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Przedmowa

Opracowanie przeznaczone jest dla wszystkich zainteresowanych zglebianiem wiedzy
z dos¢ obszernego zakresu nauk przyrodniczych. Niniejsze wydawnictwo ,,Mtodzi Naukowcy” jest
rezultatem wspotpracy w sferze naukowej, prezentujace dokonania mtodych oséb, ktére pragnely
podzieli¢ si¢ swoim dorobkiem naukowym z szeroka rzesza czytelnikdbw. W serii opracowan
zajmujacych si¢ dokonaniami mtodych naukowcow, zakres stawianych przed nimi zadan i dziatan
ciagle rozszerza si¢. Nauki przyrodnicze zajmuja si¢ badaniem zachodzacych zjawisk celem poznania
rzadzacymi nimi praw wykorzystujac je dla dobra cztowieka. W szybko rozwijajacych si¢ naukach
przyrodniczych, codziennie odkrywane sg nowe zaleznos$ci i powigzania z innymi obszarami nauki
informujace o zlozonos$ci tej dziedziny. Obecnie utrwala si¢ coraz bardziej i powszechniej
przekonanie, ze stosowanie jedynie kompleksowych badan z zakresu wszystkich dziedzin nauki,
prowadzi do petniejszego zrozumienia proceséw. Konieczno$é znajomosci zjawisk zachodzacych
W 6wczesnym $wiecie wymusza na nas samych wdrozenie etapu samorozwoju poprzez zglebienie
wiedzy z wielu dziedzin nauki. Zagadnienia, ktorymi zajmuja si¢ badacze wymagaja wykonania
pewnej liczby do§wiadczen. Doswiadczenia te daja podstawe do wysuwania wnioskow, ktore moga
wymagac dalszych, glgbszych i wnikliwszych badan. W przyrodzie nie ma identycznosci, wigc
uzyskane wyniki moga by¢ tylko posrednimi w drodze tych badan.

Czg$¢ pierwszej monografii poswigcono zywnosci i zywieniu, gdzie rozbito na elementy
sktadowe, migdzy innymi produkty migsne, jak i drogi ich przetwarzania oraz przemian
fizykochemicznych w celu wytwarzania produktéw bardziej bezpiecznych i zdrowych. W drugiej
czgéei skupiono si¢ na produkcji roslinnej, przedstawiajac potencjal biotechnologiczny roslin
i mechanizmy wptywu oraz ich pochodnych na zycie czlowieka. Wykorzystano takze badania
z zakresu zroéwnowazonego rolnictwa polepszajace warunki fizykochemiczne gleby oraz roli
instytucji rolniczych. W czgéci trzeciej badania mtodych naukowcow ukierunkowane sg w strone
zaleznosci, roli oraz relacji grup organizmow zwierzecych. Mowa jest tu o procesach destrukcyjnych,
niedoborach oraz wihasciwosciach struktur oraz strategiach dziatania jak réwniez 0 Stosowaniu
nowych rozwigzan.

W czesci czwartej zglebiane sa zagadnienia nauk medycznych w oparciu o podejscie do
badanego procesu lub zalezno$ci ze strony genetycznej. Analizy zawieraja oceny skuteczno$ci
i stabilnoéci emuls;ji, olejkéw oraz probek biologicznych w zastosowaniach biochemicznych przy
uzyciu caltego spektrum metod badawczych.

Pigta z monografii zawiera rozdzialy dotyczace dziatalnosci weterynaryjnej. Ukazane sg
tutaj zagrozenia na jakie narazeni jesteSmy ze strony zwierzat, a takze cale bogactwo analiz
przebiegdw chordb, zaburzen zwierzat domowych i gospodarskich. Nakres§lono tu takze role i geneze
zwierzat w symbiozie z cztowiekiem.

Czg$¢ szosta omawia i skupia sie na odzialywaniach wewnatrz §rodowiskowych. Badania
zawarte w tej czesci opisuja zaleznosci i presj¢ srodowiska oraz powigzania sktadowych tancuchow
zalezno$ci biotycznych. Uwidocznione i proponowane s3 tutaj nowe narzedzia oceny i rozwigzania
wptywajace na biordznorodno$¢ fauny i flory.

Zespot redakcyjny ma nadzieje, ze zawarte w tym opracowaniu wiadomosci z zakresu nauk
przyrodniczych umozliwig czytelnikom zrozumienie i zapoznanie si¢ z wiadomosciami niezbednymi
do otwarcia na wiele dyscyplin nauki oraz zjawisk zachodzacych w otaczajacym nas §wiecie. Mamy
takze nadzieje, ze przystepnos¢ formy przypadnie Panstwu do gustu i przyczyni si¢ do propagowania
dokonan mitodych naukowcédw. Zdajemy sobie spraweg, ze pelne i1 catkowite zrozumienie
przedstawionych w zestawieniu prac o tak szerokiej tematyce jest rzecza trudng i skomplikowang lecz
nie niemozliwa. Wszystko wymaga pewnej dyskusji wsrdd zainteresowanych oraz uzgodnienia
wiasnych pogladow.

dr Marcin Baran
Instytut Ochrony Roslin - PIB
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1. Wplyw kwasu askorbinowego na lagodzenie skutkow stresu solnego
u wybranych odmian pomidora (Lycopersicon esculentum) w kulturach
in vitro
Effect of ascorbic acid to alleviate salinity stress in selected tomato cultivars
(Lycopersicon esculentum) in in vitro cultures

Kulik Cecylia, Bednarek Martyna, Mgtosick Oktawia, Krupa-Maltkiewicz Marcelina

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

Kulik Cecylia: cyl.usia@gmail.com
Stowa kluczowe: mikrorozmnazanie, witamina C, NaCl, CaClz, zasolenie

Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu kwas askorbinowego (witaminy C) na
tagodzenie skutkéw stresu solnego u wybranych odmian pomidora. Material badawczy stanowity
nasiona 3 odmian pomidora (Lycopersicon esculentum): Marzano, Ikarus i Romus. Zastosowano
9 kombinacji pozywek MS (Murashige i Skoog 1962) uzupetnionych solg NaCl i CaCly: w dwoch
stezeniach kazda (100 i 200mM) z dodatkiem/bez dodatku 1M witaminy C. Kontrole
w do$wiadczeniu stanowita pozywka MS bez dodatku soli i kwasu askorbinowego. Uzyskane z nasion
eksplantaty pedowe wyktadano do stoikdw uzupetnionych 30ml pozywki i pozostawiano w fitotronie
na 5 tygodni. Nastgpnie dokonano pomiaréw cech morfologicznych, tj. wysokosc¢ roslin (cm), liczba
nowych pedow, dtugos¢ (cm) i liczba korzeni, §wieza i sucha masa (g) oraz procentowa zawarto§¢
wody. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze dodatek 1M witaminy C do
pozywki MS uzupetnionej 100mM NaCl spowodowat 50% wzrost dlugosci i liczby pedow, dlugosci
korzeni oraz §wiezej i suchej masy eksplantatow odmiany Romus. U odmiany Marzano namnazanej
na pozywce MS z dodatkiem 200mM soli CaCl obserwowano stymulujacy wplyw witaminy C na
wysoko$¢ i liczbg pedow. Kwas askorbinowy dodany do pozywki MS uzupelnionej 100mM soli
CaCl, pozytywnie wplywat na rozwdj czgéci nadziemnych u odmiany Ikarus. Dodatek do pozywki
200mM soli CaCl; uniemozliwit wzrost roslin pomidora.

1. Wstep

Pomidor jest szeroko rozpowszechnionym w uprawie warzywem jednorocznym
spozywanym w wickszo$ci regiondw §wiata. Stres solny powaznie ogranicza jego wzrost i rozwoj,
co moze przyczynic si¢ do obnizenia ilosci uzyskiwanego plonu. Pomimo jego szerokiej adaptacji do
réznych warunkow klimatycznych, jego produkcja skoncentrowana jest w cieptych i raczej suchych
rejonach Morze Srédziemnego i Kalifornii. W wyniku naturalnych procesow glebotworczych
w regionach tych powstaja znaczne ilosci soli. Zasolenie na tych terenach jest powaznym
ograniczeniem. Akumulacja soli (zwlaszcza sodu) jest jednym z gtéwnych zagrozen fizjologicznych
dla ekosystemow (Zhu 2001; Sajid i Antab 2009; Bybordi 2012; Krupa-Matkiewicz i in. 2015).
Negatywny wplyw stresu solnego na swoje odzwierciedlenie w podstawowych procesach
metabolicznych tj. fotosynteza, metabolizm lipidow i synteza biatek. S61 w duzych ilosciach
kumuluje si¢ w chloroplastach i wywiera toksyczny wptyw na fotosynteze, destabilizujac kompleksy
biatkowe i niszczac barwniki fotosyntetyczne.

Roslinne kultury in vitro sa doskonata alternatywa metody selekcji dazacej do wytypowania
genotypow tolerancyjnych w warunkach laboratoryjnych. Metody te umozliwiaja otrzymanie
wynikow w krotkim czasie, niezaleznie od warunkow klimatycznych. Tolerancja ro$lin na stres
abiotyczny w fazie siewki jest $cisle skorelowana z tolerancja rosliny dojrzatej (Rzepka-Plevnes i in.
2008)
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Stad tez, celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu kwas askorbinowego (witaminy C)
na tagodzenie skutkow stresu solnego u wybranych odmian pomidora.

2. Material i metody

Doséwiadczenie przeprowadzono w Laboratorium Kultur Tkankowych i Komérkowych
Katedry Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ro$lin Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie. Materiatem wyjSciowym do zatozenia dos§wiadczenia byly nasiona
3 odmian pomidora (Lycopersicon esculentum): Marzano, Ikarus i Romus. Pierwszg czynnoscia byta
wstepna dezynfekcja materiatu nasiennego 70% roztworem alkoholu przez 30 sekund i przeptukanie
dejonizowana woda sterylna. Nastgpnie do dezynfekcji wlasciwej zastosowano 10% roztwor
podchlorynu sodu (NaOCI) przez 15 minut. Po tym czasie trzykrotnie wyptukano nasiona
dejonizowang woda sterylng.

Zastosowano 9 kombinacji pozywek MS (Murashige i Skoog 1962) uzupehionych solg
NaCl i CaCl,: w dwoch stezeniach kazda (100 i 200mM) z dodatkiem/bez dodatku 1M witaminy C.
Kontrolg w do§wiadczeniu stanowita pozywka MS bez dodatku soli i kwasu askorbinowego. Kazda
pozywke MS uzupetiono dodatkowo 100 mg dm™ inozytolu, 8 g dm-3 agaru oraz 30 g dm™ cukru
sacharozy. Nastepnie stoiki z pozywkami autoklawowano przez 20 minut w 121°C i ci$nieniu 0.1
MPa.

Tab. 1. Sktad pozywek

-
©

MS | Zastosowana sol | Kwas askorbinowy

+ - -

+ NaCl (100mM) -

K.

2.

3. + NaCl (100mM) +
4. | + | NaCl(200mMm) -
5. | + | NaCl(200mM) +
6. | + | CaCl,(100mM) -
7. | + | CaCl2(100mM) +
8. | + | CaClz (200mM) -
9. | + | CaClz (200mM) +

Po uzyskaniu z nasion eksplantatéw pedowych, jednowgztowe fragmenty (lcm) pedow
wyktadano po 4 do stoikdw uzupetnionych 30ml pozywki, w 6 powtorzeniach. Kultury inkubowano
w pokoju wzrostowym, w $wietle biatym, w temperaturze 25°C i zastosowano fotoperiod: 16 godzin
$wiatla i 8 godzin ciemnosci. Po 5 tygodniach dokonano pomiaréw cech morfologicznych takich, jak:
wysokos$¢ roslin (cm), liczba nowych pedow na roslinie, dtugos¢ (cm) i liczba korzeni, §wieza i sucha
masa (g) oraz procentowa zawarto$§¢ wody oraz dokonano dokumentacji fotograficznej.

Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie z wykorzystaniem dwuczynnikowej
analizy wariancji testem Tukey’a. Istotno$¢ roznic oznaczono na poziomie istotnosci 0=0.05.

3. Wyniki i dyskusja

Konwencjonalne strategie hodowli roslin w celu przezwycigzenia negatywnych skutkéw
zasolenia maja ograniczong efektywnos$¢. Jedna ze skutecznych metod tagodzenia stresu solnego
u roslin jest zastosowanie nieenzymatycznego przeciwutleniacza, ktorym jest kwas askorbinowy
(witamina C) (Bybordi 2012; Agami 2014). Kwas askorbinowy jest kumulowany w réznych
czeg$ciach roslin jednak jego najwyzsza koncentracja charakteryzuja si¢ liscie. Oprocz wlasciwosci
antyoksydacyjnych witamina C indukuje takze syntez¢ biatek odpornosci na stresy i innych
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komponentow obrony chemicznej. Zwigzek ten jest szeroko stosowany do przeciwdziatania
negatywnym wptywom zasolenia u ro$lin (Sajid and Aftab 2009; Bybordi 2012; SaeidiSaret al. 2013;
Agami 2014). W niniejszych badaniach dokonano poréwnania reakcji 3 odmian pomidora narazonych
na stres solny w interakcji z 1M kwasu askorbinowego. W trakcie badan zaobserwowano zwiekszong
toksyczno$¢ soli CaClz. Rosliny wylozone na pozywke z dodatkiem tego zwigzku w stezeniu 200mM
nie podjely wzrostu mimo zastosowania kwasu askorbinowego, stad tez proba ta zostala
wyeliminowana z do§wiadczenia na poczatku prowadzenia badan.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw zaobserwowano, ze dodatek soli niezaleznie od jej
rodzaju jak i stgzenia mial negatywny wplyw na takie cechy morfologiczne jak: wysoko$¢ roslin,
liczb¢ nowych pedow na roslinie, dlugos¢ i liczbg korzeni. W trakcie badan zaobserwowano
zwigkszong toksyczno$¢ soli CaCly. W doswiadczeniu wykorzystano pozywki z dwoma stezeniami
danej soli (100 i 200mM), z czego wyzsze st¢zenie wykazywalo zwigkszong toksyczno$¢. Rosliny
wyltozone na medium z dodatkiem tego zwigzku w stezeniu 200mM nie podj¢ly wzrostu mimo
zastosowania kwasu askorbinowego, stad tez proba ta zostala wyeliminowana z do§wiadczenia na
poczatku prowadzenia badan. W przypadku stezenia 100mM najlepiej regenerowata si¢ odmiana
Romus. Srednia wysoko$é¢ roslin i liczba wytworzonych nowych pedéw wynosity odpowiednio
2.71ecm i 1.5. W przypadku czgéci podziemnych wyréznita si¢ odmiana Marzano. Srednia liczba
zregenerowanych przez pojedynki korzeni wynosita 6.

S6l NaCl zostata dodana do podloza wzrostowego rowniez w dwodch stezeniach — 100
i 200mM. W przeciwienstwie do soli CaCl, we wszystkich probach zaobserwowano procesy
regeneracyjne i wzrostowe roslin. Najkorzystniejszag odpowiedZz na obecnos¢ 200mM soli NaCl
w podiozu wykazala odmiana Marzano. Zaobserwowano u niej najwyzsze wartosci wszystkich
badanych cech morfologicznych (dtugosé pedu —2.2cm, liczba wytworzonych nowych pedoéw — 1.25,
dtugos¢ — 2.48cm i liczba korzeni — 1.13).

Wyniki pomiarow nie wykazaly istotnych réznic w przypadku pomiardow czgsci
nadziemnych ros$lin namnazanych na pozywkach z dodatkiem 100mM NaCl. Biorac pod uwage
czgsécl podziemne roslin znaczaco wyrdzniaty si¢ odmiany Marzano, w przypadku dlugosci korzeni
(9.53cm) i Romus, w przypadku liczby korzeni (9.75).

Zastosowanie kwasu askorbinowego jako elementu niwelujacego skutki stresu solnego
miato pozytywne odzwierciedlenie w przypadku wysokosci roslin i liczby utworzonych nowych
pedow. Wszystkie odmiany charakteryzowaty sie wiekszg wysokoscig i iloscig pedow, jednak wcigz
wyniki te byly nizsze niz w przypadku proby kontrolnej. Najlepsza odpowiedZ na zastosowany
antyoksydant wykazata odmiana Romus. Na pozywce z dodatkiem 100 i 200mM NaCl jej wysoko$¢
wynosita $rednio 4.56 i 1.5cm. Uzupetnienie pozywki o 1M kwasu askorbinowego spowodowato
zwigkszenie wynikow do odpowiednio: 8.28 12.21cm, natomiast liczba pedéw wzrosta §rednio z 1.88
do 4.88 co stanowi 260% liczby pedow uzyskanych na podtozu bez dodatku witaminy C.

W wigkszosci przypadkow dodatek kwasu askorbinowego do podtoza miat istotny wpltyw
na rozwoj czgsci podziemnej pomidoréw. Regenerowane korzenie byty dtuzsze, jednak ich liczba
byta znacznie mniejsza. U odmiany Romus, w wyniku zastosowania witaminy C, regenerowane
korzenie byty dtuzsze o ponad potowg zaréwno od proby hodowanej na podtozu z dodatkiem 100mM
NaCl jak i kontroli, jednak ich ilo$¢ spadta o potowe. Najlepszy wzrost na podtozu z dodatkiem
200mM CaCl, i 1M kwasu askorbinowego zaobserwowano u odmiany Ikarus. Srednia wysoko$¢ tych
ro$lin wzrosta z 1.94cm do 3.15, po zastosowaniu zwigzku tagodzacego skutki stresu solnego
natomiast liczba pedow zwiekszyta si¢ o okoto 1.

Dodatek kwasu askorbinowego w wigkszosci prob wplynat hamujaco na liczbe
regenerowanych korzeni, natomiast stymulujaco na ich dlugo$¢. Moze to by¢ wynikiem dazenia
ro$liny do glebszych warstw podloza w celu odnalezienia niszy wykazujacej mniejsze zasolenie, stad
dhugie, ale malo rozbudowane korzenie. Najdluzsze korzenie w relacji z witaming C wyksztalcita
odmiana Romus (100mM NaCl — 16.94cm, 100mM CaCl; - 6cm). Najwigksza redukcje ilosci korzeni
zaobserwowano u odmiany Marzano. W przypadku 100mM soli NaCl ich liczba spadta z 4.13 do 3.5,
w przypadku 200mM NaCl z 1.13 do 1 a na podtozu z dodatkiem 100mM CaCl, z 6 do 2.75.
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Tab. 2. Wplyw kwasu askorbinowego na tagodzenie skutkow stresu solnego u wybranych odmian
pomidora.

POZYWKA / MEDIUM
MS + MS +
MS+ | 100mM | MS+ | 200mM | MS + MS +
ODMIANA/ | Mms 100m | NaCl+ | 200m | NaCl+ | 100m 100mM
CULTIVAR M kwas M kwas as- M CaCl2 + kwas
NaCl | askorbi- | NaCl korbi- CaCl2 | askorbi-nowy
nowy nowy
iy SREDNIA /
DEUGOSC PEDU (cm) / SHOOT LENGTH (cm) AVERAGE
IKARUS 11.74 | 4.93 5.15 2.08 2.04 1.94 3.15 4.43
ROMUS 11.94 | 4.56 8.28 15 2.21 2.71 341 4.94
MARZANO | 11.03 | 4.72 4.93 2.2 3.94 2.3 2.6 4.53
SREDNIA /
AVERAGE 1157 | 4.74 6.12 1.93 2.73 2.32 3.05
NIRa0.05/ _ _ _
LSD00.05 NIRI=3.30, NIRI1=39.36, NIRI/I1=6.89
. SREDNIA /
LICZBA PEDOW / SHOOT NUMBER AVERAGE
IKARUS 3.25 | 1.88 2.63 1.25 1.38 1.25 1.88 1.93
ROMUS 475 | 1.88 4.88 1.13 1.13 15 1.75 2.43
MARZANO | 1.88 | 1.63 2.00 1.25 1.88 15 15 1.61
SREDNIA /
AVERAGE 329 | 1.79 3.76 1.21 1.46 1.42 1.71
NIRa0.05 _ _ _
/LSD00.05 NIRI=4.72, NIRI1=9.95, NIRI/II=5.89

Zasolenie zmniejsza ilo$¢ wchitanianej przez korzenie wody poprzez osmoze, a nastepnie
wywoluje stres wodny. Pobor wody przez rosling jest zmniejszony wraz ze zwigkszonym zasoleniem
(Romero-Aranda i wsp. 2001). Al-Harbi i wsp. (2009) i Al-Omran i wsp. (2012) stwierdzili, ze
niekorzystny wplyw nawadniania rosliny zasolong woda na catkowita sucha masg i catkowity plon
swiezych pomidoréw wynika z ograniczenia efektywnosci wykorzystania wody przez rosling do
wzrostu. Al-Karaki (2000) stwierdzit spadek suchej masy pomidoréw
w przypadku wykorzystaniu wody o zwigkszonym st¢zeniu soli. Jednak efektywnos$¢ wykorzystania
wody jest stata w zakresie zasolenia pomiedzy 4.7 do 9.1 dS m* (Van Os, 2001; Reina i in., 2005).
Tardznica, oprocz typu uzytego pomidora, moze by¢ przypisana innym czynnikom, w tym warunkom
klimatycznym.

W badaniach wilasnych zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia soli w podiozu
stopniowo spadala procentowa zawarto$¢ wody w roslinach pomidora odmiany Ikarus oraz Marzano,
w poréwnaniu do kontroli (Tab. 3). Przy czym, u roslin odmiany Marzano na pozywce z dodatkiem
100 mM soli CaCl2 obserwowano najwyzszy spadek zawartosci wody (o 8.66%
w porownaniu do ro$lin z pozywki kontrolnej). Natomiast u odmiany Romus wraz ze wzrostem
stezenia soli w podlozu wzrosta réwniez zawartos¢ wody. Najwyzsza zawarto§¢ procentowa wody u
tej odmiany obserwowano na pozywce MS uzupetnionej 100 mM soli NaCl (11.63%). Mozna zatem
przypuszczaé, ze rosliny odmiany Romus wykazuja podwyzszong tolerancj¢ na zastosowany stres
solny. Podobne do badan wlasnych obserwacje opisali EI-Tayeb (2005), Agami (2014) oraz Krupa-
Matkiewicz i in. (2015), ktérzy w swoich badaniach réwniez zaobserwowali, ze dzialanie stresu
solnego powoduje znaczng redukcje §wiezej i suchej masy pedéw i korzeni u badanych roslin.
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Tab. 3. Wplyw kwasu askorbinowego na tagodzenie skutkow stresu solnego u wybranych odmian
pomidora.

POZYWKA / MEDIUM
MS + MS + MS +
MS+ | 100mM | MS+ | 200mM | MS+ | 100mMm
M kwas M kwas M kwas
CULTIVAR _ ) .
NaCl | askorbi- NaCl askorbi- | CaCl2 askorbi-
nowy nowy nowy
iy SREDNIA /
DLUGOSC KORZENI (cm) / ROOTS LENGTH (cm) AVERAGE
IKARUS 8.26 | 266 | 576 0 0 0 0 2.38
ROMUS 723 | 575 | 16.94 0 0 5 6 5.85
MARZANO | 11.44 | 9.53 6.1 2.48 1.38 3.91 4.19 5.58
SREDNIA /
AVERAGE 8.98 | 5.98 9.6 0.83 0.46 2.97 3.39
NIR"(‘X%%SS/LSD NIRI=23.27, NIRII=47.76, NIRI/11=22.25
SREDNIA /
LICZBA KORZENI / ROOTS NUMBER AVERAGE
IKARUS 1963 | 225 | 213 0 0 0 0 3.43
ROMUS 1363 | 975 | 5.63 0 0 0.38 2 4.48
MARZANO | 12.13 | 4.13 3.5 1.13 1 6 2.75 4.38
SREDNIA /
AVERAGE | 1513 [ 538 | 375 0.38 0.33 2.13 1.58
NIR"(‘X%%SS/LSD NIRI=7.01, NIRII=60.18, NIRI/I1=21.25

Ryc. 1. Wptyw kwasu askorbinowego na tagodzenie skutkow stresu solnego u wybranych odmian
pomidora: A - Romus; B - Ikarus; C - Marzano; 1 — 100mM NacCl, 2 — 100mM NaCl + 1M kwasu
askorbinowego, 3 —200mM NaCl, 4 — 200mM NaCl + 1M kwasu askorbinowego, 5 — 100mM CacCl,,
6 — 100mM CaCl; + 1M kwasu askorbinoweg.o

Fig. 1. The influence ascorbic acid on morphological trait of selected cultivars of tomato. A - Romus;
B - Ikarus; C - Marzano, 1 — 100mM NaCl, 2 — 100mM NaCl + 1M ascorbic acid, 3 — 200mM NacCl,
4 — 200mM NaCl + 1M ascorbic acid, 5 — 100mM CaCl,, 6 — 100mM CaCl, + 1M ascorbic acid.
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Dodatek kwasu askorbinowego do podtoza nie wptynat znaczaco na zawarto$¢ procentowa
wody w roslinach poddanych dzialaniu stresu solnego. U roslin odmiany Romus zaobserwowano
spadek procentowej zawartosci wody w poréwnaniu do roslin z pozywki bez dodatku witaminy C.
Najwigkszy spadek zawartosci wody zaobserwowano na pozywce
z dodatkiem 200mM NaCl i 1M kwasu askorbinowego (22,16%). Wzrost zawartosci wody
w roslinach zaobserwowano u odmian Ikarus i Marzano. Najwyzszg zawarto$¢ procentowa wody U
tych odmian obserwowano na pozywce MS uzupelnionej o 200mM CaCl, i 1M kwasu
askorbinowego. Wynosita ona kolejno: 90.53 i 83.65%.

Tab. 4. Wplyw soli NaCl, CaCl; i kwasu askorbinowego na $wiezg i suchg mase (g) oraz zawarto$¢
wody (%) w roslinach wybranych odmian pomidora.

PODLOZE/ MEDIUM

MS + MS + MS +

ODMIANA/ MS+ 100mM | MS + | 200mM MS + 100mM

CYLTIVAR Ms | 100mMm NaCl + | 200m | NaCl + 100mM CaCl» +
NaCl kwas. M kwas. caCl, kwag

askorbi- | NaCl | askorbin askorbino
nowy owy wy
SWIEZA MASA (g)/ FRESH WEIGHT (g)
IKARUS 1.321 | 0.422 0.358 | 0.206 | 0.154 0.616 0.391
ROMUS 0.864 | 0.663 1.226 | 0.155 | 0.252 0.613 0.590
MARZANO 0.782 | 0.446 0.465 | 0.143 | 0.205 0.221 0.177
NIR00.05/LSDa0.05 NIRI=1.66, NIRII=3.29, NIRI/11=1.69
SUCHA MASA (g)/ DRY WEIGHT (g)
IKARUS 0.099| 0.048 0.035 | 0.021 | 0.021 0.076 0.037
ROMUS 0.177| 0.059 0.119 | 0.021 | 0.089 0.079 0.077
MARZANO 0.122| 0.080 0.087 | 0.022 | 0.029 0.054 0.029
NIR00.05/LSDa0.05 NIRI=0,25, NIRII=0,41, NIRI/11=0,17
PROCENTOWA KONCENTRACJA WODY (%)/
PERCENTAGE WATER CONCENTRATION (%)

IKARUS 92.50| 88.64 90.14 | 89.79 | 86.24 87.64 90.53
ROMUS 79.51| 91.14 90.27 | 86.74 | 64.58 87.15 86.97
MARZANO 84.40| 82.01 81.35 | 84.78 | 86.01 75.74 83.65

4. Wnhnioski

Na podstawie uzyskanych wynikow badan stwierdzono, ze dodatek 1M witaminy C do
pozywki MS uzupetnionej 100mM NaCl spowodowat 50% wzrost dtugosci i liczby pedow, dtugosci
korzeni oraz $wiezej i suchej masy eksplantatow odmiany Romus. U odmiany Marzano namnazanej
na pozywce MS z dodtakiem 200mM soli NaCl obserwowano stymulujacy wptyw witaminy C na
wysokos¢ i liczbe pedow. Kwas askorbinowy dodany do pozywki MS uzupetnionej 100mM soli
CaCl; pozytywnie wptywal na rozwdj czgsci nadziemnych u odmiany Ikarus. Ponadto, dodatek do
pozywki 200mM soli CaCl; catkowicie zahamowal wzrost roslin pomidora namnazanych w kulturach
in vitro.
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Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu witaminy C na tagodzenie skutkow stresu solnego
kolcowoju pospolitego w kulturach in vitro.

Materiat badawczy stanowity eksplantaty pedowe kolcowoju pospolitego otrzymane
z ustabilizowanej kultury in vitro. Goji namnozono na pozywce o sktadzie makro- i mikroelementow
wedlug Murashige i Skoog (1962), bez dodatkéw roslinnych regulatoréw wzrostu. Po uzyskaniu
odpowiedniej do zalozenia do§wiadczenia liczby roslin, pasazowano je na pozywki MS uzupeknione
sola NaCl w stezeniach: 50, 100, 150 mM oraz pozywki o takich samych stezeniach soli z dodatkiem
1 mM kwasu askorbinowego.

Najwyzszy przyrost masy, dlugosci pedu oraz najdtuzszy korzen uzyskaty rosliny na
pozywce MS+50 mM NaCl. Moze to sugerowac, ze goji preferuje lekko stone podtoze. Natomiast
zbyt duze stezenie soli NaCl (150mM) silnie hamowato wzrost. Rosliny na tej kombinacji pozywek
byty pozoikte i skartowaciate.

Dodatek do pozywki MS kwasu askorbinowego nie wykazywatl istotnego wplywu na
ztagodzenie dziatania stresu solnego roslin goji.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze stezenie soli NaCl ma wysoce istotny wpltyw na
rozwoj roslin Lycium barbarum, a dodatek kwasu askorbinowego do pozywki selekcyjnej nie
przenidst zamierzonego efektu.

Abstract

The aim of the study was to determine the effect of vitamin C to alleviate salinity stress in
wolfberry in in vitro cultures.

The research material was explants of wolfberry obtained from a stabilized in vitro culture.
Goji was propagated on medium with macro- and micronutrient composition according to Murashige
and Skoog (1962), without the addition of plant growth regulators. After obtaining the number of
plants appropriate for the experiment, they were propagated on MS mediums supplemented with NaCl
salt at concentration of 50, 100, 150 mM and medium with the same concentrations of salt solution
with addition of 1 mM ascorbic acid, each.

The highest fresh mass, shoot length and the longest root was obtained on MS + 50 mM
NaCl. This may suggest that goji prefers slightly salty conditions. However, the highest concentration
of NaCl salt (150mM) used in the experiment, strongly inhibited growth of goji explants. Plants grown
on this combination of media were yellowed and stunted.

The addition of ascorbic acid to MS medium did not significantly affected the mitigation of
the salt stress of goji plants.
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The study showed that the concentration of NaCl salt had a highly significant impact on the
development of Lycium barbarum plants, and the addition of ascorbic acid to the selective medium
did not transfer the intended effect.

1. Wstep

Kolcowdj pospolity (Lycium barbarum L.) to ro$lina dorastajaca do 3 metréw wysokosci
nalezaca do rodziny psiankowatych. Owoce tego krzewu posiadaja whasciwosci prozdrowotne.
Zazwyczaj jagody zbiera si¢ péznym latem i jesienig. Coraz bardziej ceniona w przemysle
spozywczym ze wzgledu na zawarto$¢ zwigzkéw chemicznych wykazujacych pozytywny wptyw na
zdrowie cztowieka. Krzew ten jest bardzo tolerancyjny na niekorzystne warunki klimatyczne. Jednak
wysoka cena jagod goji zacheca do staran nad maksymalizacja plonowania poprzez wzbogacanie
gleby w czynniki poprawiajace wegetacje.

Duzym problemem na §wiecie jest uprawa roslin na terenach o duzym zasoleniu gleby. Stad
tez, naukowcy coraz doktadniej badaja ten problem. Duza zawarto$¢ soli NaCl w glebie dla wielu
gatunkow roslin stanowi powazny problem w wegetacji i plonowaniu. Dlatego tez, szuka si¢ nowych
mozliwos$ci uprawy roslin w niekorzystnych warunkach glebowych.

Jedna z metod, ktora w szybki sposob pozwala na sprawdzenie jak ro$lina poradzi sobie
w warunkach stresu solnego sg kultury in vitro. Pozwalajg one w szybki sposdb bez wzgledu na
warunki pogodowe okresli¢ zdolno$§¢ namnazania ros§lin w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych.

Powszechnie wiadomo, iz witamina C ma pozytywny wplyw na metabolizm, odporno$¢ na
stresy, jak i plonowanie ro$lin. Bierze ona udziat w adaptacji do warunkéw niekorzystnych tj. stresow
abiotycznych. Kwas askorbinowy w zaleznosci od gatunku roslin, warunkéw rozwoju, etapow
hodowli oraz stezenia ma istotny wptyw na morfologi¢ ro$lin.

2. Material, metody badawcze i przebieg doswiadczen

Do$wiadczenie zostato przeprowadzone w laboratorium kultur in vitro Katedry Genetyki,
Hodowli i Biotechnologii Roslin Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie. Materialem badawczym byty eksplantaty wtorne kolcowoju pospolitego (Lycium
barbarum L.). Zainicjowane do wzrostu eksplantaty trzykrotnie pasazowano na nowe pozywki MS
w celu uzyskania pozadanej liczby roslin, niezbednej do zatozenia doswiadczenia.

Kolejnym etapem badan bylo przygotowanie pozywek MS + 1 mM wit. C, MS+ 150 mM
NaCl, MS+ wit. C+ 50 mM NaCl, MS+ wit. C+ 100 mM NaCl, MS+ wit. C+ 150 mM NacCl.
Eksplantaty pedowe o dtugosci 10 — 20 mm wyktadano po cztery do stoikéw uzupelnionych 30 ml
pozywki. Kazdg kombinacj¢ doswiadczenia przeprowadzono w czterech powtorzeniach. Po szesciu
tygodniach dokonano pomiaréw cech morfologicznych tj.: dlugos¢ pedu, dtugo$é najdtuzszego
korzenia, mase roslin. Na kazdym etapie do$wiadczenia kontrole stanowita pozywka MS bez
dodatkéw. Przygotowane pozywki poddano wczesniejszemu procesowi autoklawowania przez 19
minut w 121°C i ci$nieniu 0.1 MPa. Kultury inkubowano w fitotronie o temperaturze 24°C, 16
godzinnym o$wietleniu (40 pumol m?s?'). Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie
z wykorzystaniem analizy wariancji jednoczynnikowej. Istotno$¢ roznic oznaczono na poziomie
istotnosci 0=0.05.

3. Wyniki i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji stwierdzono, ze rosliny kolcowoju pospolitego.
namnazane na pozywkach o réznym ste¢zeniu soli NaCl oraz z dodatkiem witaminy C roznily si¢
wysoce istotnie statystycznie pod wzgledem cech morfologicznych

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze badane eksplantaty jagody goji
wykazywaty wysoce istotng réznice w diugosci pedow na roéznych kombinacjach pozywki MS
(Murashige i Skooge 1962). Rosliny podzielono na trzy grupy jednorodne. Najwyzsza $rednig
wysokoscig cechowaly si¢ rosliny rosnace na pozywce MS + 50 mM NaCl (6.68 cm). Do drugiej
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grupy jednorodnej -b zaliczono rosliny goji rosnacej na pozywce MS +100 mM NaCl (4.98 cm) oraz
pozywki kontrolnej bez dodatki soli ani witaminy C (4.6 cm). Natomiast najnizsza wysokoscia
charakteryzowaty si¢ eksplantaty znajdujace si¢ na pozywkach MS + witamina C + 150 mM NacCl,
MS+ witamina C +50 mM NaCl, MS + witamina C+100 mM NaCl, MS+ witamina C +150 mM
NaCl. (2.8 cm, 2.48 cm, 1.94 cm, 1.50 cm)

Tab. 1. Analiza wariancji dla badanych cech morfologicznych kolcowoju pospolitego namnazanego
na pozywce MS w kulturach in vitro.

Tab. 1. Analysis of variance for studied morphological traits of common wolfberry propagated on
MS medium in vitro cultures.

Rodzaj pozywki Cecha morfologiczna igﬁgﬁ,—f;ﬁ:&ﬁfj&?
wysokos¢ pedu 3,26**
Pozywka namnazajaca masa 3,30**
dtugos¢ korzenia 3,36**

*o 0,05 cecha istotnie rézna
**0 0,01 cecha wysoce istotnie rézna

B MS+50 mM NaCl

B MS+100 mM Nacl

5 - IS
4 -
MS+1 mM wit.C
31 -
'— MS+150 mM Nacl

MS+1 mM wit.C+ 50 mM
NaCl

MS+1 mM wit.C+ 100 mM
Nacl

-u..l

diugosc pedu (cm)

Rys. 1. Srednia dlugos¢ peddéw eksplantatow goji (cm) na poszczegdlnych pozywkach MS
z dodatkiem witaminy C i soli NaCl z podzialem na grupy jednorodne zaznaczone kolorami.

Fig. 1. Average length of shoots of goji explants (cm) on individual MS media with the addition of
vitamin C and NaCl salt with division into homogeneous groups marked with colors.

Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze dlugo$¢ najdtuzszego korzenia eksplantatdw goji byta
istotnie r6zna w zaleznosci od zastosowanych pozywek (Tab.l, Rys.4). Srednio najdtuzszymi
korzeniami cechowaty sie rosliny rosngce na pozywce MS+50 mM NacCl (3.5 cm). W drugiej grupie
jednorodnej znajdowaty si¢ rosliny z pozywek MS+ 100 mM NaCl (2.9 cm) i roéliny stanowigce
kontrole (2.74 cm). Natomiast najkrotsze korzenie wyksztalcily rosliny rosnace na pozywce MS+1
mM Wit.C+150 mM NacCl (0.78 cm).

Wykazano, ze masa roslin istotnie rozni si¢ w zalezno$ci od rodzaju zastosowanych pozywek
wzrostowych (Tab 1., Rys. 3). Srednio najwicksza mase roélin Lycium barbarum obserwowano na
pozywce MS+50mM NaCl i MS+100 mM NacCl (0.354 g i 0.275g, odpowiednio).W drugiej grupie
jednorodnej natomiast znalazty si¢ rosliny rosngce na pozywkach: MS, MS+150mM NaCl, MS +1
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mM wit. C +150 mM NaCl, MS+1mM wit. C +100 mM NaCl, MS+1 mM wit. C, MS+ 1mM wit.
C+50 mM NacCl (0.161g, 0.145g, 0.089g, 0.084g, 0.083g, odpowiednio).

Tab. 2. Wptyw soli NaCl z/bez dodatku witaminy C do pozywki MS na cechy morfologiczne
kolcowoju pospolitego.

Table 2. Effect of NaCl salt with / without the addition of vitamin C to MS medium on morphological
traits of wolfberry.

Sklad pozywki
MS+1 MS+1
Cecha mM mm | MSHIMEMS e Mss
morfolo MSHLD Wi | owie | MWIE S0 4600 | 10
i MS | mM . . C+150 | mM Srednia
g ) C+50 | C+100 M mM
czna WitCl oM | mm | MM ENaC el | Nac
Nacl | Nacl | N&C :
Dtugosé
pedu 6.68 28¢c 194c¢ 154¢ 15¢ 6.68 498b | 248¢c 3.32
b* a
(cm) (1)
Dtugosé
najdtuzs
zego 274 | 2.2 252bc | 166c | 0.78d | 35a| 29ab | 25bc 2.37
. ab bc
korzenia
(cm) (11)
Masa 0.16 | 0.084 0.089 0.35 | 0.275 0.145
@am | 1b b 0.083 b b 0.098b | 7 ) b 0.161
I NIRoos= 1.60 11 NIRoos=0.87 I NIRoos=0.1

*- $rednie oznaczone ta sama litera alfabetu stanowia jedna grupe jednorodna
NIR- Najmniejsza Istotna Rdznica na poziomie istotnosci o .05

Rys. 2. Rosliny goji (Lycium barbarum) namnozone na pozywkach MS z dodatkiem r6znych stgzen
soli NaCl i 1mM witaminy C.

Fig. 2. Goji plants (Lycium barbarum) propagated on MS media with the addition of various
concentrations of NaCl salt and 1mM vitamin C.
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Rys. 3. Roslin goji (Lycium barbarum) namnozone na pozywkach MS z dodatkiem réznych stezen
soli NaCl.

Fig. 3. Goji plants (Lycium barbarum) propagated on MS media with the addition of various
concentrations of NaCl salt.

B MS+50 mM Nacl

B MS+100 mM Nacl

B MS

[IMS+150 mM Nacl

MS+1 mM wit.C

I MS+1 mM wit.C+ 50 mM Nacl
B MS+1 mM wit.C+ 100 mM Nacl

B MS+1 mM wit.C+ 150 mM Nacl

dtugos¢ korzeni (cm)

Rys. 4. Srednia dfugos¢ (cm) najdhuzszych korzeni roslin goji na poszczegélnych pozywkach MS
z podziatem na grupy jednorodne.

Fig. 4. Average length (cm) of the longest roots of goji plants on individual MS media with division
into homogeneous groups.

Zasolenie jest jednym z glownych czynnikow stresowych w srodowisku, ktory powaznie
ogranicza wzrost i plonowanie waznych pod wzgledem ekonomicznym gatunkow roslin (Sadak 1 in.
2010). Stad tez, hodowcy poszukujag alternatywnych metod pozwalajacych na uzyskanie form
o podwyzszonej tolerancji na ten czynnik stresowy. Jedna z takich mozliwosci jest dodatek do podtoza
substancji biologicznie czynnych, ktére mogly by zlagodzi¢ skutki zasolenia. W literaturze
przedmiotu wiele jest doniesien na temat wykorzystania witamin, jako zwigzkéw majacych
wlasciwosci antyoksydacyjne (Jochum i in. 2007; Agami 2014; Krupa-Matkiewicz i in. 2015).
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Witamina C jest rozpuszczalna w wodzie i moze gromadzi¢ si¢ w réznych czgéciach rosliny.
Jednakze, jej najwicksze stezenie obserwuje si¢ w liSciach. Ponadto, kwas askorbinowy jest nie tylko
antyoksydantem, ale réwniez jest kofaktorem wielu reakcji enzymatycznych zachodzacych na
poziomie komérkowym w roslinie bedacym po wptywem stresu.

0,4
0,35
03 - B MS+50 mM NacCl
0,25 + B MS+100 mM Nacl
02 B MS+150 mM Nacl
0,15
BMS
01 -
BMS+1 mM wit.C
0,05
0 B MS+1 mM wit.C+ 50 mM Nacl
-
Masa roslin (g)

Rys. 5. Srednia masa (g) ro$lin kolcowoju pospolitego.
Fig. 5. Average mass (g) of common wolfberry plants.

W badaniach wilasnych zastosowano 1 mM stezenie kwasu askorbinowego dodanego do
pozywki z r6zng zawartoscig soli NaCl (0, 50, 100 i 150 mM). Na podstawie otrzymanych wynikow
stwierdzono, ze roéliny goji wykazuja pewien stopien tolerancji na zasolenie podtoza. Dodatek do
pozywki MS 50 mM soli NaCl dziatat stymulujaco na namnazanie pgdow goji. Ro$liny z tej
kombinacji pozywek wyksztalcity pedy i korzenie na poziomie kontroli. Natomiast dodatek do
podtoza 150 mM NaCl okazat si¢ zbyt wysoka dawka. Ro§liny wykazywatly tendencj¢ do zamierania.
Natomiast dodatek kwasu askorbinowego do pozywki selekcyjnej nie wykazat istotnego wptywu na
parametry morfologiczne ro$lin goji, namnazanych na pozywkach w warunkach stresu solnego.
Mozna przypuszczaé, ze stezenie stosowanej witaminy bylo zbyt niskie.

Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych dotyczace dziatania soli NaCl na eksplantaty goji sa
zgodne z wynikami uzyskanymi przez Jones (1986). Potwierdzono w nich, ze wraz ze wzrostem
stezenia soli w podtozu do 100 mM maleje tolerancja roslin na ten czynnik stresowy. Badania nad
reakcjg ro$lin pomidora na stres solny prowadzili rowniez Krupa-Matkiewicz i in. (2015). Wyniki
uzyskane przez wymienionych autorow potwierdzity negatywny wplyw soli NaCl na namnazanie
kultur pedowych L. esculentum. Natomiast dodatek kwasu askorbinowego do pozywki selekcyjnej
wykazywatl pozytywny wptyw na tagodzenie skutkow dziatania stresu solnego u tych roslin. Bybordi
(2012) réwniez potwierdzil skuteczno$¢ dzialania kwasu askorbinowego w ulepszeniu cech
morfologicznych roslin Canola poddanych dziataniu stresu solnego. Natomiast Saeidi-Sar i in. (2013)
badajac wptyw kwasu askorbinowego u fasoli namnazanej w warunkach o podwyzszonym st¢zeniu
soli stwierdzili, ze pozytywny wplyw zastosowanej substancji biologicznie czynnej moze wynika
z jej udziatu w procesach zwigzanych z namnazaniem i wydluzaniem komorek korzeni.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze rosliny goji charakteryzuja si¢ $rednig tolerancja na
zasolenie podloza. Natomiast zastosowane stezenie kwasu askorbinowego w pozywce selekcyjnej
bylo zbyt niskie, aby skutecznie ztagodzi¢ negatywne skutki dziatania soli NaCl na eksplantaty
L. barbarum namnazane w kulturach in vitro.
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4, Whnioski

e Lycium barbarum reaguje w pozytywny sposéb na mate stezenie (50 mM) soli NaCl
w pozywce wzrostowej. Osigga wowczas dtuzsze pedy oraz wigksza mas¢ w porownaniu do
kontroli (MS).

e Kwas askorbinowy nie wptynat tagodzaco na stres solny u goji. Rosliny wykazywaty stabszy
wzrost niz kontrola oraz rosliny z pozostatych kombinacji pozywek MS z dodatkiem doli
NaCl.
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3. Wplyw zasolenia na rozwoj petunii ogrodowej (Petunia % hybrid),

traktowanej mutagenem chemicznym w kulturach in vitro
Influence of salinity on the development of petunia (Petunia % hybrid), treated with
chemical mutagen in in vitro cultures
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Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie wptywu mutagenu chemicznego EMS na namnazanie
i podwyzszenie tolerancji na stres solny petunii ogrodowej ‘Prism Ruby’ w warunkach in vitro.
Materiat badawczy stanowity eksplantaty pedowe petunii otrzymane z ustabilizowanej kultury in
vitro. Petuni¢ namnazano na pozywce MS bez dodatkow roslinnych regulatorow wzrostu. Po
uzyskaniu odpowiedniej do zatozenia do$wiadczenia liczby roélin, pasazowano je na pozywki MS
uzupelnione roztworem EMS w st¢zeniach 0.5 mM i 5.0mM. Nastepnie eksplantaty testowano na
pozywce MS z solg NaCl w stezeniach: 25, 50, 75, 100, 150, 200 mM.

Dodatek mutagenu chemicznego EMS wptynal w negatywny sposéb na cechy
morfologiczne takie jak, dlugos¢ pedoéw i korzeni oraz liczbg pakéw kwiatowych petunii ‘Prism
Ruby’.

Natomiast zastosowane dawki roztworu soli NaCl w stezeniach 25-75 mM nie miaty wptywu
na cechy morfologiczne petunii. Wyjatek stanowito 100 mM stezenie soli NaCl, ktore zahamowato
wzrost eksplantatow. Natomiast stezenie 200 mM NaCl dziatalo w sposoéb letalny.

Abstract

The aim of this 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 vitro. The research
material were explants of petunia derived from a stabilized in vitro culture. Petunia was grown on MS
medium without the addition of plant growth regulators. After obtaining the number of plants
appropriate for the experiment, they were passaged on MS media supplemented with EMS at
concentrations of 0.5 mM and 5.0mM. The explants were then tested on MS medium with NaCl salt
at concentrations of: 25, 50, 75, 100, 150, 200 mM.

The addition of the EMS adversely affected the morphological characteristics such as the
length of shoots and roots and the number of flower buds of the petunia 'Prism Ruby".

The applied doses of NaCl salt solution in concentrations of 25-75 mM did not affect the
morphological characteristics of petunia. The exception was the 100 mM concentration of NaCl salt
that inhibited the growth of explants. On the other hand, the concentration of 200 mM NaCl worked
in a lethal manner.

1. Wstep

Petunia*atkinsina D. Don ‘Prism Prism’ okre$lana jest jako jedna z warto$ciowszych
odmian petunii ogrodowej. Ros$lina ta wyrdznia si¢ pigknymi, okazatymi kwiatami, szeroka gama
kolorystyczna, a takze duza tatwoscia w uprawie. Petuni¢ uprawia si¢ powszechnie i wykorzystuje do
dekoracji balkonow, pergoli czy werand.

Uzyskiwanie nowych odmian petunii mozliwe jest miedzy innymi dzigki zastosowaniu
hodowli mutacyjnej. Pozwala ona otrzymywac¢ kwiaty o réznych barwach, ksztaltach, pokrojach czy
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sile wzrostu. W hodowli roslin do indukowania mutacji wykorzystuje si¢ czynniki chemiczne oraz
fizyczne. W badaniach nad indukowang mutageneza najcze$ciej stosuje si¢ siarczan etylowo-
metylowy (EMS). Jest to mutagen, charakteryzujacy sie wysoka efektywnos$cig wywotywania mutacji
genowych poprzez substancj¢ nukleotyddw, przy czym nie powodujacy aberracji chromosomowych.

W ostatnim czasie wzrasta zainteresowanie naukowcow i rolnikéw problemem zasolenia
gleb. Spowodowane jest to nasilajagcym si¢ niedoborem wody stodkiej, stosowaniem stonej wody do
zabiegow irygacyjnych, a takze dzialalno$cig cztowieka. Dlatego tez na szeroka skale prowadzi si¢
badania, majace na celu analize odpowiedzi ro$lin na stres. Wygenerowanie tolerancji na zasolenie
jest fundamentalng i kluczowa kwestia pod katem produktywno$ci rolnictwa oraz zachowania
rownowagi w prawidlowym funkcjonowaniu ekosysteméw. Wrazliwos¢ na zasolenie jest silnie
zroznicowana i zalezna gltownie od gatunku oraz miejsca bytowania ro$lin. Prawdziwe wyzwanie dla
nauki stanowi zatem uzyskanie odmian odpornych na zasolenie dzigki transformacji na poziomie
inzynierii genetycznej.

Celem badan bylo okreslenie wplywu wywotanej zmiennos$ci mutacyjnej na tolerancje roslin
petunii na stres solnych w kulturach in vitro.

2. Material, metody badawcze i przebieg doswiadczen

Materiatem badawczym byly eksplantaty pedowe petunii ogrodowej (Petunia xatkinsina D.
Don.) ‘Prism Ruby’ otrzymane ze stabilnej kultury in vitro.

Pierwszym etapem doswiadczenia bylo indukowanie mutacji w kulturach pedowych petunii
z wykorzystaniem $§rodka chemicznego EMS. W tym celu fragmenty pedéw o dlugosci 2 cm
wyktadano na pozywki wedlug sktadu mikro- i makroelementéw Murashuge i Skoog (1962)
z dodatkiem mutagenu chemicznego EMS w dwodch stezeniach 0.5 oraz 5.0 mM. Roztwory
mutagendw doprowadzono wczesniej do pH 4,0 przez dodanie 0,025 Mm buforu kwasu
ortofosforanowego HzPO..

Pozywki MS bez dodatku mutagenu chemicznego autoklawowano w temperaturze 121°C
przy cisnieniu 0,1 MPa przez 19 minut. Roztwor mutagenu dodawano do sterylnych pozywek MS,
pod wyciggiem laminarnym zaraz po autoklawowaniu, jeszcze przed zestaleniem pozywki. Kontrolg
stanowita pozywka MS bez dodatku mutagenu chemicznego.

Do$wiadczenie zalozono w 8 powtdrzeniach, wkiadajac po 5 roélin do stoikdéw
z odpowiednimi st¢zeniami mutagenu EMS. Po 6 tygodniach przeprowadzono pomiary
biometryczne, oceniajac: dhugos¢ pedu (cm), dlugo$¢ korzeni (cm), liczbe korzeni, liczbe
miedzywezli, liczbe pakow, liczbe lisci.

Kolejnym etapem doswiadczenia bylo pasazowanie eksplantatéw pedowych petunii na
pozywki MS z dodatkiem soli NaCl. Tolerancje¢ na zasolenie okreslano stosujac pigc stgzen soli NaCl:
25, 50, 75, 100, 200 mM. Kontrolg stanowita pozywka MS bez dodatku soli NaCl. Doswiadczenie
zatozono w 6 powtdrzeniach po 6 roslin w kazdym stoiku. Po 6 tygodniach dokonano pomiaréw cech
biometrycznych oceniajac % regeneracji roslin, liczbg pedow na roslinie, dtugos$é pedéw, dtugosé
i liczbe korzeni oraz mase roslin.

Na kazdym etapie doswiadczenia kultury inkubowano w fitotronie o temperaturze 21 °C, 16
godzinnym o$wietleniu (40 umol m2s™).

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

3. Wyniki

Przeprowadzona analiza wariancji wykazata, ze ro$liny petunii odmiany ‘Prism Ruby’
namnozone w kulturach in vitro na pozywkach z dodatkiem mutagenu chemicznego EMS r6znity sig
wysoce istotnie statystycznie pod wzgledem badanych cech morfologicznych (Tab. 1.)

Zastosowany mutagen chemiczny wptywat istotnie na wysoko$¢ roslin petunii odmiany
‘Prism Ruby’ (Tab. 1.). Najwyzsze rosliny (15.93 cm) obserwowano na pozywce MS z dodatkiem
5.0 mM EMS. Natomiast po zastosowaniu roztworu EMS w stezeniu 0.5 mM $rednia dtugos$¢ pedu
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petunii wyniosta 13.0 cm. Przy czym ro$liny z pozywki kontrolnej, bez dodatku mutagenu
charakteryzowaty si¢ znacznie krotszym pedem (8.2 cm) w poréwnaniu do pozostatych (Tab. 2)

Tab. 1. Analiza wariancji dla badanych cech petunii ‘Prism Ruby’ w kulturach in vitro.
Tab. 1. Analysis of variance for morphological traits of ‘Prism Ruby’ petunia in in vitro cultures.

CECHA Fempiryczne dla petunii ‘Prism Ruby’
TRAIT Fempiric for petunia ‘Prism Ruby’
Dhugos¢ pedu o
Shoot length 45.80
Dlugos¢ korzeni .
Root length 118.36
Liczba migdzywezli 9.97%*
No of internodes '
Liczba pakow o
No of buds 51.68

*0 0,05 - istotne roznice/ significantly different
**a 0,01 - wysoce istotne roznice/ highly significantly different

Tab. 2. Wpltyw mutagenu chemicznego na namnazanie petunii ‘Prism Ruby’ in vitro.
Tab. 2. Effect of chemical mutagen on propagation of 'Prism Ruby' petunias in vitro.

x x . . Liczba
POZYWKA Dlugos¢ pedu Dhugos$¢ korzeni ) Liczba - pakéw
Shoot length Root length miedzywezli
MEDIUM - No of
[em] [em] No of intrnodes
buds
MS 8.2 c* 4.05 c 6.6 b 0.8 c
MS+0.5 mM
EMS 13.0 b 8.45 b 8.3 a 298 a
MS+5.0 mM
EMS 15.93 c 9.63 a 8.25 a 1.5 b
NIRo.05/LSDo.0s5 2.49 0.30 1.30 0.67

*- $rednie oznaczone ta samg litera alfabetu stanowa jedna grupe jednorodna
NIR- Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnosci o ¢.05
LSD- Least significant difference a o.05

Zastosowany mutagen chemiczny miat istoty wptyw na dlugo$¢ korzeni roélin petunii
odmiany ‘Prism Ruby’ (Tab. 1) Najdtuzsza srednig dtugoscig korzeni (9.63 cm) charakteryzowaly sie
rosliny obserwowano na pozywce MS z dodatkiem 5.0 mM EMS. Natomiast po zastosowaniu
roztworu EMS w stezeniu 0.5 mM S$rednia dtugo$¢ korzeni petunii wynosita 8.45 cm. Przy czym,
petunie z pozywki kontrolnej, bez dodatku mutagenu chemicznego EMS, charakteryzowaly si¢
znacznie krotszym korzeniem (4.05 cm) w porownaniu do pozostatych (Tab. 2).

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze EMS istotnie wptynat na liczbe
mi¢dzywezli u roslin petunii. Najwigksza srednig liczba migdzywezli (8.30) cechowaly sig rosliny na
pozywce MS z dodatkiem 0.5 mM EMS. Natomiast po zastosowaniu roztworu EMS w stezeniu 5.0
mM, $rednia liczba migdzywezli roslin petunii wyniosta 8.25. Przy czym, petunie z pozywkKi
kontrolnej charakteryzowaty si¢ mniejsza liczba migdzywezli (6.6) w porownaniu do pozostatych
(Tab. 2).

Najwigksza $rednig liczba pakoéw (2.98) charakteryzowaty si¢ rosliny na pozywce MS
z dodatkiem 0.5 mM EMS. Natomiast po zastosowaniu roztworu o0 stezeniu 0.5 mM $rednia liczba
pakow wynosita 1.50. Natomiast petunie z pozywki kontrolnej wyrdznialy si¢ znacznie mniejsza
liczba pakow (0.8) w porownaniu do pozostatych (Tab. 2).
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Przeprowadzona analiza wariancji wykazata, ze zastosowane stezenia soli NaCl miaty
statystycznie istotny wpltyw na wzrost rolin petunii w kulturach in vitro (Tab. 1). Srednio najwyzsze
ro$liny (6.17 cm) obserwowano na pozywce kontrolnej, bez dodatku soli. Natomiast po zastosowaniu
NaCl, dlugos¢ pedow petunii znacznie si¢ roznita. Najkrotszym pedem (1.33 cm), w pordwnaniu do
pozostatych, charakteryzowaly si¢ rosliny z pozywki MS uzupeknionej 200 mM NacCl. Dla petunii
traktowanej 5.0 mM EMS zastosowana s6] miata istotny wptyw na dtugos¢ pedow (Tab. 4). Srednio
najwyzsza dlugoscia pedu cechowaty si¢ rosliny rosnace na pozywce kontrolnej (6.25 cm), najnizsza
za$ z dodatkiem 100 mM i 200 mM (1.50 cm).

Tab. 3. Wplyw zasolenia na cechy morfologiczne petunii ‘Prism Ruby’ z pozywki MS z dodatkiem
0.5 mM EMS.

Tab. 3. Influence of salinity on morphological traits of petunia 'Prism Ruby' from MS with the
addition of 0.5 mM EMS.

Dlugosé . Dlugosé . Masa . .
POZYWK | pedow | =P | yorzeni | DI | gy | LiCZbA | Liczba
pedow korzeni lisci pakow
A Shoot Root Plant
No of No of . No of No
MEDIUM length length weiqth
shoots roots leaves of buds
[cm] [cm] [9]
MS 6.17 a* 2:;2 5.25a 292 a 0.63abc | 27.75 a 0.67 a
MS+25mM |5 egp | 317a| 45b | 233ab | 068ab | 2% | 025 b
NaCl abc
MS;ggrlnM 208c | 317a| 45c 20ab | 094a | 2758ab| 017 c
MS+75mM | g | 292 0c 0c | 038bed | 1850cd | 047 ¢
NaCl ab
MS+100m 2.83
M NaCl 1.58d ab Oc Oc 0.15d 9.42¢e 0d
Ml\i-'-[\fgglm 1.33d 1.67b Oc Oc 0.07d 3.61 e 0d
N'RO('JO;; LSD 1 549 1.43 6.0 2.58 0.31 8.65 0.74

*- $rednie oznaczone tg samg literg alfabetu stanowa jedna grupe jednorodna
NIR- Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnos$ci a o.05
LSD- Least significant difference a 0.5

Dodatek soli NaCl do pozywki MS miat wptyw na liczbe pedow petunii namnazanych na
pozywce MS z dodatkiem 0.5 mM EMS (Tab. 4). Najwicksza liczbe pedoéw (3.17) zaobserwowano
na pozywce MS z dodatkiem 25 mM i 50 mM NaCl. Najmniejszg liczb¢ pedow (1.67),
charakteryzowaty sie rosliny rosnace na pozywce MS z dodatkiem 200 mM roztworu soli. Dodatek
soli NaCl do pozywki MS miat wplyw na dtugos¢ korzeni eksplantatow petunii (Tab. 4). Najwigksza
dhugosc¢ korzeni (5.25 cm) obserwowano u eksplantatow na pozywce MS bez dodatku soli. Natomiast
po dodaniu soli NaCl do podtoza, w stezeniu 75 mM, 100 mM i 200 mM ro$liny petunii nie zawiazaty
korzeni. Najwigksza liczbe korzeni petunii (2.92) zaobserwowano na pozywce kontrolnej, bez
dodatku soli. Sposrod zastosowanych stezen soli, najwigksza liczbe korzeni zaobserwowano u petunii
na pozywce MS wzbogaconej w 25 mM NacCl (2.33).

Zastosowana sO6l NaCl wywarla wptyw na mas¢ petunii. Najwicksza mase (0.94 g)
zaobserwowano na pozywce z dodatkiem 0.5 mM EMS (Tab. 3). Na pozywce kontrolnej masa
korzeni wynosita 0.64 g. Natomiast najnizszg masg (0.07 g) cechowaty si¢ rosliny petunii rosngce na
pozywce MS z dodatkiem 200 mM NaCl. Najwigkszg liczbe lisci (27.75) zaobserwowano na pozywce
kontrolnej, bez dodatki soli. Natomiast przy zastosowaniu NaCl, w stezeniu 200 mM S$rednia liczba
lisci byla najnizsza i wynosita 3.61. Sposrdd stosowanych stgzen soli, najlepszym okazala si¢
pozywka wzbogacona 50 mM roztworem soli (27.85).
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Tab. 4. Wplyw zasolenia na cechy morfologiczne petunii ‘Prism Ruby’ z pozywki MS z dodatkiem
5,0 mM EMS.

Tab. 4. Influence of salinity on morphological traits of petunia 'Prism Ruby' from MS with the
addition of 5.0 mM EMS.

POZY Dludg(;)vsvc Liczba II:;TE;:? Liczba r,:)/;?isna Liczba | Liczba
WKA I;Qhoo t pedow Root korzeni Plan ty lisci pakow
MEDIU No of No of . No of No of
length length weigth
M shoots roots leaves buds
[cm] [cm] [d]
MS 6.25 a* 2.25a 105 a 8.75a | 0.78 ab 2762 a 0
MS+25
mM 4.25 ab 1.75 a 1025 6.00ab | 1.03 a 23.15 0
ab ab
NaCl
MS+50 18.62
mM 1.67b 2.00 a | 3.00 bc | 1.37 bc | 0.57 ab ) 0
abc
NaCl
MS+75 14.25
mM 2.00 be 250 a 0.06 ¢ 012 c | 035b 0
bed
NaCl
MS+100
mM 150¢c 1.75 a 0c Oc 017 b 12.75 0
cde
NaCl
MS+200
mM 150c 150 a 0c 0c 0.09 ¢ 25 f 0
NaCl
NIRo.0s/
LSDoss 2.71 1.09 6.45 5.6 0.61 9.46 0

*- $rednie oznaczone ta samg litera alfabetu stanowa jedna grupe jednorodna
NIR- Najmniejsza Istotna Roznica na poziomie istotnos$ci a o.05
LSD- Least significant difference a o.05

Zastosowana s6l NaCl wptywata istotnie na liczbg pgkow u petunii ‘Prism Ruby’ namnazane
na pozywce MS z dodatkiem 0.5 mM EMS (Tab. 3). Najwigksza liczb¢ pakow (0.67) zaobserwowano
u roslin na pozywce kontrolnej, bez dodatku soli. Natomiast dodatek soli NaCl w stezeniu 100 mM
i 200 mM do pozywki zahamowat rozwdj pakdéw na ro$linie. Sposrdd stosowanych stezen soli,
najlepszy wptyw na liczbg pakdéw okazata si¢ pozywka MS wzbogacona 25 mM roztworem soli
(0.25).

