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Cel realizacji tematu:
Celem badan bylo opracowanie dobrych praktyk ochrony przed szkodnikami i

chorobami w ekologicznej uprawie truskawki, maliny i czarnej porzeczki.

Badania nad opracowaniem dobrych praktyk ochrony przed chorobami i szkodnikami
przeprowadzone zostaty na ekologicznych plantacjach maliny, truskawki i czarnej porzeczki,
na ktorych wystepowaty problemy z ograniczaniem niektorych szkodnikéw i choréb.
Doswiadczenia dla kazdego z badanych gatunkéw ro$lin sadowniczych zrealizowano
w uktadzie blokow losowych, w czterech powtorzeniach, na poletkach wielkosci 20 m”. Na
kazdej uprawie przeprowadzono co najmniej 6 zabiegdw ochronnych przy uzyciu
probiotycznych mikroorganizméw z ekstraktami roslinnymi. Liczba zabiegéw ochronnych
uzalezniona byta od nasilenia wystepowania agrofagdéw na plantacji. Srodki ochrony byty
zastosowane w doswiadczeniu obejmujacym zaplanowane poletka oraz na calej plantacji,
gdyz takie postepowanie pozwolilo oceni¢ dziatanie najefektywniejszych §rodkow na bazie
ekstraktow z wrotyczu 1 innych ros$lin na duzej powierzchni oraz ograniczenie
rozprzestrzeniania si¢ agrofagow, a szczeg6lnie szkodnikow glebowych.

Na plantacjach truskawki 1 maliny zastosowano nast¢pujace warianty zabiegéw ochronnych:
1. Kontrola — bez zadnych zabiegdéw ochronnych.

2. Preparat mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany
w firmie EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego
w dawkach 10 1 1 15 | na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym na
podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrze$nia 2008 roku zat. nr II.
3. Preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce
10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania
doglebowego i dolistnego.

4. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM
zastosowany na poczatku wegetacji doglebowo, a w kolejnych zabiegach dolistnie.

5. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM uzyty
na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda
w dawce 10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do
stosowania doglebowego i dolistnego.

Na plantacji czarnej porzeczki zastosowano nastepujace kombinacje:

1. Kontrola — bez zadnych zabiegéw ochronnych.

2. Preparat mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany



w firmie EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego
w dawkach 10 11 15 1 na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym na
podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrze$nia 2008 roku zat. nr II.

3. Preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce
10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania
doglebowego i dolistnego.

4. Preparat ,,Ema5S z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka
lekarskiego, mleczu polnego 1 pokrzywy do stosowania doglebowego 1 dolistnego.

5. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka
lekarskiego, mleczu polnego i pokrzywy uzyty na przemian z preparatem sporzadzonym
poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10 kg granulatu na 1 ha
z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego
1 dolistnego.

Ilo§¢ cieczy roboczej wymaganej do oprysku doglebowego wyniosta od 400 do 1000 1/ha
w zaleznoS$ci od wilgotnosci gleby, natomiast do oprysku dolistnego od 500 do 900 I/ha.

Zostata okreslona faza rozwojowa (BBCH) kazdej badanej ro$liny sadowniczej kazdorazowo
w dniu zastosowania preparatu i zbierania danych stuzacych do oceny jego skutecznosci.
Przed zatozeniem doswiadczenia na kazdej plantacji z badanymi owocami mi¢kkimi zostata
przeprowadzona lustracja w celu okreslenia stopnia zagrozenia przez szkodniki glebowe. Na
polu o powierzchni 1 ha wyznaczono, po przekatnych pola, 32 punkty. W miejscach tych
kopano dotki o wymiarach 25 cm (szerokos¢) x 25 cm (dlugosé) x 30 cm (glgbokosé) w celu
pobrania probek ziemi, co odpowiadato to 2m? pola. Wybrana ziemig przesiewano przez sito
1 liczono szkodniki. W ten sposob okreslano zaggszczenie szkodnikow na 1 m’ pola. Przyjeto,
ze prog ekonomicznej szkodliwosci to 0,5 pedraka na Im?, 0,5 drutowca na lm” i 5 larw
opuchlaka na 1m? powierzchni.

