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Przedmowa

Opracowanie jest pracg zbiorowa napisang przez miodych naukowcow cheacych
opublikowaé¢ swoje dokonania na tamach wydawnictwa ,,Mtodzi Naukowcy”. Przeznaczone jest dla
wszystkich zainteresowanych zglebianiem wiedzy z do$¢ obszernego zakresu nauk przyrodniczych.
Dzigki monografii czytelnicy szybko i doktadnie moga zapoznac¢ sig, oraz stwierdzi¢ jakie badania
z zakresu nauk przyrodniczych sg realizowane w naszym kraju i podejmowanie jakich wyznan daje
wymierne efekty badawcze mtodym naukowcom. Obecnie utrwala si¢ coraz bardziej i powszechniej
przekonanie, ze stosowanie jedynie kompleksowych badan z zakresu wszystkich dziedzin nauki,
prowadzi do pehniejszego zrozumienia proceséw nimi kierujacych, dlatego zawarcie w czgsciach
monografii zebranych komplekséw badan moze zaowocowaé szerszym spojrzeniem na wyniki badan
oraz skorelowac ze sobg pewne zaleznosci oczekujac wymiernych efektow ich wspolpracy.

Zywno$¢ i zywienie. W tej czeSci monografii odniesiono si¢ do tak bliskiemu nam
wszystkim pojecia zywienia 1 zywnosci. Odpowiednio zbilansowane pozywienie poprzez
zaprawianie kompozycjami zi6t 1 dodatkéw analizowane pod katem przechowywania,
fizykochemicznym, organoleptycznym oraz jakosciowym moze by¢ produktem jeszcze
doskonalszym o poprawionych i zbilansowanych wartosciach odzywczych, wspomagajacym ogolne
samopoczucie. Uswiadamianie nas w tej dziedzinie jest waznym i pomocnym w budowaniu
zasadnosci roli jakg odgrywa pozywienie w naszym zyciu.

Ochrona $rodowiska — Czg$¢ I. Jest wiele sspektow zwigzanych z ochrong $rodowiska,
i W zaleznosci od punktu widzenia, kazde z nich oddziatywaja na siebie czyniac siebie wpot waznymi.
W czesci pierwszej podjeto si¢ zdefiniowania mechanizméw, opisania czynnikoéw determinujacych
jakos¢ wad i gleb, zastosowan nowych technik badawczych do opisu stanu i poprawy ich wlasnosci
fizykochemicznych.

Nauki przyrodnicze — Cze$¢ 1, Fauna i flora. Rolnictwo coraz bardziej dynamicznie stara sig¢
wytwarza¢ produkty lepiej dostosowane do swoich odbiorcow poprzez nicustanne badanie
naturalnych symbioz miedzy gatunkowych, zglebianie wiadomosci o roslinach i ich biomie oraz
wytwarzania nowych odmian. Pozwala to doprecyzowaé produkt finalny, ktory poprzez dokonania
miodych naukowcoéw zawartych w tej monografii bedzie lepszym.

Nauki przyrodnicze — Cze$¢ 11, Fauna. Znalazly si¢ tu opisy bogatego $wiata zwierzat
poczawszy od kolorowego $wiata motyli, przedstawiajac zagrozenia zwigzane z hodowlg drobiu,
zalezno$ciach miedzy naszymi najpopularniejszymi z milusinskich - pséw i kotow, konczac na
wyzwaniach w hodowli koni i ciagtych zagrozeniach ze strony gryzoni.

Dzigki informacjom zawartym w kazdej monografii, napisanej poprawnym jezykiem
polskim, czytelnicy beda mogli dowiedzie¢ si¢ o roéznorodnej pracy wykonanej przez mtodych
naukowcow, a gdy ta publikacja trafi do rak adeptow rozpoczynajacych droge naukowa na polu nauk
biologicznych to pozwoli ona na wlasciwe przygotowanie si¢ do planowania eksperymentéw. Dzigki
tej ksiazce czytelnicy dowiadujg si¢ jakie badania w ubieglym sezonie byly wazne i mialty znaczenie
dla mtodych naukowcoéw zglebiajacych szeroko pojete zawilosci nauk przyrodniczych.
Podsumowujac stwierdzam, Ze praca ta jest bardzo potrzebna i bedzie przydatna w planowaniu badan
dla mtodych naukowcoéw w Polsce. Jest to jedyne takie opracowanie w naszym kraju i jak mi wiadomo
istnieje duze zapotrzebowanie na informacje zawarte w tej ksigzce. Dobrze, ze taka pozycja ukaze si¢
w naszym kraju. Oceniam t¢ ksiazke bardzo dobrze i mysle, ze korzystajacy z niej beda tego samego
zdania.

dr inz. Marcin Baran
Instytut Ochrony Roslin — PIB
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The influence of water deficit and soil properties on the yield of spring barley

Beata Bartosiewicz

Zaktad Gleboznawstwa Erozji i Ochrony Gruntéw, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa —
Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
Opiekun naukowy: Grzegorz Siebielec
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Streszczenie

Jeczmien jest zbozem o duzym znaczeniu gospodarczym, wykorzystywanym przez
cztowieka od tysiecy lat. Obecnie formy jare uprawiane sa przede wszystkim na cele paszowe i do
produkcji stodu. Sposrdd zbodz jarych jeczmien odznacza si¢ wigksza niezawodnoscia plonowania,
jednak niesprzyjajace warunki klimatyczne oraz glebowe negatywnie wptywaja na ilo$¢ i jakos¢
plonu. W ostatnich latach do krajowego rejestru wpisywane sa nowe odmiany charakteryzujace si¢
coraz wyzszg plennoscia, oznacza to postep w hodowli jeczmienia.

1. Wstep

Jeczmien podobnie jak pszenica nalezy do najstarszych zb6z uprawianych przez cztowieka
(Budzynski i Szemplinski 1999). Udomowienie jgczmienia nastapito 10 tysiecy lat temu, jednak jako
pozywienie czlowiek wykorzystywal go juz przed 15 tysigcami lat (Pecio 2002). Badania
archeologiczne przeprowadzone w dorzeczach goérnego Eufratu i Tygrysu dowiodtly, ze 7 tysiecy lat
p.n.e. uprawiano tam jeczmien dwurzedowy, natomiast rysunki znalezione w grobowcach egipskich
faraon6w S$wiadcza, ze przed 4-5 tysigcami lat p.n.e. znano szeSciorzedowy jeczmien nagi
i oplewiony, charakteryzujacy sie krotkimi, zbitymi ktosami. Geograficznie jeczmien wywodzi si¢
Z trzech starozytnych centrow uprawy, mianowicie z osrodka chinskiego, z Bliskiego Wschodu oraz
z osrodka etiopsko-erytrejskiego (Abisynia). Z rejondéw Bliskiego Wschodu rozprzestrzeniat si¢ na
coraz wickszych obszarach Europy, natomiast na obszarze Polski byt znany 2-3 tysigce lat p.n.e.
Swiadcza o tym $lady ziarniakow jeczmienia wielorzedowego znalezionego w wykopaliskach
archeologicznych przeprowadzonych na Dolnym Slasku i Pomorzu Nadwislanskim. (Budzynski
i Szemplinski 1999).

2. Znaczenie gospodarcze

W Polsce uprawiane sa gltéwnie jare formy jeczmienia. Ich powierzchnia tacznie z
mieszankami w 2017 roku stanowita okoto 12% w strukturze zasiewdéw zbdz (Chojnacka, Faryn,
Dybowski, i in. 2018). W 2017 r. na liScie krajowego rejestru w Polsce znajdowato si¢ 68 odmian
jeczmienia jarego, z czego 39 to odmiany typu pastewnego (www.coboru.pl). Ziarno jeczmienia
wykorzystywane jest gldwnie na cele paszowe oraz do produkcji stodu. Na cele paszowe mozna
uprawia¢ wszystkie odmiany jeczmienia, rowniez browarne (Chojnacka, Faryn, Dybowski i in. 2018).
Ziarno jeczmienia ze wzgledu na niska zawarto$¢ substancji antyzywieniowych jest doskonata pasza
dla wszystkich zwierzat gospodarskich. Réwniez sloma ze wzgledu na wyzsza zawarto$¢ biatka i
mniejsze porazenie przez choroby ma wyzszg warto§¢ paszowa niz inne zboza (z wyjatkiem owsa)
(Noworolnik 2014). W ostatnich latach widoczny jest postep w hodowli jeczmienia pastewnego.
Powstaja nowe odmiany coraz lepiej plonujace i bardziej odporne na niesprzyjajace warunki
siedliskowe (Chojnacka, Faryn, Dybowski i in. 2018).
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Rys. 1. Srednia powierzchnia uprawy jeczmienia jarego w tys. ha wedtug wojewodztw
w latach 2014-2015 (zrodto: GUS 2014-2015).
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Rys. 2. Srednie plony jeczmienia jarego w dt ha wedtug wojewodztw w latach 2014-2015 (zrodto:
GUS 2014-2015).
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Rys. 3. Srednie zbiory jeczmienia jarego w tys. ton wedlug wojewodztw w latach 2014-2015
(zrodto: GUS 2014-2015).

3. Wplyw stresu suszy na plon jeczmienia

W ostatnich latach w Polsce zwigksza si¢ czesto$¢ wystepowania suszy powodujacej
znaczne straty w plonach. Duze niedobory wody sa wynikiem wystepowania w trakcie wegetacji
okreséw bezopadowych, a takze okreséw z opadami znacznie mniejszymi niz Srednie oraz wzrostem
temperatury powietrza (Doroszewski, Jadczyszyn, Kozyra i in. 2012; Mizak, Pudetko, Kozyra i in.
2011). Wedtug scenariuszy zmian klimatu deficyt wody dla Polski bedzie si¢ powickszal. Susza
najczesciej rozpoczyna si¢ w okresie wiosenno-letnim i zbiega si¢ z okresami najwickszego
zapotrzebowania ro$lin na wode (Demidowicz, Doroszewski, Gorski 1996; Doroszewski, Jozwicki,
Wroblewska i in. 2014). Woda peini w roslinach réznorodne funkcje: decyduje o rozpuszczeniu
sktadnikéw pokarmowych i ich transporcie do tkanek roslin, bierze udzial w procesie transpiracji,
wplywa na tempo fotosyntezy (Czyz i Dexter 2015), decyduje o cisnieniu turgorowym oraz wplywa
na przebieg proceséw biochemicznych, co w konsekwencji oddzialuje na ilos¢ i jakos¢ plonu.
Zapotrzebowanie roélin na wodg jest zwigzane z fazg rozwojowa 1 wzrasta w miar¢ przyrostu masy
i transpiracji. Nie mniejsze znaczenie niz suma opadoéw ma ich rozktad w okresie wegetacji
(Dmowski i Dzierzyc 2009). Zapotrzebowanie na wod¢ w cyklu rozwojowym roélin mozemy
podzieli¢ na trzy okresy. Pierwszy okres to kielkowanie nasion i1 rozwdj poczatkowy -
zapotrzebowanie ro$lin na wode jest niewielkie. Drugi okres przypada w fazach intensywnego
wzrostu oraz rozwoju wegetatywnego i generatywnego: do kwitnienia i zawigzywania ziarniakow,
wowczas ro$liny wykazuja najwicksze zapotrzebowanie na wode. Trzeci okres to rozwoj
i dojrzewanie ziarniakow, wowczas zapotrzebowanie na wodg systematycznie maleje (Chmura,
Chylinska, Dmowski i in. 2009).

Jeczmien jary ze wzgledu na niski wspotczynnik transpiracji oraz duzg site ssaca korzeni jest
jedng z bardziej odpornych roélin na niekorzystne warunki wodne (Noworolnik 2008; Noworolnik
i Terelak 2006). W zaleznosci od tego w jakiej fazie rozwojowe] jeczmienia wystgpit deficyt wody,
wywotuje on rézne skutki (Chmura, Chylinska, Dmowski i in . 2009). Niedobér wody w fazie

9|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

kietkowania powoduje przerzedzenie wschodow. W fazie krzewienia nastepuje zahamowanie
rozwoju czeSci nadziemnych oraz korzeni, co skutkuje zmniejszeniem liczby zdzbel, kloséw oraz
ktoskéw w klosie. Deficyt wody w tym okresie powoduje redukcj¢ plonu koncowego (Chmura,
Chylinska, Dmowski i in. 2009, Budzynski i Szemplinski 1999). Warto$¢ plonotwdrcza wody w fazie
strzelania w zdzblo, ktora jest jednoczes$nie okresem krytycznym w rozwoju jeczmienia jest bardzo
duza. Deficyt wody w tym czasie wplywa na zmniejszenie powierzchni asymilacyjnej i zmniejszenie
przyrostu organéw wegetatywnych, co skutkuje matym plonem ziarna i stomy. Stres suszy w fazie
ktoszenia i kwitnienia powoduje stabe wyksztalcenie ktosa, zmniejszenie liczby ziaren w klosie oraz
powstawanie klosow przelotowych (pustych). Rozwoj ziarniakow jest kolejnym okresem
krytycznym, wowczas woda jest niezbgedna w celu dobrego wypeknienia ziarna. Brak wody w fazie
dojrzatosci mlecznej objawia si¢ stabym wyksztalceniem ziarna oraz i w konsekwencji mniejszym
plonem. W wyniku niedoboru wody powstate ziarniaki sg drobne i zawieraja wigcej plewek (Chmura,
Chylinska, Dmowski i in. 2009; Budzynski i Szemplinski 1999).

4. Wplyw warunkéw glebowych na plon jeczmienia

Poziom plonowania jgczmienia tak jak i wszystkich zb6z uzalezniony jest przede wszystkim
od nawozenia i warunkow glebowych (Noworolnik 2003, 2015, 2018). Do najwazniejszych
wlasciwosci gleby zaliczamy: sktad granulometryczny, zdolno$¢ do zatrzymywania wody, zasobno$¢
w prochnice i sktadniki pokarmowe, odczyn oraz stosunki wodno-powietrzne (Czyz i Dexter 2015;
Noworolnik 2008). Jeczmien jary ze wzglgdu na stabo rozwiniety system korzeniowy oraz krotki
okres wegetacji (okoto 100 dni) ma wyzsze wymagania glebowe niz owies, pszenzyto czy zyto.
(Noworolnik 2008). W zwiazku z tym wymaga on gleb utrzymywanych w dobrej kulturze, zasobnych
w prochnice 1 wapn (Pecio 2002).

Najlepsze plony jeczmienia jarego uzyskuje si¢ na glebach gliniastych oraz pylowych,
nalezacych do kompleksoéw: pszennego bardzo dobrego i pszennego dobrego. Zadowalajace plony
mozna uzyskaé takze na glebach kompleksow: zytniego bardzo dobrego i Zytniego dobrego, pod
warunkiem, ze utrzymywane sg w dobrej kulturze (Noworolnik 2014). Na podstawie wieloletnich
doswiadczen stwierdzono, ze na glebach kompleksu pszennego dobrego uzyskuje si¢ $rednio o 10%
wyzsze plony jeczmienia jarego niz na glebach kompleksu zytniego bardzo dobrego, o 19% wyzsze
niz na glebach kompleksu zytniego dobrego i o 32% wyzsze niz na glebach kompleksu zytniego
stabego (Noworolnik 2014).

Jeczmien sposrod zboz wyrdznia si¢ najwigksza wrazliwoscig na odczyn gleby. Optymalne
pH dla jeczmienia jarego zalezy od kategorii agronomicznej gleby i wynosi od 5,5 dla piasku
stabogliniastego (kategoria I — gleby bardzo lekkie) do 6,5 dla gliny cigzkiej (kategoria IV - gleby
cigzkie) (Lesszczynska i Noworolnik 2012; www.susza.iung.pulawy.pl). Zbyt kwasny odczyn
ogranicza wzrost i rozwoj roslin. Gdy pH ma warto$¢ ponizej 4,5, w roztworze glebowym pojawiaja
wolne jony glinu i manganu uszkadzajace wiosniki korzeni, ograniczajac tym samym pobieranie
wody oraz sktadnikow pokarmowych przez rosliny (Leszczynska i Noworolnik 2012; Czyz, Dxter,
Stanek-Tarkowska i in. 2015).

Jeczmien jest rosling wrazliwg na niedostateczne napowietrzenie gleby, dlatego wymaga
gleb o wigkszej pulchnosci (Leszczynska i Noworolnik 2012) i uregulowanych stosunkach wodno-
powietrznych. Ograniczenie ilo$ci tlenu w glebie hamuje procesy zyciowe oraz prowadzi do zmian
w metabolizmie roslin (Czyz i Dexter 2015). Rosliny slabiej si¢ krzewia i wytwarzaja mniej korzeni
przybyszowych, co powoduje mniejszg produktywnos¢ pedu glownego, ktdrego zrodlem zasilania w
sktadniki pokarmowe sa pedy boczne (Pecio 2002).

5. Podsumowanie

Na podstawie danych literaturowych mozna stwierdzié¢, ze zauwazalne w ostatnich dekadach
globalne zmiany klimatu rzutuja na warunki produkcji rolniczej. Zgodnie z najbardziej
prawdopodobnymi scenariuszami zmian klimatu w Polsce w nastgpnych kilkudziesigciu latach
nastapi wzrost Sredniej temperatury powietrza, wydtuzy si¢ okres wegetacyjny roslin uprawnych oraz
nastapi wzrost opadow w okresie jesienno-zimowym. W nastepstwie tych zmian zwigkszy si¢ ryzyko
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i czestotliwo$¢ wystepowania suszy rolniczej. Ilo$¢ i jako$¢é plonu w duzym stopniu zwigzane sa
z warunkami pogodowymi wystepujacymi w okresie wegetacji. Najwicksze straty w plonach
powoduje niedobor wody wystepujacy w tzw. okresach krytycznych rozwoju jgczmienia. Istnieje
jednak mozliwo$¢ zmniejszania negatywnego wpltywu suszy poprzez odpowiedni dobor gleby.
Wymagania wodne jeczmienia sg znacznie wigksze na glebach bardzo lekkich i lekkich (nalezacych
do I oraz II kategorii agronomicznej gleby), niz na glebach $rednich czy ciezkich (nalezacych do III
oraz IV kategorii agronomicznej gleb).

Tab. 1. Czestotliwo$¢ wystepowania suszy rolniczej w latach 1961-2010 dla zbdz jarych na glebach
I-IV kategorii (Susza Rolnicza w Polsce w latach 1961-2010).

Okres Kategoria gleby
| ] i v
1961-1970 8 4 1 0
1971-1980 7 7 2 0
1981-1990 6 5 2 1
1991-2000 9 5 3 2
2001-2010 10 8 5 1

Tab. 2. Czgstotliwos¢ wystepowania suszy na glebach kategorii I-1V (Susza Rolnicza w Polsce
w latach 1961-2010).

Kategoria gleby Czestotliwo$¢ wystepowania suszy
| Srednio co 1,1 roku
1] 14
11 2,6
v 45
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Streszczenie

Wazrastajaca produkcja ro$linna stala si¢ jedna z przyczyn poszukiwania metod
przewidywania oraz oceny wptywu niesprzyjajacych warunkdéw na wzrost i rozwoj roslin. Skutkami
oddziatywania stresorow na rosliny sa zaburzone procesy metaboliczne i zmiany w Strukturach
komorkowych. Do najcze$ciej wystepujacych zaburzen zaliczane jest zahamowanie wzrostu oraz
zahamowanie procesu fotosyntezy. Celem opracowania jest przyblizenie mozliwosci wykorzystania
pomiarow krzywej indukcji fluorescencji chlorofilu a w ocenie sprawnos$ci aparatu fotosyntetycznego
oraz ogodlnego stanu fizjologicznego roslin. Wspodtczesne fluorymetry typu PAM (ang. pulse
amplitude modulation) stuza do oceny wydajno$ci przetwarzania energii fotonow $wiatta
fotosyntetycznie czynnego w energi¢ chemiczng oraz wyznaczeniu parametrow indukcji
fluorescencji. Pomiary sg stosunkowo tatwe 1 nieinwazyjne w wykonaniu. Aparaty obrazujace badang
powierzchni¢ dodatkowo powalajg na obserwacj¢ rozktadu intensywnosci fluorescencji chlorofilu
ana powierzchni liScia. Uniwersalno$¢ tej czulej metody pozwala na wykonywanie badan na
pojedynczych roslinach, jak i catych ekosystemach. Obecnie, analiza parametréw indukcji
fluorescencji chlorofilu a stala si¢ podstawowym kryterium selekcji roslin w programach
hodowlanych, ochronie srodowiska i innych dziedzinach gospodarki.

1. Wstep

Rosliny sa narazone na wiele stresogennych biotycznych i abiotycznych czynnikow
srodowiska, jak np. atak patogendow i zwierzat roslinozernych, deficyt wody, niska i wysoka
temperatura, uszkodzenia mechaniczne, zbyt wysokie natgzenie $wiatta fotosyntetycznie czynnego
PAR (ang. photosynthetically active radiation). Fotosynteza jest procesem metabolicznym
szczegolnie wrazliwym na czynniki stresowe. W procesie tym organizmy fotosyntezujace przy
udziale energii slonecznej pobieraja dwutlenck wegla oraz wode, wytwarzajac tlen i glukozg.
Zamiana energii §wiatla na energi¢ wigzan chemicznych jest mozliwa dzigki absorpcji kwantow
swiatta (fotondw) przez chlorofil. Btona tylakoidu stanowi miejsce przebiegu fazy S$wietlnej
fotosyntezy u ro$lin eukariotycznych oraz sinic. Zawarte sa w niej dwa kompleksy biatkowo-
barwnikowe — fotosystem | (PSI) oraz fotosystem Il (PSll), a takze syntaza ATP i cytochrom begf.
W absorpcji $wiatta biorg réwniez udziat barwniki pomocnicze, do ktérych nalezg karotenoidy.
Obecnos¢ ich umozliwia absorpcje wigkszej ilosci kwantow §wiatta. Barwniki fotosyntetyczne sa
zorganizowane w kompleksach zbierajacych §wiatto, LHC (ang. light-harvesting complex),
nazywanych takze kompleksami antenowymi. Energia pochodzaca ze wzbudzonego chlorofilu moze
by¢ wyemitowana jako kwant S$wiatta, co obserwuje si¢ jako czerwone promieniowanie
fluorescencyjne lub w postaci ciepta. Gdy na uktady fotosyntetyczne oddziatuje stres $wietlny, nie sa
one w stanie przetworzy¢ calej energii §wietlnej na energi¢ chemiczng. Ten czynnik stresowy moze
prowadzi¢ bezposrednio lub posrednio do modyfikacji lub uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego
(Maciofek i in. 2013). W rezultacie dochodzi do fotoinhibicji — zjawiska, polegajacego glownie na
destrukcji czgsci rdzeniowej PSII oraz zaburzeniu transportu elektronow. Analiza parametrow
indukcji fluorescencji stanowi podstawowy i przydatny instrument badawczy do oceny stanu
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fizjologicznego rosliny oraz zmian jakie zachodzg pod wptywem stresu (Peterson i in. 2001). Coraz
wigkszg popularno$¢ zdobywaja rowniez techniki wizualizujace (Chaerle i in. 2001).

2. Fluorescencja chlorofilu a

Pochlonigta energia kwantu $wiatta powoduje wzbudzenie czasteczki chlorofilu, czyli
wybicie elektronu ze stanu podstawowego na orbital o wyzszej energii. Pochlonigcie kwantu §wiatla
niebieskiego, powoduje wybicie elektronu na drugi singletowy stan wzbudzenia (poziom S,). Jest to
jednak stan nietrwatly i elektron po bardzo krétkim czasie (10°% s) powraca z jednoczesng emisjg
energii na sposob nieradiacyjny na pierwszy singletowy stan wzbudzenia (poziom Si). Poziom S;
osiggaja rowniez elektrony wybijane z czasteczek chlorofilu wzbudzonych kwantem S$wiatta
czerwonego. Poziom S; jest trwalszy energetycznie niz S,. Jego czas trwania wynosi okoto 10°'s, co
jest wystarczajace do zaj$cia zjawiska fluorescencji. Energia pochlonigetych fotondow $wiatla
wykorzystywana jest w procesach fotochemicznych fotosyntezy. Czes$¢ elektronéw nie moze by¢
wykorzystana w procesach fotosyntetycznych i powraca do stanu podstawowego, a energia kwantu
$wiatla, ktorg zaabsorbowat chlorofil, jest oddawana poprzez emisj¢ Swiatta czerwonego, o wartosci
fali wigkszej niz dlugos¢ fali §wiatta pochtonigtego (Pagliano i in. 2006) (Rys. 1).

Emisja ciepla

NN

Fotosynteza

4 Swiastio
cTerwone

Emisja fluorescencji

Swaatlo moebeesice

Rys. 1. Singletowe stany energetyczne czasteczki chlorofilu oraz rodzaje przejs¢ pomigdzy tymi
poziomami (zmodyfikowano wg Kautsky i in. 1931).

Jak zauwazyl Kautsky i wspotpracownicy, emisja fluorescencji chlorofilu jest odwrotnie
skorelowana z wydajnos$cig fotosyntezy (Kautsky i in. 1931) (Rys. 2).

clemnosé Swiatlo

\ Fotosynteza
NV (pmol CO, m~ 5! )

Flugeescencia chilotofilv a
Uednostlo wrgledne)

I w I
-1 0 1 2 3

Asymilacga CO, (pmol CO.m~=s"')

Czas (min)
Rys. 2. Relacja pomigdzy intensywnoscia asymilacji CO2 a intensywnoscia fluorescencji chlorofilu
a w czasie (zmodyfikowano wg Cetner i in. 2016).

Intensywnos¢ fluorescencji jest tym wigksza, im wigcej czasteczek chlorofilu jest
wzbudzonych. Tak wigc w ro§linach zaadaptowanych do ciemnos$ci bedzie niska (ok. 0,6%
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pochlonigtego $wiatta), a w roslinach intensywnie o$wietlonych moze osigga¢ 3-5% pochlonigtego
$wiatla (Cetner i in. 2016).

2.1 Modulowana fluorescencja chlorofilu a

Krzywa indukcji fluorescencji chlorofilu a odzwierciedlajaca poczatkowe fazy indukcji
fotosyntezy moze stanowi¢ doskonate zrddlo informacji o tym procesie. W praktycznym
zastosowaniu szczegdlnie skuteczna jest modulowana fluorescencja chlorofilu PAM w polaczeniu
Z metodg impulsu nasycenia. W takim systemie zrodto promieniowania §wietlnego jest modulowane.
Oznacza to, ze jest wlaczane 1 wylaczane z okreslong czestotliwoscia. Emisja fluorescencji zostata po
raz pierwszy opisana przez Kautsky i Hirsch. Przed pomiarem liscie byty adaptowane do ciemnosci
przez kilkanascie minut. Po tym okresie zostaly oswietlone impulsem $wiatta (0,3 s). Nastepuje
wowczas szybki wzrost poziomu fluorescencji, po czym poziom ten obniza si¢ do momentu uzyskania
stanu rownowagi (w czasie 3 minut). Kautsky obserwowal charakterystyczny ksztalt krzywej
odzwierciedlajacy kinetyke indukcji fluorescencji chlorofilu — intensywnos¢ krzywej poczatkowo
gwaltownie rosnie a nastgpnie maleje — ten wzrost i spadek zostal nazwany efektem Kautskiego.
Poszczegodlne etapy przebiegu indukcji fluorescencji okreslane sg literami O, I, D, P, S, M, T. W
przebiegu krzywej indukcji fluorescencji wyrdzni¢ mozna dwie fazy: faze szybka, trwajaca od 10722
do 10°s, obejmujacy etapy od O do P oraz faze wolng, trwajaca od kilku do kilkunastu minut, od
etapu P do T (Maxwell i in. 2000) (Rys. 3).
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Rys. 3. Schemat przebiegu krzywej indukcji fluorescencji chlorofilu a w czasie — krzywa Kautskiego
(zmodyfikowano wg Govindjee i in. 1995).

Po o$wietleniu uprzednio zaciemnionej rosliny $wiatlem o odpowiedniej intensywnosci, jest
ono absorbowane przez kompleksy antenowe, ale elektrony nie docieraja jeszcze do centrum reakcji
PSII, wszystkie putapki energetyczne sa otwarte, a przenoséniki elektronow w PSII sg w stanie
utlenionym. Fluorescencja osigga wtedy warto$¢ Fo (fluorescencja minimalna) — punkt O. Po
wzbudzeniu centrum reakcji PSII silnym $wiatlem, krzywa fluorescencji osiaga kolejno: poziom
posredni I, potem etap stopniowego zmniejszania si¢ tempa wzrostu intensywnosci fluorescencji — D,
a nastepnie gwaltowny wzrost do poziomu fluorescencji maksymalnej (Fm) — P. Punkt | odpowiada
stopniowej wedrowce elektronéw do puli plastochinonu, gdy Qa ulega redukcji a fluorescencja
szybko wzrasta. PrzejSciowe obnizenie szybko$ci wzrostu fluorescencji w punkcie D odpowiada
wedrowcee elektrondw pomiedzy przeno$nikami Qa i Qs. Po zredukowaniu wszystkich czasteczek Qa
nastepuje gwaltowny wzrost fluorescencji do poziomu P, czemu towarzyszy zamknigcie centrow
reakcji, a procesy fotochemiczne nie zachodza. Po osiagnigciu maksimum fluorescencji nastgpuje
faza wolna kinetyki indukcji i fluorescencja obniza si¢ osiagajac kolejno poziomy S, M i T. Pasma
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w widmie fluorescencji dostarczajg informacji o odlegto$ciach pomiedzy poziomami oscylacyjnymi
elektronowego poziomu podstawowego (Juneasu i in. 2005).

3. Parametry krzywej indukcji fluorescencji chlorofilu a

Na podstawie krzywej indukcji fluorescencji chlorofilu a mozliwe jest wyznaczenie szeregu
parametréw uzytecznych do opisu fotosyntezy. Parametrem opisujacym fotochemiczng wydajnosé
fotosyntezy jest stosunek fluorescencji zmiennej do maksymalnej (Fv/Fwm). Parametr ten jest wprost
proporcjonalny do wydajno$ci fotosyntezy mierzonej jako wydzielanie Oz lub pobieranie CO,.
W momencie gdy na rosling dziatajg czynniki stresowe warto$§¢ Fyv/Fm zmienia si¢. Przecigtnie
warto$¢ tego stosunku zawiera si¢ w przedziale 0,75-0,85, dla prawidlowo funkcjonujacych roslin
naczyniowych wynosi $rednio 0,83 (Rys. 4), dla sinic przybiera nizszg warto$¢ (Hall i Rao 1999).

Fy Fy —Fy
—=—=0,83
Fm Fm

Rys. 4. Parametr Fv/Fy, gdzie:
Fv — fluorescencja zmienna,

Fwm — fluorescencja maksymalna,
Fo — fluorescencja minimalna

W opisie zwigzku miedzy fluorescencja i fotosynteza dogodne jest uzycie parametréw
zwigzanych z fotochemicznym (qP — ang. photochemical quenching) i niefotochemicznym (gN lub
NPQ — ang. non-photochemical quenching) wygaszaniem fluorescencji. O stosunku liczby fotonéw
zaabsorbowanych przez PSII do liczby fotondw wykorzystanych w fazie $wietlnej fotosyntezy
informuje parametr gP (Kalaji 2010) (Rys. 5).

op = (L =)
FM’ _F0’

Rys. 5. Parametr gP, gdzie:

Fwm — fluorescencja maksymalna w warunkach stanu rownowagi

Fr — fluorescencja stacjonarna,

Foo — fluorescencja zerowa obiektow zaadaptowanych do ciemno$ci w warunkach stanu
roéwnowagi

Wygaszanie fotochemiczne jest uwarunkowane procesami fotochemicznymi, zmniejsza si¢
proporcjonalnie do wysycenia putapek energetycznych PSII oraz redukcji Qa. W momencie, gdy
procesy zachodzace w PSII sg zahamowane, ro$nie wygaszanie niefotochemiczne (qN), zwigzane
z deekscytacjg termiczng. Kiedy centra reakcji sa uszkodzone lub zahamowany jest przepltyw
elektronow z anten do centrow reakcji PSII, nastepuje obnizenie wartosci parametru Fo, ktory stuzy
glownie do ustalania oraz standaryzacji pozostatych parametréw opisujacych fotosynteze. Fo okresla
emisj¢ fluorescencji, gdy wszystkie centra reakcji sa otwarte, a qP przyjmuje wartos¢ maksymalng
(qP = 1). Jest to wskaznik mato zmienny, zazwyczaj przyjmuje state warto$ci. Charakterystyczne dla
fotoinhibicji jest jego obnizenie lub wzrost Fv. Wzrost warto$ci Fo $wiadczy o destrukcji PSII,
natomiast obnizenie wartoci Fy wskazuje na wzrost wygaszania niefotochemicznego NPQ (Stroch i
in. 2004) (Rys. 6).

oo - 3

Mr

) _ 1 = Em=Fu)
Fymr

Rys. 6. Parametr NPQ, gdzie:
Fwm — fluorescencja maksymalna,
Fum: — fluorescencja maksymalna w warunkach stanu rownowagi
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Parametr ten jest odzwierciedleniem stopnia rozproszenia energii w sposob termiczny, ktore
zachodzi w antenach fotosyntetycznych. Efektywna wydajno$¢ kwantowa transportu elektronéw w
PSII opisuje parametr Yield (Rys. 7).

vield = Emfo) _ pfr
M/ Fumr

Rys. 7. Parametr Yield, gdzie:
Fum — fluorescencja maksymalna w warunkach stanu réwnowagi,
Fr— fluorescencja stacjonarna

Inne parametry dogodne do opisu zmian w warto$ciach fluorescencji to LNU oraz P i D.
Parametr LNU (ang. light not utilised) dostarcza informacji jaka cze$¢ energii $wietlnej, ktora pada
na anteny energetyczne PSII nie jest absorbowana przez fotouktad (Peterson i in. 2006) (Rys. 8).

LNU =1— (FATF) CT:)

Rys. 8. Parametr LNU, gdzie:

Fv — fluorescencja zmienna,

Fwm- — fluorescencja maksymalna w warunkach stanu rownowagi,

Fv/Fm — stosunek fluorescencji zmiennej do maksymalnej, miara fotochemicznej aktywnosci PSII

Parametr P okre$la, jaka cze$¢ zaabsorbowanej energii jest wykorzystywana w procesach
fotochemicznych PSII (Rys. 9), natomiast D — jaka cze$¢ tej energii jest rozpraszana termicznie (Rys.
10).

= (2)er

Fumr

Rys. 9. Parametr P, gdzie:

Fv- — fluorescencja zmienna w warunkach stanu rownowagi,

Fum — fluorescencja maksymalna w warunkach stanu rOwnowagi,
gP — fotochemiczne wygaszanie fluorescencji chlorofilu a

D=1—(F%’,)

Rys. 10. Parametr D, gdzie:
Fy- — fluorescencja zmienna w warunkach stanu rOwnowagi,
Fam — fluorescencja maksymalna w warunkach stanu rownowagi

W diagnozowaniu stanu fizjologicznego roslin stosowany jest parametr R4, czyli wskaznik
witalno$ci. Informuje on o potencjalnej aktywno$ci fotosyntetycznej w danych warunkach
$wietlnych. Dla organizmoéw fotosyntetyzujacych w warunkach bezstresowych Rg wynosi 3-5,8
(Kalaji 2010) (Rys. 11).

_ (Fy—FT)
Rfd = T
Rys. 11. Parametr Ry, gdzie:
Fwm — fluorescencja maksymalna,
F+— fluorescencja stacjonarna
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4. Obrazowanie fluorescencji chlorofilu a

Obrazowanie fluorescencji chlorofilu a staje si¢ coraz bardziej popularne jako badanie
przesiewowe (Baker i in. 2001) i narzedzie diagnostyczne (Barbagallo i in. 2003).

W  przeciwienstwie do pomiaréw punktowych, ustawienie wielobarwnego systemu
obrazowania fluorescencyjnego o wysokiej rozdzielczosci przestrzennej umozliwia jednoczesne
przesiewanie kilkuset elementow obrazu liScia i otwiera nowe mozliwosci w zakresie pomiarow
fizjologicznych i wczesnego wykrywania stresu. Dzigki komputerowemu przetwarzaniu danych
uzyskuje si¢ barwne obrazy z informacja o intensywno$ci fluorescencji oraz o stosunkach
fluorescencji w catych lisciach (Liiin. 2014).

Glowng zaleta metod fluorymetrycznych s pomiary wykonywane in vivo, nie naruszajace
struktury badanego materialu. Pomiary trwaja od kilku sekund do kilku minut i mozna je wykona¢
w warunkach polowych, jak i w laboratorium. Ograniczeniem w tego typu pomiarach jest
przedstawienie wylacznie zwiazku migdzy detekcja fluorescencji chlorofilu, a reakcjami fazy
$wietlnej fotosyntezy. Aby w peini moc oceni¢ wydajno$¢ catego procesu fotosyntezy, wyniki
powinny by¢ korelowane z innymi danymi (Gorbe i in. 2012).

5. Zastosowanie pomiarow krzywej indukcji fluorescencji chlorofilu a

Choroby lisci ros§lin mozna tatwo wykry¢ za pomoca obrazowania fluorescencji chlorofilu,
ze wzgledu na ich wptyw na wykorzystanie energii $wietlnej przez aparat fotosyntetyczny (Gorbe
iin. 2014). Metale cigzkie znaczaco wplywaja na zmiany ilosciowe i jakoSciowe barwnikow
w lisciach. Jednym z najczestszych skutkéw toksycznosci metali jest chloroza lisci, jak réwniez
zmiany stezenia chlorofilu, karotenow i ksantofili. Pomiar krzywej indukcji fluorescencji chlorofilu
a oraz analiza jej parametréw umozliwia badanie toksycznego wptywu metali na sprawno$¢ aparatu
fotosyntetycznego. Oparte na tej metodzie aplikacje do monitorowania jakoSci owocoOw cieszg si¢
ogromnym zainteresowaniem, poniewaz oferujg nicinwazyjng, szybka metode okreslania czasu
zbioru i kontrolowania/przewidywania jako$ci nasion po zbiorze. Dzigki zastosowaniu systemu
obrazowania stwierdzono np. wieksza intensywnos$¢ fluorescencji chlorofilu a w niedojrzatych
owocach winogron, poniewaz zawarto$¢ chlorofilu zmniejsza si¢ podczas dojrzewania winogron
(Murchie i in. 2013). Istnieje wiele przyktadow wykorzystania obrazowania fluorescencji chlorofilu
do wykrywania efektow dziatania czynnikoéw stresowych, takich jak stres suszy (Rahbarianiin. 2011)
stres niskiej temperatury (Ehlert 2008) czy zerowanie ro$linozernych owadoéw (Tang i in. 2006).
Obrazowanie fluorescencji chlorofilu stosowano rowniez do wykrywania dziatania herbicydéw na
ro$ling (Barbagallo i in. 2003).

6. Podsumowanie

Pomiar krzywej indukcji fluorescencji chlorofilu a jest powszechnie stosowang technika
w fizjologii roslin pozwalajaca na nieinwazyjny pomiar aktywnosci PSII. Wrazliwo$¢ aktywnosci
PSII na czynniki stresowe sprawita, ze jest to kluczowa technika dla zrozumienia mechanizméw
fotosyntetycznych oraz monitorowania reakcji ro$lin na zmiany S$rodowiska. Obrazowanie
fluorescencji ma kluczowa zalet¢ przedstawiania rozkladu i zmienno$ci sygnatow w probcee.
Stosunkowo szybki pomiar i tatwo$¢ zebrania danych spowodowaty pojawienie si¢ szerokiej gamy
instrumentow do pomiaru oraz analizy parametrow fluorescencji chlorofilu.
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3. Wplyw stezenia i rodzaju cukru na namnazanie Echinacea purpurea
Effect carbon sources and its concentration on in vitro micropropagation of
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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu rodzaju i stezenia weglowodanéw na
namnazanie jezoOwki purpurowej Echinacea purpurea. Do pozywek MS dodano sacharoze i maltoze
w stezeniach 0- 50 g-dm™. Najlepszym zrédltem wegla w podtozu do regeneracji i wzrostu pedéw
byta sacharoza. Najdtuzsze pedy (4.8 cm) oraz najwigksza ich liczbe na jednym eksplantacje (2.12)
uzyskano u roélin jezéwki na pozywce z dodatkiem 40 g-dm™ sacharozy. Maltoza nie miata
stymulujacego wplywu na namnazanie pedow jezowki. Brak zrodla cukru w pozywce mial
negatywny wplyw na ukorzenianie Echinacea purpurea.

Key words: purple coneflower, carbohydrates, micropropagation, cultures in vitro.

Abstract: The purpose of this study was to investigate the effects of carbohydrate type and
concentration on micropropagation of purple coneflower Echinacea purpurea. Sucrose and maltose
were tested at concentration ranging from 0 to 50 g-dm™. The best type of carbon sources for shoot
regeneration and growth was sucrose. The highest shoot length of Echinacea (4.8 cm) and number of
new shoots per one explant (2.12) were obtained on medium with addition of 40 g-dm™ sucrose.
Maltose did not stimulate proliferation of Echinacea shoots. Either the lack of carbon source in the
medium was completely ineffective in rooting of Echinacea purpurea..

1. Wstep

Jezéwka purpurowa (fac. Echinacea purpurea) jest rosling wieloletnig nalezgca do rodziny
Asteraceae, pochodzi z Ameryki Pétnocnej (Della-Beffa 2004). Cechg charakterystyczng rosliny sa
okazate kwiatostany w kolorze purpurowym lub rézowym. Jezéwka doskonale nadaje si¢ do uprawy
na ogrodowych rabatach ze wzgledu na walory ozdobne oraz wysoka odpornos¢ na liczne czynniki
srodowiskowe (http://www.mobzabrze.pl/materialy/ upload/flora/echinacea purpurea.pdf).
Echinacea purpurea ze wzgledu na cenne wlasciwosci zdrowotne jest jedng z najbardziej znanych
ro§lin leczniczych na $wiecie. Substancje czynne pozyskiwane z jezowki posiadaja wlasciwosci
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne i przeciwwirusowe. W zwigzku z tym wyciagi z E. purpurea
stosuje si¢ mi¢dzy innymi w leczeniu pierwszych objawow przezigbienia, profilaktyce nawracajacych
infekcji gornych drog oddechowych oraz infekcji drog moczowo-ptciowych (Ashwell i in. 2000).

Rozmnazanie jezowki prowadzi si¢ przez wysiew nasion, podziat kiaczy albo przez
sadzonki korzeniowe (http://www.ogrodowisko.pl/artykuly/200-jezowka-echinacea-roslina-
owyjatkowych-wlasciwosciach). Alternatywng metode pozyskiwania ro$lin z naturalnych warunkéw
glebowo-klimatycznych stanowig kultury in vitro. Mikrorozmnazanie w warunkach in vitro jest
metodg tanig i szybka. Ponadto jest to technika niezalezna od por roku i warunkéw klimatycznych,
ktéra pozwala na uzyskanie jednorodnych genotypoéw oraz otrzymanie roslin wolnych od patogenéw,
a takze ochrong gatunkow zagrozonych wyginigciem (Chojak 2011).

Rosliny namnazane w kulturach in vitro wymagaja odpowiedniego podtoza, ktore dostarcza
eksplantatom niezbe¢dnych sktadnikow odzywczych. Podstawowy sktad pozywki stanowia sole
mineralne, zwigzki organiczne i zwigzek bedacy zrodtem wegla. Cukrowce wykorzystywane sa jako
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wazne zrodto energii oraz substrat w roznych szlakach metabolicznych komoérek roslinnych
(Skucinska 2008).

2. Metodyka i materialy

Dos$wiadczenie przeprowadzono w Laboratorium Kultur Tkankowych Katedry Genetyki,
Hodowli i Biotechnologii Ro$lin na Wydziale Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie w 2017 roku. Materiat
badawczy stanowity nasiona Echinacea purpurea.

W pierwszym etapie doswiadczenia nasiona jezowki poddano wstepnej dezynfekcji. W tym
celu materiat odkazano w 70% roztworze alkoholu przez 20 sekund. Nastepnie przeptukano 3-krotnie
woda destylowana. Kolejnym etapem byla dezynfekcja wtasciwa w 15% podchlorynie sodu (NaOCI)
przez 15 minut, po czym nasiona ptukano 3-krotnie w wodzie sterylnej. Tak oczyszczony materiat
zostal przeniesiony do komory laminarnej. Zdezynfekowane nasiona wyktadano po 1 sztuce do
probowek Erlenmayera wypetlionych 20ml pozywki MS (Murashige i Skoog 1962), ktorej sktad
zostal podany w tabeli 1. Probowki na czas kietkowania nasion i wzrostu roslin umieszczono
w fitotronie o temperaturze 24°C, 16h dniu i natezeniu §wiatta 40pm-m2-s,

Po uplywie 4 tygodni zainicjowane eksplantaty przektadano na pozywki regeneracyjne MS,
wzbogacone o zrodla wegla: sacharozg lub maltoze w stgzeniach podanych w tabeli 2. Pasazowanie
wykonano w warunkach jatlowych, pod komora laminarng. Do stoikéw szklanych o pojemnosci
250ml zawierajacych 30ml pozywki MS z dodatkiem cukréw w réznych stezeniach wyktadano 2cm
fragmenty pedoéw. Doswiadczenie zalozono w 8 powtorzeniach po 4 eksplantaty w kazdym stoiku.
Stoiki inkubowano przez 4 tygodnie w fitotronie w takich samych warunkach, jak na etapie inicjacji.
Po namnozeniu roslin dokonano pomiaréw cech morfologicznych okreslajac: wysokos¢ roslin (cm),
liczbe pedow (szt.), dlugosé korzeni (cm), Swieza mase (mg), sucha mase (mg), zawarto§¢ wody (%).
Procentowa zawarto$¢ wody oszacowano wedtug wzoru:

Procentowa zawarto$¢ wody (%) = (§wieza masa — sucha masa / $wieza masa) x 100

3. Woyniki i dyskusja

Cukrowce sa nie tylko waznym zrédlem energii dla organizmoéw zywych, ale roéwniez
kontroluja wiele ich funkcji zyciowych (Bogunia i Przywara 1999). W kulturach in vitro cukier jest
jednym z podstawowych substancji niezbednych do prawidtowego wzrostu i rozwoju. Ze wzgledu na
panujace warunki kultury, tj. niska intensywno$¢é $wiatta, ograniczona wymiana gazowa, czy tez
wysoka wilgotno$é¢, niezbedne jest ciagle dostarczanie cukru do pozywki. Najcze$ciej do pozywki
stosuje si¢ dodatek cukru sacharozy. Jednakze, nie zawsze jest to optymalne zrodlo wegla,
a w niektorych przypadkach moze nawet wykazywaé dzialanie hamujace wzrost i rozwoj
eksplantatow w kulturach in vitro.

Przeprowadzona analiza wariancji wykazala, ze rosliny Echinacea purpurea namnazanie in
vitro na pozywkach MS z dodatkiem r6znych zrodet cukréw i ich stezen, roznity si¢ wysoce istotnie
pod wzgledem wysokosci roslin oraz dlugosci korzeni (tab. 1). Dodatek cukrow do pozywki nie
wptynal znaczaco na liczbg pedow oraz masg roslin.

Tab. 1 Analiza wariancji dla badanych cech morfologicznych roslin Echinacea purpurea
namnazanych w kulturach in vitro.

CECHA MORFOLOGICZNA F EMPIRYCZNE
Wysokos¢ [cm] 8.08**
Liczba pgdow 0.07
Dhugo$¢ korzeni [cm] 6.90**
Swieza masa [mg] 0.78
Sucha masa [mg] 0.08

* istotna r6znica na poziomie 0=0,05
** wysoce istotna roznica na poziomie 0=0,01
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Analiza wariancji przeprowadzona za pomoca testu Tukey’a wykazata, ze Srednie wysokos$ci
Echinacea purpurea rosnacej na pozywkach z dodatkiem sacharozy, jak i maltozy nie r6znity si¢
statystycznie od siebie (tab. 2).

Tab. 2 Wplyw rodzaju i st¢zenia cukru na wysoko$¢ (cm) roslin Echinacea purpurea w kulturach in
vitro.

Zrédto Stezenie cukru [g-dm] (1)

cukru (1) 0 10 20 30 40 50 Srednia

Sacharoza | 1.01 b (212 b |245 b 206 b 4.8 a | 2.6 b 25 A

Maltoza 215 b [ 408 a [387 b 342 b 293 b |328 b 329 A

Srednia 158 B |31 A 316 AB |274 AB |38 A 294 AB

NIRap,05=0.71 NIR;;=1.51 NIR;;#=2.00

* grupy jednorodne
NIRap,05 — Najmniejsza Istotna Rdznica na poziomie istotno$ci oo os

Srednie wartosci badanej cechy naleza do tej samej grupy jednorodnej. Najwigkszy wzrost
pedow jezowki niezaleznie od rodzaju cukru obserwowano u roslin na pozywce MS uzupetnione;j
40 g-dm (Rys. 1).

Rys. 1 Rosliny jezoOwki otrzymane na etapie namnazania.