Wisrdd roslin petunii namnazane na pozywce MS z dodatkiem 5.0 mM EMS, $rednio
najwickszg liczbg pedow (2.50) cechowaly si¢ rosliny rosngce na pozywce MS z dodatkiem 75 mM
soli NaCl. Za$ na pozywce kontrolnej ich liczba wynosita 2.25 (Tab. 4). U tej grupy ro$lin najnizsza
liczba pedow (1.50) cechowaly sie petunie z pozywki MS z dodatkiem 200 mM NaCl. Srednio
najdtuzszymi korzeniami cechowaty si¢ rosliny rosnace na pozywce kontrolnej (10.50 cm). Natomiast
po zastosowaniu pozywki MS z 25 mM stezeniem soli, dtugo$¢ korzeni byla niewiele nizsza
i wynosita 10.25 cm. Brak korzeni zaobserwowano u roslin na pozywce MS z dodatkiem 100 mM
i 200 mM NaCl. Najwicksza liczbg korzeni cechowaty si¢ rosliny petunii rosngce na pozywce
kontrolnej (8.75). Natomiast po zastosowaniu pozywki MS z dodatkiem 25 mM soli, liczba korzeni
wynosila 6.

W przypadku masy roslin, najwicksza wartoscig badanej cechy obserwowano u roslin
rosngcych na pozywce MS z dodatkiem 25 mM soli (1.03 g). Za$ na kontrolnej pozywce $rednia
masa rosliny byta rowna 0.78 g. Najmniejsza mas¢ rosliny odnotowano dla petunii na pozywce MS
z dodatkiem 200 mM NacCl (0.09g). Najwigksza liczbg lisci cechowaly si¢ rosliny petunii rosnace na
pozywce kontrolnej (27.62). Natomiast po zastosowaniu pozywki MS z dodatkiem 25 mM soli, liczba
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lisci wynosita 23.15 i byta u tych roslin najwyzsza. Najmniejszg liczbe liSci zaobserwowano u roslin
rosngcych na pozywce MS z dodatkiem 200 mM NacCl (2.5). Odnotowano brak wystepowania pakow
zardwno na pozywce kontrolnej, jak i na pozywkach MS wzbogaconych sola NaCl w roéznych
stezeniach.

4. Dyskusja

Petunia uznawana jest za modelowy material do badan, majacych na celu poszerzenie
zakresu jej zmienno$ci genetycznej (Gerats i Vindenbussche 2005). Jest ro$ling 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, maja na celu poszerzenie zmiennosci i poszukiwanie coraz to nowszych,
interesujacych form. Pierwsze genetyczne i biochemiczne do$wiadczenia, ktdrych obiektem byla
petunia przeprowadzono w 1950 roku.

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

Wedhug Jain i Spencer (2006) stosowanie chemicznych mutagenéw do generowania
zmiennosci genetycznej, realizowane jest najczesciej, gdy przedmiot badan stanowig 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 wysokos$¢ pedow petunii odmiany Prism Ruby. Jest to zgodne z badaniami
Berenschot i in. (2008), ktorzy stosujac roztwor EMS rowniez otrzymali rosliny petunii o krotszych
pedach.

Podobne do badan wiasnych dawki mutagenu EMS zastosowata Krupa-Matkiewicz (2009)
U petunii. Z przeprowadzonych obserwacji wynikato, ze czestotliwos¢ zmian zalezata od uzytego
mutagenu, jak i jego stgzenia. W pokoleniu M1 najwigksza czestotliwo$é zmian otrzymano stosujac
do indukowania mutacji EMS i MMS w stezeniach 1.5 mM i 2.0 mM, w pokoleniu M2-MMS
o stezeniu 2.0 mM.

W badaniach Krupy-Matkiewicz (2009) inaczej, niz w badaniach wtlasnych, uzyty
w doswiadczeniu mutagen chemiczny, niezaleznie od zastosowanej dawki wplynat stymulujaco na
rozwo6j pedow, korzeni i liczby zawiazanych pakéw. Natomiast w przypadku zawigzanych kwiatow,
wyniki badan wilasnych potwierdzajg opisany przez Krupe-Matkiewicz (2009), hamujacy wplyw
EMS na rozwdj tej cechy morfologiczne;j.

Analizujagc  wyniki przeprowadzonych badan wilasnych, dotyczacych liczby pakdw
kwiatowych zawigzanych przez ro$liny petunii, na ktére dziatano EMS w dwoch stezeniach
stwierdzono, ze mutagen ten moze dziata¢ hamujgco na rozw6j pakow kwiatowych. Ponadto, biorac
pod uwage zastosowany czynnik zasolenia, przeprowadzono analize odpowiedzi ro$lin petunii na
stres, w celu okreslenia wptywu indukowanej zmiennosci mutacyjne;.

Van Zandt i Mopper (2002) w pracy opisujacej opdznienia kwitnienia Iris Hexagona na
skutek efektu zasolenia, stwierdzili silnie opézniony rozwoj pakow kwiatowych. Wysokie dawki soli
NaCl jakimi byty traktowane rosliny, spowolnily takze szybkos$¢ otwierania si¢ pakow kwiatowych.

Luan i in. (2006) badali wptyw mutacji indukowanej przez EMS na stodkie ziemniaki
Ipomea batatas L. na podlozu wzbogaconym o rézne stezenia soli NaCl. Okreslili przy tym, ze
stezenie soli NaCl rowne 200 mM jest gorng granica selekcji, dawkg letalng. Wyniki badan wtasnych
wskazujg na zamieranie ro$lin 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 wykorzystali
w badaniach Smolik i in. (2011). Stosujac stezenia 50, 75, 100 i 125 mM NaCl. Stwierdzono istotny
wptyw stosowanego roztworu chlorku sodu na dlugo$¢ korzeni, przy czym stres solny wptynat
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negatywnie na rozwoj tej cechy. W przeprowadzonych badaniach wiasnych uzyskano podobne
wyniki.
5. Podsumowanie

e Zastosowany mutagen chemiczny EMS mial negatywny wplyw na cechy morfologiczne,
takie, jak: dtugos¢ pedu i korzeni oraz liczbe pakow kwiatowych, u petunii ‘Prism Ruby’
namnazanej w kulturach in vitro.

e Zastosowane 200 mM stezenie soli NaCl wykazywalo dziatanie letalne.
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Streszczenie

Celem pracy byla ocena wzrostu wegetatywnego, wielkosci i jakoSci owocow oraz
zawartosci sktadnikow mineralnych w liSciach i owocach o$miu odmian jagody kamczackie;j.
Zbadano réwniez wplyw stosowania zroznicowanych nawozow azotowych na wzrost wegetatywny,
plon i jako$¢ owocow jagody kamczackiej odmiany Zielona. Oczekiwanymi rezultatami badan byto
wskazanie najlepszej odmiany pod wzgledem plonowania i parametrow jakosciowych owocodw oraz
ustalenie najodpowiedniejszego sposobu nawozenia ro$lin z tego gatunku.

1. Wstep

W ostatnim czasie wzrasta zainteresowanie gatunkami ro$lin sadowniczych o dziataniu
prozdrowotnym. Gatunki takie s stabo znane i rzadko uprawiane na wigksza skalg. Jednym z takich
gatunkow jest jagoda kamczacka. Gatunek jagoda kamczacka uprawiany jest na skale komercyjna
w potnocnych, czesto zimnych, regionach Rosji i Japonii (Svarcova i in. 2007). Osrodki naukowo-
badawcze w Rosji, Japonii i Kanadzie zajmuja si¢ hodowla i rozpowszechnianiem tego gatunku.
Wynikiem prowadzonych badan sa nowe odmiany uprawne. Jagoda kamczacka znana jest w Polsce
pod innymi nazwami m.in. suchodrzew jadalny, suchodrzew siny.

Gatunek ten jest odporny na niskie temperatury, ktore wystepuja w polskich warunkach
klimatycznych. Odporno$¢ na mrozy dotyczy zard6wno czesci wegetatywnych jak i generatywnych
roélin. Kwiaty i zawiazki sa odporne na przymrozki wiosenne. Nawet spadek temperatury do -50°C
nie powoduje uszkodzen mrozowych krzewoéw w okresie petnego spoczynku zimowego. Jak podaje
literatura gatunek ten znosi niskie temperatury zimy siegajace do -40°C (Ochmian i in. 2010).
Natomiast Kawecki i in. (2007) wskazuja, ze krzewy rosnace w Syberii znoszg temperature nawet do
-50° C. Jest to takze roslina, ktéra nie jest narazona na choroby i szkodniki, co pozwala na
zmniejszenie chemicznej ochrony, dzieki czemu owoce moga by¢ wolne od pestycydow. Krzewy
tego gatunku majg niskie wymagania glebowe oraz dorastaja do 2 m wysokosci (Bozek i Wieniarska
2006b). Obcopylne kwiaty gatunku jagoda kamczacka sg barwy zo6ttej lub zielonobialej. Wystepuja
w katach najnizszych lisci na pedzie, gdzie na krotkiej szyputce sa dwa zwisajace kwiaty dtugosci 1,5
cm (Pierzga 2001).

Ogromnym plusem jest wczesna pora dojrzewania tej rosliny, gdyz owoce $wieze sa
dostepne na rynku juz w drugiej potowie maja. Jagody te dojrzewajg znacznie wczesniej niz truskawki
czy maliny. Do odmian wczesnych, dojrzewajacych w potowie czerwca nalezg: Kapel, Gotuboje
Wereneto, Tomiczka, Zatuszka, tLazurnaja. Odmianami o $redniej porze dojrzewania s3:
Wasiuganskaja, Bokczrskaja, Siniaja Ptica, Pawlowskaja, Zatuszka, L.azurnaja, natomiast odmianami
poéznymi sa: Desertnaja, Kamczadatka (Kawecki i in. 2007). Krzewy rosyjskiej selekcji
charakteryzuja si¢ duza zmiennos$ciag. Wyrdzni¢ mozna odmiany o $redniej sile wzrostu takie jak:
Dlinnoptodna, Czelabinka, Signoglazka, Wotoszebnica (Pierzga 2001). Natomiast do odmian polskiej
hodowli naleza: Jolanta, Atut, Wojtek, Czarna, Zielona (Smolik i in. 2010; Werner 2005). Masa
jednego owocu polskich odmian waha si¢ miedzy 0.88-1.03 g (Ochmian i Grajkowski 2007).
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Réwnie waznymi cechami dla tego gatunku sa: owocowanie w pierwszym roku po
posadzeniu oraz dobre plonowanie, szeroki zakres wykorzystania owocow do konsumpcji
| przetworstwa, mozliwo$¢ zamrazania i suszenia owocOw, wysoki stopieh przyjmowania si¢
sadzonek i tatwo$¢ namnazania sadzonek z peddéw potzdrewniatych i zdrewniatych.

Owoce jagody kamczackiej zawieraja substancje biologicznie czynne majace pozytywne
dzialanie na organizmy zywe m.in. witaming C i polifenole. Zwiazki te maja dziatanie prozdrowotne.
Ponadto owoce jagody kamczackiej zawieraja wiele innych substancji takich jak: witamina A, Zelazo,
jod i miedz. Jagody charakteryzuja si¢ oryginalnym smakiem, ktory okreslany jest jako stodko-
kwasny.

Celem pracy byla ocena wzrostu wegetatywnego, wielkosci i jakosci plonu owocow
i zawartosci sktadnikow mineralnych w lisciach i owocach o$émiu odmian jagody kamczackie;.

2. Material i metody

Materiat

W roku 2010 w Sadowniczej Stacji Badawczej, posadzono krzewy kilku polskich odmian
oraz dwoch odmian rosyjskiej jagody kamczackiej (Lonicera sp.) w glebie brunatnej wlasciwej
zasobnej w sktadniki pokarmowe. Gleba zostala sklasyfikowana do rzgdu gleb brunatnych
wlasciwych; rodzaju pyl piaszczysty (tab. 1).

Jednoczynnikowe doswiadczenie zalozono w ukladzie blokéw losowych. Rosliny
posadzono w rozstawie 3 x 1 m w trzech powtdrzeniach, po cztery krzewy na poletku. Poréwnano
dziewig¢ genotypow i odmian: klon N wiasnej selekcji; dwie odmiany selekcji rosyjskiej -
Dlinnoptodna i Wotszebnica oraz szes$¢ polskiej hodowli - Wojtek, Atut, Duet, Zielona i Czarna, Klon
44,

W rzedach utrzymywano czarny ugér mechaniczny, a w miedzyrzedziach murawe
z gatunkow traw szlachetnych. Krzewy jagody kamczackiej wykazuja duza na choroby i szkodniki,
w zwigzku z tym nie stosowano chemicznej ochrony ro$lin. Cigcie krzewdow ograniczano do
minimum, usuwajgc jedynie pedy pokladajace si¢ oraz uszkodzone mechanicznie. W okresie
dojrzewania owocow plantacj¢ zabezpieczano przed ptakami siatkg. Owoce zbierano sukcesywnie,
w miar¢ dojrzewania w zaleznosci od odmiany zbierano, od maja do czerwca.

Wszystkie rosliny uzyte w badaniach byly nawozone jedynie nawozem azotowym (saletrg
amonowa), ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ pozostatych sktadnikow w glebie. W miar¢ potrzeby,
okreslanej za pomoca tensometréw glebowych, krzewy nawadniano za pomoca linii kroplujace;.

Tab. 1. Sktad granulometryczny oraz klasyfikacja gleby zakwalifikowanej jako pyt piaszczysty.
Tab. 1.The granulometric composition and soil classification classified as sandy dust.

Frakcje i podfrakcje granulometryczne (mm)
Fractions and granulometric subfractions (mm)

piasek - sand suma - total pyt - dust it - loam
1.0-05 05-0.25 0.25-0.10  0.10-0.05 1.0-0.05 0.05-0.002 <0.002

zawarto$¢ - content (%)

3.9 146 11.2 14.6 442 51.2 4.6

Klasyfikacja gleby wedtug normy BN-78/9180-11

Charakterystyka odmian
Klon N - charakteryzuje sie znacznym wzrostem i duzg plennoscig. Krzewy wytwarzaja
owoce $redniej wielkosci o gorzkim posmaku. Odmiana ta nie ma ustalonego pochodzenia.
Dlinnoptodna - odmiana syberyjska o charakteryzujaca si¢ srednim wzrostem, uprawiana na
duza skale¢ w Rosji. Rosliny te sa plenne i mrozoodporne. Owoce sa wydluzone i nierowne o barwie
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jasnogranatowej z delikatnym woskowym nalotem, a gdy osiggna dojrzato$¢ zbiorcza sa stosunkowo
duze i smaczne.

Woltszebnica - jest pochodzaca z Syberii Sredniowczesng odmiang o duzej plennosci, $redniej
sile wzrostu oraz petnej mrozoodporno$ci. Krzewy tej odmiany uprawiane sa na duzg skale w Rosji.

Wojtek - odmiana wczesna wyselekcjonowana w Polsce. Owoce sg duze, gruszkowate,
smaczne z lekkim posmakiem goryczy. Krzewy tej odmiany sg plenne i osiagajg okoto 2 m
wysokosci.

Atut - odmiana wyhodowana w Polsce o $redniej sile wzrostu, do$¢ duzej plennosci oraz
wczesnej porze dojrzewania. Krzewy tej odmiany produkuja sredniej wielko$ci owoce o wydtuzonym
ksztalcie. Smak owocow okresla si¢ jako stodko-kwasny.

Duet - jest Sredniowczesna odmiang hodowli polskiej, ktora jest bardzo wytrzymata na mroz.
Krzewy o sredniej sile wzrostu i bardzo plenne. Owoce duze, smaczne o walcowatym ksztalcie,
dojrzewajace rownomiernie.

Zielona - polska odmiana wczesna, dojrzewajaca na koniec maja. Krzewy produkujg duze,
owalne owoce z nalotem.

Czarna - jest pdzna odmiang polskiej hodowli. Owoce s3 smaczne, duze, ksztaltu
beczutkowatego, z woskowym nalotem, nie opadaja przedwczesnie.

Tab. 2. Sktad chemiczny gleby.
Tab. 2. Chemical composition of soil.

P K Ca Mg
mg 100 g*
134 26.5 47.7 6.0
Fe Mn Zn Cu Cd Pb
mg 1000 g*
94.1 69.5 134 2.2 0.28 25.9

Cezama
Bgzowa +
Zelona 4
Wictek 7
Fost

Duet

Clone N

Cultivars

Clone A1 T

Clone A2 4

Clone A3

Clone 44 5

Qone 30
Olinnoplodna

Wbloszebnica 4

15 D B DY 05 %4 104 158 oM 258 Y|
Period of harvest

Rys. 1. Okres zbioru owocow poszczegolnych odmian jagody kamczackiej (Ochmian i in. 2013).
Fig.1. Harvest period of individual varieties of Kamchatka berries (Ochmian et al. 2013).

30|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

10% o
1000|j N2
393 N1 _
“a’
398 Jolanta
164 A )
662 Zielona
211 b’
Czarna
L
Atut .
902 76 [~
Wojtek [
720 Dlinnoplodna
1000

1000 Signoglazka |*d’
ﬂlahiuka
989 Lonicera caerulea 7987

Lonicera caerulea 7661 |‘e’

Lonicera caerulea var. edulis

Rys. 2. Drzewo podobienstwa genetycznego badanych odmian jagody kamczackiej wykreslone za
pomocg algorytmu skupien UPGMA dla macierzy ISSR. ‘a’-‘e’ grupy jednorodne (Smolik i in.
2010).

Fig. 2. Tree of genetic similarity of the examined varieties of Kamchatka berries, plotted using the
UPGMA cluster algorithm for the ISSR matrix. ‘A" - 'e" homogeneous groups (Smolik et al. 2010).

Metody badawcze

Bezposrednio po zbiorze okreslono plon z kazdego krzewu z kazdej kombinacji, mas¢ 100
owocow zebranych losowo z kazdego powtdrzenia oraz kwasowo$¢, zawarto§¢ ekstraktu i kwasu
L-askorbinowego.

Kwasowos¢ og6lng moszczu (wyrazong w gramach na litr moszczu) oznaczono metoda
miareczkowania w przeliczeniu na kwas winowy. Oznaczenie wykonano miareczkujac moszcz IN
NaOH do punktu koncowego przy pH = 8,1 (Pehametr Elmetron Polska).

Zawartos¢ ekstraktu ogdlnego zmierzono przy pomocy refraktometru elektronicznego PAL-
1 (Atago Japonia).

Zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego 1 zawarto$¢ azotandw zmierzono za pomoca
reflektometru RQflex 10.

Analizujagc wyniki przeprowadzono analiz¢ wariancji, a nastgpnic wykonano oceng
istotnos$ci réznic przy uzyciu testu Tukey’a. Analizy statystyczne przeprowadzono za pomocg
oprogramowania STATISTICA 12.5.

3. Woyniki i dyskusja

Przeprowadzone badania wykazaty zroznicowane plonowanie oraz wielko$¢ owocow
badanych odmian jagody kamczackiej (Tab. 3). Zdecydowanie najlepiej plonowaty krzewu klonu 44.
Z tych krzewow zebrano réwniez owoce o najwiekszej masie jednostkowej. Na dobrym poziomie
plonowaty réwniez krzewy odmian Czarna i klon N. Jednak owoce tego klonu byty mate. Najstabiej
plonowata odmiana Wotoszebnica. Niskim plonem charakteryzowaly si¢ rowniez krzewy odmian
Atut i Dlinnoptodna. Z tych krzewow $rednia masa 100 owocow byla rowniez na niskim poziomie.
Wedlug Kaweckiego (1996) pigcioletni krzew jagody kamczackiej wytwarza 1000 g owocow. Bozek
1 Wieniarska (2006 b) podaja, ze plon z jednego w petni owocujacego krzewu tego gatunku moze
waha¢ si¢ od 2 do 5 kg. Potwierdzaja to Matodobry i in. (2008) wskazujac, ze plon z krzewow
odmiany Atut i Duet wyniost odpowiednio 1040 i 1350 g i moze wzrosna¢ u starszych roslin nawet
czterokrotnie. Ochmian i in. (2012) twierdza, ze $rednia masa plonu z krzewéw odmiany Wojtek
wynosita 1565 g, natomiast odmiany Brazowa 1941 g. Krél i in. (2009) podaja, ze masa 1 owocu dla
gatunku jagoda kamczacka wahata si¢ migdzy 0.6 a 1.5 g, a Ancu i in. (2011) wykazali, ze 1 owoc
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z tej roéliny w zalezno$ci od odmiany wazyt od 0.56 g (odmiana Loni) do 1.44 g (odmiana SL 65),
natomiast wedtug Bieniek i in. (2005) maksymalna masa jednego owocu wynosi 1.3 g, co
potwierdzaja wyniki badan wtasnych (tab. 9). Wiszniewska (1994) twierdzi, ze jagody moga osiagnaé
nawet mas¢ 2 g. Analizujagc wyniki $redniej masy 100 owocow odmian w badaniach wiasnych
udowodniono rdéznice pomigdzy nimi (tab. 9). Owoce o najmniejszej masie zebrano z krzewow
odmian Dlinnoptodna i Wotoszebnica, a najwicksze z krzewoéw odmian Czarna i Duet (tab. 9).
Podobne wyniki uzyskali Ochmian i Grajkowski (2007). Zdaniem tych autoréw krzewy odmian
polskiej hodowli wytwarzaja owoce o masie powyzej 1 g. Natomiast Hummer (2006) podaje, ze
owoce zbierane z rosyjskich odmian uprawianych w stanie Oregon byly o masie od 1 do 2 g. Badania
Szot i Lipy (2012) wykazaty, ze $rednia masa 100 owocow odmiany Duet byta o 50% wigksza
w poréwnaniu z owocami odmiany Atut.

Tab. 3. Plon oraz $rednia masa 100 owocow badanych odmian jagody kamczackiej L. caerulea.
Tab. 3. Yield and average weight of 100 fruits of the Kamchatka berries cultivars tested L. caerulea.

Odmiana/Cultivar Suma plonu/Yield Masa 100 0v_voc6w/100 fruits
() weight (g)

Atut 830 79.5
Czarna 2218 135.9
Dlinnoptodna 998 54.6
Duet 1595 139.1
Klon 44 2916 163.7
klon N 2561 70.6
Wojtek 2007 75.2
Wolszebnica 549 65.7
Zielona 1377 724
NIR/LSDo.0s 244 115

Tab. 4. Kwasowos¢, zawartos¢ ekstraktu i kwasu L-askorbinowego w owocach badanych odmian
jagody kamczackiej L. caerulea.

Tab. 4. Acidity, content of extract and L-ascorbic acid in the fruits of the studied Kamchatka berries
L. caerulea.

Odmiana/Cultivar (Eﬁgﬂmﬁl Ekstrakt/Extract Kwasl_l_-aiilgggi)énowy
dw.m) (%o $w.m.) (mg 100 g $w.m.)

Atut 3.53 16.6 92
Czarna 3.08 12.6 71
Dlinnoptodna 3.61 154 52
Duet 3.67 14.1 62
klon 44 3.27 15.7 86
klon N 3.54 155 120
Wojtek 3.59 14.9 114
Wolszebnica 3.99 15.2 101
Zielona 3.67 16.0 130
NIR/LSDo.os 0.27 0.25 17

Jagoda kamczacka jest gatunkiem o duzej zawarto$ci kwasow organicznych w owocach.
Kwasowos¢, a zwlaszcza stosunek kwasow do cukrow decyduje o smaku owocoéw. Przeprowadzone
badania potwierdzity duza zawarto§¢ kwasow organicznych w owocach (tab. 4). Stwierdzono réwniez
istotne réznice w kwasowosci owocow z krzewdw poszczegdlnych odmian. Najmniej kwasow
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organicznych stwierdzono w owocach odmiany Czarna, a najwigcej w owocach odmiany
Woloszebnica. Réwniez wedtug Ochmiana i in. (2008) owoce z krzewéw odmian Czarna (2.74 g 100
g, ale rowniez odmian Wojtek 3.48 g 100 g i klon N (3.22 g 100 g?) charakteryzowaty si¢ niskg
kwasowos$ciag. Owoce jagody kamczackiej charakteryzuja si¢ kilkukrotnie wigksza zawartoscig
kwasow organicznych, np. w poréwnaniu do aroni —0.53 g 100 g (Ochmian i in. 2013 a) i czeres$ni
0.5 g 100 g* (Chetpinski 2007). W badaniach przeprowadzonych w Czechach kwasowo$é owocow
jagody kamczackiej wynosita nawet 5.22 g 100 g (Pokorna-Jurikova i Matuskovic 2007). Zawarto$¢
kwasow organicznych w owocach jest uzalezniona od terminu zbioru (Skupien i in. 2009; Ochmian
iin. 2012). Zdaniem wielu autoré6w poziom kwasowos$ci w owocach jagody kamczackiej uprawianej
w warunkach Polski mieécit sie¢ w zakresie od 1.5 do 3.9 g 100 g'* (Matodobry i in. 2008; Krél i in.
2009; Ochmian i in. 2013 b). Natomiast krzewy tego gatunku uprawiane w Azji zawieralty w swych
owocach 2.92 g 1009 kwaséw organicznych (Tanaka i Tanaka 1998).

Najmniej ekstraktu zawieraly owoce odmiany Czarna, charakteryzowaty si¢ one réwniez
mala zawarto$cig kawasow organicznych. Istotnie najwiecej ekstraktu, ktory z znacznym stopniu
sktada si¢ z cukrow, bylo w owocach odmian Atut i Zielona. Rowniez Matodobry i in. (2008)
potwierdzili wysoka zawarto$¢ ekstraktu w owocach odmiany Atut, natomiast Ochmian i in. (2008)
wykazali niskg zawartos¢ ekstraktu w owocach odmiany Czarna. Ponadto Ochmian i in. (2013 b)
zaobserwowali, ze owoce jagody kamczackiej zbierane w petni dojrzate zawieraly wiecej ekstraktu
w porownaniu do owocoéw pochodzacych z wezesnych zbiorow. Wedtug Krol i in. (2009) zawarto$é
ekstraktu w owocach jagody kamczackiej waha si¢ pomigdzy 11.1 a 16.7% S$wiezej masy. Réwniez
Ochmian i in. (2013 b) okreslili poziom ekstraktu w owocach w granicach od 11.3% do 16.7% $wiezej
masy.

W przeprowadzonym doswiadczeniu whasnym okreslona zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego
w owocach jagody kamczackiej byla istotnie zroznicowana w poszczegdlnych odmianach. Najnizsza
zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego, stwierdzono w owocach odmian: Dlinnoptodna, Duet oraz
Czarna. Sg to odmiany ktére wykazuja duze podobienstwo genetyczne (Smolik i in. 2010). Najwiecej
kwasu L-askorbinowego miaty owoce klonu N oraz odmian Zielona i Wojtek. Wedtug Trajkovskiego
i Hjalmarsson (2007) oraz Tanaka i Tanaka (1998) zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego w owocach
jagody kamczackiej miesci sic w zakresie od 30.5 do 186.6 mg 100 g™, co potwierdzajg wyniki
uzyskane w do$wiadczeniu wiasnym. Natomiast Szot i Lipa (2012) stwierdzili, ze w zaleznosci od
odmiany i sezonu badan zawarto$¢ witaminy C w owocach jagody kamczackiej wahata si¢ od 48.4
do 66.1 mg 100 g*. Owoce tego gatunku charakteryzujg si¢ wiekszg zawartoécia witaminy C od
owocow: maliny — 16.8-37.7 (Pantelidis i in. 2007); jezyny — 14.3-17.5 (Szajdek i Borowska 2008)
czy truskawki — 23.8-51.0 mg 100 g* (Roberts i Gordon 2003).

Wedtug Kamzolovej i in. (2006) owoce odmian pochodzacych z Biatorusi zawieraja od 24.3
do 48 mg 100 g* witaminy C, natomiast Pierzga (2001) podaje, ze odmiany czelabifiskie moga
zawiera¢ jedynie 25 mg 100 g witaminy C. Szot i Wieniarska (2012) wykazaty, ze owoce krzewow
odmiany Duet (43.25 mg 100 g') w poréwnaniu do owocéw odmiany Atut (63.44 mg 100 g?)
charakteryzowaly si¢ mniejsza zawarto$cia witaminy C. Podobne wyniki uzyskano rowniez
w doswiadczeniu w Ostoi. Poziom kwasu L-askorbinowego uzalezniony jest rowniez od terminu
zbioréw owocOw; owoce zbierane najpozniej posiadaty mniej tego zwiazku (Ochmian i in. 2012).

4. Wnhnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastgpujace wnioski:

e Jagoda kamczacka jest gatunkiem o bardzo wczesnej porze dojrzewania owocow.

e  Sposrod badanych genotypow i odmian klony 44 i N oraz odmiana Czarna, polskiej hodowli,
charakteryzowaly si¢ wysokim plonem.

o Najwiekszymi owocami charakteryzowaty si¢ krzewy klonu 44.

o Kirzewy jagody kamczackiej rosyjskich odmian wytwarzaja mniejsze owoce i stabiej plonujg
w poréwnaniu z odmianami hodowli polskie;j.

e Owoce odmian Atut i Zielona miaty najwigksza zawarto$¢ ekstraktu.
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5. Potencjalne mozliwosci zastosowania grzybéw drozdzo-podobnych
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Streszczenie

Aureobasidium pullulans to jeden z obiecujacych mikroorganizméow w procesach
biologicznej ochrony roslin. Temu gatunkowi grzybow drozdzopodobnych przypisuje si¢ silne
dziatanie antagonistyczne wobec innych mikroorganizméw. Antagonizm w Stosunku do
fitopatogenow przejawia si¢ miedzy innymi konkurencja o przestrzen zyciowa i sktadniki
pokarmowe, wydzielaniem substancji o aktywno$ci przeciwgrzybiczej, indukcja odpornosci,
a ponadto zdolno$ciag do produkcji zwigzkow lotnych. Wzrost $wiadomosci w sektorze rolnictwa
prowadzi do ograniczenia stosowania w zabiegach agrotechnicznych chemicznych srodkéw ochrony
ro§lin, a ponadto podejmowane sg proby wykorzystania mniej inwazyjnej, biologicznej ochrony
ro$lin.

1. Wstep

Rosliny uprawne narazone s3 na choroby powodowane przez szkodniki oraz
mikroorganizmy zaréwno w czasie wzrostu, jak i podczas magazynowania. Efektem choréb sg duze
straty ekonomiczne, miedzy innymi obnizenie jako$ci oraz iloéci zbioréw. Zmniejszenie rocznego
poziomu produkcji Zywnosci, generowane przez wyzej wymienione czynniki, waha si¢ pomigdzy 25-
50% w zaleznos$ci od zrodta. U podtoza jednej trzeciej tych strat leza choroby grzybowe. Aktualnie
do zwalczania fitopatogennych grzybow strzgpkowych stosuje si¢ fungicydy - chemiczne $rodki
ochrony roslin. Preparaty te odznaczaja si¢ wysoka skutecznoscia, aczkolwiek nalezy mie¢ na uwadze
prawdopodobienstwo zanieczyszczenia produktow pozostatoSciami wykorzystanych substancji
grzybobodjczych, co sktania do poszukiwania alternatywnych, bezpieczniejszych metod ochrony
ro$lin. Nadmierne zuzycie w rolnictwie intensywnym $rodkéw chemicznych, monokultura oraz inne
negatywne trendy, prowadza do pogorszenia jakosci ptodow rolnych, zubozenia gleby, a takze
zachwiania réwnowagi w zbiorowisku drobnoustrojow wptywajacych na prawidtowe dziatanie
ekosystemu. Szansg na polepszenie tych warunkéw jest kontrola biologiczna, gdzie na szczegdlng
uwage zastuguje wykorzystanie mikroorganizméw antagonistycznych (Sharma i in. 2009).

A. pullulans zaliczany jest do gromady Ascomycota, klasy Dothideomycetes, zazwyczaj jest
przedstawiany jako ,czarny grzyb drozdzopodobny”. Zbudowany jest z wydluzonych,
rozgatezionych strzepek oraz matych eliptycznych komérek drozdzopodobnych. W poczatkowej
hodowli kolonie sg gladkie, kremowe, blado rézowe, oliwkowozielone lub jasnobrazowe, lecz pod
wpltywem wytwarzania zarodnikéw przetrwalnych - chlamydospor, zmieniaja barwg na czarna.
Tworzenie ciemnych chlamydospor jest cecha bardzo charakterystyczna dla A. pullulans (Chi i in.
2009). Z czasem kolonie nie tylko ciemniejg, uwidacznia si¢ rowniez §luz, a powierzchnia staje si¢
sucha i "skorzasta" (Chlebowska-Smigiel 2013). Grzyb ten wyrdznia sie duzym zréznicowaniem
wiasciwosci fizjologicznych i morfologicznych, dlatego tez wyodrgbniono jego cztery odmiany:
Aureobasidium pullulans var. pullulans, A. pullulans var. namibiae, A. pullulans var. melanogenum
oraz A. pullulans var. subglaciale (Gostin¢ar i in. 2014).

Grzyby drozdzopodobne A. pullulans powszechnie wystepuja w $rodowisku naturalnym.
Mozna je znalez¢ zarowno w strefie umiarkowanej, tropikalnej jak rowniez polarnej. Na drodze
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ewolucji A. pullulans nabyt nadzwyczajng tolerancje bytowania W rdéznych warunkach otoczenia
i cechuje si¢ dobrg odpornoscia na stres. Mikroorganizm ten jest czesto powigzany z roéznymi
ro$linami jako epifit, endofit lub tez wystepuje w fyllosferze. Niemniej jednak, poszczegodlne szczepy
cechujg si¢ innymi wymaganiami niszy, w jakiej si¢ rozwijaja. A. pullulans var. pullulans bytuje
zazwyczaj w §rodowiskach lekko osmotycznych, niejednokrotnie jest zwigzany z ro$linami i toleruje
17 % stezenie NaCl, w przeciwienstwie do pozostatych odmian, ktére nie wykazuja tolerancji na tak
wysokie stezenie soli. Z kolei A. pullulans var. melanogenum wyodrgbniono przede wszystkim
z oligotroficznych, wodnych srodowisk, a najlepiej rozwija si¢ w temperaturze 37 °C. Natomiast
A. pullulans var. subglaciale ze wzgledu na swoja nature psychrotolerancyjng, ro$nie w 4°C,
wystepuje w siedliskach lodowcowych w Svalbard (Norwegia). Odmiana A. pullulans var. namibiae
zostata nazwana od miejsca pozyskania izolatu z marmuru na Pustyni Namib (Gostin¢ar i in. 2014).

2. Przeglad literatury

2.1. Charakterystyka Aureobasidium pullulans

Mikroorganizmy wykorzystywane w biopreparatach musza wykazywac szereg pozadanych
cech, a przede wszystkim powinny by¢ bezpieczne dla zdrowia czlowieka i stabilne genetycznie.
Powinny cechowaé si¢ szybkim wzrostem oraz umiarkowanymi wymaganiami pokarmowymi,
namnaza¢ si¢ na mozliwe tanich pozywkach oraz nie powinny wywotywa¢ negatywnego wptywu na
ro§liny. Powinny natomiast cechowac si¢ wyzsza niz patogen zdolnoS$cig do przetrwania w cigzkich
warunkach (Droby i in. 2009).

A. pullulans spetia kryteria dobrego mikroorganizmu do biologicznej ochrony. Cechuje si¢
miedzy innymi skuteczno$cig w szerokim zakresie temperatur (10-45°C), przy czym optymalna dla
jego rozwoju temperatura to 28 °C, oraz w szerokim zakresie pH 2,0-8,9 (optymalne pH 5,4-6,3). Jest
zdolny do rozwoju w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Grzyb ten posiada niska patogennosc,
cho¢ zaobserwowano nieliczne przypadki zakazen. Niewielkie wymagania pokarmowe pozwalaja
A. pullulans czerpa¢ energie¢ z roznych substratow (np. D-glukozy, D-ksylozy, a-laktozy, sacharozy,
rafinozy, glicerolu, o-krezolu, formaldehydu, aldehydu propionowego czy fenolu). Niektore szczepy
posiadajg tolerancj¢ na obecno$¢ 10 % NaCl i 10 % MgCl,, co pozwala im na bytowanie w wodach
morskich. Dodatkowo posiadajg zdolno$¢ do wytwarzania ciemnych barwnikéw melaninowych, co
znacznie poteguje zdolnos$¢ do przetrwania i konkurowania w réznych srodowiskach (Chlebowska-
Smigiel 2013).

Na przestrzeni ostatnich lat A. pullulans zyskal bardzo wazne miejsce W przemysle,
stwierdzono bowiem, ze jest zdolny do wytwarzania roznych substancji m. in. pullulanu,
zewnatrzkomorkowych enzymow (amylaz, proteaz, lipaz), biatek (SCP), antybiotykow i sideroforow
(Chi i in. 2009). Ponadto A. pullulans wykazat potencjat w kontrolowaniu i monitorowaniu
zanieczyszczen srodowiska. Ze wzgledu na wszechobecno$¢ wystepowania tego grzyba, moze by¢
on wskaznikiem zaktoécen rownowagi srodowiska, generowanych przez szkodliwe chemikalia badz
metabolity wytwarzane przez inne mikroorganizmy (Gostincar i in. 2014).

Niektore izolaty A. pullulans wykazuja dziatanie antagonistyczne wobec wielu
fitopatogennych grzybow isa uznawane za czynniki biokontroli. Ich skuteczno$¢ oceniono na
podstawie zdolnosci do konkurowania o sktadniki odzywcze i produkcje enzymow litycznych.
Szczep L47 A. pullulans wyizolowany w potudniowych Wtoszech z winogron byt z powodzeniem
stosowany do zwalczania chordb réznych owocdw i warzyw po zbiorze. Szczep ten zapewniat wysoki
poziom ochrony przed Penicillium digitatum na owocach grejpfruta, Botrytis cinerea, Aspergillus
niger i Rhizopus stolonifer na owocach winogron, a takze B. cinerea i R. stolonifer na pomidorach
koktajlowych oraz B. cinerea na owocach kiwi, wisni, jabtek, truskawek i pomidorow (Schena i in.
2002).

Natomiast A. pullulans R106 moze produkowaé antybiotyk przeciwgrzybowy
aureobazydyne A, ktora nalezy do grupy cyklicznych lipofilowych depsipeptydow. Zwiazki
peptydowe pochodzenia grzybowego charakteryzuja si¢ wyzsza aktywnoscia przeciw-grzybowa niz
peptydy pochodzenia bakteryjnego czy roslinnego. Mechanizm dzialania opiera si¢ na inhibicji
procesu tworzenia aktyny i chityny, a takze uniemozliwieniu syntezy sfingolipidow. Antybiotyk ten
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jest inhibitorem jednego z kluczowych enzymow szlaku biosyntezy sfingolipidow grzybow, wskutek
czego efektem jego dziatania na komorki grzyba docelowego sg wielorakie zmiany morfologiczne
grzybni oraz zaburzenia procesu dojrzewania konidiow (Bencheqroun i in. 2007).

2.2. Ryzyko oraz szkody generowane przez grzyby strzepkowe

Grzyby strzgpkowe sa przyczyng licznych chordb roslin, ktore z kolei przektadaja si¢ na
znaczace straty na Swiatowym rynku produkcji zywnosci (Grzegorczyk i in. 2015). Tab. 1 przedstawia
zestawienie najczesciej spotykanych grzybow strzepkowych, gospodarzy (atakowane ro$liny) oraz
ponoszonych strat. Jak wynika z danych literaturowych, mykozy, czyli choroby powodowane przez
grzyby sa zrodlem jednej trzeciej ponoszonych strat w sektorze zywnos$ciowym. Jest to spowodowane
w duzej mierze tym, iz patogeny maja szerokie grono gospodarzy, jak rowniez w wielu przypadkach
charakteryzuja si¢ znaczng odpornosciag na zmieniajace si¢ warunki $rodowiska, a W niektorych
sytuacjach wywoluja infekcje utajone. Starty sa odnotowywane zaréwno przed zbiorami, jak
i w trakcie przechowywania (Dean i in. 2012).

Tab. 1. Najpopularniejsze grzyby strzgpkowe powodujace najwicksze straty w rolnictwie
i przemysle (Dean i in. 2012).

Patogen Atak’oyvane Ponoszone straty
rosliny
Alternaria Liczne gatunki -~ ,
1 Obnizenie plonow
alternata roslin
Ze wzgledu na obecno$¢ gendow opornosci na
fungicydy, koszty zwalczania wynosza ponad 1 mld
Botrytis cinerea Pgtr:lﬁzgoms,hn Euro rocznie,
& infekuja w sposob latentny, objawy choroby widoczne
w trakcie sktadowania i transportu
Blumeria Zboza, a zwlaszcza N ,
C . Do . Obnizenie plonéow
graminis jeczmien 1 pszenica
Colletotrichum Szczegolnie szeroki | Glownie podczas transportu i magazynowania, utajone
spp. zakres gospodarzy | infekcje
Fusarium Wiele gatunkow S . . . .
1 . Obnizenie plondw, zanieczyszczenie mykotoksynami
culmorum ro$lin, zboza
Fusarium . . Obnizenie jakosci ziarna, zanieczyszczenie
- Wszystkie zboza -
graminearum mykotoksynami
Fusarium Ponad 100 Zmniejszenie plonow, straty w produkeji roslin
oxysporum gatunkow roslin ozdobnych, zanieczyszczenie mykotoksynami
Magnaporthe Ryz, proso, Najbardziej destrukcyjna choroba ryzu na $wiecie, 10 -
oryzae pszenica, jgczmien | 30 % strat w produkcji ryzu
Mycosphaerella | 5o icq Obnizenie plonéw
graminicola
. L . , | Obnizenie plondéw, tatwos¢ nabywania genow
Puccinia spp. Pszenica, jeczmien . o ..
kodujacych nowe czynniki wirulencji

2.3. Przebieg ochronnego wplywu drobnoustrojow antagonistycznych na rosliny

Do najistotniejszych mechanizméw biokontroli zaliczamy konkurencje o przestrzen zyciowa
oraz sktadniki pokarmowe. Jest to zjawisko, ktore obserwuje si¢ u wszystkich mikroorganizméw.
Polega ono na wykazaniu si¢ antagonisty lepszymi zdolno$ciami przystosowania si¢ i namnazania,
przy niskich stezeniach sktadnikow pokarmowych, niz patogen. Mikroorganizmy konkurencyjne
wykazujg wysoki potencjat reprodukcyjny, ponadto majg uzdolnienia do szybkiego zasiedlania
powierzchni ro§lin uprawnych, w szczegdlnosci w miejscach przerwania ciaglosci ich tkanek
wywotanych urazami mechanicznymi podczas uprawy badz zbioréw. W tych miejscach roslina jest
najbardziej podatna na infekcje patogenem. Mikroorganizm bedacy antagonista namnazajac si¢
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w okolicach rany, zubaza pule tatwo dostgpnych sktadnikow pokarmowych oraz wplywa na
ograniczenie potencjalnej przestrzeni zyciowej, co w konsekwencji prowadzi do utrudnienia rozwoju
patogendéw na powierzchni ro$liny i zmniejsza intensywnos$¢ ich zarodnikowania (Grzegorczyk i in.
2015). Mechanizmy takie zaobserwowano u grzybow drozdzopodobnych z gatunku A. pullulans
(Benchegroun i in. 2007).

Rownie istotnym mechanizmem biokontroli jest mykopasozytnictwo. Zjawisko to polega
na rozktadzie $cian komorkowych mikroorganizmu wrazliwego przez antagoniste, doprowadza do
deformacji morfologii grzybni oraz obnizenia jej turgoru, a w rezultacie prowadzi do catkowitego
rozktadu i zahamowania rozwoju patogenu. W procesie tym biorg udziat glukanazy, chitynazy
i proteinazy. Efektywno$¢ tego zjawiska w duzej mierze potaczona jest ze zdolnoscia
mikroorganizmoéw antagonistycznych do $cistej adhezji do $cian komorkowych fitopatogenicznych
grzybow strzgpkowych, ktora skutkuje zmniejszeniem powierzchni wchianiania sktadnikow
pokarmowych. Dzialanie enzymoéw litycznych prowadzi do rozkladu $ciany komorkowej grzybow
strzepkowych, a przede wszystkim powstrzymuje rozrost grzybni oraz penetracj¢ komorek
roslinnych. A. pullulans cechuje zdolno$¢ do syntezy chitynaz i glukanaz, ktore degraduja $ciang
komorkowa grzybowych patogendéw roslin, co $wiadczy o ich potencjale biokontrolnym
(Grzegorczyk i in. 2015).

Kolejna cecha szczegdlng wielu mikroorganizméw jest zdolnos¢ do produkeji i wydzielania
aktywnych substancji majgcych hamujacy wplyw na rozwdj patogendow. Metabolity wtdrne,
nazywane antybiotykami poprzez dziatanie na Sciang i btong komdrkows prowadza do przerwania
ich ciggtoéci oraz niekontrolowanego wyptywu sktadnikow komodrkowych, co w nastgpstwie
prowadzi do $mierci patogenow. Zdolno$¢é mikroorganizmoéw do produkeji antybiotykdw, ich rodzaj
i efektywnos$¢ dziatania jest cecha gatunkowa, czesto rozpatrywang w obrebie szczepu. A. pullulans
syntetyzuje aureobazydyne, ktora dziala hamujaco m.in. na wzrost komérek Candida albicans,
Aspergillus nidulans, P. expansum, P. digitatum, P. italicum oraz B. cinerea (Bencheqroun i in.
2007).

Innym waznym mechanizmem zaliczanym do antybiozy jest sekrecja lotnych metabolitow
przeciwgrzybowych. Przeprowadzone w warunkach laboratoryjnych analizy wykazaly, ze
w hodowlach bezkontaktowych grzybow z rodzaju Trichoderma i patogenow roslin takich jak
Fusarium graminearum, Penicillium ultimatum i Rhizoctonia solanii, dzielenie wytacznie wspolnej
przestrzeni powietrznej prowadzi do znaczacego, czesto nawet catkowitego, zahamowania wzrostu
grzybow patogenicznych (Raut i in. 2014). Podobne efekty uzyskano w bezkontaktowych hodowlach
drozdzy z gatunkoéw Saccharomyces cerevisiae, Metschnikowia pulcherrima, Williopsis nomalus
z patogenem winoro$li — B. cinerea (Parafati i in. 2015).

Indukcja odpornosci jest naturalnym zjawiskiem, ktore nastgpuje w trakcie oddzialywania
fitopatogennych grzybow z tkankami roslinnymi, aczkolwiek obecno$¢ antagonistycznego
drobnoustroju moze w istotnym stopniu przyczyni¢ si¢ do wzmocnienia reakcji obronnej rosliny.
Zjawisko to polega na wlaczeniu, wzmocnieniu i/lub ukierunkowaniu szlakéw metabolicznych roslin
do syntetyzowania zwiazkow majacych hamujacy badz bodjczy wplyw na patogeny. Do takich
zwigzkow zaliczy¢ mozna zaré6wno substancje niebiatkowe, takie jak np. fitoaleksyny (umbeliferon,
skoparon, skopoletyna) czy reaktywne formy tlenu oraz etylen, jak rowniez biatkowe, np. enzymy
glukanazy badz chitynazy (Hershkovitz i in. 2012).

Ippolito i Nigro opisali role drozdzaka A. pullulans w uruchamianiu mechanizméw
odpornosci roslin w odpowiedzi na atak grzybow patogennych (Ippolito i Nigro 2000). Aplikacja
zawiesiny komorek A. pullulans wigzata si¢ ze wzrostem aktywnosci -1,3-glukanazy, chitynazy oraz
peroksydazy, co przelozylo si¢ na ochrong jabtek przed skazeniem P.expansum. Szereg zmian
zachodzacych w strukturze komorkowej roslin, powodujacych wzmocnienie i wywotanie odpornosci
na penetracje przez strzgpki grzybni przypisywane jest peroksydazie.

Drozdze antagonistyczne zdolne sa rowniez do tworzenia otoczki §luzowej wokot
komorek gospodarza, tworzacej swego rodzaju barierg ochronna. Zawarte w niej substancje ulatwiaja
ro$linie prawidlowe rozpoznanie patogenu. Takie cechy charakteryzuja takze fragmenty
polisacharydow $ciany komorkowej drozdzy (Sharma i in. 2009).
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Szereg badan donosi o zdolno$ciach drobnoustrojow antagonistycznych do hamowania
wzrostu i rozwoju patogendéw roslin w warunkach laboratoryjnych, mimo to wiele z czynnikéw
biokontroli nie przektada si¢ na réwnie wysokie wyniki podczas préob wykorzystania ich na wigksza
skale. Dotychczasowe szanse na wykorzystanie mikroorganizméw w warunkach naturalnych niosa
ze sobg ograniczenia ze wzgledu na brak powtarzalnos$ci wynikéw badan w réznych srodowiskach
(Grzegorczyk i in. 2015).

2.4. Podniesienie efektywno$ci dziatania drobnoustrojow jako elementéw biokontroli

W celu podwyzszenia efektywnos$ci dzialania czynnikow biokontroli stosuje si¢ je
réwnocze$nie z metodami fizycznymi, chemicznymi (zazwyczaj obejmujg ochrone po zbiorze) badz
agronomicznymi (obejmuje ochrong¢ przed zbiorem) jak rowniez istnieje mozliwo$¢ taczenia
powyzszych elementow.

Jednym z rozwigzan majacych na celu zwigkszenie skutecznosci ochrony biologicznej jest
wykorzystanie mikroorganizméw w potaczeniu z czynnikami fizycznymi. Obecnie w przemysle
wykorzystuje si¢ modyfikowane warunki atmosferyczne, promieniowanie UV oraz podwyzszong
temperature, co pozytywnie wplywa na efektywno$¢ czynnikdw biokontroli w trakcie
przechowywania plonéw. Potgczenie obrobki cieplnej i Pichia guilliermondii jest jedna
z najskuteczniejszych technik zwalczania grzyboéw po zbiorze na pomidorach koktajlowych.
Eksperymenty in vitro wykazaty, ze obrobka cieplna w temperaturze 38 °C, po ktdrej nastgpowato
zastosowanie P. guilliermondii zapewniata najlepsza skuteczno$¢ i hamowala rozwoj trzech
szczepow patogennych: B. cinerea, A. alternata i R. stolonifer (Zhao i in. 2010).

Innym sposobem podniesienia efektywnosci biopreparatow jest uzupelnienie ich
substancjami chemicznymi. W tym celu najczeSciej wykorzystywane sa sole nieorganiczne (np.
chlorek wapnia, kwasny weglan sodu) lub zwiazki organiczne (np. kwas salicylowy), jak rowniez
antyoksydanty i polisacharydy (Qin i in. 2015).

Preparaty biologiczne taczace w swoim sktadzie kilka gatunkow pozytecznych
mikroorganizméw czesto charakteryzuja si¢ znacznie szerszym spektrum dzialania wobec
fitopatogenow grzybowych, a ponadto cechuje je wyzsza trwalo$¢ w $rodowisku. W przypadku
dwusktadnikowych biopreparatow grzybobojczych w sktad wchodzg dwa mikroorganizmy
antagonistyczne zazwyczaj nalezace do odrebnych grup drobnoustrojow. Jest to stosunkowo
innowacyjne podejscie w ochronie ros§lin. Wedlug danych literaturowych coraz czesciej
podejmowane sg proby wykorzystania preparatow zawierajacych grzyby strzepkowe, drozdze lub
sinice z komorkami bakterii. Sposob dziatania takich biopreparatéw opiera si¢ na tworzeniu biofilmu
przez bakterie, w sktad ktoérego wchodza dane drobnoustroje antagonistyczne, co przektada si¢ na
lepsza adaptacje i wicksza wydajnos¢ w roznych §rodowiskach. Z wstepnych badan wynika, ze
zastosowanie takich biopreparatow korzystnie oddziatuje na odporno$é roslin wobec fitopatogenow.
Dobrym przyktadem pozytywnego dzialania takich biopreparatdéw na rosliny jest wykorzystanie
W przechowalnictwie plonéw wspolnej kultury drozdzy z gatunku Tilletiopsis pallescens i bakterii
Brevibacillus brevis, w efekcie czego odnotowano redukcj¢ porazenia maczniakiem prawdziwym
(Grzegorczyk i in. 2015).

2.5. Mozliwosci wykorzystania mikroorganizmdw antagonistycznych

Wprowadzenie na rynek preparatu zawierajagcego mikroorganizmy jako biologiczne
czynniki ochrony (ang. BCA — Biological Control Agent) zobligowane jest do przeprowadzenia
wieloletnich badah zar6wno w warunkach in vitro i in vivo (w laboratorium) jak rowniez
w warunkach terenowych (poletka eksperymentalne) (Nunes 2012). Przebieg rejestracji preparatow
BCA podlega szczegotowej kontroli prawnej, jest to proces dosy¢ trudny, czasochtonny, a ponadto
kosztowny.

W calym procesie bardzo istotnym aspektem jest fakt umieszczenia na rynku preparatu
bezpiecznego dla cztowieka oraz srodowiska. Znaczna cz¢$¢ drobnoustrojow wykorzystywana w tym
celu byla uprzednio izolowana z produktow rolniczych, obecnych w codziennej diecie ludzi.
Ulokowanie antagonistow na powierzchni organdéw roslinnych cho¢by w wigkszej liczbie nie
powinno by¢ szkodliwe, gdyz mikroorganizmy te zwykle rozwijajg si¢ w specyficznych miejscach
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(zranieniach), a na nienaruszonej powierzchni ich populacja spada do poziomu naturalnej mikroflory
(Droby i in. 2009).

Komercyjne wykorzystanie szczepdw drozdzy jako preparatdéw przeznaczonych do ochrony
ro$lin stanowi wyjatkowe wyzwania pod wzgledem produke;ji i stabilnosci produktu. W wigkszosci
wstepnych badan z uzyciem tych srodkow wykorzystywano wysokiej jakosci pozywki, ktore nie sa
ekonomicznie optacalne na wigksza skale. Stworzenie produktu o dugiej trwatosci i utrzymujace;j si¢
skuteczno$ci stanowi rowniez istotne wyzwanie. Pomimo, ze wptyw warunkow zewngtrznych na
fizjologi¢ oraz tolerancja na stres w modelowych drozdzach zostata obszernie przeanalizowana,
konieczne jest wykonanie znacznie wigcej ilosci badan, aby oceni¢, ile aktualnie dostgpnych
informacji ma zastosowanie do produkcji preparatow opartych na dzikich, naturalnie bytujacych
w ekosystemie szczepach. Uzyskanie takich informacji wymaga indywidualnego przeanalizowania
parametrow dla kazdego przypadku. W ciagu ostatnich trzydziestu lat obserwuje si¢ wzrost liczby
gatunkéw drobnoustrojow, ktoére zostaly okreslone jako potencjalne $rodki biokontroli (Sui i in.
2015).

3. Podsumowanie

Biologiczne metody ochrony ro§lin na przestrzeni lat wzbudzaja coraz wicksze
zainteresowanie, o czym $wiadczy szereg badan na temat zrozumienia i zoptymalizowania kontroli
biologicznej, aby unikna¢ nadmiernego stosowania syntetycznych substancji chemicznych,
szkodliwych zaréwno dla srodowiska jak i ludzi. Zglgbienie proceséw dziatania antagonistycznych
mikroorganizméw przyczyni si¢ do udoskonalenia ich aktywnosci iefektywnosci, a ponadto
umozliwi rozwdj kryteriow do szybkiego skriningu czynnikéw ochrony biologicznej. Wykorzystanie
mikroorganizméw antagonistycznych w ochronie roslin pozwoli na pozyskiwanie znacznie wyzszych
plonéw, a ponadto warto nadmieni¢, ze jest to ekologiczna i bezpieczna alternatywa w walce
z patogenami ro$lin. Zrozumienie proekologicznej przydatnosci potencjalnych $rodkéw kontroli
biologicznej grzybow drozdzopodobnych oraz opracowanie strategii zwigkszajacych ich tolerancje
na stres maja kluczowe znaczenie dla ich skutecznosci i komercyjnego zastosowania.

Na efektywno$¢ antagonizmu drobnoustrojow wptywaja takie czynniki jak: rodzaj rosliny
uprawnej i rodzaj patogenu, stopien porazenia ro$liny patogenem, parametry $rodowiska (pH,
temperatura, wilgotnos$¢), rodzaj oraz odpowiednio dobrana dawka biopre-paratu, jak rowniez czas
i miejsce zastosowania.
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Streszczenie

W ponizszym badaniu in vitro okre§lano zdolno$¢ antagonistyczng 25 izolatow grzybow
drozdzopodobnych z rodzaju Aureobasidium (wyizolowanych z ro$lin) wobec fitopatogennych
grzybow strzepkowych: Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium culmorum i Fusarium
oxysporum. Na podstawie uzyskanych wynikow zaobserwowano potencjal biokontrolny
Aureobasidium wzglgdem plesni z gatunkéw A. alternata oraz B. cinerea, natomiast patogeny
z gatunkow F. culmorum i F. oxysporum w przeprowadzonym eksperymencie byly catkowicie
oporne. Gléwnym mechanizmem oddziatywania badanych szczepéw byla antybioza oraz
konkurencja o sktadniki odzywcze oraz zajmowang przestrzen.

1. Wstep

Aureobasidium  pullulans  zazwyczaj jest przedstawiany jako ,czarny grzyb
drozdzopodobny”, ktdry jest szczegdlnie znany ze swojego biotechnologicznego wykorzystania jako
producent pullulanu. Jego potencjal biotechnologiczny widoczny jest rowniez w produkcji réznych
enzymow hydrolitycznych (Zalar i in. 2008). Niektore izolaty A. pullulans przejawiaja dziatanie
antagonistyczne wobec licznych fitopatogennych grzybdw i sa uznawane jako elementy biokontroli.
Ich efektywno$¢ szacowano na podstawie wspotzawodnictwa o skladniki odzywcze i produkcje
enzymow litycznych (Mounir i in. 2007, Wagner i in. 2013).

Generalnie do ochrony ro$lin przed fitopatogennymi grzybami strzgpkowymi stosuje si¢
fungicydy. Te chemiczne $rodki ochrony roslin odznaczajg si¢ wysoka skutecznoscia, ale trzeba mieé
na uwadze mozliwo$¢ zanieczyszczenia ptodéw rolnych pozostatosciami stosowanych substancji
grzybobojczych. Obserwowany w ostatnich latach wzrost $wiadomosci proekologicznej sktania do
poszukiwania innych, bezpieczniejszych metod ochrony roslin. Biokontrola cieszy si¢ coraz
wigkszym zainteresowaniem, o czym $wiadczy szereg prowadzonych badan na temat zrozumienia
i zoptymalizowania metod biologicznej ochrony roslin, w celu zminimalizowania nadmiernego
wykorzystania syntetycznych substancji chemicznych, ktore prowadzg do zubozenia gleby, a takze
zachwiania réwnowagi mikrobiologicznej wptywajacej na prawidlowe dziatanie ekosystemu
(Castoria i in. 2001, Schena i in. 2002, Zalar i in. 2008, Sharma i in. 2009).

Zrozumienie procesow dzialania antagonistycznych mikroorganizméw pozwoli na
udoskonalenie ich efektywnosci, a ponadto starannie wyselekcjonowane szczepy moga stanowic
podstawe preparatow stosowanych w biologicznej ochronie roslin. Wykorzystanie A. pullulans moze
mie¢ istotne znaczenie w biokontroli, poniewaz przypisuje si¢ mu silne dziatanie antagonistyczne
wobec innych mikroorganizméw (Chi i in. 2009).
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2. Material i metody

2.1. Grzyby strzgpkowe i izolaty grzybow drozdzopodobnych

Fitopatogenne grzyby strzgpkowe z gatunkéw Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Fusarium culmorum i Fusarium oxysporum zdeponowane w kolekcji Katedry Biotechnologii,
Mikrobiologii i Zywienia Cztowieka Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie byly przechowywane
na skosach z agaru brzeczkowego w temperaturze 4°C.

Materiat do badan stanowito 25 izolatow grzybéw drozdzopodobnych, pozyskanych
ze $rodowiska naturalnego (izolaty pobrano m.in. z li§ci czere$ni, moreli, orzecha wloskiego, gruszy,
kwiatu jabtoni, ktoséw i ziarna pszenicy oraz lisci ikwiatdw winogron), przechowywanych
w temperaturze 4°C na skosach z agaru brzeczkowego.

2.2. Selekcja grzybow drozdzopodobnych zdolnych do inhibicji rozwoju plesni

W celu oceny zdolno$ci $rodowiskowych izolatow Aureobasidium sp. do hamowania
rozwoju wybranych gatunkow grzybow strzgpkowych (A. alternata, B. cinerea, F. culmorum, F.
oxysporum) przeprowadzono eksperyment in vitro na ptytkach Petriego. W tym celu wykorzystano
zawiesing grzyba drozdzopodobnego w 0,8 % roztworze soli fizjologicznej, doprowadzong do 5°
gestosci optycznej zgodnie ze skalg McFarlanda.

Na zestalony agar brzeczkowy, w dwoch rownoleglych punktach, nakropiono po 40 pl
zawiesiny drobnoustroju i pozostawiono na 30 minut do wchionigcia. Po uptywie okre§lonego czasu
w tych samych punktach umieszczano fragmenty grzybni. W przypadku proby kontrolnej, na ptytki
nanoszono ptyn fizjologiczny.

Nastepnie plytki inkubowano w temperaturze 27°C przez 6 dni. Drugiego, trzeciego
i szostego dnia inkubacji przeprowadzano kontrolny pomiar dwoch prostopadtych srednic grzybni.
W dalszym etapie obliczano stopien inhibicji grzybni ze wzoru:

A
gdzie: A- érednica grzybni w probie badanej, B- $rednica grzybni w probie kontrolne;j.
Do dalszych analiz wybrano izolaty odznaczajace si¢ najszerszym spektrum dziatania na
fitopatogeny.

2.3. Oznaczenie zewnatrzkomorkowych enzymow litycznych

Wytypowane izolaty przeszczepiano ze skoséw brzeczkowych za pomocg ezy do wczesniej
przygotowanej pozywki ptynnej. Sktad pozywki (g/dm®): ekstrakt drozdzowy 3,00; (NH4)2SO4 5,00;
KH2PO4 5,00; glukoza lub chityna 5,00.

Kolby przeniesiono na wytrzasarke Minitron (Infors AG) i inkubowano przez 7 dni
w temperaturze 28 °C przy 200 obr./min. W celu okre$lenia aktywnosci B-1,3-glukanazy i chitynazy
oraz stezenia biatka pobierano probki hodowli w drugim, pigtym i siodmym dniu. Probki wirowano
przez 15 min przy 10000 obr./min po czym supernatant przeznaczono do dalszych oznaczen.

Oznaczanie aktywnosci B-1,3-glukanazy

W badaniu jako substrat dla enzymu wykorzystano laminaryng (Sigma-Aldrich) w postaci
1 % roztworu (procent masowy) w 0,1- molowym buforze octanowym o pH=4,8. Do 180 pl roztworu
laminaryny dodawano 20 pl odwirowanego ptynu pohodowlanego. Mieszaning nastgpnie
inkubowano w temperaturze 50 °C przez 50 min. Ilo$¢ uwolnionych cukréw redukujacych oznaczano
kolorymetrycznie metoda Millera. W celu eliminacji wptywu tla na warto§¢ absorbancji proby
badanej, przygotowano rowniez probe zawierajaca 20 pl supernatantu i 180 pl buforu octanowego
oraz probe ztozong ze 180 pl roztworu 1 % laminaryny i 20 pl buforu, ktére poddano inkubacji
w takich samych warunkach jak probe badang.