Dla maliny oraz porzeczki przeprowadzono 2 zabiegi ochronne przed kwitnieniem, 1 zabieg
w trakcie kwitnienia i 1 zabieg po kwitnieniu oraz 2 zabiegi po zbiorze.

Obecno$¢ pedrakéw i drutowcoéOw zostala oceniona wiosng oraz pod koniec sierpnia na
podstawie pobranych prob glebowych, pobranych w liczbie 32 na kazdy 1 ha plantacji.

Ocena wystgpowania na malinie szarej ple$ni, zamierania pgdow malin oraz antraknozy malin
zostata przeprowadzona od kwitnienia do zbioru owocow.

Obecnos$¢ kwieciaka malinowca oraz kistnika malinowca zostala oceniona tuz przed

kwitnieniem ro$lin. Ocen¢ przeprowadzono pobierajac 4 proby po 50 losowo wybranych



kwiatostanow z plantacji o powierzchni 1 ha i strzasajac z nich chrzaszcze na podstawiong
ptytke. Ocena wystepowania mszyc na malinach zostata przeprowadzona w dwdch terminach:
przed kwitnieniem oraz po petni kwitnienia pobierajac kazdorazowo 4 proby po 50 losowo
wybranych pakow z plantacji o powierzchni 1 ha. W przypadku pryszczarka namaliniaka
todygowego obserwacje prowadzono w 3 terminach: w maju, w czerwcu oraz w pierwszej
polowie lipca, natomiast efektywnos$¢ zabiegéw przeciwko temu agrofagowi oceniono po
opadnigciu lisci, okoto poczatku pazdziernika. Ocena wystepowania tego szkodnika
przeprowadzono w oparciu o kazdorazowe pobranie 4 prob po losowo wybranych 50 pedow
jednorocznych na plantacji 1 ha, natomiast ocena efektywnosci zabiegéw polegata na
przejrzeniu 200 losowo wybranych pedéw (pod skérka w spekaniach i zranieniach pedow) na
obecnos¢ jaj 1 larw szkodnika z powierzchni 1 ha.

Obecnos$¢ wielkopgkowca porzeczkowego oceniono przed kwitnieniem na przetomie
marca/kwietnia przegladajac losowo wybrane krzewy na obecnos$¢ ,.galasowych” pakow
zasiedlonych przez szkodnika. Ocena wystgpowania pryszczarka porzeczkowiaka
kwiatowego polegajaca na przejrzeniu 100 losowo wybranych kwiatostanéw na plantacji 1 ha
przeprowadzono podczas kwitnienia. Na poczatku maja oraz w potowie czerwca oceniono
wystepowanie mszyc. Ocenie kazdorazowo poddano 200 losowo wybranych pedéw na 1 ha
plantacji. Do ograniczania przeziernika porzeczkowca wykorzystano rowniez dyspensery
feromonowe, ktére we wczesniejszych badaniach przeprowadzonych przez autorow
niniejszego wniosku wykazaly bardzo dobrg skuteczno$¢. Po kwitnieniu, od konca maja do
poczatku sierpnia prowadzone byly odtowy przeziernika porzeczkowca z uzyciem putapek
feromonowych typu delta trojkatna. Ilos¢ odlowionych motyli sprawdzano co tydzien. Od
polowy czerwca do sierpnia/wrze$nia oceniono wystepowanie pryszczarka porzeczkowca
pedowego kazdorazowo na 200 losowo wybranych pedach jednorocznych porzeczki.

Proby 200 lisci z losowo wybranych krzewoéw z plantacji 1 ha porzeczek na obecnos¢
przedziorka chmielowca pobierano dwa razy w miesigcu, od czerwca do wrzesnia. Ocena
wystgpowania na roslinach porzeczki czarnej amerykanskiego maczniaka agrestu, antraknozy
liSci porzeczki, biatej plamistos¢ lisci oraz rdzy wejmutkowo-porzeczkowej przeprowadzono
w potowie lipca oraz w drugiej potowie sierpnia z zastosowaniem 5-stopniowej skali
bonitacyjnej (1-brak objawdéw porazenia, 5- bardzo silne porazenie roslin). Ocena

wystepowania szarej plesni przeprowadzono podczas zbiorow owocow.



