturze, co wskazuje na jego zlozono$¢. Potrzebne sa dalsze badania i w tej dziedzinie
(Grzegorczyk i in. 2015). Od efektéw tych badan zalezy powodzenie metod biokontroli i zwigkszenia
udziatu biopestycydow w ogolnoswiatowym rynku $rodkéw ochrony roélin (Martyniuk 2012).
Nalezy dotozy¢ staran nad opracowaniem metod zwickszenia skuteczno$ci biopreparatdéw, m.in.
poprzez opracowywanie nowych metod formulacji i aplikacji (Grzegorczyk i in. 2015) oraz
uproszczenia procedur, co prawdopodobnie wptynie na obnizenie kosztow zwigzanych z zakupem
biopreparatow oraz wigkszy dobor biopestycydéw (Damalas i Koutroubas 2018). Stosowanie
biopreparatdéw nie wigze si¢ ze stosowaniem toksycznych substancji chemicznych, dzigki czemu jego
stosowanie nie stanowi zagrozenia dla §rodowiska naturalnego i ludzi. Wykorzystanie biopestycydow
opartych na grzybach pozytecznych w ochronie drzew w terenach zurbanizowanych jest alternatywa
dla stosowania tradycyjnych Srodkow ochrony, co jest istotne zwlaszcza w $wietle obecnych
przepisow, znaczaco ograniczajacych mozliwosci wykorzystania metod chemicznych.
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Streszczenie

Celem pracy byla ocena wplywu zadrzewien przyulicznych na terenach zurbanizowanych
na aktywno$¢ enzymatyczng sasiadujacych z nimi gleb. Oceny tej dokonano na podstawie okreslenia
zmian aktywnosci szeregu enzyméw glebowych, warunkowanych odlegloscia od zadrzewien.
Badaniami objeto 3 powierzchnie sgsiadujace z zadrzewieniami. Wytypowane powierzchnie sg
potozone w obrebie strefy srodmiejskiej i podmiejskiej Lublina oraz pobliskiej wsi Dgbowka. Probki
glebowe pobrano z warstwy 0-20 cm, z odlegtosci 21 20 m od krawedzi zadrzewien. W glebach
wszystkich powierzchni badawczych stwierdzono istotnie wicksza aktywno$¢ analizowanych
enzymow w najblizszym sasiedztwie zadrzewien przydroznych niz w odlegtosci 20 m od ich
krawedzi, co wskazuje, ze nasilenie procesow biochemicznych w srodowisku glebowym zalezy
istotnie od odleglosci od zadrzewien. Uzyskane wyniki wykazaly, ze aktywnos¢ dehydrogenaz,
fosfataz i proteaz w analizowanych glebach wzrastata istotnie w nastepujacej sekwencji: miasto <
strefa podmiejska < wies, niezaleznie od odleglosci od krawedzi zadrzewien przyulicznych.
Ostlabienie aktywnosci wigkszosci badanych enzyméw glebowych w strefach $rodmiejskiej
i podmiejskiej wigzato si¢ z nasileniem antropopresji wyrazajacym si¢ zwigckszonym doptywem
zanieczyszczen z terenu miasta. Natomiast w przypadku ureazy stwierdzono przeciwne tendencje.
Aktywnos¢ tego enzymu ksztattowata si¢ na wyzszym poziomie w glebach miejskich i podmiejskich
niz w strefie wiejskiej. Wskazuje to, ze aktywno$¢ enzymatyczng badanych gleb ksztattujg zarowno
czynniki wewngtrzne oraz nasilenie presji antropogenicznej, jak 1 sasiedztwo zadrzewien
przyulicznych.

1. Wstep i cel pracy

Szybkie, najczgséciej chaotyczne rozprzestrzenianie si¢ miast, budowa nowych drog,
przebudowa drog istniejacych i poszerzanie jezdni wigze si¢ z problemami ekologicznymi, jakie
wystapig 1 jakie be¢dg ich konsekwencje nie tylko dla obszaréw zurbanizowanych, ale takze
otaczajacych terendw z krajobrazu otwartego, w tym terendéw chronionych (Zarska 2003; Zimny
2005). Antropopresja na terenach zurbanizowanych generuje ekstremalne przeksztatcenia warunkow
srodowiskowych, prowadzace do degradacji biologicznej gleb. Zadrzewienia przyuliczne na terenach
zurbanizowanych, tworzace zywe, zielone ekrany ochronne, moga wptywaé stymulujgco na procesy
samoregulacyjne i zachowanie rownowagi ekologicznej $rodowiska glebowego (Piotrowska
i Mazurek 2007; Astaraei 2008; Bielinska i Kotodziej 2009). Nalezy podkresli¢, iz obszary
przyuliczne stanowiag elementy przestrzenne krajobrazu antropogenicznego stosunkowo wysoko
obcigzone réznymi zanieczyszczeniami (Zimny 2005). Obszary te odznaczaja si¢ wystgpowaniem
szeregu zjawisk o charakterze degradacyjnym, obejmujgcym: powietrze atmosferyczne, wody i gleby,
zarOwno natury termicznej, jak tez zwigzanej z ksztaltowaniem wilgotnosci i przeptywem mas
powietrza oraz konstrukcjg pokrywy glebowej. Ponadto samo uzytkowanie drég ma istotny wplyw
na generowanie sytuacji konfliktowych na styku $wiata nieozywionego i ozywionego (Greinert 2008).
Doptyw toksycznych sktadnikow spalin do zadrzewien przyulicznych, a takze zasolenie gleby
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powoduje zaklécenia metabolizmu drzew i ma znaczacy wplyw na stan ekologiczny biocenoz
(Bielinska 2007). Szczegblne zagrozenie wigze si¢ z efektem wtornego pylenia przez podnoszenie
materialu zdeponowanego na drogach (pyty drogowe) przez poruszajace si¢ pojazdy (Walczak 2008).
Obcigzenie tego materiatu zanieczyszczeniami ropopochodnymi, metalami cigzkimi oraz innymi
substancjami  potencjalnie  toksycznymi, moze powodowaé negatywne oddzialywanie
skumulowanych zanieczyszczen na drzewa przyuliczne (Greinert 2008). Zadrzewienia przyuliczne
powinny si¢ zatem charakteryzowa¢ odpowiednig organizacja oraz cechami funkcjonalnymi
dobranymi dla danego obszaru (Cieszewska 2004; Haber i Urbanski 2005). Pozytywny wptyw zieleni
przyulicznej na ekologie terenow zurbanizowanych jest wielokierunkowy (Haber i Urbanski 2005;
Zimny 2005; Kocur-Bera i Dudziniska 2013):

e wplywa korzystnie na stan czysto$ci $rodowiska terendow zurbanizowanych, poniewaz
pochtania CO,, zatrzymuje pyly, gromadzi zanieczyszczenia, stanowi rodzaj filtru
samoczynnie oczyszczajacego powietrze przy kazdym opadzie atmosferycznym, przy czym
wytwarza dodatkowy tlen — tworzac zywy ekosystem;

e przyczynia si¢ do obnizenia wahan temperatury w miescie za sprawg procesu transpiracji,
a takze poprzez zacienianie powierzchni gruntu oraz elementéw infrastruktury;

e stanowi istotny element urozmaicajacy walory estetyczne antropogenicznego, czgsto
monotonnego krajobrazu przydroznego, w tym:

— podkresla linearnos¢ krajobrazu,

— akcentuje zakrety;

e wplywa na wzrost bezpieczenstwa ruchu drogowego — zmniejsza o$lepianie reflektorami;

e wzmacnia niwelety drogi.

Najwicksza ekologiczng efektywno$é¢ zadrzewien przydroznych mozna uzyska¢ wtedy, gdy
ich sktad gatunkowy bedzie dostosowany do ich funkcji, lokalizacji i budowy drogi, przy
réwnoczesnym uwzglednieniu wymagan siedliskowych poszczegodlnych gatunkéw (Haber i Urbanski
2005; Zimny 2005). Gatunki ro$lin stosowane do obsadzen ulicznych powinny gwarantowac
bezpieczenstwo uzytkownikom drog, a jednoczesnie powinny by¢ odporne na niekorzystne warunki
siedliskowe (Haber i Urbanski 2005; Zimny 2005; Kocur-Bera i Dudzinska 2013). Cytowani autorzy
podkreslaja, ze zadrzewienia przyuliczne powinny si¢ charakteryzowaé¢ matymi wymaganiami
w stosunku do Zyzno$ci podioza, natomiast duzg tolerancjg na zasolenie i alkalizacje gleb,
odpornoscig na suche i przegrzane powietrze oraz odpornoscig na zanieczyszczenia powietrza
atmosferycznego. Do obsadzania ulic na terenach zurbanizowanych nie powinno si¢ uzywaé
gatunkéw tworzacych rozlegle, grube konary (np. topola berlinska), cieniujace o$wietlenie ulic,
wrastajace w przewody linii tramwajowych, za§miecajace ulice w czasie kwitnienia i opadania li§ci
(Haber i Urbanski 2005; Zimny 2005). Nalezy unika¢ gatunkow z tendencja do tworzenia stabych
rozwidlen, fatwo si¢ roztamujgcych, o kruchym drewnie, takich jak: topole, klony srebrzyste, wierzby,
badz kasztanowce (Kocur-Bera i Dudzinska 2013). Nadziemne czgéci drzew, stanowigce zrodto
opadu roslinnego, w potaczeniu z wydzielinami korzeniowymi oraz obumartymi fragmentami sytemu
korzeniowego oddziatuja korzystnie na stan biologiczny gleb (Bielinska i in. 2014). Systemy
korzeniowe ro$lin warunkujg rozwodj czesci nadziemnej przez zaopatrywanie wode, sole mineralne,
stabilizacje w podtozu oraz wchodzenie w ztozone interakcje z biocenoza gleby i $ciste wspotzycie
miedzygatunkowe w pobieraniu pokarmow. Wydzieliny korzeniowe wplywaja na rozwdj
mikroorganizméw glebowych, jak i ich adaptacje do degradacji zanieczyszczen, co ma szczego6lne
znaczenie na terenach zurbanizowanych (Bielifiska i Kotodziej 2009). Podstawa funkcjonowania
terenéw zurbanizowanych oraz ich integralna cze$cia sg gleby. Dobrym wskaznikiem zmian
zachodzgcych w glebie pod wplywem stresowych czynnikéw $rodowiskowych jest aktywno$é
enzymow, majacych istotny wptyw na przemiany biogeochemiczne w obiegu pierwiastkow. Testy
enzymatyczne uwazane sa za jeden z bardziej wrazliwych wskaznikoéw funkcjonowania ekosystemow
(Bielinska i in. 2014).