Oznaczanie aktywnosci chitynazy

Substratem dla oznaczanego enzymu byl 0,25 % koloidalny roztwor chityny. Do 5 ml
stezonego kwasu ortofosforowego dodano 0,25 g chityny natywnej (Sigma-Aldrich) i pozostawiono
na 1 h w temperaturze pokojowej do napgcznienia. Po dodaniu 100 ml wody destylowanej ustalono
pH = 5,0 i dodano 0,1 g azydku sodu. Nastgpnie mieszaning odwirowano przy 1400 obr./min przez
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15 min, a osad zawieszono w 50 ml 0,1 M buforu octanowego (pH =4,8) i zhomogenizowano.
W tym celu wykorzystano homogenizator CAT Unidrive x 1000 (15 min, 15000/min). Do 100 pl
odwirowanej cieczy pohodowlanej dodawano 100 pl roztworu koloidalnego chityny, nastgpnie
mieszaning inkubowano w 50 °C przez lh. Ilo§¢ uwolnionych w reakcji cukrow redukujacych
oznaczano metoda Millera. Przygotowano rowniez proby zawierajace 100 pl roztworu chityny i 100
pl buforu octanowego oraz 100 pl supernatantu i 100 pul buforu octanowego, ktore inkubowano
w takich samych warunkach.

Pomiar stezenia biatka metoda Bradforda

Metoda ta opiera si¢ na zjawisku tworzenia kompleksu biatka z barwnikiem Coomassie
Brilliant Blue G-250, ktérego maksimum absorbancji przypada na fale o dtugosci 595 nm. Wartosé
absorbancji zalezy wprost proporcjonalnie od stezenia biatka w badanym roztworze. Stezenie biatka
w badanych probach obliczano na podstawie krzywej wzorcowej dla przygotowanych roztworow
albuminy o stezeniach: 0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0 mg/ml (Bio-Rad). Do 20 pl roztworu albuminy lub
filtratu pohodowlanego dodawano 1 ml odczynnika Bradforda (Bio-Rad). Po uptywie 5 minut
dokonywano pomiaru absorbancji. Probg zerowa stanowita woda.

Interpretacja wynikdw oznaczen

Dla obu enzymoéw obliczano aktywnos¢ ogdlna i specyficzng. Za jednostke aktywnos$ci
ogolnej przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra uwalnia 1 pmol glukozy w ciggu 1 min w warunkach

reakcji. Obliczano jg ze wzoru: -———, gdzie:
S - stezenie glukozy odczytywane z krzywej wzorcowej, T - czas inkubacji (min).
Aktywnos¢ specyficzng enzymu obliczano jako iloraz aktywno$ci ogodlnej (U) i stezenia
biatka w badanym roztworze.

2.4. Oszacowanie produkcji zwigzkow lotnych

Zdolnos¢ grzyboéw drozdzopodobnych z rodzaju Aureobasidium do syntezy lotnych
metabolitow hamujacych namnazanie patogenéw badano in vitro na ptytkach Petriego. Agar
brzeczkowy wylewano zaréwno na dno, jak i wieczko ptytki. Po zestaleniu na spodniag warstwe szalki
naktadano centralnie fragment grzybni, natomiast warstwe wierzchnig zaszczepiono za pomocng ezy
grzybami drozdzopodobnymi w postaci biegnacej przez $rodek rysy. Probe kontrolng stanowity
ptytki, ktorych wieczka nie zostaly zaszczepione drozdzakami. Nastgpie ptytki inkubowano 6 dni
w temperaturze 28 °C.

Po dwoch, trzech i sze$ciu dniach inkubacji dokonywano pomiaru dwoch prostopaditych
$rednic grzybni. Stopien zahamowania wzrostu grzybni obliczano ze wzoru:

1 4 1009
(1-5)x100%
gdzie: A- érednica grzybni w probie badanej, B- $rednica grzybni w probie kontrolne;j

2.5. Identyfikacja wyselekcjonowanych izolatow

Identyfikacje szczepéw przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Gene
MATRIX Bacterial&Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURx) wedtug instrukcji producenta.
Materiat do izolacji DNA stanowita hodowla na skosie brzeczkowym.

Wyizolowane DNA stanowitlo matryc¢ w reakcji ITS-PCR, ktorej zamierzeniem byta
amplifikacja gatunkowo wysoce zmiennych niekodujacych sekwencji ITS1 i ITS2 potozonych
pomiedzy sekwencjami kodujacymi podjednostki rybosoméw (Martin i Rygiewicz 2005). W tym
celu uzyto specyficznych dla drozdzy i grzybow starterow ITS1 oraz ITS4 o sekwencji: ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGGGG-3%), ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). Reakcje
przeprowadzono w termocyklerze T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) zgodnie z ponizszym
schematem: Denaturacja wstepna 95°C, 3 min > (Denaturacja 95°C, 3 min > Przytaczenie starterow
60°C, 30 sekund > Elongacja 72°C, 30 sekund) x 40 cykli > Wydtuzanie koncowe 72°C, 8 min.

Produkty reakcji PCR zostaly zsekwencjonowane w laboratorium Nexbio Sp. z o. o.
(Lublin). Na kazde oznaczenie uzyto po 20 pl produktu PCR i 10 pl odpowiedniego startera.
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Otrzymane chromatogramy przeanalizowano za pomoca programu Finch TV. Dla
otrzymanych sekwencji nastgpnie poszukiwano odpowiadajacych rekordéw w bazie GeneBank
wykorzystujac wyszukiwarke BLAST.

3. Wyniki

3.1. Selekcja grzybow drozdzopodobnych zdolnych do inhibicji rozwoju plesni

Pomiaru $rednicy grzybni patogenéw dokonywano po dwoch, trzech oraz szesciu dniach
inkubacji. Ponizej przedstawiono wylacznie wyniki z szdstego dnia hodowli, poniewaz wiele
izolatow wykazywalo wysoki potencjal biokontrolny wylgcznie do trzeciego dnia obserwacji, co
z kolei wynika¢ mogto z potrzebnego plesniom czasu do adaptacji do warunkow srodowiska, a nie
ochronnego wplywu drozdzy.

Izolaty uznano za antagonistyczne jezeli stopien inhibicji wzrostu danego patogenu byt
rowny co najmniej 50 %. Sposrod 25 izolatow 17 (68 %) hamowato wzrost grzybni B. cinerea
(maksymalna warto$¢ hamowania rowna 100 %). W przypadku A. alternata nie uzyskano wynikow
przekraczajacych 50 %, dlatego wyszczegdlniono najlepsze z nich, wykazujace okoto 40 % stopien
inhibicji.

Grzyb drozdzopodobny z rodzaju Aureobasidium nie wykazat inhibicji patogenow
z rodzaju Fusarium. Patogeny te catkowicie przerastaly szalki, dlatego pomini¢to je w ponizszym
zestawieniu tabelarycznym.

Tab. 1. Srednice grzybni patogendw i stopien hamowania ich wzrostu przez badane izolaty
Aureobasidium.

Nazwa Srednica grzybni Stopien Srednica grzybni Stopien
izolatu Alternaria alternata | inhibicji (%) Botrytis cinerea inhibicji (%)
Kontrola 70 - 28 -
23-3 41 41,43 10 64,29
24-2 41 41,43 5 82,14
24-3 60 14,29 10 64,29
24-4 48 31,43 22 21,43
25-1 48 31,43 8 71,43
26-5 55 21,43 20 28,57
26-G7 51 27,14 11 60,71
30-J2 46 34,29 11 60,71
30-J3 54 22,86 6 78,57
31-2 52 2571 11 60,71
55 60 14,29 12 57,14
58 60 14,29 20 28,57
66 51 27,14 9 67,86
69 55 21,43 8 71,43
W1B 58 17,14 5 82,14
WI1F5 55 21,43 5 82,14
WI1F7 39 44,29 7 75,00
W2F2 52 25,71 5 82,14
W2F5 42 40,00 8 95,43
W2F6 56 20,00 0 100,00
W3F1 50 28,57 12 57,14
W3F2 55 21,43 20 28,57
W3F4 48 31,43 10 74,29
W3F5 58 17,14 16 42,86
W3F7 51 27,14 11 70,71
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Sposrdéd izolatow wykazujacych najwigksze zdolnosci do inhibicji wzrostu patogendow
wyselekcjonowano pi¢é o najszerszym spektrum dziatania, a nastgpnie zostaty one poddane dalszym
analizom.

3.2. Oznaczanie aktywnosci enzymow litycznych

Aktywnos¢ og6lng B-1,3-glukanazy i chitynazy obliczano w oparciu o krzywa wzorcowa dla
glukozy, ktérej rownanie byto nastepujace y = 1,2405 x - 0,0153. Natomiast stgzenie biatka niezbedne
do oznaczenia aktywnosci specyficznej enzymoéw okreslano na podstawie rownania: y = 1,0756 x +
0,6404.

Aktywnos¢ ogolna B-1,3-glukanazy niezaleznie od zrddla wegla zmieniata si¢ w czasie,
w wigkszosci przypadkow najwyzsza odnotowano 7. dnia. W przypadku uzycia chityny jako
induktora syntezy enzymu zaobserwowano niewielki spadek aktywnosci. Postugujac si¢ glukozg jako
zrodtem wegla zaobserwowano wyzsza aktywno$¢ ogolng i specyficzng B-1,3-glukanazy
w odniesieniu do wariantow, w ktorych do pozywki dodawano chityne. Izolat 66 odznaczat si¢
najwyzsza aktywnos$cia ogolna i specyficzng w pozywce z glukoza w probie pobranej 2 dnia hodowli.
W przypadku wykorzystania chityny jako zrédta wegla izolat W2FS5 wykazywal najwyzsza
aktywnos$¢ ogodlng oraz specyficzng w drugim dniu hodowli. Wigkszo$¢ izolatdéw przejawiata
tendencj¢ wzrostowa aktywnosci ogoélnej, jednak nie mozna stwierdzi¢ jednoznacznej zaleznosci.
Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tab. 2. Aktywnos$¢ ogélna i specyficzna B-1,3-glukanazy syntetyzowanej przez wybrane szczepy
Aureobasidium w czasie trwania (2, 5 i 7 dzien hodowli) w odniesieniu do wybranego induktora
syntezy enzymu.

Zrédlo wegla — glukoza

Nazwa | Aktywno$é ogélna (pmol/cm®x min) Aktywno$¢ specyficzna (U*/ mg bialka)
izolatu | 3 gni 5 dni 7 dni 2 dni 5 dni 7 dni

23-3 11,71 17,09 26,36 495,93 723,51 1116,08
66 29,63 24,92 18,74 1455,01 1224,06 920,52
W1F7 15,52 20,67 40,24 598,25 796,80 1551,30
W2F5 8,58 22,24 28,74 394,22 1022,08 861,51
W3F4 11,26 21,12 24,12 842,32 1579,14 1803,53

Zrédlo wegla — chityna

23-3 5,67 17,09 29,04 340,42 1026,65 1745,17
66 10,82 18,21 24,12 709,34 1193,98 1581,70
WI1F7 13,05 20,89 16,73 2379,95 3808,74 3049,44
W2F5 15,07 26,27 36,88 1087,88 1896,11 2662,31
W3F4 10,59 20,67 21,21 764,59 1491,99 1530,79

* aktywnos$¢ ogolna

Aktywno$¢ ogoélna chitynazy niezaleznie od zrodta wegla zmieniata si¢ w czasie, dla
wiekszos$ci szczepOw najwyzszg odnotowano w probach z 2. dnia hodowli (tabela 3). W przypadku
uzycia chityny jako induktora syntezy enzymu zaobserwowano niewielki wzrost aktywnosci. Dla
aktywnosci specyficznej nie mozna zdefiniowa¢ statej zaleznosci. Najwyzsza aktywnoscia ogolng
i specyficzng w pozywce z glukozg odznaczat sie izolat 66. Natomiast najwyzszg aktywnos$cig 0golng
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i specyficzng w pozywce z chityng odznaczat si¢ szczep W3F4. Podsumowujac, glukoza okazata si¢
lepszym induktorem syntezy chitynaz niz chityna.

Tab. 3. Aktywno$¢ ogélna i specyficzna chitynazy produkowanej przez wybrane szczepy
Aureobasidium podczas trwania eksperymentu (2, 5 i 7 dzien hodowli) w zalezno$ci od wybranego
induktora syntezy enzymu.

Zrédlo wegla — glukoza

Nazwa | Aktywno$é ogélna (pmol/cm®x min) Aktywno$é specyficzna (U/ mg biatka)

izolatu | 2 dni 5 dni 7 dni 2 dni 5 dni 7 dni

23-3 19,97 23,19 40,79 845,45 982,00 1727,13
66 93,05 68,06 50,23 4570,26 3342,90 2466,78
WI1F7 44,69 25,34 22,23 172274 976,88 857,09
W2F5 54,36 44,95 23,86 2498,69 2066,39 1096,72
W3F4 23,73 21,85 20,93 2531,72 2331,02 2233,27

Zrédlo wegla — chityna

23-3 53,02 46,03 19,30 3185,71 2765,90 1159,87
66 48,99 29,37 2191 3212,74 1926,23 1436,74
W1F7 41,46 28,83 14,75 2791,46 1941,17 992,75
W2F5 16,20 18,89 36,88 1169,67 1363,65 2662,27
W3F4 56,78 49,25 16,37 4098,70 3555,57 1181,93

3.3.0kreslenie wptywu lotnych metabolitow grzybow drozdzopodobnych na fitopatogeny
grzybowe

Wptyw lotnych metabolitow wyselekcjonowanych izolatow grzybdéw drozdzopodobnych
oceniano w drugim, trzecim i sz6stym dniu hodowli. Ponizej przedstawiono wyniki pomiarow $rednic
grzybni wykonanych 6. dnia hodowli, poniewaz uznano je za najbardziej miarodajne i najlepiej
ukazujace potencjat biokontrolny badanych drozdzy (najwigksze réznice pomigdzy $rednica grzybni
w probie badanej i kontrolnej), w zwiazku z tym pozostale dane pomini¢to w podsumowaniu
tabelarycznym.

Tab. 4. Ocena hamujacego wplywu lotnych metabolitow wybranych izolatow grzyboéw
drozdzopodobnych wobec A. alternata oraz B. cinerea.

Srednica grzybni Stopien Srednica Stopien

Nazwa (mm) - Nazwa . S

. . inhibicji . grzybni (mm) inhibicji

izolatu Alternaria izolatu L
[%6] Botrytis cinerea [%%6]
alternata
KONTROLA 60 - KONTROLA 22 -

23-3 43,5 27,5 23-3 5 80
66 10 83,3 66 5 80
W1F7 10 83,3 WI1F7 5 80
W2F5 22,5 62,5 W2F5 5 80
W3F4 26,5 55,8 W3F4 5 80
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Stopien inhibicji wzrostu grzybni A. alternata wynosit do 83,3 %. Najwyzsze aktywnosci
odnotowano dla izolatow 66 1 W1F7. W przypadku B. cinerea bardzo dobry hamujacy efekt wykazaty
wszystkie wybrane izolaty. Odnotowano 80 % stopien inhibicji.

3.4 ldentyfikacja gatunkowa izolatow grzybow drozdzopodobnych

Reakcja ITS-PCR pozwolita na zamplifikowanie wysoce zmiennych niekodujacych
sekwencji ITS1 oraz ITS2 potozonych pomiedzy sekwencjami kodujacymi podjednostki rybosomow.
Produkty reakcji PCR poddano sekwencjonowaniu z uzyciem startera ITS4. Otrzymane sekwencje
zostaly poddane analizie bioinformatyczne;j.

Wyszukiwanie identycznych sekwencji w bazie danych GeneBank za pomoca narzedzia
BLAST wykazato, ze wybrane izolaty szczepéw nalezg do gatunku Aureobasidium pullulans. Stopien
pokrewienstwa oscylowat w granicach 99% (dla izolatow 23-3, W1F7,W2F2) - 100% (dla izolatow
66 oraz W3F4).

4. Dyskusja

Skutecznos¢ A. pullulans do zapobiegania wystgpowania chordb grzybiczych na réznych
owocach zostata juz udokumentowana przez wielu autoro6w. Antagonistyczna aktywnos$¢ obejmuje
glownie konkurencje o sktadniki odzywcze, wytwarzanie lotnych zwiazkow organicznych, a takze
glukanaz, chitynaz i proteaz (Zhang in. 2012).

Pierwszym etapem cksperymentu w tejze pracy bylo wylonienie sposrod 25 izolatow
Aureobasidium szczepow charakteryzujacych si¢ najwyzszym potencjatem biokontroli. Zdolnosci te
oceniano na podstawie stopnia inhibicji wzrostu grzybni patogenu. W powyzszym badaniu
odnotowano 95 % stopien inhibicji (dla izolatu W2F5) wobec B. cinerea oraz 44 % stopien inhibicji
(dla izolatu W1F7) wobec A. alternata.

Aktywnos$¢ antagonistyczng wzgledem fitopatogennych grzybow, takich jak B. cinerea
badali miedzy innymi Ippolito i Nigro (2000) i stwierdzili, ze A. pullulans stosowany po zbiorze
zmniejszyt czesto§é wystgpowania szarej plesni na jabtkach o 89 %. Natomiast Schena i in. (2002)
w ciggu dwuletniego eksperymentu aplikujac A. pullulans po zbiorze osiagneli redukcje B. cinerea
w zakresie z 32 do 80 % (owoce czere$ni) i z 59 do 64 % (owoce winogron).

W badaniach wiasnych wstepna selekcja in vitro wykluczyta zdolno$ci antagonistyczne
grzybow drozdzopodobnych wobec F. culmorum oraz F. oxysporum, patogeny te okazaly sie
catkowicie oporne. Zbiezne wyniki uzyskata w swoich badaniach Jamiotkowska i Thanoon (2016).
Badany mikroorganizm nie hamowat na szalkach wzrostu F. culmorum oraz F. oxysporum. Wyniki
uzyskane w doswiadczeniu $wiadczyly, ze patogeny te sg silnymi konkurentami.

Inne badania dowodza, ze A. pullulans wykazuje zdolno$¢ do syntezy enzymow
hydrolizujacych $ciang komorkowa grzybow strzepkowych, przede wszystkim glukanaz i chitynaz.
Jest to powszechna cecha u wielu efektywnych czynnikéw kontroli biologicznej. W zwigzku z tym
kolejnym etapem niniejszej pracy byla ocena aktywnosci enzymoéw hydrolitycznych produkowanych
przez badany drobnoustrdj. W tym celu z plynnych podlozy hodowlanych pobierano probki
w drugim, piatym oraz siddmym dniu hodowli w celu oceny aktywnosci ogélnej enzymow
hydrolitycznych (3-1,3-glukanazy oraz chitynazy).

Badania wtasne pokazuja, ze aktywno$¢ ogodlna B-1,3-glukanazy byta znacznie wyzsza niz
chitynazy, jednak cigzko jest okresli¢ specyficzna zalezno§¢ w obrgbie badanych izolatoéw.
Aktywno$¢ ta w zaleznoéci od izolatu rosta badz malata w miar¢ uptywu czasu. W przypadku
aktywno$ci chitynaz zaleznos$¢ ta réwniez byla niespecyficzna.

W badaniach przeprowadzonych przez Sharma i in. (2009) aplikacja zawiesiny komoérek
A. pullulans wigzata si¢ ze wzrostem aktywnosci B-1,3-glukanazy, chitynazy oraz peroksydazy, co
przetozyto si¢ na ochrong jabtek przed skazeniem P.expansum. Zdolnos¢ A. pullulans do
wytwarzania chitynazy opisywali tez inni autorzy (Rajulu i in. 2011).

W niniejszej pracy oceniano réwniez wptyw zwigzkow lotnych wydzielanych przez grzyby
drozdzopodobne z rodzaju Aureobasidium sp. na wzrost grzybni A. alternata oraz B. cinerea. Lotne
metabolity izolatu 66 oraz W1F7 ograniczaty rozwoj grzybni A. alternata w 83,3 %, natomiast izolaty
23-3, 66, W1F7, W2F5 oraz W3F4 w 80 % hamowaty wzrost B. cinerea. Wyniki te mogg swiadczy¢
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o tym, ze wydzielanie substancji lotnych jest gldéwnym mechanizmem oddziatywania tych
drobnoustrojéw na patogen.

Wedtug Mari i in. (2012) w bezkontaktowych hodowlach in vitro przeciwgrzybicze
mechanizmy dziatania A. pullulans szczepéw L1 i L8 na wzrost grzybni patogennych mozna
przypisa¢ wytwarzaniu lotnych zwigzkdéw organicznych. Dane szczepy znaczaco hamowaty wzrost
B. cinerea w poréwnaniu z proba kontrolng. Réwniez w badaniach prowadzonych in vivo przez Di
Francesco i in. (2015) metabolity wtorne wytwarzane przez antagonistow hamowaly istotnie
kietkowanie B. cinerea. Stopien inhibicji dla A. pullulans szczepu L1 i L8 wynosit kolejno 88,9 %
i 94,4 %.

W czasie prowadzenia badan wilasnych majacych na celu okreslenie mechanizmu
oddzialywania wyselekcjonowanych grzyboéw drozdzopodobnych na fitopatogeny grzybowe
zaobserwowano, ze cze$¢ z kolonii grzybow drozdzopodobnych tworzyta §luzowata otoczke wokot
kolonii grzyba. Takie zjawisko opisat Sharma i in. (2009) w swoich badaniach, przedstawiajac to
zjawisko jako swego rodzaju tworzaca si¢ barier¢ ochronng drozdzy.

W celu identyfikacji gatunkowej wyselekcjonowanych grzybow drozdzopodobnych
wykorzystano metode ITS-PCR. Technike te do okreslenia gatunkowej przynaleznosci wykorzystali
rowniez Martin i Rygiewicz (2005). Badania wlasne wykazuja jednak, ze analiza sekwencji
produktow uzyskanych w reakcji ITS-PCR nie zawsze pozwala na jednoznaczne przyporzadkowanie
odmiany do gatunkéw. Sposrdd siedmiu izolatow, dwa (66 oraz W3F4) wykazywaty 100- procentowe
podobienstwo z sekwencja umieszczong w bazie GenBank, dla pozostatych stopien pokrewienstwa
wynosit 99 %. Wszystkie izolaty zostaly zidentyfikowane jako Aureobasidium pullulans, obserwacje
ich morfologii pozwalaja wnioskowaé, ze sa to Aureobasidium pullulans var. pullulans. W celu
uzyskania doktadniejszych wynikow identyfikacje mozna wykona¢ w oparciu o powielanie
sekwencji regionu D1/D2 podjednostki 26 rDNA. Ta metoda Zalar i in. (2008) wyrdznili dwie
odmiany A. pullulans var. pullulans oraz A. pullulans var. melanogenum.

Podsumowujac, niniejsze wyniki wlasne jak i przytoczonych naukowcoéw wskazuja, ze
A. pullulans ma potencjat jako §rodek wykorzystywany w biokontroli do zwalczania B. cinerea oraz
A. alternata. Zdolnosci antagonistyczne grzybow drozdzopodobnych z gatunku A. pullulans wobec
patogendéw przejawiaja si¢ gtownie w rywalizacji o sktadniki odzywcze i zajmowana przestrzen,
wydzielanie lotnych metabolitow oraz sekrecje enzymow hydrolitycznych.

5. Whioski

1. Najskuteczniejszym sposrdod izolatow w zwalczaniu A. alternata okazat sie izolat W1F7,
natomiast wobec patogenu B. cinerea najskuteczniejszy byt izolat W2F5.

2. Wstegpna selekcja wykluczyta zdolnosci antagonistyczne grzybow drozdzopodobnych
wobec F. culmorum oraz F. oxysporum,.

3. Zaobserwowano duzg wrazliwo$¢ grzyba A. alternata na lotne metabolity produkowane

zwlaszcza przez izolaty 66 oraz W1F7- stopien inhibicji w obu przypadkach wynosit 83,3

%.

Wszystkie izolaty zostaty zidentyfikowane jako Aureobasidium pullulans.

5. Glownym, zaobserwowanym mechanizmem oddzialywania badanych szczepdéw byta
antybioza oraz konkurencja o sktadniki odzywcze oraz zajmowang przestrzen.

Ea
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Streszczenie

Celem badan bylo porownanie zawartoSci garbnikow w surowcach zielarskich na
przyktadzie lawendowych wyciaggéw wodnych. W badaniach wykorzystano kwiaty i ulistnione todygi
dwoch doswiadczalnych odmian lawendy lekarskiej (Lavandula angustifolia) pochodzacych
z uprawy Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie oraz kwiaty lawendy
pochodzenia handlowego. Zawarto§¢ garbnikow w  wyciggach wodnych oznaczano
z wykorzystaniem metody spektrofotometrycznej UV-VIS. Po pordéwnaniu sktadu wyciagow
wodnych w réznych odmian i czesci morfologicznych Lavandula angustifolia stwierdzono, ze
wyciagi charakteryzuja si¢ zroznicowang zawarto$cig garbnikéw. Najwyzsza zawarto$cig garbnikow
charakteryzowat si¢ susz ulistnionych todyg odmiany Ellagance Purple — 0,48%, natomiast najnizsza
0,15% — kwiaty lawendy handlowej. W trakcie przeprowadzania eksperymentu nie stwierdzono
jednoznacznej zalezno$ci pomigdzy zawarto$cig procentowa garbnikow a odmiang czy czgscia
morfologiczng surowca poddawanego badaniom. W odmianie Blue River wiecej garbnikow
oznaczono w kwiatach, natomiast w odmianie Ellagance Purple odwrotnie.

1. Wstep

Garbniki sa to bezazotowe organiczne zwigzki chemiczne o duzej masie czasteczkowej (500-
3000), rozpuszczalne w wodzie. Pod wzgledem budowy chemicznej wyrdzniamy garbniki
hydrolizujace (galotanoidy oraz elagotanoidy) oraz skondensowane (garbniki katechinowe). Zwigzki
garbnikowe maja charakter polifenoli i charakteryzuja si¢ zdolnoscia do tworzenia trwatych potaczen
z biatkami i innymi makroczgsteczkami (Chung i in. 1998). Charakteryzuja si¢ ponadto dziataniem
przeciwzapalnym, $ciggajacym, przeciwutleniajgcym oraz przeciwnowotworowym (Chung i in.
1998; Kohlmiinzer 2003). Wedlug danych literaturowych zawarto$¢ garbnikéw w lawendzie moze
siggac¢ 12% (Chu i Kemper 2001). Jednakze dane literaturowe sa bardzo zréznicowane. W badaniach
innych autoréw stwierdzono, ze zawarto§¢ garbnikow w kwiatach miesci si¢ w przedziale 0,05—
2,77%,

w lisciach 0,03— 3,18%, natomiast w todygach 0,19-1,38% (Blazekovi¢ i in. 2010; Blazekovic i in.
2011; Komes i in. 2011).

Rodzaj Lavandula wchodzacy w sktad rodziny Lamiaceae obejmuje ponad czterdziesci
gatunkow oraz wiele podgatunkéw i odmian. Jednak najpopularniejszym gatunkiem jest lawenda
waskolistna Lavandula angustifolia Mill. (dawniej synonim L. officinalis Chaix lub L. vera),
nazywana zwyczajowo lawenda lekarska, prawdziwa lub zwyczajna (Prusinowska i Smigielski 2014).
Lawenda lekarska nalezy do najczgéciej uprawianych roslin olejkowych uzywanych w przemysle
farmaceutycznym, spozywczym oraz chemiczno-kosmetycznym (Chu i Kemper 2001; Lis-Balchin
2002; Denner 2009; Verma i in. 2010; Kara i Baydar 2013; Seidler-Lozykowska i in. 2014). Ze
wzgledu na walory ozdobne lawenda cieszy si¢ coraz wigksza popularnoscia wystgpowania i uprawy
tego gatunku w Polsce. Czg¢sto mozna ja znalezé w ogrodach, gdzie uprawiana jest jako roslina
ozdobna, oraz ze wzgledu na wlasciwosci repelentne (Nartowska 2012). Roslina dorasta do 60 cm
wysokosci 1 70 cm szerokosci. Korzen jest wiazkowy, silnie rozgaleziony, si¢gajacy do glebokosci
ponad 4 m. Liscie sg lancetowate, o szaro-zielonym zabarwieniu o podwinigtych brzegach. Lodyga
kwiatonos$na jest przewaznie nierozgatgziona o dtugosci 10-25 cm, w dolnej czgsci zdrewniata,
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natomiast w gornej zielona, zakonczona jest zwartym ktosem kwiatowym o dlugosci 4-8 cm. Kwiaty
sktadajg si¢ z pieciodzialowego kielicha oraz korony o charakterystycznym zabarwieniu, sa mate
koloru fioletowo-niebeskiego, fioletowego, rézowego a nawet bialego w zalezno$ci od odmiany (Lis-
Balchin, 2002). Do najpopularniejszych odmian lawendy waskolistnej Lavandula angustifolia Mill.
zaliczamy: Munstead, Munstead Strain, Hidcote Blue, Hidcote Pink, Dwarf Blue, Nana Alba, Rosea,
Lavender Lady (Lis-Balchin 2002). Lawenda moze by¢ rozmnazana wegetatywnie lub z nasion.
Intensywnie rozwija si¢ na glebach zasadowych i suchych, w tagodnym klimacie o dobrym
nastonecznieniu oraz miejscach ostonigtych od wiatru. Podczas mroznych zim ro$lina przemarza,
jednakze tatwo odbija, lecz ze zmniejszeniem plonu kwiatow. Roslina zaadaptowata si¢ takze
w krajach Skandynawskich, gdzie przed przemarznigciem chroni jag warstwa $niegu. (Prusinowska
i Smigielski 2014). Surowiec zielarski zaczyna kwitnagé w czerwcu, a zbiér ziota nastepuje w pelnym
okresie kwitnienia, na przetomie lipca i sierpnia. Przeznaczenie kwiatostanéw jest uwarunkowane od
stopnia kwitnienia. Prusinowska i Smigielski (2014) opisuja sze$cio stopniows skale dojrzatosci
kwiatow. Jezeli majg one by¢ przeznaczone na bukiety idealnym terminem zbioru jest pierwsza
i druga faza kwitnienia, gdyz po tym okresie lawenda jest bardziej podatna na famanie. Najlepszym
okresem na zebranie kwiatdow przeznaczonych na susz jest trzeci okres kwitnienia, poniewaz
odrywanie kwiatostandéw od lodygi jest ulatwione. Natomiast piata (potowa paczkéw, potowa
kwiatkéw, niektore otwarte) i szdsta (kilka paczkow i kilka kwiatkow, wigkszos$¢ przekwitnicta) faza
kwitnienia charakteryzuje si¢ najwieksza zawartoscia olejkow eterycznych (Prusinowska i Smigielski
2014).

Sktad chemiczny lawendy jest skomplikowang mieszaning substancji chemicznych. Z catego
zespotu tych substancji, tylko niektore charakteryzuja si¢ dziataniem biologicznym — sg to tzw.
substancje aktywne surowca. Aktywno$¢ tych substancji daje wyrazne rezultaty, gdy surowiec
cechuje ich odpowiednia zawarto$¢ (Kohlmiinzer, 2003). Dlatego zasadne jest okreslenie zawartoSci
substancji biologicznie aktywnych w ro6znych odmianach surowca farmakognostycznego, ktorym
jest lawenda lekarska. Surowce roslinne, takie tak lawenda, sa wykorzystywane do sporzadzania
naparéw, odwardw 1 maceratow. Jednakze najpopularniejsze wykorzystanie w preparatach
leczniczych oraz kosmetycznych maja wyciagi z suszonych ziét. Wyciagi otrzymywane sa przez
wytrawienie surowca okre$lonym rozpuszczalnikiem. Najczgéciej wykorzystywana jest woda
i alkohol etylowy oraz ich mieszaniny, natomiast w przypadku otrzymywania wyciggéw jako
potproduktow stosuje si¢ takze inne rozpuszczalniki (np. gliceryne, glikole, oleje roslinne) (Janicki
i in. 2008; Hans-Jorg 2011; Bone i Mills 2013). Ze wzgledu na rosngce zapotrzebowanie przemystu
na roznorodne ekstrakty roslinne o wiasciwosciach leczniczych i kosmetycznych, poszukuje si¢ coraz
to nowych ziot, ktore sg przetwarzane z wykorzystaniem réznych metod ekstrakcyjnych. W celu
wyodrebnienia sktadnikéw aktywnych z materiatu roslinnego nalezy przeprowadzi¢ nastepujace
etapy: rozdrobnienie, wyodrebnienie (ekstrakcja), filtracja, zatezanie oraz suszenie (Handa i in. 2008).
Wspotczesny przemyst farmaceutyczny i chemiczno-kosmetyczny charakteryzuje si¢ swoista
dynamika i nieustannie reaguje na zmieniajace si¢ wymagania rynku. Szczegélnie wyrazna jest
dynamika przemystu kosmetycznego, w ktorym producenci w szybkim tempie wprowadzaja do
obrotu artykuty, w ktorych skladzie obecne sa coraz nowsze ekstrakty roslinne. Ich wykorzystanie
wigze si¢ z wielokierunkowym dziataniem (przeciwrodnikowym, stymulujagcym odnowe tkanek,
fagodzacym, przeciwzapalnym). W zwigzku z stale rosnacg popularnoscig roslinnych substancji
biologicznie aktywnych wykonywane sg coraz bardziej szczegdtowe badania nad mozliwo$ciami
wykorzystania stosowanych juz oraz nowych surowcoOw ros§linnych. Celem badan byto poréwnanie
zawarto$ci garbnikow w kwiatach i ulistnionych todygach dwoch doswiadczalnych odmian lawendy
lekarskiej oraz kwiatach pochodzenia handlowego na przyktadzie lawendowych wyciggdéw wodnych.

2. Material i metody

Materiat roslinny zastosowany do badan w niniejszej pracy zostat pozyskany z uprawy
doswiadczalnej Katedry Ogrodnictwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie. Do zbioru i dalszych badan kwalifikowano tylko rosliny kwitnace, nie wykazujace cech
wyschnigcia. Zbioru lawendy dokonywano w lipcu w latach 2012-2014. Zebrane surowce zostaty
0Czyszczone i wysuszone w temperaturze pokojowej, po czym umieszczane byty w papierowych
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torbach. Do momentu rozpoczecia badan surowce byly przechowywane bez dostgpu $wiatta
w suchym i przewiewnym miejscu. Przed przystapieniem do badan surowiec rozdzielano na dwie
grupy: kwiaty oraz ulistnione todygi, ktdre nastepnie byly rozdrabniane w mozdzierzach lub mielone
w miynku laboratoryjnym. W eksperymentach wykorzystano nastepujace surowce zielarskie: kwiaty
oraz ulistnione todygi lawendy waskolistnej (Lavandula angustifolia L.) odmiany Blue River; kwiaty
oraz ulistniona todyga lawendy waskolistnej (Lavandula angustifolia L.) odmiany Ellagance Purple;
kwiaty lawendy waskolistnej (Lavandula angustifolia L.) pochodzenia handlowego Zaktady
Zielarskie ,Kawon” nieznanej odmiany. Srednie miesigczne monitorowane temperatury
z poszczegollnych lat trwania doswiadczenia charakteryzowaty si¢ zblizonymi wartosciami i wysoka
warto$ciag odchylenia standardowego. Przeprowadzona analiza wariancji (jednoczynnikowa
ANOVA) dla catego roku wykazata brak istotnych réznic (na poziomie o = 0,05) w temperaturach:
powietrza i minimalnej przy gruncie; opadach atmosferycznych czy ustonecznieniu pomigdzy latami
2012 a 2014. Poréwnujac dane tylko z szeSciu miesiecy (marzec — sierpien) w okresie wegetacji
roéliny, potwierdzono powyzsze obserwacje.

Surowiec (5,0 g suszu z kwiatow oraz ulistnionych todyg) umieszczono w kolbie
okragtodennej o pojemnosci 250,0 ml dodano 150,0 ml wody i utrzymywano we wrzeniu przez 30
minut w azni wodnej. Po uptywie okreslonego czasu mieszaning schtodzono pod strumieniem
biezacej wody i przeniesiono do kolby miarowej, nastepnie uzupelniono woda destylowana
i pozostawiono do catkowitej sedymentacji surowca. Przesacz przefiltrowano przez sgczek z bibuty,
odrzucono pierwsze 50,0 ml, a pozostaty wyciag uzyto do dalszych oznaczen. Zawarto$¢ garbnikow
oznaczono za pomocg metody opisanej w FP VI (Farmakopea Polska VI 2002). Pierwszym etapem
byto oznaczenie catkowitej zawartosci polifenoli (A1). W tym celu 5,0 ml przesaczu uzupelniono
wodag. Nastepnie do 2,0 ml powstatego roztworu dodano 1,0 ml odczynnika Folin-Ciocaltau, 10,0 ml
wody i uzupetniono roztworem weglanu sodu. Powstata probke, chroniac przed swiatlem, odstawiono
na 30 minut. Po uplywie tego czasu zmierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 760 nm, a jako odno$nik
zastosowano wodg¢ destylowang.

Drugi etap analizy wykonano w celu oznaczenia polifenoli nie wigzacych si¢ z proszkiem
skorzanym (Az). Do 10,0 ml wyciggu roslinnego dodano 0,10 g proszku skorzanego i silnie
wytrzasano przez godzine. Po uplywie tego czasu powstaly roztwdr przesaczono przez saczek
z bibuly, odmierzono 5,0 ml i uzupetniono woda. Nastepnie do 2,0 ml powstatego roztworu dodano
1,0 ml odczynnika Folin-Ciocaltau, 10,0 ml wody i uzupetniono roztworem weglanu sodu. Powstatg
probke, chronige przed $wiattem, odstawiono na 30 minut. Po uplywie tego czasu zmierzono
absorbancj¢ przy dtugosci fali 760 nm, a jako odno$nik zastosowano wodg¢ destylowana.

Trzeci etap analizy przeprowadzono w celu pomiaru absorbancji substancji porownawczej
(As).  Bezposrednio  przed  oznaczeniem, rozpuszczono 50,0 mg  pirogalolu
i rozcienczano woda destylowang. Nastepnie do 2,0 ml powstatego roztworu dodano 1,0 ml
odczynnika Folin-Ciocaltau, 10,0 ml wody destylowanej i uzupetniono roztworem weglanu sodu.
Powstalg probke, chronigc przed §wiattem, odstawiono na 30 minut. Po uptywie tego czasu zmierzono
absorbancje przy dtugosci fali 760 nm, a jako odno$nik zastosowano wodg¢ destylowana.

Zawartos$¢ garbnikow w przeliczeniu na pirogalol (C¢HsO3) obliczono wedtug wzoru:

62,5 - (A, — A;) -m,
X= Az -my
gdzie:
X — zawartos¢ garbnikow [%],
A — absorbancja polifenoli w roztworze badanym,
A, —absorbancja polifenoli nie wigzacych si¢ z proszkiem skérzanym w roztworze badanym,
Az — absorbancja roztworu poréwnawczego pirogalolu,
m: — odwazka surowca [g],
m, — odwazka pirogalolu [g].

Wspotczynnik zmiennosci RSD wynosit od 0,4-1,3%.
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3. Wyniki i dyskusja

Wyniki dotyczace oznaczenia ilo$ciowego zawartosci garbnikéw w réznych czgéciach
lawendy lekarskiej przedstawiono w tabeli 1 wraz z odchyleniem standardowym.

Tab. 1. Srednie wartosci absorbancji (Ai-As) oraz zawarto$é garbnikéw w lawendzie lekarskiej
w zaleznosci od odmiany i cz¢sci rosliny

Blue River Ellagance Purple Handlowa
K UL K UL K
AL 0,72+0,011 0,72+0,004 0,85+0,004 0,97+0,009 0,96+0,003
Az 0,53+0,003 0,59+0,001 0,68+0,0050 0,64+0,001 0,85+0,002
As 0,43+0,004 0,43+0,008 0,43+0,003 0,43+0,0010 0,44+0,003
Ga[rozr]"ki 0,2640,003  0,1940,001  0,25:0,002 0,480,002  0,15+0,002

n=3; K- kwiaty; UL- ulistnione todygi

Najwyzszg zawarto$cig garbnikow charakteryzowat si¢ susz ulistnionych todyg odmiany
Ellagance Purple — 0,48%, natomiast najnizsza 0,15% kwiaty lawendy handlowej. Poréwnujac czesci
ro§liny, stwierdzono, ze nie odznaczaja si¢ wyrazng zaleznoscia. Nie stwierdzono wptywu czesci
ro$liny na zawarto$¢ garbnikoéw. W odmianie Blue River wiecej garbnikéw oznaczono w kwiatach,
natomiast w odmianie Ellagance Purple odwrotnie.

Rys. 1. przedstawia §rednie zawartosci procentowe garbnikoéw wraz z odchyleniem
standardowym w analizowanych probkach roslinnych.

0,6

0,5

Blue River Ellagance Purple Handlowa

Rys. 1. Poréwnanie zawartos$ci garbnikow w badanych surowcach roslinnych.

W ostatnim czasie znaczaco wzrosto zainteresowanie sktadnikami pokarmowymi
pochodzenia roslinnego, o dziataniu przeciwutleniajacym. Aktywne przeciwutleniacze wystgpuja
w warzywach, owocach, roslinach stragczkowych oraz produktach zbozowych, jak rowniez w duzej
ilosci zi6l (np. w lawendzie lekarskiej). Garbniki naleza do substancji aktywnych o dziataniu
przeciwutleniajacym i sg szeroko rozpowszechnione w §wiecie roslinnym. Lawenda jest jedng z ro§lin
bogatych w garbniki, o duzym znaczeniu zywieniowym i zdrowotnym. Wigkszo$¢ obecnych
w lawendzie garbnikow to katechiny zawierajace co najmniej cztery grupy hydroksylowe. Dwie
z nich w pier$cieniu A (uktad m-difenolowy) i dwie w pierscieniu B (ukiad o-difenolowy). Taka
budowa powoduje, ze zwiazki te moga wystgpowac w formach epi- ze wzgledu na mozliwosé
przestrzennej konfiguracji przy C-3 (Lis-Balchin 2002; Kohlmiinzer 2003). Garbniki wptywaja m.in.
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na biologiczna dostepno$¢ witamin i zwigzkoéw mineralnych. Tworzac nierozpuszczalne kompleksy
z zelazem, zmniejszajg jego przyswajalnos¢, co przy spozywaniu nadmiernych ilosci herbaty moze
prowadzi¢ do wystgpienia anemii. Garbnikom przypisuje si¢ takze liczne wlasciwosci lecznicze, do
ktérych mozna zaliczy¢ dziatanie przeciwbiegunkowe w krwawych biegunkach i powaznych
zatruciach pokarmowych, dziatanie przeciwzapalne i przeciwkrwotoczne oraz przeciwbakteryjne
(Kohlmiinzer 2003). Ponadto garbniki spelniajg role¢ naturalnych przeciwutleniaczy, wykazuja
dzialania przeciwmutagenne, przeciwwirusowe oraz hamujg wzrost przeszczepialnych nowotworow
(Kohlmiinzer 2003). Odpowiedzialne sa rowniez za uszczelnianie $cianek naczyn wlosowatych,
hamowanie przenikania ptynu przesickowego z kapilar do otaczajacych je tkanek oraz unieczynnianie
histaminy, ktéra powoduje m.in. wystepowanie zmian uczuleniowych. (Kohlmiinzer 2003).

Z przegladu literatury wynika, zawarto$¢ garbnikow jest zroznicowana w zaleznosci od
pochodzenia lawendy oraz jej czgsci. Zespot Komes oznaczyt w ekstrakcie z lawendy od 0,2 do 2,9%
garbnikéw w przeliczeniu na suchg mas¢ w zalezno$ci od metody ekstrakcji i czesci rosliny (Komes
i in. 2011). Inni autorzy potwierdzaja zréznicowane gromadzenie si¢ garbnikow w zalezno$ci od
czgsei lawendy. W kwiatach od 0,02-2,8%, w todygach od 0,02-1,4% oraz w lisciach od 0,03-3,2%
(Blazekovi¢ i in. 2010). Dotychczasowe badania dowodza, ze liScie charakteryzuja sie¢ wyzsza
zawartoscia garbnikow (do 3,2%). Badania wlasne potwierdzaja to jedynie w przypadku ulistnionych
todyg odmiany Ellagance Purple.

4. Wnhnioski

Po porownaniu sktadu wyciaggéw wodnych w réznych odmian i czeSci morfologicznych
Lavandula angustifolia stwierdzono, ze wyciagi charakteryzuja si¢ zréznicowang zawarto$cia
garbnikow. Najwyzsza zawartoscig garbnikow charakteryzowat si¢ susz ulistnionych todyg odmiany
Ellagance Purple — 0,48%, natomiast najnizsza 0,15% kwiaty lawendy handlowej. W trakcie
przeprowadzania eksperymentu nie stwierdzono jednoznacznej zalezno$ci pomig¢dzy zawarto$cig
procentows garbnikow a odmiang czy cze$cig morfologiczng surowca poddawanego badaniom.
W odmianie Blue River wigcej garbnikéw oznaczono w kwiatach, natomiast w odmianie Ellagance
Purple odwrotnie.
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8. Wplyw lawendy (Lavandula angustifolia) na czynno$¢ ukladu nerwowego
The influence of lavender (Lavandula angustifolia) on the activity of the nervous
system
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Streszczenie

W prezentowanej pracy przedstawiono zestawienie badan nad dziataniem lawendy lekarskiej
na o$rodkowy uktad nerwowy (OUN). Lavandula angustifolia dziata tagodnie uspokajajaco oraz
przeciwbolowo. Lawenda zaliczana jest do najwazniejszych roslin wykorzystywanych w przemysle
farmaceutycznym - preparaty z surowca stosowane sg m.in., w dolegliwos$ciach pokarmowych
o podtozu nerwicowym, w stanach niepokoju, zaburzeniach snu i trudno$ciach w zasypianiu. Ponadto,
lawenda jest ziotem o udowodnionym dziataniu osrodkowym i moze by¢ stosowana w poczatkowych
stadiach lekowych, jako aromaterapeutyczny S$rodek przeciwbolowy oraz w trudno$ciach
W zasypianiu.

1. Wstep

W ostatnich latach na rynku pojawia si¢ coraz wigcej produktow zawierajacych w skladzie
olejek eteryczny, ekstrakt lub hydrolat lawendowy. Przyktadami sg leki farmaceutyczne o dziataniu
nasennym, uspokajajacym czy przeciwbolowym. Warto podkresli¢, ze istotnym elementem procesu
technologicznego wytwarzania tych produktow jest odpowiedni dobor surowca. Rodzaj Lavandula
wchodzacy w sklad rodziny Lamiaceae obejmuje ponad czterdzieSci gatunkéw oraz wiele
podgatunkow i odmian. Jednak najpopularniejszym gatunkiem jest lawenda waskolistna Lavandula
angustifolia Mill. (dawniej synonim L. officinalis Chaix lub L. vera), nazywana zwyczajowo lawendg
lekarska, prawdziwa lub zwyczajng (Prusinowska i Smigielski 2014). Lawenda lekarska nalezy do
najczesciej uprawianych roslin olejkowych uzywanych w przemysle farmaceutycznym, spozywczym
oraz chemiczno-kosmetycznym (Lis-Balchin 2002; Kara i Baydar 2013; Seidler-Lozykowska i in.
2014). Ze wzgledu na walory ozdobne lawenda cieszy sie coraz wiekszg popularno$cig wystepowania
i uprawy tego gatunku w Polsce. Czesto mozna jg znalez¢é w ogrodach, gdzie uprawiana jest jako
roslina ozdobna, oraz ze wzgledu na whasciwosci repelentne (Prusinowska i Smigielski 2014). Sktad
chemiczny lawendy jest skomplikowang mieszaning substancji chemicznych. Lawenda byta kiedy$
stosowana w lecznictwie na podstawie empirii, bez szczegdtowej wiedzy na temat jej wiasciwosci
i skladu chemicznego. Obecnie dzieki rozwojowi metod analitycznych oraz tendencji do
poszukiwania nowych, naturalnych sktadnikow na potrzebe przemystu farmaceutycznego mozliwe
jest doktadne ustalenie wystepowania w niej okreslonych substancji czynnych oraz mozliwo$ci ich
zastosowania.

2. Opis zagadnienia

Lawenda lekarska zaliczana jest to zi6t znanych od czasow starozytnych, jednakze
zainteresowanie jej wykorzystaniem z roku na rok wzrasta. Po raz pierwszy lawende stosowano
w starozytnym Rzymie, gdzie wykorzystywano ja do aromatyzowania kapieli oraz nacierania ciata
(Prusinowska i Smigielski 2014). Od $redniowiecza lawendy uzywano jako $rodka utatwiajacego
zasypianie, poprzez utozenie jej kwiatdéw pod poduszka. Napar z lawendy uwazany byt za znakomity
srodek przeciw mdtosciom, bolom glowy czy dolegliwo$ciom trawiennym. Kwiaty i olejek z lawendy
znane sg takze z zastosowan kulinarnych, gdzie dodawane sg jako naturalny aromat (Cavannah
i Wilkinson 2002). W literaturze $wiatowej pojawia sie coraz wiecej prac poswieconych lawendzie
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lekarskiej. Lotne metabolity wtorne lawendy oraz ekstrakty z rosliny sa przedmiotem eksperymentow
zarébwno w warunkach in vitro oraz in vivo. Olejkom i wyciggom lawendowym przypisuje si¢ szerokie
dzialania: przeciwdepresyjne, uspokajajace, nasenne, przeciwbolowe (Cavanagh i Wilkinson 2002,
Lis-Balchin 2002, Prusinowska i Smigielski 2014). Biorac pod uwagg szerokie zastosowanie surowca
ro§linnego, jakim jest lawenda lekarska (Lavandula angustifolia), jak i coraz wigksza powszechno$¢
wystgpowania i uprawy tego gatunku w Polsce, postanowiono scharakteryzowaé jej dzialanie na
osrodkowy uktad nerwowy (OUN).

3. Przeglad literatury

Leki pochodzenia ro$linnego moga stanowi¢ alternatywe dla $rodkow syntetycznych
dziatajacych na uktad nerwowy (Kohlmiinzer 2003; Nowak 2009). Lawenda lekarska nalezy do ro$lin
o potencjalnych wlasciwosciach przeciwdrgawkowych, antydepresyjnych, przeciwlekowych,
nasennych oraz uspokajajacych (Chu i Kemper 2001; Cavanagh i Wilkinson 2002; Lis-Balchin 2002).
Lawendowa aromaterapia uwazana jest za skuteczna, ze wzgledu na swoje dziatanie psychologiczne
(zwiazane z zapachem), oraz fizjologiczne (zwigzane z inhalacja lotnych sktadnikow, gtownie
linalolu i jego octanu). Dziatanie na osrodkowy uktad nerwowy (OUN) przypisywane jest olejkowi
eterycznemu, a w szczegOlnosci zwigzkom terpenoidowym (octanowi linalilu oraz linalolowi).
Jednakze tylko w nielicznych eksperymentach okre$lany byt sktad chemiczny olejkow lawendowych.
Bledy metodologiczne i niepelna identyfikacja sktadu chemicznego, utrudniaja obiektywna ocene
znaczenia terapeutycznego lawendy. Niektore badania okreslaja sktad i pochodzenie lawendy, istotne
jest, aby wszystkie przyszte badania kliniczne okreslaty doktadng ilo$¢ uzytych w badaniu preparatow
lawendowych oraz ich doktadny sktad chemiczny. Ponadto, kilka waznych czynnikow nie zostato
uwzglednionych w dotychczasowych eksperymentach, np. temperatura czy wielko$¢ obszaru skory
pacjenta, ktére moga miec istotny wptyw na poziom i tempo wchtaniania olejku lawendowego. Olejek
lawendowy (Lavandulae aetheroleum) jest lotng substancjg 0 charakterystycznym zapachu. Pod
wzgledem chemicznym jest mieszaning wielosktadnikowych zwigzkéw terpenoidowych
scharakteryzowanych na podstawie jednostek izoprenoidowych. Wchodzace w sktad olejku zwigzki
maja charakter weglowodorow, alkoholi, aldehydow, ketonow, estrow i eterow. Olejek z lawendy
lekarskiej moze zawiera¢ okoto 300 sktadnikéw (Lis-Balchin 2002, Nartowska 2012, Hamad i in.
2013). Gtoéwna klasg zwiazkoéw olejku pozyskiwanego z kwiatdw lawendy sa sktadniki o charakterze
monoterpenéw (o ogdélnym wzorze CioHie), gtownie ich tlenowe pochodne (monoterpenoidy).
O jakosci olejku lawendy decyduje zawartos¢ takich monoterpenoidéw jak: linalol i jego octan, oraz
ich wzajemne proporcje (korzystne > 1), a takze stosunek sumy linalolu i octanu linalolu do 4-
terpineolu (korzystne > 13). Wiasciwosci zaleza takze od zawartosci lawandulolu i jego octanu, ktore
wplywaja na kwiatowy zapach z rézano-ziolowa ostrg nuta. Natomiast na zapach niekorzystnie
wplywa wysoka zawarto$¢ ocymendw, kamfory i 4-terpineolu (Prusinowska i Smigielski 2014).
Wtasciwosci biologiczne zwigzkéw monoterpenowych zostaty szczegdétowo opisane w kilku
publikacjach. Wiele z nich jak na przyktad borneol, a-terpineol oraz linalol charakteryzuja sig
dziataniem przeciwzapalnym, przeciwwirusowym, przeciwdrobnoustrojowym, przeciwutleniajgcym
oraz przeciwnowotworowym (De Céssia da Silveira iin. 2013). Stwierdzono ponadto, ze linalol
i octan linalolu charakteryzuja si¢ dziataniem znieczulajacym oraz owadobdjczym (Chu i Kemper
2001). Kolejng klasa zwiazkéw wchodzacych w sktad olejkow lawendowych sg seskwiterpeny
(o ogdlnym wzorze CisHz4) i1 ich tlenowe pochodne. Zwiazki o charakterze seskwiterpenow
charakteryzuja si¢ dziataniem przeciwzapalnym (farnezen), przeciwutleniajacym (bisabolen,
kadinen), przeciwnowotworowym (np. kariofilen) oraz przeciwbakteryjnym (o-santalen) (Chu
i Kemper 2001; Lis-Balchin 2002; Cavanagh i Wilkinson 2002). W Europie lawenda, z ktorej
izolowany jest olejek kwiatowy powinna spetnia¢ wymogi normy ISO 3515:2002, Farmakopei
Europejskiej (Ph Eur 7.0) lub farmakopei danego kraju (np. Farmakopei Polskiej, FP VIII 2008).
Nalezy jednak pamigtaé, ze charakterystyczna cechg surowcoéw ro$linnych jest zmienny sktad
chemiczny, uzalezniony od wielu czynnikdw m.in., gleby, klimatu, stadium rozwojowego czy
czynnikow genetycznych, ktére warunkujg istnienie roznych chemotypoéw w obrebie gatunku danej
ro$liny (Lis-Balchin 2002, Seidler-Lozykowska 2014). W literaturze dostepne sg nieliczne dane na
temat badan sktadu réznych odmian Lavandula angustifolia, ktore moga charakteryzowaé sie
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odmiennym sktadem ilo$ciowym i jakosciowym (Kara i Baydar 2013, Zagorcheva i in. 2013).
Gléwnymi sktadnikami olejku kwiatowego sa octan linalolu i linalol, ktorych zawartos$¢ jest rozna
w zalezno$ci od miejsca uprawy lawendy (pochodzenia) (Lis-Balchin 2002; Verma i in. 2010; Kara
i Baydar 2013; Prusinowska i Smigielski 2014). Istnieja doniesienia literaturowe opisujace dziatanie
sedatywne olejku lawendowego (Lis-Balchin 2002; Ostrowska i in. 2004; Nowak 2009; Tomi i in.
2017). Dziatanie to, wedlug niektorych badaczy, przypisuje si¢ takze kwasowi rozmarynowemu
i chlorogenowemu, flawonoidom oraz kwasom seskwiterpenowym, wystepujacych gtdwnie w koztku
lekarskim (Valeriana officinalis) (Ostrowska i in. 2004). Jednakze istnieja doniesienia o udziale
kwasow seskwiterpenowych (walerenowego i acetoksywalerenowego) w lawendzie (Adaszynska-
Skwirzynska i in. 2014). Doswiadczenia farmakologiczne z udziatem ludzi potwierdzity dziatanie
sedatywne olejku eterycznego z kwiatow lawendy lekarskiej oraz jego gtownych sktadnikow.
Badania dowiodly, Zze kwiat lawendy moze by¢ stosowany w zaburzeniach lgkowych oraz
zaburzeniach przewodu pokarmowego na tle psychicznym (Lis-Balchin 2002; Vakili i Gorji 2006;
Nowak 2009). Wstepne eksperymenty przeprowadzone na zwierz¢tach wykazaly dziatanie
przeciwlgkowe i przeciwdepresyjne. Nalezy jednak ostroznie podej$¢ do przedstawionych wynikow,
gdyz stwierdzono, ze linalol posiada wlasciwosci antykonwulsyjne, a w wickszych dawkach
charakteryzuje si¢ dziataniem narkotycznym, polegajacym na upos$ledzeniu koordynacji ruchowe;j
(Vakili i Gorji 2006). Stwierdzono ze, olejek lawendowy wywotuje potencjalny efekt terapeutyczny
w konfliktach Gellera i Vogela (Umezu i in. 2006). Efekt przeciwlekowy zostal porownany
z chlordiazepoksydem oraz diazepamem. Poréwnano to w eksperymencie przeprowadzonym na
myszach, ktore udowodnito, Ze silny zapach olejku lawendowego ma wplyw na dzialanie
przeciwlgkowe, poréwnywalne z syntetycznymi lekami (Shaw i in. 2007). Inhalacje myszy
roztworem linalolu charakteryzowaty si¢ dziataniem uspokajajacym i przeciwlgkowym, zmniejszajac
ich agresywno$¢ (Shaw i in. 2007). Potencjalne wzmaganie dzialania uspokajajacego olejku
lawendowego zaobserwowano takze w trakcie wstrzykiwania toksyny botulinowej typu A (Botox
Cosmetic), stosowanej przy korekcji zmarszczek u kobiet. W trakcie zabiegu stwierdzono znaczny
wzrost aktywnosci uktadu przywspoétczulnego, przy jednoczesnym zastosowaniu aromaterapii
olejkiem lawendowym. Grunebaum i in. (2011) uwazaja, ze wykorzystanie olejku lawendowego do
aromaterapii u pacjentow poddawanych inwazyjnym zabiegom kosmetycznym, moze lagodzié
niepokdj i stany lekowe. Zaburzenia snu sg coraz cz¢s$ciej wystepujacym problemem populacji krajow
zachodnio-europejskich. Pilotazowe badania kliniczne wykazaty, ze lawenda lekarska jest moze by¢
pomocna w leczeniu bezsennos$ci, najczgéciej przez ograniczenie latencji oraz polepszenie jakosci
snu. Dziatanie nasenne wykazujg wodne i alkoholowe ekstrakty z surowca lawendowego oraz olejku
eterycznego. Skuteczno$¢ dziatania nasennego lawendy, zbadali japonscy naukowcy, ktorzy testowali
lawende na grupie studentéw. Badania wykazaty, ze zapach lawendy poprawia jakos¢ snu oraz
zmniejszaja senno$¢ po przebudzeniu (Hirokawa i in. 2012). Kolejnym dowodem na nasenne
dziatanie olejku lawendowego jest test polegajacy na pomiarze dtugosci snu w réznych fazach
leczenia, podczas terapii olejkiem lawendowym oraz konwencjonalnej terapii farmakologicznej
(Hardy i in 1995). Zesp6t Sayorwana zbadat wptyw olejku lawendowego na OUN, wyniki wykazaty,
ze olejek lawendowy spowodowat znaczace obnizenie ci$nienia krwi, tetna i temperatury skory.
Osoby poddane inhalacjom z olejkiem lawendowym byly bardziej zrelaksowane, niz osoby
wdychajace olejek bazowy (migdatowy). W poréwnaniu z olejkiem bazowym, olejek lawendowy
charakteryzowal sie zwigkszong mocg theta (4-8 Hz) i alfa (8-13 Hz) czynnosci mozgu, co
dostarczyto dowodow na relaksujacy efekt olejku lawendowego (Sayorwan i in. 2012). Inne wyniki
badan sugeruja, ze zastosowanie aromaterapii lawendowej ma korzystny wptyw na relaksacje (Nowak
2009). Z kolei, Tomi i in. (2017) zbadali efektywno$¢ inhalacji olejkami lawendowymi. Celem ich
badan byto okreslenie kluczowych sktadnikow lotnych olejku lawendowego wptywajacego na
dziatanie uspokajajace u ludzi. Ich badania wykazaty, ze skutki inhalacji na ludzkie zachowania
i emocje nie s3 powtarzalne, ze wzgledu na ré6znorodnosc¢ testowanych przez nich dwudziestu siedmiu
olejkow lawendowych dostgpnych na rynku. Analiza spektralna mocy w odstgpach R-R, aktywnos¢
amylazy $liny i test POMS wykazaty, ze niektore olejki eteryczne z lawendy wykazaly dzialanie
uspokajajace na ludzi. Obserwowano rowniez olejki lawendowe o dziataniu pobudzajacym. Roznice
sktadzie chemicznym olejkdéw eterycznych o dzialaniu uspokajajacym i stymulujacym sugerowaty,

59|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

ze kluczowymi sktadnikami efektow aromachologicznych olejkoéw Lavandula byt octan linalilu
(efekt uspokajajacy) i kamfora (efekt pobudzajacy) (Tomi i in. 2017).

Olejek lawendowy oraz jego gtdéwne komponenty (linalol oraz octan linalolu) charakteryzuja
si¢ rOwniez miejscowym dziataniem znieczulajacym, udowodnionym w testach na zwierzetach (in
vivo i in vitro) (Ghelardini i in. 1999). W przypadku testu przeprowadzanego na krolikach, wyciag
olejku lawendowego, jak i roztwory linalolu i jego octanu spowodowat, zaleznie od stosowanej
dawki, zwigkszenie liczby bodzcow koniecznych, aby spowodowaé odruch (Ghelardini i in. 1999
Shaw i in. 2007). Inhalacje lawendowe moga by¢ czescig multidyscyplinarnego leczenia bolu oraz
depresji poporodowej (Olapour i in. 2013). Bél jest jednym z najczeSciej wystepujacych problemow
pooperacyjnych, a leki stosowane, w celu jego zmniejszenia, powodujg skutki uboczne. Najnowsze
badania wykazuja, ze w leczeniu moga znalez¢ zastosowanie terapie alternatywne i uzupetniajace,
np. aromaterapia. W eksperymentach pod kierownictwem Olapour i in. (2013) wykazano, ze bol
u kobiet po cigciu cesarskim zmniejszal si¢ po operacji, dzigki inhalacjom lawendowym. Dziatanie
lawendy charakteryzowat znaczacy spadek bélu w poréwnaniu z placebo. Kontrola bélu po cieciu
cesarskim stanowi wielkie wyzwanie dla anestezjologdw oraz ginekologdéw, poniewaz stosowanie
lekow syntetycznych moze spowodowac dziatania niepozadane, takie jak, wymioty, nudnosci czy
nadmierng sedacje. Inne badania pilotazowe na grupie kobiet wykazaly, ze zastosowanie aromaterapii
lawenda, jako terapii uzupelniajacej charakteryzuje si¢ pozytywnymi wynikami, bez ryzyka i skutkow
ubocznych (Conrad i Adams 2012).