Analiz¢ zdrowotno$ci truskawki pod wzgledem stopnia porazenia przez patogeny
i uszkodzenia przez szkodniki przeprowadzono w nastgpujacy sposob:

a) Ograniczanie szkodnikow
Efektywno$¢ zabiegéw ochronnych w aspekcie ograniczania szkodnikow glebowych
oceniono pod koniec zbioru lub tuz po zbiorze owocow. Na kazdym poletku wykopywano
6 losowo wybranych ro$lin. Ro$liny wraz z gleba wrzucano na sito i przesiewano, co
umozliwito policzenie larw drutowcow i1 pedrakow oraz larw, poczwarek i chrzaszezy
opuchlakéw. Wyniki opracowano statystycznie za pomocg metody analizy wariancji po
przeksztalceniu warto$ci rzeczywistych wg funkeji y=log (x+1), gdzie x — liczba osobnikéw
na szesciu roslinach.
Przed kwitnieniem i na poczatku kwitnienia przeprowadzono obserwacje ograniczania przez
stosowane preparaty kwieciaka malinowca. Oceng te przeprowadzono liczac strza$nigte
chrzaszcze z losowo wybranych kwiatostanow na podstawiong ptytke (3-4 proby po
50 kwiatostanéw). Przyjeto, ze prog ekonomicznej szkodliwo$ci to 1-2 chrzaszcze na
150-200 kwiatostanow.
W celu oceny liczebno$ci przedziorka chmielowca pobrano 3-4 proby po 50 lisci (po 1 lisciu
z ro$liny). Liczbe znalezionych przedziorkow dzielono przez liczbg zlustrowanych lisci.
Skutecznos$¢ stosowanej ochrony wyliczono wedhug wzoru Abbotta.

b) Ograniczanie chordb
Ocena skuteczno$ci ograniczania szarej plesni:
Dla kazdego poletka, w kazdym dniu pobierania probek obliczono $rednig liczbe zdrowych
owocOw (szacunkowo na podstawie ekstrapolacji liczby owocow okreslonej w probkach
o znanej masie) oraz $rednig liczbe porazonych owocow (bragzowe plamy, szara plesn).
Na podstawie tych danych oszacowano skuteczno$¢ badanych preparatow.
Pierwsza ocene¢ wystepowania szarej plesni przeprowadzono podczas pierwszego zbioru
owocow, a kolejne podczas kazdego nastepnego zbioru owocdw, az do konca gldownych
zbioré6w. Oceng skutecznosci badanych biopreparatéw w ograniczaniu biatej plamistosci lisci
truskawki wykonano w pierwszej dekadzie lipca wedtug 6-stopniowej skali (0-brak porazenia,
5-porazenie ponad 50% powierzchni liScia) pobierajac losowo po 30 lisci z kazdego poletka.
W celu oceny wystepowania maczniaka prawdziwego truskawki pobrano 50 lisci. Liscie
zebrano z mtodych pedow wybranych losowo z ro$lin ze $rodka kazdego poletka. Oceniono
porazong powierzchni¢ kazdego liscia wyrazong w procentach i na tej podstawie okreslono
$rednig powierzchni¢ porazenia lisci dla kazdego poletka. Ocene przeprowadzono

jednorazowo 8-10 dni po ostatnim zabiegu.



truskawka
Cel realizacji tematu:
Celem badan bylo opracowanie dobrych praktyk ochrony ekologicznej plantacji truskawki
przed szkodnikami 1 chorobami z wykorzystaniem preparatow =z probiotycznymi
mikroorganizmami oraz fermentowanych ekstraktow roslinnych.

Omoéwienie przebiegu badan:
Doswiadczenie wykonano na produkcyjnej plantacji truskawki (Fragaria x ananassa
Duchesne) uprawianej w ekologicznym systemie produkcji. Jako $rodek ochrony ro$liny
uzyto probiotyczne mikroorganizmy z ekstraktem roslinnym z pokrzywy. Dos$wiadczenie
wykonano w uktadzie blokéw losowych w 4 powtoérzeniach, na poletkach o powierzchni
20 m’. Dla kazdego obiektu wykonano 6 zabiegéw ochronnych dolistnie oraz doglebowo:
2 zabiegi ochronne przed kwitnieniem, 1 zabieg w trakcie kwitnienia i 1 zabieg po kwitnieniu
oraz 2 zabiegi po zbiorze. Zastosowano nastepujace warianty zabiegéw ochronnych:

1. Kontrola — bez zadnych zabiegéw ochronnych.

2. Preparat mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany
w firmie EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego
w dawkach 10 11 15 I na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym
na podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrzesnia 2008 roku
zat. nr 1.

3. Preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10
kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do
stosowania doglebowego i dolistnego.

4. Preparat ,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM
zastosowany na poczatku wegetacji doglebowo, a w kolejnych zabiegach dolistnie.

5. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM uzyty
na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z
woda w dawce 10 kg granulatu na 1 ha  z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego i dolistnego.

Zabiegi wykonywano wieczorem lub wcze$nie rano, gdyz $rodki biologiczne wykazuja

mniejszg skuteczno$¢, gdy sa aplikowane przy $wietle stonecznym. Doktadne i czeste

lustracje plantacji pozwolily na precyzyjne okreslanie wystepowania agrofagéw i podjecie

decyzji o sposobie ich zwalczania.



Zabiegi ochronne na truskawce przeprowadzono w nastepujacych dniach i fazach BBCH:
I zabieg - 07.05.2015 BBCH 54-55

II zabieg - 14.05.2015 BBCH 59-60

III zabieg - 28.05.2015 BBCH 70-71

IV zabieg — 04.06.2015 BBCH 80-81

V zabieg - 11.06.2015 BBCH 86

VI zabieg - 18.06.2015 BBCH 88

Przed zatozeniem do$wiadczenia zostata przeprowadzona lustracja w celu okreslenia stopnia
zagrozenia przez szkodniki glebowe. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji znaleziono
$rednio 3 pedraki na 1m?, przy progu szkodliwosci wynoszacym 0,5 szt./Im” . Szkodnik w
takiej liczebnos$ci spowodowat placowe zamieranie ro$lin, ktore obserwowano do konca maja.
Na cze$ciach nadziemnych stwierdzono Zzerowanie kwieciaka malinowca (Anthonomus rubi).
Prog zagrozenia tym szkodnikiem wynosi 2 chrzaszcze na 200 kwiatostanéw. Na obiektach
objetych doswiadczeniem prog zagrozenia zostal przekroczony. Skuteczno$¢ zwalczania tego
szkodnika przy uzyciu badanych preparatow byla bardzo dobra, przy czym najlepsza z
wykorzystaniem ,,Ema5 z wrotyczem” oraz preparatu sporzadzonego poprzez gotowanie
granulatu z wrotyczu z wodg 1 po ostudzeniu dodanie probiotycznych mikroorganizmow.
Zastosowanie badanych biopreparatdéw znacznie obnizylo procent uszkodzonych kwiatéw
przez larwy kwieciaka malinowca. Najlepsza skuteczno$¢ w ograniczaniu zerowania
kwieciaka malinowca (Anthonomus rubi) wykazaty ,Ema5 z wrotyczem”, preparat
sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda 1 po ostudzeniu dodanie
probiotycznych mikroorganizméw oraz preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym
ekstraktem z pokrzywy z PM uzyty na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez
gotowanie granulatu z wrotyczu z woda. Skutecznos$¢ tych preparatow byta wysoka 1
wynosila powyzej 82%.

Tabela A-1. Skuteczno$¢ zwalczania kwieciaka malinowca (Anthonomus rubi) na truskawce odmiany
Senga Sengana

Lp. Obiekt % uszkodzonych skutecznos$¢ [%]
kwiatow
1 Kontrola 20 -
2 ,Ema$ z wrotyczem” 1 95
3 Preparat sporzadzony poprzez 1,5 92,5
gotowanie granulatu z wrotyczu
z woda z dodatkiem
probiotycznych
mikroorganizméw (PM)




4 Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z 5,5 72,5
fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM

5 Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z 3,5 82,5
fermentowanym ekstraktem
zpokrzywy z PM wuzyty na
przemian z preparatem
sporzadzonym poprzez gotowanie
granulatu z wrotyczu z woda
Oceng wystepowania szarej plesni przeprowadzono podczas zbioréw. W celu okreslenia

skuteczno$ci dziatania preparatow probiotycznych liczono wszystkie porazone owoce na 25

roslinach/poletko w 4 powtdérzeniach w porownaniu do kombinacji ochronne;.