Celem pracy byta ocena wptywu zadrzewien przyulicznych na terenach zurbanizowanych
na aktywno$¢ enzymatyczna sasiadujacych z nimi gleb. Oceny tej dokonano na podstawie okreslenia
zmian aktywno$ci szeregu enzyméw glebowych, warunkowanych odlegtoscig od zadrzewien.
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2. Material i Metody

Badaniami objeto 3 powierzchnie sgsiadujace z zadrzewieniami ztozonymi z 40-50-letnich
nasadzen robinii akacjowej (Robinia pseudacacia L.) (Tab. 1). Wytypowane powierzchnie badawcze
sa potozone wzdluz drogi krajowej nr 372, na odcinku stanowigcym tras¢ wylotowa z Lublina
w kierunku Warszawy, w potocno-zachodniej czgéci Lublina. Powierzchnia nr 1 znajduje si¢
W Scistej strefie miasta, powierzchnia nr 2 w strefie podmiejskiej, natomiast powierzchnia nr 3
zlokalizowana jest w obrebie wsi Debowka, potozonej w odlegtosci 4 km od granic miasta (Rys. 1).
Zadrzewienia przylegajace do powierzchni badawczych rosty na waskich pasach, o szerokosci 2-3 m.
W sktad zadrzewien przyulicznych na wytypowanych powierzchni wchodzity wylacznie drzewa
robinii.

Tab.l. Charakterystyka badanych zadrzewien.

Powierzchnia Wiek | Wysokosé Pier$nica Odlegtos¢ Rozpigtosé
drzew | (m) (m) miedzy korony (m)
(lata) drzewami
(m)
1 — $rédmiescie 50 9-14 0,20-0,32 2,8-3,9 4-8
2 — strefa podmiejska | 45 12-14 0,28-0,50 2,2-3,4 4-9
3 — wie$ 40 12-15 0,21-0,55 2,0-3,1 6-9

Rys.1. Usytuowanie powierzchni badawczych nr 1, 2, 3 na planie miasta Lublina.

Powierzchni¢ glebowa wytypowanych powierzchni badawczych stanowily gleby
wytworzone z lessow o skladzie granulometrycznym pytéw, zaliczone do gleb plowych
niecatkowitych (Systematyka Gleb Polski 2011). Podstawowe wilasciwosci analizowanych gleb
przedstawiono w tabeli 2. Ze wzgledu na niewielka przestrzenng zmienno$¢ podstawowych
wilasciwosci badanych gleb w tabeli 2 zamieszczono wyniki $rednie analizowanych parametrow
z poszczegolnych powierzchni oraz zakres pHkcl.

Probki glebowe do analiz laboratoryjnych z wytypowanych powierzchni badawczych
pobrano we wrzesniu 2018 roku, z warstwy 0-20 cm z odlegto$ci 2 i 20 m od krawedzi zadrzewien.
Analizowana probka glebowa byta $rednig z trzech probek pobranych z kazdej powierzchni. Probki
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glebowe do badan pobrano w okresie stabilnej pogody, w ktorym gleba znajdowata si¢ w stanie
dynamicznej rownowagi, utrzymujacej bieg procesé6w biochemicznych w granicach umiarkowanego
nasilenia. Optymalnie dobrane terminy pobierania probek gleby do analiz majg istotne znaczenie,
szczegblnie w przypadku badan aktywnosci procesow biochemicznych zachodzacych w srodowisku
glebowym. Analizy enzymatyczne w okresie bujnego rozwoju mikroflory glebowej, np. ,,wybuchu”
aktywnoS$ci mikrobiologicznej pojawiajacego si¢ w ciggu jednego do dwoch dni po intensywnych
opadach, zwlaszcza wystepujacych po okresie suszy, przedstawiajg wyniki przejSciowej, zawyzonej
aktywnosci biochemicznej gleby, odbiegajacej od przecigtnego jej poziomu (Bielinska i in. 2014).
Metodyka oznaczania aktywnosci enzymatycznej gleb zostata oparta na wynikach szczegotowych
badan i analiz Russela i in. (2006) w zakresie wyselekcjonowania najlepszych i dajacych powtarzalne
wyniki metod oznaczania wybranych enzymow glebowych. Metody te zostaty sprawdzone w trakcie
wieloletniego stosowania przez autorow opracowania (Russel i in. 2006). W pobranym materiale
glebowym oznaczono aktywno$¢ nastgpujacych enzymoéw: dehydrogenaz, fosfatazy kwasnej,
fosfatazy alkalicznej, ureazy i proteaz. Enzymy te biora bezpo$redni udziat w biogeochemicznym
obiegu wegla (dehydrogenazy), azotu (ureaza oraz proteza) i fosforu (fosfatazy) w ekosystemach,
przy czym wyraznie reaguja na dziatanie czynnikow stresowych, a wielko$¢ zmiany ich aktywnosci
jest zwigzana z natezeniem dziatajacych czynnikéw (Bielinska i in. 2014). Aktywno$¢ dehydrogenaz
podano w mg TFF(trifenyloformozan)-kg's.m. gleby-h™!, niezbednego do redukcji TTC (chlorek
trifenylotetrazolu) do TFF; fosfataz w mg p-nitrofenolu (PNP), wytworzonego z 4-
nitrofenylofosforanu sodowego; ureazy — w mg N-NH4* powstatego z hydrolizowanego mocznika;
proteazy w mg tyrozyny wytworzonej z kazeinianu sodu. Wymienione jednostki, wyrazajace
aktywnos¢ analizowanych enzymow, sa zgodne z konwencja przyjeta przez Migdzynarodowa Unig
Biochemiczng (Russel i in. 2006). Aktywno$¢ enzymow oznaczano w glebie o naturalnej wilgotnosci,
a wyniki przeliczano na sucha mase gleby. Wszystkie oznaczenia zostaly wykonane w trzech
rownoleglych powtdrzeniach. Uzyskane wyniki poddano ocenie statystycznej. Roznice miedzy
wartosciami srednimi sprawdzono testem t, za$ istotno$¢ wynikow — metoda analizy wariancji.
(Malinski 2004; StatSoft 2006). Przyjeto poziom istotnoSci stosowany najczgsciej w badaniach
przyrodniczych, tj. o= 0,05 (przy prawdopodobienstwie zdarzenia p = 0,95).

Tab.2. Podstawowe wlasciwosci badanych gleb (wartosci $rednie z powierzchni i zakres pHci)

Parametr Jednostka Zawarto$¢
frakcja 2,0-0,05 16
frakcja 0,05-0,002 % 69
frakcja < 0,002 15
pH 1 mol KCl-dm™ 6,34-6,42
Wegiel organiczny g-kg?! 14,2
Fosfor przyswajalny 31,6
Potas przyswajalny mg - kg 62,4
Magnez przyswajalny 26,1
Zn mg - kgt 34,89
Pb mg - kg! 44,38
Cd mg - kg?! <0,52