Najnizsze byly rosliny na pozywkach bez dodatku sacharozy i maltozy. Eksplantaty jezowki
na podtozu z dodatkiem 40 g-dm™ sacharozy osiggnety najwyzsza $rednia wysoko$é pedu — 4.8 cm.
Natomiast w przypadku dodatku do pozywki MS maltozy, najwyzsze ro$liny uzyskano przy stezeniu
10 g-dm. Najnizsze byty ro$liny namnazane na podtozu bez dodatku cukréw. Ich wysoko$¢ wynosito
srednio —1.01 cmi 2.15 cm.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnych roéznic w liczbie
wyksztatconych pedow na jednej roslinie, w zaleznos$ci od zastosowanego zrodta wegla. Otrzymane
$rednie warto$ci badanej cechy byty do siebie zblizone (tab. 3).

Bez wzgledu na rodzaj cukru $rednio najwigkszy przyrost pedéw u Echinacea purpurea
zaobserwowano przy stezeniach 40 i 50 gdm® w pozywce namnazajgcej MS.
Najmniej rozgatezione byly rosliny na podtozu bez cukru oraz z dodatkiem 30 g-dm™ sacharozy i 40
g-dm™ maltozy.
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W niniejszych badaniach okreslono wptyw cukru sacharozy i maltozy na mikrorozmnazanie
jezowki. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji stwierdzono, ze najlepsza kombinacja do
namnazania pedéw Echinacea purpurea jest pozywka uzupeiona 40 g-dm sacharozy. Eksplantaty
uzyskane na tym podtozu charakteryzowaly si¢ najwicksza dlugoscia pedu oraz liczbg
wyksztalconych peddéw bocznych. Z badan wlasnych wynika, ze najdtuzsze korzenie miaty rosliny
na pozywce uzupetnionej 20 g-dm maltozy. Podczas, gdy brak cukru w pozywce catkowicie
hamowat ich wzrost. Podobne do badan wiasnych wyniki uzyskat Chae (2013) u Echinacea
angustifolia. Do namnazania tej rosliny zastosowano pozywki z dodatkiem réznych zrodet wegla
(fruktoza, glukoza, laktoza, maltoza i sacharoza) w pigciu stezeniach (10, 20, 30, 40 i 50 mg/l).
Autorzy potwierdzili, Ze najlepszym zrédtem weglowodanow majacym pozytywny wpltyw na wzrost
i formowanie nowych pedéw miata sacharoza w stezeniu 40 g-dm?®. Korzystno$¢ sacharozy
w poréwnaniu do innych Zrédet cukru potwierdzono w badaniach Kim i in. (2016) na Aloe saponaria.

Inne niz w badaniach wtasnych wyniki otrzymali Hossain i in. (2002) dla wakroty azjatyckiej
(Centella asiatica) ktorzy wykazali, ze dodatek maltozy do pozywki MS zawierajacej 0.2 mg/l BAP
i 1.5 mg/l Kin miato pozytywny wpltyw na rozwdj pedow tej rosliny.

Analiza wariancji wykazala, ze ro$liny Echinacea purpurea namnazane w kulturach in vitro
roznity sig statystycznie pod wzgledem dtugosci korzeni. Srednia warto$é badanej cechy jezowki na
pozywce MS z dodatkiem sacharozy wynosita 2.06 cm. Natomiast §rednia dlugo$¢ korzeni na
pozywce MS z dodatkiem maltozy wynosita 3.74 cm. (tab. 4).

Tab. 3 Wplyw rodzaju i st¢zenia cukru na liczbe pedow roslin Echinacea purpurea w kulturach in
vitro.

Zrodlo Stezenie cukru [g-dm] (I1)
cukru (1) . -
0 10 20 30 40 50 Srednia
Sacharoza 1.37 a 137 a 1.87 a 112 a 2.12 a 187 a 162 A
Maltoza 1.37 a 1.62 a 1.62 a 1.62 a 15 a 1.75 a 1.58 A
Srednia 137 A 15 A 175 A 137 A (181 A [181 A

NIRao,05= 0.39 NIR;;=0.83 NIR;1=1.10

* grupy jednorodne
NIRap,05 — Najmniejsza Istotna Rdznica na poziomie istotno$ci oo os

Tab. 4 Wplyw rodzaju i stezenia cukru na dtugo$¢ korzeni (cm) ro$lin Echinacea purpurea
w Kulturach in vitro.

Zrodio Stezenie cukru [g-dm™] (11)
cukru (1) 0 10 20 30 40 50 Srednia
Sacharoz |0 a |15 a |19 a |24 a |27 a |37 a|20 B
a 1 6 3 5 5 6
Maltoza 0 b|29 a |59 |a|45 a |33 a |56 a|37 B
1 2 6 8 7 4
Srednia 0 B[22 Al 39 A | 35 Al 30 A | 47 A
1 4 6 1
N]_RU.o,osz 1.64 N|R|| =3.48 N|R||/| -4.63

* grupy jednorodne
NIRa0,05 — Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnosci a0,05

Eksplantaty namnazane na pozywkach MS z dodatkiem 50 g-dm™ cukru wyksztalcily
$rednio najdtuzsze korzenie (4,71cm). Podczas gdy, brak cukru w pozywce MS catkowicie hamowat
proces ryzogenezy (fot.1, tab.6). Najlepszy wzrost korzeni jezowki (5,92cm) zaobserwowano na
pozywce MS uzupetnionej 20 g-dm™ maltozy.

Dodatek cukru sacharozy lub maltozy nie miat istotnego wplywu na $rednia $wieza masg
badanych roslin. Otrzymane $rednie stanowity jedng grupe jednorodng. Najwigksza Swieza masa
ro$lin (296.25 mg) odnotowano przy stezeniu cukru 40 g-dm™ (tab. 5).
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Tab. 5 Wptyw rodzaju i stezenia cukru na $wiezg mase (mg) roslin Echinacea purpurea w kulturach
in vitro.

Zrédto Stezenie cukru [g-dm™] (I1)
cukru (1) 2 -

0 10 20 30 40 50 Srednia

Sacharoza |102.27 b |87 b [227.27 b 12055 b 375 a [202.75 b |185.80A

Maltoza 77.75 b |127.75 ab|1915 ab [240.25 a 2175 ab|108 ab | 160.45A

Srednia 90.01 B|[107.37 B [209.38 AB|1804 AB [296.25 A (15537 B

NIRages=73.50 NIR;; =135.38 NIR);; - 147.01

* grupy jednorodne
NIRag,05— Najmniejsza Istotna Réznica na poziomie istotnosci oo os

Najmniejszym przyrostem masy charakteryzowaty si¢ eksplantaty na pozywce bez dodatku
cukru (90.01 mg). Ponadto zaobserwowano, ze dodatek do podtoza 30 g-dm™ cukru maltozy miat
stymulujacy wplyw na przyrost §wiezej masy tkanki roslinnej (240.25 mg).

W badaniach wlasnych na podstawie pomiaréw cech morfologicznych stwierdzono, ze
najwiekszy przyrost $wiezej masy zaobserwowano na pozywce z dodatkiem 40 g-dm™ sacharozy.
Natomiast stosujac pozywke wzbogacong cukrem maltoza, najwicksza §wiezg mas¢ odnotowano przy
stezeniu 30 g-dm3. Podobne wyniki otrzymali Kawa-Miszczak i in. (2009), ktérzy badali wplyw
roéznych Zrodet weglowodandéw na wzrost i rozwdj liliowca in vitro. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze najwickszy przyrost §wiezej masy liliowca zaobserwowano na pozywce
MS wzbogaconej 30 g-dm™ cukru maltozy.

Natomiast Al-Khateeb (2008) stwierdzit istotng zalezno$§¢ pomiedzy stezeniem cukru
W podlozu a suchg masg roslin. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia wegla w podlozu
wzrastata sucha masa rosliny.

Przeprowadzona analiza wariancji nie wykazala znaczacego wplywu réznego rodzaju
i stezenia cukru na suchg mase jezowki. Srednie wartoéci badanej cechy naleza do jednej grupy
jednorodnej. Wsrdd zastosowanych w do§wiadczeniu pozywek najwigksza suchg mase (43.96 mg)
uzyskaty ro$liny namnazane na pozywce MS z dodatkiem 40 g-dm cukru, najmniejsza (10.26 mg) -
na podtozu bez cukru (tab. 6).

Tab. 6 Wptyw rodzaju i stezenia cukru na suchg mase (mg) roslin Echinacea purpurea w kulturach
in vitro.

Zrodto Stezenie cukru (IT) [g-dm™]
Cukru 0 10 20 30 40 50 Srednia
(0]
Sacharoza | 11.15 | b* | 16.07 | b 32.3 ab 23.8 ab 4272 | a | 35.67 ab 2695 | A

Maltoza 9.37 b 17 b 31 ab | 4292 | ab 45.2 a | 2535 | ab | 2847 | A

Srednia 1026 | B | 1653 | B | 3165 | AB | 3336 | AB | 4396 | A | 3051 | AB

NIRi=13.24NIRi1=24.38NIR11 =26.48

* grupy jednorodne
NIRa0,05 — Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnosci a0,05

Wiyniki te potwierdzaja rowniez badania Ilczuk i in. (2013). Autorzy odnotowali najwyzszy
przyrost suchej masy przy stezeniach 40-50 g-dm™ cukru w pozywce, a najnizsza na pozywce bez
dodatku cukru. W badaniach wlasnych réwniez zaobserwowano podobng zaleznos¢. Rosliny
z pozywki MS bez dodatku zrodta wegla charakteryzowaty sig¢ nizsza sucha masa w poréwnaniu do
pozostatych. Natomiast najwyzsza sucha mas¢ obserwowano u roslin Echinacei z pozywki MS
(Murashige i Skoog, 1962) uzupetionej 40 g-dm™ cukru sacharozy, jak i maltozy. Jednakze, dalszy
wzrost stezenia cukru w pozywce MS powodowat obnizenie suchej masy eksplantatow.
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Wyniki otrzymane w badaniach wlasnych oraz przez w/w autoréw potwierdzajg, ze cukier
dodany do podtoza hodowlanego ma istotny wplyw na rozwdj cech morfologicznych roslin
namnazanych w warunkach in vitro. Dla wielu gatunkéw roélin zrédto cukru stanowi sacharoza.
Jednakze przeprowadzone badania naukowe dowodza, ze moze by¢ on z powodzeniem zastgpiony
przez inny cukrowiec.

4. Wnhnioski

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze zrédlo wegla dodane do podtoza
hodowlanego ma istotny wpltyw na rozwdj cech morfologicznych ro$lin Echinacea purpurea
namnazanych w kulturach in vitro. Za optymalng pozywke¢ do namnazania ro$lin jezo6wki mozna
uznaé pozywke MS wzbogacong 40 g-dm™ sacharozy. Dodatek tego cukru do pozywki wykazat
stymulujacy wpltyw na wysokos$¢ pedow oraz liczbe pedow bocznych.

Najlepsza pozywka do inicjacji ryzogenezy okazata si¢ pozywka MS z dodatkiem 20 g-dm"
cukru maltozy. Brak zrodta cukru w pozywce wptywal niekorzystnie na ksztaltowanie cech
morfologicznych jezowki Echinacea purpurea na etapie namnazania.

3
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Streszczenie

Boréwka wysoka, popularnie nazywana borowka amerykanska, jest gatunkiem ro$liny
wieloletniej, nalezacej do rodziny wrzosowatych. W ostatnich latach znaczaco wzrosto
zainteresowania tym gatunkiem. Obecnie, przy duzej konkurencji, bardzo wazna jest jako$¢ owocow,
zwlaszcza po okresie przechowywania. To ona decyduje o ich cenie i rentownosci gospodarstwa.
Celem pracy byta ocena wplywu krzemowego nawozu Actisil i sposobu jego aplikowania na jako$¢
owocow borowki wysokie;j.

Badania wykazaly pozytywny wplyw na jakos¢ owocoéw Actisilu stosowanego w formie
oprysku. Owoce byly nieznacznie wigksze, pomimo tego réwniez jedrniejsze. Na zwigkszenie
jedrnosci owocow wplyw mogta mie¢ zwickszona zawartos¢ krzemu w czesciach wskaznikowych
krzewu - lisciach i owocach. Owoce opryskiwane nawozem krzemowym charakteryzowaly sig
rowniez wyzsza zawartoscig zwiazkow bioaktywnych. Zastosowanie nawozu doglebowo nie
przyniosto zamierzonego efektu.

1. Wstep

Boréwka wysoka wywodzi si¢ z Ameryki Potnocnej, ktora przoduje w swiatowej produkcji
tej rosliny (Strik i Yarborough 2004; Michalska i Lysiak 2015). Polska znajduje si¢ na pierwszym
miejscu w Europie pod wzglgdem powierzchni nasadzen krzewow, jak i ilo$ci zbieranych owocow.
Jednakze w naszym kraju wystgpuje duze rozdrobnienie gospodarstw zajmujacych si¢ uprawa
borowki. W ostatnich latach notuje si¢ znaczny wzrost zainteresowania boréwka przez konsumentow,
a co za tym idzie przede wszystkim producentéw. Borowka wysoka jest rosling, ktoéra produkuje
owoce cenione gltéwnie przez odbiorcow, jako cenne zrodlo sktadnikéw odzywczych, btonnika
pokarmowego oraz substancji bioaktywnych. Owoce spozywane sg gldwnie na surowo, jako owoc
deserowy, a takze znajduja swoje zastosowanie w przetworstwie. Staty si¢ rowniez w ostatnich latach,
cennym materiatem do badan naukowych, majacych za cel zastosowanie w medycynie ludzkiej, m.in.
przez potencjalng zdolno$¢ ograniczania rozwdj niektérych nowotwordow i chordéb naczyniowych
(Neto 2007).

Konsumenci zadaja wysokiej jakosci owocow, ktora zalezy od metody zbioru,
charakterystyki odmian, obrobki po zbiorczej i temperatury przechowywania (Chiabrando i in. 2009).
Przeprowadzone analizy wskazuja, ze w kontekscie wyboru przez producenta kanalu dystrybucji,
najbardziej korzystna wydaje si¢ sprzedaz owocoéw borowki wysokiej na rynku hurtowym i na eksport
(Wroblewska i Czernyszewicz 2017). Zwiazane jest to nieodzownie z wydtuzeniem czasu
przydatnosci do konsumpcji. Zachowanie jedrnosci owocOw po zbiorze jest jednym
Z najistotniejszych wskaznikoéw ich §wiezosci i atrakcyjnosci konsumpceyjnej (Poteranska i in. 2015).
Oczywistym jest, ze przechowywanie owocoOw boréwki w chiodniach z kontrolowang atmosfera,
gdzie panuja specyficzne, sprzyjajace warunki, wydtuza ich przydatno$¢ spozywcza (Basiouny
i Chem 1988; Paniagua i in. 2014). Ta metoda chociaz skuteczna, jest kosztowna i stosowana tylko
przez najwickszych producentow boréwki wysokiej w Polsce. Zmiany temperatury lub sktadu
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atmosfery moga generowa¢ znaczne roznice w jakos$ci produktu koncowego (Paniagua i in. 2014).
Wiekszo$¢ produkowanych w Polsce owocoéw bordwki wysokiej jest spozywana w postaci
nieprzetworzonej. Prowadzone badania wskazuja, ze mate owoce boréwki i owoce z tradycyjnych
upraw s bardziej jedrne i odporne na uszkodzenia mechaniczne (Ochmian i Kozos 2014). Jednak
wigkszo$¢ odbiorcow na rynku bezposrednim preferuje duze jagody. Dlatego tez, warto jest szukaé
rozwigzan, ktére pomoga uzyska¢ duzy owoc z zachowaniem jedrnosci i $wiezos$ci. Jedrnos¢ zalezy
od mikrostruktury owocow i podczas przechowywania jagdd moze si¢ zmniejszy¢, zwigkszy¢ lub
pozosta¢ niezmieniona (Chiabrando i in. 2009). Na struktur¢ owocow wptywaja takie cechy, jak
organelle komodrkowe i1 biochemiczne sktadniki, zawarto$¢ wody oraz ci$nienie turgorowe
wytwarzane w komorkach przez osmozg, sktad S$ciany komorkowej (celuloza, pektyny
i hemicelulozy) oraz jej integralno$¢ (Jackman i Stanley 1995). Jednak struktura owocu nie jest tatwa
do zdefiniowania, w szczegodlnosci w matych owocach, takich jak boréwka, poniewaz nie ma
powszechnej znormalizowanej metody do jej zbadania (Chiabrando i in. 2009).

Po zbiorze, owoce musza mie¢ wysoka jakos¢, aby zmaksymalizowaé czas przechowywania
(Forney 2009). W celu przedtuzenia mozliwosci przechowalniczej owocow bordéwki wysokiej, warto
szuka¢ innych rozwigzan, z zastosowaniem nawozow oraz biostymulatoréw. Na rynku obecne sg
produkty, ktérych aplikowanie moze zapewni¢ poprawe jakosci po zbiorczej owocoéw oraz
zmniejszy¢ podatnos¢ na uszkodzenia podczas transportu. Uznaje sig, ze stosowanie krzemu daje taki
efekt. Krzem jest drugim najbardziej rozpowszechnionym pierwiastkiem w glebie (Richmond
i Sussman 2003). Wystepuje w znacznych ilosciach w wielu gatunkach roslin. Jego dostepnos¢ dla
ro$lin jest jednak r6zna, a cz¢sto niestety niska (Feng Ma i Yamaji 2006; Trawczynski 2013). Badania
dowodza, ze rosliny nie posiadajace dostgpnej formy krzemu wykazuja zaburzenia we wzroscie
i rozwoju. Do$wiadczenia prowadzone w wielu krajach, rowniez w Polsce, wykazuja, ze krzem
kumulujac si¢ gtdéwnie w §cianach komdérkowych, wptywa pozytywnie na ich sztywnos$¢ i odpornos¢
mechaniczng. Najlepszym sposobem zapobiegania niedoborom krzemu jest dokarmianie dolistne,
gdyz formy krzemu wystepujace w glebie sa nierozpuszczalne w wodzie, a przez to niedostepne dla
ro$lin (Trzawczynski 2013). Krzem moze odgrywac aktywna role w poprawie odpornos$ci gospodarza
na choroby ro$lin poprzez stymulacj¢ mechanizméw reakcji obronnych, przeciwko stresom
biotycznym i abiotycznym (Feng Ma i Yamaji 2006). Wczesniejsze doswiadczenia dowodza, ze
ro§liny opryskiwane dolistnie preparatem ActiSil wytworzyly owoce bardziej jedrne i odporne na
uszkodzenia mechaniczne (Poterafiska i in. 2015).

Celem pracy bylo okreslenie sposobu aplikowania krzemu, dolistnie lub doglebowo, na
jakos$¢ owocow borowki wysokiej. Okreslono sktad chemiczny owocow oraz ich jedrnosé i odpornosé
na uszkodzenia mechaniczne.

2. Materialy i metody

Do$wiadczenie przeprowadzone zostalo w Stacji Badawczej Katedry Ogrodnictwa
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Materiat badawczy stanowity
krzewy dwoch odmian borowki wysokiej: Duke i Spartan.

Opis odmian: Duke - uznana za najlepsza wczesnie dojrzewajacg odmiane. Kwitnie do$é
p6zno dzigki czemu unika przymrozkéw, a mimo to owocuje dos¢ wezesnie. Wielko$¢ owocoOw oraz
ich walory smakowe s3 bardzo dobre. Mozliwy zbiér mechaniczny. Odporno$¢ na mréz i zimg jest
bardzo dobra. 'Duke’ dobrze znosi temperatury do -25 °C. Pokro6j krzewu jest kulisty i luzny. Pedy
szkieletowe sa sztywne, z tendencja do rozchylania si¢ pod cigzarem owocow. Owoce boréwki 'Duke’
sa wyrdwnanej wielkosci. Miazsz zwarty, zielonkawy, stodko-winny, owoce przy szypulce lekko
splaszczone, zebrane w do$¢ luzne grona. Skorka boréwki 'Duke' pokryta jest $rednio intensywnym
nalotem. Idealna odmiana do ciast, deserow i1 bezposredniego spozycia. Borowka 'Duke' nalezy do
odmian bardzo wczesnych - dojrzewa kilka dni po odmianie Chanticleer, w pierwszej potowie lipca.
Wyréznia si¢ duzym skoncentrowaniem dojrzewania owocOw i uprawiana jest w naszym klimacie na
co raz wigksza skale.

Spartan - krzewy tej odmiany sg polecane zaré6wno do amatorskich nasadzen jak i na
plantacjach produkcyjnych. Pokrdj krzewow kulisty, do$¢ luzny. Pedy $redniej grubos$ci, niezbyt
rozgal¢zione, jednoroczne barwy wisniowej. Odmiana bardzo plenna, otrzymana w roku 1956, a do
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uprawy wprowadzona od 1977 roku. Kwiaty duze, wydtuzone, ptatki korony bialawe z lekkim
odcieniem. Szyputki duze, dlugie, grube, lekko zar6zowione. Dostateczna wytrzymato$¢ roslin na
mroz. Liscie duze, $redniej wielko$ci, eliptyczne, lekko pomaranczowe, mtode z wyraznym
brazowym odcieniem, starsze intensywnie zielone.

Owoce odmiany 'Spartan' sa duze, splaszczone, niebieskie, z intensywnym popielatym
nalotem woskowym, zebrane w do$¢ luzne grona. Migzsz zielonkawy, z lekkim zar6zowieniem przy
skorce, zwarty, stodko-winny, aromatyczny, bardzo smaczny. Odmiana 'Spartan’' dojrzewa do$¢
wczesnie, w potowie lipca. Owoce w pelni dojrzate tatwo opadaja.

Zastosowano preparat chemiczny Actisil (Yara Poland). Jest to nawoz poprawiajacy
kondycje roslin. W jego sktad wchodzi kwas ortokrzemowy, cholina oraz wapn. Stuzy on do
sporzadzania roztwor6w wodnych, stosowanych w fertygacji oraz do nawozenia pozakorzeniowego.

Sklad nawozu: krzem — 0,6% Si w postaci kwasu ortokrzemowego, stabilizowany choling.

Krzem w postaci kwasu ortokrzemowego, najbardziej aktywnej i przyswajalnej przez rosliny
formie, stabilnej i nieprzechodzacej do form nieprzyswajalnych, dzigki specjalnej formule preparatu.
Preparat bardzo korzystnie wptywa na procesy metaboliczne roélin (m.in.: fotosynteze), pobudza
ro§liny do syntezy tkanek mechanicznych, dzigki czemu uzyskuja one lepszy pokrdj oraz sztywnos¢
organ6éw. Ponadto zwicksza naturalng odpornos$¢ na niekorzystne warunki srodowiska (susza, niska
temperatura, atak patogenoéw), reguluje gospodark¢ wodna (transpiracj¢) oraz poprawia jakosé
pozbiorczg owocow i kwiatow oraz zmniejsza podatnos¢ na uszkodzenia podczas transportu.

Preparat aplikowano trzykrotnie w formie oprysku 0,1% roztworem, a takze doglebowo
roztworem o stezeniu 0,1%:

o trzy opryski (1 przed kwitnienie i 2 na owoce) - 0,1% preparatem do petnego zwilzenia
e trzykrotna fertygacja roztworem nawozu o stezeniu 0,1%
e kontrola - bez nawozow.

W doswiadczeniu okreslono wpltyw zastosowanego preparatu na parametry jakoSciowe
owocow. Okreslono jako§¢ owocow: ich wielko$¢, jedrnos¢, zawartos¢ ekstraktu, kwasowos¢,
zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych.

Bezposrednio po zbiorze byla okreslona wielko§¢ oraz jedrno$¢ owocoéw za pomoca
niedestrukcyjnego urzadzenia potaczonego z komputerem FirmTech2. Okre$lona zostala rowniez
odpornos¢ na uszkodzenia skorki owocu, stemplem o §rednicy 2 mm.

Sktad chemiczny owocoéw oznaczano w soku. W tym celu z jagody macerowano przez 60
min w temp. 50 °C z dodatkiem enzymu PT 400 Pektopol (Biowin, Polska), w dawce 400 mg na kg
owocow. Po zakonczeniu obrobki enzymatycznej uzyskany migzsz prasowano z uzyciem prasy
hydraulicznej pod ci$nieniem 3 MPa.

Kwasowos$¢ ogb6lng owocOw oznaczano metodg miareczkowg w przeliczeniu na kwas
cytrynowy, miareczkujac wodny roztwoér wyciggu z owocéw 1 molowym roztworem NaOH do
punktu koncowego przy pH = 8,1 (Pehametr Elmetron, Polska). Ogdlna zawarto§¢ polifenoli
oznaczano metoda spektrofotometryczng Folina-Ciocalteu’a (spektrofotometr UV-Vis Helios
Gamma, ThermoSpectronic, USA) w przeliczeniu na kwas galusowy.

W celu stwierdzenia istotnos$ci réznic przeprowadzono jednoczynnikowa analize wariancji
przy uzyciu programu Statistica. Istotno$¢ réznic zostata oceniona przy pomocy testu Tukey’a na
poziomie istotno$ci a=0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Problemem w uprawie borowki wysokiej jest przechowywanie owocow po zbiorze. Dlatego
bardzo wazne sa wszelkiego rodzaju zabiegi majace na celu zwigkszenie jakosci owocow borowki
wysokiej. Jednym z parametrow definiujacych ta cechg, a zarazem majacym istotne znaczenie dla
konsumenta jest wielkos¢ owocdéw. Przeprowadzone badania wykazaly, ze w przypadku obu
badanych odmian zastosowanie preparatu Actisil wplyneto na zwigkszenie wielkosci owocoOw
(Rys. 1). Owoce nie odbiegaly wielkoscig od uzyskanych w innych badaniach (Tryngiel-Gac i in.
2013).
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Rys. 1. Wielko$¢ owocoéw borowki wysokiej w zalezno$ci od sposobu aplikowania preparatu
Actisil.

Wg zalecen producenta, preparat powinien korzystnie wptywac na procesy metaboliczne ro$lin, m.in.
fotosynteze i gospodarke wodng roslin. Wyniki nieopublikowane (w opracowaniu) wykazal znaczne
zwigkszenie zawartosci krzemu w czeSciach wskaznikowych (liscie i owoce) w poréwnaniu do
pozostatych roslin - kontrolnych i podlewanych tym preparatem. Zwigkszona zawarto$¢ krzemu
przyczynila si¢ do poprawy jakosci owocow.

B jedrno$¢ M odpornos¢ na uszkodzenia
450

400
350 a
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

(G mm)

kontrola fertygacja‘ oprysk ‘ kontrola ‘fertygacja‘ oprysk

Duke ‘ Spartan ‘

Rys. 2. Jedrno$¢ oraz odporno$¢ na uszkodzenia owocow borowki wysokiej w zaleznosci od
sposobu aplikowania preparatu Actisil.

Jedrno$¢ owocdw pozwala oceni¢ przydatno$¢ odmiany do zbioru mechanicznego,
przechowywania i transportu. Jedrnos$¢ jest cechg odmianowa, na ktérg wptyw maja rowniez zabiegi
agrotechniczne. Badane odmiany charakteryzujg si¢ owocami o mniejszej jedrnosci, dlatego wazne
i uzasadnione jest poszukiwanie sposobow na poprawe tej cechy. Owoce bardziej jedrne sg zazwyczaj
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mniej podatne na uszkodzenia mechaniczne. Przeprowadzone badania wykazaty, ze zastosowanie
krzemu w formie oprysku dolistnego miato istotny i pozytywny wplyw zar6wno na jedrno$¢ owocow,
jak i na ich odporno$¢ na uszkodzenia (Rys. 2). Stosowanie krzemu w formie fertygacji nie przyniosto
zamierzonego efektu. Gleba w ktorej rosty krzewy, miata duzy kompleks sorpcyjny, zawierata duzo
substancji mineralnych. Mogto to wptyna¢ na ograniczone pobieranie tego sktadnia przez krzewy.
Pozytywny wplyw Actisilu wykazano réwniez na owocach jagody kamczackiej (Poteranska i in.
2015), a takze na wzrost jedrnosci owocow §liw w trakcie zbioru i w okresie przechowywania
W chtodni (Ochmian i in. 2006). Owoce badanych odmian miaty wyzszg jedrno$¢ niz owoce odmiany
Duke, ktorych jedrnoé¢ byta uzalezniona od poziomu nawadniania ro$lin, i wynosita $rednio do 179
G mm, zebranych w do§wiadczeniu Ehreta i in. (2012).

Odpowiednia zawarto$¢ ekstraktu i kwasow organicznych wptywa na smak owocow,
a zawarto$¢ polifenoli §wiadczy o ich wartosci biologicznej. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
niezaleznie od sposobu aplikowania preparatu Actisil, nie wptynat on na zawarto$¢ ekstraktu
w owocach. W niewielkim stopniu wptynal réwniez na zawarto§¢ kwasdéw organicznych (Tab. 1).
Actisil podawany w formie oprysku spowodowal natomiast nieznaczne obnizenie odczynu
uzyskanego soku. Byly to wartoSci zblizone do uzyskanych w innym dos$wiadczeniu
przeprowadzonym przez Ochmiana i Kozos (2014).Wykazano réwniez niejednoznaczny wplyw
krzemu na zawarto$¢ polifenoli w owocach boréwki wysokiej. Aplikowany w dolistnie w formie
oprysku w owocach odmiany Duke istotnie obnizyl zawarto$¢ polifenoli (0 9%), natomiast
W owocach odmiany Spartan zwigkszyt (o 11%). Zawartos¢ polifenoli w owocach odmiany Spartan,
zebranych z krzewow kontrolnych, byta zblizona do wynikow uzyskanych przez Skupien (2006).

Tab. 1. Sktad chemiczny owocow boréwki wysokiej w zaleznosci od sposobu aplikowania
preparatu Actisil.

Duke Spartan

badana cecha kontrola  fertygacja oprysk kontrola ~ fertygacja oprysk

ekstrakt (%) 152 a 153 a 149a 13,7 A 139A 136 A

g‘{%s(;):l‘f_f) 0,62 a 0,61a 0,68 b 054A  052A  059A
pH soku 38lb  376ab  37la | 393B  395B  379A

suma polifenoli

(mg-100 mL) 354 Db 367 Db 321a 274 A 262 A 305B

4.  Wnioski

Badania wykazaty u obu badanych odmian pozytywny wptyw stosowania w formie oprysku
preparatu Actisil. Zebrane owoce byly wieksze, jedrniejsze i rowniez bardziej odporne na
uszkodzenia mechaniczne. Na zwickszenie jedrnosci owocow wplyw mogla mie¢ zwigkszona
zawarto$¢ krzemu w liSciach i owocach.

Owoce odmiany Spartan opryskiwane nawozem krzemowym, charakteryzowaty si¢ wyzsza
zawartos$cig polifenoli. Nie stwierdzono natomiast wplywu na zawarto$¢ ekstraktu w owocach.

Zastosowanie nawozu doglebowo, w formie ptynnej - fertygacji, nie przyniosto
spodziewanego efektu.
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Monika Figiel-Kroczynska, Ireneusz Ochmian

Katedra Ogrodnictwa, Wydzial Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa, Zachodniopomorski
Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
Opiekun naukowy: Ireneusz Ochmian

Ireneusz Ochmian: iochmian@zut.edu.pl

Stowa kluczowe: Brigitta Blue, Sunrise, wielko$¢ owocow, Vaccinium corymbosum

Streszczenie

W Polsce boréwka wysoka wcigz jest wzglednie nowa rosling sadownicza, ktora jest coraz
chetniej uprawiana. Wymagania glebowe i siedliskowe borowki rdznig si¢ w pordwnaniu do innych
ro$lin sadowniczych. Gleby przeznaczone pod uprawg powinny mie¢ odpowiednio niski odczyn
gleby. Pod uprawe borowki nadaja si¢ przede wszystkim gleby kwasne, prochniczne lekkie oraz
dostatecznie wilgotne.

W pracy okreslono wplyw mieszaniny kwasu azotowego, siarkowego i fosforowego,
nawozoéw Wigor S i fosforan mocznika na zmiany odczynu podloza, jego zasolenie oraz wielko$é¢
owocoéw dwoch odmian borowki wysokie;j.

Wszystkie  zastosowane preparaty spowodowaty obnizenie odczynu podioza.
W najwigkszym stopniu, ponizej wymagan borowki wysokiej, przyczynit si¢ do tego nawoz Wigor
S. Zastosowanie nawozu Wigor S spowodowato rowniez najwicksze zasolenia gleby. Krzewy
nawozone fosforanem mocznika miaty najwicksze owoce. Duze owoce zebrano rowniez z obiektow
gdzie stosowano mieszaning kwasow.

1. Wstep

Borowka wysoka (Vaccinium corymbosum L.), zwana takze borowka amerykanska, jest
wieloletnig rosling nalezaca do rodziny wrzosowatych Ericacea (Vander 1980). Rodzaj Vaccinium
obejmuje wiele roslin o szerokim zasiggu geograficznym, w tym kilkanascie gatunkow posiadajgcych
znaczenie gospodarcze (Forney i in. 2012). Naturalnym miejscem wystgpowania borowki wysokiej
sa potnocno-wschodnie regiony Ameryki Podinocnej, gdzie ten gatunek byt pierwotnie
najintensywniej uprawiany. W Polsce borowka wciaz jest wzglednie nowa rosling sadownicza, cho¢
cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem (Loli i in. 2017, Smolarz 2003). Krzewy boréwki
wysokiej osiagaja zazwyczaj wysokos¢ od 1,5 - 3,0 m. Charakteryzuja si¢ wzniesionymi, grubymi
pedami, z ktorych wyrastajg paki $piace, wytwarzane u podstawy krzewu oraz z szyjki korzeniowe;j.
Barwa pedow jednorocznych zmienia si¢ z poczatkowo zielonej na ciemno-czerwong, lub brunatng.
Pedy te drewniejg w drugim roku, tworzac wieloletnig korong (Smolarz 2003). System korzeniowy
boréwek jest dobrze rozgaleziony, cho¢ roslina nie posiada korzeni wtosnikowych. Ich funkcj¢ pelnia
cienkie oraz liczne korzenie wtasciwe, przez ktore krzewy pobierajg wode oraz sktadniki pokarmowe.
Zazwyczaj tworzg si¢ one wokot grubszych korzeni (Gough 1993, Smolarz 2003).

Warunki klimatyczne wystgpujace w Polsce sa jednym z czynnikow sprzyjajacych uprawie
borowki (Koszanski i in. 2008). Gatunek ten wymaga co najmniej 160-dniowego okresu wegetacji
oraz chlodu podczas spoczynku zimowego (Pliszka 2002, Krzewinska i in. 2010). Na plantacjach
umiejscowionych w rejonach chtodnych, wiosenny mréz moze powodowaé znaczne straty u mtodych
pedow borowki wysokiej, jak rowniez w ich pakach kwiatowych, a nawet powodowa¢ zamieranie
krzewow (Retamales i Hancock 2012).

Wymagania glebowe i siedliskowe boréwki réznig si¢ w pordwnaniu do innych roélin
sadowniczych. Pod uprawe boréwki nadajg si¢ przede wszystkim gleby kwasne, prochniczne lekkie
oraz dostatecznie wilgotne. Zawarto$¢ prochnicy w glebie nie powinna wynosi¢ mniej niz 3,5%,
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a optymalne warunki dla wzrostu krzewow zachodza, gdy zawarto§¢ masy organicznej przekracza
7%. Gleby o niskim poziomie wod gruntowych nie sg warto$ciowe dla uprawy tego gatunku. Poziom
wody gruntowej powinien utrzymywac si¢ na wysokosci 60 - 75 cm, gdyz rosliny te charakteryzuja
si¢ wysokim zapotrzebowaniem na wod¢ podczas okresu wegetacji. Optymalna temperatura gleby
wynosi wowczas od 18 do 21°C, podczas ktorej borowki cechuja si¢ odpowiednia sita wzrostu. Na
plytkie korzenie boréwki korzystnie dziala rowniez wilgotno$¢ oraz przewiewno$¢ w gornej warstwie
gleby (Pliszka 2002, Labanowska i Tartanus 2017). Odpowiedni odczyn gleby pod uprawe borowki
powinien znajdowa¢ w przedziale 3,5-4,0 pH (Bryk 2013). Najwartosciowszymi stanowiskami dla
tego gatunku sg dobrze nastonecznione réwniny, z naturalnymi ostonami przed wiatrem. Szkodliwe
s3 natomiast zastoiska mrozowe oraz gleby posiadajace nieregularne stosunki wodne (Pliszka 2002,
Labanowska i1 Tartanus 2017). Krzewy borowki wysokiej moga by¢ sadzone na réznych typach gleb,
ktore wymagaja jednak starannego przygotowania (Krzewinska i in. 2010). W wielu przypadkach
najwazniejszym elementem w przygotowaniu gleby jest obnizenie odczynu, do optymalnego dla tych
krzewow (Finn i in. 1993). Najczesciej do zakwaszania wykorzystywana jest siarka w formie
granulowanej i pylistej, jak rowniez uzycie nawozow zawierajacych zwigzki zakwaszajace glebe
(Hart i in. 2003). W przypadku siarkowania, proces ten nalezy wykona¢ co najmniej rok przed
zatozeniem plantacji (Labanowska i Tartanus 2017). Jesli pH nie rozni si¢ w wigkszym stopniu od
warto$ci optymalnych, proces siarkowania mozna zastapi¢ poprzez zastosowanie kwasnego torfu,
trocin lub zmielonej kory sosnowej. Obnizanie odczynu gleby mozna wykona¢ roéwniez przez uzycie
odpadéw z bawelny czy tusek z orzechow pekanowych (Labanowska i Tartanus 2017, Ruter i in.
2000). Odpowiednie nawozenie moze roéwniez wplyngé Kkorzystnie na odczyn gleby.
Najkorzystniejszym nawozem azotowym jest siarczan amonu, a stosowanie go wraz z hawadnianiem
obnizania odczynu gleby i pomaga utrzymaé go na odpowiednim poziomie (Bryk 2013, Treder i in.
2007).

Celem pracy byto okreslenie wptywu zastosowanych substancji na zmiany odczynu podtoza,
jego zasolenie oraz wielko$¢ owocoéw dwoch odmian borowki wysokie;j.

2. Material i metody badan

W doswiadczeniu przeprowadzonym w Katedrze Ogrodnictwa Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie, przebadano wptyw wybranych sposobow obnizania
odczynu gleby na sktad chemiczny podtoza oraz wzrost krzewow i jako§¢ owocoOw dwdch odmian
borowki wysokiej (Vaccinium corymbosum L.) ‘Brigitta Blue’ oraz ‘Sunrise’.

‘Brigitta Blue’ - odmiana wyhodowana w Australii z nasion odmiany ‘Lateblue’, z wolnego
zapylenia, wprowadzona do uprawy w 1980 roku. Charakteryzuje si¢ $rednio péznym okresem
dojrzewania jagod, wytrzymato$cia owocow na transport oraz dobrym przechowywaniem w chiodni.
Owoce sg Sredniej wielkosci, bardzo jedrne i pokryte intensywnym, woskowym nalotem.

‘Sunrise’ - odmiana umiarkowanie plenna, powstata ze skrzyzowania G-180 x Me-US 6620,
wprowadzona do uprawy w 1989 roku. Plonuje umiarkowanie obficie, jagody sa sredniej wielkosci,
wyraznie splaszczone, o Srednio intensywnym nalocie woskowym.

Badania przeprowadzono na glebie lekkiej, piaszczystej o pH 5,8, zawarto§ci materii
organicznej 29,4 g w kg gleby. Zawartos¢ wegla organicznego wynosita 6,75 g w kg gleby, a EC 0,24
mS m-1. W tej glebie, w wyniku dtugotrwatego ugorowania nastgpit naturalny proces zakwaszania.
Jednak odczyn 5,8 jest nieznacznie za wysoki dla wymagan borowki wysokiej. Plantacja borowki
wysokiej zostata zatozona na skraju lasu, na nieuzytkach rolnych.

W celu obnizenia odczynu podtoza zastosowano:

1. kwasy - 3 dawki kwasu azotowego wiosna do 3 dekady maja, nastgpnie kwas siarkowy 3 dawki,
od 2 dekady lipca kwas fosforowy. Kwasy rozpuszczano w wodzie do odczynu ok pH 4,5, ktora
podlewano glebg.

b) fosforan mocznika - zastosowano 300 kg nawozu na ha (50 kg N/ha) wiosng w trzech dawkach.
Jest to catkowicie rozpuszczalny, krystaliczny naw6z wolny od chlorkow i sodu. Zawiera 17.5
% azotu (N-NH2), 44.0 % fosforu (P-P205). Odczyn 1% roztworu wynosi 1.5-2.0.

¢) Wigor S - zastosowano 50 kg nawozu (45 kg S/ha). WIGOR S jest nawozem granulowanym,
zawierajacym 90% siarki. Zawarty w nawozie bentonit (pH>7), dzigki swoim wlasciwosciom
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pecznienia w kontakcie z woda, powoduje rozdrobnienie siarki. Czasteczki siarki ulegaja
W glebie utlenieniu przez mikroorganizmy do postaci siarczanowej przyswajalnej przez rosliny.
Efekt wzrostu siarczanéw w glebie nastgpuje juz po siedmiu dniach od zastosowania nawozu,
a dalsze systematyczne uaktywnianie si¢ siarki zapewnia odpowiednie zaopatrzenie roslin w ten
pierwiastek w trakcie catego okresu wegetacji.

d) kontrola

2.1 Ukfad doswiadczenia

Badania obejmowaty doswiadczenie dwuczynnikowe, zalozone w ukladzie podblokéw
losowanych, w trzech powtdrzeniach, po siedem krzewow w kazdym powtorzeniu. Pierwszy czynnik
stanowity odmiany boréwki wysokiej — ‘Brigitta Blue’ oraz ‘Sunrise’. Drugim czynnikiem byt sposéb
zakwaszania podtoza.

2.2 Schemat doswiadczenia

2 odmiany (‘Brigitta Blue’ i ‘Sunrise’) x 3 sposoby zakwaszania x 3 powtdrzenia po 7
krzewow = 63 krzewy dla kazdej odmiany + 21 krzewow kontrolnych

Na plantacji nie stosowano $§rodkéw ochrony roslin przed chorobami grzybowymi. W zimie
wykonano oprysk preparatem na bazie parafiny w celu zabezpieczenia roslin przed szkodnikami.
Poczawszy od marca krzewy nawozone byly siarczanem amonu i saletrg amonowg w tacznej dawce
50 kg N na hektar (z wylgczeniem krzewdéw nawozonych fosforanem mocznika). Po zakonczeniu
kwitnienia, krzewy do wrze$nia dokarmiano nawozami zawierajacymi potas w tagcznej dawce 100 kg
K na hektar.

2.3 Warunki klimatyczno-glebowe do§wiadczenia

Srednie miesigczne temperatury powietrza podczas sezonu wegetacyjnego w roku 2017,
utrzymane byly na zblizonym poziomie do danych z wielolecia 1951-2012 (Tab. 1). W miesiacach
od maja do lipca, podczas dojrzewania owocow boréwki wysokiej, wystapity natomiast wysokie
odchylenia wartosci opadow. Silne opady deszczu osiagaty w czerwcu warto$¢ 118,1 mm, za§ w lipcu
182,4 mm, co stanowito ponad dwukrotng warto§¢ srednich z poprzednich lat. Odmienny przebieg
pogody zaobserwowano w roku 2018. Srednia temperatura w okresie wegetacyjnym byla o 4C
wyzsza, w poréwnaniu z okresem wieloletnim. W kazdym miesigcu zanotowane temperatury byty
znacznie wyzsze, w porownaniu do wielolecia jak i do roku 2017. Znacznie wyzszym temperaturom
towarzyszyly okresy suszy. W okresie od kwietnia do pazdziernika suma opadow wyniosta 214 mm,
podczas gdy Srednia wieloletnia wynosi 391 mm.

Tab. 1. Srednie temperatury powietrza oraz opadéw podczas sezonu wegetacyjnego w roku 2017
i 2018 (dane Stacji Meteorologicznej w Szczecinie Dabiu) oraz w ujeciu wieloletnim 1951-2012

Miesigc
v \% VI VII VI IX X
Rok badan Srednia temperatura powietrza (°C) Srednia
1951-2012 8,0 13,0 16,4 18,2 17,6 13,8 9,2 13,7
2017 6,8 13,5 16,8 17,2 17,9 13,3 11,0 13,8
2018 11,2 16,7 21,5 22,7 23,8 16,6 11,7 17,7
Opady deszczu (mm) Suma
1951-2012 39,7 62,9 48,2 69,6 742 58,7 37,3 391,6
2017 423 99,2 1181 1824 454 316 95,1 614,1
2018 32,2 21,5 28,9 55,3 19,4 25,7 31,2 2142

W celu okreslenia réznic przeprowadzono analiz¢ wariancji, a nastgpnie dokonano oceny
istotno$ci roznic przy uzyciu testu Tukeya, na poziomie istotno$ci = 0,05. Analizy statystyczne
przeprowadzono za pomoca oprogramowania STATISTICA 12.5.
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3. Wyniki i dyskusja

Badania przeprowadzone w talach 2017-2018 wykazaly, ze wszystkie zastosowane
preparaty spowodowaty obnizenie odczynu podtoza, pomimo bardzo zréznicowanych warunkéw
pogodowych, panujacych w trakcie trwania doswiadczenia (Tab. 1). W najwickszym stopniu
nastgpito obnizenie pH podloza w obiektach, gdzie zastosowano Wigor S (Ryc. 1). Odczyn na
poziomie 3,2 jest jednak za niski w stosunku do wymagan boréwki wysokiej. Uzasadnione wydaje
si¢ wigc stosowanie mieszaniny kwasow lub nawozu fosforan mocznika. Poza wptywem na obnizenie
odczynu, dostarczaja rowniez niezbgdne sktadniki pokarmowe - azot i fosfor. Pozytywny wptyw
fosforanu mocznika zaobserwowat rowniez Ochmian i in. (2018).

Zasolenie jest jednym z czynnikéw degradacji gleb. Zasoleniem gleby okres$la si¢ wagowa
zawarto$¢ soli w jednostce objetosci wody glebowej i jest wyrazane w gramach na litr wody. Za
proces zasolenia gleby odpowiedzialne jest nadmierne st¢zenie sktadnikéw mineralnych w glebie,
tj. aniony: azotowe, chlorkowe, siarczanowe - kationy: sodu, potasu, glinu, Zelaza oraz kwasne
weglany sodu, potasu i magnezu. Skutkiem zasolenia gleby jest wystepowanie suszy fizjologicznej
dla roslin, czyli stanu polegajacego na utracie mozliwosci pobierania sktadnikéw mineralnych
z roztworu glebowego z powodu wzrostu ci$nienia osmotycznego oraz toksycznych whasciwosci tych
soli.

Klasyfikacje zasolenia gleb najczesciej przeprowadza si¢ na podstawie przewodnictwa
elektrycznego (EC mS/m) wyciaggow wodnych gleby.

Szkodliwo$¢ zasolenia okre$la si¢ na podstawie skali:

- do 0,5 mS/cm - koncentracja soli tolerowana przez wszystkie rosliny,

- do 1,0 mS/cm - wartosci graniczne zasolenia dla roslin bardzo wrazliwych,

- do 2,0 mS/cm - wystepowanie objawdw zasolenia przy dobrym uwilgotnieniu u wielu gatunkow
ro$lin, a przy przedtuzajacym si¢ okresie suszy koncentracja soli dla wigkszosci roslin jest szkodliwa,
- powyzej 2,0 mS/cm - koncentracja toksyczna dla prawie wszystkich gatunkow.
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kwasow mocznika
wiosna ‘ Jjesien ‘

sposob zakwaszania

Rys. 1. Wplyw zastosowanych preparatow na zmian¢ odczynu podtoza w trakcie sezonu
wegetacyjnego.

Jako wskaznika zasolenia gleby uzywa si¢ rdwniez procentowej zawartos¢ soli w suche;j
masie utworéw. Okresla si¢ jg na podstawie suchych pozostalosci wyciggu wodnego, a otrzymane
wyniki okresla si¢ zgodnie z przedziatlem zasolenia:

- 0 - 0,20 % soli - utwory niezasolone,
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- 0,20 - 0,35 % soli - utwory stabo zasolone,
- 0,35 - 0,55 % soli - utwory umiarkowanie zasolone,
- powyzej 0,55 % soli - utwory silnie zasolone
Poziom zasolenia ma wptyw na procesy zyciowe roslin:
- 0 - 5 g/dm3 - st¢zenie nieszkodliwe dla procesow zyciowych,
- 10 -12 g/dm3 - stezenie hamujace rozwoj prawie wszystkich gatunkéw,
- 20 - 25 g/dm3 - stezenie toksyczne (Gotda 2005)

Zastosowanie nawozu Wigor S w najwigkszym stopniu wptyngto na zwigkszenie zasolenia
gleby (Ryc. 2). Stwierdzono 4,5 g soli w kilogramie podtoza, podczas gdy fosforan mocznika podniost
stezenie soli do 2,6 g. Byty to jednak ilosci, ktore nie powinny negatywnie odbijac si¢ na wzroscie
i plonowaniu krzewow boréwki wysokiej. Poziom zasolenia gleby, na ktorej stosowano mieszaning
kwasow byt porownywalny z podtozem kontrolnym.