Tabela A-2. Skuteczno$¢ badanych preparatow w zwalczaniu szarej plesni truskawki odmiany Senga
Sengana

Lp. Obiekt 07.06.2015 BBCH 84 | 14.06.2015 BBCH 87 | 21.06.2015 BBCH 89
% skuteczn % skuteczno % skuteczn
porazon | o§¢ [%] | porazon $¢ [%] porazon 0s$¢ [%]
ych ych ych
owocow oOwWocoOwW oOwWocoOwW
1 Kontrola 4,5 - 4,75 - 5 -
2 ,,Ema5 z wrotyczem” 0,5 88,89 0,5 89,47 0,25 95
3 Preparat sporzadzony 0,5 88,89 0,5 89,47 0,25 95

poprzez  gotowanie
granulatu z wrotyczu
z woda z dodatkiem
probiotycznych
mikroorganizméw
(PM)

4 Preparat ,,Ema$
wrotyczem” z
fermentowanym
ekstraktem

z pokrzywy z PM
5 Preparat ,,Ema$
wrotyczem” z
fermentowanym
ekstraktem

z pokrzywy z PM
uzyty na przemian z
preparatem
sporzadzonym
poprzez ~ gotowanie
granulatu z wrotyczu
z wodg

Najlepsza efektywno$¢ w ograniczaniu szarej ple$ni wykazaty: Preparat ,,Ema5 z

N

0,75 83,33 0,75 84,21 0,5 90

N

0,5 88,89 0,5 89,47 0,25 95

wrotyczem”, preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu wrotyczu z woda z
dodatkiem PM, oraz preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy
z PM uzyty naprzemiennie z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu
wrotyczu z woda. Skutecznos¢ tych preparatow przy ostatniej obserwacji wynosita 95%.

Biologiczng efektywno$¢ badanych preparatow w zwalczaniu bialej plamistosci lisci

truskawki oceniano na podstawie porazonych lisci wg 6- stopniowej skali: 0 — ros§liny zdrowe,



1 — (1%powierzchni liscia z plamami), 2 — (1-5%), 3 — (5-20%), 4 — (20-50%), 5 — (powyzej

50%).

Tabela A-3. Skuteczno$¢ badanych preparatéow w zwalczaniu bialej plamistoSci lisci truskawki odmiany

Senga Sengana

Lp.

Obiekt

% porazonych liSci

skutecznos¢ [%]

Kontrola

13,5

,,Ema5 z wrotyczem”

1,75

87,03

(SRR SR

Preparat sporzadzony poprzez
gotowanie granulatu z

2

85,19

wrotyczu z wodg z dodatkiem
probiotycznych
mikroorganizmow (PM)

4 Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” 1,75
z fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM

5 Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” 2,5
z fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM uzyty na
przemian z preparatem
sporzadzonym poprzez
gotowanie granulatu  z
wrotyczu z woda

Wszystkie zastosowane preparaty biologiczne skutecznie ograniczaly wystepowanie biatej

87,03

81,48

plamistosci lisci truskawki oraz szarej plesni na owocach. Najwyzsza skuteczno$¢ w
ograniczaniu biatej plamistosci lisci truskawki wykazat preparat ,,Ema5 z wrotyczem” oraz
kombinacja preparatu: ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM.
Skuteczno$¢ tych preparatow wynosita ponad 87%. Dobre wyniki wykazat rowniez preparat
sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda z dodatkiem probiotycznych

mikroorganizmow (PM), jego skuteczno$¢ wyniosta ponad 85%.

Tabela A-4. Skuteczno$é¢ badanych preparatéw w zwalczaniu czerwonej plamisto$ci liSci truskawki
odmiany Senga Sengana

Lp.