3. Wiyniki badan i dyskusja

Uzyskane wyniki wykazaly korzystny wpltyw zadrzewien przyulicznych na aktywno$¢
enzymatyczng badanych gleb. W glebach wszystkich powierzchni badawczych stwierdzono istotnie
wigksza (okoto 1,5-krotnie) aktywno$¢ analizowanych enzymdéw w najblizszym sasiedztwie
zadrzewien przydroznych niz w odleglosci 20 m od ich krawedzi (Rys. 1). W wielu badaniach
krajowych wykazano wyrazny i statystycznie istotny trend dokumentujacy wzrost aktywnosci
enzymatycznej gleb potozonych blizej zadrzewien ztozonych z nasadzen robinii akacjowej (Robinia
pseudacacia L.) (Piotrowska i Mazurek 2007, 2009; Mazurek i in. 2011). Istotny wzrost aktywno$ci
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biologicznej gleb w sasiedztwie zadrzewien robinii dokumentuja rowniez wyniki badan autorow
zagranicznych (m.in.: Astaraei 2008; Lee i in. 2011; Zhen-Yi i in. 2013). Astaraei (2008) stwierdzit
$cista zalezno$¢ miedzy iloscig materialu roslinnego dostajacego si¢ do gleby z drzew lisciastych,
W tym réwniez z robinii a liczebno$cig bakterii, grzybéw i promieniowcoOw — mikroorganizméw,
ktore stanowia glowne zrodto enzymow w rodowisku glebowym. Z badan Lee i in. (2011) oraz Zhen-
Yi i in. (2013) wynika, Ze obecno$¢ zadrzewien robinii powoduje istotne zwigkszenie aktywnosci
metabolicznej bakterii, w szczegdlnosci zwigzanych z obiegiem fosforu i azotu w glebie.
Potwierdzaja to uzyskane wyniki badan wiasnych, ktore dokumentuja istotny wzrost aktywnosci
enzymow katalizujacych procesy biologicznego obiegu fosforu i azotu (fosfatazy kwasnej, fosfatazy
alkalicznej, ureazy i proteaz) w glebach potozonych blizej zadrzewien robinii (Rys. 1). W niniejszych
badaniach taki sam efekt stwierdzono w przypadku aktywnos$ci dehydrogenaz (Rys. 2). Istotny wzrost
aktywnosci tej grupy enzymoéw w glebach uprawnych sasiadujacych z zadrzewieniami robinii
akacjowej obserwowano w wielu badaniach (Piotrowska i Mazurek 2007, 2009; Mazurek i in. 2011).
Nalezy podkresli¢, iz wykazany w badaniach wlasnych istotnie stymulujacy wpltyw zadrzewien
przyulicznych na aktywnos$¢ dehydrogenaz, stwierdzony na terenach poddanych nasilonej presji
antropogenicznej (rys. 2), ma szczegdlne znaczenie z ekologicznego punktu widzenia.
Dehydrogenazy, enzymy wystepujace w glebie jako integralna czg$¢ nienaruszonych, zywych
komorek drobnoustrojow, sa enzymami szczegolnie wrazliwymi na dziatanie stresowych czynnikow
srodowiskowych. Aktywnos$¢ tej grupy enzymow jest stosowana jako wskaznik zanieczyszczenia
srodowiska glebowego metalami cigzkimi i WWA (Bielifiska i in. 2014). Generalnie, korzystny
wplyw zadrzewien na aktywno$¢ enzymatyczng gleb zwigzany jest z doptywem $wiezej substancji
organicznej (opad roslinny) oraz z dynamicznym rozwojem mikroorganizméw w strefie korzeniowe;j,
spowodowanym obfitoscig tatwo dostgpnej substancji energetycznej, a takze poprzez zwickszenie
puli enzyméw wydzielanych przez korzenie drzew do $rodowiska glebowego. Wydzieliny
korzeniowe wptywaja zard6wno na rozwoj mikroorganizméw glebowych, jak iich adaptacje do
degradacji zanieczyszczen, co ma szczegdlne znaczenie na terenach przyulicznych (Bielinska i in.
2014).

Aktywnosc¢ dehydrogenaz Aktywnos¢ proteaz
w mg TFF-kg* s.m. gleby-h-! w mg tyrozyny -kg* -h!
15 15
10 10
2m 2m
s 0 'l
020 m 020 m
0 0
miasto strefa wies miasto strefa wies
podmiejska podmiejska
Rys.2. Aktywnos¢ dehydrogenaz. Rys.3. Aktywno$¢ proteaz.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze aktywno$¢ dehydrogenaz, badanych fosfataz i proteaz
w analizowanych glebach zalezala istotnie od lokalizacji powierzchni badawczych i wzrastata w
nastepujacej sekwencji: miasto < strefa podmiejska < wie$, niezaleznie od odlegtosci od krawedzi
zadrzewien przyulicznych (Rys. 1). W sasiedztwie zadrzewien (w odlegtosci 2 m od ich krawedzi)
aktywno$¢ dehydrogenaz, badanych fosfataz i proteaz byla mniejsza w glebie powierzchni
zlokalizowanej w obrebie $rodmieécia oraz w strefie podmiejskiej niz w glebie ze strefy wiejskiej,
odpowiednio o ponad: 3,5-, 2,5- i 2,0-krotnie oraz od okoto 1,5- do 2,0-krotnie (Rys. 2,3,4,5).
Oslabienie aktywno$ci wigkszosci badanych enzymow glebowych w strefach $§rodmiejskiej i
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podmiejskiej wigze si¢ z nasileniem antropopresji wyrazajagcym si¢ zwigkszonym doplywem
zanieczyszczen z terenu miasta, atakze jak wspominano wczesniej, z wystgpowaniem szeregu
zjawisk o charakterze degradacyjnym (Bielifiska i in. 2006; Bielinska 2007; Greinert 2008).
Prawidtowosci takiej nie zanotowano w przypadku ureazy. Aktywnos¢ tego enzymu ksztattowata sie
na wyzszym poziomie w glebach miejskich i podmiejskich niz w strefie wiejskiej (Rys. 6). Ureaza
jest odporna na dziatanie czynnikow zewngtrznych, a w warunkach stresowych obserwuje si¢ wzrost
jej aktywnos$ci. Jedynym czynnikiem limitujagcym jej aktywno$¢ jest dostepnos$¢ substratu —
mocznika, gdyz jako enzym ekstracelularny jest syntetyzowana jedynie w jego obecnosci (Bielinska
i in. 2014). Szczegolnie duze aglomeracje miejskie sg znaczacymi producentami mocznika. Zrédtem
mocznika (ktory jest finalnym produktem metabolizmu biatek u zwierzat ladowych, jak réwniez
u cztowieka) w glebach sg m.in.: odpady spozywcze, odchody zwierzat, fragmenty tkanek fauny
glebowej, resztki roslinne, komorki mikroorganizméw. Na podstawie aktywno$ci ureazy mozna
oceni¢ stopien antropogenizacji terenéw zurbanizowanych (Bielinska i in. 2006; Bielifiska 2007).
Wyniki te wskazuja, ze kierunek i nasilenie badanych procesow biochemicznych zalezne byly od
rodzaju enzymu, co zwigzane jest zarowno z indywidualng wrazliwoscia i odpornoscig enzymow na
czynniki $rodowiskowe, jak i z zawarto$cia w glebie specyficznych substratow dla reakcji
enzymatycznych (Bielinska i in. 2014).

Aktywnos¢ fosfatazy Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej
alkalicznej w mmol PNP -kg-h
w mmol PNP-kg-h-1
15 15
10 10
2m
> b72 " > O020m
O20m
B O B 0
miasto strefa wies i L,
podmiejska miasto Str?f'a wies
podmiejska
Rys.4. Aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej. Rys.5. Aktywnos¢ fosfatazy kwasne;j.

Aktywnos¢ ureazy
w mg N-NH,*kg* -h!

15
10
2m
5
020 m
0
miasto strefa wie$
podmiejska

Rys.6. Aktywno$¢ ureazy.
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4, Whnioski

Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

A. Zadrzewienia przyuliczne zlozone z robinii akacjowej przyczyniaja si¢ do aktywizacji
biologicznej gleb znajdujacych si¢ w ich sasiedztwie.

B. W badanych glebach aktywno$¢ analizowanych enzymow (dehydrogenaz, fosfatazy kwasne;j,
fosfatazy alkalicznej, ureazy i1 proteaz) byla istotnie wigksza w najblizszym sgsiedztwie
zadrzewien przydroznych niz w odlegtosci 20 m od ich krawedzi, co wskazuje, ze nasilenie
proceséw biochemicznych w srodowisku glebowym zalezy istotnie od odlegtosci od zadrzewien.

C. Aktywnos$¢ dehydrogenaz, badanych fosfataz i proteaz w analizowanych glebach zalezata
istotnie od lokalizacji powierzchni badawczych i wzrastata w nastgpujacej sekwencji: miasto <
strefa podmiejska < wie$, niezaleznie od odlegtosci od krawedzi zadrzewien przyulicznych.
Swiadczy to, ze aktywno$é biologiczng gleb na terenach zurbanizowanych ksztaltuja zaréwno
czynniki wewnetrzne oraz nasilenie presji antropogenicznej, jak i sasiedztwo zadrzewien.

D. Pomiary aktywnos$ci enzymatycznej gleb daja mozliwo$¢ precyzyjnego okreslenia wplywu
zadrzewien przyulicznych na stan biologiczny gleb, a takze reakcji gleby na czynniki stresowe.
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Streszczenie

Gleba stanowi heterogenne srodowisko, ktore jest doskonalym miejscem bytowania dla
mikroorganizméw. Charakteryzuje si¢ duza bioréznorodnoscig organizméw, ktérych najwicksze
zageszezenie przypada na ryzosfere, przestrzen bezposrednio stykajaca si¢ z korzeniami roslinnymi,
gdzie ilo$¢ bakterii szacowana jest na okoto 10'°-10%2 CFU (Siebyta i in. 2017). Wérdd
mikroorganizméw zasiedlajacych ryzosferg, wyrdzniania si¢ ryzobakterie promujace wzrost roslin
(PGPR), wykazujace wihasciwosci stymulujace wzrost, zwigkszajace biomas¢ oraz poprawiajace
zywotnos$¢ swoich gospodarzy roslinnych. Obecnie stanowig one wazny aspekt badan, gdyz dzigki
réznym mechanizmom stymulujgcych wzrost roslin, moga zosta¢ wykorzystane jako alternatywa dla
powszechnie wykorzystywanych w rolnictwie sztucznych nawozow oraz pestycydow.

1. Wstep

Ryzosfera, to przestrzen otaczajgca system korzeniowy rosliny, ktory wywiera wplyw na
wilasciwosci biochemiczne ziemi. Stanowi strefe¢ gleby, w ktdrej obserwuje si¢ intensywnie
zachodzace interakcje pomiedzy roslinami, jej czasteczkami oraz mikroorganizmami bytujacymi.
Zachodzace w ryzosferze procesy charakteryzuja si¢ zardwno pozytywnym, negatywnym, a takze
neutralnym wptywem na wzrost, rozwoj i wydajno$¢ uprawy roslin. Populacja mikroorganizmow
bytujacych w ryzosferze powszechnie uznawana jest za najliczniejsza, w poréwnaniu z mikroflorg
innych $rodowisk. Wsréd mikroorganizméw zasiedlajacych ta sfere gleby, pokazna grupe stanowi
populacja bakterii zdolna do promocji wzrostu i rozwoju ro§lin, tzw. ryzobakteri promujace wzrost
ros$lin (PGPR, ang. plant growth promoting rhizobacteria). PGPR stanowig 2-5% wszystkich
ryzobakterii, a ich metabolizm moze wywiera¢ pozytywny wplyw na wzrost oraz rozwoj roslin.
Przyczyniaja si¢ do zwigkszenia dostepnosci oraz pobierania przez system korzeniowy sktadnikow
odzywczych znajdujacych sie¢ w §rodowisku glebowym. PGPR wplywaja takze na wzmocnienie
systemu odpornosciowego roslin w odpowiedzi na czynniki zakazne i chorobotworcze, a takze na
wplyw czynnikow biotycznych i abiotycznych. Korzystny wplyw PGPR na ro$liny przyczynia si¢ do
wzrostu wydajno$ci upraw w zroéwnowazonym rolnictwie, le$nictwie, czy ogrodnictwie (Prasad i in.
2019).