4. Podsumowanie

Lawenda zawiera w swoim sktadzie mieszaning substancji biologicznie aktywnych (linalolu,
octanu linalolu, flawonoidow, kwasow seskwiterpenowych), wykazujacych potencjat zastosowan
w obrebie czynno$ci osrodkowego ukladu nerwowego (OUN). Z przegladu piSmiennictwa wynika
jednakze brakuje istotnych informacji dotyczacych szczegotowego jej dawkowania. Do pelnej oceny
mozliwo$ci wykorzystania olejkow eterycznych czy ekstraktow lawendowych konieczne sg dalsze
badania, dlatego ze, lawenda zaliczana jest do najwazniejszych roslin wykorzystywanych w wielu
galeziach przemystu, m.in. farmaceutycznego. Lawenda jest ziolem o udowodnionym dziataniu
osrodkowym i moze by¢ stosowana w poczatkowych stadiach lekowych, jako aromaterapeutyczny
srodek przeciwbdlowy oraz w trudnosciach w zasypianiu.
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Streszczenie

Gatunek Lactobacillus plantarum jest uniwersalnym, wielofunkcyjnym i elastycznym
drobnoustrojem, zamieszkujacym rdzne nisze ekologiczne. Poznanie sekwencji genomu Lb.
plantarum tlumaczy jego powszechno$¢, wsrod bakterii kwasu mlekowego, oraz przewage
w zajmowaniu przez ten gatunek roznorodnych $rodowisk. Okoto trzy miliony par zasad
w chromosomie tego gatunku, zawiera 3052 geny ktore prawdopodobnie koduja biatka, z czego 70%
przypuszczalnie posiada funkcje biologiczne. Ten dosy¢ duzy genom koduje wszystkie enzymy
wymagane do szlakow glikolizy i fosfoketolazy, oraz 25 kompletnych systemow transportu cukrow,
a takze geny kodujace funkcje zewnatrzkomorkowe i biatka biorgce udzial w mechanizmach
odpowiedzi na warunki stresowe. Ponadto wiele z tych gendow ulega czestej ekspresji. Odkrycia
ostatnich lat sugerujg ze geny te stanowig wazng cze¢$¢ interakcji Lb. plantarum z $rodowiskiem
w ktorym zyje, co doprowadzito do wytworzenia regionu adaptacji do zycia w jego chromosomie.

1. Wstep

Rodzaj Lactobacillus jest niezwykle roznorodny, obejmuje ponad 150 gatunkéw. Czesto te
poszczegolne gatunki sa wysoce wyspecjalizowane i przystosowane do specyficznej niszy
ekologicznej, takiej jak bogate w biatko mleko (van de Guchte et al. 2006), podczas gdy inne preferujg
srodowisko uktadu przewodu pokarmowego ssakow (Russell and Klaenhammer, 2001). Gatunek
Lactobacillus plantarum prawdopodobnie jest najbardziej wszechstronnym cztonkiem grupy bakterii
kwasu mlekowego (LAB). Wystepuje w wielu roznych niszach ekologicznych, takich jak warzywa,
migso, ryby oraz produkty mleczne, jak rowniez przewod zotadkowo-jelitowy. Lactobacillus
plantarum jest gatunkiem wysoce heterogennym, szeroko stosowanym w wielu gateziach przemystu
zwigzanych z zywnoscia i zdrowiem, na przyktad jako kultury starterowe w procesach fermentacji.
Kilka badan wykazalo, ze niektore szczepy moga mie¢ korzystny wptyw na funkcjonowanie jelit
ssakow, a niektore szczepy zostaly opracowane jako kultury probiotyczne (Siezen et al. 2010). Co
wigcej, bakterie kwasu mlekowego sa odpowiedzialne za produkcje istotnych witamin
i aminokwasow, dostarczanych wraz z pokarmem lub wytwarzanych juz w przewodzie pokarmowym
(Holzapfel et al. 2014). Bakterie Lactobacillus wykazujg duzg zmienno$¢ genomu, co moze wptywaé
na ich wlasciwosci fizyko-chemiczne oraz zdolnosci adaptacyjne. Wielko§¢ genomu bakterii
z rodzaju Lactobacillaes jest stosunkowo niewielka, i wynosi okoto 2 miliona par zasad (Jurkowski
i inni, 2012), jednakze Lactobacillus plantarum wybija si¢ ponad przecietnos¢. Ze wzgledu na
doskonale dostosowany genom, niezwykla plastycznos$¢, ilos¢ gendw metabolizmu cukroéw, gendw
kodujacych biatka zewnatrzkomorkowe i biatka odpowiedzi na stres jest w stanie zajmowac
réznorodne nisze ekologiczne.

2. Przeglad literatury

Bakteria Lactobacillus plantarum posiada jeden z najwiekszych genomoéw wsrod bakterii
kwasu mlekowego. Material genetyczny uporzadkowany jest w kulisty chromosom, ktory zawiera
3 308 273 pary zasad. Procentowa zawartos¢ par GC w chromosomie wynosi 44,5%, przy czym ilo$¢
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GC, jest znacznie mniejsza w plazmidach. W chromosomie szczegodlnie interesujacy jest region
3072500-328500, o wielkosci 213 kb, koduje on biatka odpowiedzialne za transport cukréw oraz
metabolizm, co jest niezwykle wazne dla gatunku zasiedlajacego tak roznorodne nisze ekologiczne.
Region ten posiada stosunkowo niewielka procentowg zawartos¢ GC, sadzi si¢, ze wiele z tych
cennych genow zostato pozyskanych na drodze transferu horyzontalnego.

W sktad genomu Lb. plantarum wchodzi trzy plazmidy, sa to pWCFS101 o dtugo$ci 1917
par zasad, pWCFS102 o dtugosci 2365 par zasad oraz najdtuzszy pWCFS103 z 36069 bp. Plazmid
pWCFS101 jest no$nikiem genow kodujacych proces replikacji. Plazmid pWCFS102 réwniez
zawiera geny odpowiedzialne za replikacje, ale rowniez geny kodujace biatka kontrolujace liczbg
kopii. Plazmid pWCFS103 posiada geny opornosci na kadm, arsenian, rOwniez zawiera geny biatek
bioragcych udziat w replikacji, biatka chronigce DNA przed uszkodzeniem oraz oksydazy
(Kleerebezem et al. 2003).

Dzi¢ki homologii chromosomu Lb. plantarum z chromosomami Bacillus halodurans
(Takami et al. 2000) i Bacillus subtilis (Knust et al. 1997) zostaly opisane miejsca poczatku replikacji,
poniewaz u tych gatunkéw w obrgbie miejsca origin organizacja genow jest praktycznie identyczna.
Opisany przez Kleerebezem i innych, genom szczepu Lb. plantarum WCFS1 posiadat w tym regionie
dwanascie na czternadcie ortologicznych genow do wyzej wymienionych gatunkéw Bacillus,
dodatkowo geny sa zorganizowane i utozone w ten sam sposob. Ponadto wykazano ze 11 DnaA biatek
wigzacych DnaA flankuje gen dnaA, dostarczajac dalszych dowodoéw zwigzanych z inicjacja
replikacji (Yoshikawa et al. 1991). U Lb. plantarum geny kodujagce biatka sg przewaznie
transkrybowane zgodnie z kierunkiem replikacji, ktory jest zachowany w wielu genomach Gram-
dodatnich bakterii, o niskiej procentowej zawartoéci zasad G+C. Miejsce terminacji replikacji
znajduje si¢ doktadnie po przeciwnej stronie miejsca inicjacji replikacji. Dodatkowo sekwencja
terminacji, podobna do sekwencji dif, rozpoczyna si¢ od 1,669,020 bp. Sekwencja analogiczna do
sekwencji dif, wraz z aktywnymi specyficznymi miejscami XerC i XerD, jest teoretycznie
zaangazowana w podziat chromosomu podczas replikacji.

Genom Lb. plantarum obejmuje pie¢ operondow rRNA, ktére sa rownomiernie potozone na
chromosomie, charakteryzuja si¢ ograniczona liczba polimorficznych sekwencji. W sumie
zidentyfikowano 62 geny kodujace tRNA, z ktorych wigkszo$¢ wydaje sie by¢ genetycznie potaczona
z niektorymi klastrami rRNA. Opisano kilka odmiennych powtarzalnych elementow sekwencji,
w tym dwie klasy transpozaz, ktore sg prawdopodobnie odpowiedzialne za reprezentowanie
ruchomych elementow genetycznych. Wyznaczono powtarzalne sekwencje: ISP1 (osiem
kompletnych kopii i dwie kopie przerywane), i 1SP2 (cztery kompletne kopie i jedna kopia
przerywana). ISP1 reprezentuje klasyczne elementy IS, zawierajace geny kodujgce transpozaze,
flankowane przez odwrdcone powtorzenia terminalne. ISP2 nie posiadaja odwréconych sekwencji
powtarzalnych, ale koduja biatko homologiczne do transpozazy, nalezace do rodziny ruchomych
elementow genetycznych SCCmec.

Otwarte ramki odczytu-ORF

Oznaczono 3,052 gendow kodujacych biatka, z ktorych tylko 39 okazaly si¢ by¢
pseudogenami. Zestawienie przewidywanych bialek z pozostalymi kompletnymi sekwencjami
genomu pokazato, ze biatka Lb. plantarum sa wysoce podobne do biatek bakterii Gram-dodatnich,
0 niskiej procentowej zawartosciag G+C, z ktorych wigkszo$¢ nalezy do rodzaju: Streptococcus,
Listeria, Lactococcus, Bacillus, Clostridium oraz Staphylococcus. Analiza pordwnawcza genomow
Listeria spp. B. subtilis i S. aureus ujawnita zachowana, kolinearng organizacje ich genéw, wskazujac
na pewna stabilno$¢ czy tez analogicznos$¢ genomow tej grupy bakterii Gram-dodatnich (Glaser et al.
2001). Gatunek Lb. plantarum wydaje si¢ podaza¢ za tym trendem, chociaz podobienstwo jest
mniejsze niz pomiedzy rodzajami Listeria i Bacillus. Opisano 16 klastrow, z zachowang kolinearng
organizacja genow, ponad osiem podobnym genéw pomiedzy Lb. plantarum, Listeria
monocytogenes, B. subtilis. Domniemane funkcje biologiczne zostaty przypisane do genéw 2,120
biatek, z kolei 588 prawdopodobnych biatek Lb. plantarum jest homologicznych do
konserwatywnych biatek, 0 nieznanej funkcji w innych organizmach. Zidentyfikowano co najmniej
440 grup multigenow, zawierajacych 1,443 biatek.
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Indeks adaptacji kodonéw (CAl), i pozostate rOwnowarto§ciowe wskazniki, pozwalaja na
uzyskanie informacji, ze dany gen ulega silnej ekspresji w organizmie. Korelacja ta opiera si¢ na
fakcie, ze geny o wysokim poziomie ekspresji, maja silng tendencj¢ wykorzystania synonimicznych
kodonow (Karlin et al. 2001). Wartos¢ CAI jest determinowana dla kazdego genu Lb. plantarum,
poprzez wykorzystanie biatek kodujacych rybosomalne geny, jako zestawu referencyjnego. Oprocz
spodziewanych genéw metabolizmu podstawowego (housekeeping), zestaw genow potencjalnie
ulegajace wysokiej ekspresji (PHX- potentially highly expressed), u Lb. plantarum zawiera geny
calego szlaku Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), i szereg enzymdw zaangazowanych w degradacje¢
pentoz i heksoz. Skupienie tego gatunku na szerokich mozliwos$ciach katabolizmu cukréw odnajduje
swoje odzwierciedlenie w tym iz pewna liczba systemow fosfotransferazy (PTSs) i glownie enzymow
HPr PTS (ptsH) i enzymu-1 (ptsl) jest PHX. W szczegdlnosci wszystkie systemy PTS mannozy,
i fruktozy wchodza w sktad tego zestawu. Szlak katabolizmu N-actetyloglukozaminy réwniez
zaliczony zostal jako PHX. Odchylenie wykorzystania synonimicznych kodonéw genow PHX,
przejawia si¢ niska obecno$cig kodonow ATA (Ile), AGA i AGG (Arg), i czgstym wystgpowaniu
CGG oraz CGT (Arg) (Kleerebezem et al. 2003).

Metabolizm cukrow

Cechg charakterystyczng dla Lactobacillus plantarum, jest mozliwo$¢ wzrostu na réznych
zrddtach cukréw, co umozliwia mu zajmowanie tak wielu roznorodnych $rodowisk. Ta fenotypowa
cecha przejawia si¢, w duzej liczbie genéw kodujacych przypuszczalne transportery cukrow.
Wigkszo$§¢ tych transporterow, to przewidywane cukrowe PTS, zalezne od PEP. Gatunek Lb.
plantarum WCFS1 koduje 25 kompletnych komplekséw enzymu II PTS, i kilka niekompletnych. Ta
wysoka liczba PTS, znacznie przewyzsza ich ilos¢ w innych genomach mikroorganizméw, za$ jest
najbardziej podobna do ilosci PTS, jaka posiada Listeria monocytogenes (Glaser et al. 2001).
Specyficzno$¢ substratowa Lb. plantarum, moze by¢ przewidziana, na podstawie homologii genow
PTS, poniewaz w wielu przypadkach geny enzymu Il PTS, sa potozone blisko z enzymami i genami
regulatorowymi zaangazowanymi w metabolizm cukrow. W genomie Lb. plantarum znajduje si¢ 30
gendéw kodujacych system transporterowy, zaangazowany w transport wegla. Jednak nie mozna
przewidzie¢ specyficznosci substratu, dla niektérych PTS i innych systemow wychwytu wegla,
aro6zne systemy transportu cukru sg znane z tego, ze importujg wigcej niz jeden substrat, zwigkszajac
w ten sposob zdolno$¢ transportu wegla tego gatunku a nawet dalej. Cukry sa wykorzystywane jako
zrodlo wegla, do namnazania si¢, i wzrostu oraz do wytwarzania energii poprzez fermentacje.
Gatunek Lb. plantarum nalezy do grupy fakultatywnie heterofermentacyjnych, bakterii kwasu
mlekowego, dlatego tez, zgodnie z tg klasyfikacja geny dla szlaku fosfoketolazy, obecne sa na
chromosomie Lb. plantarum. Geny kodujace enzymy zaangazowane w szlak EMP, sg zorganizowane
w dwa operony (Bolotin et al. 2001). To genetyczne umiejscowienie, pozwala na efektywna regulacje
ekspresji enzymoéw, W odpowiedzi na dostepne w $rodowisku zrodta wegla. Chromosom Lb.
plantarum nie koduje gendéw zaangazowanych w szlak cytrynowy. Jednakze opisano kilka genow
enzymoOw zaangazowanych w ten szlak to jest, sze$¢ kopii reduktazy fumaranu. Ten wysoki stopien
redundacji reduktazy fumaranu sugeruje, ze Lb. plantarum posiada prymitywny tancuch transportu
elektronow. Oprocz tego, odnotowano obecno$¢ szlaku redukeji azotanéw, co moze wskazywaé na
wykorzystanie azotanoéw, jako ostatecznego akceptora elektronow (Kleerebezem et al. 2003). Lb.
plantarum wykazuje homofermentacj¢, podczas wzrostu na glukozie, ktora jest rozktadana w szlaku
EMP prowadzacym do wytworzenia pirogronianu, jest on nast¢pnie przeksztalcany w zblizonych
molowych ilosciach do D- i L-mleczanu, dzigki aktywnosci stereospecyficznych enzymow
dehydrogenazy mleczanowej. W poroéwnaniu do Lactobacillus lactis 1L1403, potencjat rozktadu
pirogronianu jest znacznie wigkszy u Lb. plantarum. Obserwacje te potwierdzaja zdolno$é
drobnoustrojow fermentacyjnych do rozktadu pirogronianu (Kleerebezem et al. 2001). Geny
zaangazowane w transport, i wykorzystania cukrow, nalezg réwniez do grupy gendéw ulegajacych
czestej ekspresji, dlatego mozna stwierdzi¢, ze Lb. plantarum jest ,zaprogramowany” do
efektywnego wykorzystania réznych zrodet wegla. Wiele z tych genow, jest zlokalizowanych blisko
miejsca origin replikacji. W szczeg6lnosci region 213 kb, kodujacy niemal wylacznie biatka
odpowiadajace za transport, czy metabolizm cukréw. Ponadto caty ten region posiada procentows
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nizsza zawarto$¢ par GC (41,5%), w poréwnaniu do pozostalej czgsci genomu, co moze wskazywac
na horyzontalny transfer genow. Jest to zgodne z hipoteza, Ze ta cze$¢ chromosomu Lb. plantarum,
stanowi region adaptacji zyciowej, stuzacy do efektywnego dostosowywania si¢ do zmian warunkow
srodowiskowych (Kleerebezem et al. 2001).

System proteolityczny i biosynteza aminokwasow

Bakterie kwasu mlekowego z reguty zamieszkujg $rodowiska bogate w biatko (mleko),
dlatego tez posiadaja mechanizmy degradacji biatek. W genomie Lb. plantarum nie zlokalizowano
enzyméw wymaganych do wykorzystywania duzych polipeptyddéw, czyli pozakomérkowe proteazy
Prt. Jednakze Lb. plantarum dysponuje systemem pobierania peptydow (Opp i Dtp). Po pobraniu
peptydy, sa degradowane réznorodnymi peptydazami. W genomie Lb. plantarum jest 19 gendw,
kodujacych wewnatrzkomorkowe peptydazy, o réznej specyficzno$ci, oraz trzy geny pozwalajace na
rozszczepienie proliny na N-koncach. Obecne u Lb. plantarum sa takze, kompletne szlaki biosyntezy
wickszosci aminokwasow, zlokalizowane zazwyczaj w duzych klastrach, lub operonach. Nie
posiadajg szlakéw umozliwiajacych wytworzenie rozgatezionych aminokwasow, takich jak: walina,
leucyna, i izoleucyna (Van Montfort et al. 2000). Klaster genéw NRPS (nonribosomal peptide
syntesis), wystepujacy u Lb. plantarum, jest pierwszym przyktadem takiej maszynerii biosyntezy,
znalezionym u grupy bakterii kwasu mlekowego. Peptydy lub produkty peptydopodobne wytwarzane
przez analogiczne systemy, sa bardzo ré6znorodne pod wzgledem sktadu czy struktury, moga zawieraé
wazne zwiazki dla przemystu farmaceutycznego. Kilka z tych zwigzkow odgrywa kluczowa rolg
w patogeniczno$ci drobnoustrojow (Marahiel et al. 1997). NRPS to ,,multimodular protein”, Lb.
plantarum koduje dwa klastry NRPS, skladajace si¢ odpowiednio z pieciu i jednego
modutu/modutéw. Klaster koduje podstawowe transferazy fosfopantenolu, jak rowniez biatka
rzekomo wymagane w regulacji, transporcie, i sekrecji enzymow (Kleerebezem et al. 2001).

Jak dotad najwigksza klasa biatek, wérdd tych zakodowanych w genomie Lb. plantarum, jest
reprezentowana przez biatka transportowe (411 gendéw). Z tych transporteréw zidentyfikowano 57
transporterow kasety wigzacej ATP (168 biatek), z ktorych 27 bylo importerami, a 30 eksporterami.
Wiele z tych importerdw, sg transporterami aminokwasoéw i peptydéw, podczas gdy specyficznosé
substratowa wigkszo$ci eksporterow jest nieznana. Chromosom Lb. plantarum, koduje kilka
transporterow, w celu wychwytu aminokwasow rozgalgzionych, w tym transportera ABC
kodowanego przez geny livABCDE, co jest zgodne z brakiem gendéw kodujacych enzymy
zaangazowanych w biosynteze tych aminokwasow u Lb. plantarum. Posiada cztery kompletne
systemy glutamino-specyficznych transporterow ABC. U Lb. plantarum transport glutaminy moze
mie¢ decydujace znaczenie w regulacji metabolizmu azotu. Kolejng duza klasa biatek sa biatka
regulacyjne, kodowane przez 262 gendéw (co stanowi 8,5% wszystkich biatek). Klasa ta zawiera trzy
geny kodujace czynniki sigma: rpoD, rpoN, sigH, i co najmniej 13 par receptorow regulatorowych,
przypisywanych do dwéch rodzin komponentow regulacyjnych. Wzglednie wysoki poziom genéow
regulatorowych odkrytych u Lb. plantarum jest rowniez odzwierciedleniem r6éznych warunkow
srodowiskowych w ktorych te bakterie wystepuja (Kleerebezem et al. 2001). Jesli chodzi o adaptacje
do warunkow niekorzystnych, gatunek Lb. plantarum koduje geny zwigzane z odpowiedzig na stres,
czyli proteazy, przyktadowo wewnatrzkomorkowe energetycznie zalezne proteazy ClpP, HsIV i Lon,
ktore rozkladaja nieprawidlowe niefunkcjonalne biatka. Dodatkowo, biatko opiekuncze groES-
groEL, i operon hrcA-grpE-dnaK-dnal, koduje trzy mate biatka szoku cieplnego, z rodziny HSP20,
i trzy wysoce homologiczne biatka szoku cieplnego ( CspL, CspC, CspP). Oprocz innych
powszechnych mechanizmoéw odpowiedzi na stres, bakterie wytwarzajace kwas mlekowy, musza
skutecznie radzi¢ sobie z zakwaszaniem $rodowiska, w ktorym zyja. ATPaza FOF1 prawdopodobnie
stuzy jako glowny regulator wewnatrzkomorkowej wartosci pH. Co wigcej, 10 kodowanych
antyportow protonéw sodu, moze by¢ zaangazowane w odpowiedzi na stres kwasowy. Gatunek Lb.
plantarum koduje trzy biatka szoku alkalicznego, ktore odgrywajg kluczows role w tolerancji szczepu
na pH. Badano fizjologiczng odpowiedz na stres hiperosmotyczny i wykazano, ze gtownie elektrolity
posredniczace we wzroscie osmolarnosci prowadza do akumulacji substancji rozpuszczalnych.
Genom Lb. plantarum Kkoduje trzy systemy pobierania i biosyntezy osmoprotektantow,
glicyna/betaina, karnityna/cholina, dwa transportery ABC (opuABCD, choSQ). Dodatkowo, sg
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kodowane rozne biatka, zwigzane ze stresem oksydacyjnym, takie jak katalazy, peroksydazy tiolowe,
peroksydazy glutationowe, cztery reduktazy glutationowe, pi¢é¢ oksydaz NADPH, dwie peroksydazy
NADPH. Genom Lb. plantarum, nie posiada genu dysmutazy ponadtlenkowej. Ponad 20 lat temu,
w przeprowadzonych badaniach ustalono, ze bakterie te, rekompensuja brak tego enzymu przez
wysoki poziom (20-30mM) wewnatrzkomérkowej akumulacji jondw Mn2+, ktére w takiej
koncentracji mogg dziala¢ jako zmiatacze wolnych rodnikow.

Zewnatrz komorkowe proteiny

Odkryto 217 biatek posiadajaca N-terminalng sekwencje sygnalowa, z ktérych 144,
dysponuje miejscem cigcia dla peptydazy sygnatowej. Znaczna cz¢$é tych bialek, jest zakotwiczona
w komorce sekwencja N- lub C-terminalng, kotwicg lipoproteinows, kotwica typu LPxTG, lub
poprzez odmienne domeny wigzace $ciang komorkowa, takie jak np.: domena LysM, lub domeny
wigzace choling. C-terminalna domena sktada si¢ z dwoch konserwatywnych motywow WxL
i zostata zdefiniowana w 19 biatkach u Lb. plantarum.

Biatka Lb. plantarum zawierajace motywy sortazy typu LPxXTG, faktycznie maja inng
i calkiem odmienng sekwencj¢ konsensusowa LPQTXE, ktore moga odzwierciedla¢ specyficznosé
pojedynczej sortazy, kodowanej przez genom. Taki wysoce konserwatywny motyw sortazy, nie zostat
wczesniej opisany w innych bakteriach Gram-dodatnich. Wiekszo$¢ z pozakomdrkowych biatek,
nalezy do tzw.: ,para log family” ,sa to hydrolazy, o czeSciowo znanej swoistosci substratowej
(peptydy sygnatowe, sortazy, proteinazy), ale znaczng cze$¢ stanowia gtownie enzymy o nieznanej
swoistos$ci. Nie okreslono funkcji dla wigkszos$ci zewnatrzkomorkowych biatek. Generalnie biatka te
posiadaja sygnat peptydowy, wiele domen, w tym przynajmniej jedna domeng¢ zakotwiczona
w komorce. Istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze niektore z tych pozakomoérkowych biatek,
odgrywaja kluczowa role w adhezji i wigzaniu si¢ do innych biatek komdérkowych, posiadajg domeny
wigzace mucyne, fibronektyne, promotor agregacji, adhezji migdzykomoérkowej, aglutynacji
komorkowej. Niezwyklym zwigzanym z powierzchnig biatkiem u Lb. plantarum, jest biatko o 3 660
aminokwasach, oznaczone Sdr, ktére zawiera prawie doskonate powtorzenie SD (Ser-Asp), posiada
na C-koncu sygnatl peptydowy zakotwiczony w transmembranie, regiony o niskiej zlozonosci,
i domeny o nieznanych funkcjach. Pozakomorkowe biatka o analogicznej budowie domen, opisano
u innych bakterii Gram-dodatnich. Trzy geny tage Lb. plantarum kodujace Poli-o-
glukozylotransferazy, potozone w poblizu genu sdr, biora udziat w O-glikozylacji (McCrea et al.
2000). Ogolnie rzecz biorac, ta duza grupa biatek moze funkcjonowac w rozpoznawaniu, lub wigzaniu
pewnych sktadnikow w roznych §rodowiskach, ktore zajmuje Lb. plantarum. Co intrygujace, geny
kodujace biatka pozakomoérkowe nie sg losowo rozmieszczone na chromosomie, poniewaz region od
2 604,000 do 3,063,000 bp ma silng nadreprezentacj¢ tych genow. Co wigcej, wiele z tych genow
wystepuje w skupiskach od trzech, do szeSciu genow, a funkcja tych klastrow genow nie jest znana.
Ten region chromosomu, sgsiaduje z regionem, ktory prawie wylgcznie koduje biatka zaangazowane
w transport i wykorzystanie cukru oraz ich regulacje. Odkrycia te potwierdzajg hipoteze, ze ta cze$é
genomu Lb. plantarum, reprezentuje region adaptacji stylu zycia, ktory obrazuje funkcje zwigzane
z elastyczng interakcjg z roznymi $rodowiskami. (Kleerebezem et al. 2001).

3. Podsumowanie

Struktura i organizacja genomu Lb. plantarum ujawnia, koncentracje tego mikroorganizmu
na katabolizm wegla, ktory przejawia si¢ w zdolnos$ci do importowania i wykorzystywania duzej
réznorodno$ci zrodet wegla. Potwierdza si¢ to tym, ze wiele gendéw kodujacych enzymy
zaangazowane w centralny metabolizm wegla, nalezy do grupy PHX — czyli ulegajacych czestej
ekspresji. Co wiecej sekwencja genomu, thumaczy elastycznos$¢ i wszechstronnos$¢ Lb. plantarum, co
uwidacznia si¢ wyjatkowo licznie wystepujacych systemach transportu cukrow PTSs. Genom Lb.
plantarum, bogaty jest w réznorakie biatka powierzchniowe, umozliwiajace zakotwiczenie si¢ do
rozmaitych powierzchni, czy tez substratow do wzrostu. Niezwykta adaptacja tego gatunku wynika
z wielu cennych zawartych w genomie gendw, dlatego tez, ich koncentracja, i szereg funkcji zostat
okreslony jako region adaptacji zyciowe;.
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Streszczenie

Archeony majg wiele wyjatkowych wiasciwosci genotypowych i fenotypowych,
$wiadczacych o ich szczegélnym statusie ewolucyjnym. Tak zwani ekstremofile musza by¢
odpowiednio przystosowani do ekstremalnych warunkéw $rodowiska w odniesieniu do procesow
metabolicznych, funkcji biologicznych, genomow iaby przezwyciezy¢ wyzwania zycia. Ten rozdziat
opisuje ostatnie postepy w badaniach nad ekstremofilami z typu Euryarchaeota i dotyczy ich, strategii
metabolicznych, strukturalnych adaptacji ich enzymow do temperatury, zasolenia i pH oraz ich
zastosowania biotechnologicznego. Archeony ewoluowaty, aby poradzi¢ sobie z jednym lub wigksza
liczba ekstremalnych warunkow, a w trakcie ewolucji wprowadzity zmiany w celu optymalizacji
struktury biatka i aktywno$ci enzymow. Strukturalne podstawy tych adaptacji doprowadzity do
skonstruowania rozlegtego repertuaru molekut o szczegdlnych cechach nie wystepujacych w innych
organizmach. Archeony mozna badaé¢ jako niewyczerpane zrédlo czasteczek biologicznych do
zastosowan przemystowych lub biotechnologicznych.

1. Wstep

Archaea reprezentuje jedna z trzech domen zycia. Ich szczegblny status ewolucyjny
odpowiada ich unikalnym cechom genotypowym i fenotypowym. Z wyjatkiem metanogenezy, ktora
nie zostala jeszcze opisana w bakteriach, wszystkie centralne szlaki metaboliczne odkryte
w archeonie istnieja rowniez w bakteriach, chociaz w niektorych przypadkach sa to wazne i nowe
modyfikacje. Organizmy zwane archeonami, lub archebakteriami moga by¢ heterotrofami lub
autotrofami i moga wykorzystywac duza roznorodnos¢ donorow elektronéw i akceptorow (Huber
i in. 2000). Jedng z najbardziej uderzajacych cech organizméw archeondéw jest ich zwigzek
z hipertermofilia, poniewaz sg w stanie zamieszkiwa¢ nisze ekologiczne o temperaturze nawet
powyzej 95 °© C. Ta wlasciwo$¢ opiera si¢ cze$ciowo na unikalnej strukturze lipidow archeondw, ktore
sg w stanie utrzymac nieprzepuszczalno$¢ blony cytoplazmatycznej w stosunku do jondw w tak
wysokich temperaturach. Chociaz uwaza si¢, ze archeony zyjg w ekstremalnych warunkach, mozna
je rowniez znalez¢ w umiarkowanych warunkach $rodowiskowych.

Typ Euryarchaeota, to niezwykle roznorodna fizjologicznie grupa drobnoustrojow,
dostosowana do najbardziej znanych dotychczas ekstremalnych $rodowisk. Zawiera organizmy
przystosowane do réznych nisz temperaturowych (termofile, mezofile i psychofile), pH (acidofile)
oraz organizmy, ktore rosna przy podwyzszonych stezeniach soli (halofile). Niniejszy rozdziat
koncentruje si¢ na Euryarchaeota i przemystowym potencjale ich biatek.

2. Przeglad literatury

Metabolizm Euryarchaeota

Jak juz wspomniano, archaea rozwija si¢ w wielu réznych ekstremach: ciepto, zimno, kwas,
zasada, zasolenie, ci$nienie i promieniowanie. Te trudne warunki srodowiskowe naktadaty szereg
ograniczen, do ktorych musiaty si¢ dostosowac w trakcie swojej ewolucji, archeony mozna podzieli¢
na: halofile, psychofile, termofile, acidofile i piezofile. Nalezy jednak pamigtac, ze gatgzie te czgsto
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krzyzuja si¢ w interesujacy sposob. Archeony w celu przystosowania wyksztatcity zdolnos¢ do
akumulacji, modyfikacji struktury biatka i aktywnoscii enzymow. Te adaptacje wyposazyly je
w czasteczki o szczegbdlnych cechach niedostepnych w ich odpowiednikach z innych organizmow.
Stanowi to niewyczerpane zrddlo czasteczek biologicznych do zastosowan przemyslowych lub
biotechnologicznych.

Termofile i hipertermofile

Termofilne i hipertermofilne archeony wystgpuja gtoéwnie w glebinach oceanu, otworach
hydrotermalnych i goracej wodzie w poblizu wulkanéw. W zaleznosci od temperatury wzrostu
organizmy te zostaly sklasyfikowane jako termofile lub hipertermofile. Pierwsze z nich moga rosnaé
w temperaturach powyzej 50 ° C, a drugie w temperaturze 80 ° C lub wigcej (Urbieta 1 in. 2015).
Istnieja roézne mechanizmy komoérkowe, ktore umozliwiaja zycie w tych ekstremalnych
temperaturach. Chaperony (HsP), ktére pomagaja w prawidtowym fatdowaniu biatek i enzymow
w polaczeniu ze sztywniejszymi btonami i biatkami, niz te wystepujace u mezofilow (Albers i in.
2000). Wiele archaicznych termofilnych i hipertermofilnych enzyméw wykorzystuje substraty, ktore
roznia si¢ od tych stosowanych przez ich bakteryjne homologi; nawet niektdre posiadaja nowe
aktywnoS$ci katalityczne nie wystgpujace u bakterii. Ogolnie rzecz biorac, struktury enzyméw
termofilowych i hipertermofilnych archeonéw zostaty opisane jako wysoce sztywne i termostabilne
w poroéwnaniu do ich mezofilnych homologdéw. Mechanizmy wyspecjalizowane do termostabilno$ci
obejmujag  wzrost liczby oddziatywan jonowych, mostkow dwusiarczkowych, tadunkow
powierzchniowych, wyzszych stanow oligomeryzacji i bardziej zwartego rdzenia hydrofobowego
(Reed i in. 2013). Chociaz do tej pory istnieje wicle scharakteryzowanych enzyméw termofilnych
i hipertermofilnych z rodzaju Euryarchaeota, nie jest mozliwe pordwnanie ich z mezofilowymi
homologami z tego samego rodzaju ze wzgledu na brak badan dotyczacych homologicznego
odpowiednika. Strukture enzymu izomerazy triozofosforanowej charakteryzuje fatdowanie beczkowe
TIM i katalizuje on odwracalng reakcj¢ przemiany fosfodihydroksyacetonu w aldehyd
3-fosfoglicerynowy. U eukariotow, bakterii i archea mezofilnych enzym ten jest dimerem, natomiast
u archeondéw termofilnych i hipertermofilnych wystepuje w formie tetramerycznej (Walden i in.
2004). Hipertermofilng izomeraze¢ triozofosforanowa z P. furiosus i Thermococcus onnurineus
scharakteryzowano réwniez jako tetramery. Wzrost stanu oligomeryzacji moze by¢ rdznica
spowodowang wzrostem stabilno$ci termicznej; interesujacy, ale inny przyktad stanu oligomeryzacji
jako strategii zwiekszania termostabilno$ci przejawia sie¢ u P. furiosus enzymem amylazy. Ten
hipertermofilny enzym, w przeciwienstwie do mezofilnych homologow, ktore sa dimerami, ma nizszy
stan oligomeryzacji, opisany jako wysoce upakowany monomer. Ta wysoce upakowana struktura, jak
rowniez spadek stanu oligomeryzacji, powoduje zmniejszenie hydrofobowej powierzchni
wystawionej na dzialanie rozpuszczalnika. W tym przypadku interakcje, ktore sprzyjaja zwartosci
hydrofobowego rdzenia hipertermofilnej amylazy, sa wigzaniami wodorowymi, ktore odgrywaja
podstawowa rolg w utrzymywaniu fatdowania w wysokich temperaturach (Park i in. 2013). Ponadto
mozna zauwazy¢, ze biatka termofilne i hipertermofilne wykazuja wicksza polarng powierzchnie
wystawiong na dziatanie rozpuszczalnika w pordwnaniu z bialkami mezofilnymi. Obecno$¢ duzych
hydrofobowych taficuchow bocznych jest rowniez charakterystyczng cechg biatek termostabilnych.
Kolejnym mechanizmem jest zwigkszenie ilo$ci mostkow dwusiarczkowych, poréwnujac alfa-
amylaze z P. furiosus i1 jej bakteryjnego odpowiednika z Bacillus licheniformis. Zwigkszona
stabilno$¢ alfa-amylazy u P. furiosus byta spowodowana wyzszg zawartoscia reszt cysteinowych niz
te obserwowane w enzymie z B. licheniformis. Wzrost liczby reszt cysteinowych wraz ze wzrostem
liczby par jonowych zostat opisany jako gltdéwna cecha odpowiedzialna za aktywno$¢ i stabilizacje
biatka w tym hipertermofilnym organizmie (Savchenko i in. 2002).

Psychofile

Wigkszo§¢ badanych organizméw archeologicznych ewoluowata, aby skolonizowac
ekosystemy wodne o niskiej temperaturze, takie jak te wystgpujace na Antarktydzie, Arktyce, rozlegle
obszary glebokiego morza, a takze regiony alpejskie. Organizmy te nazywane sa psychrofilami
i mozna je klasyfikowa¢ w Stenopsychrophiles i Eurypsychrophiles w zalezno$ci od ich zakresu
temperatur wzrostu. Klasyfikacja ta opiera sie¢ na dwoch parametrach: optymalnej temperaturze
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wzrostu (Topt) i maksymalnej (T max). Stenopsychrophile wykazuja optymalng temperatur¢ wzrostu
ponizej ~20°C i T max nie wigksza niz 25°C. Z drugiej strony, Eurypsychrophiles toleruja szerszy
zakres temperatur, Topt powyzej 30 ° C i Tmax ponizej 10 © C (Feller i in. 2003). Do tej pory prawie
wszystkie archeony psychofilne naleza do typu Euryarchaeota i wszystkie sa metanogenne.

Niska temperatura naklada szereg wyzwan na funkcje komoérkowe, takie jak replikacja,
transkrypcja, translacja i reakcje metaboliczne kluczowe dla rozwoju mikroorganizméw. Na poziomie
komorkowym, powszechne strategie stosowane do radzenia sobie z niskimi temperaturami obejmuja,
miedzy innymi, biatka szoku cieplnego, biatka przeciw zamarzaniu i zwigkszong ptynno$¢ blony
(Feller i in. 2003). Poza tym struktura biatka powinna réwniez przystosowac si¢ do zimnego
otoczenia. Do tej pory zbadano bardzo mato biatek z archeonéw psychrofilnych, w przeciwienstwie
do duzej liczby bialek i enzymow z mezofilnych, termofilnych i hipertermofilnych archeowcow.
Aktualne badania wskazuja, ze glowng cechg biatek psychrofilnych i enzyméw jest posiadanie
elastycznej struktury, ktora moze zrekompensowa¢ spadek energii osrodka reakcji, utatwiajagc w ten
Sposdb procesy katalizy w niskich temperaturach. Eksperymenty indukowane cieptem dla
psychrofilnych, mezofilnych i termofilnych biatek archeonéw wykazuja wyrazne wzorce stabilnosci,
biatka ulegaja rozwijaniu przy nizszych temperaturach. Niemniej jednak, enzymy psychrofilne nie
wykazuja niezwyklych lub egzotycznych konformacji i przypominaja ich mezofilne odpowiedniki.
Gléwnym wyzwaniem dla enzymoéw psychrofilnych jest katalizowanie reakcji z odpowiednia
szybkoscia, nawet gdy niskie temperatury silnie obnizaja szybko$¢ reakcji chemicznych. Jest to
spowodowane destabilizacja miejsca aktywnego lub calego biatka, co nadaje ruchliwosé
i elastyczno$¢ miejscu aktywnemu w temperaturach, ktore maja tendencj¢ do zamrazania ruchow
czasteczkowych. Aby uzyskaé bardziej elastyczne struktury enzymow, zmniejszono liczbe reszt
obecnych na powierzchni biatka i hydrofobowego rdzenia (Arg, Lys, Glu). Niska zawarto$¢ reszt
argininowych powoduje niska liczbe wigzan wodorowych. Aby zrekompensowac utrate tadunkow na
powierzchni biatka i unikng¢ agregacji, bialka te zawieraja duza cze$¢ nienatadowanych reszt
polarnych, takich jak Gln i Thr, co z kolei implikuje zmniejszenie stabilizujacych par jonowych
sprzyjajacych strukturalnej destabilizacji. Inne adaptacje obejmuja grupowanie reszt glicyny
(zapewniajace lokalng ruchliwo$¢), zanikanie reszt proliny w petlach (zapewnia zwigkszona
elastyczno$¢ tancucha migdzy strukturami drugorzedowymi), jak rowniez mniejsza liczbe par
jonowych, oddziatywania aromatyczne i wigzania wodorowe. Dodatkowo hydrofobowo$¢ rdzenia
biatkowego i zwarto$¢ wnetrza biatka jest zwykle niska (Siddiqui i in. 2006).

Halofile

Srodowiska halofilne sa zdefiniowane jako te, ktore zawieraja wyzsze stezenia soli niz wody
morskiej (> 3,5% wszystkich rozpuszczonych soli). Wigkszoé¢ to jeziora solankowe zdominowane
przez jony Na*, Ca?* , Cl- i SO*, powstaja z wody morskiej i podlegaja ciggtemu, intensywnemu
parowaniu. Zarowno catkowite zasolenie, jak i sktad jonowy wraz z warunkami, takimi jak
temperatura i dostepnosc¢ sktadnikdw odzywcezych, warunkujg istnienie wysoce zmiennych srodowisk
zasolonych, ktére mozna znalez¢ od Antarktydy po alkaliczne solanki sodowe i podziemne ztoza
ewaporitu. Halofilne mikroorganizmy klasyfikuje si¢ pod wzgledem ich optymalnego wzrostu przy
roéznych stezeniach soli i rozpoznano dwie gtdéwne grupy: ekstremalnych halofili (optymalny wzrost
powyzej 15% NaCl) i umiarkowanych halofilow (optymalny wzrost 3-15% NaCl).

Istnieja dwie zasadniczo rézne strategie proponowane dla drobnoustrojow halofilnych,
Wyjasniajace, w jaki sposdb utrzymuja one ci$nienie osmotyczne w cytoplazmie podczas wzrostu
w podilozu solnym: s61 w cytoplazmie i gromadzenie osmolitu organicznego. Wykazano, ze
u Halobacteria wewnatrzkomérkowa akumulacja jonow nieorganicznych, gtéwnie potasu i chlorek,
przy wysokich stezeniach jest strategig zastosowana do rownowazenia ci§nienia osmotycznego wraz
z mechanizmem wprowadzania soli. Te wysokie st¢zenia wewnatrzkomorkowe wymagaja
wyjatkowych adaptacji mechanizmu molekularnego, co oznacza, ze biatka musza zachowywac swoja
strukturalng i funkcjonalna integralnos¢ w tak wysokiej stgzeniu soli (Oren 2008). Analizy
statystyczne i bioinformatyczne sekwencji genomu organizméw Halobacteria, pozwolily na
zidentyfikowanie kompozycji aminokwaséw znana jako "sygnatura halofilowa". Ta sygnatura
charakteryzuje si¢ wzrostem reszt Asp i Glu, redukcjg dodatnio natadowanych reszt, Lys ale nie Arg,
matg zawartos$cig hydrofobowej reszty Phe i Ile oraz wzrost matych hydrofobowych reszt, takich jak
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Ala i Val. W wyniku tego, oprocz zachowania zwijania si¢ biatka w stosunku do mezofilnych
odpowiednikéw, biatka halofilowe wykazuja niska zawarto$¢ hydrofobowa i powierzchni¢ z duzym
uyjemnym ladunkiem. Trend ten zostal rowniez potwierdzony za pomocg punktu izoelektrycznego
obliczonego z proteomu tych organizmow (najbardziej kwasnych proteomii do tej pory). Organizmy
te s3 zdolne do gromadzenia si¢ wewnatrzkomorkowych substancji rozpuszczonych, a bardziej
halofilne organizmy z grupy sa réwniez w stanie gromadzi¢ jony nieorganiczne (takie jak K +)
w wysokich stezeniach.

Acidofile

Organizmy tolerujace kwasy moga rozwijaé sic w pH ponizej 4,0. Srodowiska te zwykle
wystepuja w polaczeniu z innymi czynnikami stresogennymi, takimi jak wysokie temperatury,
podwyzszone st¢zenia metali cigzkich i zasolenie zblizone do nasycenia. W rezultacie organizmy
acidofilne Euryarchaeota to glownie poliekstremofile. Chociaz niektoérzy czionkowie Euryarchaea
zyja w srodowiskach o warto$ciach pH ponizej 1, wykazano, ze wickszo$¢ acidofilii utrzymuje swoje
wewnetrzne pH w poblizu neutralnosci. Aby przystosowaé si¢ do tych warunkow, organizmy
acidofilne wyewoluowaly rézne mechanizmy, takie jak nieprzepuszczalna dla protonéw blona
komoérkowa, odwrocony potencjat btony i system buforowania cytoplazmatycznego (Baker-Austin
i Dopson 2007). Jednak pomimo utrzymywania wewn¢trznego Srodowiska w poblizu neutralnych
warto$ci pH, organizmy te posiadaja makroczasteczki z adaptacjami, ktére zachowujg ich strukture
i funkcje. Jednak doktadne mechanizmy lezace u podstaw tych dostosowan nie zostaty do tej pory
wyjasnione. Jedna z uderzajacych cech niektorych biatek acydofilnych jest ich zapotrzebowanie na
niskie pH (2-5) dla ich optymalnej aktywnosci, takie jak alfa-glukozydaza i karboksyetylaza, nawet
gdy wewnetrzne pH tych organizmow jest bliskie neutralnosci. Niemniej jednak, nie wszystkie biatka
z acidophili Euryarchaeota preferuja niskie pH dla ich optymalnej aktywnosci, na przyktad ligaza
DNA zalezna od ATP u Ferroplasma acidarmanus ma optymalna aktywnos$¢ przy pH 6-7, podobnie
jak ligazy DNA z organizméw nieacidofilnych. Mozliwe wyjasnienie optymalnej aktywnosci przy
niskim pH zostato zaproponowane poprzez badanie endo-f-glukanazy z Crenarchaeota Sulfolobus
solfataricus. Ten enzym ma optymalne pH okoto 2,0 i optymalng temperatur¢ okoto 80°C. Poprzez
modelowanie homologii ustalono, ze jego domena katalityczna posiada fald podobny do
obserwowanego w innych mezofilnych, kwasofilowych i neutralnych celulazach, a jego powierzchnia
wykazuje gtdéwnie fadunki ujemne.

Ostatnie badania krystalograficzne rzucity nieco $wiatta na mechanizmy stabilnosci biatek
i skutecznos$¢ katalityczng przy niskim pH, u F. acidiphilum zidentyfikowano wysoce ujemnie
natadowang powierzchnie wokot miejsca aktywnego. Jednak nie jest to trend obserwowany dla reszty
powierzchni biatka. Ponadto w tym enzymie wykazano, ze modyfikacje sieci wigzania wodorowego
otaczajace triade katalityczna zmienity wydajnos¢ katalityczna i umozliwity dostosowanie pH od
niskiego do bardziej optymalnego w gore i na odwrot (Ohara i in. 2014).

Piezofile

Glgbokowodne otwory hydrotermalne to kolejne ekstremalne §rodowisko skolonizowane
przez archeony. W tych srodowiskach mozna znalez¢ $rednie ci$nienie okoto 38 MPa, ktore moze
osiggna¢ nawet 110 MPa, a wigc narzuci¢ duze wyzwanie dla zycia. Organizmy, ktére moga si¢
rozwija¢ w tak ekstremalnym ci$nieniu barometrycznym, sa czesto okreslane jako piezofile lub
barofile. Poza wysokim ci$nieniem, nawiewy hydrotermalne maja rowniez bardzo wysoka
temperature i mogg by¢ takze siedliskiem hipertermofili. Jednak tylko kilka hipertermofili to takze
piezofile. Do chwili obecnej podano jedynie §cisle piezofilny anaerobowy archetyp hipertermofilny
Pyrococcus yayanosii CH1 (Birrien i in. 2011).

Biotechnologiczne zastosowanie

Ekstremalne trudne warunki $rodowiskowe, w ktorych zyja ekstremofile, stuza jako
ogromne zrodto enzymdéw o szczegdlnych wiasciwosciach, ktore czynig je bardzo przydatnymi do
zastosowan przemystowych lub biotechnologicznych. Pierwszym komercyjnie dostgpnym enzymem
byla diastaza dostgpna na rynku we Francji od 1830 r.. Od tego czasu rynek enzyméw zyskat na
znaczeniu, poniewaz nie tylko obnizaja one koszty produktow, ale rowniez korzystnie wptywaja na
srodowisko. W 2015 r. $wiatowy rynek enzymoéw przemystowych osiggnal wartos¢ okoto 4,9
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miliardow i oczekuje si¢, ze osiagnie ponad 5,0 miliarda USD w 2017 r., Natomiast do 2021 roku
wyniesie okoto 6,3 miliarda USD. Oczekuje si¢, ze rynek enzymow przemystowych zywnosci i pasz
zwierz¢cych takze wzro$nie do 1,9 miliarda USD i 1,6 miliarda USD w 2021 r. (Raport BCC
Research Biotechnology 2017). Przyktadowo a-amylaza izolowana z Thermococcus profundus jest
odporna na wysokie temperatury (Chung i in. 1995). Ten sam enzym izolowany z Haloferax
mediterranei wykazuje wlasciwosci halofilne. Enzym wykazal zapotrzebowanie na s6l zard6wno pod
wzgledem stabilnosci, jak i aktywnosci, jest stabilny od 2 do 4 M NaCl, z maksymalng aktywno$cia
przy 3 M NaCl. Enzym wykazuje maksymalng aktywno$¢ przy warto$ciach pH od 7 do 8, a jego
optymalna temperatura miescita si¢ w zakresie od 50°C do 60°C (Pérez-Pomares i in. 2003).
a-amylaza pochodzaca z Picrophilus torridus ma wtasciwosci acydofilne, natomiast psychofilny
odpowiednik mozna pozyska¢ od Methanococcoides burtonii. Wszystkie wyzej wymienione
a-amylazy wykorzystywane sa odpowiednio w przemysle piekarniczym, do uplynniania skrobi
i scukrzania, w produkcji slodzikdw, w przemysle widkienniczym i papierniczym. Proteaza
subtylizyna stabilna w bardzo wysokich temperaturach, wykazuje aktywno$¢ w temperaturze 80°C
przez okoto sze$¢dziesiat minut, zostata wyizolowana z Thermococcus kodakaraensis (Kannan i in.
2001). Opisano biatka o aktywnoéci subtylizyny z Halorubrum litoreum o wilasciwosciach
halofilnych, odporne na wysokie pH z Thermoplasmatales archaeon oraz enzym psychofilny
z Methanolobus psychrophilus, wykorzystywane sg jako detergenty, w produkcji aminokwasow oraz
w przemysle piekarniczym i browarniczym. Jako detergenty uzywane sa esterazy pochodzace
z Picrophilus torridus o wtasciwoéciach hipertermofilnych, z Haloarcula marismortui- halofilnych,
i z Picrophilus torridus- acidofilnych. Niezastapionym enzymem w biotechnologii i biologii
molekularnej jest polimeraza DNA, wykorzystywana do kolonowania DNA, sekwencjionowania,
metod markerowych, mutagenezy i wielu innych. Z organizmu hipertermofilnego Pyrococcus abyssi
wyizolowano takg tez polimeraze¢ DNA (Gueguen i in. 2001). Z Halobacterium halobium pozyskano
enzym o wlasciwosciach halofilnych, co wigcej jest bardzo podobny do polimerazy DNA
eukariontéw, do maksymalnej wydajnosci wymaga srodowiska 5 M NaCl (Nakayama i Kohiyama
1985).

Zwiazki archeondéw maja rowniez wiele zastosowan w przemysle farmaceutycznym
i spozywczym. Halobakterie wytwarzaja peptyd halocin, ktéry jest stosowany jako s$rodek
przeciwdrobnoustrojowy i $rodek konserwujacy w zywnos$ci o wysokiej zawartosci soli. Ponadto
zwiazki takie jak kantaksantyna wytwarzane przez Haloferax alexandrinus posiadajg wtasciwosci
przeciwutleniajace, ktore moga by¢ potencjalnie stosowane jako suplementy diety w zapobieganiu
nowotworom lub chorobom sercowo-naczyniowym. Egzopolisacharydy wytwarzane przez Haloferax
zostaly zastosowane w przemysle spozywczym jako emulgatory, poniewaz sg stabilne w wysokich
temperaturach. Inne interesujace zastosowania biotechnologiczne to zastosowanie lipidow
archeologicznych do tworzenia nowej generacji liposoméw, znanych jako archacosomy. Archaealne
lipidy maja bardziej polarny charakter oraz wigzania eterowe, co daje im wicksza stabilno$é
w ekstremalnych temperaturach, pH i ci$nieniu. Ponadto te wlasciwosci zapewniaja ochrone przed
utlenianiem, dziataniem fosfolipaz i hydroliza chemiczna, zapewniajac im przewagg nad liposomami
tworzonymi przez obojetne fosfolipidy. Ze wzgledu na ich duza stabilno$é, biokompatybilnosé
i biodegradacj¢ archeosomy maja wiele zastosowan jako adiuwanty szczepionkowe oraz w systemie
dostarczania lekow (Asker i Ohta 2002).

3. Podsumowanie

Archeony to drobne, jednokomodrkowce, zwykle ekstemofilne, niekiedy zaliczane jako
oddzielna domena obok, bakterii i eukariontow. Ewoluowaty one rownolegle wraz z bakteriami,
jednakze badania genatyczne wskazujg ze sa one blizej spokrewnione z eukariontami niz wtasnie
z bakteriami. Archaea sa wszechobecne w wigkszosci $rodowisk ladowych, wodnych oraz
ekstremalnych (acidofilne, halofilne, mezofilne, metanogenne, psychrofilne i termofilne). Chociaz
grupa ta jest bardzo zréznicowana i sklada sie z wielkiej liczby gatunkow, na szcze$cie, wsrod
domeny Archaea nie opisano patogendéw ludzi, zwierzat czy roslin, co wigcej moga by¢ obecne
w jelitach przewodu pokarmowego. Archaea jest zatem potencjalnie cennym zasobem
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W opracowywaniu nowych biokatalizatorow, nowych farmaceutykow i réznych zastosowan
biotechnologicznych.
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11. Alkaloidy Lycopodium- budowa i aktywno$¢ biologiczna
Lycopodium alkaloids — their structure and biological activity
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Streszczenie

Widtaki to najstarsze z roslin naczyniowych zdolne do wytwarzania zarodnikow. Ich nazwa
pochodzi od widlasto rozgatezionych, zimotrwatych pedow, ktore wytwarzajg drobne, gesto osadzone
liscie. Zarodniki widtakow, gldwnie widtaka gozdzistego — Lycopodium clavatum (charakterystyczny
761ty proszek) znajdowaly zastosowanie w lecznictwie i przemysle. Byly wykorzystywane jako
zasypka na rany w celu przyspieszenia ich gojenia i szybszej regeneracji tkanki. Rowniez pedy
licznych gatunkow nalezacych do widtakoéw bylty wykorzystywane w lecznictwie ludowym. Swoje
wielokierunkowe dzialanie zawdzigczaja bogatemu skladowi chemicznemu, w ktéorym istotne
sktadniki stanowia zwiazki nalezace do alkaloidow. Zwiazki te cechuja si¢ réznorodnoscia budowy
i aktywnoscia biologiczng. Szczegdlne zainteresowanie wzbudzily wlasciwoséci inhibicji
acetylocholinoesterazy (hupercyna Ai B), co wykorzystywane jest w leczeniu choroby Alzheimera
i innych schorzen neurodegeneracyjnych.

1. Wstep

Widtaki to najstarsze z roslin naczyniowych zdolne do wytwarzania zarodnikow. Ich nazwa
pochodzi od widlasto rozgatezionych, zimotrwatych pedow, ktore wytwarzaja drobne, ggsto osadzone
liscie. Zarodniki widtakow, glownie widtaka gozdzistego — Lycopodium clavatum (charakterystyczny
70ty proszek) znalazly zastosowanie w lecznictwie oraz przemysle. Byly wykorzystywane jako
zasypka na rany w celu przyspieszenia ich gojenia i szybszej regeneracji tkanki. Pedy licznych
gatunkéw nalezacych do widlakow byly wykorzystywane rowniez w lecznictwie ludowym. Swoje
wielokierunkowe dziatanie zawdzigczaja bogatemu sktadowi chemicznemu, w ktorym istotne
sktadniki stanowig zwigzki nalezace do grupy alkaloidow. Zwigzki te cechuja si¢ rdéznorodnosScig
budowy i aktywnoscig biologiczng. Szczegodlne zainteresowanie wzbudzity wiasciwosci inhibicji
acetylocholinoesterazy (aktywno$cia ta cechowaty si¢ np. hupercyna A i B), enzymu
odpowiedzialnego za rozklad neuroprzekaznika acetylocholiny w uktadzie przywspoiczulnym.
W wyniku zmniejszenia rozktadu mediatora ACh dochodzi do poprawy funkcji pamigciowych oraz
poznawczych. Cecha ta znalazla zastosowanie w leczeniu choroby Alzheimera i innych schorzen
neurodegeneracyjnych XX i XXI wieku.

2. Opis zagadnienia

Rodzaj Lycopodium nalezy do rodziny widtakowatych — Lycopodiaceae sklasyfikowanych
do grupy paprotnikéw- Pterydophyta. (Tab. 1.)

Widtaki to najstarsze z roslin naczyniowych zdolne do wytwarzania zarodnikow. Ich
pierwsze szczatki znane sa juz z okresu dewonu a nawet z poznego syluru (Szyputa 2013). Sa one
niewielkimi, zimotrwatymi roslinami, o widlasto rozgaleziajacych si¢ pedach, skad pochodzi ich
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nazwa. Ich todygi, niekiedy o znacznej dlugosci siggaja do kilku metréw. Plozac si¢ po powierzchni
ziemi, wypuszczajg ulistnione pedy konczace si¢ lis¢mi zarodniono$§nymi zebranymi zwykle w trzy
lub cztery ktosy. Sa to tzw. pedy zarodniono$ne stojace najczeSciej na szczycie pedu bocznego
(Mowszowicz 1986). Roslny te przytwierdzone sa do podtoza za pomoca korzonkdw, ktore wyrastaja
z todyg, a ich liscie ptonne sa zwykle proste, tuseczkowate, ulozone na todydze okoétkowo lub
skretolegle. Surowiec zielarski stanowig ziele oraz zarodniki dojrzewajace w lipcu i sierpniu

(Perzanowska 2012).

Ich charakterystyczna cecha jest wytwarzanie jednakowych zarodnikow (tzw. widlaki
jednakozarodnikowe). Wspodtczesne widtaki cechuja si¢ malg réznorodnoscia, stanowiac tylko 1%
flory (Szweykowska i Szweykowski 2006). Gromada ta obejmuje ponad 1000 gatunkow, z czego
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w naszym kraju wystepuje zaledwie kilka gatunkow (Szyputa 2013).

Tab. 1. Systematyka gatunku Lycopodiaceae (Szweykowska i Szweykowski 2006).

sy;]t‘is(:tlll;)tsytlc(;na Nazwa lacinska Nazwa polska
Krolestwo Vegetabile Rosliny
Gromada Lycopodiophyta Widtaki
Klasa Lycopodiopsida Widtaki jednakozarodnikowe
Rzad Lycopodiales Widtakowe
Rodzina Lycopodiaceae Widtakowate
Grupa Pteridophytes Paprotniki
Rodzaj Lycopodium Widtak

Do gtéwnych przedstawicieli rosnacych na terenie Polski naleza:

ANANEN

Rys. 1. Ped zarodniono$ny widtaka gozdzistego ( Lycopodium clavatum L.). (fot. Jarostaw Widelski)

Lycopodium clavatum- widlak gozdzisty
Lycopodium annotinum — widtak jalowcowy
Lycopodium selago- widtak wroniec

75|Strona




Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Wigkszos$¢ wystepujacych obecnie gatunkéw Lycopodium mozna spotkaé zarowno w strefie
tropikalnej jak i umiarkowanej. Na terenie Polski upodobaty sobie tereny suchych bordéw, lasow
mieszanych oraz wrzosowisk, rosngc jednak prawie zawsze na zakwaszonych, suchych i ubogich
glebach (Podbielkowski i in. 1961). Od drugiej potowy XX wieku do 2014 roku widtaki obj¢te byty
catkowita ochrong, jednak obecnie podlegaja czgsciowej ochronie (Rozporzadzenie Ministra
Srodowiska 2017). Niestety nadal dochodzi do ich niszczenia na szeroka skale nie tylko ze zwgledu
na walory lecznicze ale rowniez z powodu ich ozdobnego wygladu.

3. Przeglad literatury

Pierwsze wzmianki na temat widlakow pojawily si¢ juz w XVI wieku w "Herbiarzu Polskim"
opisanym przez polskiego botanika i lekarza Macina z Urzedowa. Nieco p6zniej, bo na poczatku
XVII wieku Szymon Syreniusz opisuje juz w "Zielniku" dwa gatunki widtakéw, przypisujac im
dziatanie srodka wywotujacym wymioty. W 1808 roku w polskim pismie botanicznym "Dykcjonarza
Roslinnego" opisanych jest juz 7 gatunkow widtakow, wraz z dwczesnym ich zastowowaniem
w lecznictwie (Szyputa 2013).

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci farmakologiczne, duzg zawarto$¢ alkaloidow oraz wysoka
aktywno$¢ biologiczng widktaki (Lycopodium) staty si¢ tematem duzego zainteresowania oraz
wielokierunkowych badan w wielu krajach zaré6wno Europy, Ameryki Potnocnej czy Azji
(Borkowski. 1970). Zarodniki widtakow, glownie widlaka gozdzistego- Lycopodium clavatum
(charakterystyczny zolty proszek), znalazly zastosowanie w wielu gal¢ziach przemyshu oraz
w lecznictwie. Cata roslina jest trujaca, ze wzgledu na obecno$¢ toksycznych alkaloidéw, jednak
wykorzystywane w recepturze farmaceutycznej i lecznictwie zarodniki nie s toksyczne. Stosowano
je jako zasypka na rany w celu przyspieszenia ich gojenia i szybszej regeneracji tkanek, gdzie
wykorzystano ich wlasciwos$ci absorbujace, oslaniajace 1 przeciwzapalne. W recepturze
farmaceutycznej wykorzystywano je przy wyrobie lekow jako substancje pomocnicze, czy jako
wypetniacz w proszkach ztozonych. Zarodniki widtakow znane sg rowniez ze swoich wtasciwosci
fatwopalnych, co zostato uzyte do wywotania efektow specjalnych i pirotechnicznych (Kohlmunzer
1985).

Obecnie Lycopodium stosuje si¢ m. in. w leczeniu zapar¢, tetniakow, przewlektych choréb
ptuc i oskrzeli oraz gorgczki (Zangara 2003). Utatwiajg procesy trawienia, zmniejszajg stany zapalne
przewodu pokarmowego, dzialaja tagodzaco na skorg, zmniejszajac jej podraznienia i swedzenie
(Banerjee. i in. 2014). Jednym z ciekawszych wiasciwosci alkaloidow widtkakow jest inhibicja
acetylocholinoesterazy (AChE), enzymu ktoremu przypisuje si¢ jedng z przyczyn powstawania
chordob neurodegeneracyjnych takich jak choroba Parkinsona czy Alzheimera. Deficyt
neuroprzekaznikow w tym acetylocholiny, powoduje znaczne ubytki w pamigci oraz uposledzenie
funkcji poznawczych. Choroba Alzheimera, jak i inne schorzenia neurodegeneracyjne sg chorobami
cywilizacyjnymi i ze wzglgdu na starzenie si¢ spoteczenstw dotykaja coraz wickszej liczby osob
(Zhang i in. 2008). Choroba ta nie tylko odbiera pamigé¢ i godnos$é osobie nig dotknigtej, ale jest
w kolejnych etapach zrodlem cierpienia, ubezwlasnowolnienia chorej osoby i przyczyng $mierci.
Etiologia tej choroby nie jest do konca wyjasniona, a metod pozwalajacych na skuteczne wyleczenie
wcigz brakuje.