Obiekt

% porazonych li§ci

Skutecznos¢ [%]

Kontrola

9

,,Ema5 z wrotyczem”

2

77,78

(SR SR

Preparat sporzadzony poprzez
gotowanie granulatu z
wrotyczu z woda z dodatkiem
probiotycznych
mikroorganizméw (PM)

2,5

72,22

Preparat ,,Ema5 z wrotyczem”
z fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM

1,5

83,33

Preparat ,,Ema5 z wrotyczem”
z fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM uzyty na
przemian Z preparatem
sporzadzonym poprzez
gotowanie granulatu  z
wrotyczu z woda

1,5

83,33

Najwyzsza skuteczno$¢ w ograniczaniu czerwonej plamistosci lisci truskawki wykazaly

preparaty: ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM oraz




preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM uzyty
naprzemiennie z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda.
Najkorzystniejszym dzialaniem przeciwko chorobom i szkodnikom truskawki cechuje si¢
preparat ,,Ema5 z wrotyczem” lub preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z
wrotyczu z woda 1 po ostudzeniu dodanie probiotycznych mikroorganizmow (PM). W
przypadku wystepowania bialej plamistosci lisci truskawki wskazane jest stosowa¢ ,,Ema5 z
wrotyczem” z dodatkiem fermentowanego ekstraktu z pokrzywy z PM przed kwitnieniem i w
okresie kwitnienia truskawki, gdyz ten preparat wykazal najwieksza efektywnos¢ przeciw tej
chorobie. Efektywnym preparatem ograniczajacym wystgpowanie czerwonej plamistosci lisci
jest preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM. Preparat
ten daje dobre wyniki rowniez przy stosowaniu naprzemiennym z preparatem sporzadzonym

poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda.



malina
Cel realizacji tematu:
Celem badan byto opracowanie dobrych praktyk ochrony ekologicznej plantacji maliny przed
szkodnikami i chorobami z wykorzystaniem preparatoéw z probiotycznymi mikroorganizmami
oraz fermentowanych ekstraktow roslinnych.

Omoéwienie przebiegu badan:
Doswiadczenie wykonano na produkcyjnej plantacji maliny (Rubus L.) uprawianej w
ekologicznym systemie produkcji. Jako S$rodek ochrony rosliny uzyto probiotyczne
mikroorganizmy z ekstraktem roslinnym z pokrzywy. Doswiadczenie wykonano w ukladzie
blokéw losowych w 4 powtérzeniach, na poletkach o powierzchni 20 m?. Dla kazdego
obiektu wykonano 6 zabiegow ochronnych dolistnie oraz doglebowo: 2 zabiegi ochronne
przed kwitnieniem, 1 zabieg w trakcie kwitnienia i 1 zabieg po kwitnieniu oraz 2 zabiegi po
zbiorze. Zastosowano nast¢pujgce warianty zabiegéw ochronnych:

1. Kontrola — bez zadnych zabiegéw ochronnych.

2. Preparat mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany
w firmie EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego
w dawkach 10 11 15 I na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym
na podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrzesnia 2008 roku
zat. nr I1.

3. Preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10
kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do
stosowania doglebowego i dolistnego.

4. Preparat ,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM
zastosowany na poczatku wegetacji doglebowo, a w kolejnych zabiegach dolistnie.

5. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM uzyty
na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z
woda w dawce 10 kg granulatu na 1 ha  z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego i dolistnego.

Zabiegi wykonywano wieczorem lub wcze$nie rano, gdyz $rodki biologiczne wykazuja

mniejszg skuteczno$¢, gdy sa aplikowane przy $wietle stonecznym. Doktadne 1 czeste

lustracje plantacji pozwolily na precyzyjne okreslanie wystepowania agrofagéw i podjecie

decyzji o sposobie ich zwalczania.



Obecno$¢ pedrakow, drutowcoéw i1 opuchlakéw zostata oceniona wiosng oraz pod koniec
sierpnia na podstawie pobranych prob glebowych, pobieranych w liczbie 32 na kazdy 1 ha
plantacji.

Przed kwitnieniem ro$lin na przelomie maja i czerwca oceniono obecno$¢ kwieciaka
malinowca (Anthonomus rubi) i kistnika malinowca (Byturus tomentosus) pobierajac 4 proby
po 50 losowo wybranych kwiatostanow z plantacji strzasajac z nich chrzaszcze na
podstawiong ptytke.