Waznym mediatorem wplywajacym na interakcje ryzobakterii z ro$linami stanowig
wydzieliny korzeniowe. Roslina pobiera z ryzosfery sktadniki odzywcze oraz wodg, natomiast
mikroorganizmy wykorzystuja obecne w tej strefie gleby substancje odzywcze zawarte
W wydzielinach roslinnych, takie jak: weglowodany, kwasy organiczne, witaminy, flawonoidy,
enzymy, hormony, czy jony nieorganiczne (Tab. 1).

2. PGPR - ogoélna charakterystyka

W 1981r. Kloepper i Schroth wprowadzili termin — PGPR, ktory miat opisywac ryzobakterie,
jako nieodtaczna cze$¢ mikrobioty ryzosfery, zdolna do stymulacji wzrostu i rozwoju roslin, a takze
przejawiajaca zdolnos¢ podwyzszenia odpornosci organizmu roslinnego na czynniki chorobotworcze.
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Obecnie, termin PGPR odnosi sie do wszystkich bakterii bytujacych w srodowisku ryzosfery, ktore
pozytywnie wpltywaja na wzrost i rozwdj ro$lin (Bhattharyya i in. 2012; Prasad i in. 2019).

PGPR wykazuja zdolno$¢ do aktywnej kolonizacji systemu korzeniowego gospodarza
ro$linnego, a przede wszystkim stymuluja zaréwno jego wzrost, rozwdj oraz wptywaja na wysoko$¢
plonéw. Pomimo obecnosci konkurencyjnej mikroflory, ryzobakteria zaliczane do PGPR przejawiaja
zdolno$¢ do bytowania we wszystkich niszach ekologicznych korzeni, na kolejnych etapach rozwoju
i dojrzewania roslin. PGPR ze wzgledu na stopien powigzania z komoérkami korzeni roslinnych
zostaty podzielone na dwie grupy:

e zewnatrzkomorkowe ryzobakteria promujace wzrost ro§lin (ePGPR, ang.
extracellular plant growth promoting rhizobacteria)

e wewnatrzkomorkowe ryzobakteria promujace wzrost roslin (iPGPR, ang.
intracellular plant growth promoting rhizobacteria).

Pierwsze z nich, ePGPR, wystepuja przede wszystkim w ryzosferze, na zewnetrznej
powierzchni wlo$nikow korzeniowych (ryzoplana), a takze w przestrzeni pomigdzy komoérkami kory
korzenia. Do tej grupy PGPR zaliczane sg bakterie z rodzaju m.in. Agrobacterium, Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium. Natomiast
iPGPR zlokalizowane sa w wyspecjalizowanych strukturach korzeni, ktore powstaja w wyniku
interakcji  symbiotycznej pomiedzy bakteriami i ro$ling, tzw. brodawki korzeniowe.
Przedstawicielami tej grupy PGPR sa bakterie symbiotyczne z rodzaju Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, a takze Frankia, ktore biora udzial w biologicznym
wigzaniu azotu atmosferycznego (N2) (BNF, ang. biological nitrogen fixation) (Tab. 2) (Bhattharyya
i in. 2012; Gupta i in. 2015; Prasad i in. 2019).

Tab. 1. Komponenty wchodzace w sktad wydzielin korzeniowych (Prasad i in. 2019).
Zwiazki wydzielane
przez korzenie Przyklady

roslin

kwas cytrynowy, kwas szczawiowy, kwas jabtkowy, kwas
fumarowy, kwas bursztynowy, kwas octowy, kwas mastowy,
Kwasy organiczne kwas salicynowy, kwas mrowkowy, kwas akonitowy, kwas
mlekowy, kwas pirogronowy, kwas glutarowy, kwas malonowy,

kwas aldonowy, kwas erytrobowy, kwas tetraenowy

a- i f-alanina, asparagina, cysteina, cystyna, glutamina, glicyna,

izoleucyna, lizyna, metionina, seryna, treonina, prolina, walina,

Aminokwasy . ) .
tryptofan, ornityna, histydyna, arginina, homoseryna,
fenyloalanina, kwas y-aminomastowy, kwas a-aminoadypinowy
glukoza, fruktoza, galaktoza, ryboza, ksyloza, ramnoza, arabinoza,
Weglowodany .
deoksyryboza, rafinoza, maltoza
Witaminy biotyna, tiamina, kwas pantotenowy, ryboflawina, niacyna
Enzymy fosfatazy, inwertazy, amylazy, proteazy
Jony nieorganiczne HCO?%*, OH-, H*
Czasteczki gazowe COz, H2
Nukleozydy adenozyna, guanozyna, cytydyna, urydyna
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Tab. 2. Przyklady bakterii reprezentujacych ePGPR i iPGPR (Bhattharyya i Jha 2012; Gupta i in.
2015; Prasad i in. 2019).

ePGPR iPGPR
Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Allorhizobium, Azorhizobium,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Flavobacterium, Micrococcus, Rhizobium, Frankia

Pseudomonas, Serratia

3. Mechanizm dzialania PGPR

Regulacja wzrostu, rozwoju oraz plonowania ro$lin przez bakterie klasyfikowane do PGPR,
jest dobrze znanym zjawiskiem zachodzacym w przyrodzie. Wspomniana regulacja moze zachodzié
w dwojaki sposob: (1) bezposrednio — wliczajac w to ulatwianie pobierania zasobow substancji
odzywczych z gleby oraz modulowanie poziomoéw hormondéw roslinnych, (2) posrednio — poprzez
hamowanie réznych patogendéw roslinnych, przyczyniajacych si¢ do rozwoju choréb u roslin,
prowadzacych do ich $mierci (Rys. 1) (Pawlik i in. 2015; Ramakrishna i in. 2019).

__ Biologiczne wigzanie azotu — Produkcja antybiotykéw

atmosferycznego
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Rys. 1. Mechanizmy dziatania PGPR (Pawlik i in. 2015; Ramakrishna i in. 2019).

3.1 Biologiczna redukcja azotu

Azot (N) nalezy do grupy pierwiastkow biogennych. Jego obecnos$¢ jest niezbedna do
prawidtowego wzrostu i rozwoju organizméw. Wchodzi on w sktad nukleotydow, bton lipidowych,
czy aminokwasow budujgcych biatka strukturalne i enzymatyczne (Prasad i in. 2019). Azot stanowi
az 78% sktadu atmosfery. Jednakze, pomimo ogromnych ilosci w jakich wystepuje w Srodowisku
naturalnym, azot czasteczkowy (N2) jest forma niedostgpng dla roslin. Rosliny nie sa w stanie
samodzielnie go zredukowa¢ do form tatwo przyswajalnych, czyli jonow amonowych (NH4") oraz
jonow azotanowych (NO3’), a tym samym swobodnie wykorzystaé w procesach wzrostowych. Azot
atmosferyczny podlega konwersji do form dostgpnych dla roslin w procesie zwanym biologicznym
wigzaniem azotu (BNF, ang. biological nitrogen fixation). Globalna redukcja azotu czgsteczkowego
w procesie BNF dostarcza od 100 do 290 Tg N/rok (1Tg = 10*? g), z czego okoto 50-70 Tg N/rok
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pochodzi z upraw rolniczych (Stasiak i in. 2016). Przeksztalcenie azotu w amoniak (NH3) mozliwe
jest jedynie przy udziale mikroorganizméw wytwarzajacych aktywny kompleks enzymatyczny —
nitrogenazg. PGPR wykazujg zdolno$¢ redukcji azotu atmosferycznego oraz przeksztalcania go
w forme tatwo przyswajalng przez ro$liny na drodze symbiotycznego lub niesymbiotycznego
wigzania azotu. Pierwszy mechanizm, symbiotycznej asymilacji azotu, stanowi przyktad
mutualistycznego oddziatywania mi¢gdzy mikroorganizmami, a ro$linami. Poczatkowo dochodzi do
absorpcji bakterii na powierzchni korzeni roslin. W kolejnych etapach symbiozy tworzone sa
specyficzne struktury, w ktorych przebiega BNF, sa to tzw. brodawki korzeniowe. Do PGPR
zdolnych redukowa¢ N na drodze symbiotycznej, zalicza si¢ m.in. bakterie z rodzaju Rhizobium,
Bradyrhizobium, Ensifer, czy Mesorhizobium. Wszystkie powyzsze mikroorganizmy zdolne sa do
wchodzenia w interakcje symbiotyczne z roslinami bobowatymi.

Niesymbiotyczne wigzanie azotu, przeprowadzane jest przez bakterie diazotroficzne, do
ktorych klasyfikuje si¢ bakterie z rodzaju Azoarcus, Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum,
Burkholderia, Diazotrophicus, Enterobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas, jak i reprezentantow
nalezacych do cyjanobakterii (Anabaena, Nostoc) (Glick 2012; Gupta i in. 2015).