Do czynnikow ryzyka, ktore moga przyczynic¢ si¢ do jej wywotlania naleza: wiek powyzej
65 lat, choroby sercowo-naczyniowe, zaburzenia gospodarki lipidowej, cukrzyca oraz predyspozcyje
genetyczne (Zablocka 2006). W chorobie Alzheimera dochodzi do uposledzenia funkcji
poznawczych, ktore sa podstawowymi objawami klinicznymi tej jednostki chorobowej. Dotyczng one
podstawowych zachowan takich jak przetwarzanie i odbioér wiadomosci, orientacja, pamig¢ oraz
uwaga. Przyczyna tego jest gromadzenie si¢ w obrebie kory mozgowej 1 hipokampu, a wigc obszarow
kontroli funkcji pamigciowych oraz poznawczych zlogéw biatek B-amyloidu, w postaci komorek
starczych, co prowadzi do rozwoju otgpienia i stopniowego zaniku pamieci (Daniluk. i Borkowska
2008; Czapski i in. 2014).

W innych dziedzinach medycyny alkaloidy widtakow swoje zastosowanie znalazty rowniez
w homeopatii, wykazujac dzialanie hepatoprotekcyjne i przeciwrakowe w przypadku nowotworu
watroby, co zostalo udowodnione w badaniach na szczurach (Da Silva i in. 2015). Jako $rodki
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moczopedne i przeczyszczajace pozyskuje si¢ z nadziemnych cze$ci widtakéw w tym m. in. widtaka
gozdzistego, natomiast w Ameryce Potudniowej i Pétnocnej cala roslina znalazta zastosowanie jako
afrodyzjak oraz w leczeniu bolu reumatycznego (Erdogan i in. 2007).

Bogaty sktad chemiczny roslin nalezacych do widtakow obejmuje: olej thusty, substancje
terpenowo-woskowe, fenolokwasy w tym kwas azelainowy, ferulowy, syryngowy, wanilinowy,
cukry, alkaloidy, glikozydy flawonoidowe np. luteolina, apigenina oraz sole mineralne w tym duzo
soli glinu ( Kohlmunzer 1985).

Na aktywnos$¢ biologiczng oraz wielokierunkowe dziatanie najwigckszy wptyw ma obecno$é
zwiazkéw nalezacych do alkaloidow. Zwigzki z tej grupy cechujg si¢ réznorodno$cia budowy
i aktywnoscig biologiczna. Sa to zasadowe zwiazki organiczne, gtéwnie pochodzenia roslinnego,
ktore w swojej budowie zawierajg atom lub atomy azotu w heterocyklicznych pierscieniach (Kolinska
i in. 2016).

Alkaloidy Lycopodium zostaly podzielone na cztery glowne klasy: likopodyny, likodyny,
fawcetyminy oraz alkaloidy o odmiennej budowie strukturalnej.

Wickszo$¢ zwiazkow alkaloidowych, ktére posiadaja najsilniejsza zdolno$¢ do hamowania
acetylocholinoesterazy naleza do typu likodyny. Do przedstawicieli tej grupy naleza takie alkaloidy
jak hupercyna A (HupA), 6p3-hydroxyHupA, hupercyna B i inne. Hupercyna A jest najsilniejszym,
odwracalnym i selektywnym inhibiorem AchE. To glowny alkaloid Lycopodium, ktéry zostat
wyizolowany z widlaka wronca Huperzia serrata (Fereira i in. 2014). Hupercyna A silnie hamuje
rozktad neuroprzekaznika (acetylocholiny) poprzez inhibicj¢ enzymu cholinoesterazy, powodujac
wzrost stezenia mediatora w przestrzeniach synaptycznych i prowadzac do poprawy efektywnosci
mozgowe] (Zangara i in.. 2003). Wlasciwo$¢ ta zostata wykorzystana do leczenia wielu chordb
neurodegeneracyjnych, oraz uposledzajacych procesy poznawcze jak schizofrenia czy miastenia.
Badania wykazaty, ze hupercyna A poprzez zwickszenie stezenia acetylocholiny w zlaczach
nerwowo-migéniowych zmniejsza nuzliwo$¢ migéni (Fereira i in. 2014). Obecnie w leczeniu
farmakologicznym w terapii choroby Alzheimera stosowane sg inhibitory acetylocholinoesterazy, do
ktéorych naleza donepezil, riwastygmina, ktore wplywaja na poprawe funkcji poznawczych
i behawioralnych. Terapia polega wylacznie na zahamowaniu objawdw choroby, poprzez nasilenie
neurotransmisji w ukladzie cholinergicznym. Dlatego podejmowane sa proby poszukiwania
inhibitorow acetylocholinoesterazy o wigkszej efektywnosci oraz lepszej farmakokinetyce (Zabtocka
2006). Hupercyna A w poréwnaniu do wyzej wymienionych lekow lepiej przenika przez barierg
krew-mozg osiagajac najwyzsze stezenie w mozgu. Po podaniu doustnym charakteryzuje si¢ wysoka
biodostepnoscia, a powolny metabolizm prowadzi do utrzymania jej na stalym poziomie, dzigki
czemu dziatanie jest przedtuzone. Jest nietoksyczna, nie zaburza pracy narzadéw wewngtrznych oraz
nie wykazuje dzialania teratogennego (Zangara 2003). Hupercyna A dziala takze ochronnie na
komorki nerwowe, chronigc je przed dziataniem wolnych rodnikow, B-amylodiu, obniza toksyczny
poziom glutaminianu, co zapobiega apoptozie neuronéw (Wang i in. 2006). Wykazuje ponadto,
wiasciwosci niekonkurencyjnego antagonisty receptoréw NMDA, co wskazuje na to, ze moze by¢
skuteczna u 0sob z epilepsja.

Warto wspomnie¢ rOwniez o innym przedstawicielu likodyn - hupercynie B, ktora chroni
komorki przed uszkodzeniem spowodowanym zaburzeniami oksydacyjnymi i energetycznymi
zwigzanymi z niedoborem tlenu i glukozy. Badania te zostaly przeprowadzone na szczurach z guzem
chromochtonnym (Fereira i in. 2014).

Alkaloidy z kolejnej grupy, z klasy fawcetymin np hupercyna P i R wykazuja zdolno$¢
hamowania enzymu acetylocholinoesterazy (AChE), ale sita inhibicji jest znacznie mniejsza
w poroéwnaniu z hupercyng A, stagd ich mate zainteresowanie w lecznictwie. Z kolei alkaloidy z grupy
likopodyn zostaly przebadane w kierunku hamowania receptora NMDA co mogloby da¢ poczatek
w leczeniu 0s6b chorych na padaczke.

Silne dziatanie prowadzace do wzrostu poziomu neuroprzekaznika acetylocholiny
w szczelinie synaptycznej zwigzane jest z budowa chemiczng hupercyny A (Rys. 2.). Odpowiada za
to budowa pierscienia — a- pirydynowego, grupa aminowa, trojweglowy mostek z podwojnym
wigzaniem oraz grupa metylowa. Dodatkowo warto wspomnie¢ ze duzy wplyw wykazuje
stereoizomeria tego zwigzku. Hupercyna A jest aktywna optycznie i naturalnie wystepuje jako
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lewoskretny izomer. W pordéwnaniu z izomerem prawoskretnym posiada silniejsze wiasciwosci
inhibicji enzymu odpowiedzialnego za rozktad neuroprzekaznika uktadu przywspotczulnego (Fereira
iin. 2014)

Rys. 2. Wzér strukturalny - hupercyna A (Fereira i in. 2014).

Dodatkowo zauwazono podobienstwo w budowie chemicznej pomiedzy czasteczka
hupercyny A a czasteczka neuroprzekaznika uktadu przywspotczulnego — acetylocholiny. Jak wynika
z budowy, hupercyna A posiada podstawowe cechy strukturalne tego mediatora (Rys. 3.).
Podobienstwo wynika z obecnosci w obu czasteczkach atomow azotu, tlenu i grup karbonylowych.
Jednoczesna obecnocno$¢ grupy aminowej, pierScienia a-pirydonowego, trojweglowego mostu
z podwojnym wigzaniem sg odpowiedzialne za silny efekt hamujacy hupercyny A wobec enzymu
acetylocholinoesterazy. Tak wigc eliminacja, badz zastapienie, co najmniej jednej z tych
strukturalnych cech mogtaby radykalnie zmniejszy¢ aktywnos$¢ hamujacg hupercyny A na ten enzym,
co wigzatoby si¢ ze spadkiem jej znaczenia chociazby w leczeniu choroby Alzheimera (Fereira i in.
2014).

Rys. 3. Strukturalne podobienstwo pomigdzy czasteczkami hupercyny A a acetylocholinoesteraza
(Fereira i in. 2014).

4. Podsumowanie

Odkrycie wlasciwosci inhibicji acetylocholinoesterazy ma przelomowe znaczenie
w leczeniu jednych z najpowszechniejszych chordb neuropsychiatrycznych dotyczacych glownie
0s0b w podesztym wieku, co w przetozeniu na starzenie si¢ spoleczenstw dotyczy coraz wigkszej
grupy. W poszukiwaniu lekow, ktore odgrywatyby kluczowa rolg w terapii choroby Alzheimera,
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poszukuje si¢ wiasciwosci, ktore nie tylko beda niwelowaé niekorzystne objawy zachodzace
w obrebie mozgu w czasie trwania choroby, ale takich, ktore beda doskonate w probach leczenia
przyczynowego (Zabtocka 2006). Dlatego poszukiwanie lekéw pochodzenia naturalnego jest duzym
wyzwaniem dla wspolczesnej nauki. Alkaloidy obecne w rdéznych gatunkach z rodziny
widtakowatych (Lycopodiaceae) sa bogatym zrodlem tych zwigzkow o duzej aktywnosci biologicznej
w zakresie hamowania acetylocholinesterazy i dlatego zasadna jest analiza fitochemiczna wybranych
gatunkow nalezacych do rodzajow Lycopodium i Huperzia, w celu identyfikacji jako$ciowej
i ilosciowej tych zwigzkow, zbadania ich aktywnosci biologicznej oraz izolacja pojedynczych,
jednorodnych zwiazkow lub ich frakcji. Wzbogaci to wiedz¢ ogodlna na temat tej grupy roslin, jak
i przyczyni si¢ do zwigkszenia ,,arsenatu” substancji pochodzenia naturalnego wykorzystywanych do
walki z chorobami XXI wieku.
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Streszczenie

Zwiazki kumarynowe oraz rosliny w ktorych s3 one obecne od dawna wykorzystywano
w leczeniu réznych choréb. Byly stosowane zarowno w lecznictwie tradycyjnym jak i obecnie sa
stosowane w nowoczesnej medycynie akademickiej. Kumaryny reprezentujace chemicznie zarowno
furanokumaryny,  piranokumaryny, jak 1  kumaryny proste  wykazuja  dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwnowotworowe, wazodylatacyjne jak i spazmolityczne. Stosowane
sa w leczeniu bielactwa i tuszczycy. Wykazuja tez wielokierunkowe dziatania na osrodkowy uktad
nerwowy, ktore obejmuje zarowno aktywno$é przeciwpadaczkowa jak i przeciwlekows. Badania
potwierdzity takze zdolno$¢ wielu zwiazkéw kumarynowych do hamowania aktywnosci
acetylocholinoesteraz, co zwraca uwage na zwigzki kumarynowe, jako potencjalne substancje
wykorzystywane w leczeniu choroby Alzheimera. Przyktadem takich kumaryny jest dekursinol
izolowany z Angelica gigas czy zwiazki obecne w Mutellina purpurea, jak pteryksyna.

1. Wstep

Choroba Alzheimera jest schorzeniem neurodegeneracyjnym, ktora przebiega z otgpieniem.
Cechg charakterystyczng tej choroby sa zaburzenia czynno$ci poznawczych, zaniki pamieci
o charakterze postepujacym, stopniowa utrata zdolnosci do myslenia abstrakcyjnego, zdolno$ci
wykonywania w sposob logiczny i uporzadkowany, a w miarg postepu choroby réwniez tych
najprostszych (Wszelaki 2009). Choroba Alzheimera (AD) jest najczestsza postacia demencji oraz
powaznym problemem medycznym i spotecznym, zwtaszcza w krajach rozwinietych. Wedlug danych
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) oraz raportu Alzheimer’s Association liczba chorych w 2010
roku wynoszaca 35,6 milionow w ciggu 20 lat podwoi sie. W Stanach Zjednoczonych choroba
Alzheimera dotknigtych byto ok. 5,2 miliona osob, z czego ok. 200000 stanowili ludzie ponizej 65
roku zycia. Przyczyny powstawania tego straszliwego schorzenia dla osoby nim dotknigtej, rodziny
oraz dotkliwego dla spoteczenstwa sg wcigz niewyjasnione, cho¢ powigzane z podesztym wiekiem.
Jednak wiadomym jest, ze schorzenie to zwigzane jest z zaburzeniami uktadu cholinergicznego
powiazanymi ze spadkiem poziomu acetylocholiny w obszarach moézgu, ktére odpowiedzialne sa za
uczenie si¢, pami¢¢, zachowanie oraz reakcje uczuciowe, co prowadzi do zaburzenia funkcji
poznawczych (Alzheimer’s Association Report: 2014).

Biochemicznym obrazem choroby Alzheimera na poziomie komoérkowym jest zar6wno
spadek stezenia acetylocholiny w obszarach moézgu bioracych udzial w prawidlowym
funkcjonowaniu pamigci oraz funkcji poznawczych (uktad limbiczny z hipokampem, cialo
migdatowate). Wewnatrz neuronéw zaobserwowaé mozna proces akumulacji biatek tau cytoszkieletu
(ulegajacych fosforylacji), natomiast na zewnatrz neuronéw centralnego uktadu nerwowego oraz
w naczyniach mézgowych dochodzi do odktadania ztogdéw, ktore sktadaja sie z biatek oraz peptydow,
ktore czesto ulegty procesowi glikolizacji i noszg miano B-amyloidu (Pinho 2013; Wszelaki 2009).
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Ztogi oraz plytki starcze tworzone zaré6wno przez [-amyloid, jak i biatko tau
(ufosforylowane) generuja stany zapalne w skutek zwigkszenia poziomu wolnych rodnikéw oraz
aktywacji komorek glejowych (astro- i mikrogleju). Skutkiem ich obecnosci jest tez obnizenie energii,
co jest konsekwencja utraty mitochondriéw bioracych udziat w jej wytwarzaniu, co w powigzaniu
z zaburzeniami rownowagi jonowej prowadzi do zniszczenia neuronéw cholinergicznych. Fragmenty
plytek starczych powoduja znaczne ostabienie przewodnictwa, a to niekorzystne zjawisko poteguje
obecny w tych strukturach enzym butyrylocholinoesteraza (Ball 2003; Wszelaki 2009).

W osrodkowym uktadzie nerwowym istnieja dwa rodzaje enzyméw hydrolitycznych
zaliczanych do cholinoesteraz: acetylocholinoesteraza (AChE) oraz butyrylocholinoesteraza
(BuChE), przy czym w zdrowym moézgu za degradacj¢ (hydroliz¢) neuroprzekaznika jakim jest
acetylocholina jest odpowiedzialny pierwszy z enzymow (Ozarowski i in 2009). W trakcie rozwoju
choroby Alzheimera aktywno$¢ AChE ulega redukcji o okoto 33 — 45 %, podczas gdy zdecydowanie
(40 — 90%) zwiegksza si¢ stezenie drugiego z enzymow, czyli BuChE (Gauthier i in. 2003; Ozarowski
iin. 2009). Wyniki badan dowiodly, ze te dwa enzymy ( ich stezenia) odgrywaja rownie istotng role
w metabolizmie jednego z najwazniejszych neuroprzekaznikdéw jakim jest acetylocholina. Proces ten
odbywa si¢ na zasadzie kompensowania spadku poziomu AChE przez wzrastajacy poziom
butyrylocholinoesterazy, zaré6wno u zdrowego, jak i chorego czlowieka, a efektywne zwigkszenie
poziomu acetylocholiny powinno odbywaé si¢ przez inhibicj¢ obu enzymoéw jednoczesnie
i substancje o takich wlasciwos$ciach beda najskuteczniejsze (Gauthier i in. 2003; Ozarowski i in.
2009).

2. Opis zagadnienia

Kumaryny sa zwigzkami pochodzenia naturalnego wystepujacymi w wielu gatunkach roslin,
zwlaszcza w rdznych organach (gtownie owoce i korzenie) przedstawicieli rodzin Apiaceae
(Umbelliferae) (Rys. 1), Rutaceae, Asteraceae (Compositae), Labiatae i wielu innych. Te metabolity

Rys. 1 Arcydziggiel lekarski jest zrodlem wielu zwiazkéw kumarynowych (zrodio - https:/pl.
wikipedia.org/wiki/Dziggiel litwor #/media/File:Koehler1887-GardenAngelica.jpg).
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wtorne roslin cechujg si¢ wielokierunkowa aktywnoscia biologiczna, wérod ktoérej wymienié nalezy
dzialanie przeciwdrobnoustrojowe (Widelski i in. 2009). Zwiazki kumarynowe o roznej budowie
chemicznej, wliczajac w to zaréwno furanokumaryny, piranokumaryny oraz kumaryny proste
wykazujg aktywno$¢ farmakologiczng wobec o$rodkowego uktadu nerwowego (Senol i in 2011;
Budzynska i in. 2013). Znany jest rowniez fakt oddzialywania kumaryn na receptory
benzodiazepinowe, a takze ich dziatanie przeciwlgkowe (anksjolityczne) oraz powinowactwo do
receptoréw dopaminergicznych oraz serotoninowych, a takze zdolno$¢ inhibicji monoaminooksydazy
(Skalicka-Wozniak i in. 2016).

Trwaja poszukiwania nowych substancji, ktére posiadaja zdolno$¢ inhibicji
acetylocholinoesterazy oraz butyrylocholinoesterazy. Wspotczesna medycyna, ma do dyspozycji
w leczeniu objawowym poczatkowych oraz $rednio-zaawansowanych etapéw rozwoju choroby
Alzheimera tylko kila substancji leczniczych. Wérdd nich wymieni¢ mozna galantaming (Reminyl),
riwastygming (Exelon) oraz donepezil (Aricept). Te substancje lecznicze sa jednak obcigzone
licznymi dzialaniami niepozadanymi wsérdd  ktérych wymieni¢ mozna zardwno zaburzenia
zotadkowo-jelitowe, ograniczong biodostepnos$¢ a takze niski stopien przenikalnosci przez bariere
krew-mozg. Powoduje to konieczno$¢ poszukiwania innych, bezpieczniejszych oraz
skuteczniejszych srodkow leczniczych.

Nowe substancje hamujace rozktad (hydrolize) acetylocholiny to w duzej mierze substancje
pochodzenia roslinnego. Medycyna ludowa zna liczne rosliny, ktoérych uzywano tradycyjnie
w leczeniu zaburzen pamigei lub funkcji poznawczych, a takze w zaburzeniach funkcjonowania
osrodkowego uktadu nerwowego. Zwiazki pochodzenia roslinnego, ktérym udowodniono dziatanie
hamujace aktywnos$¢ acetylocholinoesterazy oraz butyrylocholinoesterazy, maja réznorodna budowa
chemiczng i naleza do r6znych grup zwigzkéw pochodzenia naturalnego. Wigkszo$¢ z nich nalezy do
alkaloidow. Najliczniejsze w tej grupie zwiazki reprezentuja alkaloidy typu steroidowego oraz
indolowego. Najbardziej znanym alkaloidem indolowym jest fizostygmina, ktora otrzymywana jest
z rosliny Physostigma venenosum Balf., uzywana niegdy$ przez plemiona afrykanskie jako trucizna.
Silnie hamuje zarowno acetylocholinoesteraze, jak i butyrylocholinoesteraze, jednak ma krotki okres
poltrwania, co utrudnia jej stosowanie w lecznictwie.

Galantamina to inny przyktad alkaloidu typu Amaryllidaceae wyizolowanego z przebisniegu
( Galanthus nivalis L.), z ktorego wyciagi byly stosowane w medycynie ludowej w Butgarii i Turcji
do leczenia schorzen neurologicznych. Powinowactwo galantaminy do acetylocholinoesterazy jest
100 razy wigksze niz do butyrylocholinoesterazy. Ponadto zwigzek ten jest allosterycznym
aktywatorem receptora nikotynowego, czyli 1aczy si¢ z receptorem w miejscu innym niz miejsce
wigzania acetylocholiny, nasilajac jej dziatanie (Wszelaki 2009). Pacjenci bioracy udziat w badaniach
klinicznych, zanotowali poprawe funkcji poznawczych oraz wigksza samodzielno$¢ w zajeciach dnia
codziennego (Wszelaki 2009).

3. Przeglad literatury

W licznych badaniach potwierdzono aktywnos¢ inhibicji cholinoesteraz przez liczne zwigzki
nalezace do kumaryn (Orhan, Gulcan 2015). Badania dotyczace aktywnosci kumaryn wykazatly, ze
kumaryny podstawione przy pierScieniu w pozycji C-7 malymi grupami funkcyjnymi, typu
hydroksylowa Iub metoksylowa cechuja si¢ nizsza aktywnoscig inhibicyjng w stosunku do
acetylocholinoesterazy. Podstawniki w pozycji C-3 moduluja aktywno$¢ inhibicji zaréwno
w stosunku do AChE jak i monoaminooksydazy. Podstawniki metylowe w pozycjach C-3 i C-4
zwigkszaja aktywnos$¢ zwigzkow kumarynowych wobec obu enzyméw, podczas gdy podstawniki
w pozycji C-4 np. fenylowe, trifluorometylowe lub hydroksylowe silnie obnizaja aktywnos¢ inhibicji
MAO (monoaminooksydazy).

Bogatym zrodtem substancji kumarynowych, zwlaszcza furanokumaryn oraz kumaryn
prostych sg gatunki nalezace do rodzaju Peucedanum reprezentujgcego rodzinge Apicaeae (Chinou
i in. 2007). Sposrod pigciu kumaryn wyizolowanych z korzenia Peucedanum ostruthium (L.) W.D.J.
Koch (Apiaceae) najbardziej aktywnym zwigzkiem okazal si¢ ostrutiol (Urbain i in. 2005).
W Dbadaniach przeprowadzonych z wykorzystaniem testow bioautograficznych TLC przy
zastosowaniu innych znanych zwiazkéw wykazujacych aktywno$¢ inhibicji AChE takich jak
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hupercyna A oraz bromowodorek galantaminy, zwigzek kumarynowy (ostrutiol) okazal sie
dziesieciokrotnie silniejszy od galantaminy a réwnie aktywny co hupercyna A (Urbain i in. 2005).
Wskazuje to na shuszno$¢ poszukiwan efektywnych inhibitoréw acetylocholinoesterazy wsrdd
furanokumaryn.

W innym badaniu okre§lono aktywnos$¢ inhibicyjna w stosunku do acetylocholinoesterazy
dwunastu réznych kumaryn, przy czym najwicksza aktywno$cia cechowaly si¢ pochodne
piranokumaryn (Anand i in. 2012; So YK i in. 2001). Dekursynol, dihydropiranokumaryna, okazat
si¢ by¢ skutecznym inhibitorem AChE (IC50=2,8 x 10%). Natomiast inne zwigzki kumarynowe jak
dekursyna (pozbawiona grupy hydroksylowej w pozycji C-3°) jak i ksantyletyna (z podstawiong
grupa hydroksylowa w pozycji C-3’) okazaly si¢ by¢ w zasadzie nieaktywne, jako inhibitory
acetylocholinoesterazy (ICso odpowiednio 3,9 x 10 oraz 1,5 x 10™). Dane te $wiadczg o fakcie, ze
wolna grupa hydroksylowa w pozycji C-3’ ma podstawowe znaczenie dla tego typu aktywnosci
w przypadku piranokumaryn (Skalicka i in. 2016). Liczne gatunki zawierajace piranokumaryny sa
badane w kierunku aktywno$ci powodujacej zwigkszenie stezenia acetylocholinoesterazy
w centralnym uktadzie nerwowym. Szczegdlnie bogate w zwiazki o takiej strukturze chemicznej jest
rodzaj Seseli (zebrzyca) nalezacy do rodziny Umbelliferae (Apiceae) (Widelski i in. 2005). Jeden
z przedstawicieli tego rodzaju Seseli devenyense) zawiera liczne zwigzki nalezace do piranokumaryn,
czego przyktadem moze by¢ deweniozyd A (glikozyd kumarynowy) (Rys.2).

O-Glu

Rys. 2. Wzor deweniozydu A, izolowanego z owocodw Seseli devenyense.

Inna kumaryna skopoletyna oraz jej glikozydowa pochodna skopolina byly badane
w kierunku wlasciwosci hamujacych aktywnos¢ acetylocholinoesterazy. Wyniki badan pokazaty, ze
oba te zwiazki wykazujg umiarkowana, ale istotna zdolno$¢ do hamowania aktywnos$ci enzymow
rozktadajacych neuroprzekaznik (acetylocholing), a samo dzialanie ma charakter trwaty i zalezny od
dawki (Rollinger i in. 2004; Skalicka i in. 2016). Pomimo umiarkowanej (niezbyt silnej) aktywnosci
in vitro badanych kumaryn (skopoletyny i skopoliny) eksperymenty przeprowadzone in vivo
wykazaly niezbicie, ze oba zwiazki kumarynowe zwigkszaly zewnatrzkomoérkowe stgzenie
neuroprzekaznika, jakim jest acetylocholina (ACh) w mézgach badanych szczuréw o 170 % 1 300 %
w stosunku do linii bazowej (Rollinger i in. 2004; Skalicka i in. 2016). Rzeczywiscie aktywnos$¢
skopoletyny byla na takim samym poziomie jak aktywno$¢ znanego i przebadanego klinicznie
inhibitora acetylocholinoesterazy, jakim jest galantamina (zwigzek izolowany z Galnthusa —
przebisniegu) (Loizzo i in 2008; Rollinger i in. 2004; Skalicka i in. 2016). Inne badania potwierdzity
aktywnos¢ skopoletyny, jako inhibitora acetylocholinoesterazy, ktora zostala wyizolowana z lisci
Vaccinum oldhami Miquel. (family Ericaceae) a warto$¢ 1Cs0=52 uM (Loizzo i in 2008; Rollinger
i in. 2004; Skalicka i in. 2016). W innym badaniu, w ktérym sprawdzono aktywnos$¢ siedmiu r6znych
zwiazkow kumarynowych skopoletyna obok 4-metyloumbelliferonu wykazaly aktywno$é
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inhibicyjng w stosunku do acetylocholinoesterazy oraz butyrylocholinoesterazy o 50 % w dawce
1 mg/ml (Skalicka i in. 2016).

Jest rzecza oczywista, ze budowa chemiczna ma decydujacy wptyw na budowe przestrzenna
danej czasteczki, co determinuje jej aktywnos$¢. Dotyczy to takze aktywnos$ci inhibicji
acetylocholinoesterazy, ktore jest potegowane przez cykliczny podstawnik izoprenoidowy w pozycji
C6 w przypadku furanokumaryn i piranokumaryn w stosunku do kumaryn prostych. Jest kwestia
udowodniong, ze obecnos$¢ podstawnikow o duzych rozmiarach w pozycji C-5 oraz C-8
szkieletu kumarynowego zwicksza znaczaco aktywnos¢ hamujaca acetylocholinoesteraze zwigzkow
kumarynowych nalezacych do furanokumaryn. Taka zalezno$§¢ potwierdzita aktywnosé¢
ksantotoksyny oraz izopimpineliny izolowanych 2z korzenia gatunku Angelica acutiloba
(Siebold&Zucc) Kitag z rodziny Apiaceae, gdzie wartosci ICs0=0.58 i 0,32 uM/ml (Skalicka i in
2016).

Liczne badania dotyczyly wielu innych zwigzkéw kumarynowych obecnych i izolowanych
z wielu gatunkéw roslin nalezacych do wielu roéznych rodzin botanicznych. Wszystkie one
potwierdzaja, ze liczne zwiazki nalezace zarowno do kumaryn ztozonych (furanokumaryn oraz
piranokumaryn) oraz kumaryn prostych sa dobrymi inhibitorami acetylocholinoesterazy,
butyrylocholinoesterazy lub obu tych enzymoéw naraz.

4. Podsumowanie

Wedhig danych zarowno WHO jak i innych organizacji zaburzenia neurologiczne
i psychiatryczne sa i w przysztosci beda bardzo istotnymi i coraz gwaltowniej narastajacymi
problemami medycznymi i spotecznymi. Choroby te, w tym choroba Alzheimera i inne typy
demencji, beda dotykaty coraz wigkszej liczby osob ze wzgledu na gwaltowne starzenie sig
spoteczenstw krajow rozwinigtych. Dostgpne metody leczenia (substancje lecznicze) cechujg si¢
niezadowalajaca skutecznos$cig i sa obcigzone wieloma dziataniami niepozgdanymi. Stwarza to pilng
potrzebe i wcigz aktualng konieczno$¢ poszukiwania nowych strategii terapeutycznych opartych
o nowe substancje lecznicze. Po raz kolejny wspodtczesna medycyna rozczarowana lekiem
syntetycznym sigga do natury, do $wiata roélin z nadziej¢, ze znajdzie tam odpowiedz na wielkie
wyzwanie wspoéiczesnej medycyny jakim jest choroba Alzheimera. Pozostaje mie¢ nadzieje, ze
w ktorej$, by¢ moze niepozornej roslinie kryje si¢ substancja, ktora sprosta temu wyzwaniu i bedzie
stanowi¢ nowy lek dla 0sob cierpiacych na demencje lub da poczatek catej grupie lekéw. Obiecujace
wyniki badan z ostatnich lat pozwalaja przypuszczaé, ze moze to by¢ ktoras z kumaryn.
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13. Biowegiel jako alternatywne zrodlo materii organicznej i jego zastosowanie
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Biochar as an alternative source of organic matter and its use in agriculture
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Streszczenie

Opracowanie obejmuje przeglad badan dotyczacych wykorzystania biowegla w rolnictwie
jako alternatywnego zrédla materii organicznej. Przedstawiono wplyw biowegla na $rodowisko
glebowe 1 ro$ling uprawng. Na podstawie przedstawionych badan mozna stwierdzié, ze
wprowadzenie biowegla do $rodowiska glebowego ma pozytywny wplyw na mikroorganizmy
glebowe. Nie bez znaczenia jest rowniez surowiec z ktorego ten biowegiel powstal, a takze
temperatura w jakiej przeprowadzono proces pirolizy. Zagadnienie przedstawiono na podstawie
przegladu literatury dotyczacej tematu.

1. Wstep

Na $wiecie obserwujemy wzrost liczby ludnosci, wigze si¢ to bezposrednio ze wzrastajacym
zapotrzebowaniem na zywnos¢, a szacunki méwia, ze do roku 2050 produkcja ziarna musi wzrosnaé
0 50-70% (Ladha i in. 2005). Prognozy te staja si¢ realne poprzez prowadzenie hodowli lepszych
i plenniejszych odmian ale réwniez dzigki postepowi agrotechnicznemu i efektywniejszemu
wykorzystaniu sktadnikow pokarmowych (Aniot 2010, Ladha i in. 2005) oraz wprowadzaniu do
srodowiska produktow i substancji poprawiajacych zyznos$¢ gleby. Podstawowym wskaznikiem,
ktory Swiadczy o zyznosci gleb jest zawarto$¢ materii organicznej. Uprawa roélin skutkuje jej
ubytkami w glebie, co musi by¢ wyro6wnane w postaci nawozenia obornikiem lub innymi nawozami
naturalnymi czy tez organicznymi, w tym takze stoma (Mackowiak 1998). Mozna rowniez
wprowadzi¢ do $rodowiska glebowego alternatywne zrodto materii organicznej, takie jak biowegiel.
Bardzo wazne jest aby utrzymac dodatni lub co najmniej zrbwnowazony bilans glebowej materii
organicznej, poniewaz jest to jedng z podstawowych miar poprawnosci gospodarowania w rolnictwie
(Kus$ i Krasowicz 2001).

2. Opis zagadnienia

Materia organiczna w duzej mierze $wiadczy o whasciwos$ciach fizycznych, chemicznych
oraz biologicznych gleby (Kowalski i Gonet 1999). Jak podaje definicja Prusinkiewicza (1999):
,»Glebowa materia organiczna to organiczna czg$¢ gleby skladajaca si¢ z resztek roslinnych
i zwierzgcych w roznych stadiach mineralizacji i humifikacji oraz organicznych produktow
dziatalnos$ci zyciowej organizmow glebowych, wystepuje czgsciowo w stanie wolnym, a czgSciowo
w postaci kompleksow mineralno-organicznych”. Obrot i trwalo$¢ materii organicznej w glebie
wynosi od niespetna roku do tysiaca lat w zaleznos$ci od jej rodzaju. Najszybciej ulegaja mineralizacji
oraz przemianom $wiezy materiat roslinny (Scidtka, resztki pozniwne) oraz mikroorganizmy glebowe
(Sapek 2010).

Wsérod organicznych zwigzkéw, ktére wystepuja w materii organicznej sg substancje
humusowe — kwasy humusowe i huminy oraz zwigzki mineralno-organiczne (zwigzki policykliczne,
ktorych struktura sktada si¢ z dwu lub wigcej pierscieni karbocyklicznych lub heterocyklicznych tj.
zawierajacych poza weglem inne pierwiastki (N i P). Przyblizony sktad chemiczny prochnicy
przedstawia si¢ nastgpujaco: 60% C, 30% O, 6% N, 1,2% P, 0,9% S i mikroelementy. Wzajemny
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stosunek poszczegdlnych makroelementéw to 10:1:0,2:0,15. Jak podaje Palosz (2009) w glebie
ulokowane jest dwa razy wiecej wegla niz w ziemskiej atmosferze.

Biowggiel jest doskonatym zrodtem materii organicznej. Jest on drobnoziarnistym
karbonatem, ktory zawiera duza ilos¢ wegla, a takze jest odporny na rozktad (IBI 2015). Powstaje on
w wyniku pirolizy biomasy w beztlenowych warunkach w zakresie temperatur 350-700°C (Lehman
2007). Jest on czarna, lekka drobnoziarnista substancja, ktorej silne porowate drobiny zachowuja
strukture przestrzenna celulozowego materiatu, z ktéorego on powstaje (Sohi i in. 2009). Jego
wilasciwosci zalezg od surowca, z ktorego zostat wytworzony oraz parametroOw procesu pirolizy (czas
spalania i temperatura). W zaleznosci od rodzaju surowca oraz warunkow pirolizy biowegiel moze
zawiera¢ 50-90% wegla, 1-15% wody, 0-40% substancji lotnych oraz 0,5-5% mikro-
i makroelementow.

Tabela 1. Surowce uzywane do produkcji biowegla (Kwapinski i in. 2010, Bird i in. 2011, Ibarrola
iin.2012)

Rodzaje

. Wyszczegélnienie
Surowcow

Roéliny energetyczne (miskant, wierzba), todygi tytoniu
i bawely, kolby kukurydzy, owies pofermentacyjny,
wyttoki trzciny cukrowej i sorga, tuski ryzowe, upiny
rolnicze stonecznika, orzechow laskowych i kokosowych, odpady
z produkcji oliwy, bambus, stoma z pszenicy, ryzu,
rzepaku i kukurydzy, zdrewniate czgsci Inu, plewy
pszenicy, obornik bydlecy, pomiot kurzy, algi

kora klonu i drzew iglastych, palety sosnowe, trociny

le$ne z topoli osiki, drewno bukowe, brzozowe i sosnowe, torf,
mech
odpady z fabryk herbaty, papier (w tym takze gazetowy), odpady

plynne, organiczne odpady komunalne i osady $ciekowe

3. Przeglad literatury

Zastosowanie wegla w formie popiotu i odpadow bytowych sigga okresu
przedkolumbijskiego. Na terenie Amazonii dzigki stosowaniu popiotu wskutek dziatalnosci
antropogenicznej (wypalanie puszczy pod uprawy, wyrzucanie popiotu z palenisk) lub tez naturalne;j
(pozary) powstaly bardzo zyzne gleby zwane Terra Preta de Indios. Gleby te sg zasobne w wegiel
i sktadniki pokarmowe gleby i zajmujg platy o powierzchni si¢gajacej zwykle 2 ha. Od sgsiednich
gleb wyrdznia je wysoka zawarto$é wegla (nawet 150 g C-kg™!) oraz wielko$¢ warstwy wzbogacenia
w wegiel (Novotny i in. 2009).

Poprzez okreslenie wilasciwosci fizycznych, chemicznych i mikrobiologicznych gleby
obserwujemy wptyw dziatalnosci rolniczej i pozarolniczej na sSrodowisko glebowe. Analiza stanu gleb
w Polsce wykazuje, ze ten wptyw nie zawsze jest dobry. Niepodwazalne znaczenie w wielu procesach
biochemicznych ma prochnica glebowa, a jej deficyt ciagle si¢ poglebia poprzez nieumiejetne
gospodarowanie §rodowiskiem glebowym. Sktania to do poszukiwania alternatywnych zrodet
substratow, ktore mogg tworzy¢ prochnice. Dodatek zewngtrznego zroédta materii organicznej, moze
wplywac na istotne zmiany jakosci i ilo$ci zwigzkdéw préchniczych.

3.1. Wplyw biowegla na srodowisko glebowe i rosling

Jednym z wiodacych obszaréw badawczych w Europie w ostatnich latach jest biowggiel
i jego produkcja. Dynamicznie rozwija si¢ przede wszystkim obszar dotyczacy udoskonalania
instalacji do produkcji biowegla, modyfikacja (poprawa jako$ci) biowegla oraz wytwarzanie
produktow na jego bazie. Definicja International Biochar Initiative mowi, ze biowggiel to
drobnoziarnisty karbonizat o wysokiej zawartosci wegla organicznego i o nieznacznej podatnosci na
degradacje, otrzymuje si¢ go w procesie pirolizy biomasy i odpadéw biodegradowalnych.
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Biowggiel wykorzystywany jest przede wszystkim na cele inne niz energetyczne (w ochronie
srodowiska oraz rolnictwie). Jest to stale paliwo odnawialne otrzymywane z réznych rodzajow
biomasy w procesie pirolizy, w ktérej powstaja paliwa ciekle i gazowe (Bis 2012). Mozna stwierdzié,
ze biowegiel jest produktem ubocznym pirolizy. Material z ktérego produkuje si¢ biowegiel jest
bardzo zréznicowany (rosliny energetyczne, odpady lesne, biomasa: rzepaku, stonecznika, kolb
kukurydzy ale rowniez osady $ciekowe, organiczne odpady czy tez pomiot kurzy (Kwapinski i in.
2010, Sanchez i in. 2009, Song i Guo 2012, Ibarrola i in. 2012). Jego whasciwosci opisywane s3
szeroko w literaturze przedmiotu, a lista obszar6w w ktorych mozna go wykorzysta¢ stale rosnie.
Obecnie produkt ten znajduje swoje zastosowanie w rolnictwie, ochronie §rodowiska czy tez réznych
gateziach przemystu. Moze by¢ wykorzystywany doglebowo jako naturalny nawdz z dodatkiem
gnojowicy czy tez dodatek do kompostu. Istnieje wiele badan potwierdzajacych korzystny wptyw
biowegla na wzrost i rozwoj roslin. Badania Gebremedhin i in. (2015) wskazuja korzystny wptyw
biowegla na plon i cechy struktury plonu pszenicy. Zastosowanie biowegla w ilosci 4 t-ha*
powodowato wzrost plonu ziarna i stomy w stosunku do obiektu kontrolnego. W doswiadczeniu
wazonowym (Hossain i in. 2011) dodatek biowegla z osadéw $ciekowych (10 t-ha?) zwickszyt
plonowanie pomidorow o 64% w porownaniu do kontroli. Autorzy tlumacza to synergicznym
efektem zwickszonej dla roslin dostgpnosci skladnikéw odzywczych ale réwniez poprawa
wlasciwosci gleby. Uzoma (2011) twierdzi, ze zastosowanie biowegla w ilosci 15 i 20 t-ha
zwigkszyto wydajnos¢ ziarna odpowiednio o 150 i 98%. Z kolei Graber (2010) stwierdzit wigksza
liczbg pakéw i owocow upomidordw na obiektach z biowegglem. Czteroletni eksperyment (Major i in.
2010) przeprowadzony z kukurydzg dowodzi, ze w drugim, trzecim i czwartym roku badafh po
Zastosowaniu biowegla w ilo$ci 20 t-ha™’. Wydajno$¢ kukurydzy wzrastata w stosunku do kontroli
odpowiednio o 28, 30 i 140%. Jonest i in. (2012) donosza, ze po zastosowaniu bioweggla w ilosci 25
i 50 t-ha poprawie ulegla wysoko$¢ i calkowita biomasa trawy. Autorzy tlumacza to poprawa
wchlaniania makro i mikroelementow. Biowegiel wykorzystywany jest takze jako dodatek do
kiszonek i pasz. Ma on rowniez zastosowanie przy 0czyszczaniu wody w stawach rybnych. Stosuje
si¢ go takze do usuwania zanieczyszczen ze srodowiska gruntowo-wodnego jako sorbent. Biowegiel
wspomaga takze proces kompostowania oraz fermentacji metanowej.

Resztki pozniwne, nawozy organiczne i naturalne ale réwniez odpady organiczne
0 odpowiedniej jako$ci mogg by¢ zrédtem materii organicznej (Kwiatkowska-Malina i Maciejewska
2009). Wydaje sie, ze doskonale moze sie sprawdzi¢ takze wprowadzenie biowegla do $rodowiska
glebowego. Potwierdzenie korzystnego wptywu dodatku materii organicznej na zyzno$¢ gleby ale
réwniez na wielko$¢ plonow mozna znalez¢ w literaturze przedmiotu (Ciecko i in. 2001, Sienkiewicz
iin. 2005, Woloszczyk i in. 2005).

Wprowadzenie do gleby biomasy korzystnie wptywa na tworzenie mocnego kompleksu
sorpcyjnego, co jest szczegdlnie wazne na glebach lekkich. Jednak wprowadzenie biomasy w duzych
ilosciach i rozkladanie jej przez mikroorganizmy prowadzi do uwalniania kwaséw organicznych
i wzrostu zakwaszenia gleby (Filipek i Skowronska 2013). W zwiazku z tym, ze biowegiel jest
odporny na rozktad mikrobiologiczny, to wprowadzenie materii organicznej w takiej formie nie
bedzie skutkowalo dalszym obnizeniem pH. Malisa i in. (2011) donosza, ze biowegiel ma
wiasciwosci odkwaszajace. Kurth 1 in. (2006) uwazaja, ze dodatek biowegla korzystnie wplywa na
mikroorganizmy glebowe, ktore odgrywaja kluczowa rol¢ w strukturze i funkcjonowaniu gleby.
Odpowiedzialne sg za tworzenie gleb czy rozktad pozostatosci ro$linnych. Do najistotniejszych
czynnikdw $rodowiskowych wplywajacych na ich liczebno$¢, réznorodno$¢ a takze aktywno$¢
zalicza si¢ wilgotno$¢, temperaturg oraz pH (Wardle 1998). Biowegiel wspomaga aktywno$¢ wielu
mikroorganizméw glebowych waznych dla rolnictwa. Lehmann i in. (2011) twierdza, ze
wprowadzenie biowegla do gleby ma znaczacy wptyw na wiasciwosci biotyczne gleby. Porowata
struktura biowegla moze stanowi¢ odpowiednie siedlisko dla wielu mikroorganizméw dostarczajac
im wegiel, energi¢ i sktadniki mineralne. Wzrost i liczebno$¢ bakterii moze wiazac si¢ z powierzchnia
sorbcyjna biowegla. Biowegiel dzigki swoim wlasciwosciom sorpcyjnym rowniez chroni
mikroorganizmy przed susza. Sezonowe okresy posuchy w glebach, gdzie nie zastosowano biowegla
prowadza do stresu, a w konsekwencji do $miertelno$ci niektorych bakterii. Badania (Woolf 2008)
wskazuja, ze biowegiel w sposdb pozytywny wplywa on na mikoryze.
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Wprowadzenie bioweggla do $rodowiska glebowego powoduje wzrost zawartosci wegla
organicznego (Larid 2008, Oleszczuk i in. 2014) ale rowniez innych biogenow — N, P, K'i Mg (Chang
i in. 2007). Literatura donosi, ze dzicki wysokiej pojemnosci jonowymiennej i powierzchni wlasciwej
biowegiel redukuje emisj¢ metanu i tlenku azotu z gleby (Woolf i in. 2010, Malinska 2012), a takze
korzystnie wptywa na wykorzystanie nawozenia przez rosliny (Lal 2008). Wedtug Lehmana (2007)
redukcja emisji gazéw cieplarnianych mozliwa jest dzigki lepszemu napowietrzaniu gleby
i ewentualnemu spowolnieniu obiegu azotu.

Biowegiel wykorzystywany jest takze do neutralizacji metali cigzkich w glebach. Ogranicza
on pobieranie metali cigzkich z gleby przez rosling na niej uprawiang (Nagussie i in. 2012).
Stwierdzono rowniez, ze produkt ten ogranicza negatywny wptyw pestycydéw na mikroorganizmy
glebowe. Mozliwe jest to dzicki sorbowaniu i immobilizowaniu $rodkéw ochrony roslin i ich
pozostatosci oraz pobudzaniu aktywnosci enzymatycznej gleby (Kookana 2010, Sopena i Bending
2013, Tarkova i in. 2013, Oleszczuk i in. 2014).

Wprowadzenie biowegla do $rodowiska glebowego powinno nastgpowaé po spetnieniu
odpowiednich wymagan dotyczacych jakosci, a takze bezpieczenstwa tego produktu. Réznego
rodzaju zanieczyszczenia, w szczego6lnosci metale cigzkie moga powodowac skazenie srodowiska.
Dlatego tak wazne jest okreslenie charakterystyki wyprodukowanego biowegla pod katem okreslenia
ich zawarto$ci.

Dodatek biowegla do gleb zwicksza ich zyzno$é, a takze wptywa na zmiany klimatyczne
poprzez sekwestracje wegla w glebie i redukcje emisji NoO oraz CH4 z gleb. Produkt ten zwigksza
pojemno$¢ wodng oraz pH gleby, ale rowniez zapobiega wymywaniu sktadnikow pokarmowych oraz
wigze organiczne i nieorganiczne zanieczyszczenia (Lehman i Joseph 2009). Badania wskazuja
réwniez, ze biowegiel dzigki wysokiej pojemnosci jonowej charakteryzuje si¢ zdolnoscig do retencji
i wymiany substancji pokarmowych w glebie (Lehman i Joseph 2009, Lehman 2007, McHenry 2009).

4. Podsumowanie

Wprowadzenie biowegla do Srodowiska glebowego korzystnie wplywa nie tylko na poprawe
wiasciwosci fizycznych i chemicznych gleby ale rowniez na mikroorganizmy glebowe. W zalezno$ci
od rodzaju biowggla liczebnos$¢ bakterii jest rozna. Biowegiel dziata jako sorbent, a na podstawie
przedstawionej literatury mozna stwierdzi¢, ze w korzystny sposob ksztattuje plony roslin uprawnych.
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14. Wartos¢ technologiczna pszenicy orkisz
Technological value of spelt wheat
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Streszczenie

Opracowanie zostalo wykonane na podstawie przegladu literatury dotyczacej wartosci
technologicznej pszenicy orkisz. W ostatnim czasie wzrosto zainteresowanie zdrowg zywnoscia,
a takze produktami prozdrowotnymi, dlatego tez orkisz przezywa swoj renesans. Sktada si¢ na to
wiele zalet tej pszenicy: lepsze walory odzywcze 1 wyzsza jako$¢ biologiczna w poréwnaniu do
pszenicy zwyczajnej, co jest wynikiem sktadu chemicznego ziarna. Ziarno orkiszu charakteryzuje si¢
takze lepiej przyswajalnym glutenem. Orkisz zawiera wigcej witamin z grupy B, a z wielu badan
wynika, Ze cechuje si¢ rowniez wyzszg zawartos$cig biatka i wydajnoscia glutenu w odniesieniu do
pszenicy zwyczajnej.

1. Wstep

Wiele choréob cywilizacyjnych w tym alergie, wigze si¢ z nieprawidlowym odzywianiem
i zla jakoscig pokarméw (Frazer i in. 1959). Od wielu lat poszukuje si¢ surowcow, ktore mozna
wykorzysta¢ do produkcji zdrowej zywnosci (Obuchowski 2000). Jednym z takich surowcow jest
ziarno pszenicy Triticum aestivum ssp. spelta L., powszechnie znanej jako orkisz, ktore jest bogate
w weglowodany, biatko i aminokwasy egzogenne oraz zawiera witaminy z grupy B i mineraty.
Wprowadzenie do diety cztowicka produktow na bazie orkiszu obniza poziom cholesterolu,
zapobiega atakom serca oraz nadci$nieniu tetniczemu krwi (Winzeler i in. 1994, Mikos 2009).
Zaistnialy w ostatnim czasie rozwoj rolnictwa ekologicznego stwarza ogromng szans¢ dla orkiszu.

Ziarno wykorzystywane na cele spozywcze powinno charakteryzowac si¢ odpowiednia
warto$cig technologiczng, na ktora sktada si¢ warto§¢ przemiatowa ziarna i warto$¢ wypiekowa maki.
Warto$¢ przemiatowa okresla ilo§¢ maki uzyskanej z odpowiedniej ilosci ziarna, a wartos¢
wypiekowa decyduje o jakos$ci pieczywa i stabilno$ci procesu technologicznego. Renesans pszenicy
orkiszowej wynika takze z mozliwo$ci wykorzystania jej jako zrodla genéw odpowiedzialnych np.
za wysoka zawartos$¢ biatka.

2. Opis zagadnienia

Intensyfikacja produkcji roslinnej (zb6z) byla przyczyna do zastgpienia orkiszu odmianami
pszenicy zwyczajnej, ktore sa bardziej plenne, ale zawieraja mniej sktadnikow odzywczych
(Krawczyk i in. 2008a). Wzrost zainteresowania pszenica orkisz nastapit w zwiazku z jej wysokimi
walorami odzywczymi i dietetycznymi. Orkisz wyr6znia si¢ duza wartoscia odzywcza porownywalna
do owsa (Sulewska 2004). Pszenice¢ ta wyrdzniajg takze mniejsze wymagania agrotechniczne
w porownaniu do pszenicy zwyczajnej (Sulewska i in. 2008), twarde plewy, a takze famliwa osadka
ktosowa (Szumito i Rachon 2015), co w duzym stopniu utrudnia mldcenie. Maka z pszenic
orkiszowych stuzy do produkcji chleba, makaronéow czy tez wyrobow ciastkarskich, a produkty te
sprzedawane sg w sklepach ze zdrowa zywnoscig. Pszenica orkisz to jedno z najstarszych zb6z
uprawianych i wykorzystywanych przez cztowieka. Orkisz nalezy do rodziny wiechlinowatych, jest
pszenica niewymtacalng i zawiera heksaploidalng liczb¢ chromosoméw. Uprawia si¢ ja obecnie
w Europie Centralnej (Belgia, Niemcy, Austria, Szwajcaria i Slowenia), a takze w Kanadzie i Stanach
Zjednoczonych (Sulewska 2006, Kohajdova i Karovicova 2008). Uprawa orkiszu w Polsce odbywa
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si¢ glownie w gospodarstwach ekologicznych. Obecnie w Krajowym Rejestrze odmian mamy jedna
odmiang jarg (Wirtas) i jedng ozima (Rokosz).

Wiekszo§¢ uprawianych na terenie Europy odmian ozimych orkiszu cechuje si¢ dlugim
zdzbtem. Dhugie zdzblo wpltywa na wigksza podatnos¢ orkiszu na wyleganie w poréwnaniu do
pszenicy zwyczajnej. Orkisz jest bardziej odporny na choroby i szkodniki podczas wegetacji, ale tez
przechowywania ziarna. Ziarno tej pszenicy jest szkliste, o barwie bialej po czerwong i ma wyraznie
zaznaczong brodke. Masa 1000 ziaren ksztattuje si¢ od 24-60 g (Rachon i Szumito 2009).

Przeprowadzone dotychczas badania wskazuja, ze maka orkiszowa rézni si¢ od maki
pszenicy zwyczajnej. Zawiera wigcej tluszczu ogotem, witamin (PP, Bs, D, prowitaminy A,
tokoferoli), mikro- (P, Fe, Zn, Cu) i makroelementow (K, Mg, Na), co $wiadczy o jej wyzszej wartosci
odzywczej (Ostrowska 1993, Capouchova 2001, Sulewska 2004, Mikos 2009). Poza tym, ziarno
orkiszu jest bogate w bialko, ktére charakteryzuje si¢ stosunkowo wyzsza strawnoscig (PD = 83%)
oraz wyzszym wskaznikiem NPU (61) niz biatko pszenicy zwyczajnej (PD = 78%, NPU = 57)
(Chrenkova i in. 2000). Witasciwosci te sprawiaja, ze pszenica spelta jest wykorzystywana do
produkcji pieczywa, (Aabdel-Aal i in. 1997), makaronéw (Kostecki 2005), kasz, zup (Jurga 1996,
Achremowicz i in. 1999, Kalinowska-Zdun 2005), a takze ciastek i stodyczy (Capouchova 2001,
Sulewska 2004).

3. Przeglad literatury

Ziarno wykorzystywane na cele spozywcze powinno charakteryzowac si¢ odpowiednia
wartoscig technologiczna (warto$§¢ przemialowa ziarna i wypiekowa maki). Jest wiele metod
okreslajacych przydatnos¢ pszenicy do wypieku. Metody bezposrednie polegaja na wykonaniu
przemiatlu i wypieku. Metody posrednie polegaja na okresleniu wartosci technologicznej za pomoca
szeregu metod fizycznych i chemicznych. Wymienione oznaczenia informuja gléwnie o jakosci
kompleksu biatkowego (zawarto$¢ biatka, ilos¢ glutenu, wskaznik sedymentacyjny), aktywnosci
enzymow amylolitycznych (liczba opadania), zachowaniu ciasta podczas miesienia (wlasciwosci
reologiczne), czy o wartosci przemiatowej (gesto$¢ ziarna w stanie zsypnym, MTZ). Literatura
jednoznacznie wskazuje, ze wartos¢ wypiekowa maki w gtéwnej mierze zalezy od odmiany, ale
réwniez ksztattujg jg warunki pogody w okresie wegetacji oraz czynniki agrotechniczne (Budzynski
i in. 2008, Podolska 2011), a jako$¢ technologiczna ziarna pszenicy jest wynikiem efektow
interakcyjnych zachodzacych migdzy genotypem, warunkami glebowo-klimatycznymi oraz
technologia produkcji. Sposrdéd czynnikow agrotechnicznych najwicksza role przypasuje sie
nawozeniu mineralnemu (nawozenie azotem — dawka i termin aplikacji) (Dubis i Borysiewicz 2008,
Podolska 2011). Istotny wptyw na jako$¢ ziarna wywiera ochrona i zbior (Podolska 2011). Wiele
opracowan naukowych dotyczy okreslenia wartosci technologicznej i przydatnosci do wypieku
zagranicznych odmian pszenic orkiszowych w warunkach Polski oraz poréwnania ich z pszenica
zwyczajng (Dagbkowska 2009, Bepirszcz i Budzynski 2011).

Duza cz¢$¢ badan wskazuje na duze zréznicowanie jakosci ziarna uprawianych w Polsce
odmian pszenicy orkiszowej. Roznig si¢ one wartosciami poszczegdlnych cech jakosci zardéwno
miedzy sobag jak tez w porownaniu z pszenicg zwyczajng (Majewska i in. 2007, Krawczyk i in. 2008a,

b).

Do bardzo waznych wskaznikow wartosci wypiekowej maki naleza zawarto$¢ biatka ogotem
i wydajnosc¢ glutenu mokrego oraz jego jakos¢ (Bojiianska i Fran¢akova 2002). Majewska i in. (2007)
poréownujac, pod wzgledem ilosci glutenu, odmiany orkiszu Ceralio, Schwabenkorn, Frankenkorn,
Holstenkorn, Schwabenspelz, Ostro i Oberkulmer Rothkorn. Wykazali, ze maki wszystkich odmian
cechowaly si¢ istotnie wyzsza wydajnoscia glutenu mokrego (27,3 - 45,6%) w pordwnaniu z maka
pszenicy zwyczajnej odm. Korweta (22,5%). Autorzy donosza, ze najwigksza wydajnoscia glutenu
mokrego cechowata si¢ magka z orkiszu odmian Ostro i Oberkulmer Rotkorn (45,6% i 38,9%). Nieco
mniejszymi wartosciami ilosci glutenu (od 23,5 do 27,5%), charakteryzowaly sie odm. Frankenkorn,
Ceralio i Szwabenkorn, a najbardziej stabilng pod wzgledem tej cechy byta odmiana Ceralio, za$
najwiekszg zmiennos$¢ zaobserwowano u odm. Frankenkorn (Krochmal — Marczak i Sawicka, 2011).
Z kolei Podolska i in. (2011) udowodnili, ze odmiana niemiecka pszenicy orkiszowej Szwabenkorn
charakteryzuje si¢ wickszg iloscig biatka i glutenu zar6wno w stosunku do pszenicy orkiszowej STH
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8 jak i pszenicy zwyczajnej odmiany Komnata i Sukces. Te samg tendencje zauwazyli rowniez
Achremowicz i in. (1999), Capouchova (2001) oraz Ceglinska (2003). Natomiast odmienne wyniki
uzyskat Radomski i in. (2007) stwierdzajac, mniejsza ilo§¢ glutenu u pszenic orkiszowych. Pszenica
orkiszowa charakteryzuje si¢ wigkszg ilocia glutenu, jednak jak podaja Krawczyk i in. (2008a, b)
jego jakos¢ (mierzona indeksem glutenu) jest gorsza w poréwnaniu do pszenicy zwyczajnej.

Zawarto$¢ biatka ogétem w makach orkiszowych jest zmienna i waha si¢ w szerokim
zakresie. Majewska i in. (2007) stwierdzili duze zrdznicowanie odmian pszenicy orkiszowej
w zawartosci biatka od 8,6 do 12,4% s.m. z wyjatkiem maki z ziarna orkiszu odm. Ceralio. Zawarto$¢
ta byla istotnie wyzsza od zawartosci biatka ogotem w mace otrzymanej z ziarna pszenicy zwyczajnej
odm. Korweta (8,6% s.m.). Autorzy wykazali, ze najwyzsza zawarto$cig biatka cechowata si¢ maka
z orkiszu odmiana Ostro (12,4%). W badaniach Podolskiej i in. (2011) wykazano, ze odmiana
Szwabenkorn charakteryzowata si¢ wigksza ilo$cig biatka w odniesieniu do pszenicy zwyczajnej
odm. Komnata i Sukces. Réwniez Bepirszcz i Budzynski (2011) donosza, Ze pszenica orkiszowa
Szwabenkorn charakteryzuje si¢ wyzsza zawarto$cig biatka (0 1,6%) w stosunku do pszenicy
zwyczajnej odmiana Olivin. W badaniach stwierdzono nieco wigksze rdznice w zawartosci biatka
pszenic orkiszowych Ostro, Oberkulmer Rothkorn w odniesieniu do pszenicy zwyczajnej Korweta
(Zuk — Gotaszewska i in., 2011). Wielu naukowcéw w swoich badaniach wykazuje wyzsza zawarto$¢
biatka ogotem w orkiszu w pordwnaniu do pszenicy zwyczajnej (Grela 1996, Capouchova 2001).

Kolejng cechg warto$ci wypiekowej maki jest wskaznik sedymentacyjny. Okre$la on
zarowno jako$¢ jak i ilo§¢ glutenu. Dostepna literatura (Capouchova 2001, Bojiianska i Francakova
2002, Ceglinska 2003, Majewska i in. 2007, Krawczyk i in. 20083, b) wskazuje ha zmienno$¢ odmian
pod wzgledem tej cechy, ale réwniez wyzsze wartosci wskaznika sedymentacyjnego pszenicy
zwyczajnej w odniesieniu do pszenicy orkiszowej. W badaniach Majewskiej i in. (2007) stwierdzono
duze zréznicowanie odmian orkiszu pod wzgledem tej cechy (od 12 cm® u odmiany Ceralio, do 27
cm? przypadku odmian Schwabenkorn i Schwabenspelz). Z kolei inne badania (Capouchové 2001,
Podolska i in. 2011) udowodnity, ze maka z pszenicy zwyczajnej odmian jakosciowych cechuje si¢
istotnie wyzsza liczba sedymentacji niz maki z badanych odmian orkiszu, co $wiadczy o tym, ze
gluten z maki pszenic zwyczajnych odmian technologicznych ma wyzsza jakos¢.

Warto$¢ liczby opadania jest miarg aktywno$ci enzymu alfa amylazy i charakteryzuje
poro$niecie ziarna. Jest to niekorzystne zjawisko indukowane przede wszystkim przez warunki
pogody panujace w okresie dojrzewania ziarna i jest to cecha odmianowa. Do produkcji maki
chlebowej nadaje si¢ jedynie surowiec nieporosni¢ty, wykazujacy wysokie wartosci liczby opadania
(powyzej 220 s). W literaturze przedmiotu wykazano zréznicowanie odmian orkiszu pod wzgledem
wielko$ci liczby opadania (Capouchova 2001, Bojiianska i Francakova 2002). W badaniach
Majewskiej i in. (2007) stwierdzono, ze u pszenic orkiszowych liczba opadania miescita sie
w zakresie 215 - 315 s, natomiast w mace z ziarna pszenicy zwyczajnej odmiany Korweta wynosita
278 s. Krochmal-Marczak i Sawicka (2011) w swoich badaniach wykazaty, ze u odmian pszenicy
orkisz wartosci liczby opadania mieécity si¢ w granicach od 272 s (Frankenkorn) do 254
S (Szwabenkorn). Badania Krawczyka i in. (2008b) pokazaty, ze maki orkiszowe charakteryzowaty
si¢ $rednig lub niskg aktywnoscig enzymow amylolitycznych (Tab. 1).

Tab. 1. Charakterystyka cech fizykochemicznych mak z orkiszu i pszenicy zwyczajnej (Krawczyk
i in. 2008a).

. Pszenica orkisz
Cecha Pszenl_ca NIR
zwyczajna | gTHg8 | STH11 | STH12 | Schwabencorn
Gluten mokry 314 35,0 393 44,5 459 2.6
Indeks 95 46 61 58 44 6
glutenu
Wskaznik 44 30 39 40 38 2
sedymentacji
Liczba 206 288 331 313 270 23
opadania
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Po$rednim wskaznikiem okre$lajgcym warto$¢ przemialows ziarna jest gestos¢ ziarna
w stanie zsypnym. Wyraza ona mase jednego hektolitra ziarna. Wyzsze wartosci tej cechy $wiadcza
o lepszej wydajnosci maki, mate za§ o stabym wyksztalceniu bielma. Gesto$¢ ziarna w stanie
zsypnym wedlug literatury przedmiotu (Cacak-Pietrzak i in. 1999) jest cechg bardzo stabilng, jednak
wptywaja na nig warunki siedliska, a takze poziom agrotechniki oraz gesto$¢ i termin siewu.

Warechowska i in. (2011) donosza, ze ziarno pszenicy orkiszowej odmiany Schwabenkorn
cechuje si¢ mniejsza gestoscig ziarna w stanie zsypnym i wickszg popiotowoscig w odniesieniu do
pszenicy zwyczajnej Korweta.