Przeprowadzona analiza (Ryc. 3) wykazata istotny wplyw zastosowanych substancji do
zakwaszania podloza na mas¢ 100 owocéw badanych odmian boréwki wysokiej. Owoce
0 najwi¢kszej masie zebrano z ro$lin odmiany ‘Brigitta Blue’ traktowanych fosforanem mocznika,
a najmniejsze w przypadku odmiany 'Sunrise’ uprawianej na obiekcie kontrolnym i po zastosowaniu
nawozu Wigor S. Poréwnujac badang cech¢ w zalezno$ci od odmiany wykazano, iz masa 100
owocow byla istotnie wigksza dla odmiany ‘Brigitta Blue’. Pozytywny wplyw nawozu fosforan
mocznika, ale rowniez mieszaniny kwasow, moze mie¢ zwigzek z zawartoscig w nich azotu, ktory
jest pierwiastkiem plonotworczym. Bal i in. (2004) podaja, ze Srednia masa jagody dla odmiany
'Brigitta Blue' wynosi 1,7 g, podczas gdy odmiana 'Sunrise’ - 1,8 g. Owoce zebrane z wlasnego
doswiadczenia odznaczaty si¢ istotnie wigksza masg we wszystkich kombinacjach. Znacznie wigksze,
poréownywalne do przedstawionych w pracy, wielkosci owocow tych odmian stwierdzit Ochmian
i Kozos (2015).
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Rys. 2. Wplyw zastosowanych preparatow na zasolenie podtoza w trakcie sezonu wegetacyjnego.

4. Wnhnioski

Wszystkie zastosowane preparaty (mieszanina kwasu azotowego, siarkowego i fosforowego;
Wigor S; fosforan mocznika) spowodowaty obnizenie odczynu podioza. W najwigkszym stopniu
przyczynit si¢ do tego nawdz Wigor S. Uzyskane pH podtoza byto jednak za niskie w stosunku do
wymagan borowki wysokiej.

Zastosowanie nawozu Wigor S spowodowato najwicksze zasolenia gleby, jednak jego
poziom nie powinien mie¢ negatywnego wplywu na rosliny.
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Najwigkszy, pozytywny wptyw na wielko$¢ owocodw mial nawoz fosforan mocznika. Duze
owoce zebrano rowniez z obiektow gdzie stosowano mieszaning kwasow.
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Rys. 3. Wplyw zastosowanych preparatow na wielko$¢ owocoOw borowki wysokiej.
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6. Charakterystyka enzymow prozapalnych: lipooksygenazy (LOX),
cyklooksygenazy (COX) i oksydazy ksantynowej (XO) oraz rola
fitozwiazkow jako potencjalnych inhibitorow tych enzymow
Characteristics of pro-inflammatory enzymes: lipoxygenase, cyclooxygenase and
xanthine oxidase and the role of phytochemicals as potential inhibitors of these
enzymes
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Streszczenie

Stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do przewlektego stanu zapalnego, ktdry z kolei moze
posredniczy¢ w wigkszosci chordb przewlektych takich jak nowotwory, cukrzyca oraz choroby
sercowo-naczyniowe, neurologiczne i plucne. Czynnikami, ktéore moga w znacznym stopniu
przyczyni¢ si¢ do poglebienia stresu oksydacyjnego sa enzymy prooksydacyjne. Glownymi
enzymami, ktorych aktywno$¢ powoduje stres oksydacyjny sa lipooksygenaza (LOX)
i cyklooksygenaza (COX) oraz oksydaza ksantynowa (XO). Polifenole, nalezace do metabolitow
wtornych ro$lin, obecne sa w diecie czlowieka i szeroko stosowane zaréwno w celach
kosmetycznych, jak i leczniczych. Maja wiele wlasciwosci biologicznych korzystnych dla organizmu,
w tym antyoksydacyjne, immunomodulacyjne, dziataja Przeciwnowotworowo
i przeciwdrobnoustrojowo. Wigkszo$¢ badan nad biodostepnos$ciag polifenoli wykorzystuje gtdéwnie
czyste pojedyncze czasteczki (wyizolowane z zywnosci lub zsyntetyzowane chemicznie), chociaz ich
biodostepnos¢ z catej zywnosci moze by¢ zasadniczo rozna. Istniejg badania potwierdzajace zdolnosé
hamowania XO przez ekstrakty roslinne, a tym samym wykazujace, ze preparaty roslinne moga by¢
alternatywa dla lekow wytwarzanych przez syntez¢ chemiczng. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt,
ze preparaty roslinne, w przeciwienstwie do lekow syntetycznych, nie powoduja niepozadanych
skutkow ubocznych dla organizmu. W przeciwienstwie do syntetycznych Srodkow
farmaceutycznych, opartych na pojedynczych substancjach chemicznych, wiele fitozwigzkdéw
wywiera korzystne dziatanie poprzez addytywne lub synergistyczne wspoétdziatanie kilku zwigzkow
chemicznych w pojedynczych lub wielu miejscach docelowych zwigzanych z procesem
fizjologicznym.

1. Wstep

Stan zapalny to naturalny mechanizm obronny przeciwko patogenom. Zwiazany jest
z wieloma patogennymi chorobami, takimi jak infekcje bakteryjne czy wirusowe, ekspozycja na
alergeny, promieniowanie i toksyczne chemikalia, choroby autoimmunologiczne i przewlekte,
otylo$¢, spozywanie alkoholu, palenie tytoniu i wysoko kaloryczna dieta. Wiele choréb przewlektych
zwigzanych z wysoka produkcja reaktywnych form tlenu (ROS) powoduje stres oksydacyjny
i utlenianie biatek. Glownymi enzymami, ktérych aktywno$¢ powoduje stres oksydacyjny, sg
lipooksygenaza (LOX) i cyklooksygenaza (COX) (Zhang i in. 2003).
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2. Przeglad literatury

Lipooksygenazy (LOX, EC 1.13.11.12) wystepuja powszechnie u roslin i zwierzat. Znane
sq jako dioksygenazy zawierajace zelazo. Lipooksygenazy to grupa enzymoéw zdolnych do
katalizowania utleniania kwasow tluszczowych i estréw o uktadzie cis, cis-1,4-pentadienu w celu
wytworzenia sprz¢zonych nienasyconych kwasow ttuszczowych oraz wodoronadtlenkéw. Analiza 15
— lipoksygenazy — 1 i stabilizowanej 5 — lipooksygenazy wykazata, ze struktura lipooksygenazy
sktada si¢ z N - koncowej domeny beta — cylindrycznej i dtuzszej C — koncowej helikalnej domeny
katalitycznej, otaczajacej pojedynczy atom niehemowego zelaza. Przyktadem reakcji katalizowanej
przez wigkszos¢ lipooksygenaz jest reakcja wielonienasyconych kwasow ttuszczowych z tlenem
z wytworzeniem wodoronadtlenku kwasu tluszczowego. Proces ten przebiega w kilku etapach.
Pierwszym etapem jest ograniczenie szybkoéci wigzania wodoru z wegla metylenowego. Nastepnym
jest utworzenie rodnika kwasu tluszczowego na tym weglu. Kolejnym etapem jest przegrupowanie
rodnika do innego centrum wegla i dodanie tlenu czasteczkowego do wczesniejszego
przegrupowanego centrum rodnikowego wegla. Nastepnie dochodzi do utworzenia wigzania
peroksyrodnika z tym weglem. Na konicu zachodzi redukcja peroksyrodnika do odpowiadajacego mu
anionu (Kuhn i in. 2015). W komoérkach ssakow substraty wielonienasyconych kwasow tluszczowych
s3 utrzymywane na niskim poziomie, poniewaz dziatanie lipooksygenazy zalezy od ich dostgpnosci.
Kluczowymi regulatorami w tworzeniu metabolitow zaleznych od lipooksygenazy sa fosfolipazy A2
i lipazy diacyloglicerolowe, ktore sg aktywowane podczas stymulacji komorek. Ponadto, aktywowane
komorki niekiedy moga przenosi¢ uwolnione wielonienasycone kwasy thuszczowe do pobliskich
komorek, ktore nastgpnie sa zdolne do ich metabolizowania podczas przebiegu szlakow
lipooksygenazy w procesie nazywanym metabolizmem miedzykomorkowym lub biosynteza
miedzykomoérkowa (Capra i in. 2015).

Lipooksygenazy sa najbardziej powszechnymi enzymami ro$lin. Sg zaangazowane w wiele
réznych proceséw fizjologicznych, takich jak wzrost, odpornos$¢ na szkodniki lub starzenie si¢ czy
reakcje na zranienie. Enzym ten wystepuje rowniez u ssakow. Izoenzymy lipooksygenaz biorg udziat
w metabolizmie eikozanoidow, takich jak prostaglandyny lub nieklasycznych eikozanoidow. Ludzkie
lipooksygenazy znajduja si¢ na chromosomie 17.p13 za wyjatkiem genu 5-LOX (zlokalizowanego na
chromosomie 10q11.2) Ludzkie lipooksygenazy wraz z ich produktami sg powigzane z chorobami o
podtozu zapalnym i alergicznym, miazdzycg i kilkoma rodzajami nowotworow (Barden i in. 2016).

Cyklooksygenaza (COX, EC 1.14.99.1) znana jako syntaza prostaglandyny H lub syntaza
prostaglandynowa (PTGS) jest katalizatorem pierwszych dwoch etapéw biosyntezy prostaglandyn
(PG). Zamienia ona kwas arachidonowy w prostanoidy, ktore obejmuja prostaglandyny (PG),
tromboksan i prostacykling. Moze by¢ wytwarzana w odpowiedzi na rézne bodzce, na przyktad
hormony, mitogeny, cytokiny, rézne mediatory zapalne i czynniki wzrostu. Istnieja dwie izoformy
COX: COX-1 i COX-2. COX-1 jest enzymem, ktory odpowiada za produkcje prostanoidow
w wigkszosci tkanek (Kirkby 2013). Izoformy COX sg hamowane poprzez dziatanie niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych, co wskazuje na role tych enzymow w goraczce i bolu, stanach zapalnych i
powstawaniu nowotworow. Enzymy COX majg znaczenie kliniczne, poniewaz sg mediatorami
regulujgcymi  wiele funkcji uktadu nerwowego, ukladu sercowo-naczyniowego, przewodu
pokarmowego i uktadu moczowo-ptciowego. Hamowanie COX przez aspiryng i inne niesteroidowe
leki przeciwzapalne tagodzi stany zapalne, zakrzepowe, neurodegeneracyjne i onkologiczne. COX-2
jest enzymem wystepujacym w miejscach zapalenia i infekcji, a takze w obszarach niezwigzanych
Z zapaleniem, takich jak mozg, grasica, jelito lub nerka. COX-2 moze by¢ hamowany przez leki takie
jak ibuprofen, naproksen lub diklofenak (Fitzpatrick 2004).

Aktywno$¢ cyklooksygenazy stwierdzono réwniez w blonie naczyniowej gatki oka
i w spojowce. Badacze zaobserwowali mniejszg aktywno$¢ COX w stosunku do btony naczyniowej
oka i spojowki, w innych czeséciach oka: rogowce, soczewce i siatkdéwce. Wysoka aktywnos¢ COX
W blonie naczyniowej gatki ocznej i spojowce jest wazna dla organizmu z powodu wytwarzania PGE2
i PGF2, ktore obnizaja cis$nienie $rodgatkowe, a takze zmniejszaja ryzyko zapalenia. Badania
wykazaty w tych tkankach wykrywalne ilosci produktéw COX pochodzacych z kwasu
arachidonowego (Kirkby 2013).
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Syntaza prostaglandyny H zawiera dwa aktywne miejsca. Pierwszym z nich jest hem
0 aktywnosci peroksydazy. Drugim miejscem jest miejsce cyklooksygenazy, ktore jest
odpowiedzialne za redukcje PGG2 do PGH2, gdzie kwas arachidonowy jest przeksztalcany
w prostaglandyne G2. Pomiedzy obydwoma miejscami znajduje si¢ reszta tyrozyny utleniana przez
hem do formy rodnikowej, a takze stuzaca do wydzielenia atomu wodoru z substratu kwasu
arachidonowego (Cleland 2006).

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) sa gtownymi inhibitorami COX. Typowe
inhibitory COX nie sa selektywne; hamuja wszystkie typy COX, czego skutkiem jest hamowanie
syntezy prostaglandyn i tromboksanu. Maja dziatanie zmniejszajace stan zapalny, a takze dziatanie
przeciwzakrzepowe i przeciwbolowe. Niekorzystnym dziataniem NLPZ jest podraznienie blony
Sluzowej zotadka, a poniewaz NSAID s3 kwasowe, moga powodowa¢ dodatkowe uszkodzenia
przewodu zotadkowo-jelitowego. Naturalnymi inhibitorami COX sa miedzy innymi grzyby, na
przyktad maitake, mogace czgéciowo hamowaé COX-1 i COX-2 (Zhang i in. 2003), oleje rybne
mogace dostarczaé alternatywne kwasy tluszczowe, ktorych formy sa przeksztalcone przez
cyklooksygenaze¢ w przeciwzapalne prostacykliny zamiast prozapalne prostaglandyny. Innym
inhibitorem, ktéry hamuje tylko COX-1 jest hiperforyna, wykazujaca kilka razy silniejsze dzialanie
niz aspiryna (Cleland 2006), natomiast inhibicja COX-2 jest mozliwa dzigki zastosowaniu
kalcytriolu. Do najczgstszych dziatan niepozadanych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
(NLPZ) naleza: problemy zotadkowe, w tym bdl, zaparcia, biegunka, wzdgcia, nudnosci i wrzody
zotadka, problemy z nerkami, niedokrwistos¢, zawroty glowy, obrzek nodg, nieprawidtowe wyniki
testow watrobowych (badania krwi), bdle glowy, podatno$¢ na powstawanie siniakow, dzwonienie
w uszach, wysypka. (Moreno i in. 2006). Wymienione dziatania niepozadane potwierdzajg stusznosé
badan przeprowadzonych z uzyciem zwigzkow fitochemicznych zamiast zwigzkow syntetyzowanych
chemicznie.

Oksydaza ksantynowa (XO, zwana takze "XAO", EC 1.17.3.2) jest postacia
oksydoreduktazy ksantynowej. Enzym ten katalizuje utlenianie hipoksantyny do ksantyny, utlenianie
ksantyny do kwasu moczowego i wytwarzanie reaktywnych form tlenu, takich jak rodniki
ponadtlenkowe i nadtlenek wodoru. Bierze réwniez udzial w katabolizmie puryn u niektérych
gatunkéw, w tym u ludzi. Jest to flawoproteina, w budowe ktorej wchodzi molibden, nichemowe
zelazo 1 labilna siarka. Oksydaza ksantynowa moze wystgpowaé w dwodch postaciach: pierwszej
0 aktywnosci dehydrogenazy (dehydrogenaza ksantynowa), drugiej o aktywnosci oksydazy. Pierwsza
przeksztatca si¢ w druga poprzez utlenianie grup tiolowych enzymu w obecno$ci wysokich stgzen
tlenu (Ying i in. 2014).

Masa czasteczkowa XO wynosi 290 kDa. Jest to homodimer nalezacy do rodziny biatek
zawierajacych jeden molibden, FAD oraz dwa centra zelazowo-siarkowe (2Fe-2S) typu ferredoksyny
w kazdej z dwoch niezaleznych podjednostek. Na czas reoksydacji XO tlen czasteczkowy odgrywa
rolg akceptora elektronow i tworzy rodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru. W Kkolejnym etapie
powstaja anionowe rodniki ponadtlenkowe i H0,. Nastepnie aniony ponadtlenkowe sa
modyfikowane za pomoca enzymu dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) lub spontanicznie
przeksztalcane w nadtlenek wodoru i tlen (Flemmig i in. 2011).

Reakcja organizmu na wyzsze poziomy aktywnos$ci XO, a takze na stres oksydacyjny, ktory
jest typowy dla wielu stanéw chorobowych naczyn, moze skutkowaé wyzszym stezeniem kwasu
moczowego. Konsekwencja nadaktywno$ci oksydazy ksantynowej jest stan znany jako dna
moczanowa i ostre zapalenie stawow. Istniejg badania dotyczgce powigzania wystepowania kwasu
moczowego z nadcis$nieniem tetniczym i cukrzyca (Kivity i in. 2013). Aby wyleczy¢ te choroby
nalezy zmodyfikowa¢ poziom kwasu moczowego i zwigkszy¢ jego wydalanie lub zmniejszy¢
wytwarzanie. W tym celu mozna zastosowa¢ inhibitory oksydazy ksantynowej. Zmniejszaja one
naczyniowy stres oksydacyjny i krazace ilosci kwasu moczowego. Wyniki réznych badan nad XO
wskazuja na jego zwiazek z réznymi postaciami niedokrwiennymi, innymi rodzajami uszkodzen
tkanek i naczyn oraz przewlekta niewydolnoscia serca. Inhibitor oksydazy ksantynowej — allopurinol,
wykazuje pozytywne dziatanie w leczeniu tych stanéw u zwierzat do$wiadczalnych, a takze
w niewielkich badaniach klinicznych na ludziach (Umamaheswari i in. 2007).
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XO jest enzymem powszechnie wystepujacym wsrod réznych gatunkéw, a jego izolacja
obejmuje ekstrakcje z szerokiego zakresu zrddel, na przyktad bakterii, organéw réznych zwierzat lub
mleka. XO jest skoncentrowany w mleku/biatkach otoczki kuleczek ttuszczowych mleka. Z tego
powodu w metodach izolacji stosuje si¢ $mietan¢ jako material wyjsciowy. Gtownym czynnikiem
redukujacym poziom kwasu moczowego w surowicy krwi, oprocz diety o niskiej zawartosci puryn,
jest hamowanie aktywno$ci XO. Najczesciej stosowanym w medycynie inhibitorem XO jest
allopurinol (analog purynowy, konkurencyjny inhibitor), chociaz moze powodowaé niepozadane
dziatania uboczne. Istniejg badania potwierdzajace zdolno$¢ hamowania XO przez ekstrakty roslinne
(Gawlik-Dziki 2012), a tym samym wykazujace, ze preparaty roslinne moga by¢ alternatywa dla
lekow wytwarzanych na drodze syntezy chemicznej. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze
preparaty ros$linne, w przeciwienstwie do lekéw syntetycznych, nie powodujga niepozadanych
skutkow ubocznych dla organizmu.

W literaturze zwigzki o udokumentowanej aktywnos$ci podwojnego inhibitora 5-LOX / COX
opisano jako potencjalne leki do leczenia zapalen wywotanych aktywnos$cia enzymow prozaplanych.
Dziataja one poprzez blokowanie tworzenia si¢ zar6wno prostaglandyn, jak i leukotrienéw, ale nie
wplywaja na tworzenie lipoksyny (Martel-Pelletier i in., 2003).

Stres oksydacyjny wynika przede wszystkim z nadmiernej produkcji ROS nieusunigtych
przez naturalne mechanizmy naprawcze. Moga by¢ one wspomagane przez dostarczanie
organizmowi substancji o dziataniu przeciwutleniajgcym, charakterystycznym dla zwigzkow
fitochemicznych. Zwiazki fenolowe to grupa wtéornych metabolitow roslinnych o szeroko
udokumentowanej aktywno$ci biologicznej. Ich skutecznos¢ jako przeciwutleniaczy wynika
z wielokierunkowej aktywnosci: moga by¢ inhibitorami reakcji rodnikowej poprzez hamowanie
tworzenia si¢ rodnikéw lipidowych, zaktocanie propagacji reakcji samoutleniania fancucha, ttumienie
singletowego tlenu, moga dziata¢ jako czynniki redukujace nadtlenki wodoru do stabilnych
zwigzkoéw, jako zwiazki chelatujace jony metali przejsciowych oraz jako inhibitory enzymoéw
prooksydacyjnych. Dlatego uwaza sie, ze dieta bogata w zywnos$¢ pochodzenia roslinnego stanowi
wazny element zapobiegania chorobom cywilizacyjnym (Carocho i Ferreira, 2013).

Wiele badan epidemiologicznych wykazalo, ze spozywanie zywnosci i napojow o wysokiej
zawartosci zwigzkow fenolowych wiaze si¢ z zapobieganiem chorobie wienicowej, nowotworom itp.
(Scalbert i Williamson, 2000).

Aby uzyskaé biologiczng aktywno$¢ polifenoli, musza by¢ w pewnym stopniu dostepne
w tkance docelowej. Dlatego biologiczne wlasciwosci dietetycznych polifenoli moga zaleze¢ od ich
wchlaniania w jelitach oraz ich biodostgpnosci. Ilos¢ dostgpnych biologicznie polifenoli
spozywczych moze r6znié sie ilosciowo i jakosciowo od polifenoli zawartych w bazach danych
0 zywnosci. Co wigcej, wickszo$¢ badan nad biodostepnoscig polifenoli wykorzystuje glownie czyste
pojedyncze czasteczki (wyizolowane z zywnoS$ci lub zsyntetyzowane chemicznie), chociaz ich
biodostepnos$¢ z catej zywnosci moze by¢ zasadniczo rézna (Saura-Calixto i in., 2007). Ponadto
aktywno$¢ zwiagzkow fenolowych badanych in vitro (po ich wyizolowaniu z Zywnosci) nie musi by¢
zgodna z aktywnoscia wykazywang w organizmie cztowieka. Proste, tanie i powtarzalne narzedzia
do badania biodostgpnosci sktadnikow zywnos$ci stanowig modele in vitro oparte na fizjologii
cztowieka. Znajduja szerokie zastosowane do badania zmian strukturalnych, strawno$ci i uwalniania
sktadnikéw pokarmowych w symulowanych warunkach przewodu pokarmowego (Oomen i in.,
2002). W przeciwienstwie do syntetycznych §rodkow farmaceutycznych, opartych na pojedynczych
substancjach chemicznych, wiele fitozwigzkéw wywiera korzystne dziatanie poprzez addytywne lub
synergistyczne dziatanie kilku zwigzkéw chemicznych w pojedynczych lub wielu miejscach
docelowych zwigzanych z procesem fizjologicznym (Williamson, 2001). Pomyst ten znalazt
zastosowanie w farmakologii podczas badan nad kombinacjami kilku metabolitow w terapii
wielokierunkowej (Birskin, 2000).

3. Podsumowanie

Synergizm zwigzkow bioaktywnych odgrywa znaczaca role lecz wciaz istnieje niewiele
badan dotyczacych tej kwestii w tak skomplikowanym systemie, jakim jest zywno$¢. Dalszy rozwoj
badan ukierunkowanych na wzajemne zaleznoéci pomiedzy poszczegdlnymi sktadnikami zywnosci,
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a takze miedzy sktadnikami zywnosci a matrycg zywnosci, w ktdrej wystepuja moze przyniesc
ciekawe efekty i wspomoc profilaktyke i leczenie chordb cywilizacyjnych.
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Abstract

The results of in silico hydrolysis using commercial enzymes or a combination thereof are
presented. Selected sequences of porcine hemoglobin (various types) came from a database UniProt,
the peptide sequences - from a database BIOPEP-UWM. Enzymes capable of hydrolysis: proteinase
K (EC.3.4.21.14), papain (EC.3.4.22.2) bromealin (EC.3.4.22.4), thermolysin (EC.3.4.24.27) or
combinations thereof (up to three enzymes simultaneously) has been used, and released peptides were
evaluated for bioactive properties. It has been shown that the sequences of hemoglobin are potential
sources of bioactive peptides with antioxidant, antihypertensive (ACE-I inhibitory) and antidiabetic
(DPP-1V inhibitory) properties.

1. Introduction

The meat industry produce huge amounts of by-products, which generate the high disposal
costs for meat processing, as well as an important threat to the environment. Depending on the
production technology, among the by-products are meat, bones, blood and skin. As an example,
during slaughter a pig produces approximately 3 L of blood (Wei and Chiang, 2008). Currently, the
industry is looking for alternative processing methods to produce new products and functional
ingredients with significant added value. One of the most promising solutions is the production of
hydrolysates of protein products and the release of many short sequences (Lafarge and Hayes, 2014;
Mora et al. 2014). Blood is a major by-product of meat industry, rich in protein. Porcine blood
contains 170-180 g-kg™* protein so is thus a good source of protein for food (Wei and Chiang, 2008).
They can be divided into two main fractions: cell elements (which contains red and white blood cells),
and plasma. An important protein present in muscle meat is hemoglobin, the main component of blood
(Bah et al., 2013). In vertebrates, hemoglobin (Hb) is a tetramer consisting of two chains of alpha
globin and beta globin, each of which comprises a prosthetic group, whose main function is an oxygen
binding and transport via the blood to all tissues. Recent literature indicates that peptides derived from
Hb may play an additional physiological functions in different tissues (Gomes et al., 2010). Protein
sequences showing various activities in the human body are collectively referred to as bioactive
peptides. There are usually 2-20 amino acid sequence, which after reaching a living body can cause
physiological response of the body. Preparation of bioactive peptides is of interest both scientists and
food producers. Modern research in that regard includes several aspects, such as the enrichment of
food in peptides that maintain activity or the optimization and design of products with health claims,
rich in endogenous source of bioactivity.

Proteolytic cleavage of large precursor proteins is one of the ways for the preparation of
biologically active peptides. So, the blood is a meat-industry by-product of slaughterhouseand
interesting as a source of biologically active peptide emphasizing their potential applications in
functional foods for the prevention of noncommunicable diseases (NCD). However, the selection of
appropriate enzymes and the sequences of the precursor protein as a biologically active sequence must
be made.

The prognostic approach in silico analyzes are consistent with the idea of QbD (ang. Quality
by design), denoting quality through design. According to the concept of QbD quality cannot be tested
at the stage of the product, it should be evaluated at the design stage (Tsirk 2010). With in silico
methods, such as inter alia the programming protein hydrolysis process for obtaining biologically
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active peptides, proteins can be explored at the stage prior to testing in the laboratory. Therefore
appropriate to introduce of in silico before the step of in vitro assay significantly facilitates the
discovery of new bioactive peptides present in proteins.

In this study, the potential therapeutic applications of Hb-derived bioactive peptides using
the in silico method was determined.

2. Materials and methods

Selected porcine hemoglobin sequences were analyzed (Tab. 1). All the sequences were
derived from the UniProtKB database (Swiss-Prot, TrEMBL; access 12.2017)
(http://www.uniprot.org). Hydrolysis in silico was performed using commercial proteolytic enzymes
(Tab. 2). The analysis was performed using the "enzyme (s) of action" option in the protein sequence
and bioactive peptides database BIOPEP-UWM (access 12.2017).

Tab.1. List of porcine hemoglobin (various types) available in the Uniprot database and used in the
in silico analysis.

Protein? (ﬁ]rzglnn(ljeﬁgt% Mass (kDa) Entry name
Hemoglobin subunit alpha 141 15.039 P01965 (HBA PIG)
Hemoglobin subunit beta 147 16.166 P02067 (HBB_PIG)
Hemoglobin subunit theta 146 15.980 P04246 (HBT_PIG)
Hemoglobin subunit zeta 141 15.403 P02009 (HBAZ_PIG)
Hemoglobin subunit epsilon 147 16.095 P02101 (HBE_PIG)

Lall protein sequences have "reviewed" status and "experimental evidence at protein level” as
annotation score

The high potential of the selected types of hemoglobin for releasing peptides with antioxidant
properties were confirmed by determining the frequency of release of fragments with given activity
by selected enzymes (Ag) using the equation;

Ae = d/N;
where: d - the number of peptides with activity released by given enzyme (i.e. proteinase K),
N - the number of amino acid residues in protein.

Tab.2. List of enzymes used in the in silico hydrolysis.

Enzymes Abbreviation EC number Cutting sequence
proteinaze K PRO EC.3.4.21.14 FV,IL,Y,W,P.M
papain PAP EC.3.4.22.2 R,K,E,H,G,Y A
bromealin BRO EC.3.4.22.4 K,AY,G
thermolysin THE EC.3.4.24.27 ALl VMF

3. Results and discussion

The hemoglobin sequences were hydrolyzed using various enzyme variants and their
combinations and the results are shown in Table 3. Analyzing individual enzymes, PRO and THE
usually generate of large number of peptides, however by using PAP a greatest number of biologically
active sequences was obtained (Tab. 3), especially peptides with DPP-1V inhibiting activity (Tab. 5).
The worst results were obtaining with BRO in generation of total number of peptides from P02067,
P04246, P02009 and P02101. An increase in the number of biologically active peptides was observed
using a combination of two enzymes. However, using combination of three hydrolityc enzymes in
this same time, reduces the bioactive potential, due to excessive proteolysis and a large number of
free amino acids (Fig.1).
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Tab 3.The effect of in silico hydrolysis using various combinations of proteolytic enzymes.

HEMOGLOBIN SEQUENCES

ENZYMES P01965 P02067 P04246 P02009 P02101
T
PRO 344/15/10 37/21/12 37/20/10 35/18/12 37/22/9
PAP 28/30/11 34/27/14 36/24/20 33/23/16 38/22/21
BRO 29/15/15 30/11/13 30/12/14 30/9/14 31/12/15
THE 40/20/18 37/26/13 35/24/10 40/21/16 35/26/13
PRO+PAP 27/76/16 24/92/17 26/87/23 33/71/27 27/88/25
PRO+BRO 38/52/25 35/61/27 36/60/28 40/47/26 36/62/31
PRO+THE 28/66/15 30/69/15 30/66/17 30/65/22 29/69/16
THE+PAP 34/54/20 32/65/26 33/61/29 35/56/24 33/65/32
THE+BRO 36/43/23 36/52/28 34/52/25 37/47/23 34/54/28
BRO+PAP 29/30/11 34/27/14 36/24/20 33/23/16 38/22/21
PRO+THE+PAP 16/106/7 12/120/7 14/115/12 17/107/17 13/118/11
PRO+THE+BRO 21/93/9 20/104/12 18/103/12 20/96/13 17/106/11
PRO+BRO+PAP 28/77/16 24/92/17 26/87/23 33/71/27 27/87/25
THE+BRO+PAP 34/54/20 32/64/26 33/61/29 35/56/24 33/63/32

L Total number of released peptide sequences / total number of released amino acids/ total
number of peptides with biological activity (a sequence having two different activities
were treated as two different peptides)

Due to the advanced hydrolysis, the worst results were obtained for the PRO + PAP (see also
PRO + THE+ PAP and PRO + THE + BRO) where released a low number of peptides and a large
number of individual amino acids (Table 3, Figure 1). The most effective combination of three
enzymes in the generation of peptides including those biological properties has proved to be
THE+BRO+PAP (Table 3).

The enzymatic hydrolysis of the selected hemoglobinsequences released peptides with
diverse activities. Biological activity profiles were performed based on BIOPEP-UWM database and
fragments with 7 types of activity: antioxidative, angiotensin converting enzyme inhibition (ACE
inhibitor), dipeptidyl peptidase IV inhibition (DPP-IV inhibitor), activing ubiquitin-mediated
proteolysis, hypotensive, inhibitor, stimulating were identified. Among all, the peptides with DPP-1V
inhibiting activity were the most indicated - their presence was determined in every proteins after
hydrolysis using enzymes or combinations thereof. DPP-1V is aminodipeptidase which cleaves the
incretin, such as glucose-dependent insulinotropic peptide and glucagon-like peptide-1, causing the
loss of their insulinotropic activities, what in turn leads to diabetes (Power et al., 2014). Among the
different courses of action, inhibition of dipeptidyl peptidase IV by peptide inhibitors can improve
blood glucose control in diabetic patients.

The peptides inhibit DPP-1V, constitute from 26% to 86% of biologically active peptides
contained in the sequence of the hemoglobin (Tab. 5). The use of PRO, PRO+PAP or
PRO+THE+PAP results in a greatest number of peptides that inhibit DPP-1V. The worst result were
achieved using BRO, THE+BRO (except P02009) and THE+BRO+PAP (except P0O1965; Tab. 3).
Analyzed sequences have also proved to be a good source of peptides with ACE inhibiting activity
properties. The properties of this specific peptide motifs revealed by interference in one of the most
important mechanisms governing the functioning of the cardiovascular system, i.e. the renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS). Its most important element is the action of ACE (EC
3.4.15.1). It is exopeptidase which converts an inactive form of angiotensin | (decapeptide) to a potent
vasoconstrictor agent - angiotensin Il (octapeptide). Therefore, the inhibition of the catalytic reaction
of ACE have antihypertensive effect (Iwaniak et al. 2014).
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determined for P01965 (Hemoglobin subunit alpha).

Tab. 4. The maximum value of Ae ratio determined for the different types of hemoglobin.

ACTIVITY
& <]>" , %) @ =]
~ g " > PE£EZ - g £
S & < & £2%8 3 E
— o o o [y
L % O © =5 e 5 E\ — %
PRO P02067 P01965 P02009 P02009 P02009
AEe: AEe: AEe: n.d. AEe: AEe: n.d.
0.0065 0.0204 0.0552 0.0068 0.0068
PAP P042_46 P02191 P042_46 P02009
AEe: AEe: AEe: Ae: 0.0069 n.d. n.d. n.d.
0.0200 0.0464 0.0667 T
BRO P020§7 P019_65 P020_09 P02009
AEe: AEe: A€e: Ae: 0.0069 n.d. n.d. n.d.
0.0132  0.0544 0.0414 T
THE P01965 P01965 P01965
Ae: Ae: AE: n.d. n.d. n.d. n.d.
0.0138 0.0345 0.0759
PRO*PA Eg;ggg PO4246  P02009 P02009
Ac: Ae: AE: n.d. n.d. n.d. AEe:
0.0069 0.0400 0.1379 0.0069
PRO+BR P01965 P02067 P02101 P02101 P02101
) ) ) P02009 . .
(0] Ae: Ae: Ae: Ae: 0.0069 AE: AEe: n.d.
0.0207 0.0728 0.1325 T 0.0066 0.0066
PRO+TH  P02009 P02009 P02009 P02009
E AEe: AEe: Ae: n.d. n.d. n.d. AEe:
0.0207 0.0483 0.0759 0.0069
THE+PA  P01965 P02101 P02101
P AEe: AEe: Ae: n.d. n.d. n.d. n.d.
0.0397 0.0795 0.0966
THE+BR  P01965 P02067 P02009
0] Ae: Ae: AE: n.d. n.d. n.d. n.d.
0.0331 0.0861 0.0897
BRO+PA  P04246 P02101 P04246 P02009
P AEe: Ae: Ae: AE: n.d. n.d. n.d.
0.0200 0.0464 0.0667 0.0069
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ACTIVITY
E,IJ) q>" %) <4 ()]
= ! — > —
= g " > 2582 2 g 2
5 : S & z3sg & 2 3
w % (@] s 2 E g_ 2; £ 7>;
EEF?;;[H Eg;ggg P02009 P02009 P02009
Ac: Ae: Ae: AE: n.d. n.d. n.d.
0.0069 0.0276 0.0759 0.0069
PRO+TH P01965 P04246 P04246 P02009
E+BRO AEe: Ae: AE: n.d. n.d. n.d. AEe:
0.0138 0.0267 0.0467 0.0069
PRO+BR P02009 P04246 P02009 P02009
O+PAP Ae: Ae: AE: n.d. n.d. n.d. AE:
0.0069 0.0400 0.1379 0.0069
THE+PA P02067 P02101 P02101
P+BRO Ae: Ae: AE: n.d. n.d. n.d. n.d.

0.0397 0.0795 0.0993

According to this study, ACE inhibiting peptides was released from proteins used in this
study under the individual enzymes action or combinations thereof (except P01965 in a combination
of enzymes PRO+THE+PAP; Tab. 5). The largest percentage of ACE inhibitory was achieved using
BRO, THE+BRO (except P02101) and THE+BRO+PAP. The least effective was the use of the
enzyme PRO (except P01965), or a combination of PRO+PAP and PRO+THE+PAP (except P02009;
Tab. 5).

The antioxidant peptides are another large group of biologically active sequences determined
in this study. They are effective in the fight against oxidative stress, i.e. condition inside the body
caused by a disturbance of the balance between the production of free oxygen radicals and the cell's
ability to eliminate them. Peptides interrupting free radical chain reactions may decrease the rate of
oxidation processes (Power et al., 2013). It has been found that the PAP hydrolysis (for P02067,
P04246 and P02101) and THE (in the case P01965, P02009) is the most effective in the generation
of antioxidant peptides. Also, the combination of THE +PAP and PRO+THE or THE+BRO+PAP
also proved to be effective - the percentage of antioxidant peptides in the total pool of bioactive
sequences was the largest (Tab. 5). The worst effect was achieved for a single enzyme PRO or a
combination (PRO+PAP and also PRO+THE+BRO; PRO+BRO+PAP). No antioxidant peptides
were detected from P02067, P04246 or P02101 for listed enzyme variants.

Other biologically active peptides were also defined in this study, i.e. acting as
antihypertensive properties (other than ACE) (see P02009 after hydrolytic degradation with PRO and
P02101 after use PRO+BRO in Tab. 4), stimulating various processes in the body - using the enzyme
combination PRO+PAP, PRO+THE+PAP, PRO+THE+BRO and PRO+BRO+PAP (for all proteins
excepted P01965), and acting as an inhibitor other as ACE and DPP-IV; (see P02009 by using PRO
or P02101 after use PRO+BRO in Tab. 4). A large part of the peptides showed activating properties
of ubiquitin-mediated proteolysis. Their presence has been detected after use PAP, BRO, PRO+BRO,
BRO+PAP (except P01965).

The profile of the biologically active peptides released due to hydrolysis of the different
types of hemoglobin represent mostly the two-amino acid sequences (Tab. 6). According to Dziuba
et al. (2005), short sequences, mainly di- and tripeptides are most often released from animal proteins.
In addition, peptides in that form more easily enter into the blood circulation from the GI tract
(Darewicz et al. 2013; Lépez-Barrios et al. 2014). Moreover, more than one effect assigned to one
sequence was observed, e.g. GF, NF, HL or VK showed both ACE inhibitory and DPP-IV inhibitory
activity (Tab.6).
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Tab.5. Percentage of peptides of defined biological activity resulting by in silico hydrolysis [%].
HEMOGLOBIN SEQUENCES

ENZYMES PO1965  P02067 P04246 P02009 P02101
1

PRO 0430170 g/55/67 0/20/80 017167 0/22/78
PAP 0/36/55  21/36/36  15/30/50 13/31/50 14/33/48
BRO 705340  15/54/23 7/50/36 7143143 7147140
THE 11/28/61  8/31/62 10/20/70 10/19/63 8/23/69
PRO+PAP 6/13/81  0/29/65 0/26/70 4119/74 0/24/72
PRO+BRO 12/28/60  7/41/52 0/36/64 4/23/69 0/29/65
PRO+THE 13/27/60  7/33/53 6/41/47 14/32/50 6/44/44
THE+PAP 10/35/55  23/38/38  17/38/45 8/33/58 16/38/47
THE+BRO 0/43/48  18/46/36  16/44/40 9/35/57 14/43/43
BRO+PAP 0/36/55  21/36/36  15/30/50 13/31/50 14/33/48
PRO+THE+PAP 14/0/86  1474/71  0/25/67 6/24/65 0127/64
PRO+THE+BRO  22/33/44  0/33/58 0/33/58 8/23/62 0/36/55
PRO+BRO+PAP 6/13/81  0/29/65 0/26/70 4/19/74 0/24/72
THE+BRO+PAP 10/35/55  23/38/38  17/38/45 8/33/58 16/38/47

! - antioxidative activity / ACE inhibitor activity/ DPP-IV inhibitor activity

Tab. 6. Results of enzymes actions to generate the bioactive peptides from P01965 (Hemoglobin
subunit alpha).

ENZYMES RESULTS OF ENZYMES ACTION

PRO ACE inhibitor:GF [35-36]1, NF [99-100]; KL [101-102]

DPP IV inhibitor: NP [120-121], DP [96-97], GF [35-36], HF [45-46], NF
[99-100], NL[47-48], TL [110-111]

PAP Antioxidative: TY [41-42]

ACE inhibitor: WG[14-15], VG[17-18][72-73], DA[66-67]

DPP IV inhibitor: VA[64-65], WG[14-15], QA[20-21], TY[41-42], VG[17-
18][72-73]

BRO Antioxidative: TY[41-42]

ACE inhibitor: VG [17-18][72-73], DA [66-67], WG [14-15], HG [24-
25][58-59], EA [27-28]

DPP 1V inhibitor: VA [65-65], WG [14-15], QA [20-21], TY [41-42], VG
[17-18][72-73]

THE Antioxidative: LH [88-89], AHK [90-92]

ACE inhibitor: LPG[78-80], VK [10-11][55-56], AG [21-22], LG [34-35]

DPP IV inhibitor: AD [65-66], AE [26-27], AG [21-22], AS [127-128], FN
[46-47], LH [88-89], VH [125-126], VK [10-11][55-56], VN [98-99], VT
[109-110]

PRO+PAP Antioxidative: TY [41-42]

ACE inhibitor: DA [66-67], NF [99-100],

DPP IV inhibitor: NP [120-121], SL [128-129], DP [96-97], NF [99-100],
NL [47-48], NV [9-10][135-136], QA [20-21], SH [49-50][104-105], TK
[69-70], TL [110-111], TY [41-42]

PRO+BRO Antioxidative: HHP [114-115], HL [74-75], TY [41-42]

ACE inhibitor: HL [74-75]
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ENZYMES RESULTS OF ENZYMES ACTION

DPP IV inhibitor: HA [89-90][126-127], NP [120-121], HL [74-75], SL
[128-129], DP [96-97], HF [45-46], NF [99-100], NL [47-48], NV [9-
10][135-136], QA [20-21], TK [69-70], TL [110-111], TY [41-42]

PRO+THE Antioxidative: AHK [90-92], AW [13-14]

ACE inhibitor: AW [13-14], AG [21-22], GH [73-74], GK [15-16],

DPP IV inhibitor: NP [120-121], AW [13-14], AD [65-66], AE [26-27], AG
[21-22], AS [127-128], DP [96-97], GH [73-74], TK [69-70]

THE+PAP Antioxidative: LH [88-89], TY [41-42]

ACE inhibitor: LPG [78-80], VK [10-11][55-56], VG [17-18][72-73], WG
[14-15], LG [35-36]

DPP 1V inhibitor: WG [14-15], FN [46-47], LH [88-89], TY [41-42], VG
[17-18],[72-73], VH [125-126], VK [10-11][55-56], VN [98-99],V'T [109-
110]

THE+BRO Antioxidative: LH[88-89], TY[41-42]

ACE inhibitor: LPG [78-80], VK [10-11][55-56], VG [17-18][72-73], WG
[14-15], HG [24-25][58-59], LG [34-35], HK [91-92],

DPP IV inhibitor: WG [14-15], FN [46-47], LH [88-89], TY [41-42], VG
[17-18][72-73], VH [125-126], VK [10-11][55-56], VN [98-99], VT [109-
110]

BRO+PAP Antioxidative: TY [41-42]

ACE inhibitor: VG [17-18][72-73], DA [66-67], WG [14-15]

DPP IV inhibitor: VA [64-65], WG [14-15], QA [20-21], TY [41-42], VG
[17-18][72-73]

PRO+THE+PAP  Antioxidative: TY [41-42]

DPP 1V inhibitor: NP [120-121], DP [96-97], SH [49-50][104-105], TK
[69-70], TY [41-42]

PRO+THE+BRO  Antioxidative: HHP [114-116], TY [41-42]

ACE inhibitor: HG [24-25][58-59], HK [91-92]

DPP 1V inhibitor: NP [120-121], DP [96-97], TK [69-70], TY [41-42]

PRO+BRO+PAP  Antioxidative: TY [41-42]

ACE inhibitor: DA [66-67], NF [99-100]

DPP IV inhibitor: NP [120-121], SL [128-129], DP [96-97], NF [99-100],
NL [47-48], NV [9-10][135-136], QA [20-21], SH [49-50][104-105], TK
[69-70], TL [110-111], TY [41-42]

THE+PAP+BRO _ Antioxidative: LH [88-89], TY [41-42]

ACE inhibitor: LPG[78-80], VK [10-11][55-56], VG [17-18][72-73], WG
[14-15], LG [34-35]

DPP 1V inhibitor: WG [14-15], FN [46-47], LH [88-89], TY [41-42], VG
[17-18][72-73], VH [125-126], VK [10-11][55-56],, VN [98-99], VT [109-
110]

! peptide sequence and its location [value in brackets]

4. Concusion

The results presented in this study support the potential of hemoglobin as a source of
biologically active sequences. These proteins can be effective in the prevention of NCD, inter alia,
caused by oxidative stress, hypertension, and abnormal blood glucose level. The in silico analysis not
expressly stated protein sequences or enzyme referred to as the most effective in the generation of
biologically active peptides - it depends on the desired biological activity. The observed differences
are related also to the specificity of the enzymes used. The wider the specificity of the enzyme, the
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potentially more peptide bonds are hydrolysed, which promotes the release of more of the peptides
withthe biological activity. However, the performed analysis shows that the use of two proteolytic
enzymes is the most efficient in the generation of peptides with biological properties. Thus, in silico
approach can serve as a screening test, allows pre-selection of protein sequences and/or hydrolytic
enzymes to predict the potential biological activity and indicate new ways of release of bioactive
peptides from by-products on a commercial scale.
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Abstract

The results of an in silico hydrolysis using commercial enzymes - as a single or a
combination thereof were presented. Selected sequences of collagen (various types) from pork source
came from a UniProt database, the peptide sequences - from BIOPEP-UWM database. Enzymes
capable of hydrolysis: proteinase K (EC.3.4.21.14), papain (EC.3.4.22.2) bromealin (EC.3.4.22.4),
thermolysin (EC.3.4.24.27) or their cooperation (one, two or three enzymes simultaneously) have
been used and released peptides were evaluated for antioxidant properties. It has been shown that the
porcine collagen sequences are a potential source of bioactive peptides with antioxidant properties
(released a total of 14 different biologically active fragments). Collagen type I, alpha 2 chain and
collagen type Il, alpha 1 chain did not released any peptide fragments with antioxidant activity under
the influence of hydrolysis. The highest number of biologically active peptides was obtained from
collagen type IV, alpha 1 chain and collagen type V, alpha 3 chain, under the proteolytic enzymes, in
particular as a combination of THE + PAP, THE + BRO and THE + PAP + BRO.

1. Introduction

The meat industry produces an enormous amount of by-products. Their management is
necessary, mainly due to the potential negative impact on the environment; however, it is associated
with high utilization costs. Animal by-products may be defined as whole bodies or parts of animals,
products of animal origin or other products derived from animals (European Parliament and Council
Regulation (EC) No 1069/2009 of 21 October 2009 defining sanitary rules for animal by-products)
and some of them can be eaten by people or animals. As by-products, depending on the technology
of production, there are usually waste blood, bones, meat trimmings, skin, fatty tissues, horns, hoofs,
feet as well as skull and viscera (Toldra et al. 2016). Meat by-products are rich in lipids, carbohydrates
and proteins that can be reused. There are many applications based on new or improved technologies
for the processing of meat by-products, such as edible food ingredients for the food, feed and pet
industries, as illustrated in Fig. 1.

Currently, the industry is looking for alternative methods of processing by-products to produce
new edible products and functional ingredients with significant added value. In this context, one of
the most promising solutions is the production of protein hydrolysates by-products (Lafarga and
Hayes 2014; Mora et al. 2014).

Collagen have a potential application in the food industry. Their alternative sources and
functional properties (such as emulsifiers, foaming agents, colloid stabilizers, hydrogels, clarifying
agents, biodegradable packaging materials, microencapsulation agents) have been summarized by
Gomez-Guillén et al. 2011.

Meat by-products, especially collagen, elastin, blood are a good source of protein, and
therefore they are a good substrate for the action of proteolytic enzymes. In terms of nutritional value,
collagen is very indigent because it does not contain all amino acids, but is a good source of bioactive
peptide. According to the study of Fu et al. (2016b), gastrointestinal enzymes can not effectively
hydrolyse bovine collagen to release numerous ACE-inhibitory peptide sequences. Therefore, the use
of exogenous proteases with broad cleavage sites is more effective to release peptides with biological
activity. The hydrolysis with commercial proteases such as proteinase K, papain, bromelain,
thermolysin is effective (Vercruysse et al. 2005, Udenigwe and Howard 2013). According to Saig et
al. (2008), collagen extracted from chicken legs by treatment with Aspergillus species-enzyme were
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a good source of peptides with inhibition activity of the angiotensin converting enzyme (ACE). When
these peptides with ACE inhibitor activity were identified, next synthesized and administered to
spontaneous hypertensive rats a fall in their blood pressure was observed after 6 hours. Collagen is
also a good source of antioxidant peptides. Many reports describe the antioxidant properties of
collagen from fish (Rajapakse et al. 2005; Gémez-Guillén et al. 2010; Wang et al. 2013; Chi et al.
2014; Choonpicharn et al. 2015), but also other, for example from bovine skin (Kim et al. 2001a).
According to other studies (Kim et al. 2001b), gelatin peptides could effectively inhibit lipid
peroxidation. The antioxidant activity of collagen and gelatin peptides is associated with a high
content of hydrophobic amino acids, which may increase their lipid solubility, and therefore increase
their antioxidant activity (Kim et al. 2001b). Rajapakse et al. (2005) found that gelatin peptides from
fish skin showed antioxidant activity close to the very active synthetic antioxidant, butylated
hydroxytoluene. They were characterized by a higher antioxidant activity than peptides from other
fish proteins, probably due to the higher percentage of Gly and Pro. Apart of them, the underlying
mechanism responsible for antioxidant activities of collagen peptides in cell models may be due to
the ability to enhance the expression of antioxidant enzymes in cultured cells by treatment with
collagen peptides, as summated Fu et al. (2018). Collagen peptides also have a positive effect on
skeletal status, affecting the delivery and biological activity of bone morphogenic protein- 2 and
ectopic bone formation, supporting bone healing (Bhakta et al. 2013). Consumption of collagen
peptides from bovine bone prepared by Alcalase performed significantly improved flaccidity of the
skin, repaired collagen fibers, increased the collagen content and normalized the collagen type | to
type Il ratio in chronologically aged skin after orals administration chronologically aged mice. In
addition, their consumption also significantly improved the activity of antioxidant enzymes in the
skin (Song et al. 2017). Therefore, collagen is one of the most useful proteins for use in
pharmaceutical products offered for skin or bone disorders.