3.2 Produkcja sideroforow

Zelazo (Fe) jest jednym z mikroelementow niezbednych do prawidtowego rozwoju
wszystkich organizméw. Zaangazowany jest w wiele istotnych proceséw metabolicznych m.in.
w fotosynteze, oddychanie. Pierwiastek ten jest czwartym pod wzglgdem wystepowania
pierwiastkiem na Ziemi. Mimo to, przyswajanie zelaza stanowi duzy problem dla bakterii i ro$lin.
Jest to spowodowane wystepowaniem tego mikroelementu w $rodowisku W postaci jonoéw
trojwartosciowych (Fe®"), ktore nie podlegaja tatwej asymilacji, ze wzgledu na staba rozpuszczalno$é.
Niektore z mikroorganizméw wytworzyly mechanizm pozwalajacy im na chelatacje jonow
trojwarto$ciowych (Fe®*) przy udziale sideroforow (Gupta i in. 2015).

Siderofory (200 — 2000 Da) wytwarzane sg przez wiele organizmow (od bakterii, przez
grzyby, a takze rosliny), w warunkach limitujagcych wychwyt zelaza z gleby, w celu zwigkszenia
przyswajalnosci tego mikroelementu. Ze wzglgdu na wystgpowanie w czasteczkach sideroforéw
réznych ugrupowan chemicznych zaangazowanych w wychwyt Fe, klasyfikuje si¢ je do trzech
rodzin: (1) katecholowe, (2) hydroksamowe, (3) karboksylowe. Do chwili obecnej odkryto nieco
ponad 500 réznych typow sideroforow, a okoto 270 z nich zostato scharakteryzowanych pod
wzgledem strukturalnym. Wiele badan wykazuje, ze PGPR zdolne do syntezy sideroforow, poprzez
rozpuszczenie i chelatowanie zelaza z organicznych i nieorganicznych postaci, w znaczacy sposob
przyczyniajg si¢ do promowania wzrostu i rozwoju roslin. Badania przeprowadzone przez Yu i wsp.
w 2011r. wykazaty, ze siderofory wytworzone przez szczep Bacillus subtilis wyizolowane z ktaczy
pieprzu, charakteryzujg si¢ aktywnos$cig przeciwgrzybiczg (Fusarium wilt), a przede wszystkim
promujg wzrost gospodarza (Beneduzi i in. 2012; Singh i in. 2019).

3.3 Solubilizacja fosforu

Kluczowym makroelementem odgrywajacym istotng rolg we wzroscie i rozwoju roslin,
zaraz po azocie jest fosfor (P). Bierze on udziat w licznych procesach metabolicznych, do ktorych
zalicza si¢ m.in. przemian¢ i uwalnianie energii, respiracj¢, transdukcje sygnalu, biosynteze
makromolekut, fotosynteze. W naturze duze iloSci fosforu zmagazynowane sg W postaci
nierozpuszczalnych soli mineralnych, skal fosforanowych (fosforyty), fosforanie wapnia czy
hrydroksyapatycie. W glebie fosfor wystepuje w dwoch formach: organicznej i nieorganiczne;.
Rosliny nie sg zdolne do korzystania ze znajdujacego si¢ w niej fosforu, gdyz okoto 95-99% tego
pierwiastka wystepuje w jednej z trzech postaci: nierozpuszczalnej, zimmobilizowanej oraz
wytraconej. RoSliny posiadaja zdolno$¢ asymilacji fosforu w postaci jonow jednozasadowych
(H2POs) i dwuzasadowych (HPO.*). PGPR znajdujace sie w ryzosferze wytworzyly trzy
mechanizmy uwalniania fosforu. Do tych mechanizméw zaliczamy:

e uwalnianie sktadnikow kompleksujacych lub rozpuszczalnikow mineralnych,
e wydzielanie do $rodowiska enzymoéw zewnatrzkomérkowych (biochemiczna
mineralizacja fosforu),
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e uwalnianie fosforu podczas degradacji substratu (biologiczna mineralizacja fosforu).

Do solubilizacji fosforu zdolne sa mikroorganizmy okre§lane terminem bakterii

solubilizujacych fosfor (PSB, ang. phosphorus solubilizing bacteria), do ktoérych zalicza si¢ rodzaje

Arthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,

Pseudomonas, Rhizobium, czy Serratia. PBS mogag by¢ wykorzystywane jako alternatywna

solubilizacja w zréwnowazonym rolnictwie (Bhattacharyya i in. 2012; Gupta i in. 2015; Prasad i in.
2019).

3.4 Solubilizacja potasu

Potas (K) jest waznym makroelementem wplywajacym na aktywno$¢ enzymoéw, synteze
biatek, czy tez proces fotosyntezy. Stezenie tego pierwiastka w glebie utrzymuje si¢ na znaczaco
niskim poziomie, a 90% potasu wystgpuje w formie nierozpuszczalnych skat i krzemionek. Deficyty
poziomu K u ro§lin przejawiaja si¢ m.in. stabo rozwinigtym systemem korzeniowym, produkcja
matych nasion, powolnym wzrostem i plonowaniem.

PGPR wykazuja zdolno$¢ solubilizacji potasu ze skat, poprzez zakwaszenie $rodowiska
produkujac i wydzielajac kwasy organiczne. Bakterie takie jak Acidithiobacillus, Bacillus edaphicus,
Ferrooxidans, Pseudomonas, Burkholderia oraz Paenibacillus sg zdolne do uwalniania potasu ze skat
potasowych, i konwertowania w postaci tatwo dostepne dla roslin (Gupta i in. 2015; Prasad i in. 2019).

3.5 Wytwarzanie cyjanowodoru

Niektore z bakterii reprezentujacych PGPR charakteryzuja si¢ zdolnoscig do syntezy
cyjanowodoru (HCN). Zwiazek ten jest powszechnie stosowany jako wskaznik kontrolujacy poziom
toksyczno$ci w systemach rolniczych. Z drugiej strony, HCN stosowany jest rowniez jako zwiazek
chelatujacy jony metali ciezkich, a takze posrednio uczestniczy w uwalnianiu fosforu do §rodowiska.
PGPR zdolne do syntezy HCN moga postuzy¢ jako bionawdz zwigkszajacy produkcje, wzrost oraz
plonowanie roslin uprawnych. Badania przeprowadzone na cyjanogennym szczepie Pseudomonas
fluorescence, wykazaty, iz odgrywa on potencjalng rolg w biokontroli, wzmacnianiu dtugosci todyg
i korzeni, kietkowaniu nasion ryzu, jeczmienia oraz pszenicy. Niektore szczepy wytwarzajagce HCN
moga rowniez syntetyzowaé amoniak (NHs), a synergiczny efekt dzialania obu zwigzkow przyczynia
si¢ do regulacji metabolizmu organizmu roslinnego (Glick 2012; Singh i in. 2019).

3.6 Produkcja fitohormonow

Organizmy bytujace w ryzosferze posiadaja zdolno$¢ produkcji i wydzielania hormonow
ro§linnych. Fitohormony to substancje organiczne, ktore moga hamowaé, promowacé lub
modyfikowa¢ wzrost i rozwdj roélin juz przy bardzo niskim st¢zeniu (<ImM). U PGPR wykazano
zdolno$¢ do produkcji giberelin, auksyn, cytokin oraz etylenu (Kalitkiewicz i in. 2008; Prasad i in.
2019).

Wséréd PGPR rozpowszechniona jest synteza auksyn, szczegoélnie kwasu indolilo-3-
octowego (IAA, ang. indole-3-acetic acid). IAA oddziatuje na takie procesy roslinne jak: podziat
komorek, inicjacj¢ korzeni, foto- i1 geotropizm, stymulowanie nasion, biosynteze¢ roznych
metabolitow, czy takze odporno$¢ na warunki stresowe. Szacuje si¢, ze okoto 80% ryzobakterii, ktore
kolonizujg nasiona i korzenie roslin, syntetyzuje egzogenny IAA, ktoéry wraz z endogennym
odpowiednikiem, oddziatuje na proliferacj¢ komorek i wzrost wychwytu przez gospodarza roslinnego
mineralnych sktadnikéw zawartych w glebie. Gtownym prekursorem w biosyntezie IAA, zachodzace;j
w komorkach bakterii, jest tryptofan pochodzacy z wydzielin korzeniowych. Zdolno$¢ syntezy
i wydzielania IAA przez ryzobakterie pozwala na detoksyfikacje tryptofanu i jego analogow, co
umozliwia ochrone komoérek bakteryjnych przed jego szkodliwym wplywem. PGPR zdolne do
syntezy i wydzielania IAA sa reprezentowane przez szczepy Pseudomonas, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Klebsiella (Gupta i in. 2015; Prasad i in. 2019).

U przedstawicieli PGPR z rodzajéow Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas i wielu innych,
wykazano zdolno$¢ do syntezy giberelin i cytokin, stymulujacych podziaty komorek roslinnych oraz
kontrolujgcych rozwdj systemu korzeniowego roslin. Gibereliny odpowiadaja m.in. za przerywanie
spoczynku nasion, kietkowanie nasion, wzrost todygi, rozwoj kwiatostanu oraz stymulacje wzrostu
korzenia (Kalitkiewicz i in. 2008; Bhattacharyya i in. 2012; Glick 2012).
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Etylen to kluczowy fitohormon o szerokim spektrum dzialania na ro$linny. Odgrywa wazna
role w wielu procesach m.in. inicjacji i inhibicji elongacji korzenia, promowaniu dojrzewania
owocdow, stymulowaniu spoczynku nasion, a takze aktywuje synteze innych hormonoéw roslinnych.
W niskich stezeniach, etylen moze wspomaga¢ wzrost i plonowanie roslin, jednak jego wysokie
stezenie prowadzi do indukcji defoliacji oraz innych proceséw prowadzacych do spadku plonow
(Glick 2012; Dubois i in. 2018).