Stwierdzono takze zréznicowanie pod wzgledem wiasciwosci reologicznych ciasta pszenic
orkiszowych. Krawczyk i in. (2008a,b) wykazali, krotszy czas statosci ciasta i mniejsza objgtosé
pieczywa z badanych rodow orkiszu (STH 8, STH 11, STH 12) w odniesieniu do pszenicy
zwyczajnej. Autorzy stwierdzili (Krawczyka i in. 2008b), ze ciasta z mak orkiszowych maja dtuzszy
czas rozwoju i stato$ci, sa mniej sprezyste, ale bardziej rozciggliwe niz ciasto z pszenicy zwyczajnej.
Sugerujg, ze w odniesieniu do takich mgk powinien by¢ zastosowany odmienny proces
technologiczny. Z kolei Radomski i in. (2007) stwierdzili, ze wypieki z samej maki orkiszowej nie
spetniaja wymagan konsumenta. Natomiast Majewska i in. (2007) twierdza, ze ziarno orkiszu moze
stanowi¢ dobry surowiec do produkcji maki chlebowej, ale jest to zalezne od doboru odmiany.

Sposrdéd czynnikow agrotechnicznych nawozenie azotem w najwiekszym stopniu ma wplyw
na warto$¢ technologiczng pszenicy (Cacak-Pietrzak i in. 1999, Podolska 2007). Wedtug badan
zwigkszone dawki azotu wptywaja korzystnie na kompleks biatkowy. Powoduja one wzrost ilosci
biatka i glutenu oraz wzrost wskaznika sedymentacyjnego. Wysoka dawka azotu wptywa na poprawe
wilasciwosci reologicznych ciasta (wodochtonno$¢ maki, rozmigkczenie, czas stato$ci i liczbg
jakosci). Niewiele jest badan nad wptywem dawki azotu na warto$¢ technologiczng pszenicy orkisz,
przede wszystkim dlatego, ze uprawiany jest glownie w gospodarstwach ekologicznych.
Achremowicz i in. (1993) oraz Johansson (2001) wykazali, ze duze dawki azotu zwigkszaja plon oraz
zawarto$¢ biatka w ziarnie, ale jednoczesnie obnizaja jego jakos¢. Achremowicz i in. (1995) oraz
Dziki i Laskowski (2002) twierdza, ze wzrost udziatu niskoczasteczkowej gliadyny w biatku, skutkuje
gorszymi whasciwosci glutenu. Z kolei Nowak i in. (2004) oraz Stankowski i in. (2004) podaja, ze
wysokie dawki azotu w przypadku niektorych odmian orkiszu poprawiaja jakos¢ glutenu. Mozna
przypuszczaé, ze jest to wynikiem interakcji miedzy odmianami, a warunkami siedliskowymi
i agrotechnicznymi, ktore wptywaja na cechy fizyczne ziarna i relacje iloSciowe w jego skladzie
chemicznym (Budzynski i in. 2004). Znajduje to potwierdzenie w badaniach Podolskiej i in. (2011),
ktore wskazuja na wystepowanie wspotdziatania dawki azotu i odmiany pszenicy w ksztattowaniu
wielkoséci wyroznikow jakosci. Dobdr dawki azotu nie miat wptywu na indeks glutenu u odmiany
Szwabenkorn, natomiast u odmiany STH 8 i Sukces najwyzsze wartosci tego parametru stwierdzono
przy najnizszej dawce azotu. Jednak u wszystkich odmian najwyzsze wartosci wskaznika
sedymentacyjnego stwierdzono stosujac srednig dawke azotu — 2,4 g N/wazon. Schober i in. (2008)
stwierdzaja, ze odmiany pszenicy orkisz wykazuja typowa reakcje jak inne gatunki pszenic na
zwigkszajace si¢ nawozenie azotowe. Wraz ze wzrostem nawozenia zwicksza si¢ bardziej zawartos¢
gliadyn w poréwnaniu do glutelin.

Tab. 2. Pordwnanie zawarto$ci witamin i mineralow 1 porcji (38 g) pelnoziarnistej maki z pszenicy
zwyczajnej 1 pelnoziarnistej maki orkiszowej, gdzie 38 g jest ekwiwalentem ilo§ci maki w 1 kromce
chleba (Sawicka i Krochmal-Marczak 2012).

;;;;gg??;gi;vt;cg;?:::j Pelnoziarnista maka orkiszowa
Witaminy
Tiamina (B1) 0,16 mg Tiamina (B1) 0,25 mg
Ryboflawina (B2) 0,07 mg Ryboflawina (B2) 0,87 mg
Niacyna (B3) 1,73 mg Niacyna (B3) 3,20 mg
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ngggrf?g;givsvt;crzg?lr?:j Pelnoziarnista maka orkiszowa
Mineraly
Wapn 21,67 mg Wapn 0,01 mg
Miedz 0 mg Miedz 0,23 mg
Zelazo 1,17 mg Zelazo 1,36 mg
Magnez 0 mg Magnez 0,83 mg
Potas 140,83 mg Potas 145,53 mg
Cynk 0mg Cynk 1,29 mg

4. Podsumowanie

Dostepna literatura wskazuje, ze pszenica orkisz staje si¢ coraz bardziej popularna. Wynika
to przede wszystkim z faktu, iz ziarno i maka tej pszenicy charakteryzuja si¢ cechami
prozdrowotnymi. Wiele badan udowodnito, Zze ten gatunek pszenicy doskonale sprawdza si¢
w uprawie ekologicznej, a maka stanowi doskonaty surowiec do produkcji zdrowej zZywnosci.
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Streszczenie

Ze wzgledu na rozdrobniong strukture polskiego rolnictwa, bogactwo mineralne i zasoby
kultury agroturystyka ma duze szanse rozwoju w naszym kraju. Warto zaznaczy¢, iz dominujaca
pozycje odgrywaja male i $rednie indywidualne gospodarstwa rolne, charakteryzujace sig
znajomoscia zwyczajow lokalnych, przekazywanych z pokolenia na pokolenie. Rejony wiejskie
cechujg si¢ zréznicowanym krajobrazem, nieskazonym $rodowiskiem przyrodniczym, interesujaca
fauna i flora. Polska wie$ daje mozliwo$¢ obcowania z przyroda, bliskiego kontaktu z naturg i ludzmi
jak rowniez odpoczynku w ciszy i spokoju. Liczba turystow zaréwno krajowych jak i zagranicznych
stopniowo si¢ zwicksza, co wptywa na rozwdj rdznej bazy noclegowej w rejonach wiejskich, w tym
kwater agroturystycznych a tym samym potrzebe rozwoju rynku agroturystycznego. Opracowanie
stanowi artykul przegladowy, zawarte zostaly tu informacje dotyczace rynku ustug
agroturystycznych. Do zestawienia obecnego stanu wiedzy w danym obszarze tematycznym autor
postuzyt si¢ metoda opisowa i graficzng.

Abstract

Due to the fragmented structure of Polish agriculture, mineral wealth and cultural resources
agritourism has a great chance of development in our country. It should be noted that the dominant
position is played by small and medium individual farms, characterized by knowledge of local
customs, passed down from generation to generation. Rural areas are characterized by a diverse
landscape, an unspoilt natural environment, interesting with fauna and flora. The village provides an
opportunity to commune with nature, close contact with nature and people as well as rest in peace and
quiet. The number of tourists, both domestic and foreign, is gradually narrowing, which influences
the development of various accommodation in rural areas, including agrotourism and thus the need
to develop the agrotourism market. The study is a review article, containing information on the market
of agritourism services. To compile the present state of knowledge in a given subject area, the author
used a descriptive and graphical method.

1. Wstep

W konsekwencji wzrostu tempa zycia i intensyfikacji skutkoOw sytuacji stresowych uznanie
zyskat odpoczynek na wsi. Atutem obszarow rolniczych jest zachowana przyroda oraz mozliwo$é
wypoczynku z dala od duzych miast. Agroturystyka i ustugi jej towarzyszace majg zarowno w Polsce
jak 1 w Europie wieloletnig tradycje. Agroturystyka to jedna z wiodacych form aktywizacji
i ozywienia obszarow wiejskich w Polsce i na §wiecie. Rozwdj tej dziatalnosci na terenach rolniczych
stwarza mozliwo$¢ zatrudnienia a tym samym zwigksza dochod rolnikow i ich rodzin. Warto
podkresli¢, iz wptywa rowniez na rozw6j pokrewnych gatezi, Wérdd ktorych wymieni¢ mozna
gastronomi¢, handel czy przetworstwo. Agroturystyka pobudza inicjatywe i przedsigbiorczosé
ludnosci wiejskiej. Poprzez poprawe infrastruktury oraz wzrost popytu na tych obszarach mozliwy
jest rozwoj innych form przedsigbiorczosci. Wplyw agroturystyki na tereny rolnicze zauwazalny jest
takze w samych gospodarstwach agroturystycznych. Nalezy zaznaczyé¢, iz zmienia si¢ wielko$¢
i jako$¢ §wiadczonych ustug w ramach tej dziatalnosci gospodarczej. Warto zaznaczy¢, iz w efekcie
wzrostu tempa zycia liczba turystow preferujacych t¢ forme spedzania czasu wolnego stale si¢
powicksza. Zaprezentowana forma aktywizacji gospodarczej wsi doczekata sie wielu opracowan
zarowno naukowych jak i popularyzujacych wiedze dotyczaca tego zagadnienia, zasadne stato sie
jednak przedstawienie zasad funkcjonowania rynku ushug agroturystycznych.
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2. Agroturystyka — informacje ogélne

Agroturystyka to pojecie niejednoznacznie definiowane w literaturze. Wedtug Jalinika
termin ten nalezy rozpatrywaé z punktu widzenia ustugobiorcy jak réwniez ustugodawcy. Moze by¢
zatem definiowana jako swego rodzaju mikroprzedsigbiorstwo produkcyjno — ustugowe zajmujace
si¢ prowadzeniem dziatalno$ci gospodarczej, ktora polega na wytworzeniu jak najlepszego produktu
turystycznego lub forma wypoczynku na terenie gospodarstwa agroturystycznego(Jalinik 2009)
Majewski podkresla, iz jest strukturg turystyki zwigzana wytacznie z funkcjonujacym gospodarstwem
rolnym, gdzie produkcja roslinna jak i zwierzeca stanowi jedna z najwigkszych atrakcji dla turystow
(Majewski 2000). Agroturystyka rozumiana jest takze jako przedsigwzigcie turystyczne
podejmowane przez rolnikéw na bazie posiadanych zasobow produkc;ji i pracy. Na ogot prowadzone
jest ono na mala skalg, z uwzglednieniem waloréw okolic wiejskich oraz ofertg aktywnych form czasu
wolnego. Czynnikami decydujacymi o mozliwo$ciach rozwoju agroturystyki sa obiekty trwale
powiazane z gospodarstwem rolnym oraz walory §rodowiska geograficznego. Nalezy zaznaczy¢, iz
Polska posiada korzystne warunki przyrodniczo — krajobrazowe, do rozwoju prezentowanej formy
turystyki. Do $wiadczenia ustug agroturystycznych w szczegdlny sposob predysponuja rejony
o niskim uprzemystowieniu i urbanizacji, matym udziale zatrudnienia w zawodach pozarolniczych,
niewysokich dochodach Iudnosci, posiadajgcej jednoczesnie wolne zasoby mieszkaniowe (Kaminska,
Wilk — Grzywna 2015).

3. Pojecie rynku ustug agroturystycznych (podaz, popyt, cena)

Rynek jest to ogdt stosunkéw ekonomiczno — spotecznych, zachodzacych migdzy
sprzedajacym towar (oferta podazowa) a kupujacym ten towar (oferta popytowa) na odpowiedniej
przestrzeni w okre§lonym czasie, w wyniku ktérych obie strony uzyskuja okreslone korzysci.
Sprzedajacy osiaga zysk ze sprzedazy towaru (korzy$¢ wymierna), kupujacy natomiast zadowolenie
z zaspokojenia potrzeb (korzy$¢ niewymierna). Rynek mozna rozpatrywac z punktu widzenia jego
réznych cech:

» zasigg terytorialny (lokalny, regionalny, krajowy, zagraniczny, mi¢dzynarodowy oraz

Swiatowy),

*  przedmiot wymiany (rynek dobr i ushug konsumpceyjnych i produkcyjnych, rynek pienigzno

— kredytowy, papieréw wartosciowych jak réwniez rynek pracy),

*  branza (rynki poszczegdlnych towarow).

W wielu przypadkach wymienione kryteria sg tgczone i wowczas mowi si¢ o rynkach
towarow badz ustug jednoczesnie zakreslajac zasieg geograficzny wymiany. Warunkiem koniecznym
istnienia rynku jest wymiana, najczesciej w formie towarowo — pienieznej oraz podmioty rynku czyli
dostawcy i1 nabywcy towardow i ustug. Do jego podstawowych elementdéw zaliczamy: popyt, podaz
i cen¢ oraz relacje, ktore miedzy nimi zachodza tworzac mechanizm rynkowy. Zaleznos$ci popytowo
— podazowe powstaja za posrednictwem cen migdzy rownoprawnymi podmiotami gospodarczymi,
dazacymi do osiagniecia korzysci ekonomicznych przez dokonywanie dobrowolnych transakcji
kupna i sprzedazy towardow oraz ustug. Wspomniany mechanizm determinuje rodzaj produkcji, ktory
motywowany jest zakupami konsumentéw oraz profil odbiorcow, ktory okreslaja rowniez dochody
ludnosci.

Uczestnictwo w ruchu turystycznym wywotuje koniecznos$¢ przedstawienia definicji popytu
turystycznego. Rozumiany jako odpowiednia ilo§¢ doébr i ustug nabywanych przez turystow w tym
samym czasie, na tym samym rynku i po tej samej cenie. Wywolywany ujawnionymi potrzebami
podrézujacych, ktore maja pokrycie w funduszu nabywczym. Wskazuje na dobra rzeczowe i ustugi,
jakie ludzie sg sktonni naby¢ przy okreslonym poziomie ceny. Cechuje go heterogenicznosé
(ré6znorodnos¢), mobilnos¢ (zmienno$¢ w czasie i przestrzeni) oraz sezonowos$¢. Charakterystyczne
jest rowniez wystgpowanie w grupie wydatkow na swobodng konsumpcj¢ w budzecie turysty jak
réwniez komplementarnos$¢ z uwagi na to, iz popyt taczy rézne dobra i ustugi. Jego zmiennos$¢ zalezy
od wielkos$ci ceny ustug i dobr oraz dochodéw podrézujacych. Okreslany potrzebami, dochodami,
ceng oraz czynnikami podazowymi (Sikora 2012).
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Podaz turystyczna definiowana jako suma doébr i §wiadczonych ustug turystycznych
(materialnych badz niematerialnych), dostepnych na rynku po okreslonej cenie. Sktadaja si¢ na nig
czynniki miejsca docelowego pobytu turystow takie jak: atrakcje i sSrodowisko, infrastruktura, ustugi,
dostepno$¢, wizerunek, cena.

Tab. 1. Struktura podazy turystycznej (Sikora 2012).

Podaz turystyczna
Podaz pierwotna Podaz wtorna
Przyrodnicze Produkty pracy Eobra Ustugi
L ) omplementarne Podstawowe
walory ludzkiej materialne - . komplementarne
I - (infrastruktura ustugi turystyczne
turystyczne i niematerialne . do turystycznych
og6lna)
- woda, - - hotelarskie,
- zabytki, . .
- las, - transport, - gastronomiczne, | - przewodnictwo,
. - budowle sakralne - -
- fauna i flora, | ¢wicckic - drogi, - wypoczynkowe, | - znakowanie
- temperatura - tradvcie > - parkingi, - sportowe, szlakow,
powietrza, YCle, - plaze, - rekreacyjne, - kulturalne,
- - Zwyczaje, A -
- klimat, - coscinnodé - punkty - rzemies$lnicze, - o$wiatowe,
-uksztattowanie | ﬁorm ot Cjzne ustugowe. - lecznicze, - rozrywkowe.
terenu. y etyczne. - informacyjne.

Podaz turystyczng mozna podzieli¢ na pierwotna i wtorng (Tab. 1.), w przeciwienstwie do
popytu jest wysoce sztywna i nieelastyczna, co wynika ze stabilno$ci walorow turystycznych i ich
nieprzemieszczalnosci. Dobra i ustugi turystyczne nie mogg by¢é magazynowane, $wiadczone
w bezposrednim kontakcie z ustugobiorca, wymagaja jego fizycznej obecnosci. Produkcja ustug
zachodzi w tym samym czasie i miejscu, co ich konsumpcja, charakteryzuje ja zatem nierozdzielnosc.
Konieczno$é¢ sprzedazy oferty w konkretnym dniu wskazuje na nietrwalo$¢ podazy, w przeciwnym
razie moze zosta¢ utracony potencjalny dochéd z tej oferty. Ruch turystyczny obstuguja rozne
podmioty turystyczne jak rowniez pochodzace z innych branz. Nierdwnomierno$¢ podazy i popytu
w skali roku badZ krotszych okresow czasowych wplywa na ich sezonowos$¢. Dobra i ustugi
turystyczne maja charakter zarowno wymierny jak i niewymierny, materialny oraz niematerialny.
Nalezy zaznaczy¢, iz podaz turystyczna wiaze si¢ z koniecznos$cia calorocznego utrzymania obiektow
hotelowych i urzadzen turystycznych, ktore w polaczeniu ich sezonowoscig generujg bardzo wysokie
koszty state.

W agroturystyce przestrzenig geograficzng, na ktorej spotyka si¢ oferodawca ustug
turystycznych z klientem jest gospodarstwo rolne. Strony spotkan, w uméwionym czasie wchodza
w kontakty spoteczno — ekonomiczne powigzane §wiadczonymi ustugami agroturystycznymi. Sikora
rynek agroturystyczny okresla jako ogdét wymiennych stosunkéow spoteczno — ekonomicznych
zachodzacych miedzy sprzedajacymi towary i ushugi agroturystyczne a kupujacymi je
w gospodarstwie agroturystycznym w odpowiednim czasie. Sktadaja si¢ na niego rynek bezposredni
i posredni. Pierwszy z wymienionych tworzg wzajemne relacje spoteczno — ekonomiczne zachodzace
miedzy agroturystami a wiascicielami gospodarstw agroturystycznych. Wspomniane wigzi migdzy
agroturystami, ich potrzebami i motywami zakupu produktéw agroturystycznych, decydujace
o obopodlnych korzysciach: zysku dla wlasciciela i zadowolenia dla klienta. Rynek agroturystyczny
posredni tworzg wiezi gospodarstwa agroturystycznego z bankami, firmami ubezpieczeniowymi,
samorzadem terytorialnym, klientami i innymi instytucjami. Powigzania te determinowane sg
osiaggnietym zyskiem gospodarstwa i wplywaja na jego podaz ustug agroturystycznych.

Transakcje realizowane migdzy czlonkami rodziny, ktorzy tworza gospodarstwo
agroturystyczne a agroturystami maja charakter dobrowolny. Motywowane sg wlasnym interesem
ekonomiczno — spotecznym sprzedajacego oraz mozliwoscia zaspokojenia potrzeb przez kupujacego.
Odbiorcami ustlug moga by¢ osoby fizyczne, rodziny i inne instytucje reprezentujace i wspierajace
popyt agroturystyczny a takze determinujace podaz agroturystyczng. Rynek agroturystyczny
rozumiany jest jako miejsce negocjacji i przetargdw odno$nie wartosci ilosciowo — jakoSciowej
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towaré6w 1 uslug agroturystycznych. Definiowany rowniez jako miejsce umozliwiajace poznanie
agroturystow, ich potrzeb i motywow przyjazdu do gospodarstwa. Nalezy podkresli¢, iz nierzadkim
zjawiskiem sg czynno$ci majace na celu pozyskanie nowych badz tych samych klientéw. Jest to zatem
rynek konkurentéw i konkurencji agroturystycznej, co tworzy istotny element otoczni wpltywajacy
i ksztattujacy dziatalno$¢ agroturystyczng. Cechuje go rdwniez heterogeniczno$é, innowacyjnosé
i dynamiczno$¢é. Determinuje to wiele czynnikéw, wsréd nich liczba konsumentéw ustug
agroturystycznych zaréwno indywidualnych jak rdwniez instytucjonalnych, zmiana sity nabywczej
ludnosci, swoboda podejmowania decyzji jak rowniez zmiany w modzie na wypoczynek i nawykach
spedzania czasu wolnego. Dynamika rynku agroturystycznego wplywa na zréznicowanie popytu
i podazy ushig agroturystycznych, wymusza dostosowanie dzialalnosci gospodarstw do
zréznicowanego popytu nabywcow, determinowanego réznymi cechami spoteczno — zawodowymi.

Przedmiot transakcji na rynku ushug agroturystycznych stanowi produkt, w najszerszym
ujeciu rozumiany jak to wszystko, co mozna zaoferowaé nabywcom do konsumpcji, uzytkowania lub
dalszego przerobu. Jest to kombinacja warto$ci materialnych i niematerialnych zwigzana z pobytem
turysty w gospodarstwie agroturystycznym i w jego okolicy oraz ze $wiadczonymi przez
gospodarstwo dobrami i uslugami turystycznymi. Dostarcza doznan i wrazen. Posiada warto$§¢
uzytkowa, ktéra wyraza mozliwo$¢ i1 zakres zaspokojenia potrzeby jak réwniez wskazuje na
uzyteczno$¢ produktu dla konsumenta. Zdolno$¢ wymiany produktu na inny produkt lub pienigdz
okreslana jest jako warto§¢ wymierna, wyrazana w cenie czyli sumie pienigdzy, jaka producent
obcigza klienta za oferowany towar. Cena moze by¢ naturalna, woéwczas wyraza koszty
wyprodukowania produktu lub rynkowa, ktoéra powstaje w wyniku gry podazy i popytu produktu,
moze by¢ wyzsza badz nizsza od naturalne;j.

Produkt potencjalny
Produkt poszerzony
Produkt oczekiwany
Produkt podstawowy

Rdzen produktu

Rys. 1. Struktura produktu agroturystycznego (Sikora 2012).

Rdzen produktu stanowi motywacje wyjazdu do gospodarstwa agroturystycznego oraz
mozliwos$ci zaspokojenia potrzeb turystow w gospodarstwie agroturystycznym. Rozumiany jako
korzysci postrzegane przez turystow. Wymieni¢ tu mozna odpoczynek w ciszy, obcowanie z faung
i flora, polepszenie stanu zdrowia jak rowniez mozliwos$¢ przezycia przygody. Produkt podstawowy
zawiera konkretna oferte sprzedazy, ktéra informuje o tym, co turysta otrzyma za swoje pieniadze, s
to ustugi noclegowe, zywieniowe i rekreacyjne. Z dodatkowymi potrzebami klienta taczy si¢ produkt
oczekiwany, ktory powstaje w trakcie konsumpcji produktu podstawowego. Moga go stanowié
dodatkowe motywacje i potrzeby turysty zwiazane z lepsza jakoscia ushug, dodatkowym
wyposazeniem pomieszczen badz oferta rekreacyjna. Produkt poszerzony obejmuje wzbogacone
ustugi, zgodnie z produktem oczekiwanym lub wyprzedzajace ten produkt i oczekiwania turysty. Jako
przyktad mozna wymieni¢ bezptatne wypozyczenie sprzgtu badz uroczysta kolacj¢ z gospodarzami,
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ktére majg na celu zwigkszenie zadowolenia wsréd gosci oraz stanowig zachete do ponownego
przyjazdu. Wszystkie elementy produktu agroturystycznego, ktore turysta moze kupi¢ a tym samym
podnies¢ standard swojego pobytu zwane sg produktem potencjalnym. Produkt agroturystyczny ma
wymiar rzeczywisty jak réwniez psychologiczny, co wskazuje jego struktura. Wiatrak podkresla, iz
stanowi zintegrowany uktad oczekiwan, korzysSci i wrazen, tworzacych niepowtarzalna kompozycje
trzech podrozy: wyobrazonej, rzeczywistej i zapamigtanej (Wiatrak, 2001, s. 157).

4. Prawne regulacje rynku ustug agroturystycznych

Ustawa z dnia 2 lipca 2004 r. o swobodzie dziatalno$ci gospodarczej (Dz. U. Nr 173
poz.1807) nie okresla zasad wynajmowania przez rolnika pokoi, sprzedazy positkdéw domowych
i $wiadczenia w gospodarstwach rolnych innych uslug zwigzanych z pobytem turystow. Osoby
rozpoczynajace S$wiadczenie ushug agroturystycznych nie podlegaja zatem przepisom ustawy
o swobodzie dzialalnosci gospodarczej, w zwigzku z czym agroturystyka nie wymaga zgloszenia do
ewidencji gospodarczej. Zakres ushlug obejmuje wynajmowanie pokoi, nie odrgbnych miejsc
noclegowych, catych doméw czy domkow turystycznych, sprzedaz positkow domowych, nie za$
prowadzenie innych ogdlnodostepnych ustug gastronomicznych. Wymienione mozliwosci powinny
by¢ $wiadczone w gospodarstwie rolnym i zwigzane z pobytem turystéw w tym gospodarstwie.
Rozumianym jako grunty rolne wraz z gruntami lesnymi, budynkami lub ich cz¢éciami, urzadzeniami
i inwentarzem, ktory faktycznie stuzy produkcji rolnej, bez zmiany ich charakteru i naruszenia
podstawowej funkcji czyli zachowania zdolnosci do produkcji rolnej. Budynki i obszary o zmienione;j
trwale funkcji nie mogg by¢ uznane za cze$¢ gospodarstwa rolnego. Jest to podstawowe kryterium
w odniesieniu do innych ustug turystycznych, jako przyktad mozna wymieni¢ tu ustugi rekreacyjne,
jazde konng czy wynajem todek. Wynajmowanie pokoi oraz sprzedaz positkow domowych moze
odbywac¢ si¢ w oparciu o inne zasoby niz grunty i budynki stuzace produkc;ji rolnej. Musi by¢ jednak
$wiadczona przez rolnika czyli osobg realnie prowadzacg dziatalno$¢ rolnicza, ktora ze wzgledu na
swoj rozmiar nie spowoduje utworzenia nowego przedsigbiorstwa.

Swiadczenie ustug turystycznych podlega regulacji ustawy z dnia 29 sierpnia 1997 roku
o ustugach turystycznych (Dz. U. z 2004 r. Nr 223 poz. 2268), najistotniejsze sa przepisy okreslajace
warunki §wiadczenia ustug hotelarskich, w tym rozporzadzenie Ministra Gospodarki i Pracy z dnia
19 sierpnia 2004 roku w sprawie obiektow hotelarskich i innych, w ktorych §wiadczone sa ustugi
hotelarskie (Dz. U. 2006 r. Nr 22 poz. 169). Warto zaznaczy¢, iz wspomniane przepisy uzupetniaja
podstawowe zasady wynikajace z regulacji budowlanych, sanitarnych i przeciwpozarowych. Maja
one na celu przede wszystkim zapewnienie bezpieczenstwa osob korzystajacym z zakwaterowania
w obiektach, niezaleznie od ich standardu. Zgodnie z art. 1la ustawy o ustugach turystycznych od
1 maja 2004 roku omawiane przepisy odnosza si¢ rdwniez do rolnikow wynajmujacych pokoje
i miejsce na ustawienie namiotow w gospodarstwie rolnym. W przypadku ustug agroturystycznych
rolnik ma obowigzek dokonaé¢ wpisu do ewidencji innych obiektéw, w ktorych $wiadczone sg ustugi
hotelarskie, prowadzona przez wojta, burmistrza badz prezydenta.

5. Podsumowanie

Agroturystyka to jedna z form turystyki wiejskiej, ktora odpowiada wspolczesnym trendom
rynku ushug turystycznych charakteryzujacych si¢ rozwojem turystyki alternatywnej, przyjaznej
srodowisku, wykorzystujacej naturalne walory dziedzictwa kulturowego i rdznorodnosci
przyrodniczej. Jest to wynik procesow, ktore odzwierciedlajg interesy ekonomiczne oraz socjalne
ludnos$ci miejskiej i wiejskiej. Gospodarstwa agroturystyczne proponujac zrdéznicowang oferte dla
turystow jak rdwniez mozliwo$¢ obcowania z przyroda, zajmuja wazne miejsce na wspomnianym
rynku. Podjecie i prowadzenie tego typ dzialalno$ci wymaga posiadania odpowiedniego kapitatu jak
réwniez spetienia licznych warunkéow, w tym réwniez czynnikow naturalnych.
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16. Rola instytucji doradczych w funkcjonowaniu i rozwoju gospodarstw

agroturystycznych
The role of advisory institutions in the functioning and development of agritourism
farms

Krystian Strojny, Sylwester Walczak, Paulina Gtéwka

Sekcja Hodowli Owiec i K6z, Sekcja Doradztwa Rolniczego, Studenckie Koto Naukowe Biologow
i Hodowcow Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie

Stowa kluczowe: doradztwo rolnicze, PROW

Streszczenie

Agroturystyka ktora jest zrodtem dodatkowych dochodow dla gospodarstwa stwarza nowe
perspektywy dla ludno$ci wiejskiej oraz przyczynia si¢ do hamowania tendencji wyludnienia.
Naktady ponoszone na rozwdj zwigzanej z turystyka infrastruktury podnosza komfort zycia na wsi.

Rozwdj agroturystyki uwarunkowany jest wieloma czynnikami ekonomicznymi
i pozackonomicznymi, wsrod ktorych wazne znaczenie ma wsparcie ze strony instytucji o zasiegu
krajowym, a takze lokalnym.

Celem pracy bylo sprawdzenie roli réznych instytucji w zakresie ustug doradczych
$wiadczonych wiascicielom gospodarstw agroturystycznych. Badania ankietowe przeprowadzono
w 156 gospodarstwach agroturystycznych w woj. Lubelskim i Podkarpackim na terenie gmin: Wola
Uhruska, Sanok, Komancza, Bukowsko, Besko, Wigzownica, Zwierzyniec, Krasnobréd, Susiec,
Szczebrzeszyn, Adamoéw, Prochnik, Pawlosiow, Laszki, Tereszpol, Frampol, Konskowola,
Kazimierz Dolny, Wawolnica, Wojciechow, Jastkow.

Respondenci w zakresie prowadzenia i funkcjonowania gospodarstwa agroturystycznego
najczesciej korzystali z ustug Zrzeszenia/Stowarzyszenia Agroturystycznego. Inng instytucja z ktorej
korzystali kwaterodawcy to ODR-y. Pomoc $wiadczona przez pozostate instytucje miata charakter
marginalny.

1. Wstep

Agroturystyke mozemy nazwac turystyka wiejska. Jej prymarnym podmiotem jest
pozostanie w $cistej korelacji z srodowiskiem wiejskim oraz jego wszelkimi urozmaiceniami takimi
jak: przyroda, struktura budowlana, otaczajacy nas krajobraz wiejski oraz codziennymi zwyczajami
czy tez §wietami.

Tak wiec agroturystyke cechuje powiazanie ustug turystycznych z codziennym zyciem na
gospodarstwie rolnym.[Przezborska, Sznajder 2006]

Okoliczno$ciami protegujacymi rozwdj gospodarstw agroturystycznych w Polsce moga by¢:
dobry stan $rodowiska przyrodniczego- czyste powietrze, réznorodno$¢ flory i fauny, urozmaicenie
krajobrazu- réznorodno$¢ bonitacyjna oraz geograficzna srodowiska, mozliwo$¢ spozywania nisko
przetworzonej zywnosci, czy tez bodzcem do uprawiania takiej formy wypoczynku jest spokojniejsze
jak 1 wolniejsze tok zycia na wsi.[Kutkowska 2003]

Turystyka wiejska formuje atrakcyjne mozliwo$ci dla mieszkancow wsi oraz wiejskich
miasteczek. Wpltywa na zahamowanie wyludniania si¢ wsi, moze stanowi¢ dodatkowe zrodto
dochodu niskotowarowych gospodarstw. Rozw6j nowo powstatej infrastruktury na rzecz
agroturystyki przyniesie wiele pozytywnych korzysci dla spotecznosci lokalnej. Na niekorzysé tego
rodzaju wypoczynku moga przemawia¢ takie czynniki jak zmiana kulturowa oraz zmiana otoczenia
srodowiskowego poprzez nie szanujacych tych wartosci przyjezdnych. (Mtynarczyk 2002)

Do jednych z cenniejszych wartosci, ktore niesie wypoczynek na tonie wiejskim sg:

- wypoczynek w §rodowisku nisko zurbanizowanym
- kontakt ze skrajnie nie zanieczyszczong przyroda
- wyciszenie
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- styczno$¢ 1 mozliwo$¢ poznania zycia wiejskiego oraz poznanie i kontakt ze zwierzgtami
domowymi czy gospodarskimi
- szansa na pozyskanie oraz odzywianie si¢ Zywnoscia, ktéra zostala wyprodukowana w obrebie

gospodarstwa agroturystycznego (Godlewski 2004)

Jednakze okazuje si¢, ze dobra infrastruktura jest czesto nie wystarczalna aby zatrzymac
wczasowiczow na dluzej. Wystepuje wiec konieczno$¢é urozmaicenia oferty gospodarstw aby
zwigkszy¢ ich atrakcyjnosé. (Tyran 2006) Jednakze do tego potrzebne sg $rodki finansowe po ktore
kwatero dawcy siggaja z wielu zrodet (Rys.1)

2. Of$rodki doradcze wspierajace rozwéj rynku agroturystyki

Rozwdj turystyki wiejskiej uwarunkowany jest czynnikami ekonomicznymi jak réwniez
pozaekonomicznymi. Wazna rol¢ dla wspierania tej dzialalnoséci maja jednostki o zasiegu
ogoélnokrajowym jak i1 lokalnym. Do obecnej chwili rozwdj agroturystyki na terenie kraju
uczestniczyly organizacje oraz organy takie jak:

- Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi

- Osrodki Doradztwa Rolniczego

- Agencja Restrukturyzacji i Modernizacji Rolnictwa

- Centrum Edukacji i Doradztwa Rolniczego

- Stowarzyszenia Agroturystyczne

- Urzedy Gmin

- Polska Agencja Rozwoju Agroturystyki

-Fundacje (Fundacja im. Rataja, Fundacja ,,Agroturystyka” Fundacja Spoétdzielczosci Wiejskiej

i inne jednostki rozlokowane na terenie kraju)

Pierwszoplanowe znaczenie w rozwoju obszaru agroturystycznego na terenach wiejskich
oraz miast do pigciu tysiccy mieszkancéw maja wiladze lokalne oraz lokalne stowarzyszenia
agroturystyczne jak rowniez osrodki doradztwa rolniczego rozlokowane obrgbie kazdego
wojewddztwa oraz wystepujace na terenach powiatowych filie tych o$rodkow.

Najblizsza rolnikowi organizacjg zajmujacg si¢ wspieraniem dziatalno$ci agroturystycznej
sg stowarzyszenia agroturystyczne oraz panstwowe instytucje dziatajace w obszarach wiejskim,
ktorymi sg miedzy innymi osrodki doradztwa rolniczego tak zwane ODR-y. Jednakze stowarzyszenia
nie obejmuja catosci gospodarstw agroturystycznych, a co za tym idzie dane na temat dostgpnej bazy
noclegowej moga by¢ nie wystarczajace. Dlatego znaczaca rolg w uzyskiwanie rzetelnych danych
0 wystepowaniu oraz mozliwosciach gospodarczych gospodarstw mozemy uzyskaé¢ w placowkach
osrodkéw doradztwa rolniczego, co wazniejsze odegraty one duze znaczenie w powstawaniu oraz
rozwijaniu si¢ gospodarstw agroturystycznych. (Korbowiak, Wiatrak 2000)

2.1 Dziatalno$¢ wtadz lokalnych

Rozwdj agroturystyki jest w znacznej mierze zdeterminowany poprzez zaangazowanie
wladz najnizszego szczebla jakimi sa wladze gmin czy powiatdow. Bez wsparcia tych instytucji
samorzadowych nie bylby mozliwy rozwdj wymaganej infrastruktury niezbednej do poprawy
atrakcyjnosci ofert gospodarstw, ktore chcg si¢ rozwijaé w tej dziedzinie gospodarczej. Wiadze gmin
w swych indywidualnych planach rozwoju lokalnego regionu powinny stang¢ na wysokos$ci zadania
oraz spetni¢ oczekiwania gospodarstw poprzez promowanie inicjatyw i stwarzal przyjazne
srodowisko dla tych dziatan, jak rowniez powinny:

- powota¢ osobe (zespdt) odpowiedzialng do prowadzenia w imieniu samorzadow dziatan
rozwijajacych proekologiczny rozwdj regionu
- prowadzi¢ akcje¢ informacyjna wérod mieszkancow spotecznosci lokalnej na rzecz ekorozwoju.

Rozwoj turystyki agrarnej uzalezniony jest od wilasciwego uksztattowania $wiadomosci
lokalnej w sferze istniejagcych wartosci turystycznych gmin, powiatow. Popularyzowanie idei
agroturystyki, poprzez pokazywanie oraz propagowanie jej dodatnich aspektow dla rodzinnych
gospodarstw, wsi oraz regionu. Rola wtodarzy lokalnych powinno przejawia¢ si¢ w dobrej
wspolpracy z kwaterodawcami, stowarzyszeniami czy rowniez o$rodkami doradztwa rolniczego
w zakresie miedzy innymi organizowania oraz prowadzenia szkolen. Wiadze rowniez moga
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prowadzi¢ pomoc w postaci otwierania oraz prowadzenia biur agroturystycznych przy urzedach gmin,
jak réwniez poprzez podpisywanie oraz wspieranie inicjatyw z sasiadujacymi gminami w zakresie
organizacji konsorcjow partnerskich. Na barkach wladz gminnych spoczywa obowigzek prowadzenia
ewidencji gospodarstw agroturystycznych i innych obiektow turystyki wiejskiej (Kutkowska 2003)

2.2 Rola Osrodkow Doradztwa Rolniczego

Na terenie kraju ODR-y byty pierwszymi jednostkami, ktore rozpowszechniaty ten rodzaj
dziatalnos$ci na wsiach oraz gminach miejsko-wiejskich poprzez prowadzenie licznych szkolen, akcji
informacyjnych z zakresu organizacji oraz prowadzenia gospodarstw agroturystycznych, doradztwo
w zakresie prowadzenia dziatalno$ci pozarolniczej, pomoc w zakresie opracowaniu broszur
reklamowych, prezentacji i sprzedazy produktu agroturystycznego, opracowaniu programow
pomocowych z funduszy zagranicznych. Rola doradcow powinna mie¢ szeroki zakres, ale
w pierwszej kolejnosci powinna skupia¢ si¢ nad aspektem ekonomicznym catego przedsigwzigcia.
Cel ten wymaga poglebiajacego si¢ rozwoju doradztwa agroturystycznego, ktore §wiadczyloby
pomoc zwigzang z przygotowaniem dokumentacji potrzebnej do stworzenia takiego przedsigwzigcia,
poprawa jakosci oferowanych przez gospodarstwa agroturystyczne, racjonalnym gospodarowaniem
i wykorzystywaniem posiadanych zasobow, efektywnym wykorzystaniem pracy oraz kapitatu, a co
za tym idzie poprawa ekonomiczng gospodarstw, ktore podejma si¢ prowadzenia gospodarstwa
agroturystycznego.

Dla 0s6b chcacych poszerzaé oferte swoich gospodarstw, dla wladz gmin i doradcéw w celu
poszerzania swojej wiedzy z zakresu agroturystyki O$rodki Doradztwa Rolniczego prowadza
szkolenia wojewodzkie. Kursy prowadzone s3 najczgsciej jednokrotnie w ciggu roku w zakresie
agroturystyki dla oséb chcacych rozpocza¢ swa dziatalnosé, a takze obejmuja podstawy prawne,
zywienia i pozyskiwanych zrédet finansowania.

Organizowane sg takze dla zainteresowanych wyjazdy grup studyjnych do gospodarstw
agroturystycznych w celu poszerzenia oraz zdobycia wiedzy praktycznej z zakresu turystyki
wiejskiej.(Kutkowska 2003)

2.3 Wsparcie stowarzyszen

Stowarzyszenia agroturystyczne dziataja na zasadzie dobrowolnych, samorzadnych
i trwatych zrzeszen, ktorych celem nie jest zarobek, ale dziatalno$¢ opierajgca si¢ na pracy spotecznej
jej cztonkow. Za cel obrany majg podnoszenie kwalifikacji zawodowych czlonkow oraz
rozpowszechnianie wiedzy na tematy marketingowe oraz organizacyjne.

Okresla je ustawa Prawo o stowarzyszeniach z dnia 7 kwietnia 1989 roku, dziennik ustaw nr
20 pozycja 104 z pdzniejszymi zmianami. Prekursorem w powstawaniu w Polsce stowarzyszen byla
Suwalska Izba Turystyczno-Rolnicza, ktora swa dzialalno$¢ zapoczatkowata w 1991 roku.
W kolejnych latach ich ilo$¢ wzrastata aby juz w 2003 roku przekroczy¢ liczbe 120 (Wiatrak 2003)

Konieczno$¢ realizacji réznorodnych zadan spolecznych o zasiggu lokalnym jak
i ogolnokrajowym wickszo$¢ stowarzyszen okreslita w swych statutach. Do ich glownych zadan
nalezy:

- zapewnienie pomocy podczas przygotowywania produktu turystycznego

- wytworzenie towaru o okre§lonej jakosci i standardzie

- prowadzenie wspolnej promocji, reklamy 1 wprowadzanie do obrotu produktu
agroturystycznego

- reprezentowanie rolnikow zrzeszonych w stowarzyszeniu

- prowadzenie stalego poradnictwa dla osob zainteresowanych rozpoczgciem dziatalnosci
noclegowej i zywieniowych na obszarach wiejskich

- prowadzenie ewidencji aktualnej bazy noclegowe;j.

Istotng sprawa jest pozyskanie funduszy na dziatalnos¢ organizacji. Sa to przede wszystkim
wpltywy z wpisowego i skladek cztonkowskich, wplywy z darowizn, zapisow, spadkow i inne.
Wigkszos¢ badanych nalezy do Polskiej Federacji Turystyki Wiejskiej ,,Gospodarstwa Goscinne”
Woazrastajgca liczba dziatajagcych stowarzyszen agroturystycznych stanowi bodziec, ktory determinuje
i umacnia agroturystyke.(Wiatrak 2003).
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Korzysci jakie ptyna z przynaleznos$ci do stowarzyszen to dostep do kursow, reklama jak
i promocja gospodarstw agroturystycznych, a takze mozliwos¢ promowania ruchu
turystycznego.(Debniewska 2000)

3. Wyniki przeprowadzonych ankiet

BATAK
@ENIE

Rys. 1. Czy gospodarstwo nalezy do stowarzyszenia zrzeszajacego gospodarstwa agroturystyczne.

Zdecydowana wickszo$¢ [75%] gospodarstw zdeklarowata przynaleznos¢ do organizacji
zrzeszajacych.

Korzys$ciami jakie ptynal z przynaleznosci do zrzeszen sa utatwiony dostgp do kursow
i promocja oraz reklamy dziatalno$ci agroturystycznej, jak rowniez wspieranie ruchu turystyki
wiejskiej (Dgbniewska 2000).

B podstawowe
B zawodowe
Dsrednie

Bwyisze

51%

Rys. 2. poziom wyksztatcenia wlascicieli gospodarstw agroturystycznych.
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Ponad polowa respondentow [51%] posiadata wyksztalcenie $rednie. Na kolejnej pozycji
mozemy dostrzec wlascicieli gospodarstw z wyksztalceniem zawodowym [23%] oraz nieco mniejsza
grupe, bo [19%] kwaterodawcow z wyksztalceniem wyzszym. Najmniej liczng grupe stanowily osoby
z wyksztalceniem podstawowym [7%].
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Rys. 3. Areat objetych ankieta gospodarstw agroturystycznych

Srednia powierzchnia gospodarstwa rolnego w Polsce wynosita w 2017 roku 10.65 ha
(ARIMR).

W $réd ankietowanych gospodarstw agroturystycznych najliczniejsza grupg stanowily
gospodarstwa o powierzchni od 1 do 10 ha [106]. Gospodarstw powyzej 10 ha w przeprowadzonych
ankietach byto jedynie [17]

= do 40 roku zycia
22%

M po 40 roku zycia

Rys. 4. Wiek ankietowanych kwaterodawcow.
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Struktura wiekowa wilascicieli jest typowa dla catej Unii Europejskiej. Zdecydowana
wigkszos¢ stanowia osoby po 40 roku zycia [78%]. Jak podaje EUROSTAT w roku 2015 rolnicy
ponizej 40 roku zycia w krajach stowarzyszonych stanowili jedynie 24%.
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Rys. 5. Srodki wykorzystywane na modernizacje do celow agroturystycznych.
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Rys. 6. Sposob zdobywania przez respondentow wiedzy na temat dziatalno$ci i funkcjonowania

gospodarstw agroturystycznych.
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17. Dréb jako atrakcja w gospodarstwach agroturystycznych
Poultry as an attraction in agritourism farms
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Stowa kluczowe: agroturystyka, drob ozdobny.

Streszczenie

Ze wzgledu na rosnace zainteresowanie agroturystyka, obszary wiejskie zdobytly uznanie
wérod urlopowiczow, zwlaszcza od momentu, gdy podrézowanie stalo si¢ zjawiskiem
ogolnodostepnym. Na wsiach, gdzie prowadzone sg os$rodki agroturystyczne wczasowicze moga
odpoczaé, zwiedzaé okolice oraz aktywnie spedzaé czas. Oprocz tego wiasciciele wprowadzaja do
swoich gospodarstw takie atrakcje jak mozliwo$¢ karmienia i wyprowadzania zwierzat na pastwisko,
wlasnoreczna produkcja nabiatu czy zbieranie jaj. W gospodarstwach sg uzytkowane zwierzeta wielu
gatunkéw 1 ras, tak aby przyciagna¢ jak najwigksza liczbe wypoczywajacych. Najlatwiejszy
w utrzymaniu jest drob, a ptaki oraz pozyskiwane od nich surowce, stanowig atrakcje dla
konsumentéw ze wzgledu na swoje oryginalne walory smakowe i estetyczne. Celem pracy jest
przyblizenie mozliwosci zwigkszenia atrakcyjno$ci gospodarstw agroturystycznych, w tym takze
ekologicznych, poprzez utrzymanie gatunkow ptakoéw zaliczanych do drobiu.

1. Wstep

Z roku na rok zmienia si¢ kierunek rozwoju turystyki. Stabngce trendy w stosunku do
wyjazdéw do nadmorskich kurortow czy popularnych osrodkéw narciarskich zmuszajg do zmian
w zakresie organizacji czasu czy form wypoczynku. Konieczno$¢ podgzania za zmieniajagcym sig
rynkiem doprowadzita do rosngcego popytu na stosunkowo nowa forme turystyki jaka jest
agroturystyka. Pod tym pojeciem nalezy rozumie¢ turystyke wiejska — na wsiach, w gospodarstwach,
w domach chlopskich, w gospodarstwach rolnych. W takich miejscowo$ciach turysci przez pewien
okres czasu prowadza wiejski tryb zycia, zapoznaja si¢ z lokalng kultura, zwyczajami, biorg udziat
w tradycyjnej wiejskiej pracy. Agroturystyka to szczegdlna forma wypoczynku, ktora jest powiazana
z wsig i rolnictwem. Korzystajg z niej najczesciej mieszkancy duzych miast, znuzeni wielkomiejskim
zyciem, hatasem i zanieczyszczeniami. Agroturystyka staje si¢ zatem niepowtarzalng mozliwoscig
odpoczynku w ciszy i spokoju (Balinska 2002). Duza czg$¢ gospodarstw agroturystycznych ma
niepowtarzalny charakter, na ktéry skladaja si¢ migdzy innymi: niezwykla oferta przygotowana
specjalnie dla turystow, infrastruktura turystyczna oraz zaangazowanie gospodarzy (Nowogrodzka
i Pieniak-Lendzion 2014). Dopuszcza sie stwierdzenie, ze gospodarstwo agroturystyczne jest
dziatajacym gospodarstwem rolnym, w ktéorym realizowane sa ustugi turystyczne, gdzie wykorzystuje
si¢ zabudowania, uzytki rolne i zasoby ludzkie w celu poprawy funduszu rodzinnego (Jalinik 2004).
W Europie Zachodniej moda na wakacje agroturystyczne narodzita si¢ wczesniej niz w Polsce.
Dochody z agroturystyki stanowia okolo 15% udzialu calego unijnego rynku turystycznego
(Przezborska - Skobiej 2015).

* Sekcja dziata pod patronatem Krajowej Rady Drobiarstwa
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2. Opis zagadnienia

Obecna agroturystyka jest pojeciem szerokim, gdyz oprocz zwyklego wypoczynku obejmuje
ona swoim zasiggiem szereg innych ustug towarzyszacych. Rosnace zainteresowanie ta forma
dzialalno$ci pozarolniczej jest zwigzane z obowigzujacymi przepisami prawa, ktore traktujg
dziatalno$¢ agroturystyczng jako $wiadczenie ustug turystycznych w gospodarstwie rolnym oraz
w jego najblizszym otoczeniu. Ma to na celu przede wszystkim podniesienie dochodow o0sdb
zwiazanych produkcja rolnicza. Badania dowodza, ze 81% osob prowadzacych zakwaterowanie na
terenach rolniczych odnotowato wzrost dochodéw po uruchomieniu dziatalnosci agroturystycznej
(Krzyzanowska 2005).

Zwykle wyr6znia si¢ trzy podstawowe rodzaje agroturystyki:

1. turystyke na terenach wiejskich, rozumiang jako wszelkie formy rekreacji w rejonie
niezurbanizowanym,

2. turystyke zwigzang z rolnictwem, gdzie poza produktem turystycznym oferuje si¢
mozliwo$ci poznawania specyfiki zawodu rolnika tgcznie z wykonywaniem pewnych
funkcji produkcyjnych,

3. turystyke wiejska z uwzglednieniem elementow kultury lokalnej i formami integracji ze
spoteczno$cia obszarow wiejskich (Spychalski 1998).

Gospodarstwa agroturystyczne zyskuja poparcie ze strony miejscowej ludnosci. Pozwalaja
na utrzymanie niezalezno$ci finansowej poprzez tworzenie nowych miejsc pracy dla oséb starszych,
badz niedostatecznie wyksztatconych. Jest to szansa do odtworzenia zanikajacych zawodow takich
jak: wikliniarstwo, hafciarstwo, kowalstwo, badz ludowa ceramika artystyczna. Wzrost miejsc pracy
dla miejscowych to szansa na rozwoj innych inicjatyw gospodarczych na wsi (Knecht 2009).
W przypadku kiedy nie ma naturalnych i tradycyjnych atrakcji, tworzone sa one ,,sztucznie”.
Proponowane jest wtedy zbieranie grzybow i zidl, ogniska na ktorych jest pieczony baran, badz
noclegi na sianie (Ziernicka — Wojtaszek i Zawora 2011). Do zalet gospodarstwa naleza: rodzinna
atmosfera, zyczliwo$¢ w kontaktach miedzyludzkich, sposobnos$¢ uczgszczania na zajgcia sportowe
oraz hipoterapii i dogoterapii. Dodatkowym atutem jest nauka matych dzieci obchodzenia si¢ ze
zwierzetami gospodarskimi. Jeszcze innym aspektem jest mozliwo$¢ poznania regionalnych, czgsto
juz zapomnianych potraw i przysmakow z warzyw i owocow (Kostuch 2009).Obcowanie ze smakami
$cisle zwigzanymi z danym regionem pozwala na rozwoj nowego trendu jakim staje si¢ dzi$ turystyka
kulinarna (Pisarek i Lechowska 2014). Gospodarstwa agroturystyczne stajg sie dodatkowo miejscem
spotkania kultur oraz wymiany warto$ci miedzy turystami a spolecznosciami lokalnymi (Chojka
2008). Przyjezdni maja szans¢ zapoznac si¢ z miejscows tradycja, niekiedy takze z regionalng sztuka
ludowa.

Przemyst turystyczny umozliwia odczucie réznorodnos$ci kultur, codziennych zwyczajow
okolicznych mieszkancow, tradycji, oraz poznania folkloru. Przebywanie w innym otoczeniu
i poznanie nowego stylu zycia pozwala na odrzucenie uprzedzen wpltywajac na $wiatopoglad oraz
urozmaica zycie w do$wiadczenia emocjonalne i estetyczne (Orzechowska-Kowalska 2003). Masowa
produkcja zywnosci, ujednolicanie smakow, zapachdow przyczynito sie do tego, ze turysta-konsument
przybywajacy do gospodarstwa agroturystycznego zaczat poszukiwa¢ nowych wrazen smakowych
i zapachowych, badz tych zapamigtanych z dziecinstwa. Wigkszego znaczenia zaczgta nabierad
wysoka jako$¢ i bezpieczefistwo zywno$ci. Odmienny smak zakupionych na targu czy
w gospodarstwie potraw lub produktow staje si¢ czynnikiem powodujacym, ze uchodzg one za
wyjatkowe specjaty. Produkty rolno - spozywcze pochodzace z konkretnych regionéw Unii
Europejskiej, jak tez charakteryzujace si¢ tradycyjna metoda produkcji, sa wyrdzniane specjalnymi
znakami, ktore potwierdzaja ich wysoka jakos$¢ (Czarnecki 2007).

W zakresie wyboru zywnoS$ci konsument kieruje si¢ takze znajomoscia jej producenta.
Rozw¢j agroturystyki potaczony z prowadzonym w gospodarstwie ekologicznym systemem
produkcji daje realne nadzieje na zdobywanie przez rolnikow nowych nabywcow dla wytwarzanych
produktow. Turysci natomiast maja okazje obserwowac proces produkcyjny, a zarazem by¢ pewni
jakosci oferowanej zywnos$ci ekologicznej. Teorie ta popieraja badania ankietowe, gdzie na
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odpowiedz o motyw wyboru gospodarstw agroturystycznych, najczes$ciej wybierang byta zdrowa
zywnos$¢ (Sokoét 1 Kotoszko-Chomentowska 2010). Rolnictwo ekologiczne w dzisiejszych czasach
zyskuje na znaczeniu z uwagi na stale rosngce zainteresowanie konsumentéw zywno$cig naturalna,
powszechnie uwazang za zdrowsza. Dodatkowo dzisiejszy konsument dostrzega zagrozenia zwigzane
z intensyfikacja rolnictwa, a co za tym idzie begdzie zwracal istotnie wicksza uwage na systemy
produkcji dbajace o stan §rodowiska naturalnego (Kawa i Cywan 2005). Rolnictwo ekologiczne
wymaga niestety znacznie wigkszych naktadéw pracy w stosunku do metod konwencjonalnych, co
przez cz¢$¢ autoroOw uznawane jest za ceche¢ niezwykle pozytywna z uwagi na mozliwo$§¢
ograniczenia stopnia bezrobocia polskiej wsi. W zwigzku z licznymi ograniczeniami produktywno$¢
tego systemu jest nizsza o niemal 20% (Zelezik 2009). Rolnictwo ekologiczne dba réwniez
o zachowanie naturalnej estetyki krajobrazu polskiej wsi, ktory jest jednym z elementow
dominujacych przy doborze miejsca na urlop. Zwraca si¢ uwage na konieczno$¢ ochrony zadrzewien
$rédpolnych czy naturalnych oczek wodnych jako elementow wplywajacych na ekosystemy,
a jednocze$nie urozmaicajacych krajobraz (Szatda 2002).

3. Przeglad literatury

Dzisiejszy konsument majac do wyboru peten wachlarz mozliwosci wyboru miejsc
spedzenia urlopu bedzie poszukiwal miejsc zaspokajajacych jego potrzeby w roéznych aspektach.
Majac to na uwadze gospodarstwa agroturystyczne, takze ekologiczne, uznajac produkcje roslinng za
niewystarczajacg wprowadzaja coraz czg¢sciej uatrakcyjnienia swoich gospodarstw w postaci zwierzat
gospodarskich. Mozliwos¢ chowu zwierzat, poza oczywistym zainteresowaniem ze strony turystow,
umozliwia takze pozyskanie od nich produktow, jak mleko czy jaja bedace podstawa
agroturystycznego menu. W zakresie zwierzat pelnigcych role atrakcji turystycznych doskonale
wpisuje si¢ drob. Zgodnie z definicja do drobiu zaliczane sg ptaki gospodarskie hodowane w celu
uzyskania od nich jaj, migsa i pierza (Obrzut i in. 2014). Mnogo$¢ ras i gatunkow sprawia, ze przy
znacznie mniejszych naktadach pracy, niz na przyktad przy chowie bydla, mozna urozmaicié
otoczenie gospodarstw agroturystycznych. Z uwagi na mnogos$¢ ras réznigcych si¢ miedzy sobg
wielkoscia, ksztaltem, kolorem, a nawet elementami budowy anatomicznej konieczne jest jednak
wprowadzenie podziatu ptakow w celu opisania ich roli w gospodarstwach agroturystycznych.

Ptaki grzebiace

Do tej grupy ptakéw zaliczamy kury, perlice, bazanty, przepiorki, indyki oraz pawie.
Najpopularniejsze sa zdecydowanie kury, cho¢ obserwuje si¢ staly wzrost zainteresowania niegdy$
niezwykle popularnymi na polskich wsiach perlicami. Rasy kur utrzymywanych w gospodarstwach
agroturystycznych réznia si¢ znaczaco od tych utrzymywanych w celach produkcyjnych. Dla
turystow nie jest istotna ilo§¢ pozyskanych produktow, ale efekt estetyczny. Dotyczy to zaréwno
samych ptakow, wsrod ktorych przede wszystkim samce charakteryzuja si¢ czgsto bardzo bogatym
upierzeniem, jak rowniez pozyskiwanych od nich produktoéw, jak jaja czy migso. W poszukiwaniu
niecodziennych ras rolnicy czgsto procz ras rodzimych, jak zielonondzka kuropatwiana czy
karmazyny, siegaja po egzotycznie wygladajace ptaki pochodzace z odleglych niekiedy zakatkdw
Swiata. W ostatnim czasie obserwuje si¢ wzmozone zainteresowanie araukanami bezogoniastymi.
Oprocz wielobarwnego upierzenia i faktycznego braku ogona, co nadaje tym ptakom bardzo
ciekawego wygladu, na uwagg zastuguja znoszone przez nie jaja. Ich skorupa ma barwe seledynowa
(Brzoska i in. 2012). Pozostajac przy kolorowych jajach nie sposob nie wspomnie¢ o maransach
niosacych jaja w kolorze czekoladowym. Do pelni palety barw mozna doda¢ $nieznobiate jaja
leghornow (Krawczyk 2017), czy zotte pochodzace od kur yokohama.

Ze wzgledu na upierzenie na uwage zastuguja przede wszystkim kury jedwabiste.
Ptaki te wyrdznia brak twardego pierza okrywowego, przez co cate ich ciato pokrywa jedynie puch
sprawiajacy wrazenie ,,siersci”’. Dodatkowo badania wykazuja, ze ptaki te bardzo szybko nawigzuja
kontakt z cztowiekiem, co sprawia, ze staja si¢ dodatkowa atrakcja gospodarstwa. Mowigc
o upierzeniu nalezaloby takze wspomnie¢ o kurach szurpatych. Szurpatos$¢ jest cechg genetyczng
powodujaca brak przylegajacych do siebie pior ,co w efekcie koncowym upodabnia upierzenie do
lokow. Kury szurpate wystepuja w obrgbie wielu ras i odmian barwnych, jednak zawsze ich
charakterystyczny wyglad przyciagga uwage turystow. Rzadko spotykana, cho¢ niezwykle pozadana
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jest rasa kur ayam cemani, ktora staje si¢ wielkg atrakcjg nie tylko gospodarstw agroturystycznych,
ale i wystaw ptakow ozdobnych. Ptaki te sa catkowicie czarne (od upierzenia po migso), co jest
ewenementem zarowno w $wieci drobiu, jak i gastronomii (Lukasiewicz i in. 2009).

Rozwazajac drob w aspekcie podniesienia atrakcyjnosci gospodarstw agroturystycznych nie
sposob nie wspomnie¢ o ptakach, ktére swoim upierzeniem czy charakterystycznym zachowaniem
w trakcie zalotow wzbudzaja podziw wsrdd przyjezdnych. Pawie indyjskie byty atrakcja juz na
dworach szlacheckich jednak wielobarwne upierzenie samcoéw wcigz wzbudza zachwyt. Ptaki te
zadomowily si¢ na dobre w naszych warunkach i objete wlasciwa opicka doskonale radza sobie
w chowie wolnowybiegowym. Niestety poza majestatycznym wygladem nie przejawiaja one innych
cech pozwalajacych na poszerzenie ich przydatnosci w gospodarstwie (Dziggielewska i in. 2013).

Zupetnie inaczej wyglada sytuacja w przypadku indyka. Samce osiggajace znaczne
rozmiary, a w czasie tokow przejawiaja podobne zachowania jak pawie. Prezentuja ogon zalecajac
si¢ do samicy. Indyk nie jest co prawda rownie picknie ubarwiony, jednak wystepuje w licznych
odmianach kolorystycznych. Dodatkowg zaleta chowu indykow jest mozliwo$¢ pozyskania od nich
miesa, ktore wérdd konsumentéw uchodzi za najdelikatniejsze wsrdd drobiu. Niestety wérod ludzi
istnieje przeswiadczenie o agresywnym usposobieniu tych ptakéow. Oczywiscie, jak w kazdej
populacji zdarzaja si¢ wyjatkowe sytuacje, jednak generalnie ptaki te nie sa agresywne i mimo
udomowienia toleruja cztowieka, zachowuja jednak przy tym bezpieczny dystans (Damaziak
i Michalczuk 2012).

Ptactwo wodne

Gospodarstwa agroturystyczne poza ptakami grzebigcymi si¢gaja takze po ptaki wodne.
Coraz czgéciej mozna spotkac gesi czy kaczki (Kozuszek i Witkiewicz 2004). Dodatkowym atutem
chowu tych ptakoéw jest mozliwos¢ pozyskania od nich poza migsem takze pierza, co w potaczeniu
z zapomniang juz tradycja jego darcia daje procz atrakeji turystycznej rowniez mozliwo$¢ pozyskania
cennego surowca. Wérdd ras wymienia si¢ miedzy innymi gesi regionalne (bitgorajska, lubelska,
kartuzka), kubanskie czy zyskujace na popularnosci gesi landes. Ciekawg rasg zyskujaca w ostatnim
czasie na popularnosci jest ges sewastopolska chrakteryzujaca si¢ lokowanym upierzeniem
(Ksigzkiewicz 2004).

Ptaki egzotyczne

Kiedy rodzime gatunki drobiu nie wystarczajg wlasciciele gospodarstw siegajg po ptaki
egzotyczne, a wybor ten staje si¢ coraz bardziej powszechny. Dzigki takiemu kierunkowi rozwoju
mozemy juz spotkac¢ gospodarstwa prowadzace chow strusi czy emu. Trzeba jednak zwrdci¢ uwagg,
ze przy bardzo duzych rozmiarach ptaki te potrzebuja odpowiednio duzego wybiegu, dodatkowo
czgsto nie tolerujg one innych gatunkow, co czesto prowadzi do wystgpowania agresji i moze
stanowi¢ zagrozenie dla ludzi i innych zwierzat (Sammel i Danczak 2007).

4. Podsumowanie

Dréb jako element produkcyjny gospodarstwa moze petnié takze funkcje dodatkowej
atrakcji turystycznej. Dzigki mnogosci ras i gatunkow kazde gospodarstwo moze zachowaé przy tym
swoj indywidualny charakter. Dodatkowo wigkszo$¢ ptakoéw poza walorem estetycznym przynosi
dodatkowe zyski w postaci migsa, jaja czy pierza. Podejmujac decyzje o wprowadzeniu do
gospodarstwa, stanowigcych atrakcje, gatunkow drobiu nalezy jednak pamigtac, ze przy wyborze ras
lub mieszancow nalezy przeanalizowa¢ ich zdolno$¢ adaptacji do miejscowych warunkow
srodowiskowych, odporno$¢ na choroby i aktywno$¢ (Calik 2009).