Meat industry
by-product

food ingredients
bioactives
enzymes

livestock feed
pet food
fertiliser
energy generation

pharmaceuticals
chemicals
medicals

Fig. 1. General applications of meat by-products (based on Toldra et al. 2016).

The study focused on the antioxidant properties of the peptides released from the different
types of porcine collagen by enzymatic hydrolysis using various enzymes, or combinations thereof.

2. Materials and methods

The largest types of collagen in intramuscular connective tissue are types I, I, IV and V
(Light and Champion 1984) and this fractions were investigate in this study. Selected porcine collagen
sequences were analyzed (Tab. 1). All the sequences were derived from the UniProtKB database
(Swiss-Prot, TrEMBL; access 12.2017) (http://www.uniprot.org). The potential of the selected types
of collagen for releasing peptides with antioxidant properties were confirmed by determining the
frequency of release of fragments with given activity by selected enzymes (Ag) using the equation:

AE=d/N

where: d — the number of peptides with antioxidant activity released by given enzyme, N - the number
of amino acid residues in protein.
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Tab. 2. List of porcine collagen (various types) available in the Uniprot database and used in the in
silico analysis

Amino acid

Protein chain length Mass (kDa) Entry name
Collagen type I, alpha 2 chain 132 12.341 Q1T7B0
Collagen type I, alphal chain 127 13.422 QITT86
Collagen type Il, alphal chain 167 15.250 QITT85
Collagen type 1V, alpha 1 chain 1669 160.328 M3V819
Collagen type 1V; alpha 3 chain 203 22.327 Q29032
Collagen type V, alpha 1 chain 516 55.942 Q8HY34
Collagen type V, alpha 3 chain 198 20.926 Q8HYS2

The in silico hydrolysis using commercial proteolytic enzymes (Tab. 2) was performed. The
theoretical peptides were obtained using "enzyme (s) of action" option in the protein sequence
database and bioactive peptides BIOPEP-UWM (www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep).

Tab. 2. List of enzymes used in the in silico hydrolysis.

Enzymes Abbreviation EC number Cutting sequence
proteinaze K PRO EC.3.4.21.14 FV,I.LY,W,P,.M
papain PAP EC.3.4.22.2 R,K,E,H,G,Y A
bromealin BRO EC.3.4.224 KAY,G
thermolysin THE EC.3.4.24.27 ALIL V,MF

3. Results and discussion

The various types of collagen sequences of porcine source were analyzed in order to
determine their potential to generate antioxidant peptides. The results of in silico analysis confirmed
the potential of various type of collagen for generating bioactive peptides. Each of protease selected
was capable of hydrolyzing collagen. According to the results of the analysis, Q1T7B0 and Q9TT85
did not generate peptides with antioxidant activity. On the other hand, the Q8HYS2, Q8HYS4 and
M3V819 are a good potential source of biopeptides, as confirmed by the relatively high value of the
parameter Ag (0.0174, 0.0113 and 0.0093; Tab. 3).

Analyzing individual enzymes, THE and PRO usually generate peptides with antioxidant
properties. Moreover, using two enzymes generally released greater number of sequence having
antioxidant properties, while using a combination of three enzymes to the hydrolysis of proteins
reduces their potential as a source of antioxidant peptides due to excessive proteolysis and result in a
large number of free amino acids. Due to the very advanced hydrolysis, the worst results were
obtained for the PRO + PAP (see also PRO + PAP+ BRO and PRO + PAP + THE; Tab. 3) where
released a large number of individual amino acids (Fig.2).

The use of a combination of THE + PAP, THE + BRO and their combination: THE + BRO
+ PAP was the most effective, released the largest amount of antioxidant peptides from porcine
collagen sequences (Tab. 4).

The released antioxidant peptides were described using 14 different sequence from which to
nearly 93% (13 sequences), are two amino acid sequences (Tab. 4). The peptides with oxygen
scavenging activity — LK were the most frequent, which was due to the high number of repeating
units of these amino acid residues in porcine collagen. Only one, three-amino acid sequence of the
DHG peptide was longer. This observation was the same as the results of Fu et al. (2016a, 2016b)
who received many dipeptides with biological activity (such as antioxidant, angiotensin-converting
enzyme inhibitors or dipeptidyl peptidase IV inhibitors) due to collagen hydrolysis of collagen alpha-
1 (1) and collagen alpha-2 (1) by various proteases.
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Tab. 3. The effect of an in silico hydrolysis using various combinations of enzymes.

COLLAGEN SEQUENCES

o [{e) n (o] <t N
ENZYMES O © % = 2 ¢ %
H 5 5 % 2 I I
log og og > o4 o og
1
PRO a0 21 3400 41500 470 1171 52/2
- 000762 - - - 0.0019  0.0098
PAP 3700 2700 4500  475/7 4470 11610 4271
- - - 0.0041 - ) 0.0049
BRO 4000 2200 530 478/6 3770 101/0 36/0
- - - 0.0035 : ] -
THE 170 2000 2800 266/6 4210 9072 4671
: - - 0.0035 - 0.0038  0.0049
PRO+PAP 1410 2800 19/0 2260 430 101/0 411
) - - - - ] 0.0049
PRO+BRO _ 21/0 _ 31/0 310 30873 51/1 119/0 4912
- - - 0.0017  0.0048 ) 0.0147
PRO+THE 3000  23/1 390 323/ 410 10512 35/1
~ 00076 - 0.0012 - 0.0038 0.0049
THE+PAP 3400 3100 4100 _ 489/16 54/ 129/6 5413
) - - 0.0093 00048 00113 00147
THE+BRO __ 36/0 3000 4710  479/15 49/ 1256 5472
- - - 0.0087 00048 00113  0.0098
BRO+PAP 370 270 4500 4767 44]0 116/0 4471
- ; - 0.0041 - ) 0.0049
PRO+THE+ 1200 2200 17/0 19400 3470 7710 241
PAP i a ] - - - 0.0049
PRO+THE+  19/0  24/0  28/0 25502 39/0 93/0 3312
BRO - - - 0.0012 - - 0.0098
PRO+BRO+ 1410 28/0  19/0  221/0 430 102/0 411
PAP ) i i ; - - 0.0049
THE+BRO+ 3300 3000 41/0 46114 53/l 130/6 543
PAP i - - 0.0093 00048 00113 00147

Total number of released peptide sequences / peptides with antioxidant activity; 2bold- the
frequency of release of fragments with given activity by selected enzymes (Ag)

Tab. 4. Peptide sequences obtained after in silico hydrolysis.

COLLAGEN SEQUENCES

o © o) ) ~ <t N
ENYZMES E °.|:° °.|:° § 3 g N
=y I I
o 3 3 = o & &
PRO n.d. KP n.d. n.d. n.d. AY EL, TW
PAP n.d. n.d. n.d. 1Y, LK(6)! n.d. n.d. IR
BRO n.d. n.d. n.d. LK(5); DHG n.d. n.d. n.d.
THE LY, IY,IR,LK,
n.d. n.d. n.d. VW, LW n.d. LK, LW LK
PRO+PAP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. W
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COLLAGEN SEQUENCES

o © Tol 2] o~ <t o
ENYZMES E E E § g e N
Q I T
S 3 3 = o S S
PRO+BRO n.d. n.d. nd. EL; DHG(2) EL n.d. RW, TW
PRO+THE n.d. KP n.d. DHG n.d. AY(2) TW
R nd nd.  nd L'\H( I'_F:(((ZZ)) LY IYL(:)(ZIle Y, IR,
o a T LK(8), VW, W LK
LW
THE+BRO LY(2), IY,IR, LY(2),
n.d. n.d. n.d. LK(8) VW, LY 1Y), LK, 1Y,LK
LW, DHG LW
BRO+PAP n.d. n.d. n.d. 1Y, LK(6) n.d. n.d. IR
PRO+THE+
PAP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. TW
EE%*THB nd.  nd  nd DHG (2) nd. nd.  RW,TW
PRO+BRO+
PAP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. TW
THE+PAP+ LH, LY(2), LY(2), NV IR
BRO n.d. n.d. n.d. 1Y, IR(2), LY  1Y(2), LK, v
LK(8) LW

1 The numbers in the parentheses indicate the total number of the sequences with the given
activity; n.d. — not detected

>tr|M3V819|M3V819_PIG Collagen, type IV, alpha 1 OS=Sus scrofa GN=COL4A1 PE=2
sv=1

{
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Fig. 2. Results of enzymes action using PRO+PAP in M3V819 (fragment).
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4, Conclusion

The use of collagen peptides for functional foods faces a number of challenges, such as
insufficient evidence of clinical efficacy, industrial scale production, as well as food processing and
storage. Nevertheless, an innovative approach, such as in silico hydrolysis, can predict and optimize
the production of bioactive peptides using a targeted type and combination of actions of various
commercial enzymes.

Carried out research indicates that pork collagen may serve as a precursor for the release of
bioactive peptides acting against oxidants. The performed analysis shows that while the use of two
proteolytic enzymes, is the most efficient in the generation of peptides with antioxidant properties.
Among the analyzed sequences, Q8HYS2 (collagen type V, alpha 3 chain) and M3V819 (collagen
type 1V, alpha 1 chain) was the most abundant in antioxidant peptides.
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Streszczenie

Symbioza pomiedzy rizobiami i roslinami bobowatymi inicjowana jest w wyniku wymiany
swoistych sygnatow molekularnych, zaréwno pochodzenia ro$linnego (flawonoidy), jak
i bakteryjnego (lipochitooligosacharydy, tzw. czynniki Nod). Jest to zjawisko korzystne dla obu
partnerow. Rizobia wigza azot atmosferyczny i przekazuja ten pierwiastek roslinnemu gospodarzowi
w zamian za produkty fotosyntezy. Izolowane rizobiowe czynniki Nod moga znalez¢ zastosowanie
w praktyce rolniczej jako czynnik przyspieszajacy inicjacj¢ symbiozy roslin bobowatych z obecnymi
w glebie rizobiami lub dodatkowy sktadnik szczepionek zawierajacych efektywne wyselekcjonowane
szczepy rizobiowe. Dodatkowo, czynniki Nod sg skutecznym mitogenem, dzigki czemu przyspieszaja
kietkowanie, wzrost i plonowanie réwniez roslin niebobowatych niezdolnych do nawigzywania
symbiozy z rizobiami.

1. Wstep

Bakterie z rodzaju Rhizobium naleza do grupy mikroorganizmow Gram-ujemnych.
Powszechnie nazywane sg bakteriami brodawkujacymi, poniewaz nawigzuja symbiozg z roslinami
bobowatymi i zasiedlaja brodawki korzeniowe tych roslin. Rizobia sg zdolne do biologicznego
wigzania azotu atmosferycznego i przeksztalcania go w forme przyswajalng dla roslin - amoniak.
Dzigki symbiozie z rizobiami rosliny bobowate nie sa uzaleznione od zewnetrznych zrodet azotu,
takich jak nawozy sztuczne, i rosng rowniez na glebach ubogich w ten pierwiastek. W zamian za
zredukowane zwigzki azotu ro$lina-gospodarz dostarcza bakteriom produkty fotosyntezy, takie jak
cukry i aminokwasy (Long 1989).

2. Inicjacja i przebieg symbiozy rizobia — ro§lina bobowata

Proces nawigzywania symbiozy jest wieloetapowy i wymaga udziatu swoistych, zardwno
ros§linnych, jak i bakteryjnych, czasteczek sygnatowych. Rosliny bobowate wydzielaja do gleby
flawonoidy, ktore sg atraktantami dla specyficznych bakterii z rodzaju Rhizobium (Aguilar i in. 1988).
Bakterie przemieszczaja si¢ wraz ze zwigkszajacym si¢ stezeniem flawonoidu w kierunku korzeni
roéliny. Specyficzne flawonoidy indukujg u rizobiow ekspresj¢ genow nodulacyjnych (geny nod),
czyli syntezg tzw. czynnikow Nod (Peters i in. 1986). Bakterie ulegaja adsorbcji do powierzchni
wlosnikow korzeniowych roslinnego gospodarza (Dazzo i in. 1976). Czynniki Nod oddziatuja
z receptorami rosliny, w wyniku czego komorki wlosnikowe korzenia ulegaja deformacji, a rizobia
zostaja otoczone $ciang zdeformowanego wlodnika, ktory przyjmuje ksztalt ,laski pasterza”.
Ostatecznie roslina  wytwarza tubularng struktur¢ nazywang ,nicig infekcyjng” (Hirsch, 1992).
Jednoczesnie, wewnatrz kory korzenia nastgpuje inicjacja podziatow komorkowych i tworza si¢
zawigzki brodawek. Zamknigte wewnatrz nici infekcyjnej rizobia namnazajg sie¢ i wnikajg do
komorek brodawki na zasadzie endocytozy. Wewnatrz brodawek bakterie przeksztalcajg si¢ do
postaci bakteroidow wigzgcych azot atmosferyczny (Oke i Long 1999). Bakteroidy otacza btona
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perybakteroidalna, ktora umozliwia bakteriom wymiane zwigzkéw azotowych na produkty
fotosyntezy, a roslinna leghemoglobina zapewnia beztlenowe §rodowisko niezb¢dne dla aktywnosci
enzyméw redukujacych N, (Mellor 1989).

Symbioza roslina bobowata-rizobia jest specyficzna, co oznacza, iz tylko konkretny gatunek
(a czasem nawet biowar) bakterii nawigzuje symbioze z konkretnym gatunkiem rosliny bobowate;j.
Na przyktad Rhizobium leguminosarum bv. phaesoli nawigzuje symbioz¢ z fasolg (Phaseolus
vulgaris), ale nie wchodzi w symbioze z soja (Glycine max). Specyficzno$¢ ta regulowana jest
przynajmniej na dwoch poziomach. Pierwszy z nich warunkuja roslinne flawonoidy wydzielane przez
korzenie roslin. Okre$lony flawonoid indukuje transkrypcje genow nod tylko u swoistych dla gatunku
roéliny bobowatej bakterii. Flawonoidy sojowe, genisteina i daidzeina (Rys. 1. a i b), aktywuja geny
nod u Bradyrhizobium (Sugiyama i in. 2007). Flawonoidy produkowane przez groch — hespertyna
i naringenina (Rys. 1. ¢ i d), aktywuja geny nod u Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Begum i in.
2001). Flawonoidy produkowane przez koniczyne, np. 7,4’-dihydroksyflawon, aktywujg geny nod u
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (Maj i in. 2010).

Flawonoidy 1acza si¢ z bakteryjnym bialkiem regulatorowym NodD, dzigki czemu rizobia
syntetyzuja kolejng czasteczke sygnalowa, tzw. czynniki Nod. Czynniki Nod posiadaja podstawniki
chemiczne determinujace zakres gospodarza roslinnego. Polaczenie-specyficznego czynnika Nod
z receptorem roslinnym aktywuje w ro$linie synteze biatek z grupy tzw. nodulin, podzialy mitotyczne
kory korzenia, powstawanie zawigzkéw brodawek oraz nici infekcyjnych, dzigki ktérym bakterie
moga zasiedli¢ powstajaca brodawke (Long 1996).

q | | @]

Rys. 1. Przyktadowe flawonoidy indukujace transkrypcje rizobiowych genow nod: genisteina (a),
daidzeina (b), hespertyna (c) i naringenina (d) (za: Johnson i Loo 2000).

Bakteroidy wigza i przeksztalcaja azot atmosferyczny (N2) do amoniaku. Reakcja ta
przebiega nastepujaco:

N2+ 16 MgATP + 8 e- + 8 H* - 2 NH3 +16 MgADP +16 Pi + H>,

Jest ona katalizowana przez kompleks enzymatyczny dinitrogenazy (lgarashi i Seefeldt
2003). Biatka tworzace ten kompleks kodowane sg przez geny operonu nifHDK (Fischer 1994).
Zredukowany azot przekazywany jest roslinie w formie aminokwaséw — alaniny i kwasu
asparaginowego (Rys. 2.)

3. Synteza czynnikow Nod

Czynniki Nod kodowane sa przez rizobiowe geny nod zorganizowane w operony.
Zlokalizowane sg one zwykle na plazmidzie symbiotycznym, np. u Rhizobium leguminosarum (Rys.
3.) (Djordjevic i in. 1987), ale czasem moga wystepowac na chromosomie bakteryjnym w obrgbie
tzw. ,,wyspy symbiotycznej”, np. u Bradyrhizobium sp. (Rys. 4.) (Kosslak i in. 1987).

Geny nod dzielimy na tzw. geny wspdlne nod (ang. common nod genes), gen regulatorowy
nodD, geny specyficznosci gospodarza (ang. host-specific nodulation genes).

Do gendéw wspdlnych nod zaliczamy geny nodABC, kodujgce enzymy odpowiedzialne za
synteze czesci rdzeniowej czynnikéw Nod. Sg to geny wysoce konserwatywne, co oznacza, ze ich
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sekwencja nukleotydowa jest niemal identyczna u réznych gatunkow rizobiow. Réznice dotycza
glownie genu NnodA. Gen ten koduje acetylotransferaze, ktorej funkcja jest podstawienie fafcucha N-
acetylowego do rdzenia oligosacharydowego. Dhugo$¢ tancucha N-acetylowego jest cecha
charakteryzujaca dany gatunek bakterii brodawkujacej (Suominen i in. 2001). Gen nodB koduje
z kolei biatko NodB, ktérego zadaniem jest deacetylacja czasteczki N-acetyloglukozaminy na koncu
nieredukujgcym, co umozliwia nastgpnie przylaczenie kwasu ttuszczowego (John i in. 1993).
Natomiast gen nodC, kodujacy transferaz¢ N-acetylo-D-glukozaminy, odpowiada za synteze rdzenia
cukrowego ztozonego z czasteczek N-acetyloglukozaminy (Atkinson i Long 1992).

Kwas Jgbikowy

hlnm-n
Acetvio CoA

Knas sapataginew
ou<
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Kwa cytrvnowy T
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N i NH NH "‘
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Bloas pery buktetelilalus :
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Rys. 2. Cykl aminokwaséw zwigzany z przekazywaniem ros$linie zredukowanych form azotu
atmosferycznego (za: Lodwig i in. 2003).

nodk nodF nod nod A nodB nod(

Rys. 3. Uktad genow nod na plazmidzie Rhizobium leguminosarum bv. viciae (za: Clark 2008).

nodO2 nodO! nodY nodA nodB nod( nods nodl’ nodl nod)
Rys. 4. Uktad genéw nod na chromosomie Bradyrhizobium japonicum (za: Hirsch 1992).

Gen regulatorowy nodD koduje biatko Nod D. Biatko to posiada funkcje autoregulacyjng —
hamuje ekspresj¢ wlasnego genu w przypadku braku flawonoidow specyficznych dla danego gatunku
bakterii. W obecnosci okreslonych flawonoidow NodD indukuje ekspresj¢ genéw nodABC oraz
genow specyficznosci gospodarza (Clark 2008).

Geny specyficznosci gospodarza stanowig niejednorodng, zréznicowang gatunkowo grupe
genow. Ich gltdéwna funkcjg jest przylaczanie do czgsci rdzeniowej czynnika Nod specyficznych
gatunkowo podstawnikéw. Do genow specyficznosci gospodarza nalezg na przyktad geny nodE
i nodF kodujgce biatka biorgce udziat w syntezie reszt acylowych (Long 1996). Produkt genu nodG
wykazuje aktywnos$¢ oksydoredukcyjng, a wige bierze udzial w reakcjach utlenienia-redukcji
podstawnikow czynnika Nod (Slabas i in. 1992). Gen nodH natomiast koduje biatko wykazujace
aktywnos¢ sulfotransferazy, co oznacza, iz bierze ono udzial w tworzeniu reszt sulfonowych
(Ehrhardt i in. 1995). Produkt genu nodZ wykazuje aktywno$¢ fukozylotransferazy, czyli przytacza
reszty fukozy do rdzenia czynnika Nod (Bras i in. 2000). Sg to jedynie wybrane geny specyficzno$ci
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gospodarza. W rzeczywisto$ci jest ich znacznie wigcej. Zrdznicowanie podstawnikéw umozliwia
specyficzne laczenie si¢ czynnikdéw Nod z receptorami na korzeniach roslinnych gospodarzy
(Horvath i in. 1987; Long 1989).

4. Struktura chemiczna czynnikéw Nod

Rizobiowe czynniki Nod to lipochitooligosacharydy. Czg¢s¢ oligosacharydowa tworzy rdzen
czasteczki czynnika Nod. Sktada si¢ on z 3-5 czasteczek N-acetylo-D-glukozaminy, ktore potaczone
sa ze sobg wigzaniami [-1,4-glikozydowymi. Cze$¢ lipidowa jest zwykle czasteczka 18-20
weglowego kwasu thuszczowego przytaczonego wigzaniem amidowym do nieredukujacego konca
oligosacharydowego rdzenia. Rdzen cukrowy podstawiony jest czasteczkami decydujacymi
0 zakresie specyficznosci gospodarza, takimi jak reszty karbonylowe, metylowe, siarczanowe,
glicerolowe, acylowe, fukozowe, pochodne fukozowe czy acetylowe (Ryc. 5.) (Long 1996).

H

OH

Roniec mieredud Ronie

Rys. 5. Budowa chemiczna czynnikéw Nod (za: Long, 1996).

5. Rizobia i czynniki Nod w praktyce rolniczej

Czynnikiem, ktory najbardziej ogranicza plonowanie ro$lin jest dostepnos¢ azotu. Azot
atmosferyczny jest dla roslin niedostgpny. Rolnicy radza sobie z tym problemem nawozac pola
sztucznymi nawozami azotowymi. Praktyka ta nie jest jednak obojetna dla srodowiska naturalnego.
Nadmierne nawozenie azotowe sprawia, ze zwigzki azotu przedostajg si¢ z gleby do wod gruntowych
oraz powierzchniowych zbiornikéw wodnych doprowadzajac do ich eutrofizacji.

Tradycyjnym sposobem, zastepujacym nawozenie sztucznymi nawozami azotowymi, jest
wykorzystanie tzw. zielonego nawozu. Jest to praktyka rolnicza polegajaca na uprawie roslin
bobowatych rok przed danym sezonem wegetacyjnym lub jako poplon. Po roztozeniu si¢ roslin, azot
zwigzany przez rizobia w brodawkach korzeniowych dostaje si¢ do gleby i moze by¢ wykorzystany
przez ro$liny nastepcze, np. zboza (Calandra i in. 2016).

Zwigkszenie wydajnosci symbiozy, czyli ilosci zredukowanego azotu atmosferycznego, jest
mozliwe po zastosowaniu szczepionek mikrobiologicznych z Zzywymi komodrkami rizobiow
specyficznych dla uprawianej rosliny. Przyktadem moze by¢ szczepionka bradyrizobiowa w uprawie
tubinu (Lupinus) i soi (Martyniuk i in. 2013), preparat z R. leguminosarum bv. viciae w uprawie wyki
kosmatej (Apow i in. 2011) czy zastosowanie Rhizobium galegae w hodowli rutwicy wschodniej
(Symanowicz i Kalembasa 2010). Mimo, Ze szczepionki rizobiowe ogolnie zwickszajg plonowanie
roslin bobowatych, a sam proces szczepienia jest prosty i stosunkowo tani, to niestety praktyka ta ma
rowniez wady. Jedng z nich jest niska konkurencyjnos¢ bakterii szczepionkowych w stosunku do
szczepOw autochtonicznych. A zatem znaczgcy wzrost plonowania po zastosowaniu szczepionkKi
obserwujemy tylko w przypadku nieobecnos$ci specyficznego mikrosymbionta w glebie, np. uprawy
soi w Ameryce Potnocnej, oraz na glebach naturalnie ubogich w rizobia (Martyniuk i in. 2013).
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Istnieje tez wiele doniesien dotyczacych zastosowania izolowanych rizobiowych czynnikow
Nod. Aplikacja specyficznych czynnikéw Nod na nasiona ro$lin bobowatych wplywa pozytywnie na
poziom plonowania oraz wydajnosci fotosyntetycznej ro$lin. Preparaty zawierajace izolowane
rizobiowe czynniki Nod wyraznie zwickszaja liczb¢ brodawek na korzeniach roslin bobowatych,
ktore stanowia siedlisko dla autochtonicznych rizobiow. Dzigki temu mozliwe jest zwigkszenie ilo$ci
zwigzanego Ny, mimo ze poszczegdlne szczepy rizobidw, naturalnie wystepujace w danej glebie, nie
wykazuja wysokiej wydajnosci symbiotycznej. Bionawozy z czynnikami Nod sa rowniez wolne od
wad szczepionek mikrobiologicznych z zywymi komoérkami rizobidéw, czyli niskiej przezywalno$ci
bakterii przy nieodpowiednich warunkach przechowywania i stosowania oraz koniecznosci
konkurowania ze szczepami autochtonicznymi.

Eksperyment wykazujacy zwigkszong fotosyntezg u roslin bobowatych po zastosowaniu
czynnikéw Nod przeprowadzono migdzy innymi na soi z wykorzystaniem czynnikow Nod
Bradyrhizobium japonicum. W podobnym do$wiadczeniu wykazano takze wzrost fotosyntezy
u kukurydzy (Zea mays), czyli u rosliny niebobowatej (Khan i in. 2008).

Inne badania z izolowanymi rizobiowymi czynnikami Nod wykazaly zwigkszone
plonowanie soi zaindukowanej czynnikami Nod Bradyrhizobium japonicum (Souleimanov 2002),
grochu i wyki po aplikacji na nasiona czynnikow Nod Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Kidaj
i in. 2012); lucerny po zastosowaniu czynnikow Nod Sinorhizobium meliloti (Olah i in. 2005).

Czynniki Nod, oprocz dziatania stymulujacego symbioze pomigdzy ro$ling bobowatg
a rizobiami, maja rowniez aktywnos$¢ mitogenna. Indukuja podziaty komoérkowe nie tylko w korze
korzenia ro$lin bobowatych, ale takze we wszystkich innych merystemach u roslin niebobowatych
(Tirichine i in. 2007). Podj¢to pozytywne proby zwickszenia plonowania ryzu (Oryza sativa)
i rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) po aplikacji czynnikéw Nod Bradyrhizobium japonicum
(Prithiviraj i in. 2003) oraz kukurydzy indukowanej preparatem czynnikoéw Nod Bradyrhizobium
japonicum (Souleimanov 2002).

Rosliny niebobowate rowniez moga odnosi¢ korzysci dzigki rizobiom. Powierzchnia
korzeniowa tych roslin jest kolonizowana przez bakterie rizobiowe, a ich pozytywny wptyw na
plonowanie moze by¢ spowodowany wieloma czynnikami, m. in. produkcja przez rizobia
fitohormondw, sideroforow, cyjanowodoru oraz przeciwdziataniem infekcjom patogennych grzybow
(Antouniin. 2016). Zwickszenie plonowania roélin niebobowatych dzigki szczepionkom rizobiowym
zaobserwowano mig¢dzy innymi w przypadku rzodkiewki (Raphanus sativus) (Antoun i in. 2016),
sorga (Sorghum), czy prosa (Panicum miliaceum) (Matiru i Dakora 2004).

Aby zwigkszy¢ wydajno$é symbiozy podj¢to proby modyfikacji genetycznych rizobiow.
Uzyskano szczepy Rhizobium leguminosarum bv. viciae 1003, 1010, 1011, 1012 i 1013 oporne na
zwiazki rtegci, co zwiekszyto przezywalnosc tych bakterii w warunkach stresu, a tym samym wptyneto
pozytywnie na wydajno$¢ wigzania azotu atmosferycznego (Corich i in. 2007). Niestety po kilku
latach od wprowadzenia genetycznie modyfikowanych rizobiéw do gleby byly one eliminowane
przez dzikie szczepy autochtoniczne w wyniku naturalnej konkurencji (Corich i in. 2007; Da i Deng
2003).

6. Whnioski

Dzigki zastosowaniu bakterii rizobiowych oraz produkowanych przez nie czynnikow Nod
rolnictwo moze sta¢ si¢ tansze, bardziej wydajne oraz ograniczymy zanieczyszczenie srodowiska.
Jednak wciaz niezbedne sa dalsze badania migdzy innymi nad struktura chemiczng czynnikoéw Nod,
metodami wydajnej izolacji tych zwiazkow, czy ich syntezy chemicznej. Rownie istotne sg dalsze
proby modyfikacji genetycznej rizobiow, aby nie tylko zwigkszy¢ wydajnos¢ wiazania azotu
atmosferycznego, ale takze uzyska¢ mikroorganizmy wystarczajaco konkurencyjne w stosunku do
dzikich szczepow zasiedlajgcych gleby.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach realizacji
projektu Lider (nr projektu: LIDER/11/0070/L-8/16/NCBR/2017).
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11). Wplyw stezenia fruktozy i glukozy na namnazanie jezowki purpurowej

(Echinacea purpurea L.) w kulturach in vitro
Influence of the concentration of fructose and glucose on in vitro propagation of
purgring bulbs (Echinacea purpurea L.)

Kulik Cecylia, Krupa-Malkiewicz Marcelina

Katedra Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie
Opiekun naukowy: Marcelina Krupa-Matkiewicz

Kulik Cecylia: cyl.usia@gmail.com

Stowa kluczowe: cukry proste, mikrorozmnazanie, jezowka

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu alternatywnych zrédet wegla takich, jak glukoza
i fruktoza na wzrost i rozw6j Echinacea purpurea L. w kulturach in vitro. Material badawczy
stanowity nasiona Echinacea purpurea L. otrzymane z firmy PNOS Ozarow Mazowiecki. Po sze$ciu
tygodniach dokonano pomiaréw cech morfologicznych tj.: wysoko$¢ roslin, liczb¢ wytworzonych
pedéw, dlugosé korzeni, $wieza i suchg mase oraz procentowg zawarto$¢ wody. Na podstawie
otrzymanych wynikow badan stwierdzono, iz rodzaj i stgzenie cukrow w pozywkach MS nie miaty
statystycznie istotnego wptywu na badane cechy morfologiczne Echinacea purpura namnazanej
w warunkach in vitro. Za optymalng pozywke do namnazania roélin jezowki na podstawie cech
fenotypowych byta pozywka MS wzbogacona 30 g-dm™ fruktozy.

1. Wstep

Echinacea purpurea L. znana réwniez jako jezowka purpurowa to wieloletnia roslina zielna
z rodziny Asteraceae. Preparaty z jezoOwki purpurowej stosowane sg w celach leczniczych, w leczeniu
ostrych zakazen gormych drog oddechowych, infekcjach drog moczowych, oparzeniach
i zaburzeniach, takich jak infekcje wirusowe, zakazenia skorne i choroby przewlekte spowodowane
niedoborem odpowiedzi immunologicznej (Stanisavljevi¢ 2009). Korzenie, liScie lub cala roslina
moga by¢ rowniez stosowane w przygotowaniu suplementdéw diety. Preparaty z jezo6wki purpurowe;j
stanowia grupe najlepiej sprzedajacych si¢ zarowno w Stanach Zjednoczonych, jak i w Europie
specyfikow o dzialaniu immunostymulujagcym. Plantacje jezowki powstaja dla potrzeb rynku
zielarskiego w r6znych rejonach $wiata: w Europie, Stanach Zjednoczonych, Ameryce Potudniowej
i w Afryce. W Tanzanii jezOwka purpurowa jest uprawiana rowniez na kwiat ciety i eksportowana do
Europy Zachodniej. W naturze jezoOwka porasta ubogie w sktadniki mineralne skaliste ziemie prerii
Wielkich Rownin w Stanach Zjednoczonych oraz w Krainie Wielkich Jezior pomigdzy USA i Kanada
(Biesiada i in. 2006).
W kulturach in vitro weglowodany sg niezbedne roslinom i stuzg jako Zrodto energii
i wegla do biosyntezy. Komorki ro$linne, tkanki i narzady in vitro nie sg w pehni autotroficzne. Stad,
aby utrzymac potencjal osmotyczny niezbgdne jest dostarczenie do pozywki zrédta wegla.
Weglowodany stuza rowniez jako zrodto energii dla wysokoenergetycznych proceséw rozwojowych,
takich jak proliferacja pedow, proces ryzogenezy, embriogeneza i organogeneza (Chae 2013).
Niezbedne jest ciagle dostarczanie weglowodandéw do roslin hodowanych w kulturach in vitro,
poniewaz  w wyniku niskiej intensywnosci §wiatta, ograniczonej wymiany gazowej oraz relatywnie
wysokiej wilgotnosci ich aktywno$¢ fotosyntetyczne jest zwykle niska. Weglowodany sg rowniez
niezbedne, aby utrzymaé prawidlowy potencjal osmotyczny. W zwigzku z tym cukry majg
potencjalny wplyw na fizjologie, wzrost i réznicowanie komoérek w kulturach in vitro roslin.
W przypadku licznych gatunkow najlepszym zrodlem wegla dla podtrzymania wzrostu in vitro
i r6znicowania sie tkanek jest sacharoza. Cukier ten jest najczesciej stosowanym i najlepiej zbadanym
pod tym wzgledem weglowodanem. Niejednokrotnie wykazano, ze inne cukry niz sacharoza mogag
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z powodzeniem warunkowa¢ optymalny wzrost i rozwoj w warunkach in vitro (Bogunia i Przywara
1999).

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu alternatywnych zrédel wegla takich, jak
glukoza i fruktoza na wzrost i rozwdj Echinacea purpurea L. w kulturach in vitro.

2. Material i metody

Doswiadczenie przeprowadzono w Laboratorium Kultur Tkankowych i Komoérkowych
Katedry Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie. Materiatem wyj$ciowym do zatozenia dos§wiadczenia byly nasiona
Echinacea purpurea L. otrzymane z firmy PNOS Ozaréw Mazowiecki. Nasiona dezynfekowano 70%
roztworem alkoholu etylowego przez 10 sekund i dwukrotnie przeptukano dejonizowana woda
sterylna. Nastgpnie do dezynfekcji wlasciwej zastosowano 7% roztwor podchlorynu sodu (NaOCI)
przez 15 minut. Po tym czasie dwukrotnie wyplukane dejonizowang wodg sterylng nasiona,
i Skoog, 1962). Przygotowane pozywki poddano wcze$niejszemu procesowi autoklawowania przez
19 minut w temperaturze 121°C i ci$nieniu 0.1 MPa. Kultury inkubowano w fitotronie o temperaturze
24°C i 16 godzinnym o$wietleniu (40 pmol-m?-s?).

Rys. 1. Fitotron w Laboratorium Kultur Tkankowych i Komoérkowych Katedry Genetyki, Hodowli i
Biotechnologii Roslin Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie (fot. C.
Kulik).

Zainicjowane do wzrostu eksplantaty trzykrotnie pasazowano na nowe pozywki MS
z dodatkiem 1 mg-dm= BAP (6-benzyloaminopuryna) w celu uzyskania pozadanej liczby ro$lin
niezbednej do zatozenia do$wiadczenia. Kolejnym etapem badan bylo przygotowanie pozywek
do$wiadczalnych MS zawierajacych, jako zrodlo wegla fruktoze i glukoze w stezeniach: 0 g-dm,
30 g-:dm®, 50 g-dm. Eksplantaty pedowe o dtugosci 10 — 20 mm wyktadano po trzy do stoikow
uzupelnionych 30 ml pozywki MS. Kazda kombinacj¢ doswiadczenia przeprowadzono w trzech
powtorzeniach. Po szeSciu tygodniach dokonano pomiaréw cech morfologicznych tj.: wysokos¢
ro$lin, liczb¢ wytworzonych pedow, dtugosc¢ korzeni, §wieza i sucha masg¢ oraz procentowa zawartose
wody.

Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie za pomocg programu Statistica 13.1
Z wykorzystaniem testu Turkey’a. Istotno$¢ roznic oznaczono na poziomie istotnosci 0=0.05.
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Rys. 2. Praca w warunkach sterylnych w Laboratorium Kultur Tkankowych i Komérkowych Katedry
Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie (fot. C. Kulik).

3. Wyniki

Na podstawie przeprowadzonej dwuczynnikowej analizy wariancji wykazano, iz rosliny
jezéwki purpurowej namnazane na podtozach o réoznym st¢zeniu i rodzaju cukréw nie roznity si¢
statystycznie istotnie pod wzglgdem badanych cech morfologicznych.

3.1 Wysokos¢ roslin

Jak przedstawiono w tab. 1. rosliny rosngce na podtozu MS zawierajacym dodatek fruktozy
osiggaty $rednio najwyzsza wysokoéé pedu na pozywce z dodatkiem 30 g-dm=— 1.82 cm. Natomiast
najkrétsze pedy na pozywce zawierajacej fruktoze zaobserwowano przy stezeniu 50 g-dm=— 0.96
cm. Na podtozu MS z dodatkiem glukozy odnotowano najwyzsze rosliny — 0.91 cm przy stezeniu 30
g-dm, anajnizsze — 0.82 cm przy 50 g-dm. Rosliny z pozywki MS nie zawierajacej dodatku cukrow
osiggatly $rednio wysokos¢ 1.72 cm. Na podstawie przeprowadzonej dwuczynnikowej analizy
wariancji stwierdzono, iz rodzaj i st¢zenie cukru nie miat istotnego wptywu na wysoko$¢ roslin
Echinacea purpurea.

Tab. 1. Wptyw rodzaju i stezenia cukru na wysoko$¢ roslin [cm] Echinacea purpurea w kulturach in
vitro.

Zrodto cukru (1) Stezenie cukru (I1) [g-dm™]
0 30 50 Srednia
Fruktoza 1.76 a 1.82a 0.96 a 151 A
Glukoza 1.69 a 091a 0.82a 1.14 A
Srednia 1.72A 1.37AB 0.89B

N|R|=0,54 N|R||=O,73 N|R||/|=1,66

NIRag,05 — Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnosci oo os
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3.2 Liczba pedow

W tab. 2. przedstawiano wyniki pomiaréw liczby pedéw na jednej roslinie. Srednio
najwickszg liczba pedow na jeden roélinie (8) dla jezowki purpurowej odnotowano na podtozu MS o
stezeniu glukozy réwnym 30 g-dm3. W przypadku glukozy najmniejsza liczba pedéw (3)
obserwowano przy stezeniu 50 g-dm?3. Rosliny z pozywki zawierajacej fruktoze osiagaly przy
stezeniu 30 g-dm™ érednio 7 peddw na jednej roslinie, natomiast przy stezeniu 50 g-dm=- 6 pedow.
W przypadku braku cukru w pozywce liczba pgdow wynosita $rednio 6. Na podstawie
przeprowadzonej dwuczynnikowej analizy wariancji stwierdzono, iz rodzaj i stezenie cukru nie miat
istotnego wptywu na liczbe peddéw rosdlin Echinacea purpurea.

Tab. 2. Wplyw rodzaju i st¢zenia cukru na liczbe pedow na jednej roslinie Echinacea purpurea w
kulturach in vitro.

Zrédto cukru (I) Stezenie cukru (IT) [ g-dm™]
0 30 50 Srednia
Fruktoza 6.89 a 7.22a 6.00a 6.70 A
Glukoza 6.89 a 8.33a 3.53a 6.26 A
Srednia 6.89A 7.78A 4.78A

N|R|:2,87 N|R||:3,74 N|R||/|:8,61
NIRap,05 — Najmniejsza Istotna Rdznica na poziomie istotno$ci oo os

3.3 Dlugosc¢ korzeni

Najdhuzsza srednig dtugoscia korzeni — 0.47 cm cechowatly si¢ rosliny na podtozu MS
Z dodatkiem 30 g-dm? fruktozy (Tab. 3.). Na tej pozywce najkrotsze korzenie obserwowano przy
stezeniu 50 g-dm™ (0.29 cm). Natomiast najkrotszymi korzeniami (0.17 cm) charakteryzowaly sie
ro$liny z podtoza MS z dodatkiem 50 g-dm= glukozy. W tym przypadku $rednio najdtuzsze korzenie
obserwowano przy stezeniu 30 g-dm (0.23 cm). Na podstawie przeprowadzonej dwuczynnikowej
analizy wariancji stwierdzono, iz rodzaj i st¢zenie cukru nie miat istotnego wpltywu na dtugosé
korzeni roslin Echinacea purpurea.
Tab. 3. Wplyw rodzaju i stezenia cukru na dtugo$¢ korzeni roslin [cm] Echinacea purpurea w
kulturach in vitro.

Zrédto cukru () Stezenie cukru (IT) [ g-dm?]
0 30 50 Srednia
Fruktoza 0.33a 0.47a 0.29a 0.36 A
Glukoza 0.26 a 0.23a 0.17a 0.22 A
Srednia 0.29A 0.35A 0.23A

NIR=0,20 NIR;=0,26 NIR;;,=0,59
NIRag,05 — Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnosci oo os

3.4 Swieza masa

Dla jezowki purpurowej namnozonej na pozywce MS zawierajacej jako zrodlo wegla
fruktoze, $rednio najwicksza mase — 0.12 g odnotowano przy stezeniu cukru rownym 30 g-dm (Tab.
4). Natomiast wérod ro$lin zawierajacych 30 g-dm glukozy zaobserwowano spadek zielonej masy
w stosunku do pozostatych kombinacji pozywek i wynosita ona $rednio 0.06 g. Rosliny z pozywki
MS nie zawierajacej dodatku cukrow osiggaly $rednio 0.09 g. Na podstawie przeprowadzonej
dwuczynnikowej analizy wariancji stwierdzono, iz rodzaj i st¢zenie cukru nie miat istotnego wptywu
na §wieza masg roslin Echinacea purpurea.
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Tab. 4. Wplyw rodzaju i stezenia cukru na $wiezg mase ro$lin [g] Echinacea purpurea w kulturach
in vitro.

Zrédto cukru (T) Stezenie cukru (IT) [ g-dm™] NIRaos
0 30 50 Srednia
Fruktoza 0.09 a 0.12a 0.10a 0.10 A
Glukoza 0.09a 0.06 a 0.08a 0.08 A
Srednia 0.09A  0.09A 0.09A

NIR=0,05 NIR;=0,07 NIR;;»=0,13
Najmniejsza Istotna R6znica na poziomie istotnosci oo,os

3.5 Sucha masa

Rosliny jezéwki purpurowej namnozone na podtozu MS zawierajagcym 30 g-dm™ fruktozy
oraz 50 g-dm™ fruktozy i glukozy po wysuszeniu osiggaty érednio najwyzsza suchg mase — 0.02 g
(Tab. 5). Za$ najnizsza suchg mas¢ — 0.01 g odnotowano dla roslin z pozywek MS bez dodatku cukru
oraz roélin z pozywek MS z dodatkiem glukozy w stezeniu 30 g-dm=. Na podstawie przeprowadzonej
dwuczynnikowej analizy wariancji stwierdzono, iz rodzaj i stgzenie cukru nie miat istotnego wptywu
na suchg mase roslin Echinacea purpurea.

Tab. 5. Wptyw rodzaju i stezenia cukru na suchg mase roélin [g] Echinacea purpurea w kulturach in
vitro.

Zrédto cukru (I) Stezenie cukru (IT) [ g-dm™]
0 30 50 Srednia
Fruktoza 0.01a 0.02a 0.02a 0.02 A
Glukoza 0.01a 0.01a 0.02 a 0.01 A
Srednia 0.01A 0.02A 0.02A

N|R|:0,0l N|R||:0,0l N|R||/|:0,02
NIRag 05— Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnosci oo, os

3.6 Procentowa zawartos¢ wody

Dla jezoéwki purpurowej srednio najwigksza procentowa zawartos¢ wody — 91,60 % zostata
odnotowana na pozywce MS nie zawierajacej dodatku cukru (Tab. 6). Natomiast wérdd roslin
zawierajacych 50 g-dm glukozy zaobserwowano spadek procentowej zawartosci wody w stosunku
do pozostatych kombinacji pozywek i wynosita ona §rednio 69,09 %. W przypadku pozostatych
kombinacji pozywek z dodatkiem badanych w doswiadczeniu cukrow, srednia procentowa zawartos$¢
wody oscylowata w granicach 80 %. Na podstawie przeprowadzonej dwuczynnikowej analizy
wariancji stwierdzono, iz rodzaj i stgzenie cukru nie miat istotnego wptywu na procentowg zawartos¢
wody w roslinach Echinacea purpurea.

Tab. 6. Wplyw rodzaju i stezenia cukru na procentowg zawarto$¢ wody roélin [%] Echinacea
purpurea w kulturach in vitro

Zrodto cukru (I) Stezenie cukru (I1) [ g-dm™®]
0 30 50 Srednia
Fruktoza 91.60 82.73 83.29 85.88
Glukoza 90.09 80.30 69.09 79.8
Srednia 90.85 81.52 76.19

NIR=3,02 NIR;=3,94 NIRy,=7,41
NIRag,05 — Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnosci oo os
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4. Dyskusja

Jednym z gléwnych czynnikdw wplywajacych na namnazanie i ukorzenianie roslin
w warunkach in vitro sa cukry. Wedtug Pantahula i in. (2014) Zzrodta wegla shuza jako energia do
wzrostu tkanek roslinnych oraz jako czynnik osmoregulujacy. Weglowodany dodawane do pozywek
petnig funkcje zrodta energii niezbednego do wzrostu i roznicowania si¢ roslin, a takze pelnig role
czasteczek sygnatowych biorgcych udzial w wielu przemianach metabolicznych.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan witasnych stwierdzono brak istotnego wplywu
rodzaju i stgzenia cukru na badane cechy morfologiczne (tj. wysokos¢ roslin, liczbe pedow, dhugosé
korzeni, §wieza masg, sucha masg, procentows zawartos¢ wody w roslinie). Wedtug Pantahula 1 in.
(2014) ograniczony wzrost roslin Centella asiatica (L.) na podtozu z dodatkiem glukozy moze
wynikaé z tego, ze nie jest ona skutecznie metabolizowana, a jedynie reguluje potencjal osmotyczny.
Natomiast korzystne dzialanie cukru glukozy na bezposrednie formowanie pedow Prunus mume
zaobserwowali Hisashi i Yasuhiro (1996).

Wedhlug Bogunia i Przywara (1999) z dotychczasowych badan wynika, ze znaczenie
morfogenetyczne ma zaré6wno rodzaj, jak i st¢zenie cukru w pozywce, przy czym réznym cukrom
przypisuje si¢ rozne wzory morfogenetyczne. 1 tak, uwaza si¢, ze glukoza jest wydajniejsza
W regeneracji rozwoju pedéw przybyszowych, podczas gdy sacharoza w indukcji rozwoju korzeni.
Obecnos¢ glukozy w pozywce jest bardzo pozadana, poniewaz cukier ten jest prekursorem
w biosyntezie mezo-inozyolu, waznego skladnika budulcowego bton komorkowych.
W przeciwienstwie do wynikow otrzymanych w do$wiadczeniu wlasnym Bogunia i Przywara (1999)
opisuja, ze w optymalnym stezeniu glukoza bylta prawie trzykrotnie bardziej efektywna niz sacharoza
w indukowaniu posredniej kaulogenezy.

Jak podaje Kim i in. (2016) glukoza, fruktoza i maltoza wywoluja bardzo niskie poziomy
regeneracji pedow w poréwnaniu z sacharozg. Stosowanie glukozy, fruktozy i maltozy powoduje
bardzo stabe réznicowanie pedow (Chae 2013). Scott i Lyne (1994) opisali, ze w przypadku kultur
androgenicznych w obecnosci sacharozy, glukozy i fruktozy mikrospory zamieralty w ciagu trzech
pierwszych dni inkubacji. Brak zrodta wegla w pozywce powodowat §mieré mikrospor dopiero po
dtuzszym okresie inkubacji. Sacharoza, glukoza i fruktoza moga zatem w niektorych przypadkach
dziata¢ toksycznie na hodowle komodrkowe. Pozywka bez dodatku cukru powodowata brak
wytworzenia nowych pedow znacznie hamujac wzrost roslin dwoch odmian petunii. Podobne wyniki
w swoich badaniach prezentujg Dabski i Parzymies (2007), ktorzy rowniez odnotowali najnizszy
wzrost pedow Clematis integrifolia w przypadku braku zrodta cukru w pozywce.