3.7 Deaminaza ACC

Jednym z wazniejszych mechanizméw wspomagajacych wzrost i rozwdj roslin przez PGPR,
jest produkcja deaminazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (deaminaza ACC).
Enzym ten przeksztalca prekursor etylenu — kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy (ACC) do
amoniaku (NHs) i a-ketomaslanu, redukujac w ten sposéb poziom etylenu w tkankach roslinnych
i wptywajac na wzrost i rozwdj roslin w warunkach stresu wywolanego czynnikiem biotycznym lub
abiotycznym. Obnizenie poziomu etylenu z punktu gospodarza ro$linnego, jest korzystnym
mechanizmem, poniewaz wysoki poziom etylenu w tkankach roslinnych moze prowadzi¢ do
hamowania wzrostu i rozwoju ro$lin, a w konsekwencji do $mierci. Deaminaza ACC stymuluje
wzrost i rozwéj roslin w dwojaki sposob. Po pierwsze, powstawanie amoniaku podczas reakcji
przeksztatcania ACC, stanowi dodatkowe zrodio tatwo przyswajalnego azotu dla roslin. Z kolei,
hydroliza ACC prowadzi do obnizenia poziomu etylenu w tkankach roslinnych, co skutkuje
uodpornieniem na warunki stresowe w srodowisku (Kalitkiewicz i in. 2008; Saleem i in. 2007, Dubois
i in. 2018).

3.8 Wywolywanie Indukowanej Odpornosci Systemicznej

Oddzialywania miedzy bakteriami, a roslinami moga prowadzi¢ do infekcji tkanek
ro$§linnych. W celu zapobiegania chorobom, PGPR wykazuja mozliwo$¢ wywolywania indukowanej
odpornosci systemicznej (ISR, ang. induced systemic resistance) przeciwko szerokiemu spektrum
patogenéw. ISR definiowana jest jako fizjologiczny stan wzmocnionej zdolno$ci obronnej wywotany
odpowiedzig na okreslone czynniki srodowiskowe. W indukowanej przez PGPR ISR, czastkami
sygnalnymi jest kwas jasmonowy i etylen, ktorych akumulacja w roslinie zwigksza odporno$¢ na
czynniki chorobotworcze, do ktorych zalicza si¢ m.in. lipopolisacharydy (LPS), substancje lotne (2,3-
butanodiel), czy laktony homoseryny (Bent 2006; Bhattacharyya i in. 2012; Glick 2012; Gupta i in.
2015).

3.9 Produkcja enzymow litycznych

Stymulacja wzrostu ro$liny przez szczepy zaliczane do PGPR wigze si¢ rOwniez ze
zdolnoscia do syntezy, przez te mikroorganizmy, licznych enzyméw takich jak chitynazy,
dehrydrogenazy, B-glukanazy, lipazy, fosfatazy, proteazy i wielu innych. Enzymy te umozliwiaja
eliminacj¢ fitopatogenéw z ryzosfery, poprzez uszkodzenie ich $cian komoérkowych. Dzigki tej
aktywno$ci, PGPR odgrywaja znaczaca role w promowaniu wzrostu 1 rozwoju roslin,
szczegolnie ochronie przed niekorzystnymi czynnikami biotycznymi np. patogennymi grzybami
(Botrytis cinera, Fusarium oxysporum, Pythium ultimum) (Gupta i in. 2015).

4. Podsumowanie

Powszechnie stosowane sztuczne nawozy oraz pestycydy majace na celu poprawe upraw
rolniczych, przyczyniaja si¢ do zubozenia $rodowiska glebowego, a co za tym idzie, pogorszenia
warunkow uprawnych i zubozenia zbiorow. Liczne badania wskazuja, ze bakterie ryzosferowe
nalezace do PGPR, dzigki wykazywaniu licznych mechanizméw oddziatujacych na rosliny, moga
stanowi¢ alternatywna metod¢ bionawozenia upraw. Poprzez poprawg warunkéw glebowych
(zwigkszenie dostgpnosci zrodet P i K, dostgp do tatwo przyswajalnych zrodet N, zwigkszeniu
odpornosci przeciwko patogenom) PGPR moga znaczaco wplywaé zardwno na wzrost, rozwoj,
jak plonowanie roslin uprawnych. Nalezy mie¢ na uwadze, Zze opisane wyzej mechanizmy
charakteryzujg si¢ synergistycznym dziataniem, ktére jest czgscia prawidlowej interakcji
symbiotycznej migdzy PGPR a ich gospodarzami ros§linnymi. Obecnie bionawozy stajg si¢ coraz
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czegSciej wybierang naturalng metoda wspomagania upraw przez rolnikow w zréwnowazonym
rolnictwie, le$nictwie czy ogrodnictwie.
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Streszczenie

Azot (N) to jeden z najwazniejszych pierwiastkow niezbgdnych do prawidlowego wzrostu
i rozwoju roslin. Pomimo jego ogromnych iloéci w §rodowisku naturalnym, nie jest on dostepny dla
organizmow roslinnych. Biologiczna redukcja azotu atmosferycznego (N2) przez bakterie glebowe
z rodziny Rhizobiaceae, dostarcza tatwo przyswajalnych przez tkanki roslinne form azotu. Mozliwe
jest to dzigki interakcji symbiotycznej migdzy kompatybilnymi partnerami, ro§linami bobowatymi
(Fabaceae) oraz bakteriami glebowymi (Rhizobiaceae). Jednakze, do prawidlowego przebiegu
procesu symbiotycznego, konieczne jest wzajemne rozpoznanie organizmow symbiotycznych.
Zaj$cie procesu mozliwe jest dzigki wydzielanym przez korzenie roslinne — flawonoidom, a takze
bakteryjnym czynnikom Nod, ktore produkowane s3 w odpowiedzi na sygnat roslinny. Efektywna
symbioza moze umozliwi¢ wzrost roslin, hodowanych na glebach ubogich w azot, a tym samym
wplyna¢ pozytywnie na wzrost i plonowanie ro$lin uprawnych bez konieczno$ci stosowania
sztucznych nawozow czy pestycydow.

1. Wstep

Azot (N) jest jednym z pierwiastkow biogennych (obok wodoru — H, wegla — C, tlenu — O,
fosforu — P, siarki — S), ktory stanowi element budujacy nukleotydy, biatka, jak réwniez lipidy
wchodzace w sktad blon komoérkowych. Pomimo powszechnego wystepowania w $rodowisku
naturalnym, w atmosferze stanowi prawie 80% jej sktadu, azot atmosferyczny (N2) nie jest tatwo
przyswajalng forma, przez organizmy roslinne. Z pomocg ro$linom przychodzi proces biologicznego
wigzania azotu (BNF, ang. biological nitrogen fixation), ktory polega na konwersji azotu
atmosferycznego (N2) do postaci tatwo przyswajalnych przez tkanki ro$linne, czyli jonow
amonowych (NH4"). BNF przeprowadzajg bakterie zdolne do redukcji azotu, bakterie wolno zyjace -
diazotrofy oraz wchodzace w uklady symbiotyczne z ro§linami bobowatymi - rizobia. Warunkiem
koniecznym do zaj$cia procesu wigzania azotu jest synteza aktywnego kompleksu enzymatycznego,
nitrogenazy. BNF stanowi wazne ogniwo w zachowaniu réwnowagi miedzy iloScia azotu
atmosferycznego, a jonami amonowymi (NH.") w §rodowisku (Dixon i in. 2004). Uwaza sie, ze dzigki
procesowi BNF, dostarczane jest blisko 200 min ton azotu rocznie do jego globalnego obiegu
(Martyniuk 2008). Stechiometrycznie rOwnanie biologicznego wiazania azotu (BNF) przedstawia si¢
nastepujaco:

Ny + 8¢+ 8H* + 16MgATP——» 2NHs + Hz + 16MgADP + 16P;

Kompleks enzymatyczny nitrogenazy to metaloenzym umozliwiajacy proces aktywacji
i biologicznego wigzania azotu atmosferycznego (N.). Nalezy do dwukomponentowych systeméow,
na ktéry sktadajg si¢ dwie wspotpracujace ze sobg metaloproteinazy: 1) reduktaza dinitrogenazowa
(biatko zelazowe, Fe) oraz 2) dinitrogenaza (biatko molibdenowo-zelazowe, MoFe) (Rys. 1) (Dixon
i in. 2004).

Reduktaza dinitrogenazowa (biatko Fe) kodowana jest przez gen nifH. Wystepuje w formie
dimerycznej, na ktérg sktadaja si¢ dwie identyczne y-podjednostki, o tgcznej masie czgsteczkowej
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wynoszacej 30-72 kDa. Monomery potaczone s3 ugrupowaniem 4Fe-4S, a takze posiadaja dwa
miejsca umozliwiajagce zwigzanie MgATP. Druga komponente stanowi dinitrogeneza (biatko MoFe),
ktora jako heterotetramer kodowany przez geny nifD i nifK, zbudowana jest z dwoch a- i B-
podjednostek, tworzacych uktad ayB.. Masa czasteczkowa dinitrogenazy wynosi 180-240 kDa.
Enzym ten charakteryzuje si¢ specyficznoscia gatunkowsg oraz posiada w swojej budowie miejsce
redukujace azot atmosferyczny (N2). Centrum aktywne zbudowane jest z dwdch rodzajow klastrow
metalosiarkowych: 1) klaster P — stanowi go kompleks 8Fe-7S, w ktoérym zelazo za pomoca sze$ciu
wigzan kowalencyjnych taczy si¢ z resztami cysteinowymi nitrogenazy oraz 2) kofaktor FeMo —
klaster w postaci 1Mo-7Fe-9S-homocytrynianu. Kompleks nitrogenazy jest niezwykle wrazliwy na
dziatanie tlenu (O2), poniewaz nawet jego $ladowe ilosci powoduja nicodwracalne uszkodzenie
enzymu (Dixon i in. 2004; Lyszcz i in. 2016).
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Rys. 1. A. Nitrogenaza — struktura kompleksu enzymatycznego B. Schemat cyklu biatka zelazowego
nitrogenazy (opracowanie na podstawie Dixon i in. 2004).