Z uwagi na rosnace zapotrzebowanie na ustugi agroturystyczne, chow i hodowla drobiu
ozdobnego rozwija si¢ bardzo dynamicznie na znacznie szersza niz dotychczas skalg, co pozwala
wprowadzi¢ do gospodarstw cata paletg barw i ksztattow, ale takze rozwoj tej galezi drobiarstwa.
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Streszczenie

W artykule przedstawiono przyktady praktycznych zastosowan palinomorf dewonskich
w rekonstrukcjach paleosrodowiska. Analiza zespotéw mikroskamieniatosci pozwala migdzy innymi
na odtworzenie warunkow depozycji i transportu, glebokosci zbiornika i na wyznaczenie odlegtosci
od obszaru ladowego. Szczegdtowo omoéwione zostaty spory i pytki (jako wyznaczniki odlegltosci od
obszaru ladowego) oraz akritarchy (jako wyznaczniki warunkéw morskich).

1. Wstep

Palinologia jest nauka przyrodnicza o interdyscyplinarnym charakterze. Pozwala ona na
rekonstrukcje dawnych zbiorowisk roslinnych oraz dostarcza informacji na temat ewolucji $wiata
ro§lin. Jest to takze uzyteczne narzedzie stosowane do okre§lania wicku wzglednego skat (od
prekambru po czwartorzed). Shuzy takze do rekonstrukcji dawnych srodowisk depozycji osadow.
Nauka ta posiada takze utylitarny charakter, jest wykorzystywana przy ocenie dojrzatosci materii
organicznej, co ma zastosowanie w poszukiwaniach weglowodoréw. Palinologia sprawdza si¢
rowniez w medycynie (alergologia), archeologii, czy w niektérych naukach rolniczych (badania
miodow). Badania palinologiczne pozwalaja takze na korelacje osadéw nieraz pochodzacych ze
znacznie od siebie oddalonych obszaréw Europy i $wiata.

W artkule przedstawiono zastosowanie = wybranych palinomorf dewonskich
w rekonstrukcjach paleosrodowiska. Dewon jest okresem, w ktorym rosliny rozpoczetly intensywna
kolonizacje ladow, co zupelnie zmienito funkcjonowanie dwczesnych ekosystemow. Jest to okres
szczytowego rozwoju raf koralowych oraz fauny morskiej, jak rowniez okres w ktorym miejsce miat
szereg globalnych zdarzen biotycznych, prowadzacych do serii wymieran, zakonczonej wielkim
kryzysem na granicy dewon/karbon. Stad osady tego wieku stanowig szczegdlnie interesujacy obiekt
badan.

2. Analiza palinofacjalna — zarys problemu

Termin palinologia pochodzi od dwdch greckich wyrazow maAdve (palynejn — rozsiewac)
oraz loyia (logia — nauka), Wprowadzony zostat do literatury przez Hydea i Williamsa (1944).
Palinologia jest dziedzing zajmujacg si¢ badaniami zarodnikéw oraz ziaren pytkow znajdujacych si¢
poza ro$ling, ktora je wytworzyta.

Z kolei pojecie palinofacji wprowadzone zostatlo do literatury po raz pierwszy przez
Combaza (1964). W ten sposob opisywal on pozostatosci organiczne, uzyskane po chemicznej
maceracji skaty, ktore mozliwe byly do obserwacji w mikroskopie $wietlnym (Wood i in. 1996).
Z pojeciem palinofacji $ci§le wiaze si¢ zagadnienie $rodowiska depozycji. W takim rozumieniu
poszczegdlnym $rodowiskom sedymentacji odpowiada okreslony zespdt materii organicznej
(palinolitofacje, palinobiofacje).Pojeciem zblizonym s3 palinofacje $rodowiskowe, obejmujgce
fizyczne cechy materiatu roslinnego, srodowisko depozycji i sposob jego transportu (Stodkowska
2003). Dla potrzeb analizy palinofacjalnej wprowadzony zostat termin materia palinologiczna (Batten
1996). W pojeciu materii palinologicznej zawierajg si¢ dwa rodzaje mikroszczatkow: palinomorfy
oraz palinoklasty (Rys.1). Palinomorfy to mikroskamieniatosci dla ktorych mozliwym jest okreslenie
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ich przynalezno$ci taksonomicznej. Palinoklasty nie sg taksonomicznie oznaczalne. W obrebie
palinomorf wydzieli¢ mozna komponenty morskie (fitoplankton), szczatki pochodzenia roslinnego
(sporomorfy) i zwierzecego (zooklasty). Z kolei palinoklasty moga by¢ dzielone na strukturalne
i bezstrukturalne. Te posiadajace struktur¢ mozna zaklasyfikowaé jako elementy pochodzenia
ro$linnego (fitoklasty), badz zwierzecego (zooklasty). Istotnym sktadnikiem materii palinologicznej
jest bezstrukturalna materia organiczna (AOM), ktorej geneza wcigz pozostaje niejasna (Batten
1996). Wszystkie te komponenty pozwalajg na rekonstrukcje¢ srodowiska depozycji osadow.

| MATERIA PALINOLOGICZNA (PM) ‘

PALINOMORFY

PALINOKLASTY

7 [d
SPOROMORFY FITOPLANKTON| I-ZOOMORFV ‘ ‘STRUKTURALNE| BEZSTRUKTURALNE (AOM)
‘ FITOKLASTY ‘ |ZOOKLA5TV |

‘ MORFOLOGICTNE | | GENET\CZNE|

Rys. 1. Klasyfikacja materii organicznej (zrodto: Stodkowska 2003).

Podczas wykonywania rekonstrukcji paleosrodowiska w oparciu o materiat palinologiczny,
pod uwage nalezy wziagé szereg roznorodnych cech tego materiatu. Kluczowe znaczenie ma ocena
pochodzenia materiatu (jezeli jest ona mozliwa) i przypisanie go do srodowiska np. rozréznienie na
morskie, stodkowodne i ladowe palinomorfy, a takze wyznaczenie taksonow wskaznikowych danego
srodowiska. Pod uwage wziaé takze nalezy morfologi¢ i stan zachowania materiatu, na ktory wptyw
majg takie czynniki jak dtugo$§¢ transportu, czy Srodowisko depozycji. Istotny jest takze wiek
analizowanego materiatu i stopien jego dojrzatosci oraz réznice w sktadzie chemicznym. W oparciu
o te cechy powstal szereg klasyfikacji materii palinologicznej (Staplin 1969; Tyson 1993). Kazda
z nich kladzie nacisk na inne cechy i w oparciu o nie wprowadza coraz bardziej ztlozone podziaty
organiki.

2.1 Zawartosc fitoklastow oraz amorficznej materii organicznej, a warunki depozycji osadow.

W ujeciu teoretycznym zdecydowana wickszos$¢ fitoklastow pochodzi ze $rodowiska
ladowego. Ich wysoka zawarto$¢ spowodowana jest gldwnie przez ich duza dostawe, warunki
sprzyjajace ich zachowaniu lub warunki dogodne dla sedymentacji tych czastek. To, jaka role odegrat
kazdy z tych parametrow zalezy w duzym stopniu od rodzaju materiatu (Tyson 1993).
W srodowiskach dewonskich wysoka dostawa fitoklastow wynikala najczesciej z obecnosci ich
bezposredniego zrodta w poblizu zbiornika sedymentacji. W przypadku gdy transport nie trwat dlugo
sortowanie materiatu miato miejsce w ograniczonym zakresie, skutkiem czego deponowane byty
czastki o roznych wielkosciach i roznego rodzaju. Niemalze caty materiat organiczny pochodzenia
ladowego transportowany byt rzekami, a jego depozycja miata miejsce najczesciej w poblizu ich ujs§é
w obrebie wewnetrznej czesci szelfu. Pewne iloéci fitoklastow mogly osiagnac szelf zewngtrzny
w przypadku gdy tadunek niesiony przez rzeki byt bardzo duzy, lub tez gdy szelf byt bardzo waski.
W wielu estuariach sedymentacja rozpoczynata si¢ zanim zasolenie osiagngto 3-10 %o (Tyson 1993).
W opinii Degensa i Moopera (1976) jedynie osady deponowane w estuariach lub blisko linii
brzegowej odzwierciedlaja wptywy $rodowiska ladowego, bez wzgledu na przebieg cyklu
transgresywno - regresywnego. Jednak powszechnie przyjmuje si¢, ze wplyw ten zwigzany byt
z globalnym poziomem morza i zwigkszat si¢ gdy ten poziom byt niski, a szelfy waskie (Tyson 1993).
Najbardziej odpowiednie dla depozycji fitoklastoéw byly srodowiska rzeczne oraz deltowe (cze$é
dystalna delty), gdzie poziom wody ulegat znacznym wahaniom.

Fitoklasty mogly takze gromadzi¢ si¢ w oddalonych od brzegu $rodowiskach, jesli zdotaty
przetrwaé proces transportu (gldwnie byly to fragmenty drewna), jednak ich ilosci w tego typu
dystalnych osadach byly z reguty niskie. Na obecno$¢ fitoklastow wplyw miala takze rownowaga
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hydrodynamiczna. Szczatki roslinne byty relatywnie duze i o duzej gestosci, stad koncentrowaty sie
czgsto w osadach bogatych w gruboziarniste ity lub drobnoziarniste piaski (Tyson 1993).

Depozycja w poblizu zrédta materialu miata miejsce takze w przypadku kutikul, ktore
w zdecydowanej wigkszosci pochodzg z lisci (Tyson 1993). Kutikule znajdowane byty najczesciej
w $rodowiskach rzeczno- deltowych i deltowych i sa elementem charakterystycznym dla facji
prodelty (Tyson 1993). Kutikule w osadach glebokomorskich mogly si¢ znalez¢é w przypadku gdy
zostalty one pochwycone przez gwaltowna sedymentacje podczas sptywoéw grawitacyjnych, stad
pojawia¢ si¢ mogly w obrgbie kanatow rozprowadzajacych podmorskiego stozka (Tyson 1993).
Drobne szczatki pochodzace ze zniszczonych w transporcie lisci mogty by¢ przenoszone w zawiesinie
réwniez przez stosunkowo stabe prady, co powodowane bylto ich duzg wypornoscia.

Fitoklasty mogty by¢ takze deponowane w utleniajacych warunkach jako nieprzezroczysty
materiat pochodzacy glownie z oksydacji przeswiecajacych fragmentow drewna podczas
wydhuzonego transportu. Taki stan ich zachowania mogt takze wynikaé z r6znego rodzaju zmian post-
depozycyjnych. Czeste wystepowanie nieprzezroczystych fitoklastOw powigzano z facjami
reprezentujagcymi Srodowiska wysoko energetycznie, w ktorych osady maja relatywnie grubsze
ziarno. Duze ilosci nieprzezroczystych fitoklastow znajdowano takze w $rodowiskach deltowych.
Materiat ten prawdopodobnie reprezentuje post-depozycyjne utlenianie fragmentéw drewna podczas
sezonowych zmian poziomu wody. Tego typu utlenianie zachodzito takze w osadach litoralnych,
gdzie poziom wody regulowany byt ptywami (Tyson 1993). W osadach oceanicznych obecne sg mate
(>20 pm) nieprzezroczyste i potprzezroczyste czastki, ktérych obecno$¢ wzrastata zwlaszcza podczas
transgresji morskich, gdy ograniczona byta dostawa materii ladowej. Utlenione fragmenty drewna sg
takze charakterystyczne dla stokow kontynentalnych (Tyson 1993). W osadach deponowanych blizej
brzegu material nieprzezroczysty rowniez jest obecny, jednak jest on rozproszony posrod obficiej
wystepujacych, wieckszych fitoklastow.

Istotnym komponentem w odniesieniu do ktérego ustalana jest ilo§¢ palinomorf jest
amorficzna substancja organiczna (AOM). Duza zawarto$s¢ AOM odzwierciedla warunki redukujace
(Tyson 1993). Obecnos¢ amorficznej materii organicznej w osadach morskich najczesciej jest
zwigzana z fitoplanktonem (Tyson 1993), jednak jej geneza ciagle pozostaje niewyjasniona.
W zbiornikach ubogich w tlen, zasobnych w AOM, allochtoniczny materiat 1ladowy byt zachowany
tylko w najblizszym sgsiedztwie zrodla tego materiatu lub tez w obszarach wystgpowania pradoéw
zawiesinowych (Tyson 1993).

2.2 Zawartos$¢ poszczeg6lnych palinomorf, a srodowisko depozycji

Zawarto$¢ palinomorf ograniczana jest przez ilos¢ amorficznej materii organicznej oraz
fitoklastow. Sposrod tych komponentéw, palinomorfy stanowig najmniej liczng grupe. Ich zawartosé
wzrasta w osadach w ktorych maleje zawartos$¢ AOM oraz w osadach deponowanych w duzej
odlegtosci od zrodta fitoklastow. RoOwniez w sytuacji kiedy produkcja i transport fitoklastow maleje,
ilo$¢ palinomorf wzrasta.

Okreslenie srodowiska depozycji jest mozliwie na podstawie analizy zespoldéw palinomorf.
Jezeli dominujg sporomorfy prawdopodobnie $rodowisko depozycji bylo $rodowiskiem nisko-
energetycznym, w stosunkowo niewielkiej odlegtosci od obszaru ladowego, 0 umiarkowanie
utleniajacych warunkach, w ktorym mogty si¢ koncentrowa¢ unoszone wiatrem pytki Iub czastki
o duzej wypornosci. Materiat o grubszej frakcji (fitoklasty) zdeponowany zostal prawdopodobnie
jeszcze przed ta strefa, stad procentowa zawarto$¢ palinomorf byta w stanie relatywnie wzrosnac.

Obecno$¢ sporomorf w odniesieniu do innych palinomorf (np. fitoplanktonu) w duzym
stopniu wskazuje na zmiany $rodowiska depozycji, zwlaszcza na zakres oddziatywania srodowiska
ladowego i morskiego.

Gtownym wektorem wskazujacym kierunek rozproszenia dewonskich spor byt kierunek
ujscia wod rzecznych, stad duze ilosci sporomorf mozna znalez¢ w facjach prodeltowych, gdzie
stanowig §rednio zrdznicowane grupy, jednak ich catkowita ilo$¢ jest wysoka. W $§rodowiskach
otwartego morza ilo§¢ sporomorf spadala, za§ wzrastata ilos¢ fitoplanktonu (Tyson 1993). R6zna
w zaleznosci od srodowiska jest takze relacja pomigdzy iloscia pytkow, a spor. Poniewaz wilgotne
warunki byly konieczne do wzrostu paprotnikow, spory produkowane byly gtownie w nisko
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potozonych, bagnistych obszarach, stad tez wigze si¢ je ze sSrodowiskami deltowymi. Ich obecnos¢
moze shuzy¢ za wskaznik wilgotnego klimatu oraz wskazuje na osady, ktére deponowane byly we
wzglednie nieduzej odleglosci od brzegu. Stosunek ilosci spor do pytkéw jest uzytecznym
wskaznikiem odleglosci od rzeczno-deltowych obszarow zrédlowych, poniewaz spory byly
wytwarzane w mniejszych ilo$ciach niz pylki i transportowane byly na mniejsze odleglosci.

Podczas transportu sporomorfy rozdzielane byly wedlug wielkosci oraz gestosci. Duze,
geste, bogato urzezbione spory o grubej Sciance transportowane byly mniej efektywnie, stad ich ilo§¢
oraz roznorodno$¢ wraz z odlegloscia od zrodta spadata. Ilosci oscylujace wokot 500 spor na gram sg
charakterystyczne dla obszaréw rzecznych, bagnistych oraz dla facji lagunowych (Tyson 1993).

Pytki, zwlaszcza wyposazone w worki powietrzne transportowane byly na dalsze odlegtosci.
Pomimo, ze ich calkowita ilo§¢ wraz z odlegloscig od brzegu spada, ich procentowa zawarto$¢
w stosunku do pozostatych sporomorf wzrastata. Z tego powodu pytki sa istotnym wskaznikiem
odleglosci od rzeczno-deltowego obszaru zrédtowego. Jednak pod uwage nalezy bra¢ fakt, ze niektore
pyiki nasigkniete wodg zachowywaly si¢ podobnie do cigzszych czasteczek. Ponadto, w obrebie tej
grupy sporomorf rowniez zarysowuja si¢ réznice wielkosci, stad nie wszystkie pytki byty jednakowo
fatwo przenoszone w kierunku otwartego morza.

Wskaznikiem odleglosci od ladowego zrodta sporomorf jest takze obecno$é tetrad oraz
zbitych mas pytkowych. Sa one czesto spotykane w facjach prodelty, a ich ilosci wzrastaja w kierunku
brzegu zbiornika (Tyson 1993). Jednak to, czy tetrady ulegaty szybkiej sedymentacji nie byto zalezne
jedynie od ich gestosei i cigzaru wlasciwego. Wplyw miaty takze inne czynniki, ktoére decydowaty
o integralnoéci tetrad i mas pytkowych. Im mniejsza byta energia transportu i depozycji, tym wigksza
byta szansa, ze tetrady lub masy pytku pozostang nienaruszone, dlatego niskoenergetyczne, dystalne,
hemipelagiczne facje moga zawiera¢ duze ilosci tetrad i mas pytkow, za$ turbidyty moga byc¢
zubozone W tego typu asocjacje sporomorf (Tyson 1993).

Podsumowujac catkowita ilo$¢ spor i pytkdw w osadach morskich logarytmicznie spada
w kierunku otwartego morza. Jednak zalezy to przede wszystkim od rozmiaru i charakteru zbiornika
oraz charakteru jego zasilania. Najwicksze ilo$ci, wynoszace od okoto 15 000 do 100 000 sporomorf
na gram znajdowane sg w obszarach delt i spadaja one gwaltownie w kierunku otwartego morza.
Koncentracje na sasiadujacych szelfach sa tez zwigzane z rozmiarami ziaren w osadzie, poniewaz
sporomorfy podlegaja sortowaniu wedlug rozmiaréw. Ich zwigkszona obecno$¢ ma miejsce
w osadach frakcji ilastej oraz drobniejszej, a takze w wysortowanych piaskach. Ilosci jakie
znajdowane byty na stoku kontynentalnym, w duzej odlegtosci od obszaru wptywow rzeki, oscyluja
wokot kilku tysiecy na gram (Tyson 1993). Jeszcze nizsze zawartosci obserwowane sa dla osadow
abysalu i wynoszg one od 10 do 500 ziaren na gram (Tyson 1993). W okresach, kiedy poziom morza
byt stosunkowo niski sporomorfy znajdowane byly w wiekszych ilo§ciach nawet na obszarach daleko
potozonych od ladu, co spowodowane jest ich zwigkszong dostawa.

Jednym z najbardziej znaczacych $srodowiskowo elementéw jest fitoplankton, w obrebie
ktérego wyrdzni¢ mozna polifiletyczng grupe organizmoéw zwang akritarchami. Grupa ta ma duze
znaczenie zwiaszcza w srodowiskach marginalnych facji plytkomorskich. Znaczenie akritarch
w paleozoiku porownywane jest do znaczenia dinocyst zarowno mezozoicznych jak i kenozoicznych.

Istotnym czynnikiem do oceny s$rodowiska jest morfologia akritarch. Akritarchy
wyposazone w kolce sg wskaznikami energii Srodowiska. We wzglednie blisko-brzeznych
zbiorowiskach dominujg dtuzsze i bardziej delikatne kolce, za$§ akritarchy o kolcach krétszych
i grubszych charakterystyczne sg dla pltytszych srodowisk o wyzszej energii (Batten 1996).

Fitoplankton zostat rowniez uznany jako uzyteczny komponent do korelacji osadow,
zarowno w skali lokalnej jak i globalnej (Wicander 1975). Na podstawie analizy fitoplanktonu
poznodewonskiego z Barberton (Ohio, Stany Zjednoczone) stwierdzono na tym obszarze wystapienie
plytkiego morza (Wicander 1975). Ponadto w badanych probkach zaznaczyt si¢ gwaltowny spadek
iloéci oraz roznorodnosci akritarch wraz z konicem dewonu i poczatkiem karbonu.

Istotne obserwacje dotyczace akritarch poczynione zostaty przez Dorninga (1981). Badat on
liczne zespoty akritarch pochodzace z osadow potudniowo-wschodniego wybrzeza Wielkiej Brytanii.
Mimo ze jego badania dotyczyty sylurskich akritarch, to pewne ustalenia maja charakter uniwersalny
i mogg by¢ stosowane rowniez dla akritarch wystepujacych w pozniejszych okresach (Wicander
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1975). Dorning wskazal na mata réznorodno$¢ akritarch z obszaréw szelfu oraz Srodowisk
glebokomorskich (Dorning 1981). W obrebie ptytszego szelfu obserwowane byto nie tylko niskie
zroznicowanie, ale takze niewielka ilo$¢ akritarch wynoszaca od 5 do 15 gatunkéw na probke.
W wigkszosci przypadkow byly one sferyczne. Czesto wystepowaly gatunki o cienkiej $ciance takie
jak Protoleiosphaeridium. Réwniez licznie pojawiaty si¢ Veryhachium (wyposazone w 3 krotkie
wyrostki), Micrhystridium i Diexallophasis. Pozostate gatunki wystepowaly w niewielkiej ilosci
(Dorning 1981). Zbiorowiska przypisywane glgbszemu szelfowi byly bardziej zréznicowane jednak
ilo$¢ akritarch pozostawata na srednim poziomie i wynosita od 10 do 90 gatunkow (przecigtnie od 25
do 60 gatunkow). Brak bylo dominujacego taksonu. Od 4 do 8 rodzajow stanowito okoto 70-90 %
ilosci wszystkich akritarch w probce. Najczesciej wystepujacymi rodzajami, ktorych ilosci wynosity
od 5 do 20 % w probce byly: Cymatiosphaera, Diexallophasis, Micrhystridium,
Multiplicisphaeridium, Protoleiosphaeridium i Veryhachium. Inne rodzaje, ktorych ilo$¢ nie
przekraczata 20 % to Ammonidium, Cymbosphaeridium, Dateriocradus, Dilatisphaera,
Eupoikilofusa, Leiofusa, Oppilatala, Perultisphaera, Pterospermella, Salopidium i Visbysphaera.
W niewielkich ilosciach pojawiajaty si¢: Carminella, Dictyotidium, Duvernaysphaera, Electoriskos,
Florisphaeridium, Helosphaeridium, Leoniella, Lophosphaeridium, Onodagella, Psenotopus,
Quadraditum, Schismatosphaeridium, Solita i Tunisphaeridium (Dorning 1981). Srodowiska
glebokomorskie charakteryzuja si¢ zbiorowiskami akritarch o niskim zr6éznicowaniu i niskiej lub
$redniej liczebno$ci wynoszacej od 2 do 15 gatunkéw na probke. Dominowaty sferoidalne akritarchy
— Protoleiosphaeridium. Pozostate akritarchy obecne w mniejszych ilosciach to: Cymatiosphaera,
Diexallophasis, Lophosphaeridium, Micrhystridium, Pterospermella i Veryhachium (Dorning 1981).
Dorning odnotowat takze roznice w morfologii akritarch wystepujacych w dalszej i blizszej
odleglosci od obszaru ladowego. Akritarchy wystepujace w $rodowisku glebokomorskim miaty
proste, dtuzsze wypustki i cienka Scianke, natomiast te wystepujace blizej brzegu miaty mniejsza ilos¢
wypustek lub kolcow i byty one krotsze (Dorning 1981).

Ustalenia te odnosily si¢ jak wspomniano do akritarch sylurskich, jednak ich znaczenie
polega glownie na wskazaniu, ze mozliwa jest rekonstrukcja paleosrodowiska w oparciu
o stwierdzenie obecnosci poszczegdlnych grup akritarch w probkach, oraz na podkresleniu znaczenia
ich morfologii dla interpretacji srodowiskowych.

Przyktadoéw praktycznych zastosowan palinomorf w badaniach paleo$rodowisk jest wiele.
Wicander i Playford (1985) opisali dobrze zachowane zbiorowisko akritarch i spor z profilu goérnego
dewonu (fran) formacji Lime Creek (Iowa, Stany Zjednoczone). Rozpoznane zostaty 23 rodzaje i 43
gatunki akritarch oraz 12 rodzajow i 12 gatunkdéw spor. Analizy palinologiczne wykazaty ilo§ciowa
przewage akritarch nad sporami. Te pierwszy prezentowaly takze wigksza rdznorodnosé.
Réznorodnosé, ilos¢é oraz cechy morfologiczne akritarch wykazaty $rednie zréznicowanie, zaden
takson nie dominowat po$rod pozostatych. Taki zespot w klasyfikacji Dorninga (1981) wskazywaé
miat na srodowisko otwartego morza, jednak w relatywnie niewielkiej odlegtosci od brzegu. Na takie
warunki wskazywata takze obecnos$¢ akritarch o ksztattach innych niz kuliste. Rozpoznano takze
akritarchy Leiosphaeridia, Tasmanites oraz Lophosphaeridium. Ich obecno$¢ zinterpretowana zostata
jako wskaznik glebokosci, w tym przypadku mialy odpowiada¢ srodowiskom plytkomorskim.
Sporomorfy pojawialy si¢ w tym profilu rzadziej, jedyny wyjatek stanowita Geminospora lemurata.
Obecna takze w profilu fauna muszlowa oraz konodonty wskazywaty na §rodowisko otwartego morza
i nieduzej odlegtosci od brzegu.

Podobna zgodnos¢ pomiedzy analizami palinologicznymi, a wcze$niejszymi ustaleniami
wykonanymi w oparciu 0 makroskamianiatosci zostata zanotowana dla skat $rodkowego dewonu

formacji Cedar Valley (Iowa, Stany Zjednoczone). W probkach stwierdzona zostata
obecnos¢ spor, akritarch oraz chitinozoa. Pod uwage wzigte zostaty: réznorodno$¢ morfologiczna,
zroznicowanie gatunkowe oraz stosunek ilosci mikrofitoplanktonu do spor. Stwierdzono obecno$¢ 28
rodzajow akritarch, ktore obejmowaty 40 gatunkoéw oraz 10 gatunkoéw chitinozoa (Wicander i Wood
1997). Najwieksze zréznicowanie mikrofitoplanktonu zostato zaobserwowane w poczatkowych 14
metrach profilu wskazujac na depozycje w Srodowisku otwartego morza lub tez w strefie do niej
zblizonej (Wicander i Wood 1997). Gorna czgé¢ profilu byla zasobna w spory, tym samym
odzwierciedlajac zmniejszajaca sie odlegtos¢ do brzegu. Zrdznicowane ilo$ci Chitinozoa zdawaty si¢
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nie by¢ powigzane z ilo§ciami spor i akritarch, jednak obecno$¢ tych organizméw taczona jest ze
srodowiskiem otwartego morza . NajczeScie] wystepujacymi chitinozoa byly Angochitinia,
Ancyrochitina oraz Alpenachitina. Zmiany ilo$ci i rodzaju palinomorf zinterpretowane zostaly jako
odzwierciedlenie regresji, ktora rzutowata na zmiany polozenia linii brzegowej. Pozwolilo to na
szczegblowe okreslenie warunkow depozycji. Zmniejszajaca si¢ procentowa zawarto$¢ akritarch
wyznaczyla przyblizong odleglos¢ od obszaru ladowego. Osady stropowej czgsci profilu
interpretowane byly jako blizsze obszarowi ladowemu, niz osady cze$ci spagowej. Zjawisko to
podkreslone bylo wzrastajaca iloscig spor (Wicander i Wood 1997).

3. Podsumowanie

Sposéb zachowania materii palinologicznej zalezy od sposobu jej transportu, odlegtosci od
brzegu, dynamiki zbiornika i gtebokosci (Stodkowska 2003).

W odniesieniu do okresu dewonu, za najbardziej uzyteczne uzna¢ mozna spory i akritarchy.
Pozostate opisywane palinomorfy maja mniejsze znaczenie z uwagi na ich mniej liczng obecnoé¢
w probkach. Dodatkowo, organizmy te wywarly ogromny wptyw na 6wczesne $rodowisko. Wraz
z kolonizacja ladow przez rosliny i ich gwattowna dywersyfikacja doszto do zmian w zakresie
klimatu, a w konsekwencji do zmian w procesach wietrzenia, co znaczgco odbito si¢ na organizmach
morskich i by¢ moze przyczynito do ich wymieran.

Na podstawie wybranych przykladow zaobserwowa¢ mozna kilka najwazniejszych
zalezno$ci pokazujacych w jaki sposéb w okresie dewonu zmianom ilo$ciowym i jakosciowym
palinomorf odpowiadaja zmiany §rodowiska.
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19. Fizykochemiczne wlasnos$ci nanostruktur stosowanych do transportu
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Physicochemical properties of nanostructures used in drugs transport
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Streszczenie

Podstawowym elementem strukturalnym bton komorkowych jest dwuwarstwa lipidowa.
Najbardziej znany i powszechnie akceptowany model blony komorkowej, nazwany modelem ptynne;j
mozaiki, zostat opublikowany w 1972 r. przez Singera i Nicholsona. W budowie strukturalnej bton
biologicznych gléwny element stanowia lipidy. Jedna z klas lipidow stanowig fosfolipidy.
Charakterystyczna budowa fosfolipidow — hydrofilowa ,,gtowa” i hydrofobowy obszar tancuchow
weglowy — pozwala na tworzenie struktur zamknigtych oddzielajacych rdzen takiej struktury
(najczesciej mikrokropelke wody) od roztworu zewnetrznego. Ze wzgledu na swoj charakter
fosfolipidy mogg tworzy¢ micele, odwrocone micele lub nanostruktury fosfolipidowe.

W dobie szybko rozwijajacych si¢ nowych technologii nietrudno zauwazyé wzrost
zainteresowania nanotechnologia, w ktorag tematyka struktur fosfolipidowych (nanostruktur)
mogacych enkapsulowac i transportowac rozne substancje lecznicze wpisuje si¢ idealnie.

1. Ogoélna charakterystyka liposoméw

Liposomy s3 zamknietymi strukturami uzyskiwanymi podczas hydratacji fosfolipidow.
Rozmiary liposomow zaleza od techniki ich formowania i wahaja si¢ od 0.025 do 10 pm.
Koncentrycznie ulozona membrana fosfolipidowa sktadajaca si¢ z pojedynczej dwuwarstwy
o grubosci okoto 4 nm lub tez kilka takich dwuwarstw, stanowi Sciang pecherzyka fosfolipidowego.
Wnetrze liposomu wypelnia woda, ktora jest rdzeniem pecherzyka. Woda rozdziela takze
dwuwarstwy mig¢dzy sobg (Lasic 1998).

Amfifilowy charakter fosfolipidow czyni liposomy wyjatkowo dobrymi no$nikami lekow.
Substancje lecznicze w zaleznosci od swoich wlasciwosci fizykochemicznych moga znajdowac sig
w fazie wodnej wewnatrz liposomu lub wbudowywa¢ si¢ do bton liposomu (Storm 1998). Sciane
liposomu tworzy pojedyncza dwuwarstwa lipidowa zbudowana z dwoch lub trzech elementow:

a) fosfolipidu - w praktyce najczeSciej stosowanymi sktadnikami bton sg fosfolipidy naturalne
takie jak fosfatydylocholina, fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol lub fosfolipidy
syntetyczne takie jak dipalmitylofosfatydylocholina, distearylofosfatydylocholina;

b) steroidu - najczesciej stosowany jest cholesterol, ktorego zawarto$é w btonie liposomu moze
dochodzi¢ nawet do 50%;

c) substancji amfifilowej obdarzonej tadunkiem takiej jak diacetylofosforan (o tadunku
ujemnym) lub stearyloamina (o fadunku dodatnim).

2. Blona biologiczna

Blony biologiczne zawieraja wiele roéznych lipidow. Gloéwne ich klasy to: fosfolipidy,
glikolipidy i sterole. Ich budowa i sktad zaleza od typu blony. W blonach Prokaryota glownymi
lipidami sg fosfolipidy, natomiast btony Eukaryota zawierajg rowniez sterole (w ro$linach jest to
zazwyczaj ergosterol, u zwierzat cholesterol). W blonach Eukaryota gtownymi fosfolipidami sg
fosfolipidy  glicerolu: fosfatydylocholina, fosfatydyloetanolamina, fosfatydyloseryna,
fosfatydyloinozytol i kardiolipina. Wystepujg tez fosfolipidy oparte na sfingozynie np. sfingomielina
i glikosfingolipidy (Lasic 1993).
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2.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy (pochodne glicerolu - fosfoglicerydy) sktadaja sie z reszty glicerolu stanowiacej
szkielet czasteczki, dwoch hydrofobowych tancuchow kwasu tluszczowego oraz fosforylowanego
alkoholu. Do powszechnie wystepujacych w fosfoglicerydach alkoholi naleza reszty seryny,
etanoloaminy, inozytolu i choliny. W sktad fosfolipidow wchodza kwasy tluszczowe nasycone lub
nienasycone, przewaznie o parzystej liczbie atomow wegla, na ogot od 14 do 24. Najczesciej
wystepuja tancuchy kwasoéw o 16 lub 18 atomach wegla. W zwierzecych kwasach tluszczowych
fancuchy weglowodorowe sg nierozgatezione. W nienasyconych kwasach ttuszczowych tancuchy
z podwodjnym wigzaniem przyjmuja prawie zawsze konfiguracje cis (Olbrich 2000).

2.1.1. Fosfolipidy jako czasteczki amfifilowe

Amfifilowos$¢ odgrywa kluczowa role w organizowaniu czasteczek lipidow w dwuwarstwy
(Lasic 1998). Czasteczki hydrofilowe tatwo rozpuszczajg si¢ w wodzie, i moga tworzy¢ wigzania
elektrostatyczne lub wigzania wodorowe z czasteczkami wody. Czasteczki hydrofobowe sa w wodzie
nierozpuszczalne i nie moga tworzyé takich wiazan z czasteczkami wody. W czasteczkach
amfifilowych hydrofilowe fragmenty tych czasteczek sa przyciagane przez czasteczki wody,
natomiast hydrofobowe ogony stronig od czasteczek wody i daza do agregacji z innymi czasteczkami
hydrofobowymi. Przy takim ich zachowaniu tworzy sie¢ dwuwarstwa lipidowa jako forma najbardziej
korzystnego energetycznie uporzadkowania. Hydrofilowe glowy sa zwrdcone ku wodzie po obu
stronach dwuwarstwy, a hydrofobowe ogony sg ostonicte przed wodg i utozone we wnetrzu
dwuwarstwy. Skupienie hydrofobowych tancuchéw weglowodorowych lipidow w niepolarnym
wnetrzu dwuwarstwy uwalnia czasteczki wody, powodujac jednoczes$nie zwigkszenie entropii catego
uktadu. Ponadto, miedzy tancuchami weglowodorowymi wystepuja przyciagajace sity Van der
Waalsa, utatwiajace ich $ciste upakowanie (Kusube 2005). Taka budowa liposomow powoduje, ze
miedzy grupami polarnymi fosfolipidow a czgsteczkami wody wystepuja oddziatywania
elektrostatyczne i wodorowe. Tak wiec dwuwarstwy lipidowe sg stabilizowane przez te same sity,
ktére wystepuja w molekularnych oddzialywaniach w uktadach biologicznych. Wymienione czynniki
energetyczne decyduja o zasadniczych wiasciwosciach dwuwarstw lipidowych: a) maja one naturalng
tendencj¢ do tworzenia struktur o duzej powierzchni; b) daza do zasklepiania si¢ w taki sposob, aby
nie pozostawia¢ krawedzi, z ktorych wystawalyby tancuchy weglowodorowe, co prowadzi do
tworzenia przedziatdw zamknigtych btona; ¢) majg zdolno$¢é samouszczelniania si¢, poniewaz otwor
w dwuwarstwie jest energetycznie niekorzystny.

2.1.2. Struktury agregacyjne

Badania wykazaty, ze istotng rolg w procesie agregacji czasteczek amfifilowych ma ogdlny
ich ksztatt (Rys. 1), ktory zalezy nie tylko od ich struktury pierwotnej, ale rowniez od stopnia jonizacji
i uwodnienia. Parametr upakowania w agregacie definiuje si¢ jako:

gdzie: v - objetos¢ czesci hydrofobowej czasteczki amfifilowej, a — powierzchnia przekroju
poprzecznego czeSci polarnej czgsteczki amfifilowej, | — dlugo$¢ tancucha(éw) weglowodorowych
czasteczki amfifilowej (Isrealachvili i in. 1976).

Dla czasteczek o wartosciach S = 1 preferencyjng formg agregacji jest dwuwarstwa. Przy
S > 1 preferowana jest struktura odwrdoconej miceli i faza heksagonalna Hy, natomiast gdy S < 1
powstaja struktury micelarne i faza heksagonalna H; (Rys. 1) (Isrealachvili i in. 1976).
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Rys. 1. Formy agregacji fosfolipidow: A) micela, B) odwrocona micela, C) wydtuzona micela, D)
odwrocona-wydtuzona micela, E) faza heksagonalna H, F) liposom: SUV — maty jednowarstwowy,
LUV — duzy jednowarstwowy, LMV — duzy wiclowarstwowy, G) faza heksagonalna odwrécona Hyy,
H) sptaszczona micela, I) faza wielobtonowa (Lasic 1998); Wplyw ksztattu czasteczki amfifilu na
parametr upakowania w agregacie S (Lasic 1993).

2.1.3. Polimorfizm termotropowy a zawarto$¢ wody w uktadzie

Fosfolipidy w dwuwarstwie ulegaja zmianom strukturalnym (fazowym) wraz ze zmiang
temperatury, czyli wykazujg tzw. polimorfizm termotropowy (Kusube 2005). W blonach
dwuwarstwowych, zbudowanych z czystych, identycznych czasteczek fosfolipidowych, obserwuje
si¢ rozne termotropowe przejscia fazowe. Istnieje wiele metod fizycznych pozwalajacych na
obserwacje tych procesow m. in.: réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC) (Kusube 2005),
dylatometria (Heerklotz i in. 2002), dyfrakcja X-ray (Xiuhong i in. 2005), dyfrakcja neutronow (Ge
i in. 2003), NMR (Pentak i in. 2008a), EPR (Pentak i in. 2008b), fluorescencja (Benatti i in. 1999).
Pomimo istnienia tak wielu technik pozwalajacych na obserwacje termotropowego zachowania sig
fosfolipidow, metoda DSC wydaje si¢ by¢ najczgséciej stosowang i dostarczajaca najwigeej informacji.

Lipidy moga tworzy¢ bardzo réznorodne liotropowe struktury cieklokrystaliczne. Struktura
powstajacego ciektego krysztalu zalezy od temperatury i zawarto$ci wody w ukladzie oraz od
wiasciwosci samych lipidow. Sposrod réznych wasciwosci lipidow istotne sa natura i rozmiary grup
polarnych oraz rozmiary i stopien nienasycenia tancuchéw weglowodorowych. Cechg wspdlng
wszystkich liotropowych struktur cieklokrystalicznych w uktadzie lipid-woda jest maksymalnie
mozliwa hydratacja grup polarnych i separacja czesci polarnych czasteczek lipidow od wody.

Tendencje do tworzenia struktur lamelarnych wykazujg fosfatydylocholiny, ktore sa
glownym skladnikiem bton komoérkowych Eukaryota. Fosfatydylocholiny tworza te struktury
w szerokim zakresie temperatury. Warunkiem koniecznym powstawania cieklych krysztatow
liotropowych fosfatydylocholin jest dostatecznie duza zawartos¢ wody. W przypadku
dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC), w temperaturze nizszej od 25°C i w obecnosci od 2 do 10
czasteczek wody na 1 czasteczke fosfatydylocholiny, obserwuje si¢ sytuacje, kiedy to tancuchy
weglowodorowe ustawione sg prostopadle do ptaszczyzny warstwy, a ich grupy metylenowe sg Scisle
upakowane w sieci krystalicznej. Jest to tzw. faza Lc. Na jeden tancuch weglowodorowy przypada
w tej strukturze powierzchnia okoto 0.190 nm?. W temperaturze 25°C nastepuje przejscie fazowe do
struktury Lg-, zwane podprzejsciem. Lancuchy sa w tej strukturze upakowane luzniej, nachylone pod
pewnym katem do normalnej do plaszczyzny warstwy i tworzg dwuwymiarowg sie¢ krystaliczng. Kat
nachylenia tancuchow zalezy od temperatury i stopnia hydratacji grup polarnych. Na jeden tancuch
weglowodorowy przypada powierzchnia 0.191 nm? Dla tej struktury stwierdzono, ze lancuchy
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weglowodorowe mogg rotowaé wokot ich dilugich osi. Przy dostatecznie duzej zawartosci wody
dwuwarstwy DPPC ulegaja w temperaturze 35°C przejéciu fazowemu do struktury Pp., ktora rdzni sig
od struktury Lp- tym, ze dwuwarstwy nie sg plaskie, lecz pofalowane. Amplituda pofalowania jest
rzedu kilku dziesigtych nanometra, a jego okres wynosi 16.2 nm przy zawartosci 21% wagowych
wody i zmienia si¢ liniowo do 14.0 nm przy zawarto$ci 25% wagowych wody. Powierzchnia
wiasciwa przypadajgca na jeden tancuch weglowodorowy wynosi 0.204 nm? Prawdopodobnie
pojawienie si¢ struktury Pp-, zwigzane jest z obnizeniem energii swobodnej uktadu dzigki dodatkowe;j
hydratacji grup polarnych DPPC, ktora jest mozliwa wskutek zwigkszenia powierzchni warstwy.
W warstwach fosfatydylocholin zawierajacych nasycone tancuchy weglowodorowe o dtugosci ponad
20 atomoéw wegla faza Pp- nie wystepuje. Pofalowanie warstwy zwigzane jest z przesunigciem
wzgledem siebie tancuchow acylowych, co powoduje obnizenie energii oddziatywan Van der Waalsa
(Huang i in. 1999, Kriechbaum i in. 1996). W temperaturze 41.4°C w warstwach DPPC nastepuje
glowne przejécie fazowe Tc, polegajace na topnieniu tancuchow acylowych. Powstaje przy tym
struktura La. W strukturze tej tancuchy nie sa uporzadkowane w sie¢ dwuwymiarowa i ulegaja
pofatdowaniu dzigki mozliwosci przej$¢ konformacyjnych trans-gauche. Powierzchnia molekularna
przypadajaca na jeden lancuch weglowodorowy zmienia sie skokowo do 0.239 nm? Dzieki
pofatdowaniu tancuchéw weglowodorowych zmniejsza si¢ grubos¢ warstwy i okres powtarzalnosci
struktury w cieklym krysztale, co stwierdzono za pomocg pomiaru dyfrakcji promieniowania
X (Kriechbaum i in. 1996). Struktur¢ L« nazywa si¢ czesto ptynnym krysztalem ciektym, a struktury
Lc, Lp- i Ppr — zelem. Takie wyrdznienie fazy Lo znajduje uzasadnienie w tym, ze w fazie tej ptynnos¢
dwuwarstwy jest znacznie wigksza niz w pozostatych fazach. Faza Lo, w odréznieniu od zelowych,
charakteryzuje si¢ duzym wspotczynnikiem dyfuzji lateralnej (dyfuzji w ptaszczyZznie warstwy), mala
lepkoscia i brakiem uporzadkowania (pofaldowaniem) tancuchéw acylowych. Przejscie fazowe Pg- —
L« jest zwane glownym przej$ciem fazowym, dla podkreslenia faktu przejscia do btony plynnej oraz
ze wzgledu na wigksza kooperatywnos$¢ i cieplo tej przemiany w pordwnaniu z podprzejSciem
i przedprzej$ciem (Kriechbaum i in. 1996). Temperatury przej$¢ fazowych zaleza od dlugosci
fancuchow weglowodorowych 1 od rodzaju grup polarnych lipidu. W przypadku fosfolipidow
nasyconych temperatura przej$cia fazowego wzrasta wraz z dtugoscia tancuchow acylowych (Huang
i in. 1999).

3. Transport lekéw w nanostrukturach

Konwencjonalna podaz leku, najczesciej w formie doustnej, to przyjecie leku w dawce, ktora
pozwala uzyska¢ pozadany efekt leczniczy w miejscu zmienionym chorobowo lub stanie zapalnym.
Nalezy mie¢ jednak na uwadze fakt, iz kazda taka forma przyjecia leku wiaze si¢ lub moze si¢ wigzaé
z wystapieniem efektow ubocznych. Ponadto, kinetyka uwalniania leku w standardowym podejsciu
przyjmuje charakter sinusoidy w odrdznieniu od transportu lekéw w nanonosnikach.

Szybko rozwijajace si¢ nauki biomedyczne przescigaja si¢ w tworzeniu nowych,
doskonalszych form dostarczania substancji aktywnych biologicznie i postaci lekow.

Nanomedycyna a w szczego6lnosci nanofarmakologia skupia si¢ na celowanym dostarczaniu
leku oraz sterowanym uwalnianiu leku w tkankach.

Nanomateriaty charakteryzujg si¢ wymiarami <100 nm, duzym polem powierzchni
wiasciwej 1 tendencja do agregacji. Warunkiem niezbg¢dnym aby nanono$niki stosowane byly
w transporcie lekow jest ich biozgodnos¢ i biodegradowalnos¢.

Do najczgsciej stosowanych nano- nosnikow lekéw mozna zaliczy¢ polimerowe nanoczgstki
ztota, srebra lub miedzi, kropki kwantowe, magnetyczne nanoczastki, micele polimerowe, liposomy,
dendrymery. Taka forma podazy leku (ang. drug delivery systems (DDS)) charakteryzuje si¢
transportem celowanym oraz stopniowym i powolnym uwalnianiem leku. Bardzo istotny przy tej
formie podazy leku jest fakt minimalizacji skutkéw ubocznych.

Przeciwbakteryjne wtasciwosci srebra wykorzystuje si¢ w leczeniu antybiotykami takimi jak
amoksycylina, erytromycyna, klindamycyna, penicylina G, wankomycyna przy wykorzystaniu
wiasnie nanoczastek tego metalu. Nanoczastki srebra znalazly rowniez zastosowanie w diagnostyce
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medycznej jako biosensory optyczne w leczeniu kolczystokomorkowego raka skory glowy i szyi
(Zhou i in. 2011).
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Rys. 2. Kinetyka uwalniania leku (Jorge i in. 2010).

Nanoczastki zlota wykorzystywane sa w terapii fotodynamicznej. Promieniowanie
elektromagnetyczne skierowane na nanoczastki ztota dostarczone do tkanek zmienionych chorobowo
przeksztalcane jest na energi¢ cieplng powodujgc wzrost temperatury i unicestwienie komorek
w patologicznych tkankach.

Nanoczastki miedzi a doktadnie tlenku miedzi mogg by¢ wykorzystywane w zwalczaniu
wirusa grypy typu A oraz wirusa SARS (Ren i in. 2009).

Kolejny rodzaj nowoczesnych form transportu lekow prezentuja potprzewodniki
nanostrukturalne nazywane kropkami kwantowymi. Kropka kwantowa zbudowana jest z rdzenia, na
ktory sktada si¢ od 100-100000 atomoéow, gtéwnie tellurku lub selenku kadmu o charakterze
polprzewodnika. Rdzen otoczony jest siarczkiem cynku, do ktérego mozna przytaczy¢ ligandy takie
jak kwasy nukleinowe, bialka i przeciwciata o powinowactwie do danego np. rodzaju guza. Ponadto
kropki kwantowe moga by¢é wykorzystywane do walki z pasozytami, wirusami i bakteriami.
Wykorzystywane sa do znakowania DNA i tworzenia nanosensorow w celu okreslenia kinetyki
reakcji biochemicznych zachodzacych w komorkach. Moga by¢ stosowane jako czynniki kontrastowe
w tomografii komputerowej i rezonansie magnetycznym.

W klinicznych technikach diagnostycznych coraz czesciej wykorzystywane sg nanoczastki
magnetyczne. Najwazniejsza ich cechg jest superparamagnetyzm. Ulokowanie magnetycznych
nanoczgstek w badanej tkance wywotuje zmiany w lokalnym polu magnetycznym, co skutkuje
zmiang czasu relaksacji. Wtasno$¢ ta znacznie usprawnia proces obrazowania, bowiem roznicuje
tkanki zdrowe od chorych. Magnetyczne nanoczastki znalazty zastosowanie w obrazowaniu tkanek
nowotworowych i uktadu sercowo-naczyniowego.

Obok wspomnianych struktur liposomy wydaja si¢ by¢ strukturami caltkowicie
przyswajalnymi oczywiscie pod warunkiem zastosowania do ich preparatyki naturalnych
fosfolipidow. Liposomy stosowane sa najczg$ciej w terapii nowotworoéw, cukrzycy, chorob
reumatycznych, enzymopatii, schorzen zwigzanych z kumulacjag metali. Transport w liposomach
substancji leczacych zwigksza ich stabilno$¢ i efekt farmakokinetyczny poprzez obnizenie procesu
eliminacji leku z uktadu i wydtuzenie okresu potowicznego zaniku leku (Ebrahim i in. 2005). Ma to
istotne znaczenie w metodach diagnostycznych takich jak: tomografia komputerowa (TK),
obrazowanie magnetycznego rezonansu jadrowego (MRI), ultrasonografia, jak rowniez w medycynie
nuklearnej (Phillips 1999).

Wbudowywane do liposoméw leki w zaleznos$ci od ich rozpuszczalno$ci mozna podzieli¢
na 4 kategorie: wysoko hydrofilowe, wysoko lipofilowe, amfifilowe i nierozpuszczalne w podwojnej
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warstwie fosfolipidowej. Ogodlnie przyjety jest nastepujacy sposob rozmieszczenia réznego rodzaju
substancji w pojedynczych dwuwarstwach bton liposomalnych (Rys. 3):

- czasteczki hydrofilowe I h

|E| - makroczasteczki
hydrofilowe

- czasteczki lipofilowe ) )

- zwigzane J S g
makroczasteczki

- powierzchniowo ’
zwiazane czasteczki
- czasteczki amfifilowe b

- reaktywne C
makroczasteczki

@ € o

£ g | %
Rys. 3. Sposoby rozmieszczenia substancji w blonie liposomalnej; a — wewnetrzna cze$¢ blony
liposomalnej, b - zewngtrzna czg$¢ blony liposomalnej, ¢ — grupy polarne fosfolipidow, d — tancuchy

weglowodorowe fosfolipidow; Czesci e — j przedstawiaja potencjalne miejsca wigzania substancji
(Gomez-Hens i in. 2005).

4. Podsumowanie

Uwzgledniajac powyzsze informacje bgdace doniesieniami naukowymi z ostatnich kilku lat
i bardzo szybko rozwijajace si¢ nowe kierunki badan, nalezy stwierdzi¢, ze przysztos¢ w zakresie
nowatorskich kierunkéw badan i schematéw leczenia réznych jednostek chorobowych bedzie
w wigkszosci przypadkdw oparta na nanotechnologii. Nalezy mie¢ nadziej¢, ze coraz to czgsciej
pojawiajace si¢ na rynku nowe postaci nano-lekow w wigkszosci obarczone jeszcze wysoka ceng, na
ktorg sktadajg si¢ innowatorskie badania, procesy technologiczne, patenty i wdrozenia bgdg coraz
blizsze pacjentom.
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20. Piezoelektrycznos¢ w nas
Piezoelectricity inside us

Ploch Anna, Szymczak-Mazur Lidia, Macigzek-Jurczyk Matgorzata

Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej, Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice
Opiekun naukowy: dr hab. Maciazek-Jurczyk Matgorzata

Pentak Danuta: dpentak@sum.edu.pl
Stowa Kluczowe: prosty i odwrotny efekt piezoelektryczny, DNA, lizozym

Streszczenie

Obserwuje si¢ prosty efekt piezoelektryczny polegajacy na powstawaniu na przeciwlegtych
$cianach krysztatéw, poddawanych dzialaniu naprezen mechanicznych, tadunkéw elektrycznych
przeciwnego znaku. Efekt odwrotny to zjawisko fizyczne polegajace na mechanicznej deformacji
krysztatu pod wptywem przylozonego pola elektrycznego. Poddany dziataniu pola elektrycznego
materiat piezoelektryczny odksztalca si¢. Piezoelektryki majg rézne zastosowania, od rezonatoréw
kwarcowych, przez przetworniki gitarowe po sonary. Wiele materiatéw biologicznych jak DNA,
kolagen, lizozym czy kosci rowniez wykazuje wlasnosci piezoelektryczne. Interesujace wydaje si¢
by¢ poznanie istoty tego zjawiska po to aby w przysztosci wykorzystaé np. lizozym jako zasilanie
implantow czy sensoréw umieszczanych w lub na ciele.

1. Wstep

Zrédlem zjawiska piezoelektrycznego jest budowa wewnetrzna krysztatow. Ich elektryczne
wilasciwosci sg silnie zwigzane z symetrig. W morfologii krysztalow wyroznia si¢ trzy gtowne typy
symetrii: symetrie wzgledem punktu, symetrie¢ wzgledem prostej i symetrie wzgledem ptaszczyzny.
Elementami symetrii s3 odpowiednio: §rodek symetrii, 0§ symetrii i plaszczyzna symetrii. Kazdy
krysztat charakteryzuje si¢ zespotem elementéw symetrii pozwalajacych zaliczy¢ go do jednej z 32
grup punktowych nazywanych tez klasami symetrii lub klasami krystalograficznymi (Bojarski i in.
2007). Analiza 32 klas symetrii wykazuje, ze 11 z nich cechuje obecnos¢ §rodka symetrii. Pozostate
21 klas stanowia krysztaly nie posiadajace $rodka symetrii, zwane niecentrosymetrycznymi.
Wykazuja one, z wyjatkiem klasy 432, wlasciwosci piezoelektryczne, ktoére uwidaczniaja si¢
W postaci polaryzowania si¢ krysztalu pod wptywem naprezen mechanicznych lub jego deformacji
w wyniku dzialania zewngtrznego pola elektrycznego.

Przytozenie zewnetrznych naprezen mechanicznych (np. $ciskania, rozciggania) do krysztatu
o strukturze nie posiadajacej $rodka symetrii prowadzi do indukowania na jego powierzchni
tadunkow elektrycznych. Efekt ten po raz pierwszy zaobserwowany przez braci Curie zostal nazwany
zjawiskiem piezoelektrycznym prostym. Polaryzacja Pm powstata w krysztale w wyniku dziatania
zewnetrznych naprezen aij, jest liniowa funkcja naprezenia, stad rownanie definiujace prosty efekt
piezoelektryczny ma postaé:

Pm=dmij Gij m,i,j=1,2,3
gdzie: P oznacza zmiang sktadowej polaryzacji elektryczne;j,

dmij - wspotczynnik proporcjonalnosci nazywany wspotczynnikiem piezoelektrycznym,

pozwalajacym w sposob ilosciowy okresli¢ wlasnosci piezoelektryczne materiatu.
Wiasnos¢ krysztatu polegajaca na jego deformacji w zewnetrznym polu elektrycznym okreslana jest
mianem odwrotnego zjawiska piezoelektrycznego i mozna je opisa¢ za pomoca rownania:

Mij=0dmijEm m,i,j=1,2,3
gdzie: mj- sktadowe tensora odksztalcenia krysztatu,

Em- skladowe natezenia pola elektrycznego

dmij- sktadowe tensora modutéw piezoelektrycznych.
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Najbardziej znanym piezoelektrykiem jest krysztal kwarcu, jednak materiaty perowskitowe
jak np. BaTiOsz czy Pb(ZrTi)Os, wykazuja silniejszy efekt piezoelektryczny (50 — 100 razy).
Piezoelektryki wykorzystywane sa w roznych dziedzinach nauki i techniki. Stosuje si¢ je np.
w elementach elektronicznych (filtry, rezonatory), transformatorach piezoelektrycznych,
w zapalarkach do gazu, zapalniczkach czy wagach analitycznych, do sterowania pomiarem
w mikroskopach STM czy AFM. Maja zastosowanie w sondach USG, gdzie umozliwiaja
wytworzenie fali akustycznej i rejestracj¢ echa, pochodzacego od granic struktur o réznych
warto$ciach impedancji akustycznych wzdtuz jednego kierunku.

Wiele biologicznych materiatow jak kosci, Sciggna (zwlaszcza kolagen), aminokwasy czy
kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) wykazuja wlasciwosci piezoelektryczne w  skali
makroskopowej. Odkad wykryto piezoelektryczno§¢ w materiatach biologicznych pojawilo si¢
okreslenie biopiezoelektrycznosc jako zdolnos¢ biomateriatdéw do zamieniania energii mechanicznej
na elektryczng. Wystepowanie wlasnosci piezoelektrycznych w zywych organizmach sugeruje, iz
moze to by¢ efekt fizjologiczny. Ponizej przedstawione zostang, w oparciu o dane literaturowe, proby
wyjasnienia przyczyn wystgpowania wiasnosci piezoelektrycznych w podstawowych materiatach
biologicznych, jakimi s3 aminokwasy, DNA czy kolagen, ale takze w ztozonym systemie, jakim sg
kosci.

2. Opis zagadnienia i przeglad literatury

2.1 Aminokwasy

Aminokwasy to zwigzki o dwoch podstawowych grupach funkcyjnych — karboksylowej
i aminowej, ktore wystepuja jako cegietki budulcowe peptydow i biatek w organizmach zywych.
Tylko 20 spos$rod okoto 300 poznanych aminokwaséw wystepuje powszechnie w bialkach
(aminokwasy biatkowe). Kazdy z nich (z wyjatkiem proliny) cechuje si¢ jednakowym uktadem
podstawnikow przy weglu a. Sg to grupa aminowa, grupa karboksylowa, atom wodoru i tancuch
boczny o roznej budowie, oznaczany symbolem R. W fizjologicznym pH wigkszos¢ grup
karboksylowych jest zdysocjowana, tworzy anion:-COO", a wigkszo$¢ grup aminowych wiaze H¥,
tworzac kation:-NHs*. Dominujaca formg aminokwasu jest wigc jon obojnaczy, bedacy nosnikiem
przeciwstawnych tadunkow elektrycznych (Rys. 1).

NH, NH,"
\ |
H- C-COOH H- C-COO
\ |
R R
a) b)

Rys. 1. Struktura aminokwasu w postaci niezjonizowanej a) i formie jonu obojnaczego b) (Stryer
1999).

Do najbardziej charakterystycznych wiasciwosci chemicznych aminokwasow nalezy ich
zdolno$¢ do reagowania migdzy soba i wigzania si¢ wigzaniami peptydowymi (odlacza si¢ wtedy
czasteczka wody). Grupa karboksylowa jednego aminokwasu w reakcji z grupa aminowa drugiego
aminokwasu tworzy dipeptyd. Potaczenie kilku do kilkunastu aminokwasow daje oligopeptyd.
Dtuzsze peptydy, zawierajace po kilkadziesiat reszt aminokwasowych to polipeptydy (Bankowski
2006).

Krysztalty aminokwaséw mozna hodowac z nasyconego roztworu wodnego a ich struktura
krystalograficzna moze by¢ wyznaczana metoda dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego lub za
pomoca techniki rezonansu magnetycznego. Poniewaz we wszystkich aminokwasach-poza glicyna-
wegiel a z grupg aminowa jest weglem asymetrycznym, zwigzki te wstepuja w dwdch odmianach
enantiomorficznych, bedacych wzgledem siebie lustrzanymi odbiciami (symetria chiralna). Wg.
migdzynarodowej notacji grup przestrzennych Hermanna-Mauguina, krysztaty takie moga naleze¢ do
grup 1-4, 6, 222, 32, 422, 622, 23 i 432, izdefinicji nie posiadaja s$rodka symetrii, sa
niecentrosymetryczne a jako takie moga wykazywac¢ wlasnosci piezoelektryczne. W roku 1970
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Vasilescu wraz ze wspélautorami po raz pierwszy opublikowali prace dotyczgcg rezonansu
piezoelektrycznego w sproszkowanych aminokwasach. Po6zniejsze prace (Lemanov i in. 2011)
dotyczyly krysztatow aminokwasow iich zwigzkdéw. Stosujac metode spektroskopii jadrowego
rezonansu kwadrupolowego (NQR) przyktadano do krysztaléw impulsy napigcia o wysokiej
czestotliwoéci, wzbudzajac w nich wibracje, ktore nastgpnie byly mierzone. Srednia doktadnos¢
stosowanych technik byla réwna 10 piezoelektrycznej odpowiedzi obserwowanej dla krysztatu
kwarcu. W wickszosci prac piezoelektryczna odpowiedz aminokwaséw byla podawana
w jednostkach umownych. Jednakze Lemanov badajac piezoelektryczne wilasnosci fosforanu
L-argininy, wyznaczyl warto$¢ wspotczynnika piezoelektrycznego dzs rownego 8.6 pC/N (Lemanov
2000).

Piezoelektryczne wlasnoséci aminokwaséw zwigzane sa z ich strukturg krystalograficzng tak
jak to ma miejsce w przypadku ciat stalych. Jak pokazano na rys. 2 aminokwasy, ktore nie posiadaja
srodka symetrii pod wptywem naprezenia moga wykazywaé wilasnosci piezoelektryczne (Fukada
i Ando 1972).

S S
— = - - T
S % & .8 T fF 1 1
A A A A

(a) (b) (c)

Rys. 2. Mechanizm piezoelektrycznosci w krysztatach aminokwasdéw: w niecentrosymetrycznym
krysztale (a) pod wptywem rozciggania (b) lub $ciskania (c) pojawia si¢ polaryzacja na wskutek
prostego zjawiska piezoelektrycznego (Stapleton i in. 2016).

2.2 Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA)

DNA jest polimerem zbudowanym z deoksyrybonukleotydow. Kazdy nukleotyd sktada si¢
z zasady azotowej (pochodne puryny lub pirymidyny), cukru oraz jednej lub wiecej grup
fosforanowych. Nos$nikiem informacji genetycznej sg zasady zawarte w czasteczkach DNA, podczas
gdy reszty cukrowe i fosforanowe petnig role strukturalng. Sktad nukleotydowy DNA jest staty
i charakterystyczny dla danego gatunku, nie zalezy od tkanki, narzadu, wieku, stanu odzywienia ani
warunkow srodowiskowych. Pokrewne gatunki zwierajg podobne DNA. Piezoelektryczno$é DNA po
raz pierwszy zostata zbadana przez Duchesne i wspotpracownikow w 1955r. W przeprowadzonym
eksperymencie probki DNA umieszczano W elektrostatycznym superreakcyjnym generatorze,
obserwowano absorpcje linii w 30 MHz, co wigzano z mechanicznymi drganiami wytwarzanymi
w probce DNA wskutek odwrotnego zjawiska piezoelektrycznego (Duchesne i in. 1955; Duchesne
i in. 1960). Te wczesne eksperymenty miaty bardziej jako$ciowy wymiar, niemniej jednak byly
obiecujace. Fukada i in. przeprowadzili ilo§ciowe pomiary zorientowanych warstw DNA z grasicy
cielecej stosujac techniki oparte na prostym zjawisku piezoelektrycznym. Dla kilku roéznych
temperatur, probki DNA poddawane byty naprezeniom $cinajacym. Typowe wartosci odpowiedzi
piezoelektrycznej byly rzgdu ~ 0.003pC/N. Tak mate warto$ci odpowiedzi piezoelektrycznej
zwigzane byly z niskim stopniem krystaliczno$ci, co wykazaty pomiary dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego. Piezoelektryczno$¢ makroczasteczki DNA zwigzana jest z orientacja grup
polarnych zasad DNA pod wptywem przyktadanego napre¢zenia.