Réwniez Owen 1 in. (1991) obserwowali zahamowanie wzrostu hodowli na
autoklawowanych pozywkach zawierajacych fruktoze. Produkty degradacji fruktozy miaty wyraznie
toksyczny charakter. Na pozywkach zawierajacych fruktoze eksplantaty debu korkowego nie
formowaty pedow i rosty bardzo stabo (Bogunia i Przywara 1999). Saweye i Hsiao (1992) wykazali,
ze kultury zawiesinowe Beta vulgaris utrzymywane w autoklawowanej pozywce zawierajacej
glukoze, stopniowo tracg chlorofil i przestaja rosnaé. Jednakze wedtug Ilczuk i in. (2013) fruktoza
jest najbardziej korzystnym cukrem do namnazania ro$lin pecherznicy kalino-listnej.

W badaniach Yaseen i in. (2013) stwierdzono, ze cukry stanowigce zrodto energii podczas
etapu ukorzeniania, sg jednym z najbardziej znaczacych czynnikow w rozwoju ro$liny. Ich brak
wplywa negatywnie na proces ryzogenezy, powodujac najczesciej zahamowanie rozwoju strefy
korzeniowej. Podobne obserwacje opisali Mihaljevi¢ i in. (2013), w ktérych wykazano, Ze rodzaj
i stezenie cukrow ma istotny wplyw na ukorzenianie pedow wisni. Najlepszym cukrem pozwalajgcym
uzyska¢ najwigcej korzeni wisni okazala sie sacharoza dodana do pozywki MS w stezeniu 40 g-dm=.
Natomiast najkorzystniej na dtugos¢ korzeni wisni oddziatywala fruktoza, ktora zastosowano jako
dodatek do pozywki w stezeniu 50 gdm?. Inne do opisanych powyzej wynikéw obserwowano
W przeprowadzonych badan wtasnych. Wykazano w nich brak istotnego wptywu rodzaju i st¢zenia
cukru na dtugo$¢ korzeni oraz na pozostate badane cechy morfologiczne.

5. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, iz rodzaj i st¢zenie cukrow
W pozywkach MS nie mialy statystycznie istotnego wpltywu na badane cechy morfologiczne
Echinacea purpura namnazanej w warunkach in vitro.
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Za optymalna pozywke do namnazania roslin jezéwki na podstawie cech fenotypowych
mozna uznaé pozywke MS wzbogacong 30 g-dm fruktozy. Dodatek tego cukru do podtoza wykazat
stymulujacy wpltyw na wysokosc¢ roslin, liczbe pedow, dtugos¢ korzeni, $wieza oraz suchg mase.

Brak zrodta cukru w pozywce nie mial statystycznie istotnego wptywu na ksztaltowanie cech
morfologicznych Echinacea purpurea na etapie namnazania in vitro.
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11. Wplyw zasolenia na rozwoj petunii ogrodowej (Petunia x atkinsiana

D.don), traktowanej mutagenem chemicznym w warunkach in vivo
Influence of salinity on the development of petunia (Petunia x atkinsiana
D.don), treated with chemical mutagen in in vivo conditions
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Stowa kluczowe: Petunia xatkinsina D.don, NaCl, mutageneza, EMS

Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie wplywu mutagenu chemicznego EMS na namnazanie
i podwyzszenie tolerancji na stres solny petunii ogrodowej ‘Prism Ruby’ w warunkach in vivo.
Material badawczy stanowily eksplantaty pedowe petunii otrzymane na drodze indukowanej
mutagenezy chemicznej w kulturach in vitro. Nastepnie otrzymane warianty poddano selekcji
w kierunku podwyzszenia tolerancji na stres solny kulturach in vitro. Selekcje prowadzono na
pozywkach MS z dodatkiem soli NaCl w réznych stezeniach (25 — 200 mM NaCl). Otrzymane
eksplantaty pedowe petunii adaptowano nastgpnie do warunkoéw polowych w celu okreslenia ich
tolerancji na stres solny w warunkach in vivo.
Abstract

The aim of the study was to determine the effect of chemical mutagen EMS on the
propagation and increase of tolerance to salt stress of the petunia ‘Prism Ruby" in vivo. The research
material were shoot explants of petunia obtained by induced chemical mutagenesis in in vitro cultures.
Subsequently, the variants obtained were selected for increasing the tolerance to salt stress in vitro
cultures. The selection was carried out on MS media with the addition of NaCl salts at various
concentrations (25 - 200 mM NaCl). The resulting petunia explants were then adapted to field
conditions to determine their tolerance to salt stress in vivo.

1. Wstep

Petunia (z tac. Petunia juss.) nalezy do rodziny Solenacea, obejmuje blisko 2500 gatunkow,
wérod ktorych wyrozniane sa miedzy innymi pomidor, ziemniak, papryka, czy mandragora.
Mieszance gatunkowe, jak i dziko ros,ngce pochodza z Ameryki Potudniowej. Duza grupa roslin
nalezacych do tej rodziny zawiera alkaloidy o silnych wtasciwosciach toksycznych, ale rowniez
wykorzystywanych w przemysle farmaceutycznym. Etymologia tacinskiego stowa, od ktorego
pochodzi nazwa rodziny nie jest do konca poznana. Istnieje prawdopodobienstwo, ze zrodtem moze
by¢ ksztalt wickszosci kwiatow, ktdre maja symetri¢ promienistg, przypominajacg stonce i jego
promienie. Nazwa petunii wywodzi si¢ od stowa ,,petuj” oznaczajgcego w jezyku tupi-guarani tyton.
Polska nazwa petunii, rzadko stosowana, to zawieratka (Narkiewicz 2007). Petunia %atkinsina D. Don
‘Prism Prism’ okreslana jest jako jedna z warto$ciowszych odmian petunii ogrodowej. Roslina ta
wyrdznia si¢ piegknymi, okazatymi kwiatami, szeroka gama kolorystyczna, a takze duza tatwoscia
W uprawie. Petuni¢ uprawia si¢ powszechnie i wykorzystuje do dekoracji balkonow, pergoli czy
werand (Gerats i Vandenbussche 2005; Eich 2008).

Uzyskiwanie nowych odmian petunii mozliwe jest miedzy innymi dzigki zastosowaniu
hodowli mutacyjnej. Pozwala ona otrzymywa¢ kwiaty o r6znych barwach, ksztattach, pokrojach czy
sile wzrostu. W hodowli ro$lin do indukowania mutacji wykorzystuje si¢ czynniki chemiczne oraz
fizyczne. W badaniach nad indukowang mutagenezg najczesciej stosuje si¢ siarczan etylowo-
metylowy (EMS). Jest to mutagen, charakteryzujacy si¢ wysoka efektywno$cia wywotywania mutacji
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genowych poprzez substancje nukleotydow, przy czym nie powodujacy aberracji chromosomowych
(Latado 2004).

Jednym z gléwnych czynnikéw abiotycznych powaznie ograniczajacych produkcje roslinng
na Swiecie jest stres solny (Flowers 2004). Spowodowane jest to nasilajacym si¢ niedoborem wody
stodkiej, stosowaniem stonej wody do zabiegow irygacyjnych, a takze dziatalnoscig cztowieka (Zhu
2001). Dlatego tez, na szeroka skale prowadzi si¢ badania, majace na celu analiz¢ odpowiedzi ro$lin
na stres $rodowiskowy. Wygenerowanie tolerancji na zasolenie jest fundamentalng i kluczowsa
kwestia pod katem produktywno$ci rolnictwa oraz zachowania réwnowagi w prawidtowym
funkcjonowaniu ekosystemow. Wrazliwos$¢ na zasolenie jest silnie zroznicowana i zalezna gtownie
od gatunku oraz miejsca bytowania roslin (Munns 2002). Prawdziwe wyzwanie dla nauki stanowi
zatem uzyskanie odmian odpornych na zasolenie dzigki transformacji na poziomie inzynierii
genetycznej.

Celem badan byto okreslenie wptywu indukowanej w kulturach in vitro zmiennosci
mutacyjnej na tolerancj¢ roélin petunii na stres solnych w warunkach in vivo.

2. Material i metody

Materiatem badawczym byly eksplantaty pedowe petunii ogrodowej (Petunia xatkinsina D.
Don.) ‘Prism Ruby’ wyselekcjonowane w kulturach in vitro.

Wyselekcjonowane eksplantaty pedowe petunii adaptowano do warunkéw polowych w celu
okreslenia ich tolerancji na stres solny.

Eksplantaty petunii wysadzano do doniczek o $rednicy 6 cm, uzupetionych podiozem
torfowym wapnowanym 8 g kredy i 5 g dolomitu na dm? torfu o pH 5.

Po 2 tygodniach zaadaptowane rosliny przeniesiono z pokoju wzrostowego do szklarni
w hali wegetacyjnej Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.

Przez caly okres wegetacji prowadzono obserwacje dotyczace wzrostu ro$lin oraz
zapewniono im odpowiednig wilgotno$¢ podtoza. Ponadto 2 razy w tygodniu rosliny podlewano 100
ml roztworu NaCl w ilosci 6 g dm. Kontrole w do$wiadczeniu stanowity petunie podlewane woda.
Po zakonczeniu okresu wegetacji dokonano pomiarow okreslajac: wysokos¢ roslin, dlugos¢ korzeni,
liczbe korzeni, liczbg zawigzanych pakow kwiatowych i kwiatow oraz lisci.

W trakcie trwania do$wiadczenia prowadzono rowniez obserwacje cech fenotypowych,
dokumentujac je fotograficznie. W lisciach badanych roslin zmierzono zawarto§¢ chlorofilu za
pomoca miernika chlorofilu SPAD-502 (Minolta), badajac tym samym stan Zzywotno$ci ro$lin
i mierzac catkowita zawarto$¢ chlorofilu na podstawie indeksu zielonosci liscia.

Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie z wykorzystaniem analizy wariancji
jednoczynnikowe;j. Istotno$¢ réznic oznaczono na poziomie 0=0.05.

3. Wyniki

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono istotny wptyw soli NaCl na cechy
morfologiczne wariantdw petunii odmiany Prism Ruby.

Srednio najwyzsza wysokoscia pedu (23 cm) charakteryzowaly sie petunie traktowane 0.5
mM roztworem EMS nie poddane dzialaniu soli NaCl (tab. 1). Natomiast warianty otrzymane na
drodze indukowane mutagenezy 0.5 mM EMS i podlewane roztworem soli nie podj¢ty wzrostu.
Rosliny, ktore nie poddano mutacji chemicznej i nie podlewano roztworem soli (kontrola)
wyksztatcity pedy o dlugosci 6 cm.

Srednio najdtuzsze korzenie (8.3 cm) obserwowano u wariantéw petunii otrzymanych po
mutacji 5.0 mM roztworem EMS rosngcych na podtozu bez dodatku soli NaCl. Natomiast pozostate
warianty oraz ros$liny kontrole wyksztalcity korzenie o podobnej dtugosci (tab. 1).

Podlewanie ro$lin petunii 6 g dm™ roztworem soli NaCl wptynelo znaczaco na wzrost liczby
zawigzanych korzeni, ktore byty na poziomie kontroli (8) i stanowity jedna grupe jednorodna.

Na podstawie dokonanych pomiaréw liczby migdzywezli nie stwierdzono wptywu
zastosowanej soli na wartosc tej cechy. Otrzymane wyniki badan byty na poziomie kontroli. Wyjatek
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stanowily warianty otrzymane po traktowaniu 0.5 mM EMS, ktére nie podjety wzrostu na podiozu
selekcyjnym.

Tab. 1. Srednia wysoko$¢ pedow (cm), dlugosé¢ korzeni (cm), liczba korzeni, liczba miedzywezli i
liczba lisci u petunii ‘Prism Ruby’.

WARIANT
CECHA Stezenie EMS [mM]
0.5 K" 0527 50K 502 KONTROLA
Wysokos$¢ pedu [cm] 7.0c 0d 23.0a 13.1b 6.0c
Dhlg"[scc nl]‘]orzem 5.65a Ob 8,3a 7.25a 7.6a
Liczba korzeni 3b Ob 5ab %9a 8a
Liczba migdzywezli 2a Oa 3a 4a 2a
Liczba lisci 6b Oc 3b 23a Oc
Liczba pakow Oa Oa Oa Oa Oa
K"- kontrola
Z- zasolenie

W przypadku liczby lisci, najwigcej (23) obserwowano ich u wariantéw traktowanych 5.0
mM EMS, ktore rosty na podtozu z dodatkiem soli NaCl (tab.1., rys. 1.). Natomiast érednia liczba
lisci dla wariantéw petunii mutowanych 0.5 mM roztworem EMS rosngcych na podtozu kontrolnym
wynosita 6 na jednym eksplantacie.

U wszystkich badanych wariantow oraz kontroli nie obserwowano zawigzanych pakéw
kwiatowych.

Po zakonczeniu do$wiadczenia polowego (6 tygodni) wykonano pomiary zawarto$ci
chlorofilu a+b (indeks zazielenienia) w lisciach badanych wariantéw i kontroli petunii ‘Prism Ruby’.
Wyniki zostaly przedstawione na wykresie 1 z podziatem na warianty rosnace na podtozu zasolonym
(2) i kontrolnym (K).

Warianty petunii Prism Ruby traktowanej 0.5 mM roztworem EMS rosnacej na podtozu
zasolonym 6 g dm3 NaCl zawarto$¢ chlorofilu a+b wynosita 28.8 i byta wyzsza od niz dla wariantow
rosngcych na podtozu kontrolnym (Rys. 1).

32 q
30
28 A
26 A
24 A
22 A
20 +
18 A
16 A
14
12

O Kontrola
@ Zasolenie

wartos¢ chlorofilu catkowitego

oN O

0.5 mM EMS 5.0 mM EMS

stezenie mutagenu

Rys. 1. Pomiar zawarto$ci catkowitego chlorofilu wariantow rosnacych na podtozu kontrolnym (K) i
zasolonym (2).
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Rys. 2 Warianty petunii testowane na zasolenie w warunkach szklarniowych.

Warianty petunii traktowane 5.0 mM EMS rosngce na podlozu zasolonym 6 g NaCl
cechowala si¢ nizszym poziomem chlorofilu a+b rownym 27.1. Poziom ten byt nizszy od zawarto$ci
chlorofilu dla wariantow rosnacych na podtozu bez dodatku soli (wyk. 1).

W trakcie trwania do$wiadczenia, po adaptacji do warunkéw szklarniowych doszto do
porazenia badanych wariantow przez szarg plesn. Skala tego porazenia dochodzita do 90% (rys. 3.).

100
90
80
70
60
X 50
40
30
20
10
0 T T T T
Kontrola 0.5mMMEMS 05mMEMS (Z2) 5.0mMEMS 5.0mM EMS (2)
(K) (K)
wariant
@ % porazenia szarg plesnig

Rys. 3. Procent porazenia ro$lin petunii szarg plesnig (K”- kontrola; Z- zasolenie).

Przy czym, zaobserwowano, ze rosliny petunii rosngce na podtozu zasolonym wykazywaty
stabszy wzrost 1 wigksze porazenie szara plesnia (90%) w stosunku do pozostatych. Brak porazenia
szarg plesnig obserwowano jedynie u wariantow petunii otrzymanych w wyniku indukowania mutacji
0.5 mM EMS i rosnacych na podtozu bez dodatku soli (rys. 3.).

4. Dyskusja

Petunia uznawana jest za modelowy materiat do badan, majacych na celu poszerzenie
zakresu jej zmienno$ci genetycznej (Gerats i Vindenbussche 2005). Jest rosling uprawiana,
wyrdzniajaca si¢ znacznymi walorami dekoracyjnymi oraz tatwoscia w hodowli. Prace badawcze
z zakresu transformacji DNA (Hess 1969), rozwoju kwiatow (Levan 1937), a takze regeneracji tkanek
przeprowadzone na petunii, majg na celu poszerzenie zmiennosci i poszukiwanie coraz to nowszych,
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interesujacych form. Pierwsze genetyczne i biochemiczne do$wiadczenia, ktérych obiektem byta
petunia przeprowadzono w 1950 roku.

Jedna z drog pozwalajacych poszerzy¢ zakres zmiennosci jest indukowana mutageneza.
Technika ta pozwala w krotkim czasie uzyska¢ zmienno$¢ genetyczng, wprowadzong nastepnie do
nowych wariantéw roslin uprawnych i ozdobnych. W literaturze przedmiotu mozna spotkaé wiele
prac dotyczacych regulowania czestotliwos$ci i intensyfikacji mutacji poprzez optymalizacje dawki
mutagenu (Jander i in. 2003; Menda i in. 2004).

W pracy Jain i Spencer (2006) stosowanie chemicznych mutagenéw do generowania
zmiennosci genetycznej, realizowane jest najczesciej, gdy przedmiot badan stanowia rosliny ozdobne.
W badaniach wilasnych warianty otrzymano poprzez indukowanie mutacji roztworem EMS w
stezeniach 0.5 mM i 5.0 mM. Mutagen ten jest bardzo popularnie wykorzystywany w badaniach
naukowych (Latado i in. 2004; Berenschot i in. 2008; Wetanabe i in. 2007).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono ujemny wpltyw zastosowanego mutagenu
chemicznego na wysoko$¢ pedow petunii odmiany Prism Ruby. (Berenschot i in. 2008) stosujac
roztwor EMS réwniez otrzymali rosliny petunii o krétszych pedach.

Podobne do badan whasnych dawki mutagenu EMS zastosowano u petunii (Krupa-
Matkiewicz 2009). Z przeprowadzonych obserwacji wynikato, ze czgstotliwo$¢ zmian zalezala od
uzytego mutagenu, jak i jego stezenia. W pokoleniu M1 najwicksza czestotliwo§¢ zmian otrzymano
stosujac do indukowania mutacji EMS i MMS (siarczan metylowo-metylowy) w stezeniach 1.5 mM
i 2.0 mM, w pokoleniu M2-MMS o stezeniu 2.0 mM.

W badaniach (Krupa-Matkiewicz 2007) inaczej, niz w badaniach wilasnych, uzyty w
doswiadczeniu mutagen chemiczny, niezaleznie od zastosowanej dawki wplynat stymulujaco na
rozwoj pedow, korzeni i liczby zawigzanych pgkow. Natomiast w przypadku zawigzanych kwiatow,
wyniki badan wiasnych potwierdzaja opisany przez Krupg-Matkiewicz (2007), hamujacy wpltyw
EMS na rozwdj tej cechy morfologiczne;j.

Analizujagc wyniki przeprowadzonych badan wilasnych, dotyczacych liczby pakéw
kwiatowych zawigzanych przez rosliny petunii, na ktére dziatano EMS w dwodch stezeniach
stwierdzono, ze mutagen ten moze dziata¢ hamujaco na rozw6j pakow kwiatowych. Ponadto, biorac
pod uwage zastosowany czynnik zasolenia, przeprowadzono analiz¢ odpowiedzi roslin petunii na
stres, w celu okreslenia wptywu indukowanej zmienno$ci mutacyjne;j.

Van Zandt i Mopper (2002) w pracy opisujacej opOznienia kwitnienia Iris hexagona na
skutek efektu zasolenia, stwierdzili silnie opozniony rozwoj pakow kwiatowych. Wysokie dawki soli
NaCl jakimi byty traktowane rosliny, spowolnity takze szybko$¢ otwierania si¢ pakoéw kwiatowych.

Luan i in. (2006) badali wptyw mutacji indukowanej przez EMS na stodkie ziemniaki
Ipomea batatas L. na podtozu wzbogaconym o rozne stezenia soli NaCl. Okreslili przy tym, ze
stezenie soli NaCl rowne 200 mM jest gorna granica selekcji, dawka letalng. Wyniki badan wiasnych
wskazuja na zamieranie roslin petunii przy stezeniu soli 200 mM, co zgodne jest z rezultatem
doswiadczen (Luana i in. 2006).

Stres solny do badan nad nasionami pomidora Solanum lycopersicum wykorzystano w
badaniach (Smolik i in. 2011), stosujac stezenia 50, 75, 100 i 125 mM NaCl. Stwierdzono istotny
wplyw stosowanego roztworu chlorku sodu na dlugos¢ korzeni, przy czym stres solny wptynat
negatywnie na rozwoj tej cechy. W przeprowadzonych badaniach wiasnych uzyskano podobne
wyniki.

5. Whioski

W warunkach polowych u wariantow petunii ‘Prism Ruby’ traktowanej EMS zastosowana
dawka roztworu soli NaCl dziatata inhibujaco na wysokos$¢ pedu, dtugos$¢ korzeni, liczbg korzeni
i liczbe pakéw. Przy czym s6l NaCl miata pozytywny wplyw na liczbe liSci petunii ‘Prism Ruby’
U wariantow traktowanych 5.0 mM roztworem mutagenu chemicznego EMS.

Rosliny traktowane mutagenem chemicznym rosngce na podlozu zasolonym
charakteryzowaly si¢ nizszg zawarto$cig chlorofilu calkowitego, w poréwnaniu do roslin
wzrastajacych na podtozu bez dodatku soli .
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W doswiadczeniu polowym zaobserwowano duzy procent roslin petunii porazonych szarg
plesnia (90%). Zastosowanie roztworu soli w do§wiadczeniu polowym istotnie obnizyto odporno$é¢
na stres biotyczny wywotany szarg plesnia.
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Streszczenie

Pszenica ozima uwazana jest za najwazniejsze pod wzgledem gospodarczym zboze
w Polsce. Ma ona najwi¢ksze wymagania glebowe i plodozmienne. Na jej plonowanie wplywaja
czynniki siedliskowe i agrotechniczne. Czynnikami decydujacymi o matej wydajnosci pszenicy
ozimej jest nieodpowiedni termin siewu, zachwaszczenie, choroby korzeni, podstawy zdzbta i lisci
oraz zmiany w zasobno$ci gleby w sktadniki pokarmowe.

1. Wstep

Pszenica (Triticum aestivum) jest jednym z najpopularniejszych zbdz uprawianym nie tylko
w Polsce, ale rowniez na calym §wiecie. Jest ona jedng z najstarszych roslin zbozowych uprawianych
przez ludzi od 6 tysiecy lat (Ginter i Szarek 2010). Zboze to ma ogromne znaczenie dla gospodarki
$wiatowej jak i dla naszej krajowej, poniewaz jej najwazniejszymi konsumentami sa ludzie
i zwierzeta. Glownym produktem powstajacym z ziarna pszenicy jest maka, ktora jest
wykorzystywana do produkcji ciast, makaronow oraz pieczywa chlebowego. Ponadto ziarno pszenicy
wykorzystywane jest na cele paszowe oraz na cele energetyczne (Krawczyk i Kowalski 2015).

Plonowanie pszenicy ozimej zalezy przede wszystkim od genotypu czyli jej uwarunkowan
genetycznych, warunkow siedliskowych oraz zastosowanych zabiegéw agrotechnicznych.

Niniejsza praca ma na celu przedstawienie wybranych czynnikow agrotechnicznych
ograniczajacych plonowanie pszenicy ozimej. Do opracowania tego tematu zostata wykorzystana
dostepna literatura naukowa.

2. Opis zagadnienia
W roku 2017 powierzchnia zasiewOw pszenicy wynosita 2,4 min ha, a $rednie plony

z produkcji ksztaltowaly si¢ na poziomie 51,3 dteha? (GUS 2017). Poziom plonowania pszenicy
ozimej jest wynikiem wspotdziatania tanu ro$lin ze $rodowiskowymi warunkami ich wzrostu oraz
przebiegiem pogody. Kazda odmiana charakteryzuje si¢ genetycznie uwarunkowang plennoscia oraz
specyficznymi wymaganiami $rodowiskowymi. Wyniki doswiadczen, w ktorych wyeliminowano
konkurencje¢ chwastow i wylegania oraz kontrolowano porazenie przez choroby i szkodniki wskazuja
na mozliwo$¢ uzyskania plonu ziarna w granicach 13-15 t/ha. Réwniez plon ziarna uzyskany
z doswiadczen odmianowych COBORU przekracza czesto 10 t’/ha. Dowodzi to, Zze genetyczne
mozliwosci odmian uprawianych w kraju nie limituja poziomu plondéw uzyskanych w Polsce
(Podolska 2004).

Czynnikami ograniczajacymi plonowanie wigc sa niekorzystne warunki wzrostu i rozwoju
ro$lin, w duzej mierze wywotane btgdami agrotechnicznymi i niekorzystnym przebiegiem pogody
oraz oddziatywaniem patogenow (Ruszkowski 1988). Nieprawidtowe plonowanie pszenicy przynosi
niekorzystny efekt w postaci strat ekonomicznych dla rolnictwa krajowego (Ginter i Szarek 2010).

3. Przeglad literatury

3.1 Termin siewu

Jednym z najwazniejszych czynnikéw agrotechnicznych majacym bardzo wazny wptyw na
plonowanie pszenicy ozimej jest termin siewu (Podolska 1997; Podolska i Wyzinska 2011; Dubis i
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Budzynski 2006, Weber i Podolska 2008; Jonczyk 1997; Podolska i Wyzinska 2011; Ruszkowski i
in. 1991). Termin siewu to czynnik wptywajacy bezposrednio na wzrost i rozwdj rosliny, a zatem
warunkuje budowe i ptodno$¢ rosliny i tanu. Wraz z opdznieniem terminu siewu zmniejsza si¢
$rednia wysoko$¢ roslin oraz udzial w tanie roslin wysokich, ktére charakteryzuja si¢ wigksza
produktywnos$cig. Maleje rowniez udziat roélin rozkrzewionych na korzy$¢ jednopedowych. Zmiany
te prowadza do uzyskania mniejszego plonu ziarna z jednostki powierzchni (Podolska 2004).
Najwyzsze plony ziarna pszenica uzyskuje wysiana w optymalnym terminie siewu (Tab.1). Jak
podaje Podolska i Wyzinska (2011) redukcja plonu ziarna w wyniku dwutygodniowego op6znienia
siewu wynosita 16 %, natomiast siew opdzniony o 4 tygodnie powodowat obnizke plonu o 30%.
Wielko$¢ tej obnizki zalezata od warunkow pogody w okresie wegetacji 1 zwiazana byta glownie z
redukcja ktosow z jednostki powierzchni, plonu ziarna z rosliny i ktosa.

Tab. 1. Plon ziarna i cechy struktury plonu pszenicy ozimej w zaleznosci od terminu siewu (Podolska
2004).

Plon i cechy struktury plonu Termin siewu
optymalny | opdzniony | pdzny NIR
Plon w kg/m? 0,81 0,74 0,65 | 0,028
Liczba ktosow na m? 552 508 478 14,8
Liczba ziaren z klosa 30,6 30,06 29,2 1,10
Plon ziarna z ktosa (g) 1,47 1,44 1,35 0,051
MTZ (g) 48,0 47,2 45,6 0,60

3.2 Zachwaszczenie

Pszenica ozima jest gatunkiem wrazliwym na zachodzgcy proces zachwaszczenia, poniewaz
wykazuje duzg podatno$¢ na rosngce chwasty jednoliscienne i dwuliscienne. Najbardziej szkodliwym
chwastem jednolisciennym dla pszenicy ozimej jest Apera spica venti- miotta zbozowa, natomiast
chwastem dwulisciennym Galium aparine — przytulia czepna, Cenataurea cyanus — chaber btawatek
oraz Crisum arvense — ostrozen polny (Stepien 2004).

Chwasty sg silnymi konkurentami roslin o wode, $wiatto i sktadniki pokarmowe. Finalnym
skutkiem konkurencji sg straty w plonach roslin uprawnych. Wielkos¢ tych strat zalezy od stopnia
zachwaszczenia tanu.

Na poziom zachwaszczenia fandow pszenicy duzy wptyw ma przedplon, sposdb uprawy roli,
system produkcji, uprawa miedzyplondéw $cierniskowych oraz nawozenie azotem (Faltyn i Kordas
2009).

Udziat zb6oz w strukturze zasiewow w Polsce jest wysoki, o sprzyja ich zachwaszczeniu
i kompensacji chwastow. Sposrod zboz pszenica ozima, a szczegblnie jej krotkostome odmiany,
naleza do roslin najpodatniejszych na zachwaszczenie (Boréwczak i in. 2012). Poprawnie utozony
ptodozmian, ktéry umozliwia nastgpujacym po sobie roslinom uprawnym prawidlowy wzrost
i rozw0j, moze ograniczy¢ wystegpowanie roznych grup biologicznych chwastow (Sekutowski
i Smagacz 2011).

Jednym z najwazniejszych czynnikéw agrotechnicznych wptywajacych na zachwaszczenie
pszenicy jest sposob uprawy roli. Uprawa ptuzna nadal jest jeszcze ciagle najczgsciej stosowanym
sposobem uprawy roli, ktérej waznym zadaniem jest ograniczenie chwastow. Natomiast w systemach
bezorkowych jest ono utrudnione. Wielu autorow prezentuje poglad, ze uproszczenia w uprawie roli
prowadza do wzrostu zachwaszczenia, zwlaszcza w pierwszych latach ich stosowania (Blecharczyk
i in. 2007, Weber i Hrynczuk 2005). W uproszczonym systemie roli odmiany pszenicy powinny by¢
dostosowane konkurencyjnie w stosunku do chwastéw. Odmiany te powinny si¢ charakteryzowaé
przyspieszonymi wschodami oraz duza zdolno$cia kietkowania (Weber 2009). Matecka-Jankowiak
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i in. (2015) stwierdzili, Ze uproszczenia w uprawie roli potaczone z upraw w monokulturze powoduja
wzrost zachwaszczenia pszenicy (Tab. 2).

Tab. 2. Wptyw nastepstwa i uprawy roli na liczbe chwastéw w lanie pszenicy ozimej (szt. - m™)
(Matecka — Jankowiak i in. 2015).

Nastepstwo (A) | Uprawa roli (B) Lata Srednio
2005 2006 2007
Monokultura SB* 443 163 210 272
TR 143 39 73 85
Srednio 293 101 141 178
Pszenica po | SB* 57 55 103 71
jeczmieniu TR 56 65 15 45
jarym
Srednio 56 60 59 58
Pszenica po | SB* 191 88 190 156
grochu TR 68 69 58 65
Srednio 129 79 124 111
Srednio uprawa | SB* 231 102 167 167
roli TR 89 58 49 65
NIRo0s
A 58 17 29 16
B 34 14 24 13
AxB 59 25 r.n. 23

* SB — siew bezpos$redni, TR — tradycyjna uprawa roli
r.n. — rdznica nieistotna

3.3 Choroby powodujace porazenie podstawy zdzbta, lisci i klosa

Choroby grzybowe atakujace pszenice ozimg sg jednymi z najistotniejszych czynnikow
ograniczajacych jej plonowanie (Kurowski i in. 2009). Pszenica podobnie jak inne rosliny zbozowe
jest podatna na wiele chordb, ktore skutecznie przyczyniaja si¢ do zminimalizowania jej plonowania
jak 1 do pogorszenia jako$ci. Straty powodowane przez patogeny sa znaczne i moga wynosi¢ od 10
do 50%, a w latach epidemii nawet wigcej (Jaczewsa-Kalicka 2000, 2002). Najwicksze straty w plonie
powoduja choroby wystepujace na liSciach. Straty sa tym wicksze, im wczesniej dochodzi do
porazenia i wigkszy jest procent objawdéw chorobowych na blaszkach lisciowych. Dlatego tak wazne
jest utrzymanie zielonej powierzchni goérnych liSci pszenicy ozimej, co jest waznym elementem
plonotworczym. Skuteczna ochrona liscia flagowego przynosi wzrost plonowania pszenicy 0zimej
(Wyczling i in. 2005).

Gltownag przyczyng porazenia pszenicy przez choroby grzybowe jest duza koncentracja zbdz
w strukturze zasiewow. Czesto pszenica uprawiana jest po sobie lub innych roslinach ktosowych.
Skutkiem tego typu uprawy pszenicy jest zty stan fitosanitarny roslin, pogorszenie si¢ jako$ci samej
gleby co w konsekwencji wplywa na  pojawienie si¢ niepozadanych mikroorganizmow
chorobotworczych (Sekutowski i Domaradzki 2009). Duzy udzial zb6z w plodozmianie przyczynia
si¢ do wigkszego porazenia ro$lin pszenicy przez grzyby wywotujace choroby podsuszkowe
(fuzaryjna zgorzel podstawy zdzbta i korzeni zb6z — Pseudocerosporella herpotrichoides Fusarium
spp., famliwo$¢ zdzbta zboz i traw — Oculimacula spp., zgorzel podstawy zdzbta — Gaeumannomyces
graminis) (Horoszkiewicz-Janka i in., 2012; Smagacz 2011; Smagacz i Pecio 2010; Ku$ i in. 2007,
Weber i in. 2005, 2003). Badania Sutek i in. (2016) wskazuja, ze uprawa pszenicy w monokulturze
zbozowej wplyneta na wigksze porazenie dolnych migedzywezli pszenicy przez zespot grzybow
atakujacych podstawe zdzbta. W mniejszym nasileniu zespo6t chordb podstawy zdzbla wystepowat
W uprawie pszenicy ozimej po bobiku i rzepaku (Tab. 4).

Na porazenie ro$lin pszenicy ozimej duzy wplyw wywiera sposob uprawy roli.
W uproszczonej uprawie roli, zwlaszcza w siewach bezposrednich, pozostajace na powierzchni pola
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resztki roslinne oraz wigksza wilgotnos¢ gleby, przy jednoczesnie nizszej temperaturze sprzyjaja
wystepowaniu chordb podstawy zdzbla i korzeni (Sutek i in. 2016). Matecka i in. (2014) stwierdzili,
Ze pszenica ozima w uproszczonej uprawie roli i siewie bezposrednim narazona jest w wigkszym
stopniu na choroby podsuszkowe niz w tradycyjnej (ptuznej) uprawie roli. Odmienne wyniki uzyskat
Smagacz (2008) stwierdzajac, ze porazenie ro$lin przez patogeny podstawy zdzbla bylo mniejsze
w obiektach z uproszczeniami w uprawie roli w poréwnaniu z obiektem kontrolnym — pszenica
uprawiana systemem pluznym. Krupinsky in. (2002) tlumaczy to tym, Ze system siewu
bezposredniego sprzyja akumulacji substancji organicznej w wierzchniej warstwie gleby, zwigkszajac
aktywno$¢ biologiczna gleby, co moze ograniczy¢ populacje patogenéw w glebie.

Tab. 3. Plon pszenicy ozimej w latach 2002-2004 [dteha] (Wyczling i in. 2005).

Wyszczegodlnienie Lata

2002 2003 2004 2002-2004
Kontrola — bez stosowania 79,4 88,8 91,0 86,4
fungicydow
I* 90,0 107,1 111,0
1** 97,0 111,0 118,0 108,9
NIR 0,05 3,34 4,26 3,79 1,76

*/I - 1x krezoksym metylowy+ epoksykonazol and 1x tridemorf+epoksykonazol
**[11 - 1x krezoksym metylowy+ epoksykonazol and 1x dimoksystrobina+epoksykonazol

Tab. 4. Indeks porazenia [%] dolnych miedzywezli pszenicy ozimej przez kompleks chordb podstawy
zdzbta (Sutek 1 in. 2016).

Udziat zb6z w 2013/2014

ptodozmianie Triticum aestivum ssp.vulgare Triticum ssp.spelta $rednio
50 12,5 10,7 11,6
75 19,3 12,9 16,1
100 22,8 16,0 19,4
srednio 18,2 13,2 15,7
N|Ro'005; HSD0'05 dla: |-6,21; I1- 1,83;

I-udziat zb6z w ptodozmianie; 1I-podgatunek pszenicy; r.n.-roznice nieistotne

3.4 Zmiany zasobnosci gleby w sktadniki pokarmowe

Obecnie rosliny zbozowe posiadaja o wiele wigkszy potencjal plonotworczy niz kiedys.
Wynika to z faktu, ze w ostatnich latach nastgpil przelom technologiczny w agrotechnice. Coraz
lepsze rezultaty przynosi zrownowazona metoda nawozenia, ktora daje wysokie plony dobrej jakosci.
Wedlug dzisiejszych standardow nawozenie makroelementami i mikroelementami powinno by¢
zrbwnowazone oraz zbilansowane zgodnie z potrzebami pokarmowymi rosliny zbozowej (Kocon
2009).

Ubogie zapotrzebowanie pokarmowe zboz prowadzi do zaburzenia podstawowych proceséw
fizjologicznych zachodzacych w roslinie. Uposledzony proces fotosyntezy powoduje zahamowanie
wzrostu i rozwoju pszenicy, co potem objawia si¢ spadkiem ilosci uzyskanych plonéw. Jednym
z czynnik6éw ograniczajacych plonowanie pszenicy ozimej jest odczyn gleby. Dolne optimum pH dla
pszenicy ozimej powinno wynosi¢ 6,0 na glebie lekkiej i 6,5 na glebie cigzkiej. Pszenica ma silny
prog wrazliwosci i dlatego przy niskim pH wskazujacym na zakwaszenie gleby przestaje plonowac.
W przypadku niskiego odczynu glebowego przeprowadza si¢ zabieg wapnowania (Kocon 2005).

Zakwaszenie gleby na wskutek kwasnego pH powoduje, ze sktadniki pokarmowe tj.: azot
czy fosfor, sg gorzej przyswajalne i jest utrudnione ich pobieranie. Taki stan rzeczy skutkuje spadkiem
plonowania. Pszenica jest srednio wrazliwa na niedobory potasu czy fosforu. Makroelementy te sa
istotne dla ro$liny we wczesnym etapie rozwoju, poniewaz ich niedobory przy zbyt intensywnym
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nawozeniu azotem mogg powodowac spadek plondéw. Innymi niezbednymi makroelementami jest
siarka 1 magnez, ktore biorg udzial m.in. w fotosyntezie czy przemianie lipidéw, biatek i cukrow.
Niedobdr magnezu przy nadmiernym pobieraniu potasu moze powodowa¢ zaburzenia w rdwnowadze
jonowej, co potem skutkuje zmiany w skladzie chemicznym samych ziaren i wielko$ci plonow.
Natomiast siarka nalezy do pierwiastkdw, na ktory pszenica nie wykazuje duzego zapotrzebowania,
niemniej jednak, jej niedobdr przy wysokim poziomie azotu w roslinie zbozowej, prowadzi do
nierdbwnomiernej destabilizacji poziomu tych jonoéw. Takie zaktocenie jonowe przyczynia si¢ do
stabszego wykorzystania azotu przez rosliny pszenicy, spadku plonu czy obnizenia zawarto$ci biatka
(Kocon 2005).

Nawozy mineralne s3 szeroko stosowane w uprawie roslin zbozowych. Bardzo waznym
pierwiastkiem, ktory w najwigkszym stopniu decyduje o plonowaniu zbdz jest azot. W uprawie
pszenicy dobieranie odpowiednich dawek azotu i sposoby ich stosowania, sg jest bardzo istotne, gdyz
maja zapewni¢ optymalnie najwyzsze plony (Buczek i in. 2008). Nawozenie azotem powinna by¢
dostosowana do zapotrzebowania rosliny zbozowej w poszczegodlnych jej fazach wzrostu i rozwoju
(Zagorda 2007). Prowadzone badania nad plonowaniem pszenicy w réznych warunkach
siedliskowych wykazaty, ze optymalna dawka nawozenia azotem powinna wynosi¢ od 50 do 160 kg
N- ha! (Kotodziejczyk i Szmigiel 2014). Niedobor azotu powoduje zahamowanie wzrostu i rozwoju,
a w konsekwencji obniza wlasciwosci plonotworcze tego zboza. Nadmiar dawek azotu przyczynia si¢
do zbyt intensywnego wzrostu pszenicy, zwigksza wyleganie oraz moze wptynac na porazenie przez
niektore choroby (Kotodziejezyk i Szmigiel 2014).

4. Podsumowanie

Pszenica jest cennym surowcem dla gospodarki rolniczej zardéwno krajowej jak i §wiatowej.
Spadek plonowania pszenicy poprzez czynniki ograniczajace plon, jest bardzo niekorzystny,
poniewaz przynosi duze straty finansowe dla rolnictwa. Czynnikiem ograniczajacym plonowanie
pszenicy ozimej jest uprawa jej po roslinach klosowych co zwigzane jest duza presja chorob
i chwastow. Do spadku plonowania pszenicy w duzej mierze przyczyniajg si¢ patogeny grzybowe
wywotujace choroby podstawy zdzbta, lisci i klosa. Waznym czynnikiem, ktéry ogranicza
plonowanie pszenicy ozimej jest kwasny odczyn gleby, ktory ogranicza przyswajalnos¢ sktadnikow
pokarmowych..
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Streszczenie

Sposréd zboz drobnoziarnistych uprawianych w Polsce ziarno pszenicy narazone jest na
zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Najczgsciej do porazenia przez grzyby mikroskopowe z rodziny
Fusarium spp. dochodzi na polu podczas wegetacji. Z obecnoscia patogenicznych szczepow grzybow
mikroskopowych, wiaze si¢ obecnos¢ mikotoksyn (trichoteceny grupy: A (T-2 toksyna, HT-2
toksyna, STO, DAS, NEO) i B (DON, 3-AcDON, 15-AcDON, Fus-X, NIV)). Wykazuja one
toksyczne dziatanie w stosunku do ludzi i zwierzat.

Celem badan bylo zoptymalizowanie warunkoéw identyfikacji trichotecenow z grupy A i B
zZ naturalnie porazonego ziarna pszenicy uprawianej w Wielkopolsce.

Materiat badany stanowito ziarno pszenicy pochodzace z 31 powiatéw zlokalizowanych
w Wielkopolsce.

Po przygotowaniu rozdrobnionych nawazek ziarna, zalano je mieszaning ekstrakcyjna
acetonitryl — woda (82:18 (v/v)) i pozostawiono w ciemni na 24h. Nastgpnie proby saczono pod
proznig. Uzyskany supernant z pierwszych 31 prob odparowywano na wyparce, a nastepnie
W strumieniu azotu. Kolejnych 31 przesaczonych ekstraktéw dodatkowo poddano oczyszczaniu
metoda ekstrakcji do fazy statej przy uzyciu kolumienek. Rozdzial chromatograficzny oraz analize
trichotecenow grup A i B prowadzono za pomocg UPLC-PDA.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze metoda oczyszczania ekstraktow za
pomoca ekstrakcji do fazy statej jest wydajniejsza i doktadniejsza, a chromatogram przedstawial tylko
badane mikotoksyny, co utatwito identyfikacje.

1. Wstep

Pszenica jest jednym z najczesciej uprawianych zb6z w Polsce. Obszar uprawy pszenicy
szacuje si¢ na okoto 2,4 min ha. Podczas wegetacji pszenica narazona jest na dziatanie abiotycznych
i biotycznych czynnikéw stresogennych. Wérdd ktorych istotng rolg w patogenezie pszenicy
w Klimacie umiarkowanym odgrywaja grzyby mikroskopowe z rodzaju Fusarium spp, Aspergillus
spp. i Penicillium spp. (Rys.1).

Ziarno pochodzace z porazonych patogenem klosow jest mniejsze, pomarszczone
i zabarwione na rézowo. Efektem zanieczyszczenia ziarna grzybami mikroskopowymi i ich
metabolizmu jest obnizenie zarowno jakosci jak i ilo§ci plonu oraz materialu siewnego, w efekcie
czego nastepuja straty ekonomiczne. Porazajace klos grzyby mikroskopowe produkuja do podtoza
toksyczne drugorzgdowe metabolity nazywane mikotoksynami. Dzieje si¢ to przede wszystkim
w warunkach zaburzenia prawidtowej mikroflory oraz stresu $rodowiskowego, kiedy nastgpuja
zmiany temperatury, wilgotnosci, dostgpnosci tlenu lub w przypadku dziatania substancji
agresywnych w stosunku do grzybow - fungicydow.

Sposrod szerokiej gamy mikotoksyn wystepujacych w ziarnie pszenicy i produktach
pszennych czesto wykrywane sg trichoteceny z grupy A i B (Przybylska i in. 2018 a; Przybylska i in.
2018 b). W celu ograniczenia wytwarzania mikotoksyn w kltosie pszenicy bardzo wazne sg
odpowiednie praktyki agrotechniczne. Polegajg one przede wszystkim na zapobieganiu rozwoju
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grzyboéw mikroskopowych i tym samym ograniczeniu stresu biotycznego na jaki sg narazone rosliny
podczas wzrostu.

Czynniki stresogenne

i

Czynniki abiotyczne Czynniki biotyczne
- miskie temperatury w okresie kietkowana 1 wschodow roshn Patogeny roslin
- przymrozki wioseone, .\l:krooru;uu!m_\':
- susza glebowa, sAspergilius spp
« nadierme opady powoduace zalewane upraw sPomicillium spp.,
- uszkodzema herbicydowe sFusarium spp
iszkodzenia roslin przy stosowanis nawo2ena,
) N .
bledy w nawozeniu Irichoteceny z gr. A Trichoteceny z gr. B
zovt kwasny odczyn gleby F poae. F graminearum,
F sporotrichioides F. avenaceum
obecnodd metaly cagzkach, .
F acuminatum, F. culmorum
promicmiowanie UV, F. equiset,
F. sambucinum,
F langsethiae

Rys.1. Czynniki stresogenne (Marasas i in. 1984; Perkowski 1993; Chetkowski 2013; Przybylska
2018).

Pomimo zastosowania na kazdym etapie przerobu ziarna dziatan prewencyjnych majacych
ograniczy¢ stezenie mikotoksyn w produkcie finalnym nie zawsze udaje si¢ w peini usunaé zwigzki
toksyczne z surowca co przyczynia si¢ do zanieczyszczenia produktu. Trichoteceny dostarczone sg
do organizmu gltéwnie droga pokarmowa i kumulowane sg w tkankach. Sg one przyczyng zatrué
objawiajacych si¢ m.in.: uszkodzeniem skory i bton §luzowych, zaburzeniami ptodnosci, zaktéceniem
prawidtowego dziatania uktadu immunologicznego, w wyniku czego dochodzi do szybszego rozwoju
zakazen oraz cig¢zszych zatru¢ pokarmowych.

W celu ochrony zdrowia konsumentdow nalezy ograniczy¢ spozywanie produktow
zawierajacych zanieczyszczenia w iloSciach przekraczajacych najwyzsze dopuszczalne poziomy.
Komisja Europejska wydata rozporzadzenie Komisji (UE) nr 2013/165/UE z 27 marca 2013 roku
W sprawie obecnosci toksyn T-2 i HT-2 w zbozach i produktach zbozowych mowiace, ze nie nalezy
spozywac produktow zawierajacych trichoteceny A. A takze Komisja Wspdlnot Europejskich (WE)
wydata rozporzadzenie Komisji nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 roku ustalajace najwyzsze
dopuszczalne poziomy wybranych mikotoksyn w surowcach i produktach spozywczych (Tab.1).

Mikotoksyny z rodzaju trichotecendow sa to wtorne produkty przemiany materii grzybow z
rodzaju Fusarium spp.. Z chemicznego punktu widzenia toksyny te majg charakter epoksydu
seskwiterpenowego przybierajacego posta¢ szkieletu 12, 13-epoksy-A9-trichotecenowego z
podwojnym wigzaniem migdzy 9 i 10 weglem. Z uwagi na rézne rodzaje podstawnikéw tancucha
podstawowego trichoteceny dzieli si¢ na cztery grupy: A, B, C i D. Sposréd ktérych najbardziej
toksyczne sa metabolity grupy A (T-2 toksyna, HT-2 toksyna, DAS, NEO i inne pochodne)
zawierajace tancuch boczny przy weglu C5 (Przybylska i in 2018 a). Mniej toksyczne trichoteceny z
grupy B w miejscu podstawnika 5 maja tlen. Naleza tu zwiazki o charakterze polarnym (NIV, FUS-
X, DON) (Przybylska i in. 2018 b). Rzadziej identyfikowane w ziarnie pszenicy sa trichoteceny grupy
C (zwiazki zawierajace oprocz szkieletu trichotecenowego dodatkowy pierscien aromatyczny) oraz
D (trichoteceny dwuepoksydowe) (Tab.2) (Carveo i in. 2007).

Oznaczanie poziomu zanieczyszczenia mikotoksynami ziarna pszenicy jest bardzo wazne w
kontek$cie zapewnienia bezpieczenstwa produktow zbozowych. Analiza ta jest bardzo czasochtonna
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i kosztochtonna. Czynnikiem determinujacym glownie kosztochtonnos¢ tych badan jest zastosowanie
kolumienek powinowactwa.

Tab.l. Najwyzsze dopuszczalne poziomy DON w produktach przeznaczonych do bezpos$redniej
konsumpcji .