Mechanizm dziatania nitrogenazy wymaga redukcji biatka Fe przez donory elektronow
jakimi sg zwiazki: ferrodoksyna (Fd) i flawodoksyna (F1d). Otrzymane przez reduktaze dinitrogenazy
elektrony, uczestniczg w tworzeniu kompleksu wraz z dwoma jonami magnezu (2Mg?*) i ATP.
Kolejno kompleks ten ulega potaczeniu z dinitrogenaza, a elektrony redukuja biatko MoFe,
i transportowane sa poczawszy od klasteru P do kofaktora FeMo. Redukcja dinitrogenazy sprzezona
jest z hydroliza MgATP (Dixon i in. 2004; Lyszcz i in. 2016; Martyniuk 2008).

2. Uklad symbiotyczny rizobia — rosliny bobowate

Rizobia stanowig heterogenng grupe bakterii glebowych na ziemi. Pod wzgledem
taksonomicznym, nalezg do klasy o-Proteobakterii, obejmujacej takie rodzaje jak: Rhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizorium (Ensifer), Bradyrhizbium, Burkholderia, Phyllobacterium,
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Microvirga, Azorhizobium, Ochrobacterium, Methylobacterium, Cupriavidus, Devosia czy Shinella
(Maj i in. 2010; Stasiak i in. 2016; www.rhizobia.co.nz). Rizobia charakteryzuja si¢ duzg tolerancja
metaboliczng, ktdra pozwala im na przystosowanie si¢ do panujacych warunkow srodowiskowych.
Bakterie te moga wystepowac w glebie, jako wolno zyjace lub wchodzi¢ w uktady symbiotyczne z
ro§linami. W wyniku interakcji z ro§linami bobowatymi dochodzi do wytworzenia na korzeniach
ro§lin specyficznych struktur roslinnych — brodawek korzeniowych, wewnatrz ktorych zachodzi
proces biologicznej asymilacji azotu atmosferycznego (N2) (BNF) (Maj i in. 2010; Stasiak i in. 2016;
Poole i in. 2018).

Do przeprowadzenia efektywnej symbiozy wymagana jest obecno$¢ dwoch kompatybilnych
organizmow, pierwszy stanowig bakterie symbiotyczne, natomiast drugim partnerem sa rosliny
bobowate (Fabaceae). Rosliny te reprezentuja liczng rodzing roslin okrytozalazkowych,
charakteryzujaca si¢ rozleglym wystepowaniem (od strefy klimatu umiarkowanego do tropikalnego).
Bobowate maja istotne znaczenie gospodarcze, ze wzgledu na fakt, ze wielu przedstawicieli tej
rodziny to ro$liny uprawne stanowigce zrodlo pozywienia dla ludzi oraz zwierzat (Jasinski i in. 2009).
Zdolno$¢ do wchodzenia w interakcje symbiotyczne z Gram-ujemnymi bakteriami glebowymi
dostarcza im wielu korzysci. Przede wszystkim, rizobia wigzace w tym uktadzie azot atmosferyczny
(N2) przeksztatcaja go do formy tatwo przyswajalnej dla roslin - jonéw amonowych (NH4*). Proces
ten wpltywa pozytywnie na wzrost, rozwdj oraz plonowanie gospodarza roslinnego (Janczarek i in.
2014, Stasiak i in. 2016; Poole i in. 2018).

Interakcja migdzy rizobiami — roslinami bobowatymi stanowi ztozony, $cisle kontrolowany,
wieloetapowy proces, ktory obejmuje m.in. wymian¢ i odbior sygnalow molekularnych,
zroznicowanie morfologiczne komorek korzenia, jak rowniez dostosowanie metabolizmoéw
partneréw symbiotycznych (Rys. 2) (Stasiak i in. 2016).

Rizobia

\‘noo‘nnl noe

®bllhl N.l:d

chromosom

0
flawonoidowe i nieflawonoidowe
induktory genéw nod

Rys. 2. Etap inicjacji procesu symbiozy rizobium — roéliny bobowate. Objasnienia: 1 — Aktywacja
ekspresji genow nod poprzez flawonoidowe i nieflawonoidowe induktory, 2 — Synteza czynnikow
Nod (NF), 3 — Czynnik Nod i EPS (egzopolisacharyd) poprzez receptory NFR1 i EPR3 (4 i 5) inicjuja
kaskade sygnatowa prowadzacg do (6) powstania zagigcia wlosnikow korzeniowych (Stasiak i in.
2016).

Pierwszy etap konieczny do zajscia efektywnej symbiozy to wzajemne rozpoznanie
kompatybilnych biologicznie partnerow. Jest to mozliwe dzigki czastkom sygnalnym, ktore
syntetyzowane i wydzielane sg zaréwno przez gospodarza ro§linnego — m.in. flawonoidy, jak rowniez
produkowane sa przez rizobia — czynniki Nod. W rozpoznaniu znaczaca rol¢ odgrywaja takze
struktury powierzchniowe bakterii, m.in. egzopolisacharyd (EPS), kapsularne polisacharydy (CPS),
B-glukany, oraz lipopolisacharyd (LPS) (Stasiak i in. 2016). Dzieki wzajemnemu rozpoznaniu
partner6w symbiozy, dochodzi do adsorpcji bakterii na powierzchni wtosnikow korzeniowych
ro$liny. Proces ten przebiega w dwoch etapach. W pierwszym etapie dochodzi do specyficznej, jak
i niespecyficznej adhezji bakterii zaleznej od stezenia wapnia (Ca®*) obecnego w srodowisku reakcji.
W drugim etapie rozwoju symbiozy zachodzi adhezja specyficzna dla danego gatunku roéliny,
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bakterii. W procesie tym uczestnicza produkty genow nod i genow specyficznosci gospodarza, tzw.
hsn (ang. hist specific nodulation), dzigki ktérym proces przebiega poprawnie. EPS, LPS, CPS
ulatwiajg adhezj¢ bakterii symbiotycznych do powierzchni wlosnikow rosliny. W wyniku adsorpcji
bakterii na wtosniach oraz dziatania czynnikéw Nod, dochodzi do deformacji wtosnikéw
korzeniowych i utworzenia struktury zwanej ,,laska pasterza” (ang. shepherd’s cook). Spowodowane
jest to naplynieciem wapnia do wnetrza komodrek korzenia, skutkujagcym depolaryzacja btony
komoérkowej. Zachodzaca zmiana w budowie cytoszkieletu oraz powstanie nici preinfekcyjnej,
przyczynia si¢ do zmiany panujacych warunkow srodowiskowych, ktore umozliwiaja dalsza infekcje
tkanek roslinnych przez bakterie (Stasiak i in. 2016). Kolejnym etapem symbiozy jest formowanie
si¢ nici infekcyjnej (IT, ang. infection thread). Spowodowane jest to miejscowym namnozeniem si¢
bakterii, produkcja czynnikow Nod, a takze hydroliza Sciany komorkowej. Ni¢ infekcyjna,
pochodzenia roslinnego, przypomina swoja budowa rurke wypetniong dzielacymi si¢ bakteriami. Jej
rozw6j poczatkowo odbywa si¢ w miejscu infekcji witosnika, a nastepnie przechodzi wzdhuz
kolejnych warstw komodrek kory korzenia. W ten sposdb mozliwe jest uwolnienie bakterii do
zawigzka brodawki — primordium (Skorupska i in. 2010; Stasiak i in. 2016). Nastgpnie bakterie
uwalniane sg z nici infekcyjnej, przeksztalcaja si¢ w wigzace azot bakteroidy i otoczone sg btong
peribakteroidalna, pochodzenia roslinnego, tworza struktur¢ zwana Symbiosomem. Widocznym
objawem prawidtowego zajscia tego procesu jest formowanie funkcjonalnej brodawki korzeniowej
(Gage 2004; Skorupska i in. 2010; Wielbo i in. 2003; Stasiak i in. 2016).

2.1 Flawonoidy

Flawonoidy to grupa niskoczasteczkowych zwiazkéw, stanowiace metabolity wtdrne
syntetyzowane i wydzielane przez szeroka game roslin (od roslin zarodnikowych, naczyniowych,
poprzez glony oraz mchy). Zwiazki te pelnig réznorodne funkcje w organizmie roslinnym. Po
pierwsze, determinujg barwe kwiatow (z61ta, czerwona, niebieska, fioletowa), zapach, oraz smak
owocow. Dzigki ich akumulacji w organach roslinnych (pylniki, stupki) uczestnicza w rozwoju
i otwieraniu si¢ pgkéw kwiatowych. Stanowig takze naturalne repelenty odstraszajace drapiezniki
m.in. zwierzeta roslinozerne. Wykazuja wilasciwosci toksyczne w stosunku do szkodnikow,
patogennych bakterii czy grzybow. Chronig rosliny przed infekcjami dziatajac ochronnie przeciwko
infekcjom roslinnym. Biora udzial w interakcjach alleopatycznych miedzy réznymi osobnikami
ro$linnymi. Flawonoidy to takze fitoaleksyny, pelnigce funkcje obronng przed czynnikami
patogennymi. Zwiazki te, chronig rosliny takze przed szkodliwym dziataniem promieniowania UV,
gdyz w swojej budowie flawonoidy posiadaja uktad chromoforowy (pierscien aromatyczny wraz
Z sprzezonymi wigzaniami podwojnymi). Przyczynia si¢ to do zmniejszenia docierajacej do roslin,
iloSci promieniowania zaréwno UV-A, jak i UV-B. Chronig w ten sposob rosliny przed
oksydacyjnymi uszkodzeniami organelli roslinnych. Stwierdzono takze, Zze posiadaja wiasciwos$ci
ochronne przed powstajacymi reaktywnymi formami tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), tj.
tlenem singletowym (*O;), rodnikiem hydroksylowym (HO"), czy anionorodnikiem ponadtlenkowym
(O27). Mechanizm dziatania flawonoidéw opiera si¢ na neutralizowaniu ROS poprzez indukcje
enzymow — dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy oraz chelatowaniu jonéw metali. Flawonoidy
wraz z bialkami transportowymi oraz nosnikowymi uczestnicza w polarnym transporcie auksyn
(PAT, ang. polar auxin transport) (Jasinski i in. 2009; Janczarek i in. 2014; Liu i in. 2016).