Jak wiadomo wzgledna wilgotno$¢ wptywa na wiasnosci piezoelektryczne biomateriatow.
W celu wyjasnienia tego efektu zbadano proste i odwrotne zjawisko piezoelekiryczne dla
zorientowanych warstw DNA uzyskanych ze spolimeryzowanego lososia (Ando i Fukada 1976). Sél
sodowa DNA moze istnie¢ w trzech réznych konfiguracjach w zaleznosci od zawartosci soli
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i wzglednej wilgotnosci. Zawarto$¢ soli byla stata (6-7 % wagi) zmieniano natomiast wilgotno$é.
Powyzej 85% wzglednej wilgotnosci probki DNA przyjmowaly strukture heliakalng postaci B.
Pomiedzy 75-85% probki miaty posta¢ A. Ponizej 55% wzglednej wilgotnosci probki wykazywaty
strukture nieuporzadkowang. Badania wykazaty, ze probki DNA z niskg zawarto$cia wody
wykazywaty wlasnosci piezoelektryczne, mimo, iz wydawato sig, iz to nieuporzadkowana struktura
probek moze przyczyni¢ si¢ do braku wystepowania piezoelektryczno$ci. Badania przeprowadzone
na probkach jednoniciowego DNA wykazywaly podobne rezultaty do odwodnionych probek, dlatego
wysunigto wniosek, ze efekt piezoelektryczny w zdenaturowanym DNA pojawia si¢ na wskutek
orientacji tancucha gtownego. W przypadku uwodnionej podwdjnej nici DNA struktura jest
stabilizowana przez absorpcj¢ czasteczek wody. Przyczyna wystepowania  zjawiska
piezoelektrycznego w tych probkach DNA sg dipole zasady purynowej i pirymidynowej, zawierajace
grupy polarne CO i NH. Reorientacja tych grup polarnych z reorientacjg tancucha gléwnego byly
przyczyna pojawiania si¢ piezoelektrycznosci w uwodnionych probkach DNA.

2.3 Fosfolipidy

Lipidy stanowig wazny sktadnik budulcowy bton komdrkowych bedacych elementami
strukturalnymi, oddzielajacych komorke od jej otoczenia i dzielacymi wngtrze komorki na liczne
przedzialy. Elementy sktadowe bton petnig funkcje transportowe, zapewniajg selektywnos$¢ oraz
odpowiedni kierunek transportu. Rézne blony biologiczne wykazuja ten sam schemat budowy.
Sktadaja si¢ najogdlniej z lipidow i biatek. Wsrod sktadnikéw lipidowych najobficiej wystepuja
fosfolipidy. Charakteryzuja si¢ one obecnoscia polarnej, hydrofilnej ,,glowy” i hydrofobowego
,ogona”. Czasteczki o wlasciwos$ciach zarowno hydrofilnych, jaki i hydrofobowych okresla si¢ jako
amfipatyczne (Bankowski 2006). Wszystkie btony biologiczne sg zbudowane wedlug tego samego
schematu. Ich zasadniczy trzon stanowia czasteczki lipidow utozonych w dwie, $cisle do siebie
przylegajace, przeciwstawnie zorientowane warstwy lipidowe. Towarzysza im biatka blonowe.
Podwoéjna warstwa lipidowa stwarza barier¢ ograniczajaca przepuszczalno$¢ blon, natomiast biatka
petnig funkcje receptorowe, rozpoznawcze, enzymatyczne, transportowe i inne.

Fosfolipidy podobnie jak aminokwasy cechuje chiralnos¢. Chiralno$¢ biologicznych
materiatdw jest czesto pomijana, przeciwnie do chiralnych ciektych krysztatow, gdzie ma to ogromne
znaczenie z punktu widzenia zastosowan. Rozpatrujac wilasnosci fosfolipidow jak ciektych
krysztatow odkryto w nich wtasnosci piezoelektryczne (Jakli i in. 2008).

Ciekle krysztaly stanowia posredni stan materii, ktéremu brakuje trojwymiarowego
uporzadkowania charakterystycznego dla krysztaldow a regularna budowa sieci krystalicznej
sprowadza si¢ tylko do pewnych obszarow, ktore wzgledem siebie przesuwajg si¢ jak elementy
cieczy. Taka budowa i zwigzane z nig cechy cieczy, czyli brak sztywnej sieci krystalicznej powoduje
brak sprezystosci krysztatu i jego plynnos¢. Faza ciektokrystaliczna posiada unikalne wtasciwosci
elektryczne, optyczne oraz wykazuje uporzadkowanie dwuwymiarowe. Jest stanem, ktory laczy
wlasciwos$ci cieczy i ciata krystalicznego. Te nadzwyczajne wilasnosci pozwalaja na mnogo$¢
zastosowan m.in. w réznego rodzaju wyswietlaczach stosowanych np. w kalkulatorach, zegarkach
czy monitorach LCD. Krysztaly cieklokrystaliczne mozna podzieli¢ na dwie gtdwne grupy: smektyki
i nematyki. Faza nematyczna jest najprostsza faza cieklego krysztatu, gdzie wszystkie molekuty sa
w przyblizeniu rownolegte wzgledem siebie, lecz nie sa zorganizowane w plaszczyzny. Nematyk jest
optycznie jednoosiowy. Fazy smektyczne zbudowane sa z rownolegle uporzadkowanych czasteczek
utozonych w przylegajace warstwy. Czasteczki w fazach smektycznych moga by¢ ustawione
prostopadle jak w fazie SmA lub skos$nie jak w fazie SmC wzgledem plaszczyzn uporzadkowania
smektycznego. Wyrdznia si¢ rowniez smektyki chiralne oznaczane symbolem Sm* (SmA*) oraz
chiralne ,,skrecone” (np. SmC*), w ktérych kat azymutalny zamienia si¢ przy przechodzeniu od
warstwy do warstwy, co powoduje, ze kierunek wersora zakresla helise (Gennes i Prost 1993).

Odwrotny efekt piezoelektryczny obserwuje si¢ w smektykach chiralnych po przytozeniu
pola elektrycznego prostopadle do direktora. Jest on zwigzany z chiralno$cig zwigzkdw i jest obecny
nie tylko w ortogonalnych fazach smektycznych jak np. SmA* ale takze w pochylonych chiralnych
smektykach. Polega on na zmianie kata pochylenia molekut pod wpltywem zewnetrznego pola
elektrycznego. Pole to wywiera wptyw na rotacj¢ molekut wokot ich dlugich osi powodujac
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ustawienie si¢ poprzecznych momentéw dipolowych wzdhuz tego pola, wywoltujac tym zmiane
polaryzacji probki, a poprzez jej sprzezenie z katem pochylenia molekut i on ulega nieznacznej
zmianie (Meyer 1969).

Biorac pod uwagge silne podobienstwa miedzy chiralnymi cieklymi krysztatami i chiralnymi
fosfolipidami ustalono (Harden i in. 2009), ze dwuwarstwa fosfolipidowa moze by¢ rozpatrywana
jako faza SmA* o symetrii D_ lub faza SmC* o symetrii C, obie fazy wykazuja piezoelektrycznosé
pod wyptywem naprezenia $cinajacego (Rys. 3). Pod wplywem naprezenia $cinajacego fosfolipidy w
fazie SmA* ulegaja pochyleniu tak wigc, polaryzacja jest prostopadta do plaszczyzny przechytu. Sita
Scinajaca przylozona do molekut w fazie SmC* zaburza symetri¢ obrotowa polaryzacji i daje

odpowiedz piezoelektryczng. Badane probki syntetycznie otrzymanych fosfolipidow wykazywaty
polaryzacje 300nC/cm? (Harden i in. 2009).

P=0 P>0
; ; ; ; ; Sita $cinajaca ;?:?:?:?:?;?:?:2
W W
(a) (b)

Rys. 3. Ciektokrystaliczne wlasnosci dwuwarstwy fosfolipidowej (a) piezoelektrycznos¢ pojawia
si¢ kiedy dwuwarstwa jest pod dziataniem sily $cinajacej (b) (Stapleton i in. 2016).

2.4 Bialka fibrylarne (kolageny)

Bialka fibrylarne to biatka o strukturze wiokienkowej, o wydluzonym ksztalcie majace
stosunek dhugosci do szerokosci >10:1. Nalezy do nich fibrynogen-biatko krzepniecia krwi, biatka
strukturalne jak a-keratyna, kolagen, fibroina.

Wystepowanie wlasnosci piezoelektrycznych wykazano zaré6wno dla kolagenu, keratyny czy
fibroiny. Jednakze wtasnosci piezoelektryczne kolagenu byly i nadal sg szerzej badane z uwagi na
jego mozliwy udziat w piezoelektrycznosci kosci. Biatko to wystepuja w wickszosci tkanek
i narzadow m.in. w ko$ciach, chrzastkach, skorze, wiezadlach, S$ciggnach, rogdéwce. Jego
podstawowym zadaniem jest utrzymanie integralnosci strukturalnej i sprezystosci tkanki tacznej oraz
jej wytrzymatosci na rozcigganie. Kolagen charakteryzuje sie unikatowg strukturg bogata
w aminokwasy, takie jak glicyna i prolina oraz hydroksyprolina. Gléwnym elementem struktury
kolagenow sa trzy lewoskretne polipeptydowe tafcuchy, nawijajace si¢ wokot siebie i tworzgce
prawoskretng konformacje liny superhelisowej, ktora utrzymywana jest dzigki obecnosci wigzan
wodorowych (Czubak i Zbikowska 2014). Makroczasteczki kolagenu tacza sie tworzac fibryle,
wykazujace poprzeczne prazkowanie o sekwencji co 64nm. Kolageny wystepujace w kosciach tworza
heksagonalne uktady sieciowe wewnatrz fibryli. Ta zlozona struktura kolagendéw sprawia, ze
niezwykle trudno jest okresli¢ przyczyng piezoelektrycznosci kolagenu. Wigze sie ja
z heksagonalnymi uktadami sieciowymi kolagenu wewnatrz fibryli, ktérym moze by¢ przypisana
grupa symetrii Ces. Dla tej grupy symetrii wiasnosci piezoelektryczne mogg pojawic si¢ pod wptywem
naprgzen Scinajacych. Zaktada si¢, ze wlasnosci piezoelektryczne moga pojawiaé si¢ na wskutek
polaryzacji lub przemieszczenia wigzan wodorowych w polipeptydowych tancuchach poddawanych
odpowiednio naprezeniom $cinajagcym lub dziataniu pola elektrycznego (Fukada i Yasuda 1957;
Yasuda i Fukada 1964). Wartosci wspotczynnika piezoelektrycznego di4 zmierzonego dla kolagenu
wynosi ~2,64 pC/N. Stosujgc technike PFM (Piezoresponce Force Microscopy) dla pojedynczych
fibryli uzyskano w nanoskali wspotczynnik piezoelektryczny rowny okoto 1pm/V (Denning i in.
2014).

2.5 Biatka globularne (Lizozym)

Lizozym nalezy do biatek globularnych. Jest to biatko wystepujgce u zwierzat, roslin,
bakterii i wirusow. Mozna je znalez¢ w ziarnach neutrofiléw, makrofagéw, w surowicy krwi, $linie,
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mleku, miodzie, we tzach, $luzie nosa, w wielu tkankach i wydzielinach pochodzenia zwierzgcego
oraz w biatku jaj. Ze wszystkich przebadanych materialow to wlasnie biatko jaja kurzego stanowito
najbogatsze zrdédlo lizozymu. Jest bakteriobdjczym enzymem posiadajacym zdolno$¢ hydrolizy
peptydoglikanu budujacego $ciany komoérkowe bakterii. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci oraz
mozliwo$¢ pozyskiwania z taniego surowca (bialko jaja kurzego) lizozym znajduje zastosowanie
w przemysle spozywczym i farmaceutycznym (Chang i in. 2000).

Z punktu widzenia wyznaczania wlasnosci piezoelektrycznych lizozym jest idealnym
kandydatem. Jest stabilnym biatkiem i krystalizuje w postaci tetragonalnej, rombowej czy
heksagonalnej. Do badania wtasnosci piezoelektrycznych wykorzystano krysztal o symetrii uktadu
tetragonalnego. Krysztaly te wykazuja grupe symetrii 422 i wlasnosci piezoelektryczne pojawiajg si¢
tylko pod wplywem naprezen S$cinajacych. Stosuja technike PFM mierzono proste zjawisko
piezoelektryczne. Srednia warto§¢ wspolczynnika piezoelektrycznego dla tetragonalnego krysztatu
lizozymu wynosita 3.16 pC/N. Wilasno$ci piezoelektryczne tetragonalnego krysztatu lizozymu
wynikajg z faktu, iz nalezy on do grupy krysztaléw niecentrosymetrycznych (Stapleton i in. 2017).

2.6 Kosci

Pojawianie si¢ potencjatéw elektrycznych podczas zginania kosci suchej zaobserwowat
Yasuda (Yasuda 1977). Wskutek zginania kosci dlugich powierzchnia rozciagana staje si¢
elektrododatnia, a $ciskana elektroujemna. Zaobserwowano rowniez pojawianie si¢ odwrotnego
zjawiska piezoelektrycznego. Poézniejsze badania potencjatow elektromechanicznych ujawnity
niejednokrotnie anomalne wtasnosci piezoelektryczne w suchej kosci. Pod wpltywem odksztalcenia
powierzchnia rozciggana przybierata ujemny potencjat w stosunku do powierzchni $ciskanej (Johnson
1980). Potencjat elektryczny indukujgcy si¢ w suchej kosci jest staly w czasie trwania obcigzenia,
a jego wielkos$¢ jest wprost proporcjonalna do wielkoSci obcigzenia. W przypadku mokrej kosci
skokowe obcigzenie powoduje wygenerowanie potencjatu elektromechanicznego, ktéry po
osiggnieciu maksymalnej wartosci ulega relaksacji do wartosci poczatkowej, a nastgpnie pozostaje
staly w czasie trwania obcigzenia (Basset i Becker 1962). W momencie zdjecia obcigzenia powstaje
potencjat o tej samej wartosci, lecz przeciwnym znaku w stosunku do powstatego podczas zadawania
obcigzenia. Nastepnie potencjat ten ulega relaksacji osiggajac warto$¢ poczatkowa. W zywej kosci
oprécz zmiennych potencjatow elektromechanicznych wystepuje staty potencjal spoczynkowy, ktory
jest wynikiem aktywnosci bioelektronicznej komorek otoczenia. Potencjat spoczynkowy trzonu kosci
piszczelowej jest dodatni w stosunku do nasady. Czgs¢ przynasadowa charakteryzuje sie¢
najwickszym ujemnym potencjatem. W wyniku ztamania potencjat spoczynkowy kosci przesuwa si¢
W strong potencjatlow ujemnych, a w miejscu urazu pojawia si¢ tzw. potencjatem ztamania (ujemny)
(Szewczenko 2005).

Stosujgc klasyczng teorie piezoelektrycznosci krysztatow probowano opisaé polaryzacje
elektryczng tkanki kostnej w nastepstwie jej sprezystego, mechanicznego odksztatcenia. Wyznaczone
w oparciu o tg teori¢ wyniki, ze wzgledu na ztozong strukture kosci, byty w wigkszo$ci sprzeczne
z wynikami otrzymanymi do$wiadczalnie. Interesujaca hipotez¢ generacji potencjatow
elektromechanicznych w kosci przedstawit Korostoff. Wg. niego rownoleglte rozmieszczenie
kolagenu w ptytkach kostnych powoduje powstanie domen piezoelektrycznych 0 zmieniajgcych sig¢
przemiennie wektorach polaryzacji. Antyrownoleglte ustawienie domen piezoelektrycznych
w sasiadujacych plytkach nieodksztalconej kosci jest niestabilne. Pod wplywem odksztalcen
mechanicznych mozliwa jest zmiana orientacji domen, z antyrownoleglej na rownolegla,
w sasiadujacych ptytkach, skutkiem czego jest generacja potencjat (Korostoff 1979). Jednakze, zadna
ze zmodyfikowanych teorii opisujgca zjawiska piezoelektryczne w ko$ci nie zostata jednoznacznie
eksperymentalnie potwierdzona. Dopiero taczac mechanizm piezoelektryczny oraz elektrokinetyczny
generacji potencjalow elektromechanicznych mozna wyjasni¢ przebieg potencjalu w mokrej kosci,
powstaty w wyniku obcigzenia i odcigzenia. Badania przeprowadzone przez Yasud’e, majace na celu
okreslenie wptywu naprezen Sciskajacych na rozwdj tkanki kostnej, doprowadzily do odkrycia
zjawiska piezoelektrycznego w ko$ci. Zwrdcito to natomiast uwage badaczy na elektryczno$é jako
kolejny czynnik umozliwiajacy indukcj¢ kostniny. W oparciu o dotychczas przeprowadzane badania
mozna stwierdzi¢, ze elektrostymulacja zrostu kostnego prowadzi do: przyspieszenia procesow
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naprawczych, wzrostu unaczynienia kostniny, wiekszej wytrzymatosci kostniny oraz zahamowania
rozwoju drobnoustrojow. Jednakze, pomimo wieloletnich badan nieznany pozostaje mechanizm
aktywizacji zrostu kostnego za pomoca elektrostymulacji (Szewczenko 2005).

3. Podsumowanie

Od aminokwasow do kosci, wystgpowanie piezoelektrycznosci w zywych organizmach
wskazuje, ze by¢ moze jest to uniwersalna cecha. Jednakze zrozumienie i wyjasnienie tego fenomenu
wcigz stanowi wyzwanie dla naukowcow. Teoria ta bylaby interesujaca zwtaszcza z punktu widzenia
biomedycznych zastosowan. Na przyklad piezoelektryk zbudowany z lizozymu—enzymu naturalnie
wystepujacego w organizmie-mogtby w przysztosci znalez¢ zastosowanie przy zasilaniu implantow
czy sensorow umieszczanych w ciele lub na jego powierzchni. W takich wypadkach prad mogiby by¢
wytwarzany dzigki ruchom naszego ciata. A moze kontrolowane uwalnianie lekdw w organizmie
wykorzystujace lizozym jako zasilanie pompy, zbierajacej energi¢ z otoczenia (Stapleton i in. 2017)?
Na razie to tylko pomysty, ale by¢ moze przyszie eksperymenty pozwolg na zrozumienie
mechanizmow rzadzacych biopiezoelektrycznoscia i pozwolg na ich realizacje.
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Streszczenie

Celem projektu bylo zbadanie wptywu autorytetu na ludzkie zachowanie oraz sktonnosci do
oszustwa. Glowng inspiracja do przeprowadzenia badania byt eksperyment Stanleya Miligrama, ktory
dat dowdd na to, iz niezaleznie od osobowosci, ludzie podporzadkowuja si¢ autorytetowi. Niniejsze
badanie pozwolito okreslic wpltyw autorytetu, jako czynnika przeciwdziatajacego oszustwu
w przypadku obecno$ci lub braku czynnika prowokujacego do oszustwa. Eksperyment zostal
przeprowadzony z udzialem 38 oséb w wieku 19-25 lat. Polegal na wypetnieniu przez uczestnikow
testu osobowosci, a nastgpnie odebraniu jednego biletu w ramach nagrody. Omoéwienie zasad testu
zostalo przeprowadzone przez Profesora uczacego na Uniwersytecie lub przez studenta, ktorzy
nastepnie opuszczali sale, w ktorej odbywal si¢ eksperyment, pozostawiajac uczestnikow
doswiadczenia bez nadzoru. W do$wiadczeniu dodatkowo wystepowat student w roli oszusta, ktory
raptownie przerywal pisanie testu i na oczach innych uczestnikow brat kilka nagrod, po czym
opuszczat sale. Zostaty utworzone cztery grupy: grupa z udzialem autorytetu w obecno$ci oszusta,
grupa z udziatlem studenta (osoba bez oznak autorytetu) w obecnos$ci oszusta oraz na kazda grupe
zostata utworzona grupa kontrolna bez udziatu oszusta. Badanie zostalo nagrane ukryta kamers..
Ostatecznym wnioskiem plynacym z interpretacji wynikow doswiadczenia jest potwierdzenie
zalozenia o tym, ze istotnym czynnikiem wplywajagcym na sklonno$¢ do oszukiwania (liczbe
pobieranych biletow) byta obecno$¢ autorytetu lub jej brak. Obecno$¢ autorytetu ograniczata
sktonno$¢ do oszustwa. Demoralizujacy wplyw oszusta uwidaczniat si¢ tym bardziej, im pdzniej
osoba badana opuszczala salg. Wykazano istotna dodatnig korelacj¢ pomiedzy liczba pobranych
biletow, a kolejnoscia opuszczania sali w grupach, w ktorych obecny byt oszust. W przypadku
obecnosci autorytetu korelacji takiej nie zauwazono, co wskazywa¢ moze z jednej strony na
ograniczajacg oszustwo rol¢ autorytetu, a z drugiej strony ograniczajaca oszustwo role duzej liczby
0sOb bedacych potencjalnymi $wiadkami oszustwa. Najwicksza skala oszustwa uwidocznita sig¢
wsrod osob prowokowanych przez oszusta przy braku obecnosci autorytetu i opuszczajacych sale
w ostatniej kolejnosci.

1. Wstep

Cztowiek jest istota spoteczna, wchodzacg w skomplikowane relacje emocjonalne nie tylko
z innymi ludzmi, ale takze ze zwierzg¢tami, przedmiotami, a nawet miejscami. Jednym z wytworow
naszej skomplikowanej psychiki jest postuszenstwo; z definicji: ,,w ludzkim zachowaniu, forma
spotecznego wptywu, w ktdrej osoba podporzadkowuje sie wyraznym wskazowkom czy poleceniom
od osoby obdarzonej wladza czy autorytetem” (Colman i in. 2009). Oznacza to, ze do wystepowania
zjawiska postuszenstwa wymagany jest czynnik w postaci autorytetu.

W rzeczywistosci postuszenstwo i1 niepostuszefnstwo moze zachodzi¢ tylko w strukturze
hierarchicznej — to w zasadniczo odrdznia je od konformizmu (Miligram 1974). Ten typ oddzialywan
hierarchicznych posiada ogromne znaczenie w obliczu calego spoteczefistwa na poziomie
ekonomicznym czy politycznym. Rozpatrujac problematyke z perspektywy jednostki — gdy jest ona
stabiej kontrolowana, to znaczy bgdaca pod mniejszym wplywom autorytetu okazuje sig, ze wigcej
oszukuje (Shu i in. 2009). Ludzie podejmuja si¢ ré6znych dziatan w sytuacji, gdy maja mozliwo$¢
oszukiwania i rozumiejg wystgpowanie konsekwencji dla catej grupy: ,,spoteczenstwo dzieli si¢ na
dwie grupy, z ktorych jedna wykorzystuje druga poprzez oszustwo, co prowadzi do znacznego
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wzrostu globalnej nieréwnosci” (Antonioni i in. 2016). Logicznym wigc jest tworzenie przez
spoteczenstwa instytucji kontrolujacych oszustwo, jednak nie zawsze kontrola jest udana. Jednym
z wyznacznikdw postgpowania jest wewnetrzna uczciwosé, ktéra powstrzymuje ludzi przed
oszustwami i naruszaniem zasad. Udowodnione zostalo, ze w populacjach w ktérych wystepowato
niskie naruszenie zasad, wewnetrzna uczciwos¢ byta najwigksza (Géchter i in. 2016). Co ciekawe
ludzie wspotpracuja ze soba nieprzerwanie zar6wno w strategii oszustwa jak i uczciwosci. Do chwili
ujawnienia oszusta jest on w stanie czerpac takie same a nawet wigksze korzysci z sytuacji niz
w przypadku osoby nie oszukujacej. W momencie braku kontroli wzrastajg szanse na zawtadnigcie
spoteczenstwem przez oszustow (zmniejsza si¢ ilo$¢ uczciwych osob) dlatego tak istotnym
narzedziem prewencyjnym jest odpowiedni nadzor (Martinez-Vaquero i in. 2013).

Postuszenstwo zostalo zdefiniowane jako jednoczesna utrata indywidualnos$ci w poczuciu
solidarnosci i chgci ochrony innych cztonkéw spoteczenstwa. Natomiast niepostuszenstwo wiaze si¢
z brakiem zgodnosci z regulacjami tworzonymi przez autorytet, czgsto charakteryzuje si¢ wysokim
stopniem refleksji na poziomie osobistym i wspdlnotowym. Generalnie niepostuszenstwo jest
nacechowane negatywnie, lecz w niektorych sytuacjach lub kontekstach postuszenstwo jest rownie
wazne jak i jego nieprzestrzeganie — przyktadowo wykorzystanie go jako narzgdzia obywatela do
strajkowania przeciw aspektom wymagajacym zmiany w panstwie (Fattori i in. 2015).

Niniejszy artykul przedstawia wplyw autorytetu na postuszenstwo i sktonnosci do oszustwa.
Dokonana zostanie analiza wptywu czynnika wywotujacego zachowania nie pozadane w postaci
oszusta na grup¢ badanych przy jednoczesnej obecnosci lub braku autorytetu.

2. Materialy i Metodyka

W badaniu wzigto udziat 38 uczestnikow w wieku 19-25 lat.

Uczestnicy do$wiadczenia mieli za zadanie napisac test, a po jego ukonczeniu odebra¢ nagrodg
w postaci biletu do kina. Autorytet (profesor) lub osoba bez oznak autorytetu (student) zapoznawali
uczestnikow z zasadami testu. Autorytet i student prosili uczestnikow, by po zakonczeniu testu
odebrali tylko jeden bilet, po czym opuszczali sale. Wystepowata dodatkowo osoba w roli oszusta,
ktdra ostentacyjnie brata duza ilo§¢ biletow, a nastepnie opuszczata sale. Za pomoca filmu nagranego
‘ukrytg kamerg’ okreslano liczbe biletow pobranych przez poszczegolne osoby badane (Ryc.1). Czas
pisania testu byt nicograniczony, po jego napisaniu i odebraniu biletu uczestnicy opuszczali salg.
Nagroda (bilety do kina) zostaly umieszczone w przezroczystej misie, w miejscu najbardziej
widocznym przez wszystkich badanych. Osoba bedaca oszustem miata za zadanie zachowywac¢ sie
W rozpraszajacy sposob (glosno odsuna¢ krzesto podczas wstawania, stawia¢ glosne kroki), aby
zwroci¢ na siebie uwagg uczestnikow badania, wzigé gar§¢ biletow i opusci¢ sale (jako pierwsza
osoba, aby wplynaé na wszystkich uczestnikow badania.

Ryc. 1. Miegjsce eksperymentu przedstawione z perspektywy ukrytej kamery. Kotem oznaczone
zostaty bilety pobrane z misy przez uczestnika badania.
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Osoba ta zajmowata tawke oznaczong ,,miejsce oszusta” (Ryc.2). Lawki zostaly ustawione w taki
sposob, aby kamera byla w stanie uja¢ nie tylko mise z biletami, ale takze uczestnikéw podczas
badania w celu dodatkowego zbadania reakcji na dziatanie oszusta.

Ryc. 2. Schemat sali eksperymentalnej. Zaznaczone zostato miejsce jakie zajmowat oszust podczas
dos$wiadczen, miejsce misy z biletami oraz ukryta kamera. Zastosowanie danego uktadu tawek.

Test, ktory pisali uczestnicy badania opierat si¢ na pigcioczynnikowym modelu osobowosci
(FFM ang. five factor model) i miat dodatkowo za zadanie sprawdzi¢ czy postuszenstwo wobec
autorytetu oraz sktonnosci do oszustwa zaleza od osobowosci.

Utworzone zostaty 4 grupy:
(1) osoby poddane dziataniu autorytetu oraz prowokacji ze strony oszusta (9 0sob);
(2) osoby poddane dziataniu autorytetu bez prowokowania do oszustwa (12 0sob);
(3) osoby nie poddane dziataniu autorytetu, ale prowokowane ze strony oszusta (10 osob);
(4) osoby nie poddane ani dziataniu autorytetu, ani nie prowokowane do oszustwa (7 0sob).

3. Wyniki

Sprawdzono ilo$¢ biletow przypadajacych na osobe w danej grupie, wyniki analizowano
przy pomocy Testu U Manna-Whitneya oraz Kruskala-Wallisa.

Istotnym czynnikiem wptywajacym na sklonno$¢ do oszukiwania (liczbe pobieranych
biletow) byta obecnos¢ autorytetu lub jej brak (Ryc. 3, 4). Obecno$¢ autorytetu ograniczata sktonnosc
do oszustwa.

Wida¢ wyraznie, ze brak czynnika ograniczajacego w postaci autorytetu i jednoczesna
obecno$¢ czynnika wyzwalajacego w postaci oszusta sprawila, ze ilo§¢ oszustw popetnionych
w grupie ,student + oszust” byla najwicksza ze wszystkich grup, a réznica pomiedzy grupami
Lautorytet + oszust” i ,autorytet bez oszusta” bylta istotna statystycznie. Najwigksza istotno$é
wystapila pomigdzy grupa nie zmanipulowang przez oszusta z autorytetem, a grupa ze studentem
i dodatkowa manipulacja oszusta (Ryc.5).
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Ryc. 3. Wykres poréwnujacy liczbg pobranych biletow przypadajacych na jedng osobe w grupach
z autorytetem i z studentem (Test Kruskala-Wallisa, **p<0,01).
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Ryc. 4. Wykres poréwnujacy liczbe pobranych biletow przypadajacych na jedng osobe w grupach
z oszustem i bez oszusta (Test Kruskala-Wallisa, nie wykazano istotno$ci statystycznej).

Okreslono ponadto korelacje pomigdzy kolejnoscia opuszezania sali, a iloscia pobranych
biletow w danych grupach z wykorzystaniem analizy Korelacji Pearsona.
Brak autorytetu spowodowat, ze im pdzniej kto$ opuszczat salg, tym wigcej brat biletow.
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Ryc. 5. Wykres porownujacy liczbe pobranych biletdw przypadajacych na jedna osobg we wszystkich
grupach doswiadczalnych. (Test U Manna-Whitneya, *p<0,05, *** p<0,001).
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Ryc. 6. Wykres przedstawiajacy stosunek ilosci pobranych biletow w zaleznosci od kolejnosci
opuszczania sali dla wszystkich grup doswiadczalnych (analiza Korelacji Pearsona).
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Poréwnujac z catoscig populacji oraz z grupami z autorytetem — mozna zauwazy¢, ze
korelacja pomig¢dzy zwigkszona iloscig dodatkowo branych biletow, a kolejnoscig opuszczania sali
nie wystepowata (Ryc. 6, 7, 8).

Demoralizujagcy wpltyw oszusta uwidacznial si¢ tym bardziej, im pdzniej osoba badana
opuszczata sale. Wykazano istotng dodatnig korelacj¢ pomiedzy liczba pobranych biletow,
a kolejnos$cia opuszczania sali w grupach, w ktorych obecny byt oszust (Ryc. 9, 10). Wskazuje to na
ograniczajaca oszustwo rolg¢ duzej liczby osob bedacych potencjalnymi §wiadkami oszustwa.
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Ryc. 7. Wykres przedstawiajacy stosunek ilosci pobranych biletow w zaleznosci od kolejnosci
opuszczania sali dla grup do$wiadczalnych z udziatem autorytetu (analiza Korelacji Pearsona).
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Ryc.8 Wykres przedstawiajacy stosunek ilo§ci pobranych biletow w zaleznosci od kolejnosci
opuszczania sali dla grup doswiadczalnych z udzialem autorytetu (analiza Korelacji Pearsona,
**
p<0,01)
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Typ, podtyp oraz wariant osoboosci nie mialy istotnego wplywu na ilo$¢ pobranych biletow.
W przypadku obecnosci autorytetu korelacji takiej nie zauwazono, co moze wskazywaé na
ograniczajacg oszustwo role autorytetu. Najwigksza korelacja wystapita wsrod os6b prowokowanych
przez oszusta przy braku obecnosci autorytetu i opuszczajacych sale w ostatniej kolejnosci (Ryc. 9).
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Ryc. 9. Wykres przedstawiajacy stosunek ilosci pobranych biletow w zaleznosci od kolejnosci
opuszczania sali dla grup doswiadczalnych z udzialem oszusta (analiza Korelacji Pearsona, *p<0,05).
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Ryc. 10. Wykres przedstawiajacy stosunek ilosci pobranych biletow w zalezno$ci od kolejnosci
opuszczania sali dla grup doswiadczalnych bez udziatu oszusta (analiza Korelacji Pearsona).
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r=0,677 *
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Ryc. 11. Wykres przedstawiajacy stosunek ilo$ci pobranych biletdéw w zaleznosci od kolejnosci
opuszczania sali dla grupy do$wiadczalnej bez udziatu autorytetu i z udziatem oszusta (analiza
Korelacji Pearsona, *p<0,05).

4. Dyskusja

Wiele badan wskazuje na wazny czynnik jakim jest reputacja (Antonioni i in. 2016). Ludzie
bardzo obawiajg si¢ ryzyka zwigzanego z negatywna oceng ze strony spoteczenstwa — by¢é moze
wysoki wplyw autorytetu na uczestnikow wynikal z obawy przed utratag dobrego imienia na szersza
skale, niz tylko pomigdzy rowiesnikami: ,,dla koncepcji postuszenstwa konieczne jest posiadanie
osoby 0 wyzszym statusie, autorytecie (pojecie jadra), w przeciwnym razie mamy do czynienia
z konformizmem, regulujac wptyw spoteczny migdzy rowiesnikami” (Fattori i in. 2015).

Powstato wiele prac na temat postuszenstwa wobec autorytetu i pewnym jest to, iz duzy
wplyw na jednostke, oprocz sytuacji, w jakiej si¢ znajduje, maja: wychowanie, kultura panujaca
w rodzinie/kraju oraz srodowisko zycia (Géchter i in. 2016).

Oszustwo, czy tez sktonnos$ci do niego zdaja si¢ by¢ jednym z niecodigcznych elementow
naszego spoleczenstwa, ktory pozwala czesto zapewnié taki sam, a nawet wigkszy zysk w porownaniu
z osobami, ktore sg uczciwe (Antonioni i in. 2016). Wcigz stanowi to powazny problem, jednak jest
szansa, ze dzigki odpowiednio dobranej kontroli i nadzorowi (odpowiednik autorytetu) uda si¢
zmniejszy¢ sktonno$ci do oszustwa.

Chcac wykorzysta¢ w praktyce zdobyta dzieki licznym badaniom wiedz¢ mozliwym bedzie
przyktadowo zmniejszenie wystgpowania zjawiska korupcji, uchylania si¢ od opodatkowania,
oszustw na tle politycznym czy zwigkszenie bezpieczenstwa podczas robienia zakupow (zwlaszcza
internetowych, gdzie nie wystepuje bezposredni kontaktu miedzy kontrahentami, ktéry sprawia, ze
oszusci czujg si¢ anonimowi w swoich czynach).

Prowadzac dalsze badania w tym zakresie, mozliwe bedzie znalezienie odpowiednich
rozwigzan do tego problemu.

5. Whioski

Wykazano pozytywny wplyw autorytetu na postuszenstwo. Jego wptyw ma kluczowe
znaczenie w utrzymaniu przestrzegania zasad oraz zapobieganiu 0szustwu.

Sklonnosci do oszustwa sg tym wieksze im mniejsze jest odczuwane poczucie nadzoru
i kontroli przez jednostke (im mniej osob moze zosta¢ §wiadkiem oszustwa, im mniejszy jest wptyw
autorytetu).
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Prawdopodobnie z powodu zbyt matej grupy badawczej i ztozonosci testu osobowosci (FFM
ang. five factor model), w przypadku typu, podtypu oraz wariantu osobowosci - nie stwierdzono ich
istotnego statystycznie wplywu na ilo§¢ pobieranych biletow w zadnej z grup doswiadczalnych.
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Abstrakt

Starzenie si¢ uktadu nerwowego stanowi powazng przyczyne pogorszenia funkcji
poznawczych: pamigci, nauki, uwagi, proces ten moze takze prowadzi¢ do rozwoju chorob
neurodegeneracyjnych. Inne nie mniej wazne uktady rowniez podlegaja temu procesowi w tym uktad
endokannabinoidalny, o ktérego dziataniu wciaz nie wiemy wszystkiego, jendak pewnym jest to, iz
jego podstawows funkcja jest regulacja komunikacji miedzy neuronami oraz utrzymywanie
homeostazy w danym obwodzie moézgu. Artykut jest przegladem literatury na temat powigzania
dziatania uktadu endokannabinoidowego na zachodzenie proceséw zwigzanych z plastycznosciag
i fizjologia mdzgu, zwlaszcza hipokampa oraz korzysci leczniczych wynikajacych z wykorzystania
leczniczego egzokannabinoidéw objawiajacych sie poprawg pamigci, polepszeniem zdolnoséci do
uczenia si¢ nie tylko w chorobach neurodegeneracyjnych, ale takze w naturalnie starzejagcym si¢
mozgu.

1. Wstep

Do wielu choréb zwigzanych z neurodegeneracjg wcigz nie dopasowano odpowiedniego
leczenia gwarantujacego pelne zdrowie. Starzenie si¢ organizmu jest podstawowym procesem, ktory
zachodzac w sposob naturalny, wraz z wiekiem stopniowo upo$ledza wszelkie fizjologiczne aspekty
naszego organzmu — nie oszczedzajac uktadu nerwowego. Pograszajace si¢ pamigé, zdolnosci do
uczenia si¢ sg objawami nie tylko w przypadku chor6b neurodegeneracyjnych, ale w pewnym wieku
beda w danym stopniu - mniejszym lub wiekszym dotyczy¢ kazdego z nas.

Artykut  jest przegladem literatury na temat powigzania dziatania ukladu
endokannabinoidowego na zachodzenie procesow zwigzanych z plastycznoscia i fizjologia mézgu,
zwlaszcza hipokampa oraz korzys$ci leczniczych wynikajacych z wykorzystania egzokannabinoidéw
objawiajacych si¢ poprawg pamigci, polepszeniem zdolno$ci do uczenia si¢.

2. Opis zagadnienia

Starzenie si¢ neuronow

Starzenie si¢ jest nautralnym procesem zachodzacym we wszystkich organizmach;
w przypadku ludzi skutkuje nieodwracalnymi zmianami w ukladzie nerwowym, ktore prowadza do
powstawania licznych defektow w jego funkcjonowaniu. Objeto§¢ mdzgu zmniejsza si¢, nastepuje
demielinizacja zmielinizowanych widkien nerwowych. Wiadomym jest, Zze w starych neuronach
wzrasta poziom stresu oksydacyjnego, zaburzona zostaje rownowaga metaboliczna co rzutuje na
pogorszenie zachodzenia procesow zwigzanych z plastycznoscia i przekaznictwem synaptycznym
specyficznie w zalezno$ci od obszaru mézgu (Piechota i Sunderland 2014). Oznacza to, ze zdolnosci
zmiany i reorganizacji po uszkodzeniach malejg wraz z uptywem czasu. Hipokamp — struktura
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odpowiedzialna miedzy innymi za pami¢¢ i uczenie si¢ ulega szczegoélnie duzym zmianom podczas
tego procesu. Na chwile obecna znamy juz wiele czynnikéw $wiadczacych o zachodzeniu procesu
starzenia si¢. W obszarze CAL hipokampa u starych szczuréw obserwuje si¢ wysoce podniesiong
ekspresje gendw zwigzanych ze stanem zapalnym i sygnalizacja wapniowa, ktére korelujg ze
spadkiem ich zdolnosci poznawczych, a takze obniza si¢ poziom czynnika troficznego BDNF (ang.
brain-derived neurotrophic factor), ktory odgrywa istotng rol¢ w plastyczno$ci synaptycznej (Piechota
i Sunderland, 2014). W wyniku przewazania dziatania stresu na komorki w stosunku do dziatan
neuroprotekcyjnych dochodzi do chronicznego stanu zapalnego, spada wrazliwo$¢ neurondéw na
czynniki troficzne oraz plastyczno$é synaps, co nieodwracalnie je uszkadza. Jednym z nowych
podejs¢ thumaczacych przyczyne starzenia komoérek nerwowych jest teoria o nadmiernej stymulacji
funkcji komoérek — zamiast zatrzymania jej podziatéw i obnizeniu metabolizmu, ktore powstaty
wskutek uszkodzen. Mozliwym jest, iz nadmierna i chroniczna stymulacja funkcji komorki prowadzi
do powstawania nieprawidlowo$ci w réwnowadze energetycznej — co za tym idzie zaburzeniu
rownowagi dziatania synaps hamujacych i pobudzajacych. Zwykle uwaza si¢, ze niedostateczna
aktywno$¢ mozgu, zwigzana z demielinizacja wiokien nerowowych, spadkiem ilosci kolbek
synaptycznych i podwojeniu liczby kolbek nie tworzacych potaczenia synaptycznego z zadnym
z kolcow dendrytycznych (w przypadku hipokampa) odpowiada to za pogorszone procesy uczenia
si¢ 1 zapamietywania. Jest to prawda, jednak okazuje si¢, ze rowniez nadaktywno$¢ neuronow w tym
obszarze moze by¢ szkodliwa w skutkach. Biorgc pod uwage wptyw lokalny i dystalny odhamowania
w tej strukturze, postanowiono hipoteze, ze inhibicja neuronéw uposledza hipokampozalezng pamieé
oraz oparte na tacznosci hipokampoprefrontalnej funkcje poznawcze, w tym atencja, skupianie uwagi
(McGarrity i in. 2016). W takim przypadku, mozliwe, iz zastosowanie w terapii $rodkow
przywracajacych odpowiedni poziom inhibicji i pobudzenia neuronéw hipokampalnych pozwolitoby
na powrdt jego odpowiedniego funkcjonowania. Jesli teoria zyskataby odpowiednio znaczace
poparcie eksperymentalne mogloby to oznacza¢ przetlom nie tylko w leczeniu chordb
neurodegeneracyjnych, ale takze poprawy jako$ci dziatania funcji poznawczych takich jak pamigc¢
czy nauka u osob w podesztym wieku.

Uktad endokannabinoidowy (EKAN)

W jego sktad wchodzg endokannabinoidy posiadajace swoiste receptory w organizmie (CB1
i CBy), a takze enzymy zwigzane z ich biosyntezg i degradacja. Okazuje sie, ze endokannabinoidy
biorg czynny udzial w nieznanym dotychczas systemie komunikacji migdzy neuronami. Bardzo
interesujace sg skutki pobudzenia receptoréw CBi1 (wystepujacych gtownie presynaptycznie na
powierzchni o$rodkowego i obwodowego uktadu nerwowego): wykazuja tendencje do hamowania
uwalniania wielu neuroprzekaznikéw takich jak: noradrenalina, serotonina, dopamina,
acetylocholina,  glutaminian i kwas y-aminomastowy GABA. Ogolniej mowigc wynikiem
pobudzenia tych receptorow jest wielokierunkowa aktywacja roznych szlakéw metabolicznych co
m.in. wywotuje ,,odpowiedz komorkowsa na dziatanie neurotropowych czynnikéw wzrostu, takich jak
BDNF (ang. Brain Derived Neurotrophic Factor) czy GDNF (Glial Cell Line-Derived Neurotrophic
Factor)” (Kazula 2009) - aktywacja ekspresji czynnika martwicy nowotworow.

Odnoszac si¢ do struktury hipokampa — jest on jednym z miejsc, gdzie zageszczenie
receptorow CB; jest najwicksze, zwlaszcza na neuronach uwalniajacych neuroprzekaznik GABA
(kwas y-aminomastowy). Neuroprzekaznik ten jest najwazniejszym neuromodulatorem, ktory
blokuje przekaz sygnatu przez neurony postsynaptyczne, czyli jest kluczowy w utrzymaniu
odpowiedniej aktywnos$ci neurondéw, uniemozliwiajac ich zbytnie wyzwalanie — czyli reagowanie na
nieistotne bodzce. Nasuwa to hipotezg na temat kontroli komunikacji uktadu endokannabinoidowego
pomiedzy synapsami, ktore wykorzystuja neuroprzekaznik w postaci kwasu y-aminomastowego.
Udowodnionym jest, ze naturalny agonista niespecyficzny tych receptorow (oddziatuje réwniez na
receptory CB,) bierze aktywny udzial w procesach zwigzanych z pamigcia, nauka, a takze
przyjmowaniem pokarmu czy snem. Istnieje wiele przestanek na podstawie licznych badan, iz mozna
wykorzysta¢ informacje na temat dziatania EKAN do zastosowania klinicznego w przypadkach
leczenia chorob zwigzanych z neurodegeneracja, ale takze zaburzeniami apetytu czy nowotworami
(Kazula 2009).
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Wykorzystywanie lecznicze marihuany

Cannabis sativa L. jest gatunekiem rosliny z rodziny konopiowatych (fac. Cannabaceae
Endl.), powszechnie najczgséciej w postaci ususzonych i czasem sfermentowanych kwiatostanéw
zenskich nazywana marihuang. Jej lecznicze whasciwosci sg wykorzystywane przez ludzko$¢ od
wiekow do kurowania roznego rodzaju przypadiosci; od zaburzen zotagdkowo-jelitowch poprzez
lagodzenie bodlu, bezsennosci, az do leczenia takich chordb jak anorexia nervosa, epilepsja czy
choroba Parkinsona (Kogan 2007). Ro$lina zawiera substancje z grupy egzokannabinoidow, ktore
dziataja agonistycznie na receptory kannabinoidowe (podobnie do ludzkiego kannabinoidu
endogennego - anandamidu). Wigkszo$¢ publikacji naukowych dotyczacych Cannabis sativa L.
skupia si¢ na dwoch substancjach wchodzacych w jej sktad: AS-tetrahydrocannabinol (A°-THC;
glownie on odpowiada za efekty psychotropowe) oraz cannabidiol (CBD). Marihuana wykazuje
wiele réznych efektow swojego dziatania z ktorych nie wszystkie sg pozadane podczas leczenia.
Wciaz potrzebna jest praca nad bardziej selektywnymi agonistami/antagonistami receptorow
kannabinoidalnych, aby pozby¢ si¢ dziatan niepozadanych i wykorzysta¢ w pelni spektrum
mozliwo$ci jakie oferuje. Jednak niska toksycznos¢, tagodne efekty uboczne i ogromne walory
medyczne sprawiaja, ze nie mozna odrzucac¢ jej potencjatu klinicznego (Guindon i Hohmann 2010).

3. Przeglad literatury

Neuroplastycznos¢ - zachowanie rownowagi w pobudzeniu i hamowaniu neuronow

Mobzg jest struktuja dynamiczng, ktéra w odpowiedzi na rézne bodzce stymulujace
pochodzace ze srodowiska zewnetrznego ulega zmianom plastycznym. Wszelkie zmiany zwigzane
Z reorganizacja, naprawa, neuroplastycznos$cia w mozgu zwigzane sg z prawidtowym dziataniem
synaps pobudzajacych i hamujacych. O wystepowaniu odpowiedniego pobudzenia neuronéw do
dzialania w zaleznosci od potrzeb $wiadczy przyktad doswiadczenia przeprowadzonego na kocietach,
w ktorych wykazano, ze zamknigcie jednego oka na kilka godzin powoduje pobudzenie wigkszej
liczby neuronow przez oko, ktore byto otwarte. We wzgdrzu aksony silnie rywalizujg ze sobg
o potaczenie z korg wzrokowa. Neurony oka zamknigtego niepobudzane §wiatlem nie otrzymuja
sygnatéow do rozwoju. Widoczng zmiang jest to, ze aksony otwartego oka wrastajg w ciato
kolankowate boczne w miejsce aksonéw z oka zamknigtego - te obkurczaja sie (Wojcik 2011).
Podstawa generowania zmian plastycznych w mézgu jest dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne.
»Receptor NMDA jest niezbedny do wywotlania dlugotrwalego wzmocnienia i ostabienia
synaptycznego w korze mozgowej, przypuszcza si¢ wigc, ze te zjawiska, ktorych mechanizmy sa dos¢
dobrze poznane, lezg takze u podstaw plastycznos$ci kolumn dominacji ocznej. Wazny jest takze stan
wzbudzenia moézgu. Zmiany plastyczne kolumn dominacji ocznej nie zachodza w narkozie.
Uposledza je takze eliminacja z kory wplywoéw niespecyficznych uktadéow aktywujacych -
cholinergicznego, noradrenergicznego i serotonergicznego. Aby wywotaé te zmiang plastyczng
potrzebny jest wigc pewien poziom mobilizacji kory, obecnos¢ receptora NMDA i nierdwnowaga
pobudzenia wzrokowego z prawego i lewego oka.” (Kossut ).

Okazuje si¢ wigc, ze bardzo istotnym czynnikiem w plastycznos$ci mozgu sa takze interakcje
hamujace. Udowodniono, ze w korze moézgowej podczas nauki przez doswiadczenie, duzg role
odgrywajg synapsy hamujace z udziatem GABA. Poczatkowo po przeprowadzeniu warukowania
strachu na myszach z wykorzystaniem wibrysow zauwazono wzrost liczby markeréw inhibicji oraz
wzrost powierzchni reprezentujacej stymulowany rzad wibrysow w korze barytkowej. Zauwazono
takze, ze warunkowaniu towarzyszyt wzrost poziomu kwasu y-aminomastowego. Po zmniejszeniu
produkcji GABA w Kkorze barytkowej, transmisji poprzez receptory GABAA (GABAAR), czy
wstrzyknigciu ~ kwasu 3-merkaptopropionowego (3-MPA - inhibitor dekarboksylazy kwasu
glutaminowego (GAD)) zaobserwowano brak powigkszenia reprezentacji wibrysow pomimo
przeprowadzenia uprzednio opisanego warunkowania (podobny efekt uzyskano po wstrzyknigciu
gabazyny, antagonisty GABAAR). Behawioralna reakcja myszy byla upo$ledzona, $wiadczy to
o waznej roli ukladu GABAergicznego w procesie neuroplastyczno$ci oraz rozwoju odpowiedzi
warunkowej.

W kwestii plastycznosci hipokampa w badaniu (Bao i in. 2017) wykazano rowniez bardzo
istotng role sygnalizacji GABAergicznej. Najnowsze wyniki $wiadczg o tym, ze w zakrecie zgbatym
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interneurony parwalbuminowe posréd kilku innych typow interneuronow, stuzg jako unikalny
element obwodu lokalnego w regulacji dorostych komoérek macierzystych neuronéw (NSC — ang.
neural stem cells) i powstajacych z nich komérek potomnych poprzez sygnalizacje GABA. Badania
podkres$laja kluczowe role tych obwodow w kontroli dorostej neurogenezy hipokampa. Ta hamujaca
sie¢ potaczen obejmuje daleko-zasicgowe neurony GABAergiczne przysrodkowej przegrody oraz
nisz¢ neuronow (interneuronéw) parwalbuminowych zakretu zebatego GABA-depolaryzujacych,
taczacych globalng aktywno$¢ moézgu z nisza neurogeniczng. W ten sposdb neurony GABA
przysrodkowej przegerody otrzymujac bezposrednie dane wejsciowe z dystalnych obszarow mozgu
moga odpowiednio regulowa¢ NSC wykorzystujac dziatanie neuronéw parwalbuminowych.
Wyjasnia to dlaczego neurogeneza w hipokampie dorostych osob jest szczeg6lnie wrazliwa na
wszelkie zaminy $rodowiska fizjologicznego oraz zmiany patologiczne. Dzigki tym informacjom
mozna opracowa¢ nowe strategie leczenia zaburzen wynikajacych z nieprawidlowej neurogenezy
hipokampa, takiej jak przyktadowo choroba Alzheimera czy schizofrenia.

Wiadomo, ze w skrajnym przypadku uposledzona hamujgca transmisja GABA moze
powodowac napady padaczkowe, jednak dopiero niedawno uzyskano informacje o skutkach bardziej
subtelnych uposledzen tej transmisji (ponizej progu wywotujacego napady padaczkowe). Powiazano
je z szeregiem zaburzeh mozgu charakteryzujacych si¢ uposledzeniem funkcji poznawczych
charakterystycznych nie tylko dla schizofrenii czy choroby Alzheimera, ale takze zaburzeniami
kognitywnymi zwigzanymi z wiekiem (McGarrity i in. 2016). ”Odhamowanie neuronéw hipokampa
powoduje niedobory uwagi i pamieci” (Bast i in. 2016). Badania przeprowadzone na szczurach
sugeruja, ze pamie¢ zalezy od dobrze zréwnowazonej aktywnosci nerwowej w hipokampie - zbyt
duza lub zbyt mata jest przyczynig uposledzenia dziatania. Jest to wazne odkrycie, poniewaz
tradycyjnie upo$ledzenie pamieci kojarzone jest gtownie ze zmniejszong aktywnos$cia hipokampa lub
jego lezja. Zwigkszona aktywno$¢ neuronéw w obrebie hipokampa zakloca uwage (atencje), ktora
normalnie zalezy gléwnie od kory przedczotowej. Swiadczy to o tym jak bardzo silne polaczenia
wystepuja miedzy kora przedczotows, a hipokampem oraz ze patologicznie zwigckszona aktywnosé
w obrebie danego regionu mozgu moze zaburzy¢ nie tylko funkcje samego regionu (tutaj pamieci
zaleznej od hipokampa), ale takze funkce innych regionow, z ktorymi jest powigzana (tutaj uwaga
zalezna od kory przedczotowej) (McGarrity i in. 2016). ”Ponowne przywrdcenie rownowagi
atywnosci pobudzenia i hamowania dziatania neuronéw moze nie tylko przywrédci¢ odpowienie
funkcjonowanie pamieci i uwagi, ale takze zapobiec dalszemu ich uposledzeniu” (Bast i in. 2016).

Uktad endokannabinoidowy - prawidtowa komunikacja Kkluczem do homeostazy
neuronalnej

Uwaza sig, ze glowna funkcja uktadu endokannabinoidowego jest przekazywanie informacji
miedzy synapsami, przez co wptywaja na zintegrowane dziatanie uktau nerwowego i reguluje miedzy
innymi: apetyt, odpowiedZ immunologiczna, procesy zwigzane plastycznosciag mozgu - tym samym
zdolnosci do nauki czy pamig¢. Udowodniono, ze aktywacja receptora CB; moduluje przewodno$é
wapniowa lub potasowa; wlasciwosci te zwigzane sa z tlumieniem pobudliwosci neurondw
i uwalnianiem neuroprzekaznikéw. Przeprowadzono badania na mysim prazkowiu, w ktoérych
wykazano, iz dziatanie N-palmitoiloetanoloaminy (PEA - endogenny sktadnik EKAN) moduluje
GABAergiczne samoistne hamowanie postsynaptyczne, jednocze$nie rownolegle wyzwalajgc
synteze 2-arachidonoiylglicerolu (2-AG - endokanabinoid, agonista receptora CBi) w miejscu
postsynaptycznym, ktora z kolei dziata odwrotnie do PEA hamujac uwalnianie GABA poprzez
stymulacje presynaptycznych receptoréw CB1RS. Badanie to potwierdza, jak istotng role w kontroli
najwazniejszego hamujgcego neurotransmitera (GABA) posiada uktad endokanabinoidalny (Musella
i in. 2017).

Innym przykltadem oddziatywan uktadu endokanabinoidowego jest doswiadczenie,
w  ktorym wylaczono receptory kannabinoidowe CB; na korowych zakonczeniach
glutamatergicznych (Glu-CB; - / -) lub na neuronach GABAergicznych (GABA-CB; - / -), badajac
poziom hamowania behawioralnego w reakcji ucieczki. Myszy Glu-CB; - / - posiadaly wyzsze
poziomy hamowania, myszy GABA-CB; - / - znacznie nizsze i wigcej zachowan ucieczkowych
w poréwnaniu z kontrolami typu dzikiego. Ostatecznie wykazano, ze receptory CB1 na korowych
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zakonczeniach glutaminergicznych sa wazne dla uzyskania aktywnego unikania (ich ch brak wywotat
tendencj¢ do unikania hamowania), przeciwnie do receptoréw CB1 na neuronach GABAergicznych,
ktére posrednicza w nabywaniu biernego unikania (brak receptora wywotat silne nastawienie na
ucieczke) (Genewsky i Wotjak 2017). Podobnie w badaniu (Llorente-Berzal 2015), w ktorym
udowodniono, ze 2-AG wyzwala reakcj¢ uwarunkowanego strachu dziatajac na receptor CB; na
neuronach GABAergicznych. Swiadczy to o posredniczeniu uktadu endokanabinoidowego
w komunikacji komoérek nerwowych i jego waznym wplywie na integralnos¢ uktadu nerowego
i spdjnos¢ reakceji behawioralnych.

Wykorzystanie egzokannabinoidow do przywrocenia sprawnosci upo$ledzonych funkcji
poznawczych.

Podjeto liczne proby chemicznego zaklasyfikowania konopi indyjskich wedle ich
wiasciwosci, jednak ze wzgledu na wystepowanie wielu odmian rosliny, a takze wielu rézncyh
substancji mogacych wejs¢ w sktad wytwarzanych z niej lekéw - wciaz jest to trudne do okreslenia.
Mozemy jendak przytoczy¢ ogoélny obraz sktadu chemicznego biorac pod uwage trzy gtéwne
substancje wystepujace we wszystkich odmianach w réznym stopniu: CBD, A®- THC i CBS. Na
podstawie ilosciowego skladu danych substancji mozna w przyblizeniu okresli¢ fenotyp rosliny
i efekty leku z niej wytworzonego (bazujac na wiedzy na temat dziatania tych substancji na organizm)
(Turner i in. 1980). Potencjat terapeutyczny ich dziatania jako agonistoéw CB; jest ogromny (z jego
dzialaniem moga wigzaé si¢ uboczne efekty psychoaktywne), a dodatkowym atutem sa
egzokannabinoidy dziatajace specyficznie na receptory CB2 lub na inne nowo odkrywane receptory,
ktore nie powodujg psychoaktywnosci jednoczesnie nie tracac dziatania terapeutycznego. Kluczem
do sukcesu jest dostosowanie odpowiedniego sktadu leku do danego schorzenia z jak najmniejszym
prawdpodobienstwem wystapienia efektow niepozadanych (Kogan 2007).

Przetomowym do$wiadczeniem przekonujacym o wykorzystaniu egzokannabinoidow do
leczenia jest badanie (Bilkei-Gorzo i in. 2017). Podawano stata niska dawke (niewywotujaca efektow
psychotropowych) A9-tetrahydrocannabinol (THC) starym (12 miesiecy), w s$rednim wieku (8
miesiecy) i mtodym (2 miesigce) myszom przez okres 28 dni. Zauwazono, ze myszy stare
z aplikowanym THC uzyskaty znacznie lepsze wyniki w testach sprawdzajacych pamig¢ i uczenie
si¢ niz proba kontrolna sktadajaca si¢ z myszy starych, ktorym podawana byta sdl fizjologiczna oraz
od myszy mtodych z aplikowanym THC (myszy mtode z dozowang substancja uzyskaty gorsze
wyniki od odpowiadajacej im proby kontrolnej). Sugeruje to, ze THC ma odmienny wptyw na
organizm w zalezno$ci od wieku. Wniosek ten taczy si¢ z faktem, iz dziatalno$¢ uktadu
endokannabinoidowego zmniejsza si¢ wraz z wiekiem organizmu, z przyczyn wigzacych si¢
z naturalnym starzeniem neuronéw. Dodatkowo dowiedziono, ze THC wplyneto odmiennie na
gestos¢ kolcow dendrytycznych na neuronach GAB Aergicznych i glutaminergicznych w rejonie CAl
w zakregcie zebatym hipokampa u myszy starych i mtodych. U starych myszy gesto$¢ wzrosta
znaczaco w przypadku obu typow neurondw, natomiast u mtodych nie stwierdzono statystycznie
znaczacej zmiany. Badajac markery pobudzajace i hamujace synaps roéwniez w rejonie CAl, CA3
oraz w poblizu komérek granularnych zakretu zebatego hipokampa zauwazono, ze u myszy starych
znaczaco wzrosta aktywnos¢ pobudzajaca synaps, a hamujaca spadta — u myszy miodych wrecz
przeciwnie, aktywno$¢ hamujaca bardzo wzrosta. Wyniki do$wiadczenia potwierdzajg, ze uktad
endokannabinoidalny bierze udziat w utrzymaniu réwnowagi w pomigdzy dzialaniem synaps
pobudzjacych i hamujacych. Zachowanie jej jest w duzej mierze mechanizmom homeostatycznym,
mogacym determinowaé postep starzenia neuronéw. U myszy miodych z aplikowanym THC
zauwazono pogorszenie pami¢ci oraz mozliwosci nauki, prawdopodobnie dlatego, ze dzialanie ich
uktadu endokannabinoidalnego pozostaje nieuposledzone (w zwiazku z procesami starzenia si¢), wigc
terapeutyczna dawka kannabinoidu doprowadzita do nadaktywnosci, ktora byla szkodliwa
w skutkach. A zatem, przywrdcenie odpowiedniej sygnalizacji poprzez receptory CB; (THC jest ich
agonista) u osob starszych moze by¢ skuteczng strategia leczenia uposledzenia funkcji poznawczych
zwigzanych z wiekiem (Bilkei-Gorzo i in. 2017) .

Wyniki badan (Tervo-Clemmensi in. 2017) udowodnity takze, ze wiek, w ktorym przyjmuje
si¢ egzokannabinoidy ma znaczenie. W do§wiadczeniu braly udziat osoby doroste w wieku 28 lat.
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Przyktadowo uczestnicy, ktorzy wczesniej w ciagu swojego zycia zaczeli uzywa¢ marihuany mieli
dtuzszy czas reakcji od tych, ktérzy rozpoczgli uzytkowanie w pozniejszym wieku. Jednak
najwazniejszym wnioskiem plynagcym z badania jest to, ze na poziomie grupy osoby uzywajace
konopi indyjskich ogdlnie osiggaty lepsze wyniki niz uczestnicy, ktorzy zglosili, ze nigdy ich nie
uzywali (szybszy czas reakcji, wyzsza doktadnosc).

Kolejnym przyktadem potwierdzajacym odmienny wplyw egzokannabinoidow w zalezno$ci
od wieku jest doswiadczenie, w ktérym badano wplyw marihuany na nastolatkow. Uzytkownicy
konopi wykonali prawidlowo zadania sprawdzajace pamigé, jendak wykazywali nadmierng
aktywno$¢ w regionach przedczotowych, kiedy zadanie bylo nowatorskie, a w przypadku
wystepowania pewnej automatyzacji przy jego wykonywaniu, jego aktywno$¢ zmniejszyla si¢ do
tego samego poziomu u uzytkownikow i kontroli. Nie stwierdzono wptywu uzywania konopi
indyjskich na funkcj¢ moézgu zwigzana z pamigcia asocjacyjna. U nastolatkow uzywajacych
marihuany pamie¢ robocza byta nadmiernie aktywna podczas nowego zadania, co sugeruje
kompensacj¢ funkcjonalng. Nieefektywna rekrutacja pamieci roboczej nie byla zwigzana
z niepowodzeniem automatyzacji, tylko z ciggltym przetwarzaniem stale zmieniajacych si¢ informacji
(Jager i in. 2011).

4. Podsumowanie i wnioski

Z kazdymi wynikami do$wiadczen dotyczacymi uktadu endokannabinoidowego
dowiadujemy si¢ coraz wigcej o jego regulujacych funkcjach zwigzanych z utrzymaniem neuronalnej
homeostazy. Posiadajac coraz bogatsza wiedzg na temat fizjologii cztowieka, w tym w szczegolnosci
uktadu nerwowego, jesteSmy w stanie podja¢ odpowiednie kroki w kierunku wytwarzania
medykamentow na liczne schorzenia neurodegeneracyjne oraz ubytki w funkcjonowaniu zwiagzane
z wiekiem. Czgsto opinie ha temat egzokannabinoidéw nie sg oparte na racjonalnosci i powtarzalnych
faktach naukowych, ale na emocjach zwigzanych ze skojarzeniami z uzaleznieniem od marihuany.
Jednak nalezy pozostaé czujnym i §ledzi¢ postepy w badaniach naukowych, aby kliniczny potencjat
egzokannabinoidow zostat w miar¢ mozliwosci wykorzystany z najlepszym skutkiem dla ludzi.
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