Srodek spozywczy DON [ug kg
Nieprzetworzone zboza, inne niz pszenica durum, owies i kukurydza 1250
Zboza przeznaczone do bezposredniego spozycia przez ludzi, maka zbozowa, 750
otreby
Chleb, ciasta, herbatniki, przekaski zbozowe i1 zboza $niadaniowe 500
Przetworzona zywnos¢ na bazie zbdz oraz zywnos¢ dla niemowlat i matych 200
dzieci
Produkty i mieszanki paszowe 8000
Tab.2. Wz6r strukturalny wybranych trichotecenéw z grupy A i B (Carveo i in 2007).
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W ramach niniejszej pracy podjeto probe ominigcia tego etapu podczas procesu
przygotowania probek. Z uwagi na istotne zagrozenie jakie stanowig trichoteceny w ramach niniejsze;j
pracy podjeto badania majace na celu opracowanie warunkéw identyfikacji trichotecendéw z grupy A
i B z naturalnie porazonego ziarna pszenicy uprawianej w Wielkopolsce, gdyz ziarno pszenicy
i ekstrakt z niego otrzymany jest ztozona matrycg analityczng. Analizy ilosciowa i jako$ciowa oparte
sa przede wszystkim na wlasciwosciach fizykochemicznych tych zwigzkéw. W pierwszym etapie
nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcj¢ odpowiednim ekstrahentem (chloroform Iub acetonitryl), a nastgpnie
podda¢ analizie chromatograficznej (HPLC, GC). Obecnos¢ réznych zwiazkoéw organicznych
rozpuszczalnych w ekstrahencie, moze niekorzystnie wplywaé na interpretacj¢ otrzymanych
chromatogramow gdyz mogg one wzajemnie si¢ maskowac i identyfikacja wybranych zwigzkow jest
trudna. Wobec powyzszego wazny jest dobor odpowiednich parametréow ekstrakcji oraz
przygotowania ekstraktu do analiz. Moze to si¢ wigza¢ z mniej lub bardziej czaso- i pracochtonng
praktyka laboratoryjna.

2. Material badany

Materiat badany stanowito ziarno pszenicy pozyskane z 31 powiatow znajdujacych si¢
w wojewodztwie Wielkopolskim. Z kazdego powiatu pobrano 1 kg ziarna. Proby ziarna analizowano
w 3 powtorzeniach.

3. Analiza stezenia trichotecenéw i wyniki

Proby ziarna pszenicy zmielono za pomocg miynka laboratoryjnego WZ-1, a nastepnie
poddano ekstrakcji mieszaning ekstrakcyjng. Po 24h ekstrakty sgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pierwsza cz¢$¢ (n=31) supernantdéw odparowywano do sucha, a pozostato$¢ przenoszono
ilo$ciowo za pomoca mieszaniny ekstrakcyjnej do fiolek. Natomiast drugg cz¢$¢ (n=31) ekstraktow
poddano dodatkowemu etapowi oczyszczania metoda ekstrakcji do fazy statej przy uzyciu
kolumienek. Nastepnie ekstrakty odparowywano do sucha, a pozostalo$¢ przenoszono ilosciowo za
pomoca mieszaniny ekstrakcyjnej do fiolek (Rys.2.).

Schemat oznaczania trichotecenow z grupy A1 B

Przygotownnde nowazek ziama pszemicy o masie 10g
Ekstrakein mieszaning ekstrakeyjma: acetonitry] ~ woda 82:18 ()
Preechowywunle w clesnm 244

Saczeme ckstrnktow pod prozniy

s B
Oczyszczanie motody ckstrakey do fazy staley przy uzyom

kolumienek wypelmoaych mieszaning skladajcy sig 2
wogla aktywnego (Drco G 60, 100 mesh)
celitu (Celite 545) 1141

oboetnego tlenky glin (70-230 mesh)

Odparowywanie supemanty ua wypasce
Przensesienie suchych ckstraktow do fiolek

Oddparowywanie do sucha w strumiensu azoty

Rys.2.Schemat oznaczania trichotecendow z grupy A i B.

Rozdziat chromatograficzny oraz analiza trichotecenow grup A i B prowadzona byta
oddzielnie za pomoca ultrasprawnego chromatografu cieczowego z detektorem PDA (UPLC-PDA)
(Przybylska i in. 2018 a; Przybylska i in. 2018 b).

Podczas niniejszych badan podjeto probe identyfikacji trichotecenow z grupy A i B dwoma
metodami (Rys.3.).
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B) Metoda oznaczania trnchotecendw z efapem oczyszczania supernantow za pomoca
ekstrakgi do fazy statej

Rys.3. Chromatogramy przedstawiajgce dwie metody identyfikacji trichotecenéw A i B w ekstraktach
Z ziarna pszenicy.

Pierwsza metoda polegala na analizie trichotecenow bez dodatkowego etapu oczyszczana
supernantow. W wyniku czego po analizie chromatograficznej otrzymany chromatogram nie byt
czytelny, gdyz identyfikowane toksyny byly zamaskowane innymi zwigzkami organicznymi, co
znacznie utrudnialo odczyt. Podjeto wowczas druga metod¢ majaca na celu oznaczenie
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trichotecendow, podczas ktorej wykorzystano dodatkowy etap oczyszczania supernantOw za pomoca
ekstrakcji do fazy statej. Wynikiem tego po analizie chromatograficznej byl klarowny chromatogram,
a na nim wyro6zniono tylko oczekiwane trichoteceny z grupy A i B.

4. Podsumowanie

Podczas niniejszych badan stwierdzono, ze metoda oczyszczania supernantOw za pomoca
ekstrakcji do fazy stalej jest bardziej wydajna i doktadna. Efektem wykorzystania metody ekstrakcji
do fazy stalej jest otrzymanie klarownego chromatogramu na podstawie ktorego latwo jest
zidentyfikowaé mikotoksyny.
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14. Zanieczyszczenie ziarna kolorowych form uzytkowych kukurydzy
mikotoksynami i metalami ciezkimi
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Stowa kluczowe: ziarno kukurydzy, ochratoksyna A, deoksyniwalenol, zearalenon

Streszczenie

Kukurydza (Zea mays L.) jest jedng z najpowszechniej uprawianych roslin zbozowych na
$wiecie. Zréznicowanie kukurydzy w obrebie gatunku jest wielokierunkowe i oparte m.in. na:
taksonomii, genetyce, morfologii oraz formie uzytkowej roéliny, co wiaze si¢ m.in. z ré6znym
zabarwieniem ziarna. Najpowszechniej wystepuje zotta kukurydza, ale znana jest takze kukurydza
biala, czerwona i1 niebieska.

Ziarno kukurydzy ze wzgledu na budowe kolby oraz strukture jest narazone na
zanieczyszczenia miko toksynami. Dodatkowo zabiegi agrotechniczne oraz klimat w jakim rosnie
kukurydza predysponuja do kumulacji metali cigzkich. Te ostatnie jak i mikotoksyny naleza do
zagrozen chemicznych w surowcach i zywnos$ci pochodzenia roslinnego. W zwigzku z powyzszym
podjeto badania, ktorych celem byta ocena poziomu zanieczyszczenia wybranymi mikotoksynami
oraz metalami cigzkimi ziarna kolorowych form uzytkowych kukurydzy.

Materiat badany stanowito acznie 18 préb ziarna kukurydzy niebieskiej (n=3), niebieskie;j
typu pop-corn (n=2), rézowej (n=3), z6ltej (odmiany: Zorin (n=3), Constellation (n=2),
Metronom(n=2)) oraz bialej (n=3), pochodzace z USA ze stanu Nowy Meksyk zebrane w 2017 r.

Metodyka badan opierala si¢ o analiz¢ zawartosci metali cigzkich (As, Cr, Zn, Cu, Pb, Cd)
metoda AAS oraz oznaczenie zawartoSci mikotoksyn tj.. DON, ZEA oraz OTA metodami
chromatograficznymi.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono obecno$¢ metali cigzkich i mikotoksyn
w ziarnie roznych form uzytkowych ziarna kukurydzy. Stwierdzono, ze ziarno niebieskiej kukurydzy
zawierato wszystkie zidentyfikowane metale cigzkie w najwyzszym stezeniu. Z kolei w ziarnie zottej
kukurydzy stwierdzono wielokrotnie nizsze st¢zenie wszystkich metali w pordwnaniu z pozostatymi
badanymi ziarnami. Podobne tendencje stwierdzono podczas analizy mikotoksyn.

1. Wstep

Kukurydza (Zea mays L.) jest jednym z najbardziej zréznicowanych gatunkoéw zbdz
wystepujacych w przyrodzie i stanowi najpowszechniej uprawiang rosline zbozowa na $wiecie (Zili¢
iin. 2012; Przybylska i in. 2017). Jej globalna produkcja sigga do miliarda ton rocznie przewyzszajac
tym samym $wiatowg produkcje pszenicy i ryzu. Ziarno kukurydzy nie jest cenionym sktadnikiem
wykorzystywany w produkcji zywnosci bezglutenowej, ktdrej spozycie systematycznie rosnie. Jest
takze bogatym zrodlem zwiazkéw przeciwutleniajacych, takich jak zwiazki fenolowe oraz
karotenoidow, gtownie luteiny i zeaksantyny (Giordano i in. 2018).

Zréznicowanie kukurydzy w obregbie gatunku mozna opisaé na ré6znych poziomach wliczajac
w to taksonomig, genetyke, morfologi¢, cechy agronomiczne oraz uzytkowe rosliny (Orozco-
Rami'rez i in. 2017). Sposrdd cech uzytkowych wyrdznia si¢ m.in. formy o réznych kolorach ziarna
w kolbie. Najpowszechniej w uprawie wystepuje kukurydza o zo6ltym kolorze ziarna, ale znana jest
takze kukurydza biala, czerwona i niebieska. Wzrost zainteresowania kolorowymi formami
kukurydzy obserwuje si¢ ze wzgledu na poszukiwanie zrodel przeciwutleniaczy oraz nowych
surowcOw roslinnych, ktore moga znalez¢é zastosowanie jako zywnos$¢ funkcjonalna (Nankar i in.
2016; Przybylska i in. 2017). Kukurydza pochodzi z Ameryki Potudniowej i to wiasnie na tych
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terenach w glownej mierze uprawia si¢ jej rozne formy uzytkowe. Wynika to przede wszystkim
z tradycji kulturowych ludnosci latynoamerykanskiej. Niebieska kukurydza wykorzystywana jest do
wypiekania tortilli w niektorych regionach Meksyku, a fioletowa lub czarna, zwana "maiz morado"
jest sktadnikiem popularnego w Peru napoju "chicha morada" (Meng i in. 2015).

Wraz ze wzrostem powierzchni zasiewdw i uprzemystowieniem produkcji rolniczej wzrosto
takze porazenie plantacji patogenami grzybowymi. Na szczegdélng uwage zashuguja choroby
wywolywane przez grzyby z rodzaju Fusarium. Grzyby te produkujg bowiem toksyczne metabolity,
nazywane mikotoksynami. Sa to drugorzgdowe metabolity o niskiej masie czasteczkowej, a ich
obecnos¢ w produktach spozywczych moze niekorzystnie wptywaé na zdrowie konsumenta
a W skrajnych przypadkach moga wykazywac dziatanie kancerogenne, teratogenne i ostabiajace prace
uktadu odpornosciowego w wyniku przewlektej toksycznosci, nawet przy niskich poziomach (Wang
i in. 2018). Z punktu widzenia toksykologicznego do grupy najwazniejszych mikotoksyn
wystepujacych w ziarnie kukurydzy zalicza si¢: ochratoksyne A (OTA), zearalenon (ZEA) oraz
deoksyniwalenol (DON) (Rys.1.).

alt} (

Rys.1. Wzory strukturalne wybranych mikotoksyn: A) deoksyniwalenol, B) ochratoksyna A, C)
zearalenon.

Rozwdj przemystowy §wiata, w tym produkcja towarowa w rolnictwie, spowodowat
znaczacy wzrost niebezpieczenstwa skazenia $rodowiska metalami cigzkimi. Sa to pierwiastki
0 masie wlasciwej powyzej 4,5 g cm™ wykazujace w reakcjach chemicznych tendencje do oddawania
elektrondw i tworzenia prostych kationow. Ich zagrozenie wnika z mozliwosci kumulacji
W organizmie czlowieka. Sa to bowiem pierwiastki mobilne i przemieszczaja si¢ w lancuchu
troficznym na szlaku gleba - rosliny - zwierzeta - cztowiek. Do pierwotnych Zrodet metali ciezkich
w glebie zalicza si¢ skale glebotworcza, odpady przemystowe i komunalne, emisje komunikacyjne,
nawozy mineralne i $rodki ochrony roslin stosowane w rolnictwie (Ociepa-Kubicka i Ociepa 2012).

Tab.1. Podziat metali ci¢zkich ze wzgledu na stopien potencjalnego zagrozenia (Ociepa-Kubacka i
Ociepa 2012).

Metale ciezkie Stopien potencjalnego zagrozenia
Cd, Hg, Pb, Cu, Zn bardzo wysoki stopien potencjalnego zagrozenia
Mo, Mn, Fe wysoki stopien potencjalnego zagrozenia
Ni, Co $redni stopien potencjalnego zagrozenia
Sr, Zr niski stopien potencjalnego zagrozenia

Zarowno miko toksyny, jak i metale ciezkie zostaly klasyfikowane do grupy zanieczyszczen
chemicznych surowcow 1 zywno$ci pochodzenia ro$linnego. W zwiazku z powyzszym
monitorowanie ich st¢zenia w surowcach i produktach roslinnych jest bardzo wazne
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W celu prowadzenia skutecznej ochrony zdrowia publicznego, a takze ochrony interesow
konsumenta i uczciwej konkurencji Komisja Europejska wprowadzita w zycie rozporzadzenie (WE
NR 1881/2006) regulujace najwyzsze dopuszczalne stezenie niektorych zanieczyszczen w Srodkach
spozywczych, w tym mikotoksyn i metali cigzkich (Tab.2.).

Tab.2. Limity wprowadzone przez KE dotyczace stgzenia wybranych mikotoksyn
W nieprzetworzonej kukurydzy oraz tolerowane dawki dla czlowieka..

Mikotoksyny Najwyzszy dopuszczalny poziom [ng kg']
Ochratoksyna A 5,0
Deoksyniwalenol 1750,0
Zearalenon 200,0

Najwyzsze dopuszczalne poziomy metali cigzkich dla zboz zostaly okreslone dla otowiu:
0,20 mg kg $wiezej masy oraz kadmu: 0,10 mg kg $wiezej masy (z wylaczeniem otrebow,
zarodkow, pszenicy i ryzu).

Celem niniejszych badan byta ocena poziomu zanieczyszczenia wybranymi mikotoksynami
oraz metalami cigzkimi ziarna kolorowych form uzytkowych kukurydzy.

2. Material i metody badan

Material badany stanowito ziarno kukurydzy réznych form uzytkowych i odmian (Tab.3.)
pochodzace z USA ze stanu Nowy Meksyk zebrane w 2017 r. Ziarno pozyskano od komercyjnego
hodowcy zajmujacego si¢ produkeja i dystrybucja kukurydzy. Do analizy chemicznej pobrano proby
o masie 100 g w trzech powtorzeniach. Ziarno kukurydzy zostalo rozdrobnione za pomocg miynka
laboratoryjnego WZ-40.

Tab.3. Pozyskane do badan formy uzytkowe ziarna kukurydzy.

Formy uzytkowe Ilo$¢ prob

Niebieska 3

§ Niebieska pop-corn 2
%‘ Roézowa 3
= | Zotta METRONOM 3
g | Zotta CONSTELLATION 2
& | Zotta ZORIN 2
Biala 3
SUMA 18

2.1 Oznaczanie zawarto$ci metali cigzkich

Materiat badany zostat zmineralizowany za pomoca mineralizatora mikrofalowego CEM
Mars 5 Xpress (CEM, Matthews, NC, USA) za pomoca HNOj3; (65%) i H,0,. Material po
mineralizacji zostal przesaczony przez filtr bibutowy 45 mm (Qualitative Filter Papers Whatman,
Grade 595: 4 — 7 um; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Przesacz zostat rozcieficzony woda
dejonizowang pochodzgca z systemu Milli-Q Academic System (non-TOC (Total Organic Carbon);
Millipores. A.S., Molsheim, France). Stezenie poszczegolnych metali zostato oznaczone za pomocg
ptomieniowej atomowej spektrometrii adsorpcyjnej (As, Cr, Zn, Cu, Pb, Cd), przy uzyciu AA Duo —
AA280FS/AA280Z spectrometru(Agilent  Technologies, Mulgrave, Victoria, Australia),
wyposazonego w lampe Varian hollow-cathode (HCL; Varian, Mulgrave, Victoria, Australia).
Krzywe kalibracji zostaly przygotowane w czterech wariantach dla kazdego stezenia metali
(Ostrowska- Kotodziejczak et al. 2016).

2.2 Oznaczanie zawarto$ci deoksyniwalenolu (DON)

Analiza stezenia DON zostata przeprowadzona po wczesniejszej ekstrakcji za pomoca
mieszaniny acetonitryl — woda 82 : 18 (v/v) oraz oczyszczaniu metodg ekstrakcji do fazy statej. DON
analizowany byt jako pochodna trimetylosililowa. Rozdzial chromatograficzny oraz analiza
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prowadzona byla za pomocg chromatografu cieczowego Aquity H class UPLC wyposazonego
w detektor Waters Acquity PDA (Waters, USA). Rozdzialu chromatograficznego dokonano na
kolumnie Acquity UPLC BEH C18 (100mmx2.1mm, particle size 1.7um) (Waters, Ireland). Analiza
wykonywana zostala w trybie szukania wybranych jonéw (SIM): dla DON 103 i 512. Szybkos¢
przeptywu helu wynosita 0,7 cm®/min. Celem potwierdzenia obecnosci w probie oznaczanej toksyny
wykonano analize w pelnym zakresie mas (od 100 — 700 amu). Otrzymane wyniki poddano obrébce
w programie Chem Station. Odzysk dla DON 84+3,8%. Natomiast limit detekcji dla analizowanych
toksyn wynosi 0,001 mg/kg.

2.3 Oznaczanie zawartos$ci zearalenonu (ZEA)

Analiza stgzenia ZEA zostala przeprowadzona po ekstrakcji mykotoksyny za pomoca
mieszaniny acetonitryl — woda 82 : 18 (v/v) i po przesaczeniu poddane procesowi oczyszczania na
kolumienkach powinowactwa immunochemicznego firmy Vicam®. Odparowana do sucha
pozostato$é rozpuszczona zostala w mieszaninie acetonitryl : metanol : woda (70:20:10, v/v/v),
anastepnie homogenizowana w tazni ultradzwigkowej i dozowana na kolumng. Rozdzial
chromatograficzny oraz analizg przeprowadzono za pomocg chromatografu cieczowego Aquity H
class UPLC wyposazonego w detektor Waters Acquity PDA (Waters, USA). Rozdziatu
chromatograficznego dokonano na kolumnie Acquity UPLC BEH C18 (100mmx2.1mm, particle size
1.7um) (Waters, Ireland). Celem potwierdzenia obecnosci w probie oznaczanych toksyn wykonana
zostata analiza w pelnym zakresie mas (od 100 — 700 amu). Otrzymane wyniki poddane zostaty
obrdbce w programie Chem Station.

2.4 Oznaczanie zawarto$ci ochratoksyny (OTA)

Oznaczanie stgzenia OTA w materiale badanym wykonano przy uzyciu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem fluorescencyjnym (HPLC Waters). Zastosowano kolumne
Waters Spherisorb ODS2 5 um/25 cm/5 nm. Do wyekstrahowania OTA z probek kawy uzyto kolumn
powinowactwa immunologicznego Ochraprep (R-Biopharm Rhone Ltd, UK). Detekcji dokonywano
przy dtugosci fali emisji wynoszacej 443 nmi fali ekstynkcji 333 nm. Stezenie OT A w badanej probcee
odczytywano w odniesieniu do standardu OTA (Sigma-Aldrich).

3. Oméwienie wynikéw

W ramach niniejszej pracy pobrano tacznie 18 prob ziarna kukurydzy pochodzacego z 4
réznych rodzajow (niebieska, roézowa, zolta, biata). Na podstawie uzyskanych wynikow
przedstawionych w tabeli 3, stwierdzono istotng réznice w obecno$ci badanych metali ciezkich
W badanym ziarnie kukurydzy. Spos$rod analizowanych prob najbardziej zanieczyszczone metalami
cigzkimi bylo ziarno kukurydzy niebieskiej typu pop-corn, ziarno kukurydzy rézowej oraz zottej
odmiany Zorin. Natomiast sumarycznie najnizsza zawarto$¢ metali cigzkich oznaczono w ziarnie
kukurydzy z6ttej odmiany Constellation oraz Metronom.

Metale te wykazujg potencjalnie najwyzsze zagrozenie zaroOwno dla samej ro$liny podczas
wzrostu jak i dla konsumenta. Analizowano: As, Cr, Zn, Cu, Pb i Cd. Na podstawie danych
stwierdzono, ze we wszystkich probach ziarna kukurydzy dominujac pod wzgledem stezenia byt cynk
(Tab.4). W ziarnie kukurydzy niebieskiej typu pop-corn, rézowej oraz zottej odmiany Zorin
stwierdzono najwyzsze st¢zenie tego pierwiastka, a najnizsze w ziarnie kukurydzy niebieskiej i zoltej
odmiany Constellation oraz Metronom.

Nastepnym metalem cigzkim pod wzglgdem oznaczonego stezenia W badanym ziarnie
kukurydzy jest miedz. Najwiecej Cu stwierdzono w ziarnie kukurydzy niebieskiej i bialej, podczas
gdy najnizsza zawarto$cig charakteryzowata si¢ proba ziarna kukurydzy zottej odmiany Metronom.

Wsrod omawianych metali ciezkich zidentyfikowano roéwniez otow, kadm i chrom. Sposéréd
analizowanych odmian kukurydzy, najwyzsze stezenie zaréwno Pb, Cd jak i Cr stwierdzono
w obydwu odmianach ziarnia kukurydzy niebieskiej. Natomiast najnizsze stezenie odnotowano
w przypadku ziarna kukurydzy zéttej odmiany Zorin i Metronom.

Istotne réznice zauwazono réwniez w przypadku arsenu. Jego st¢zenie w ziarnie niebieskiej
kukurydzy byto niemalze dwukrotnie wyzsze w poréwnaniu z ziarnem kukurydzy niebieskiej typu
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pop-corn i rézowej oraz co najmniej 10-krotnie wyzsze w poroéwnaniu z pozostaltymi badanymi
odmianami kukurydzy.

Tab.4. Zawarto$¢ wybranych metali ciezkich w ziarnie réznych rodzajow kukurydzy [mg kg™].

Metale ciezkie [mg kg?]
Formy uzytkowe

Cynk Miedz Otow Kadm Arsen Chrom

Niebieska 20,6a 2,9a 0,89a 0,26b | 0,216a | 0,084b

- | Niebieska pop-corn 28,5a 2,7a 0,93a 0,39b | 0,145b | 0,096b
g Roézowa 27,3b 2,6a 0,72a 0,13a | 0,106b | 0,075a
g Z6tta METRONOM 20,4a 2,1a 0,69a 0,12a 0,019a | 0,072a
% Z6tta CONSTELLATION 19,5a 2,3a 0,77a 0,16a | 0,026a | 0,069a
N Z6ta ZORIN 27,3b 2,2a 0,62a 0,11a | 0,034a | 0,06la
Biala 22,6a 2,8a 0,73a 0,14a 0,012a | 0,075a

a,b — takie same litery w kolumnie oznaczaja brak istotnych rdznic na poziomie ufnosci 0,05

Druga grupa zanieczyszczen chemicznych jaka analizowano byly wybrane mikotoksyny.
Analizowano deoksyniwalenol (DON), zearalenon (ZEA) oraz ochratoksyne A (OTA). Podczas
niniejszych badan stwierdzono obecno$¢ wszystkich mikotoksyn w analizowanych préobach ziarna
kukurydzy. Na podstawie przeprowadzonych badan i zebranych w tabeli 5 wynikow, zauwazono
najwyzsza sumaryczng zawarto$¢ mikotoksyn w obydwu odmianach ziarna kukurydzy niebieskie;.
Natomiast, az dwukrotnie nizszg sumaryczng zawarto$¢ mikotoksyn stwierdzono w ziarnie
kukurydzy zéttej z odmiany Constellation oraz Zorin. Natomiast nie stwierdzono réznic w stezeniu
OTA w réznych odmianach ziarna kukurydzy. Na podstawie przeprowadzonych badan zauwazono
jednak najwyzsze stezenie OTA w ziarnie kukurydzy rézowej, niebieskiej typu pop-corn oraz biatej,
podczas gdy co najmniej dwukrotnie nizsza zawarto$¢ oznaczono we wszystkich odmianach ziarna
kukurydzy zotte;.

Tab.5. Zawarto$¢ wybranych mikotoksyn w ziarnie roznych rodzajow kukurydzy [ug kg™].

Mikotoksyny [ug kg
Formy uzytkowe

DON ZEA OTA

Niebieska 186,0b 106,0c 4,0a

-. | Niebieska pop-corn 145,0b 82,0b 4,8a
g Rézowa 102,0a 79,0b 5,1a
= | Zolta METRONOM 116,0a 46,0a 2,0a
% Z6tta CONSTELLATION 103,0a 40,0a 2,9a
N Z6tta ZORIN 98,0a 49,0a 2,42
Biala 104,0a 75,0b 4,3a

a, b, ¢ - takie same litery w kolumnie oznaczajg brak istotnych réznic na poziomie ufnosci 0,05

4. Dyskusja

Kukurydza nalezy do zbdz cechujacych si¢ wysokim ryzykiem zanieczyszczenia
mikotoksynami i metalami cigzkimi. Warunki klimatyczne sprzyjajace dobremu plonowaniu
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kukurydzy sprzyjaja réwniez rozwojowi patogenicznych szczepow grzybdéw mikroskopowych
produkujacych mikotoksyny. Uzyskane w ramach niniejszej pracy wyniki nie przekraczaja
dopuszczalnych maksymalnych stgzen mikotoksyn i metali cigzkich w ziarnie kukurydzy
przeznaczonej do konsumpcji, czy na cele paszowe (Rozporzadzenie UE). Stezenie DON, ZEA i OTA
w analizowanych probach ziarna jest podobna jak w probach analizowanych przez innych autorow
(Czembor i Matusiak 2014, Chetkowski 2010, Wrobel 2014, Ochodzki 2015). Istotnie wyzsze
warto$ci badanych mikotoksyn stwierdzono dla ziarna niebieskiej kukurydzy co mogto by¢ zwigzane
z drobniejszym ziarnem tego zboza umozliwiajacym tatwiejsza penetracj¢ grzybni do wnetrza kolby.
W przypadku metali cigzkich, analiza rowniez wykazata wartosci stgzen ktore byly podobne do
warto$ci przedstawionych przez innych autorow. Ziarno kukurydzy badane w ramach niniejszej pracy
pochodzito z Meksyku, w ktérym panujacy klimat sprzyja wystgpowaniu zagrozen
mikrobiologiocznych, a co za tym idzie rowniez chemicznych. Uprawiana w warunkach polskich
kukurydza cechuje si¢ nizszym poziomem zanieczyszczenia mikotoksynami i metalami cigzkimi
(Chetkowski 2010).

5. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono obecno$¢ metali cigzkich i mikotoksyn
w ziarnie r6znych form uzytkowych ziarna kukurydzy. W grupie metali cigzkich wystgpuja zardwno
pierwiastki niezbgdne dla organizméw zywych, jak i pierwiastki wykazujace tylko dziatanie
toksyczne wywotujac liczne schorzenia, zalicza si¢ kadm i oldw - metale zbedne dla organizmow
zywych.

Bogate w antyoksydanty, potencjalnie najzdrowsze ziarno niebieskiej kukurydzy zawierato
wszystkie zidentyfikowane metale ciezkie w najwyzszym stezeniu. Z kolei w ziarnie zottej kukurydzy
uprawianym w klimacie umiarkowanym i najcze$ciej konsumowanym stwierdzono wielokrotnie
nizsze stezenie wszystkich metali. Podobne obserwacje stwierdzono podczas analizy mikotoksyn.
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Streszczenie

W niniejszej pracy przedstawiona zostala problematyka skazenia toksycznymi zwiazkami
chemicznymi, jakimi sa dioksyny oraz ich zawarto§¢ w zbozach, jako waznym substracie
wykorzystywanym w przetworstwie spozywczym i paszowym. Dioksyny to grupa zwigzkoéw
chemicznych, ktore w ostatnim czasie skupiata na sobie uwagg opinii publicznej. Wynika to z faktu
licznych skazen produktéw spozywczych tymi substancjami oraz konsekwencjami zdrowotnymi,
jakie wywotato ich spozywanie. Coraz baczniejszg uwagg zwraca si¢, wigc na bezpieczenstwo
zywnos$ciowe w kontekscie mozliwos$ci skazenia produktow spozywcezych. Konieczne stalo si¢, wigc
wprowadzenie wielu uregulowan prawnych, zaréwno w prawodawstwie krajowym jak i Unii
Europejskiej, ktore okreslaja maksymalne poziomy zawartos$ci substancji. Ziarna zbdz, ktore
stanowiag wazny surowiec spozywczy jak rdwniez paszowy sa waznym elementem w ogniwie
tancucha zywnos$ciowego. Istotnym czynnikiem prewencji przed narazeniem na dioksyny jest, wigc
staly monitoring ich zawarto$§ci w ziarnie zboz.

1. Wstep

Do dioksyn przynalezy liczna grupa zwiazkow, ktore cechuje podobienstwo w budowie
chemicznej. Zawieraja one w czasteczce dwa pierscienie benzenowe potlaczone przez jeden
(dibenzofurany) lub dwa atomy tlenu (dibenzodioksyny). Do najbardziej rozpowszechnionych
i toksycznych zaliczane sg: tetra-chloro-dibenzo-p-dioksyna (TCDD), tetra-chloro-dibenzo-furan
(TCDF), polichloro-dibenzo-p-dioksyna (PCDD), polichloro-dibenzofuran (PCDF) i ich pochodne.
Do skazenia srodowiska tymi substancjami dochodzi poprzez dziatalno$¢ roznych gatezi przemysh,
m.in.: chemicznego, elektrotechnicznego, celulozowo-papierniczego, hutniczego i metalurgicznego,
szklarskiego, ceramicznego, jak rowniez niekontrolowane spalanie odpaddéw, wegla, oleju,
spopielania opon w gospodarstwach domowych. Obecnos¢ dioksyn w $rodowisku i ich kumulacja
w tancuchu troficznym sprawia, ze ich ilo§¢ w $rodowisku systematycznie si¢ zwigksza.
Zanieczyszczenie dioksynami roélin, gtéwnie gatunkdw, ktorych plony szeroko sg wykorzystywane
w produkcji zywnosci i pasz (zboza) stanowia szczegdlnie duze niebezpieczenstwo dla cztowieka.
Dioksyny nie byly nigdy produktem docelowym w zZadnej galezi przemystu. Powstawaty, jako
produkty uboczne i nie zwracano uwagi na ich szkodliwos$¢. Pobierane z pozywieniem nawet w matej
ilosci sa odktadane i kumulujg si¢ w tkance tluszczowej. Zatruwaja organizm powoli i bez
natychmiastowych objawow. Skutki ich dziatania na organizm pojawiaja si¢ bardzo p6zno nawet po
kilku lub kilkunastu latach przyswajania dioksyn (Sokotowski 1994). Mimo, ze w ostatnich latach
zaobserwowano zmniejszenie emisji z zaktadow przemystowych dioksyn oraz dioksynopodobnych
polichlorowanych bifenyli (dI-PCB), z powodu wprowadzenia wysokich sankcji oraz kar
finansowych, to jednak ich nagromadzenie w Srodowisku z powodu wysokiej trwatosci sprawito, ze
nastagpita kumulacja ich stezenia. W $wietle tych faktow ochrona zdrowia spoleczefistwa przed
toksycznym dziataniem dioksyn jest celem wielu rzagdow, jak réwniez jednym z priorytetowych
kierunkéw prac badawczych (Strucinski i in., 2011). Celem podejmowanych badan jest okreslenie
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realnego zagrozenia spowodowanego obecnosciag dioksyn w produktach zbozowych dla zdrowia ludzi
i zwierzat.

2. Charakterystyka dioksyn jako zwiazkoéw toksycznych

Grupa substancji o podobnych wilasciwosciach toksycznych, fizycznych i chemicznych
zaliczona zostata do jednej grupy zwigzkdéw nazywanych potocznie dioksynami. Ludzkosci zaczety
by¢ znane od niedawna, poniewaz wykryte zostaty pod koniec lat 50. XX wieku, co wigze si¢
z wynalezieniem pierwszych metod ich oznaczania (Piskorska-Pliszczynska 1999). Z racji
wystgpowania przypadkéw skazenia produktéw zywnosciowych tymi zwigzkami rosng uzasadnione
obawy spoteczenstwa w zakresie bezpieczenstwa zywnosci (Tlustos 2008; Piskorska-Pliszczynska
i Warenik-Bany 2013). Zainteresowanie badaczy w kontek$cie mozliwosci skazenia produktow
zywnos$ciowych wynika réwniez z powszechno$ci wystepowania dioksyn w $rodowisku oraz ich
duzej trwatoséci w organizmie ludzi do 30 lat, w kwasach humusowych nawet do 100 lat oraz wysokiej
toksycznosci dla ludzi i zwierzat (Calborn i in., 1993; Birnbaum 1994; Strucinski i in., 2000; Makles
i in., 2001; Van der Bergh i in., 2006; Piskorska-Pliszczynska 2011;Biernacki i in., 2015). Pod nazwa
dioksyny okresla si¢ grupe aromatycznych zwiazkow chloroorganicznych, wykazujacg wyjatkowo
duzg stabilno$¢ termiczng i odpornos¢ chemiczng na utlenianie oraz procesy degradacji biologicznej
w sktad ktorych wchodza polichloro- i polibromopochodne diobezno-p-dioksyny i diobeznofurany.
Mimo pewnych réznic posiadaja one wspodlna cechy:

* wspoélne zrodta i procesy powstawania,

* podobne wlasciwosci fizykochemiczne i toksyczne,
* wzajemne wspotwystepowanie,

* podobne metody oznaczania.

Podstawowym substratem jednak do powstawania wymienionych zwiazkow jest diobezno-
p-dioksyna. W wyniku spalania produktéw i odpadéw ja zawierajacych powstaja inne jej pochodne
o rownie toksycznym dziataniu na organizmy ludzi i zwierzat. Jest ona cialem stalym tworzacym
bezbarwne krysztaly o temperaturze topnienia w zakresie od 88°C do 332°C. Dioksyny sa
substancjami hydrofobowymi, co utrudnia ich wymywanie z powierzchni gleby w jej glebsze
warstwy a to sprzyja ich kumulacji w srodowisku. Natomiast ich budowa sprawia, ze sg substancjami
lipofilnymi, dlatego dobrze rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach niepolarnych, takich jak thuszcze
czy oleje. Latwo, wigec po dostaniu si¢ do organizmu kumulujg sie w tkance thuszczowej, a to z kolei
utrudnia pozbywanie si¢ ich. Latwo zwigkszaja przez to swoje stezenie w organizmie nie wykazujac
poczatkowo toksycznego dziatania. Charakteryzuja si¢ rowniez wysoka odpornoscig na dzialanie
utleniaczy 1 kwasoéw, a takze wysokich temperatur. Ich zniszczenie powoduje dopiero
promieniowanie nadfioletowe, jak roéwniez bardzo wysoka temperatura powyzej 1200°C (Piskorska-
Pliszczynska 1999; Dudzinska i in., 2001). Z racji swoich wlasciwosci wykazuja bardzo wysoka
toksyczno$é. Jej stopien w tak duzej grupie zwiazkow, jaka stanowia dioksyny jest jednak
zrdéznicowany. Wplyw na to ma sama budowa konkretnego zwigzku w tym liczba posiadanych
atomow chloru badz bromu oraz pozycji podstawienia w pierscieniu aromatycznym. Za najbardziej
toksyczng dla organizméw zywych uznaje si¢ 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyne (2,3,7,8-Tetra-
Chloro-Dibenzo-p--Dioxin - TCDD) (Dudzinska i in., 2001; Schecter i in., 2006; Biernacki i in.,
2015). Z racji duzej liczebnosci i zréznicowanego stopnia toksyczno$ci zwigzkow zaliczanych do
dioksyn zaistniata konieczno$¢ okreslenia skali ich toksycznos$ci. Wyznacznikiem takim jest
wspotczynnik rownowazny toksycznosci (toxicity equivalent factor - TEF), ktory wyraza toksycznosc¢
danego zwiazku z grupy dioksyn w stosunku do zwiazku odnosnikowego o najwyzszej toksycznosci,
ktorym jest TCDD. Sama warto$¢ TEF dla konkretnego zwiazku okre$lana jest rowniez na podstawie
efektow biologicznych uzyskanych w badaniach in vivo i in vitro. Brane pod uwage s3: dawka
$miertelna (LD50 - lethal dose), spadek masy ciata, zanik grasicy, indukcja watrobowej hydroksylazy
weglowodorow aromatycznych, zahamowanie aktywno$ci glukoneogenezy i  wzrost st¢zenia
tryptofanu we krwi (Makles i in., 2001; Strucinski i1 in., 2011). Poniewaz dioksyny powszechnie
wystepuja w srodowisku jednak nie w czystej postaci a zawsze w mieszaninie r6znych substancji,
stad tez wspotczynnik TEF wykorzystywany jest do wyznaczenia rownowaznikoOw toksycznosci
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(toxic equivalent - TEQ), ktore stanowia sume iloczyndéw st¢zenia poszczegdlnych kongenerow
(substancje chemiczne spokrewnione ze wzgledu na budowe, struktur¢ lub funkcje) i ich
wspolczynnikéw TEF. Metoda ta jest wykorzystywana do okreslenia catkowitej toksycznosci
mieszaniny dioksyn i furanéw w badanej probie (Ahlborg i in., 1992; Sokotowski i in., 1994,
Weisglas-Kuperus 1998; Beard i in., 1999; Rozporzadzenie Komisji UE nr 1259/2011). Strucinski
iin. (2011) wskazuja rowniez na zréznicowane oddziatywanie dioksyn na rézne gatunki zwierzat
nawet te nalezace do jednej rodziny. Autorzy, jako przyktad podaja dwa gatunki popularnych zwierzat
towarzyszacych i laboratoryjnych wskazujac, ze dawka $miertelna najbardziej toksycznego zwigzku
TCDD dla $winki morskiej to 0,6 pg/kg, a do usmiercenia chomika potrzeba az 5000 razy wigkszej
dawki. Nie ma mozliwosci testowania na ludziach dioksyn. Jednak znany przypadek zatrucia
Prezydenta Ukrainy Juszczenki tym zwigzkiem wskazuje, ze teoretyczna norma toksycznos$ci
okreslona dla ludzi na poziomie do 1-4 pg/kg masy ciala, w tym przypadku zostata przekroczona 20
tys. razy. Nie moze to $wiadczy¢ jednoznacznie o tym, iz mozna ja uznaé za graniczng, gdyz byt to
jednostkowy przypadek i mogg istnie¢ rowniez osobnicze predyspozycje organizmu do radzenia sobie
z tak duzymi stezeniami TCDD.

3. Toksycznosé¢ dla ludzi i zwierzat

Z powoddéw bioetycznych nie ma mozliwosci bezposredniego i celowego badania wptywu
dioksyn oraz testowania toksycznych dawek na organizm cztowieka, z tych powodow prowadzi si¢
badania nad ich wplywem na organizmy innych gatunkéw wykorzystujac zwierzeta modelowe.
Z racji zroznicowanych reakcji gatunkowych trudno jednak bezposrednio przetozy¢ skutki dziatania,
jak i same toksyczne stezenia dla zwierzat i na organizm ludzki. Z bezposrednim dziataniem
toksycznym u ludzi mamy jedynie do czynienia przy incydentach przypadkowego zatrucia ludzi.
Duze jednorazowe dawki moga dziata¢ jednak bardziej toksycznie niz dtugotrwale pobieranie matych
dawek. Jak podajg Stowinska i in. (2011) Migedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC)
w roku 1997 uznata za najbardziej toksyczng z grupy dioksyn substancj¢ o skrotowej nazwie TCDD
i zaliczyta ja do grupy I tzn. do zwigzkow o udowodnionym dziataniu kancerogennymi dla cztowieka.
W roku 2009 do grupy tej zaliczono kolejne zwiazki przynalezace do dioksyn - 2, 3, 4, 7, 8 -
pentachlorodibenzofuran oraz przedstawiciela dioksynopochodnych dI-PCB, tj. 3, 3°, 4, 4°, 5 -
pentachlorobifenyl (PCB-126) (Mocarelli i in., 2011). Jednak wedtug Tsai’a i in. (2007) zwiazki te
dziataja bezposrednio toksycznie na geny tylko po przekroczeniu pewnego progu ich stezenia
W organizmie. Ponizej tego progu nie wykazuja one swojego negatywnego wplywu. Istnieja
przypuszczenia, ze zwiazki te wplywaja negatywnie na uktad rozrodczy ludzi przede wszystkim
nasladujac dziatanie hormonéw piciowych, zaktocajac ich homeostazg, regulacje oraz sekrecj¢ na
zasadzie ujemnego sprzezenia w osi podwzgorze — przysadka — gruczot obwodowy powoduja
uposledzenie funkcji szczegdlnie jajnikow i jader (Beard i in., 1999). Z racji budowy dioksyn,
podobnej do czasteczek hormonow steroidowych, docelowym miejscem ich szczegblnego dziatania
s takie organy jak: tarczyca, gonady zenskie i meskie, endometrium macicy oraz inne organy,
w ktorych s wytwarzane hormony steroidowe. Sprawia to, ze skutkiem ich obecno$ci w organizmie
ludzi i zwierzat jest oddziatywanie na synteze, sekrecjg, transport oraz eliminacj¢ hormonow
z ustroju. Ich negatywne dziatanie polega rowniez na uposledzeniu wigzania produkowanych
i uwolnionych do krwioobiegu hormonéw z odpowiednim receptorem. Toksyczne dziatanie dioksyn
moze by¢ znacznie grozniejsze dla rozwijajacych si¢ ptodow. Organiczne zwiazki chloru sa
przenoszone z organizmu matki do ptodu poprzez tozysko, a niemowle otrzymuje je z mlekiem matki.

W badaniach na szczurach Catkosinski i in. (2003, 2004) wykazali, ze podawane cigzarnym
samicom dioksyny oddziatuja rowniez toksycznie na ich ptody, w tym prowadza do zaburzen rozwoju
gonad. Wptyw dioksyn na zaburzanie czynnosci rozrodczych wedtug wspomnianych autorow byt
zwigzany ze zmianami poziomu estrogenéw we krwi samic szczurdw. Jednym z symptomow
wystepujacym u ludzi, $wiadczacym o narazeniu na dluzsze dziatanie dioksyn np. w $rodowisku
pracy lub tez pobrania z zZywnoscia jest tzw. chloracne, czyli tradzik chlorowy, po raz pierwszy
opisany w 1899 roku. Choroba ta objawia si¢ znacznym pogrubieniem warstwy rogowej naskorka
oraz jego hiperplazja. Powstaje on na skutek dysfunkcji gruczotéw lojowych, ktore sg poszerzone,
a ich ujscia zaczopowane przez masy rogowo-tojowe. Objaw ten wystepuje jednak z opdznieniem po
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dtuzszym czasie ekspozycji na dziatanie dioksyn ujawnia si¢ po okoto kilku miesigcach (Stowinska
iin., 2011). Ze wzgledu na krotki okres zycia wickszo$ci zwierzat gospodarskich objawy zatrucia
dioksynami sg trudno lub w ogdle niezauwazalne. Najczesciej obecno$¢ dioksyn w tkankach jest
stwierdzana w wyniku poddania ich dodatkowej analizie na przyktad po uboju zwierzat badz tez po
incydentalnych przypadkach zatrucia ludzi.

4. Zawarto$¢ dioksyn w produktach zbozowych i paszach

Polska jest europejskim potentatem w produkcji wielu artykutéw zywno$ciowych w tym
zb0z oraz produktéw zwierzecych. Wyprodukowana w naszym kraju zywnos¢ jest w duzym stopniu
eksportowana zarowno na rynek wewnetrzny Unii Europejskiej jak i tez zewnetrzne rynki §wiatowe.
Istotnym elementem jest, wigc zapewnienie bezpieczenstwa poprzez przestrzeganie procedur
i wymogoéw prawnych, aby ustrzec si¢ przed mozliwymi niekorzystnymi konsekwencjami
gospodarczymi, jak i wizerunkowymi, mogacymi negatywnie wptyna¢ na postrzeganie i sprzedaz
polskich produktow.

W ostatnich latach daje si¢ zauwazy¢ znaczace zainteresowanie badaczy biologicznym
dziataniem dioksyn, jak rowniez ich obecnoscig w tancuchach pokarmowych. Wprowadzane do
srodowiska naturalnego dioksyny podlegaja ogdlnym prawom rozprzestrzeniania si¢ substancji
W biosferze. Emitowane w trakcie spalania odpadéw wydostajg si¢ wraz z pytami i dymem, a przy
wietrznej i suchej pogodzie rozprzestrzeniajg si¢ na duze odleglosci. Opadajac nastepnie na glebe
skazaja ja, a wchianiajace je ro$liny pastewne sa jednym z poczatkowych ogniw tancucha
pokarmowego.

Dotyczy to rowniez zboz, ktore stanowia surowiec do przetworstwa spozywczego, jak tez
wykorzystywane sg, jako komponenty do produkcji paszy dla zwierzat. Pobieranie wraz
z pozywieniem przez ludzi dioksyny kumulujg si¢ W tkance tluszczowej lub przenikaja do tkanek
zwierzat i produktéw spozywczych od nich pozyskiwanych, jak jaja, mleko, migso i jego przetwory.
Bedac ostatnim ogniwem fancucha pokarmowego cztowiek pobiera z pozywieniem roslinnym badz
zwierzgcym znaczne ilosci dioksyn. Bezposrednia ostateczna zawarto$¢ dioksyn zalezy od dziennej
dawki pobranej przez zwierzg oraz czasu ich akumulacji w jego organizmie. Monitoring skazenia
dioksynami prowadzi si¢ réznymi metodami jak: monitoring chemiczny, biologiczny
i toksykologiczny. Biologiczny monitoring polega na obserwacji przemian dioksyn w zywych
organizmach, w tym w organizmie czlowieka. Organiczne zwiagzki chloru sa przenoszone
z organizmu matki do ptodu poprzez tozysko, a niemowle otrzymuje je z mlekiem matki. Chemiczny
obejmuje metody laboratoryjne oznaczania zawarto$ci i identyfikacji konkretnych zwigzkoéw
nalezacych do dioksyn w $rodowisku naturalnym, jak i produktach zywno$ciowych oraz surowcach
paszowych. Toksykologiczny natomiast obejmuje diagnozowanie i ocen¢ stopnia zatrucia
dioksynami wsrod grup zawodowych 0sob narazonych na kontakt z tymi zwigzkami (Makles 1 in.,
2001) . Pod pojeciem monitoring rozumie si¢ dziatania majace na celu kontrole, identyfikacje oraz
okreslenie stopnia zagrozenia mozliwos$cia skazenia dioksynami.

Powszechnie spozywane produkty spozywcze na bazie ziarna zb6z sprawiajg, ze rowniez
one musza by¢ poddawane kontroli zawarto$ci dioksyn i polichlorowanych bifenyli. Takie badania
przeprowadzone zostaty przez Brandt i in. (2012), ktorzy okreslali poziom tych zwiazkoéw w ziarnie
réznych odmian pszenicy, a takze w roznych frakcjach pszenicy i pieczywie. Srednia zawartos¢é PCBs
w ziarnach badanych odmian wynosita 0,0221 mg/kg tluszczu. Przy czym nalezy zaznaczy¢, iz
poréwnujac poszczegdlne zawartosci PCBs w poszczegélnych frakcjach ziaren, wraz ze
zmniejszaniem si¢ wielko$ci ziarna obnizat si¢ w nich poziom tych zwigzkow. Cytowani autorzy
poréwnywali takze poziom PCBs w dwodch rodzajach pieczywa, stwierdzajac znacznie wyzsza
zawarto$¢ w pieczywie pszennym razowym. Roszko i Szymczyk (2010) oceniali zawartosci
polichlorowanych bifenyli (PCB) w ziarnie pszenicy i jeczmienia oraz w otrebach pszennych
dostepnych na rynku krajowym. W wyniku przeprowadzonych badan autorzy stwierdzili stosunkowo
niskie stgzenie PCB, w kontrolowanych prébkach nieprzekraczajace wartosci 0,4 pg TEQ g-1.

Badania Roszko i in. (2014) wykazaly, ze poziom zanieczyszczenia PCB, PBDE
i pestycydami chloroorganicznymi w produktow zbozowych dostepnych na polskim rynku jest na
og6l niski. Jednak w kilku przypadkach stwierdzono podwyzszony poziom poszczegdlnych

103|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

zanieczyszczen. Produkty spozywcze zawierajgce wiecej warstw okrywy owocowo-nasiennej (np.
otreby) byly statystycznie bardziej zanieczyszczone, co moze wskazywa¢ na dominacje $ciezki
powietrznej zanieczyszczenia zbdz trwalymi zanieczyszczeniami organicznymi. W $wietle
przytoczonych wynikéw badan, ziarno i produkty zbozowe zawieraja mniej dioksyn w porownaniu
do zawarto$ci w produktach spozywczych z ro§lin oleistych. Jest to zwigzane z lipofilnymi
wiasciwosciami dioksyn i PCB oraz stosunkowo niskim udzialem tluszczu w ziarnach zboz
(Wyzykowska i in., 2006).