Podstawowy szkielet flawonoidow zbudowany jest z polaczenia dwoch pierscieni
aromatycznych poprzez mostek, w wyniku ktorego tworzy si¢ charakterystyczny uktad: C6-C3-C6
(Rys. 3). Biosynteza flawonoidoéw jest ztozonym procesem. Prekursory tych zwigzkow podlegaja
licznym przemianom na drodze dwodch szlakéw: 1) w szlaku kwasu malonowego — w ktoérym
produktem koncowym jest malonylo-CoA, 2) w szlaku kwasu szikimowego — w ktorym powstaty
erytrozo-4-fosforan oraz fosfoenolopirogronian zostaja przeksztalcone w kwas szikimowy, ktory
w dalszych etapach ulega konwersji do aminokwaséw — tyrozyny (Tyr) i fenyloalaniny (Phe).
Nastgpnie powstale aminokwasy aromatyczne zostajg przeksztalcone w kwas cynamonowy, ktory z
kolei poprzez kwas p-kumarowy, ulega konwersji do p-kumaroilo-CoA. W kolejnym etapie ma
miejsce cyklizacja p-kumaroilo-CoA do chalkonu pod wplywem dziatania enzymu — syntazy

127|Strona



Uprawa roslin i ochrona Srodowiska

chalkonowej. Jednakze, chalkon bedac nietrwalym zwigzkiem, ulega przeksztalceniu do flawanu, a
ten z kolei moze ulec dalszym modyfikacjom enzymatycznym (Jasinski i in. 2009).

Rys. 3. Podstawowa struktura flawonoidow (Jasinski i in. 2009).

Do dzi$ poznano ponad 10 000 flawonoiddéw, a ich liczba stale ros$nie. Ze wzgledu na
indywidualne modyfikacje podstawowej struktury wyroznia si¢ kilka klas tych zwigzkoéw: flawony,
flawonole, flawanony, flawanole, izoflawony, antocyjany, chalkony. Szkielet flawonoidow moze
ulega¢ modyfikacjom chemicznym, wsrod ktorych wyrdznia si¢ m.in. glikozylacje, metylacje,
hydroksylacje, czy polimeryzacjg. Obecnos¢ roznych podstawnikow prowadzi do zmian zwigzanych
z iloécia oraz rodzajem produktéw koncowych, jak rowniez ich funkcja, lotnoscia, czy procesem
degradacji (Janczarek i in. 2014).

2.2 Czynniki Nod

Czynniki Nod (NF, ang. nodulation factors) sg to lipochitooligosacharydy (LCO), ktore
bedac produktami bakterii glebowych, uczestniczg w zainicjowaniu procesu symbiozy z ros§linami
bobowatymi. Szkielet NF zbudowany jest z oligosacharydowego rdzenia, ktory tworza jednostki N-
acetylo-D-glukozaminy (od dwoch do szesciu podjednostek) potaczone wigzaniem [-1,4-
glikozydowym. Do nieredukujacego konca szkieletu dotaczane sa czasteczki wielonienasyconych
i dlugotancuchowych kwasow ttuszczowych, oraz inne podstawniki (np. wodor, grupa metylowa,
grupa karbamoilowa, grupa acetylowa) (Rys. 4). Czynniki Nod syntetyzowane i wydzielane przez
rézne szczepy bakterii glebowych, jak rowniez przez jeden szczep bakteryjny, moga wykazywac
roznice na poziomie strukturalnym. Wynika to z modyfikacji strukturalnych w rdzeniu LCO, ktore
dotycza: 1) liczby oraz typu podstawnikdéw, 2) stopnia polimeryzacji rdzenia, jak i 3) rodzaju
dlugotancuchowych kwasow tluszczowych przytaczonych do nieredukujacego konca rdzenia (Gage
2004; Janczarek i in. 2014).
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Rys. 4. Schematyczna struktura czynnikow Nod. Objasnienia: R; — kwas ttuszczowy, R> — wodor lub
grupa metylowa, R3 — wodor lub grupa karbamoilowa, R4 — wodor lub grupa karbamoilowa, Rs —
wodor, grupa karbamoilowa lub grupa acetylowa, Re — wodor, monosacharyd, grupa acetylowa lub
grupa siarczanowa, R7 — wodor lub monosacharyd, n — 3-6 (opracowanie na podstawie Janczarek i in.
2014).

Czynniki Nod kodowane sg przez zespot genéw nodABC, ktore wystepujag w genomie
wszystkich bakterii z rodziny Rhizobiaceae, zdolnych do wytworzenia specyficznych struktur na
korzeniach roslinnych — brodawek. Mutacja w tych genach, moze zahamowa¢ synteze czynnikoéw
Nod. Ekspresja gendw nodABC rozpoczyna si¢ od zsyntetyzowania chitynowego rdzenia (LCO).
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Pierwszym enzymem biorgcym udzial w biosyntezie jest N-acetyloglukozaminotransferaza
(kodowana przez gen nodC), ktory wuczestniczy w powstawaniu chitooligosacharydu
z wykorzystaniem substratu jakim jest UDP-N-acetyloglukozamina. Nieredukujacy koniec szkieletu
oligosacharydowego zostaje poddany deacetylacji przy udziale enzymu N-deacetylazy (kodowanej
przez gen nodB), nastgpnie ulegajac N-acetylowaniu w obecnos$ci enzymu N-acylotransferazy
(kodowanej przez gen nodA). Zachodzace modyfikacje zaréwno redukujacego, jak i nieredukujgcego
konca rdzenia LCO sa specyficzne gatunkowo, zalezne od genow kodujacych transferazy
wprowadzajace substytucje, oraz od enzymow syntetyzujacych prekursory wykorzystywane przez
transferazy (Rys. 5). Rizobia w swoim genomie posiadaja rowniez geny nodlJ, ktérych produkty
ekspresji naleza do rodziny transporterow ABC, a ich zadaniem jest wydzielanie zsyntetyzowanych
czynnikéw Nod do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Zaobserwowano, iz mutacje w genach nodlJ
nie hamuja poziomu sekrecji NF, a jedynie zmniejszaja jej poziom. Moze to wskazywac na istnienie
alternatywnego systemu uwalniania czynnikow (Mergaert i in. 1997; Janczarek i in. 2014).

Syntetyzowane i wydzielane przez korzenie ro$linne flawonoidy, stymuluja ekspresj¢
bakteryjnych genow nod. Na wczesnym etapie rozwoju symbiozy, czynniki Nod wywoluja szereg
zmian rozwojowych u gospodarza ro§linnego m.in. depolaryzacj¢ btony komérkowej, przyczyniaja
si¢ do skrecania wlosnikow korzeniowych, wptywaja na zmiany poziomu wewnatrzkomorkowego
wapnia (Ca?*), oraz uczestnicza w inicjacji podziatéw komorek korzenia, ktore przyczyniajg sie do
formowania merystemu brodawki korzeniowej (Sujkowska 2009).
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Rys. 5. Biosynteza czynnikow Nod. Produkty genéw nodA, nodB i nodC uczestniczg w syntezie
szkieletu gldéwnego czynnika Nod. Modyfikacje struktury chemicznej NF warunkujg swoisto$¢
zakazenia. W zaleznosci od szczepu rizobium, szlak ten moze ulega¢ przedluzeniu oraz
modyfikacjom katalizowanym przez transferazy (opracowanie na podstawie Mergaert i in. 1997).
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3. Podsumowanie

Dzigki oddzialywaniom symbiotycznym migdzy roslinami bobowatymi (Fabaceae)
a rizobiami (m.in. Rhizobium, Bradyrhiobium), mozliwe jest uniknigcie przez roslinny tzw. ,,glodu
azotowego” spowodowanego brakiem przyswajalnych form azotu (N). Przeprowadzany przez
bakterie proces biologicznego wiazania azotu atmosferycznego (BNF) dostarcza roslinom tatwo
dostepnej jego formy - amoniaku (NHs). Poznanie mikrosymbiontow uczestniczacych w uktadach
symbiotycznych z gatunkami ro$lin uprawnych, przyczynia si¢ do stworzenia naturalnych
bionawozow wspomagajacych wzrost oraz plonowanie roslin co ma istotne znaczenie dla rolnictwa,
ochrony srodowiska i gospodarki. W konsekwencji, mozliwe jest zmniejszenie iloSci stosowanych na
szeroka skalg nawozow sztucznych oraz pestycydow, ktore przyczyniaja si¢ do zubozenia srodowiska
naturalnego. Mikroorganizmy zidentyfikowane w oparciu o proces symbiozy, moga postuzy¢ do
stworzenia biopreparatu wspomagajacego ochrong i reintrodukcje roslin zagrozonych wyginigciem.
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