Badania surowcow paszowych na zawarto$¢ dioksyn sg do$¢ kosztowne jednak konieczne.
Przestrzeganie wymogoéw pod tym wzgledem jest jednym z gwarantdw uzyskiwania produktow
zywnosciowych o jak najnizszej zawartosci dioksyn. Wedlug Rozporzadzenia Komisji (WE) NR
277/2012 z dnia 28 marca 2012 r. maksymalna zawarto$¢ dioksyn liczona, jako suma PCDD i PCDF
wyrazona w ng WHO PCDD/F - TEQ/kg w materiatach paszowych pochodzenia ro$linnego
i mineralnego, w dodatkach paszowych, takich jak glinka kaolinowa, wermikulit oraz mieszankach
paszowych moze wynosi¢ 0,75 ng/kg, z wyjatkiem mieszanek paszowych dla zwierzat domowych
i ryb, w ktorych maksymalna zawarto$¢ nie powinna przekracza¢ 1,75 ng/kg, w materiatach
paszowych pochodzenia zwierzgcego, w tym w thuszczu zwierzecym, wiacznie z thuszczem
mlecznym i thuszczem jaj 1,5 ng/kg, oleju z ryb 5 ng/kg, rybach i innych zwierzetach wodnych
i produktach z nich otrzymywanych 1,25 ng/kg, biatku rybnym hydrolizowanym 1,75 ng/kg,
aw premiksach 1 ng/kg. Suma dioksyn i dioksynopodobnych dI-PCB w materiatach paszowych
pochodzenia roélinnego nie moze przekroczy¢ 1,25 ng/kg, a w dodatkach paszowych, prefiksach
i mieszankach paszowych 1,5 ng/kg. Maksymalna zawarto$¢ dioksyn w materiatach paszowych m.
in. w produktach pozyskanych od zwierzat ladowych, wlacznie z mlekiem i przetworami mlecznymi
oraz jajami i produktami jajecznymi wynosi 1,25 ng/kg, natomiast w thuszczu zwierzgcym, wiacznie
z thuszczem mlecznym i thuszczem jaj nie moze przekracza¢ 2 ng/kg.

Zdecydowana wickszo§¢ z badanych surowcow paszowych jest dobrej jakosci i nie
przekracza stgzenia dozwolonych prawnie norm. Na okoto 1400 przebadanych prébek paszy
komercyjnych przeznaczonych dla zwierzat gospodarskich zaledwie w 27 przypadkach stwierdzono
przekroczone normy, co stanowilo 1,9% ogo6tu badanych probek. Staly monitoring pozwala rowniez
ustali¢ tendencje, co, do ktorych surowcoéw mozliwe jest przekroczenie norm zawartosci dioksyn, a sa
to gtdwnie oleje roslinne, olej rybi oraz dodatki mineralne (Piskorska-Pliszczynska i Matagocki.,
2013). Rowniez badania Cybulskiej i in. (2012) potwierdzaja dobrg jako$¢ polskich surowcow
paszowych pod wzgledem nie przekraczania norm sumarycznego stezenia zwigzkoéw zaliczanych do
grupy dioksyn, a ich $rednie stgzenie w badanych surowcach paszowych nie przekraczato potowy
wymaganych norm prawnych. Réwniez zdaniem Korola i Matyki (2000) wyniki prowadzonych
kontroli zawartosci dioksyn w paszach $wiadcza o niskim poziomie zagrozenia, jednak autorzy
wskazuja rowniez na konieczno$¢ stalego monitoringu ich zawartos$ci przy uwzglgdnieniu norm
i rozwigzan prawnych wprowadzonych przez Uni¢ Europejska.

W badaniach Cebulskiej i in., (2012) metoda biologiczng oznaczano zawarto$¢ dioksyn
i furanow w mleku i produktach mlecznych, mleko w proszku petne i odttuszczone, sery oraz masto.
Konkluzjag prowadzonych badan bylo stwierdzenie, ze dioksyny, furany i dI-PCB wystepowaty
w stezeniach niskich, nieprzekraczajacych dopuszczalnych limitéw okreslonych w Rozporzadzeniu
Komisji Europejskiej (nr 1259/2011) (limit dla sumy PCDD i PCDF wynosi 3 pg WHO-TEQ/g
ttuszczu, limit dla sumy PCDD, PCDF i dI-PCB - 6 pg WHO-TEQ/g thuszczu). Sposrod 218 badanych
probek zdecydowana wigkszos$¢ (198) zawierata poziom dioksyn ponizej 50% dopuszczalnego limitu.
Piskorska-Pliszczynska i in. (2015) badajgc zawarto$¢ dioksyn w powszechnie wykorzystywanym
produkcie spozywczym, jakim jest jajo, jak rowniez okreslajac wptyw systemu chowu kur niosek, od
ktorych pozyskiwano jaja stwierdzili, ze najnizszy poziom dioksyn wystepowal w jajach
pochodzacych kolejno od niosek z chowu przemystowego, z systemu $cidtkowego i klatkowego.
Najwyzszy poziom dioksyn stwierdzono w jajach pochodzacych od kur niosek z wolnego wybiegu
i chowu ekologicznego, u ktorych stezenie dioksyn bylo dwukrotnie wyzsze niz w jajach z chowu
przemystowego. Autorzy stwierdzili, ze takie rdznice zawartosci dioksyn moga wynika¢ z roéznic
narazenia na te zwiazki w roéznych systemach chowu niosek. Kury z wolnego wybiegu, oprocz
dostarczanej paszy, mogacej by¢ zroédtem dioksyn, uzupelniajg ja poprzez zjadanie bezkregowcow,
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jakipasz zielonych ze skazonej gleby. Nioski w chowie przemystowym moga jedynie pobiera¢ dawki
dioksyn z paszy. W zwigzku z tym, iz surowce paszowe podawane zwierzgtom moga zawierat
znaczne ilosci dioksyn stad istnieje potrzeba kontroli ich stezenia. Catkowita eliminacja dioksyn
Z racji ich wysokiej trwalosci z surowcdw paszowych nie jest mozliwa, ale istotna jest ich redukcja
do minimum oraz przestrzeganie norm w zakresie ich zawartosci, co zapewni roéwniez
bezpieczenstwo produktéw zywnosciowych uzyskiwanych od zwierzat. Jak wskazuja Piskorska-
Pliszczynska i Matagocki (2013) bardziej narazone na skazenie dioksynami sg produkty pochodzace
od przezuwaczy niz produkty drobiowe czy migso wieprzowe z racji tego, ze w ich diecie dominuja
pasze objetosciowe. W przypadku drobiu i trzody chlewnej krotszy czas chowu i zywienia pasza ma
réwniez wplyw na nizsza zawarto$¢ dioksyn w ich migsie.

5. Podsumowanie

Zboza stanowig wazny surowiec do produkcji wyrobow spozywczych oraz produkcji pasz.
Uzasadnione jest, wigc state kontrolowanie zawartosci w ziarnie dioksyn. Poniewaz partie zboz
uprawiane na réznych obszarach kraju, o wigkszym i mniejszym stopniu uprzemystowienia sg w
réznym stopniu narazone na skazenie dioksynami. Konieczny jest, wigc staly monitoring zwartosci
dioksyn w ziarnach zbdz konsumpcyjnych i paszowych, co jest jedng z w gldéwnych metod
prewencyjnych ochrony zdrowia publicznego.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono znaczenie zyta i jego udzial w strukturze uprawy zbo6z oraz
mozliwos$ci zagospodarowania surowca jakim jest jego ziarno. Opisano znaczenie tego gatunku zboza
jakie ma ono w produkcji zywnosci dla ludzi, przemysle gorzelniczym, pasz dla zwierzat oraz nowy
kierunek jakim jest energetyczne wykorzystanie ziarna zyta.

1. Wstep

Zyto ozime jest zbozem, ktére uwazane jest za najlepiej dostosowane do warunkow
klimatycznych panujacych w Polsce. Ma wysoki stopien zimotrwatosci i stosunkowo niskie
wymagania glebowe. Do atutéw zachgcajacych do jego uprawy zalicza si¢ takze odporno$¢ na
okresowe niedobory wody. Uzyskuje si¢ Wysoki plon ziarna, ktére moze zosta¢ wykorzystane na
rozne cele. Zyto uznawane jest jako jedno z podstawowych zb6z, ktore odgrywa bardzo istotng role
gospodarczg na terenach o stabszych glebach i ostrzejszym klimacie, a wigc tam, gdzie uprawa
pszenicy jest mato efektywna lub niemozliwa. Jest to gatunkiem zboza chetnie uprawianym, a jego
powierzchnia uprawy w roku 2017 wynosita 873,2 tys. ha (GUS 2017). Postep biologiczny w postaci
nowych odmian, jak rowniez unowocze$nienie agrotechniki spowodowaty wzrost plonow tego
gatunku zboza (Dworakowski i in. 2018). Obserwuje si¢ jednak tendencje¢ spadkowa powierzchni
uprawy zyta wzgledem lat 80-tych i 90-tych. Mimo regresu areatu uprawy zaréwno w skali kraju jak
i globalnej, Polska pozostaje wcigz jednym z liderow w Europie pod wzgledem areatu uprawy
i pozyskania ziarna zyta. Stala jego podaz na rynku jest Zrodtem surowca do zagospodarowania. Jest
ono wykorzystywane na cele spozywcze, w tym gtownie na przemiat maki i wypiek chleba, ale takze
jako komponent paszowy mieszanek dla zwierzat. W ostatnim czasie poszukuje si¢ takze
alternatywnych sposobow jego wykorzystania. Po akcesji Polski do Unii Europejskiej, nasz kraj stat
si¢ eksporterem netto produktéw zbozowych. Wyniki handlu wskazuja, ze jesteSmy konkurencyjni
na wspolnym rynku zboz (glownie zyta) i produktow wtérnego przetworstwa (Urban 2006). W pracy
o charakterze przegladowym zaprezentowano najnowsze dane dotyczace mozliwosci i kierunkow
wykorzystania ziarna zyta z krajowej uprawy.

2. Charakterystyka wymagan uprawowych zyta

Zyto nalezy do zb6z o znacznie nizszych wymaganiach glebowych, jest chetnie uprawiane
na catlym obszarze naszego kraju. Dzieki temu wykorzysta¢ mozna potencjat produkcyjny gleb
0 nizszych klasach bonitacyjnych, ale jednoczes$nie wysiane na zyzniejszych glebach daje zwyzke
uzyskanego plonu. Uprawa zyta moze by¢ prowadzona réwniez na glebach kompleksu zytniego - od
bardzo dobrego do bardzo stabego. Najwyzsze plony uzyska¢ mozna uprawiajac zyto na glebach
kompleksu pszennego dobrego. Zyto charakteryzuje sie duza tolerancja na zakwaszenie gleby. Ma
dobrze rozwinigty system korzeniowy. Uprawiane na glebach lekkich i przepuszczalnych, gdzie
wystepuje szybka retencja i ubytek wody osiaga wyzszy plon niz inne gatunki zbéz na tym
stanowisku. Jako$¢ gleby ma posredni wptyw na plonowanie zyta, wigksze znaczenie maja warunki
klimatyczne. W zaleznosci od ilosci opadoéw uzyskuje si¢ rézne plony na odmiennych stanowiskach.
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W czasie suchego lata najwyzsze plony osiaga si¢ na glebach kompleksu pszennego jednak w latach
wilgotnych na glebach kompleksu zytniego.

Zyto charakteryzuje si¢ malymi wymaganiami cieplnymi oraz szybkim wzrostem po
rozpoczeciu wegetacji, dzigki czemu w mniejszym stopniu zagrazaja mu rozwijajace si¢ chwasty.
Optymalna temperatura dla zyta w okresie od siewu do wschodow wynosi 10-13° C, natomiast
w okresie jesiennej wegetacji 7-8°C. Systematyczny spadek temperatury roztozony w dtuzszym
okresie czasu sprzyja zahartowaniu roslin i zimowaniu. Zyto charakteryzuje si¢ duza wytrzymatoécia
w stosunku do niskich temperatur w okresie zimowym i dobrze znosi mrozy, zwlaszcza przy
wystepowaniu okrywy $nieznej. Niskie wymagania temperaturowe sprawiaja, ze roslina wezesnie
rozpoczyna wegetacje wiosenng. Dzigki temu maksymalnie wykorzystuje zmagazynowana wodg
w glebie i jest odporna na jej niedobory w czasie wiosny. Niska temperatura w fazie strzelania
w zdzbto - ok. 6°C - zapewnia wyzsze plonowanie zyta. Dobrym przedplonem dla Zyta sg nawozone
obornikiem wczesne odmiany ziemniaka, warzywa okopowe, jare mieszanki stragczkowo-zbozowe na
zielonke oraz rosliny straczkowe. Gorsze plonowanie uzyskuje si¢ uprawiajgc zyto po mieszankach
straczkowo-zbozowych na nasiona oraz po owsie. Zdecydowanie ztym przedplonem natomiast sg
pszenica, zyto, jeczmien i pszenzyto. Uprawa w monokulturze powoduje spadek plonow 0 ok. 10%,
przy kilkakrotnej uprawie sa one nizsze o 20%. Odpowiednie dawki nawozow jednak pozwalaja na
zmniejszenie niekorzystnego efektu monokultury. Ze wszystkich uprawianych gatunkow, zyto jednak
jest najbardziej predysponowane do uprawy w monokulturze (Sadowski i Rychcik 2010; 2007)

3. Spozywcze wykorzystanie zZyta

Ziarno zyta stanowi wazny surowiec przetworczy, wykorzystywany gtoéwnie do produkcji
maki i wypieku pieczywa, ale takze przerabia na platki zbozowe. Produkty wytwarzane z ziarna zyta
wprowadzajg do diety cztowieka wiele cennych substancji odzywczych o prozdrowotnym dziataniu.
Potwierdzaja to wyniki prowadzonych badan naukowych (Nordlund i in. 2013; Buksa i in. 2012).
Nalezg do nich: blonnik pokarmowy, substancje mineralne, przeciwutleniacze, witaminy,
fitoestrogeny i polifenole (Gani i in. 2012). Najczeséciej spozywanym produktem, jednoczesnie
bedacym zrodlem tych cennych substancji jest pieczywo zytnie (Bjork i in. 2012) Ziarno zyta zawiera
w swoim sktadzie wartosciowe pod wzgledem biologicznym biatko, ktore zawiera w swoim skladzie
aminokwasy egzogenne , glownie lizyng. Maka zytnia podobnie jak ziarno cechuje si¢ wysoka
wartoscig odzywcza, ktora zalezy od rozdrobnienia i oczyszczenia ziarna z okrywy owocowo-
nasiennej. Maka zytnia z pelnego przemiatu stanowi zrodlo blonnika, przewyzszajac pod tym
wzgledem make pszenng. Cechuje ja wyzsza zawarto§¢ OKrywy owocowo-nasiennej i warstwy
aleuronowej, a takze zawieraja wigcej bialka, witamin (zwlaszcza z grupy B) i skladnikow
mineralnych (zelaza, fosforu i magnezu). Blonnik uznawany jest rowniez za wazny sktadnik diety.
Jego zawarto$¢ w ziarnie zZyta uzalezniona jest od sposobu uprawy (Lyson i Biel 2016). We frakcji
btonnika dominuja pentozany (arabinoksylany) i betaglukany, ktoére w przypadku zywienia cztowieka
maja korzystne dziatanie w przeciwienstwie do wykorzystania w zywieniu zwierzat. Zyto o duzej
zawarto$ci arabinoksylanéw oraz wyprodukowana z niego maka zawieraja znaczne ilo$ci tokoferoli
(pochodne witaminy E). Maka zytnia z petnego przemiatu wykorzystywana jest do wypieku pieczywa
razowego, ktore zawiera podwyzszong zawarto$¢ substancji prozdrowotnych (Szawara-Nowak
2013). Innym waznym kryterium, ktorym kieruja si¢ konsumenci podczas wyboru produktow
spozywczych jest ich kalorycznos¢, ktora w przypadku zyta jest najnizsza w stosunku do innych zboz.
Ponadto, w procesie fermentacji kwasowej, ktorej poddawane jest ciasto zytnie, zostaja uwolnione
wieksze iloéci wapnia niz w przypadku ciasta pszennego (Litwinek i in. 2015). Pieczywo zytnie
znacznie dtuzej zachowuje $wiezo$¢ i przydatnos¢ konsumpcyjna (Tomilo i in. 2013).

Poza stricte spozywczym wykorzystaniem ziarna zyta, moze by¢ ono wykorzystywane
W przemysle gorzelniczym. Obecnie ponad 70% produkowanego przez krajowe gorzelnie spirytusu
otrzymywane jest z zyta (Pietruszka i Szopa 2014). Ziarno zyta charakteryzuje si¢ wysokg
zawarto$cig weglowodanow, z czego skrobia stanowi okoto 60 %. Umozliwia to uzyskanie wysokiej
wydajnosci i efektywno$ci w procesie produkcji alkoholu (Wang i in. 1997). Spirytus produkowany
na bazie surowca jakim jest ziarno zyta, charakteryzuje si¢ bardzo dobrg jako$cig. Zawiera niewielka
ilo§¢ niepozadanych zwiazkow jakimi sg aldehydy ($rednio 0,07g/dm?). Ostateczna jako$¢ produktu
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finalnego uzalezniona jest jednak od jako$ci ziarna. Jesli ma ono niska jakos¢, jest porosnigte lub
porazone grzybami ple$niowym, uzyskany spirytus surowy zawiera ponadnormatywne ilosci
aldehydow i kwasoéw organicznych (Stanisz i in. 2009).

4. Woykorzystanie na cele paszowe

Zapotrzebowanie na energetyczne surowce paszowe pokrywane jest z krajowej produkcji
zboz (Jaskiewicz i Sulek 2017). Ziarna zbdz stanowia wigc podstawowy komponent mieszanek
petnoporcjowych dla réznych grup zwierzat. Sposréd uprawianych najczesciej gatunkow, zyto
odznacza si¢ najnizsza ceng netto za 1 tone¢. Relacja ceny gietdowej netto w Polsce jest znacznie
korzystniejsza dla zyta, gdyz koszt 1 tony stanowi jedynie 73 proc. ceny pszenicy. W przypadku
relacji cen pomigdzy zytem, a pszenzytem koszt netto zakupu 1 tony zyta stanowi okoto 81 % wartosci
1 tony pszenzyta. W zwigzku z tym uzasadnione ekonomicznie jest wykorzystanie ziarna zyta na cele
paszowe. Posiada ono korzystniejszy sktad aminokwasowy biatka, co przektada si¢ na wyzsza
warto$¢ pokarmowa zyta. Jest ona jednak nizsza w poréwnaniu do innych zb6z, zwlaszcza jesli chodzi
o zywienie mtodych kurczat brojleréw (Lazaro i in. 2003; Silva i Smithard 2002). Negatywnym
aspektem jest wysoka zawarto$¢ polisacharydow nieskrobiowych, co powoduje zmniejszenie tempa
wzrostu i pogorszenie wykorzystania paszy u kurczat brojleréw, a niekiedy stany niedoborowe
witamin i mikroelementéw poprzez zmniejszenie ich przyswajalnosci oraz zwigkszong lepko$é
odchodow. Wszystkie objawy mozna obserwowaé gltdéwnie w pierwszym okresie odchowu kurczat
otrzymujacych w paszy zwiekszony poziom $ruty zytniej z powodu zawartosci pentozandéw. Ich
poziom zblizony jest do pszenicy, natomiast ilo§¢ B-glukandw jest znacznie nizsza, niz w jeczmieniu.
W ziarnie zyta stwierdza si¢ wyzsza zawarto$¢ inhibitorow trypsyny, ktorych antyodzywcze dziatanie
polega na tworzeniu nieaktywnych kompleksow z enzymami trawiennymi, co wplywa na
ograniczenie wykorzystania biatka przez organizm i prowadzi w efekcie do zahamowania wzrostu
miodych zwierzat. Ogranicza to szersze zastosowanie paszowe tego zboza (Urban 2015). Nowsze
odmiany zyta zawieraja nizszy poziom tych zwigzkow porownywalny do jego zawartosci
W pszenzycie. Substancjami antyodzywczymi sa takze zawarte w zycie taniny, nalezace do
garbnikow. Tworzg z biatkami trwate potaczenia utrudniajace ich trawienie i wykorzystanie przez
organizmy zwierzat. Zaletg zyta jest jednak wickszy stopien odpornos$ci na porazenie przez grzyby
i zanieczyszczenie mikotoksynami (Tyburcy 2005). W mniejszym stopniu dotyczy go réwniez
zagrozenie ze strony bulawinki czerwonej (Claviceps purpurea) nazywanej sporyszem, ktorej
zarodniki znajdujace si¢ na ziarniakach stanowily przyczyne zatru¢ u ludzi i zwierzat.

Ziarno zyta moze by¢ stosowane w zywieniu kur niosek, gdyz w prowadzonych badaniach
nad mozliwo$cig wykorzystania w recepturach tego surowca jako substytutu drozszej kukurydzy
i pszenicy w ilosci 20-40% nie wplyne¢to negatywnie jak mase i jako$¢ jaj (Grabinski i in. 2007).
Wykorzystanie ziarna zyta w paszy dla mtodych zwierzat monogastycznych, gtéwnie dla trzody
chlewnej jest utrudnione. Jednak zastosowanie preparatdéw enzymatycznych w paszy umozliwia
zastosowanie tego ziarna jako komponentu w paszy, jak rowniez zwigkszenie jego poziomu.
U starszych zwierzat mozliwe jest jednak efektywniejsze jego zastosowanie bez pogorszenia
wynikow tuczu w ilosci 30-60% udzialu w paszy. Ziarno zyta stosowane jest takze jako pasza
tresciwa dla przezuwaczy (bydta, owiec, kdz). Stosuje si¢ je w postaci zesrutowanej dodajac do pasz
w roznych systemach zywienia zwierzat. Dodatek ziarna zyta podnosi warto§¢ energetyczna paszy
i sprzyja wyzszej mlecznosci. Moze stanowi¢ do 40% udzialu w mieszance. Jednocze$nie jako
szeroko dostgpny na rynku i znacznie tanszy surowiec w stosunku do pozostatych gatunkow zboz
wplywa na lepsze wskazniki ekonomiczne produkcji mleka. W przypadku bydta opasowego ziarno
zyta moze mie¢ wickszy udziat do nawet 60% w dawce. Zyto moze takze w pewnym stopniu
zastegpowac owies w dawce paszowej dla koni. Jego znaczny udziat powoduje jednak konsekwencje
w postaci wystgpowania kolek przez co nie moze by¢ stosowane w zywieniu klaczy zrebnych
i mtodziezy, poniewaz powoduje zaparcia oraz kolki. Po uprzednim przyzwyczajeniu mozna koniom
roboczym podawaé 3-6 kg zyta w postaci zwilzonej $ruty z sieczkg lub calego ziarna uprzednio
moczonego.
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5. Energetyczne wykorzystanie zyta

Polityka Unii Europejskiej naklada na kraje cztonkowskie obowigzek wykorzystania do
celow energetycznych surowcéw pochodzacych ze zrodet odnawialnych. W polskich warunkach
klimatycznych i gospodarczych wigkszego znaczenia nabieraja surowce pochodzenia roslinnego.
Nowym trendem obecnie obserwowanym jest wykorzystanie ziarna zboz na cele energetyczne -
produkcje bioetanolu. Przewidywany wzrost popytu na biopaliwa bedzie czynnikiem dalszego
wzrostu przetworstwa zbdz na cele przemystowe. Przerob zb6z na ten cel moze si¢ zwickszy¢ z ok.
5-6% do ponad 10% catkowitych zasoboéw zboz w Polsce (Urban 2006). W tym kontekscie ziarno
zyta niespetniajace wymagan jakosciowych do przetworstwa mtynarskiego i piekarniczego oraz
paszowego moze zostaé wykorzystane na cele energetyczne. Dotyczy to ziarna niskiej jakosci,
w duzym stopniu porazonego przez choroby grzybowe i zanieczyszczonego mikotoksynami. Ziarno
to stanowi jednak cenny surowiec do produkcji bioetanolu (Burczyk 2011). Jest on pozyskiwany
Z rolniczych surowcoéw odnawialnych, a nastgpnie stosowany jako dodatek do paliw. Produkcja
bioetanolu ze zboza pociaga za soba korzysci z uzyskania produktow odpadowych, ktore moga by¢
ponownie wykorzystane. W procesie produkcji bioetanolu powstajg produkty uboczne - suszone
gorzelniki ziaren (ang. DDGS) coraz cze$ciej stosowane jako substytuty poekstrakcyjnej Sruty
sojowej. Odmiany hybrydowe zyta ozimego, ktore dostarczaja znacznych ilo$ci biomasy zaréwno
$wiezej, jak i suchej mogg zosta¢ wykorzystane do produkcji biogazu (Piechota i in. 2017). Biogaz
uzyskiwany z zyta nie stanowi raczej konkurencji dla biogazu z rzepaku ozimego ze wzgledu na
wigkszg efektywno$é energetyczna rzepaku — rzedu 43,1 GJ - ha'® (Bielski i in. 2014).

Stoma moze by¢ przeznaczana na cele energetyczne jedynie w przypadku, kiedy
zaspokojone jest zapotrzebowanie w rolnictwie, przy produkcji zwierzecej (pasza i $cidtka) oraz na
cele nawozowe, aby zachowa¢ zrownowazony bilans substancji organicznej w glebie. Bardziej
warto$ciowa z punktu widzenia jej energetycznego wykorzystania jest podsuszona stoma. Zawiera
ona mniejszg ilo§¢ wilgoci oraz zwiazkow chloru, ktore niekorzystnie wptywajg na trwalo$¢ urzadzen
wykorzystywanych do jej spalania. Ponadto warto$¢ opatowa stomy suchej jest o kilka MJ wyzsza
niz $wiezej i wynosi ok. 14-15 MJ/Kg. Przesuszona stoma jest zbierana z pola przy wykorzystaniu
pras o roznym stopniu zgniotu. Moze by¢ ona spalana w kottach wsadowych lub automatycznych.

6. Podsumowanie

Zyto ozime jest zbozem o niskich wymaganiach glebowych, co przy duzym udziale gleb
0 niskiej bonitacji jest czynnikiem predysponujacym ten gatunek do uprawy w naszym kraju. Atutem
ziarna zyta jest takze mozliwos$¢ wielokierunkowego wykorzystania tego surowca, zarowno ma cele
piekarnicze, paszowe jak rowniez energetyczne. Ziarno tego gatunku posiada cechuje si¢ znaczng
zawarto$cig wielu substancji prozdrowotnych. Pomimo spadku spozycia pieczywa ogédtem, pieczywo
zytnie razowe cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem. Jako surowiec paszowy, mimo pewnych
ograniczen, spowodowanych zawarto$cig substancji antyodzywczych ziarno zyta moze byé
stosowane jako komponent pasz dla roéznych grup zwierzat gospodarskich. Jego atutem jest
dostepnos¢ ziarna z krajowej uprawy, jego stata podaz i niska cena. Przeklada si¢ to na wymierne
korzysci ekonomiczne, poprzez obnizenie kosztéw jednostkowych paszy. Ziarno niespetniajace
wymogow jakosciowych moze zosta¢ przeznaczone na cele energetyczne, podobnie jak nadmiar
stomy.
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Streszczenie

Wickszo$¢ technik stosowanych do badania matych czasteczek, takich jak leki i $rodki
farmaceutyczne lub endogenne metabolity, wymaga wyizolowania ich z tkanek. Te z kolei trzeba
podda¢ homogenizacji, a poszukiwane zwigzki nalezy wyekstrahowaé. Takie podejScie moze
potencjalnie powodowa¢ zafalszowania w badanych szlakach metabolicznych. Obrazowanie za
pomoca spektrometrii mas (Mass Spectrometry Imaging MSI) to pot¢zne narzedzie analityczne, ktdre
moze dostarczy¢ informacji o analitach i ich rozmieszczeniu w nienaruszonych skrawkach tkanek
biologicznych. Technika ta jest szeroko stosowana do badania roznych typoéw zwigzkow, w tym
biatek, peptydow, lipidow i malych czasteczek, takich jak endogenne metabolity roslinne.
Wykorzystanie techniki desorpcji laserowej i jonizacji wzmacnianej matryca do obrazowania
(MALDI-MSI) pozwala na jednoczesne wykrycie, ilosciowe oszacowanie i uzyskanie przestrzennego
rozktadu wielu metabolitow. Waznymi etapami w tej metodzie sg dobor odpowiedniej matrycy oraz
sposob jej nanoszenia na badany preparat.

1. Wstep

W biologii molekularnej termin — ,,om” odnosi si¢ do badania globalnych zmian w genach
i DNA organizmu (genom), biatek (proteom), metabolitow (metabolom). ,,-Omika” obejmuje badania
duzych, kompleksowych zestawoéw danych koncentrujacych si¢ na zmianach zachodzacych w tych
zestawach. Dlatego tez roslinna ,,-omika” moze by¢ zdefiniowana jako holistyczne badanie jednego
lub wielu ,,-omow” dotyczacych roslin. Rysunek 1 przedstawia zalezno$ci pomiedzy réznymi klasami
-omiki”. Strategia multiomiki (polaczenie genomiki, transkryptomiki, proteomiki, metabolomiki)
moze pozwoli¢ na szerokie spojrzenie w ztozony system roslinny, ktéry moglby zostaé zle
zinterpretowany, gdyby analizowa¢ go wykorzystujac tylko jeden ,,-om”.

Genomika

i

Transkryptomika

!

Proteomika

'

Metabolomika

Rys.1. Zaleznosci pomigdzy ,,-omikami” (strzatki pogrubione — produkcja, strzatki przerywane —
regulacja), na podstawie Gemperline i in. 2016.
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Praca ta skupia si¢ na metabolomice, szeroko wykorzystywanej w badaniach biologicznych,
ktorych celem jest kompleksowe poznanie interakcji zachodzacych w systemach biologicznych,
wtym w roSlinach. W dziedzinie tej poczyniono znaczne postepy dzigki wykorzystaniu
innowacyjnych metod spektrometrii mas. Podj¢to proéby podsumowania obecnego stanu
wykorzystania spektrometrii mas w badaniach roslinnej ,,-omiki”, podkreslajac zwlaszcza techniki
obrazowania metoda spektrometrii mas. Przedstawiona zostanie takze prognoza dotyczaca kierunku
w jakim zmierza ta dziedzina. Celem pracy jest dostarczenie czytelnikom informacji, w jaki sposob
mozna wykorzystac¢ spektrometri¢ mas w badaniach metabolicznych roslin.

2. Metabolomika

Jako produkty koncowe réznych proces6w biochemicznych katalizowanych przez enzymy,
metabolity umozliwiaja wglad w biochemig¢ organizmu w danym momencie zycia.

Czasteczki o wadze ponizej 1000 Da sa klasyfikowane jako anality niskoczasteczkowe.
Metabolity mozna podzieli¢ na metabolity pierwotne, niezb¢dne do wzrostu i rozwoju ro§liny oraz
metabolity wtdrne, a wigc roznorodne zwigzki produkowane przez rosliny, ktore nie sg bezposrednio
niezb¢dne do wzrostu i rozwoju, ale moga mie¢ okreslony wplyw na inne organizmy. Szczegble
znaczenie ma metabolomika ro§linna, poniewaz rosliny wytwarzaja wiele substancji odzywczych
i witamin. Fakt ten jest wykorzystywany w inzynierii genetycznej ro$lin, ktorej celem jest
zwigkszenie wydajnosci produkcji tych zwiazkéw w jadalnych czgéciach rosliny. Stanowi to wazny
obszar badan nad metabolomika roslin (Okazaki i Saito 2012). Fakt, ze obecnosci metabolitow nie
mozna wywnioskowa¢ wprost z danych genetycznych, w przeciwienstwie do transkryptéw i biatek,
stanowi wyzwanie dla badaczy tej dziedziny. W analizach metabolomicznych wykorzystuje si¢ szereg
technik analitycznych, w tym spektrometri¢ mas, ktora jest metodg selektywna i czula, ktora obecnie
powszechnie si¢ stosuje w celu scharakteryzowania metabolitow obecnych w organizmie w danym
momencie jego rozwoju (Lei i in. 2011). Informacje otrzymane w trakcie badan metabolomicznych
nad ros$linami mogg mie¢ ogromny wptyw na postep badan nad poprawa reakcji rolin na stres, moga
zwigkszy¢ wydajno$¢ rolnictwa i jako$¢ zywnosci (Okazaki i Saito 2012). Na przyktad Oms-Oliu
wraz ze wspotpracownikami (2011) badat metabolity obecne w owocach pomidora przed, w trakcie
i po dojrzewaniu. Analiza GC-MS ujawnita gléwne zmiany podczas procesu dojrzewania, takie jak
wzrost poziomu glukozy, fruktozy, sktadnikow $cian komorkowych i aminokwasow. Ponadto
metabolity, takie jak mannoza i cytrynian silnie wskazywaty na przejrzaty stan. Metabolomika moze
réwniez dostarczy¢ informacji na temat reakcji rosliny na stres. Zhang i wspotpracownicy (2014)
zastosowali kombinacje transkryptomiki i metabolomiki do zbadania wptywu warunkéw suszy na

Medicago truncatula. Wiele tysiecy transkrypcji zmienito si¢ w odpowiedzi na susze,
a analiza GC-MS okre$lita zmiany w setkach metabolitéw. Polaczenie dwoch zestawow danych
pomogto scharakteryzowac regulacje szlakow metabolicznych w warunkach suszy.

3. Obrazowanie spektrometrii mas (Mass Spectrometry Imaging MSI)

Jednym z ekscytujacych nowych narzedzi w spektrometrii mas jest coraz szerzej stosowane
obrazowanie spektrometria mas (MSI) zwlaszcza w przypadku badan metabolomiki roslin. MSI
pozwala na analiz¢ molekularng probki przy jednoczesnym zachowaniu informacji o rozktadzie
przestrzennym w ptaszczyznie X,y roznych analitow w skrawku tkanki.

Istnieje szereg innych technik biologicznych pozwalajacych na wizualizacj¢ makromolekut
w roznych strukturach komérkowych (np. immunolokalizacja), ktorych zasada dziatania opiera si¢
na interakcjach migdzy analitem i zewnetrzng sondg. Ich poprawne zastosowanie wymaga doglebnej
wiedzy badaczy na temat analizowanych zwigzkow. Metody te celuja w wieksze czasteczki, takie jak
biatka. MSI pozwala na analiz¢ molekularng tkanki przy jednoczesnym zachowaniu informacji
0 rozktadzie przestrzennym réznych analitow w probce bez wezesniejszej wiedzy o zawartosci probki
(Gemperline i in. 2016).

W  badaniach MSI wykorzystuje si¢ wiele réznych typow analizatorow mas.
Prawdopodobnie najczgstszym rodzajem analizatora uzywanym w MSI sa analizatory TOF
i TOF/TOF, w ktorych warto$¢ m/z jest wyznaczana przez czas potrzebny do przelotu jonow ze zrodta
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jonizacji przez tube analizatora od detektora. Za pomoca tego typu instrumentOw mozna sprawnie
zidentyfikowac¢ szeroki zakres molekut (teoretycznie nieograniczony), jednak doktadno$¢ masy i moc
rozdzielcza sa niskie w poréwnaniu do innych typoéw instrumentéow (Gemperline i in. 2016).
Spektrometry mas typu Orpitrap wykorzystujace transformacj¢ Fouriera zyskuja coraz wicksza
popularnos$¢ w aplikacjach MSI. W tym spektrometrze warto$ci m/z sa okre$lane przez pomiar osiowy
czgstotliwoscei oscylacji jonéw poruszajacych si¢ w przod i w tyt wzdhuz elektrody w ksztalcie
wrzeciona (Marakov 2000). Podczas gdy analizator Orbitrap zapewnia doskonata rozdzielczo$¢
i doktadno$¢ pomiaru masy, to wadami dostgpnych urzadzeh MALDI Orbitrap w poréwnaniu
z instrumentami MALDI TOF sa wigksze rozmiary wiazki lasera, wolniejsza szybkos¢ akwizycji,
a tym samym dluzszy czas analizy oraz ograniczony zakres masy.

W niektorych zastosowaniach MSI wykorzystywany jest takze analizator mas oparty na
zjawisku cyklotronowego rezonansu jonow. Rejestrowane wyniki poddaje si¢ transformacji Fouriera,
aby uzyska¢ typowy dla MS rozklad natgzenia jonéw od wartosci m/z (FTICR). W tym typie
analizatora, jony wzbudzone (przy$pieszone) przez pole elektryczne sa wprowadzane do obszaru
z silnym polem magnetycznym, dzigki czemu wiruja ze $cisle okreslong czgstotliwoscia, co generuje
prad wykrywany przez uktad elektrod. Analizatory mas FTICR moga zapewni¢ bardzo wysoka
doktadnos$¢ pomiaru mas, mozna w nich przeprowadza¢ analizy MS/MS i moga wykrywac czasteczki
o wyzszych masach w porownaniu do Orbitrap. Jednak, podobnie jak Orbitrap, czas analizy jest
znacznie wydtuzony (Gemperline i in. 2016).

4. MALDI - MSI

Technika obrazowania spektrometrii mas MALDI MSI (ang. Matrix Assisted Laser
Desorption / Ionization Mass Spectrometry Imaging) jest najpopularniejsza technika obrazowania
MS. Technika ta pozwala zar6wno na chemiczng analize metabolitdw jak rowniez wizualizacj¢ ich
dystrybucji (dzigki okre§leniu wspotrzednych x, y wielu zwiazkdéw bezposrednio w tkance roslinnej
(Seaman i in. 2014). Zaleta tej metody jest prostota przygotowania probki bez koniecznosci izolacji
wytypowanych do analizy zwigzkow z fragmentoéw tkanki. Klasycznym podejsciem w badaniach
zmian poziomu metabolitow w tkankach roslinnych jest izolacja tych substancji i nastepnie analiza
tych zwiazkow przy uzyciu techniki chromatografii gazowej sprze¢zonej ze spektrometrig mas
(GC/IMS), chromatografii cieczowej (HPLC) oraz chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (LC-MS, LC-MS/MS). W przypadku uzycia techniki LC-MS w eksperymentach
proteomicznych taczonych jest wiele wycinkéw badanych tkanek, a nast¢pnie przeprowadzana jest
ekstrakcja analitu. Konieczne tu s3 dodatkowe etapy trawienia trypsyng i odsalania preparatow.
W badaniach MALDI-MSI pojedynczy skrawek tkanki jest osadzony w osrodku stabilizujagcym, np.
w zelatynie, umieszczony na szkietku i pokrywany jest matrycg. Przy zastosowaniu techniki LC-MS
ekstrakt tkankowy wstrzykuje si¢ na kolumng UPLC w celu rozdzielenia sktadnikow. Wyciek
z kolumny analizuje si¢ za pomoca spektrometru mas, uzyskujac widma mas i chromatogram.
W przypadku techniki MALDI-MSI szkietko mikroskopowe wktada sie do spektrometru masowego,
gdzie widma mas uzyskuje si¢ systemie rastrowym na catej powierzchni tkanki, uzyskujac szeroki
wachlarz widm masowych, ktore sg skoordynowane ze wspotrzgdnymi w plaszczyznie x i1y
(Gemperline i in. 2016).

Uzycie czulej techniki obrazowania MALDI MSI pozwala na precyzyjng analizg
metabolitow wytwarzanych pod wptywem roznych warunkow stresowych. Co wigcej, technika ta
umozliwia obserwacj¢ dynamiki dyslokacji réznych metabolitow in situ w tkance roslinnej bez
dodatkowych modyfikacji tych zwiazkoéw, a tym samym odzwierciedla fizjologiczne warunki
w roslinie. Okreslenie obecnosci danych metabolitow w konkretnej lokalizacji w tkance roslinnej
moze by¢ kluczowe w rozumieniu ich funkcji w organizmie.

Pierwsze badania ro§linne przy uzyciu obrazowania MALDI byty przeprowadzone w celu
analizy dystrybucji zwigzkow agrochemicznych w soi (Glycine max) (Mullen i in. 2005) oraz
weglowodanow w pszenicy (Triticum aestivum) (Robinson i in. 2007). PdZniejsze badania dotyczyty
zastosowania tej techniki w analizie nasion ryzu (Oryza sativa) (Yoshimura i in. 2012), kwiatow
i korzeni rzodkiewnika (rosliny modelowej Arabidopsis thaliana) (Jun i in. 2010) i nasion jeczmienia
(Hordeum vulgare) (Peukert i in. 2012). Publikacje Sturtevanta i wspotpracownikéw oraz Heymana
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i wspotpracownikow z 2016 r. dotyczace analiz metabolitow in situ w tkankach ro$linnych sa
doskonalym przyktadem rozwoju mozliwos$ci i potencjalnego uzycia MALDI MSI w metabolomice.
Interesujace wyniki przedstawiaja badania dotyczace alokacji pewnych zwigzkéw w tkance roslinne;j:
glikozydow polifenoli zlokalizowanych w epidermie oraz lizofosfatydylocholiny i feofityny
rozlokowanych przestrzennie w komorkach parenchymy, w tym w aktywnych fotosyntetycznie
komorkach chlorenchymy (Heyman i in. 2016). Innym przykladem jest wizualizacja zmian
fosfolipidow wystepujaca podczas infekcji grzybowych w liSciach , poniewaz nastepuja one
gwaltownie w odpowiedzi na atak patogenu, co jest przydatny markerem nabywania opornosci
(Gottwald i in. 2012).

Przyktadowy schemat przygotowania probki i wykonania analizy MALDI w celu
zobrazowania rozmieszczenia przestrzennego szukanych metabolitow przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Schemat przygotowania probki do obrazowania technika MALDI MSI. Etap 1 —umieszczenie
probki na szkietku mikroskopowym; Etap 2 - natozenie matrycy MALDI na powierzchni¢ probki;
Etap 3 — wykonanie mapowania; Etap 4 — analiza danych; Etap 5Wizualizacja i przetwarzanie
uzyskanych danych MS (konkretne wartosci m/z dla kazdej wspotrzednej x,y) w celu zobrazowania
przestrzennego rozktadu szukanych metabolitow (Gottwald i in. 2012).

Podczas wykorzystywania techniki MALDI MSI konieczne jest przygotowanie probki
(liscia, todygi, kwiatu, korzenia), ktéra moze by¢ poddana badaniom bezposrednio badz po
zamrozeniu i pokrojeniu w kriostacie na skrawki o okre§lonej grubosci (10-30 pm). Etap
przygotowania probki to bardzo wazny aspekt w analizie MSI. Potwierdzeniem tego moga by¢
czynno$ci przedstawione przy analizie ziaren jeczmienia (Peukert i in. 2012). W tej publikacji
istotnymi aspektami przygotowania probki byty: krojenie przy uzyciu kriostatu, dobor matrycy oraz
sposob jej aplikacji. Badania te pokazaly dwa wazne czynniki wptywajace na optymalng grubosé
preparatu, ktore musza by¢ wzigte pod uwage podczas cigcia na kriostacie, a wigc rodzaj tkanki oraz
wiek tkanki. Majac do czynienia z mtoda tkanka, w tym przypadku z mtodymi nasionami jgczmienia,
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optymalna byta grubo$¢ 20 um. Natomiast dojrzalszy material ro§linny stanowiacy nasiona, ktore
zakumulowaty skrobi¢, wymagatl pociecia na grubsze 3040 um fragmenty. Fragmenty tkanek
0 grubosci od 20 do 30 um pozwalaty uzyskad lepsze intensywnos$ci widm w poréwnaniu do
fragmentéw o grubosci 40 um. Typowe skrawki pobierane do analiz MSI majg od 10 do 20 pm
grubosci (Peukert i in. 2012).

Wybér matrycy MALDI 1 sposéb jej aplikacji jest kolejnym istotnym krokiem podczas
obrazowania. Matryca MALDI jest to zwiazek chemiczny umozliwiajacy proces desorpcji/jonizacji
analizowanego analitu. Matryca pozwala na wygenerowanie jonow, co ma zasadnicze znaczenie dla
analizy spektrometrii mas, poniewaz spektrometr mas wykrywa tylko natadowane czasteczki.
W obrazowaniu standardowe matryce obejmuja np. kwas 2,5dihydroksybenzoesowy (DHB), kwas a-
cyjano-4-hydroksycynamonowy (CHCA) i 9-

aminoakrydyny (9-AA) (Gemperline i in., 2016) dla trybu jonéw dodatnich i ujemnych.
Mniej popularne matryce, takie jak TiO,, ztoto lub nanoczastki srebra, sg uzywane w celu poprawy
jakosci widm, krystalizacji i stabilno$¢ prézni (Shrivas i in. 2011).

Metoda aplikacji matrycy MALDI i jej krystalizacja sa niezwykle istotnymi etapami
w trakcie analizy metoda spektrometrii mas, poniewaz ma to bezposredni wptyw na ilo$¢ metabolitow
znalezionych w tkance (Gemperline i Li 2014). Najpopularniejsza metoda jest aplikacja matrycy za
pomoca aerografu. Jest ona powszechnie stosowana ze wzgledu na stosunkowo szybkie i tatwe
rozprowadzenie matrycy jednakze wymaga duzej wprawy operatora, ktory naklada matryce na
tkanke. Metoda ta cigzko uzyska¢ powtarzalne wyniki, tak aby rozmiar krysztatdow matryc byt zawsze
taki sam. Matrycg MALDI mozna takze natozy¢ na preparat za pomocg specjalistycznej aparatury do
nanoszenia warstw o okreSlonej grubosci  badz metoda sublimacji. Rezultaty otrzymane
W obrazowaniu MSI w duzym stopniu zalezg od sposobu aplikacji matrycy. Jak zaprezentowano na
rysunku 3 zaréwno dla matrycy DHB jak i

CHCA sygnal matrycy jest najsilniejszy przy zastosowaniu aerografu. Wystepuje takze
wiecej pikow odpowiadajacych jonom matrycowym w poréwnaniu do dwoch kolejnych metod, co
moze powodowac interferencje z niektorymi poszukiwanymi metabolitami. Dlatego tez zastosowanie
specjalistycznej aparatury do nanoszenia warstw badz metod sublimacji moze by¢ konkurencyjne dla
aerografu przy wykrywaniu metabolitow o niskiej masie molekularnej, ktére moglyby by¢
maskowane przez piki matrycy o zbyt duzej intensywnosci.
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Rys. 3. Widma MS czystych matryc MALDI (a) DHB i (b) CHCA (bez probki) po natozeniu na
szkietko z zastosowaniem aerografu (niebieski), przy uzyciu automatycznego rozpylacza (czerwony)
i metoda nakladania matrycy przez sublimacj¢ (zielony). Wstawki pokazuja spektrum MS
powiekszone do wyzszego zakresu m/z (m/z 500-1000) (Gemperline i in. 2014).

Po natozeniu matrycy na probke i skrystalizowaniu preparatu wraz z matryca, plytka na

ktérej znajduje si¢ probka jest wprowadzana do spektrometru w okreSlonej plaszczyznie XY.
Wypalenie (strzal) laserem w probke powoduje uwolnienie matrycy i wytworzenie smug gazu,
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w ktérym powstaja jony matrycowe i analizowanych substancji. Mozliwo$¢ poruszania si¢
W plaszczyznie X-Y umozliwia przejscie lasera w poprzek probki i uzyskanie widm mas, z kazdego
z wczesniej zdefiniowanych punktéw. Po zakonczeniu rastra 2D, mozliwe jest obserwowanie
obrazéw jonow dla kazdej (wybranej) masy (warto$ci m/z) w widmie, a oprogramowanie wyswietli
wzgledna ilos¢ kazdego jonu jako kolorowa mape intensywno$¢ sygnalu w obszarze rastra
(Gemperline i in. 2016). Jedng z zalet MALDI-MSI dla analiz biologicznych jest to, ze mozliwe jest
generowanie wickszych jondw, takich jak peptydy i bialka, co jest jednym z powodow, dla ktorych
MALDI jest najczgsciej uzywang technikg MSI (Balluff i in. 2011). Matryca pochtania znaczng czg$¢
energii lasera, zapewniajac delikatng jonizacj¢ analitow, co pozwala na zjonizowanie wigkszych
czasteczek (M/z powyzej 100 kDa) bez ich rozpadu. Niestety, istnieja zarowno wady jak i zalety
analizy w zakresie duzych i malych mas czasteczkowych. Jednym z mozliwych problemow
mogacych si¢ pojawi¢ w analizach technika MALDI jest sama matryca, ktéra wytwarza jony, mogace
zaktoca¢ lub maskowaé analizowane jony o tych samych masach czasteczkowych co czasteczki
matrycy. Problemy tego typu mozna rozwiagza¢ stosujac do analizy spektrometry o wysokiej
rozdzielczo$ci lub zastosowaé nowe inne matryce, ktérych masa czasteczkowa nie bedzie pokrywata
si¢ z masa czasteczkowa szukanych analitow (Shrivas i in. 2011).

Jak wcze$niej wspomniano, MALDI-MSI jest najbardziej popularng technikg obrazowania
w spektrometrii mas. MALDI-MSI moze by¢ stosowana do wykrywania szerokiego zakresu
czasteczek od matych mas czasteczkowych np. metabolitow i peptydow po duze masy czasteczkowe
(np. biatka). Obecnie prowadzi si¢ szereg badan metabolomiki roslinnej z wykorzystaniem MALDI-
MSI. Przykladem jest badanie symbiotycznego zwigzku migdzy modelowymi ros$linami
straczkowymi (Medicago truncatula) i bakteriami wigzacymi azot (Sinorhizobium meliloti),
przeprowadzone przez Gemperline i wspotpracownikow, ktorego wyniki opublikowano w 2015 roku.
Porownywano tam kombinacje typu dzikiego i zmutowanego szczepu ro$lin i bakterii.
Zidentyfikowano metabolity, takie jak hem, o masie molekularnej 612,2 m/z, sktadnik
leghemoglobiny, ktora wytwarza $rodowisko beztlenowe niezbedne do redukcji azotu przez
bakteroidy, a takze rozne aminokwasy, w tym asparaging o masie 133,1 m/z, ktora jest koncowym
produktem transformacji biologicznie wigzanego azotu. Obserwowano takze kwasy organiczne, ktore
sa obecne w funkcjonalnej, wigzacej azot brodawce (symbioza rosliny i bakterii typu dzikiego)
i nieobecne w niefunkcjonalnych brodawkach (symbioza dzikiej roéliny i mutanta bakteryjnego,
mutanta ro$liny z bakterig typu dzikiego, bagdz mutantow zaréwno rosliny jak i bakterii). Informacje
uzyskane dzigki zastosowaniu tej techniki mogg zapewni¢ cenny wglad w proces biologicznego
wigzania azotu w roslinach stragczkowych, nie tylko identyfikujac metabolity, ktére moga byé
zaangazowane w tym procesie, ale takze lokalizujac te czasteczki w obrebie struktury brodawki
korzeniowej.

Z kolei wspoélpraca zespotdw Jina Lee i Basila Nikolau pokazata mozliwo$¢ wykorzystania
MALDI-MSI do obrazowania metabolitow w liciach kukurydzy na poziomie komoérkowym, co
pozwolilo na nowe spojrzenie w znany asymetryczny metabolizm zwigzany z réznymi typami tkanek
w tych lisciach (Korte i in. 2015). To badanie udowadnia, ze zrozumienie szczegotéw molekularnych
proceséw metabolomiczych i ich dystrybucji oraz lokalizacji na poziomie subkomoérkowym daje
nadzieje dla glebsze poznanie mechanizmow biologicznych i ich implikacji.

5. Perspektywy na przyszlosé

W zwiagzku ze zintegrowana strategia badania ,,-omikow”, wsrdod badaczy pojawiaja sig
oczywiscie obawy dotyczace ztozonosci i dynamicznego zasiggu roznych klasy badanych analitow.
Te wyzwania spowodowaly rozwoj bardziej zaawansowanego oprzyrzadowania zapewniajacego
wigksze mozliwosci separacji i ulepszonej detekcji spektrometrii mas z duzymi szybkoSciami
skanowania, lepsza czuloScig 1 wyzsza wydajnoscig. Aparatura MALDIMSI z rozdzielczos$cia
przestrzenng do okoto 20 pm jest obecnie powszechnym i tatwo dostepnym wyposazeniem wielu
laboratoriow w Polce i zagranica. Niestandardowo wbudowane oprzyrzadowanie do spektrometrow
moze osiggnaé rozdzielczos¢ przestrzenng ponizej 3 um i jest to tylko kwestig czasu, gdy tego typu
aparatura stanie si¢ komercyjnie dostepna (Boggio i in. 2011). Udoskonalenia technik jonizacji moze
rowniez dostarczy¢ wiecej waznych biologicznie informacji o systemach roslinnych. Wprowadzenie
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tych nowych technologii z nowymi waznymi udoskonaleniami aparaturowymi wraz z doktadnym
przygotowaniem probki, moze zapewni¢ znaczacy postep w zintegrowanych badaniach nad
metabolomika.

Oproécz postgpu technologicznego w dziedzinie oprzyrzadowania, jednoczesny rozwoj,
zaawansowanie i integracja S$cisle powigzanych ze soba dziedzin ,,-omiki” moga doprowadzi¢
naukowcow do lepszego zrozumienia i charakterystyki réznych procesow biologicznych
i mechanizméw sygnalizacyjnych w roslinach. Powszechne zastosowanie MSI jako techniki badania
dostarczy informacji przestrzennych na temat tego, gdzie anality znajduja si¢ w obrebie rosliny.
Znajac na przyktad miejsce wystgpowania pewnego metabolitu oraz enzymu, ktory wchodzi z nim
W interakcj¢  mamy mozliwo$¢ poznania kluczowych informacji o procesach biologicznych
i mechanizmach wystepujacych w roslinach. Oprocz badania rozwoju roslin, MSI moze réwniez by¢
narzedziem do lokalizowania réznic migdzy analitami w wielu typach tkanek, w réznych stanach
chorobowych, wskazania réznic genetycznych lub nastepstw manipulacji genetycznych. Mozna
szybko ustali¢ potencjat funkcjonalny ro$lin dla réznych biotechnologicznych aplikacji takich jak
produkcja bioenergii, ochrona §rodowiska, dekontaminacja, produkcja produktéw naturalnych i wiele
innych waznych zastosowan.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach realizacji projektu Lider
(nr projektu: LIDER/11/0070/L-8/16/NCBR/2017).
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18. Znaczenie kwaséw humusowych w glebie i ich wplyw na plonowanie zbéz
The importance of humic acids in soil and the influence on the yielding of cereal
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Streszczenie

Opracowanie obejmuje przeglad badan dotyczacych znaczenia zasobnosci gleb uprawnych
w kwasy humusowe, a takze ich wplywu na zyzno$¢ gleby i plonowanie roslin zbozowych.
Zaprezentowano wplyw kwasow humusowych na $rodowisko glebowe i rosling uprawng. Na
podstawie dokonanego opisu zagadnienia i przegladu literatury mozna stwierdzi¢, ze poziom kwasow
humusowych ma pozytywny wptyw na mikroorganizmy glebowe, zyzno$¢ gleby i plonowanie zbdz.

1. Wstep

Jednym z wazniejszych czynnikoéw decydujacych o zyznosci gleb jest zawarto$¢ materii
organicznej. Zalicza si¢ do niej substancje humusowe, ktore odgrywaja istotng rolg w funkcjonowaniu
agroekosystemu gleby. Do najwazniejszych ich funkcji nalezg, m.in. udzial w obiegu mikro-
i makropierwiastkow, ksztaltowanie wiasciwosci fizycznych, biologicznych i chemicznych gleby.
Jednoczesnie wplywaja rowniez na unieczynnienie i zmniejszenie pobierania przez ro$liny
toksycznych zwigzkoéw (Dziadowiec 1993). Na zawarto$¢ substancji humusowych w glebie, a przez
to na poprawe jej zyzno$ci wpltywaja stosowane zabiegi agrotechniczne, a zwlaszcza nawozenie
organiczne. Nawozenie obornikiem oraz resztkami organicznymi wzbogaca glebe w materi¢
organiczna, ktora poprzez procesy humifikacji wptywa na zawarto§¢ prochnicy, ale takze na sktad
frakcyjny oraz na whasciwosci fizykochemiczne substancji humusowych (Zaujec 2007). W procesie
mineralizacji i humifikacji wprowadzona do gleby materia organiczna (obornik, resztki pozniwne)
ulega przemianom poprzez dzialalno$¢ mikroorganizmow. Powstajg wtedy substancje humusowe —
kwasy humusowe i huminy oraz zwigzki mineralno-organiczne, majace znaczacy wplyw na
wilasciwosci gleby decydujace o jej zyznosci. Dzigki postgpowi agrotechnicznemu i wprowadzaniu
do $rodowiska produktow i substancji poprawiajacych jej zyzno$¢, poprawie ulegaja wlasciwosci
funkcjonalne gleb. Bezposrednio sprzyja to efektywniejszemu wykorzystaniu skladnikoéw
pokarmowych przez rosliny, (Canellas i in. 2002). Efektywniejsza uprawa ro$lin skutkuje zwyzka
plonu oraz lepszym wykorzystaniem powierzchni uprawnej, co w perspektywie wzrostu liczby
ludnosci i zapotrzebowania na zywno$¢ jest korzystnym zjawiskiem.

2. Charakterystyka kwaséw humusowych

Substancje huminowe sg jednymi ze swoistych zwigzkow prochnicznych wystepujacych
w glebach, do ktorych naleza kwasy humusowe, kwasy fulwowe i huminy (Tab. 1). Rézne typy gleb
charakteryzuja si¢ inng zawartoscia tych poszczegélnych zwiazkow jak rowniez wynikajacymi z tego
faktu wlasciwosciami. Najzyzniejsze sg te gleby, ktore zawieraja w swoim sktadzie najwigcej kwasow
humusowych. Gleby bogate w te substancje maja zazwyczaj barwe od ciemnobrazowej do czarne;j.
Z racji tego, ze zwigzki te sg bardzo cenne i wykorzystywane w rolnictwie i ogrodnictwie opracowano
metody ich ekstrakcji z gleb i produkcje skoncentrowanych preparatow o wysokiej ich zawarto$ci.
Gonet (2003) definiuje substancje humusowe jako grupe zwigzkéw heterogenicznych
(polimolekularnych i polidyspersyjnych) substancji organicznych pochodzenia naturalnego
(biogenicznego), charakteryzujgca sie zabarwieniem od zéttego do czarnego, wzglednie odpornych
na biodegradacje. Do ich ekstrakcji zazwyczaj stosuje si¢ alkaliczne rozpuszczalniki (NaOH). Sa one
nierozpuszczalne w wodzie w warunkach kwasnych (pH < 2) i dlatego ulegaja wytraceniu po
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zakwaszeniu roztworu. Zdolno$ci sorpcyjne zwigzkéw prochnicznych przewyzszaja kilka lub
kilkanascie razy pojemnos¢ sorpcyjng sktadnikéw mineralnych kompleksu sorpcyjnego. Jest to ich
istotna wlasciwo$¢ wplywajaca na zachowanie zyznosci gleby i utrzymanie w jej géornych warstwach
sktadnikéw pokarmowych zapobiegajac ich wyplukiwaniu przez wode w glebsze warstwy. Zrodtem
fadunkéw zaleznych od pH sa przede wszystkim grupy karboksylowe i fenolowe zwigzkow
prochniczych, z ktorych wodor, zwigzany kowalentnie, oddysocjowuje w miar¢ wzrostu pH,
przyczyniajac si¢ do powigkszania tadunku ujemnego. Inng istotng réznica w budowie substancji
humusowych jest to, ze tlen w kwasach fulwowych jest w wigkszosci powigzany z grupami
funkcyjnymi, natomiast wicksza cze¢$¢ tlenu w kwasach huminowych jest zwigzana z rdzeniem
aromatycznym. Badania przeprowadzone przy uzyciu mikroskopii elektronowej potwierdzaja
budowe polimeryczng kwaséw huminowych. Poszczegolne makrodrobiny maja ksztatt kulisty,
$wiadczacy o sferycznej ich budowie i sg potaczone ze sobg w formie pier§cieni, tancuchow i gron
(Stevenson 1994). Wielko$¢ makrodrobin nie jest jednakowa dla wszystkich kwasoéw huminowych.
Przyjmuje si¢, ze kwasy huminowe sg polimerami skladajacymi si¢ z rdzenia aromatycznego, ktory
jest potaczony wigzaniami z aminokwasami, cukrami, peptydami, alifatycznymi kwasami i innymi
sktadnikami o budowie alifatycznej. Rdzen sktada si¢ z pierscieni aromatycznych typu fenoli lub
zwigzkéw zawierajacych azot w postaci cyklicznej (indol, pirymidyna i inne). Te wlasciwosci
substancji huminowych majg szczegodlne znaczenie w kontekscie zyznosci gleby.

Jak wskazuja wyniki prowadzonych badan, kwasy huminowe sg zdolne do wigzania
substancji takich jak metale cigzkie czy inne szkodliwe substancje. Znaczna zawarto$¢ metali
cigzkich w glebach, takich jak: kadm, rte¢, otdw, arsen, stanowig w wysoce uprzemystowionych
regionach znaczacy problem. Dbajac o dobra kulturg rolng i zawarto$¢ kwaséw humusowych w glebie
mozna zapobiega¢ kumulacji metali cigzkich w roslinach. Dzigki temu, Ze substancje huminowe sa
dobrymi sorbentami, nie tylko maja wtasciwos$ci zatrzymywania metali ciezkich , ale takze utrzymuja
wilgotno$¢ gleby.

Tab. 1. Podziat i charakterystyka kwasow humusowych (Galeska i in., 2001).

Kwasy huminowe Kwasy fulwowe
-trudniej rozpuszczalne -tatwo rozpuszczalne w wodzie
-budowa bardziej ztozona i polimerowa -heterogeniczna, matoczasteczkowa budowa

-budowa porowata przez co maja wicksze | - tatwiej migruja w glab warstwy gleby
zdolnosci sorbeyjne i zdolno$¢ zatrzymywania

wody

-wlasciwosci strukturotworcze gleby - wyzszy stopien dysocjacji
- zdolno$¢ tworzenia chelatow z jonami Cu, fe, | - wiazg jony Ali Fe

Mn

3. Znaczenie kwaséw humusowych dla gleby

Whprowadzenie do gleby materii organicznej wptywa na wzrost zawarto$ci w niej prochnicy.
Sktada si¢ ona w zdecydowanej wigkszosci z kwaséw humusowych. W przypadku niedostateczne;j
ilosci prochnicy w glebie i1 niskiej zawartosci substancji huminowych pojemnos$¢ sorpcyjng gleby
zmniejsza si¢ przez co nastepuje utrata wielu sktadnikéw odzywczych oraz szybsza utrata wody.
O wiasciwo$ciach soprbeyjnych decyduje w gldwnej mierze kompleks sorpcyjny zbudowany
z organicznych koloidéw glebowych obdarzonych przewaznie ujemnym ladunkiem elektrycznym,
ktorego zrodtem sg grupy karboksylowe (—COOH) i hydroksylowe fenoli (-OH), w ktorych wodér
moze by¢ czeSciowo zastgpowany przez inne kationy. Pod tym wzgledem substancje humusowe
podobne sa do krzemianowych mineratow ilastych (Gonet, 2003). Kwasy humusowe zapobiegaja
pekaniu gleby, powierzchniowemu odptywowi wody 1 erozji gleby poprzez zwigkszenie zdolnosci
koloidow do wigzania wody, Procesy zubozenia gleby poprzez spadek zawartosci prochnicy
powoduja wigc negatywne zjawiska takie jak nizsza aktywno$¢ mikrobiologiczna, degradacja
struktury gleby. Kwasy humusowe s3 zdolne do obnizania st¢zenia soli (mineralnych), ktorych zbyt
wysokie stezenie dziata toksycznie na rosliny. Szczegodlnie skutecznie redukowane jest zagrozenie
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zbyt wysokim stezeniem NHa, co jest szczegdlnie wazne dla mltodych roslin. Ogdlnie kwasy
humusowe redukuja zniszczenia korzeni wynikajace ze zbyt wysokiego stezenia soli mineralnych
w glebie. Kwasy humusowe maja takze wlasciwosci biostymulacyjne, poprzez zwigkszanie
aktywnoS$ci i namnazanie si¢ pozytecznych mikroorganizméw glebowych (m.in. bakterii z rodzajow
Azotobacter i Nitrosomonas). Wplywaja poprzez to takze na polepszenie wymiany gazowej w glebie.
Ponadto mikroorganizmy glebowe czerpia z substancji organicznej niezbedng energi¢ i mineralne
sktadniki pokarmowe. Gleby zasobne w prochnice odznaczajg si¢ zdecydowanie wyzsza aktywnoscia
biologiczng. Dzigki niej szybsza jest mineralizacja materii organicznej, ktorej zrédlo w uprawach
stanowi obornik lub resztki pozniwne. Kwasy humusowe maja zdolnosci buforowe gleb, dzigki
czemu stabilizujg ich odczyn (zarowno zbyt kwasny, jak i zbyt zasadowy). Pozwala to na
zmniejszenie szkodliwego dziatania czynnikow zakwaszajacych (m.in. nawozoéw mineralnych), choé
nie bez znaczenia jest takze obecnosci w glebie czesci ilastych, prochnicy i weglanu wapnia. Kwasy
humusowe zapobiegaja w ten sposob utracie sktadnikow mineralnych z gleby oraz umozliwiaja
przechodzenie ich w formy przyswajalne dla roslin. Kwasy humusowe wptywaja takze korzystnie na
strukture fizyczng gleby. Ich wlasciwosci agregacyjne czastek szkieletowych gleby w wigksze
struktury tzw. gruzelki, tworza kanaly pomiedzy nimi kanaly powietrzne i poprawiaja jej
napowietrzenie. Wilasciwosci te sa korzystne dla réznych rodzajow gleb. W przypadku gleb
piaszczystych zwickszaja ich zwigztosci, natomiast w stosunku do gleb ciezkich powoduja ich lekkie
rozluZznienie i napowietrzenie przez co powstaja warunki korzystniejsze dla rozwoju systemu
korzeniowego. Gtowng role odgrywaja tutaj kwasy fulwowe, ktore posiadaja wiasciwosci
elektrodynamicze, powodujac rozluznienie nadmiernie zaggszczonych koloidow glebowych.

4, Znaczenie dla roslin

Substancje humusowe stymuluja rozwoj roslin, zwlaszcza systemu korzeniowego. Poprzez
bardziej rozbudowany system korzeniowy nastgpuje zwickszenie pobrania sktadnikéw pokarmowych
przez ro$liny (Canellas i in. 2002, Eyheraguibel i in. 2008). Stymulacja systemu korzeniowego
spowodowana jest przez wyzsza pojemnosci kationowsa gleby. Zwigksza si¢ wtedy dostepnosc fosforu
na skutek ograniczonego wytracania fosforanu wapnia i stymulacja enzymoéw roslinnych, co
dodatkowo zapewnia ochrone przed czynnikami stresowymi. Uzyskany efekt dziatania substancji
humusowych zalezy od zrodta i dawki tych substancji, sposobu ich aplikacji, warunkow srodowiska,
gatunku rosliny (du Jardin, 2015). Badania przeprowadzone przez Rose i in. (2014) wykazaty dodatni
wplyw kwasow humusowych na ogolny wzrost masy suchej o 22 (+ 4%) dla pedow i o 21 (+ 6%) dla
korzeni. Korzystnym oddziatywaniem kwaséw humusowych na system korzeniowy, a takze na
odzywienie roslin jest takze stymulacja jonow H* i -ATPaz btony komorkowej, ktora przeksztatca
energi¢ swobodna uwolniong przez hydroliz¢ ATP w transbtonowy potencjat elektrochemiczny
niezbedny do absorbcji azotanéw i innych sktadnikow odzywczych (Jindo i in., 2012). Badania jakie
przeprowadzit du Jardin (2012) wskazuja takze na hormonalne oddziatywanie kwaséw humusowych
na rosliny poprzez grupy funkcyjne rozpoznawane przez kompleksy sygnatowe szlakow
hormonalnych roslin, wyzwalaja zwigzki hormonalne lub stymulujg mikroorganizmy wytwarzajace
hormony. Kwasy humusowe o wysokiej masie czasteczkowej moga rowniez dziataé jako promotory
wzrostu korzeni za posrednictwem szlakéw metabolicznych auksyny (Trevisan i in. 2010). Kwasy
humusowe maja wigc wlasciwosci biostymulatorow. Ich aktywnos¢ biostymulacyjna odnosi si¢ do
zwigkszenia odpornosci na stres srodowiskowy. Poprzez metabolizm fenylopropanoidow , ktore
odgrywaja znaczaca rolg w produkcji zwigzkow fenolowych, zaangazowanych w metabolizm wtérny
i szeroki zakres reakcji na stres (Kaufmann i in. 2007). Wykazano, ze wielkoczasteczkowe kwasy
humusowe zwigkszaja aktywno$¢ kluczowych enzyméw tego metabolizmu w hydroponicznie
hodowanych siewkach kukurydzy (Schiavon i in., 2010; Olivares i in., 2015). Poprzez dziatanie
chelatujgce na jony metali ograniczajg tez ich wzajemne antagonizmy w procesie przyswajania przez
rosliny. Utatwiaja wigc w ten sposdb ich pobieranie przez system korzeniowy i zapobiegaja
niedoborom. Prochnica jest takze jednym z gldéwnych zrodet azotu i fosforu, ktore w tej postaci sg
magazynowane w glebie. Te wlasciwosci kwaséw humusowych sprawiaja, ze wykorzysta¢c mozna
naturalne i mniej szkodliwe dla §rodowiska zrodta substancji mineralnych dla roslin oraz obnizy¢
dawki nawozéw mineralnych, bez negatywnych skutkéw dla plonu, a z pozytywnym efektem
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ekonomicznym. Dodatkowo kwasy humusowe zawarte w warstwie prochnicy sa w stanie
zmagazynowac 4-12 razy wigcej sktadnikoéw pokarmowych niz cz¢§¢ mineralna gleby (odpowiadaja
za 20-70% caltkowitej pojemno$ci sorpcyjnej gleby). Stosowanie intensywnego nawozenia
doglebowego na stanowiskach ubogich w kwasy humusowe jest mniej efektywne z punktu widzenia
ekonomicznego i Srodowiskowego.

5. Zrodla kwaséw humusowych

Naturalnym zrédlem kwaséw humusowych w glebie jest stopniowy rozktad materii
organicznej, ktdra w procesach humifikacji przeprowadzanych przez mikroorganizmy zostaje
przeksztalcona w substancje humusowe. Dostgpna w warstwie gleby materia organiczna ulega
powolnemu rozktadowi, powstaje warstwa prochniczna, ktora zawiera rowniez kwasy humusowe.
Istnieje wiec koniecznos$¢ stalego dostarczania materii organicznej, co zapewni odpowiednig
zawarto$¢ prochnicy w glebie, a takze zawarto§¢ skladnikow pokarmowych dla roélin oraz jej
mikrobiologiczng aktywnos¢. Jest to jeden z gléwnych celow nawozenia organicznego, ktore
utrzymuje prawidlowa zawarto$¢ prochnicy w glebie. W dobie stale wzrastajacej intensyfikacji
produkcji roslinnej istotne jest rowniez wykorzystanie potencjalnych sktadnikéw pokarmowych
zawartych w substancjach organicznych. Innymi zrédtami kwasoéw humusowych w glebach sa
kopaliny takie jak wegiel kamienny. Z badan przeprowadzonych przez Huculak-Maczke i in. (2010)
wynika, ze wegiel brunatny zawiera znaczne ilo$ci kwaséw humusowych, zwlaszcza kawasow
huminowych (Tab. 2), cho¢ jest ona zroznicowana w zaleznosci od regionu z ktorego zostat on
wydobyty. Wystepujace w nim kwasu huminowe wystgpuja w postaci wolnej lub w postaci soli, ktore
dodatkowo wprowadzaja do gleby pierwiastki. Gleby wulkaniczne powstale na skutek erupcji
wulkanow i wyplywu lawy, ktdra nastepnie zamienia si¢ w zastygni¢ta magme, rOwniez zawieraja
znaczne ilo$ci kwaséw humusowych, co sprawia, ze odznaczaja si¢ duza zyzno$cia (Hiradate i in.,
2004). W ostatnim czasie dost¢pne sg rowniez komercyjne preparaty, zawierajace w swoim sktadzie
skoncentrowany udzial kwasow humusowych do przygotowania rozcienczonego roztworu, ktory
aplikuje si¢ do gleby.

Tab. 2. Zawarto$¢ catkowitych i wolnych kwasow huminowych w roznych materiatach organicznych
(Huculak-Maczka i in., 2010).

Materiat

Zawarto$¢ kwasow Wegiel Wegiel Nawoz Wychmieliny
humusowych brunatny brunatny humusowy

ziemisty
Zawartocatkowitych 43,16 53,35 47,17 27,16
kwasé6w huminowych
[% mas.]
Zawartos¢ wolnych 23,76 26,80 24,69 23,89
kwasow
huminowych [% mas.]

6. Wplyw kwasow humusowych na plonowanie zb6z

Badania prowadzone przez wielu autoréw potwierdzaja korzystny wpltyw kwasow
humusowych na plonowanie zb6z. Malik i Azam (1985) prowadzili badania majgce na celu
sprawdzenie wptywu kwasu humusowego na wzrost siewek pszenicy w obecnosci i przy braku azotu
(N). Doglebowy dodatek kwasu humusowego spowodowal pigciokrotne zwigkszenie diugosci
korzeni. Swieza i sucha masa korzeni réwniez znacznie wzrosta na skutek dodatku kwasu
humusowego, podobnie jak suchej masy pedéw (22%). Rosliny byly bardziej odporne na stres
wywotany niedoborem wody i lepiej wykorzystaly zawarty w niej azot. W glebie, gdzie nie
stosowano nawozenia azotowego, a wylacznie dodatek kwaséw humusowych stwierdzono lepszy
rozwoj korzeni niz w podtozu, gdzie nie stosowano dodatku kwasow humusowych. Najlepsze efekty
wzrostu i plonowania uzyskano przy zastosowaniu rozcienczonego preparatu kwasow humusowych
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w ilosci 54 mg/l. Dodatek kwasé6w humusowych wplywa na lepsza przyswajalno$¢ zelaza
nieorganicznego, co zostato udowodnione na siewkach pszenicy. Jest to wigc skuteczny sposob na
zapobieganie chlorozie zb6z i zmniejszeniu plonow (Mackowiak i in., 2001). Reakcja zbdz na
zastosowanie dodatku kwaséw humusowych uzalezniona jest jednak od rodzaju gleby. Jak
udowodnili Tahir i in. (2011) wzrost pszenicy i pobieranie azotu z gleby, o nizszej zawartosci wapnia
byto wyzsze. Aplikacja kwaséw humusowych znacznie poprawita stezenie K w glebie o niskim
stezeniu wapnia, a P i NO3-N w glebie wapiennej. Najwyzsza zastosowana dawka kwasow
humusowych w ilosci 90 mg/kg ! gleby miata negatywny wptyw na wzrost i pobieranie sktadnikow
pokarmowych przez pszenice, a takze na gromadzenie sktadnikow odzywczych w glebie, podczas
gdy $rednia dawka 60 mg/kg™! gleby byta bardziej skuteczna w stymulowaniu wzrostu pszenicy. Jones
iin. (2007) wskazuja, ze zbyt niskie stezenie preparatow z kwasami humusowymi nie wptywa na
przyswajanie biopierwiastkow przez siewki zbdz, przez co nie wykazuja one pozytywnego efektu.
Cytowani autorzy zwracaja uwage, ze niskie stezenie kwasow humusowych nie wplyneto na
plonowanie pszenicy jarej. Dopiero wyzsza dawka (1,7 kg kwaséw humusowych/ ha) miata wptyw
na uzyskanie wyzszego plonu ziarna. Natomiast Van Tonder (2008) uwaza, iz bardziej efektywne
wprowadzenie kwaséw humusowych do gleby to stosowanie ich soli potasowych. Stosujac
w doswiadczeniu wazonowym dodatek humianupotasu uzyskal wyzszy stopien krzewienia pszenicy
i wyzszy plon ziarna niz w przypadku stosowania samych kwasoéw humusowych.

7. Podsumowanie

Kwasy humusowe nalezg do substancji majacych specyficzne wiasciwosci fizyczne
i chemiczne, ktore pozytywnie wptywaja na zyzno$¢ gleby. Jako substancje pochodzenia naturalnego,
powstajace w procesie humifikacji materii organicznej, moga by¢ szeroko stosowane w rolnictwie w
celu poprawienia wlasciwosci gleby, a przez to wptywaé na plonowanie ro$lin zbozowych..
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Streszczenie

W  niniejszym opracowaniu o charakterze przegladowym przedstawiono znaczenie
prawidtowej dawki azotu w uprawie pszenicy, a takze jej wplywu na plon i jako$¢ ziarna. Na
podstawie przegladu literatury mozna wnioskowaé, ze zard6wno wielko$¢ jak i jako§¢ uzyskanego
plonu w duzym stopniu zaleza od wielko$ci dawki azotu.

1. Wstep

Uprawa zbo6z stanowi istotny element produkcji roslinnej, ktorej podstawowym celem jest
pozyskanie ziarna wykorzystywanego na cele przemystu spozywczego oraz paszowego. Skala
produkcji poszczegdlnych gatunkéow zbdz i kierunki ich wykorzystania sa uzaleznione od wielu
czynnikoéw i podlegaja sezonowym zmianom (Urban 2015). Ogdlna powierzchnia uprawy zb6z
wedtug danych GUS (2017) ksztattowala si¢ na poziomie 6773 tys. ha. w tym 2029 tys. ha zajmowata
pszenica. Krajowa produkcja ziarna zb6z stanowi podstawe surowcowsa pasz dla wielu gatunkow
zwierzat. Stanowig one nieodzowny element dawki pokarmowej, bowiem ich udzial moze stanowié¢
50-90% jej sktadu. Pomimo, Ze stanowia w glownej mierze komponent energetyczny z racji
wysokiego udziatu skrobi, to wprowadzajg rowniez do dawki pokarmowej pewng ilo§¢ biatka. Jego
zawarto$¢ jest jednym z kryteriow jakosciowych ziarna i przydatnosci paszowej. Niemniej wazna
cechg ilosciowg wplywajaca na ekonomike produkcji ziarna zb6z jest uzyskiwany plon ziarna
z hektara. Jest on zmienny w kolejnych sezonach i uwarunkowany wieloma czynnikami do ktérych
naleza warunki pogodowe, zastosowana agrotechnika, odmiana, a takze poziom nawozenia.

Jednym z gléwnych czynnikéw zwigzanych z plonowaniem i jako$cig ziarna jest nawozenie
azotem. Stosowanie odpowiedniego poziomu nawozenia tym pierwiastkiem wplywa na plonowanie
zboz (Sutek i in. 2007). Jest to spowodowane tym, ze zaopatrzenie w azot powoduje znacznie wigcksze
rozkrzewienie produkcyjne roslin, a przez to obsad¢ klosow na jednostce powierzchni, a takze
wigkszg mase 1 1lo$¢ uzyskiwanego ziarna. Istotnie wplywa takze na jako$¢ paszowa ziarna poprzez
zwigkszenie w nim zawarto$ci biatka (Podolska 2008; Jaskiewicz 2014). Przekroczenie zalecanej
dawki azotu powoduje z kolei negatywny wptyw na $rodowisko. Zwigzki azotu przedostajg si¢ do
wod powierzchniowych powodujac zjawisko ich eutrofizacji.

2. Opis zagadnienia

Azot to pierwiastek, ktory jest niezbedny do prawidlowego rozwoju ro$lin. Przy jego
deficycie w glebie, wystepujg objawy niedobordéw objawiajace si¢ zotknieciem lisci, zahamowaniem
wzrostu roslin. W poczatkowym okresie wzrostu niedobdr azotu zaznacza si¢ na najstarszych liSciach
oraz stabszym wyksztatceniem nowych blaszek lisciowych. Przy dlugotrwatym niedoborze azotu u
ro$lin réwniez na miodych liSciach zaczynajg wystepowaé objawy niedoboru tego pierwiastka
(charakterystyczne dla azotu jest to, iz chlorozy pokrywajg calg powierzchnie, w przeciwienstwie do
chloroz wywotanych niedoborem zelaza). Konsekwencja jest takze niedorozwdj czesci
generatywnych prowadzacy do obnizenia produktywnosci roslin. Nizsze plony i ich gorsza jakos¢
powoduja straty dla plantatorow. Zapobieganie niedoborom polega na uzupetnianiu zawartosci azotu
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w glebie poprzez nawozenie mineralne. Alternatywa jest takze mozliwo$¢ stosowania nawozow
organicznych takich jak: obornik, gnojowka czy gnojowica. Konieczne jest jednak stosowanie takiej
technologii nawozenia, aby zapewni¢ odpowiedni plon i jego jakos¢, jednoczes$nie bez negatywnego
wplywu na $rodowisko, zgodnie z zasadami dobrej praktyki rolnictwa zréwnowazonego. Nadmiar
azotu pomimo, ze nie wptywa toksycznie na ros$liny, to moze powodowaé¢ nadmierny wzrost rosliny
i brak mozliwosci przyjmowania innych pierwiastkdéw niezbednych roslinie. Jest on réwniez
niekorzystny ze wzgledu na eutrofizacj¢ wod, a poprzez to nadmierny rozwoj glondéw i zaburzenie
rownowagi biologicznej w zbiornikach wodnych. Istotne jest wigc ustalenie optymalnej dawki azotu
pod wzgledem ekonomicznym i przyrodniczym.

Jak wynika z danych GUS (2017) produkcja nawozoéw azotowych w formie mineralnej i ich
zuzycie utrzymuje si¢ na staltym poziomie z niewielkimi, sezonowymi wahaniami. W sezonie
2015/2016 — zuzytych zostalo 1043 tys. ton. Obserwuje si¢ takze wzrost zuzycia mineralnych
nawozow w uprawach, w tym nawozéw azotowych w ogdlnej strukturze produkcji i zuzyciu
nawozow mineralnych (Rys. 1; Rys. 2.).

| I |
1000
500
N ZIzoio 2012/2013 nIzo:s 2015/2016

8 ZUTYCE NAWDZOW MINERALNYCH COOLEA W TYS, TON

JUZYCE NAWOZOW A2CTOWYCH

Rys. 1. Zuzycie nawozow azotowych w ogodlnej strukturze nawozow mineralnych (GUS 2017).

ZYZYCIE NAWOZOW W 2016 ROKU
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Rys. 2. Struktura zuzycia nawozoéw mineralnych w Polsce (GUS 2017).

127|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

3. Formy azotu stosowane w nawozeniu

Nawozy mineralne stosowane w nawozeniu pszenicy oparte sa na roznych formach azotu:
amidowej, amonowej oraz azotanowej. Forma amidowa i aminowa sa wolniej przyswajane przez
ro§liny. Stad stosowane sa one w nawozach dlugodzialajacych. Sa one réwniez odporniejsze na
wymywanie w glgbsze warstwy gleby. Korzystne jest zatem zastosowanie formy azotanowej, ktora
zostanie szybciej pobrana przez rosliny i uzupeini niedobory azotu, podczas, gdy forma amonowa
zostanie przyswojona wolniej stanowigc rezerwuar azotu w glebie. Forma amidowa, aby mogta
zosta¢ skutecznie pobierana przez system korzeniowy roslin, musi przej$¢ hydroliz¢ do formy
amonowej i nitryfikacj¢ do azotanowe;j. Proces ten wymaga czasu i dziatania bakterii oraz obecnosci
enzymu ureazy. Odpowiada ona za przeksztatcenie mocznika w weglan amonu, po ktérego rozpadzie
ro$liny moga pobieraé¢ jon amonowy. Proces ten trwa $rednio od jednego tygodnia do jednego dnia.
Tempo przeksztatcania mocznika w form¢ amonowa, uzaleznione jest od temperatury gleby i jej
wilgotnosci. Dla przyktadu w temperaturze gleby 2°C, po 4 dniach mocznik jest przeksztalcony do
amoniaku, natomiast przy temperaturze 10°C proces ten zachodzi juz po 2 dniach. Dalszy wzrost
temperatury przyspiesza proces hydrolizy, w 20°C — trwa on 1 dzien.

Jednym ze zrdédet azotu jest takze nawozenie organiczne poprzez wprowadzenie do gleby
obornika, gnojowki lub gnojowicy. W ten sposéb wprowadza si¢ materi¢ organiczng, powstatg jako
uboczny produkt hodowli zwierzat. Synergiczne stosowanie nawozow organicznych i mineralnych
w $wietle wynikow wielu badan jest najlepszym sposobem utrzymania, a nawet zwickszenia zyznosci
i produktywnosci gleby (Suwara 2010). Wedtug Gondek i Gondek (2010) nawozenie pszenicy jarej
siarkg niezaleznie od samej formy zastosowanego nawozenia, powoduje wzrost wykorzystania azotu
z gleby, co przeklada si¢ na wyzszy plon roslin.

Przed zastosowaniem nawozenia mineralnego, powinno si¢ uwzgledniac
mozliwo$¢ przenawozenia gleby azotem, gdyz moze mie¢ to ujemne konsekwencje srodowiskowe
zwigzane z mozliwoscig jego przedostawania si¢ do wod gruntowych i powierzchniowych
zbiornikow wodnych, co negatywnie oddziatuje na $rodowisko wodne poprzez jego eutrofizacje
(Achremowicz i in. 1989). W zwiazku z powyzszym, w celu racjonalnego stosowania nawozenia
azotem, istotne jest precyzyjnie dawkowanie tym pierwiastkiem oraz dobdr jego odpowiedniej
formy. Efektywne zastosowanie nawozenia odpowiednig forma azotu pozwala dostosowaé je do
tempa pobierania tego sktadnika w okresie wzrostu roslin (Kocon 2005). Dobierajac dawkeazotu,
nalezy uprzednio dokona¢ kontroli jego zwartosci w glebie, ale rowniez wziag¢ pod uwage warunki
uprawy i przedplon (Sutek i in. 2007). Jesli przedplon stanowily ro§liny bobowate, pozostawiajg one
w glebie pewna czes¢ azotu, co pozwala zmniejszy¢é dawke nawozenia tym pierwiastkiem.

4. Wielko$¢ dawki azotu w uprawie pszenicy jarej

Zapewnienie odpowiednich warunkéw glebowych oraz optymalnej dawki sktadnikow
pokarmowych dla roslin uprawnych jest nicodzownym elementem, ktory w decydujacym stopniu
wplywa na uzyskiwanie mozliwie najwyzszego plonu, a takze dobrej jakosci ziarna. Poza czynnikiem
genetycznym, ktory odgrywa bardzo wazna role istotne znaczenie majg warunki Srodowiskowe
i agrotechniczne. Z dotychczas prowadzonych przez wielu autoréw badan wynika, ze zalecana dawka
azotu powinna oscylowa¢ w przedziale od 50 do 120 kg N-hal, jednak maksymalna dawka azotu nie
powinna by¢ wyzsza niz 160 kg N-ha (Gasiorowska i in. 2006; Fotyma i Fotyma 2005; Garrido-
Lestache i in. 2004; Borkowska i in. 2002). W uzasadnionych przypadkach mozna jednak zastosowac
pod pszenice jarg tacznie nawet 180 kg N-ha™ (Sutek i Podolska 2008). Nawozenie azotem nalezy
zatem prowadzi¢ stosownie do potrzeb ro$liny uprawnej, w odpowiednich dawkach, proporcjach
i terminach (Kocon 2005). Zrdznicowany zakres stosowania azotu uwarunkowany jest wieloma
czynnikami. Do jednego z nich nalezy czynnik odmianowy (genetyczny). Z badan przeprowadzonych
przez Sutek i Mazurka (2001) wynika, iz odmiany pszenicy jarej w zalezno$ci od reakcji na
nawozenie azotem mozna podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej z nich zaklasyfikowaé mozna
odmiany, ktore w reakcji na nawozenie duzg dawka azotu znacznie wyzej plonowalty (KOC 4898
i Triso), natomiast drugg grup¢ stanowity odmiany reagujace zwyzka plonu na $rednig dawke azotu
(NAD 297, KOC 4297, KOC 4497, KOH 797, KOH 997, STRG 109/94, SW 32470). Odmiany
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reagujace na duze dawki azotu istotnie zwigkszyly liczbe ziaren z rosliny i klosa oraz wzrastalo
rozkrzewienie produkcyjne. Z kolei odmiany z grupy drugiej reagowaty zwiekszeniem elementow
struktury plonu przy $redniej dawce azotu oraz utrzymaly je przy zwigkszeniu tej dawki. Jarecki i in.
(2016) stwierdzili, ze wzrost dawki nawozenia azotem z 80 do 120 kg N-ha™) wplywala na zwyzke
plonu ziarna, liczbe ktoséw na jednostce powierzchni, mase¢ tysigca nasion oraz zawarto$¢ biatka
Zbadan przeprowadzonych przez Cacak-Pietrzak i Sulek (2007) wynika, ze pod wpltywem
zwigkszonej dawki azotu uzyskano wyzsze plony ziarna pszenicy jarej. Jednak w wieloletnim
doswiadczeniu wazonowym, niezaleznie od sezonu wegetacyjnego najwyzej plonowaty odmiany
Hewilla, Raweta oraz r6d NAD 403. W roku 2005 jedynie u odmiany Raweta stwierdzono efektywne
wykorzystanie najwyzszej dawki N (3,6 g/wazon). W kolejnym roku podobny efekt zaobserwowano
u odmiany Hewilla. Pozostale odmiany reagowaty zwyzka plonu jedynie do $redniej dawki N (2,4
g/wazon).

Na duze znaczenie czynnika odmianowego w nawozeniu azotem pszenicy jarej
wskazujg takze wyniki badaf uzyskane przez Ggsiorowska i Makarewicza (2004). Autorzy w trakcie
dwuletniego okresu uprawy czterech odmian pszenicy jarej (Banti, Henika, Jasna, Eta), uzyskali
najwyzszy plon ziarna pszenicy jarej stosujac nawozenie azotem w ilosci 160 kg N-ha? (Tab.1).
Rowniez Biskupski i in. (2007) wskazuja na duze znaczenie nawozenia azotem pszenicy jarej,
zwlaszcza w przypadku nowych odmian, gdzie nie do konca poznana jest agrotechnika, a zwlaszcza
optymalny poziom nawozenia tym pierwiastkiem.

Tab. 1. Plon ziarna pszenicy jarej w zalezno$ci od dawki azotu (Gasiorowska, Makarewicz 2004).

Nawozenie azotem (kg-ha™?)
0 40 80 120 160
Banti 3,10 3,90 4,77 5,22 5,54 451
Henika 3,16 3,95 4,57 5,02 5,31 4,40
Jasna 3,32 4,16 4,92 5,36 5,69 4,69
Eta 3,18 4,27 4,70 5,44 5,72 4,66
Srednio 3,17 4,07 4,74 5,26 5,57 4,56
Banti 2,74 3,71 4,65 5,04 5,35 4,30
Henika 3,04 3,62 3,87 5,03 5,08 4,13
Jasna 2,97 3,93 4,47 5,06 5,17 4,32
Eta 3,10 3,83 4,09 4,93 5,49 4,29
Srednio 2,96 3,73 4,27 4,94 5,27 4,23

Rok | Odmiana Srednio

2001

2002

Buczek i in. (2011) prowadzili badania dotyczace poziomu nawozenia pszenicy odmiany
Kandela, gdzie stosowano dwie technologie uprawy, tj.: §rednio intensywna (Al) i intensywng (A2).
Autorzy uzyskali wyzszy plon ziarna przy zastosowaniu wyzszego poziomu nawozenia azotem(120
kg N-ha'l). W tych badaniach zaobserwowano wzrost plonu ziarna, wraz ze wzrostem warto$ci cech
struktury tanu takich jak: liczba ktosow i masa tysigca nasion (MTZ). Zwyzke plonu proporcjonalnie
do wzrostu dawki nawozenia azotem pszenicy jarej stwierdzili rowniez Gasiorowska i in. (2006).
Konkluzja prowadzonych przez autorow badan, byto stwierdzenie, iz zwigkszenie dawki nawozenia
pszenic jarych azotem (od 40 do 160 kg N-ha) powoduje istotne zwigkszenie poziomu plonowania.
Natomiast badania Borkowskiej i in. (2002) wskazuja, ze dopiero zastosowanie wysokiej dawki azotu
w ilosci 150 kg N-ha! powoduje zwigkszenie plonu pszenicy jarej o 0,21 t-ha™. Podobng tendencje
zauwazyli Panasiewicz i in. (2011) w przypadku jarej formy pszenicy twardej. Autorzy uzyskali
najwyzszy plon pszenicy na obiektach, gdzie zastosowano dawke 150 kg N-hat. Przeciwnie wyniki
daty badania przeprowadzone przez Borkowska i in. (2002), ktére wykazaly niewielki wptyw
nawozenia azotem na plonowanie pszenic jarych. Jedynie w jednym roku badafn zastosowanie
wyzszej (150 kg N-ha*) dawki spowodowalo istotny wzrost plondw, kiedy to w poréwnaniu do dawki
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50 kg N-ha! uzyskano plon wyzszy o 0,66 t-ha’. Réwniez w badaniach przeprowadzonych przez
Biskupskiego i in. (2007) nie stwierdzono istotnych réznic w plonowaniu pszenic jarych przy
zastosowaniu réznych pozioméw nawozenia azotem (80 i 120 kg N-ha*). Wyniki te spowodowane
moga by¢ warunkami pogodowymi w jakich uprawiane byty rosliny, a w szczegdlnosci niedoborami
wody, ktére powoduja znaczne obnizenie pobrania azotu z gleby.

Badania Dreslera i in. (2010) potwierdzajg zalezno$¢ pomi¢dzy zwickszong dawka azotu
a wzrostem plonu ziarna pszenicy jarej. Autorzy zaobserwowali wzrost wielko$¢ plonu ziarna przy
nawozeniu 120 kg N-hal, ktéry wynosit 5,6 t-ha i byt wyzszy o 2,06 t-ha w stosunku do obiektu
kontrolnego. Réwniez wyniki badan Wojciechowskiego (2005) wykazaly, ze wyzszy poziom
nawozenia azotem wplynat na sukcesywny oraz istotny statystycznie wzrost plonowania pszenicy.
Najnizszy plon ziarna pszenicy autor uzyskat z obiektu kontrolnego. Poza tradycyjnym, doglebowym
systemem nawozenia upraw pszenicy jarej, mozliwe jest takze zastosowanie nawozenia dolistnego,
ktore uzasadnione jest zwlaszcza w warunkach suszy. Wtedy utrudnione jest pobranie azotu poprzez
system korzeniowy, a dolistne nawozenie pozwala uzupeli¢ dawke azotu. W badaniach
Gasiorowskiej i Makarewicza (2008) zastosowano dwa sposoby nawozenia. Najwyzszy plon ziarna
pszenicy jarej uzyskano z plantacji nawozonej azotem w dawce 150 kg N-hal, natomiast podzielenie
dawki azotu na dwa sposoby nawozenia tradycyjny w ilosci 60 kg N-ha? i nawozenie dolistne byt
nizszy jedynie o 0,6 t-ha™.

5. Wplyw dawki azotu na jako$¢ plonu

Ziarno pszenicy w znaczacym stopniu wykorzystywane jest gtownie do przerobu na make,
ktéra z kolei stuzy jako surowiec do wypieku pieczywa. Jako$§¢ ziarna uzalezniona jest od wielu
czynnikow, do ktorych poza odmiang i warunkami meteorologicznymi nalezy réwniez nawozenie
azotem. Z tego wzgledu, dotychczas prowadzonno szereg badan nad wplywem dawki nawozenia
azotem na przydatno$¢ technologiczng ziarna (Cacak-Pietrzak i in. 1999, Gooding i Smith 1998,
Hevia i Fuenzalida 1988, Knapp i Harms 1988). W wyniku wzrostu dawki N obserwuje si¢ wzrost
ogoblnej zawarto$ci biatka (Chrzanowska-Drozdz i in. 1999, Mazurek i Sutek 1999). W badaniach
jakie przeprowadzili Ralcewicz i Knapowski (2004) stwierdzono istotng dodatnig korelacje pomiedzy
nawozeniem azotem, a zawartoscia biatka ogoélnego. Mazurek i Sutek (1999) przy zwigkszeniu
nawozenia N do 80 t-ha"tuzyskali wzrost zawarto$ci bialka w ziarnie pszenicy o 2%. Badania tych
samych autorow takze udowadniaja, iz zawarto$¢ biatka zwigzana jest z poziomem nawozenia
azotem. Najwickszy wzrost zawartosci biatka w tych badaniach stwierdzono u rodu NAD 297.
Niezaleznie od odmiany réznica miedzy najnizszym, a najwyzszym nawozeniem w zakresie
zawartos$ci biatka w ziarnie wynosita 5,2 %. Podobne wyniki uzyskali Wrobel i Szemplinski (1999).
W ich badaniach zastosowanie dawki 160 kg N-hal spowodowalo wzrost zawartoéci biatka o 3%,
a glutenu mokrego o 13% w poréwnaniu do obiektu kontrolnego. Natomiast Podolska (2008)
stwierdzila, Ze zastosowanie 120 kg N-ha* trzy razy w okresie wegetacji pszenicy w dawkach po 40
kg N-ha?! powodowalo wzrost zawartoéci bialka i glutenu w poréwnaniu z taka samg dawka
zastosowang dwukrotnie po 60 kg N-hat.

6. Podsumowanie

Azot jest waznym pierwiastkiem wptywajacym na plonowanie i jako$¢ ziarna pszenicy jarej.
Na podstawie analizowanej literatury wnioskowa¢ mozna, ze nie tylko sama dawka azotu, ale takze
sposob jej podzialu w czasie wegetacji wptywa na efektywno$¢ wykorzystania tego pierwiastka.
W dazeniu do pozyskania wysokiego plonu ziarna o dobrej jako$ci nie nalezy zapominaé¢ o tym, ze
ewentualne nie wykorzystanie azotu przez rosliny moze prowadzi¢ do jego wymywania do wod
gruntowych, a tym samym do eutrofizacji wod powierzchniowych i niekorzystnego wptywu na
srodowisko naturalne. Nie bez znaczenia jest takze aspekt ekonomiczny nawozenia, gdyz jest ono
jednym z glownych czynnikow generujacych koszty uprawy pszenicy.
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