Ocena wystgpowania mszycy malinowej (Aphis idaei) zastata przeprowadzona w dwodch
terminach przed kwitnieniem i w pelni kwitnienia, pobierajac kazdorazowo 4 proby po
50 losowo wybranych pakéw z plantacji o powierzchni 1 ha. W przypadku pryszczarka
namalinika todygowego (Resseliella theobaldi) obserwacje przeprowadzono w trzech
terminach w koncu maja, polowie czerwca i potowie lipca, natomiast efektywno$¢ zabiegdéw
przeciwko temu agrofagowi zostata oceniona po opadnigciu lisci, na poczatku pazdziernika.
Ocena wystepowania tego szkodnika zostata przeprowadzona w oparciu o kazdorazowe
pobranie 4 prob po losowo wybranych 50 pedoéw jednorocznych na plantacji 1 ha, natomiast
ocena efektywno$ci zabiegéw polegata na przejrzeniu 200 losowo wybranych pedow
(pod skorka w spekaniach 1 zranieniach pedéw) na obecno$¢ jaj 1 larw szkodnika
z powierzchni 1 ha.

Oceng wystepowania chorob: zamieranie pedow maliny (Didymella applanota) antraknozy
(Plectodiscella veneta Burkh), szarej plesni (Bortytis cirenea) i rdzy malin (Phragmidium
rubi) przeprowadzono w potowie lipca oraz w drugiej potowie sierpnia.

Przed zatozeniem do$wiadczenia zostata przeprowadzona lustracja w celu okreslenia stopnia
zagrozenia przez szkodniki glebowe. Na plantacji maliny nie stwierdzono obecnos$ci
drutowcow 1 opuchlakdéw. Zageszczenie pedrakow na 1 m’ plantacji wynosito 0,21 szt. co
bylo ponizej progu ekonomicznej szkodliwosci. Obecno$¢ kwieciaka malinowca
(Anthonomus rubi) 1 kistnika malinowca (Byturus tomentosus) oceniono przed kwitnieniem
ros$lin. Kwieciaka malinowa nie stwierdzono, a skuteczno$¢ ograniczania kistnika malinowa

przedstawiono w tabeli B-1.

Tabela B-1. Skuteczno$¢ zwalczania kistnika malinowca (Byturus tomentosus) w malinie odmiany odmiany
Polana

Lp. Obiekt Liczba uszkodzonych Skutecznos¢ [%]
kwiatéow [%]

1 Kontrola 15,25 -

2 ,Ema$ z wrotyczem” 1,50 90,16

3 Preparat sporzadzony poprzez 1,75 88,52

gotowanie granulatu z wrotyczu z
woda z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM)




4 Preparat ,Ema5 z wrotyczem” z 3,00 80,33

fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM

5 Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z 2,5 83,61
fermentowanym ekstraktem

z pokrzywy z PM uzyty na przemian
z preparatem sporzadzonym poprzez
gotowanie granulatu z wrotyczu z
woda
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Rys. B-1. Skuteczno$é badanych preparatow w zwalczania kistnika malinowca (Byturus tomentosus) w
malinie odmiany odmiany Polana

Zastosowanie badanych biopreparatéw znacznie obnizylo liczbe uszkodzonych kwiatdw.
Najwicksza skuteczno$¢ w ograniczaniu kistnika malinowca (Byturus tomentosus) ponad
90 % wykazal preparat ,,Ema5 z wrotyczem”. Efektywny okazal si¢ réwniez preparat
sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z wodg z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM), ktéry ograniczat kistnika malinowca w 88,52 %. Mszyce i
pryszczarek namaliniak fodygowy nie wystapity na plantacji.

Obserwacje chorob maliny byly prowadzone od potowy lipca do drugiej polowy sierpnia.
Obserwowano antraknoze w niewielkim nasileniu do 2%, nie stwierdzono zamierania pedow
maliny i szarej ple$ni. Chorobg, ktora wystapita na plantacji byta rdza malin. Biologiczng
efektywnos$¢ badanych preparatow w zwalczaniu rdzy malin oceniano na podstawie
porazonych lisci wg 5-stopniowej skali: 0 — rosliny zdrowe, 1 — (1% powierzchni liScia z
plamami), 2 — (1-5%), 3 — (5-20%), 4 — (20-50%), 5 — (powyzej 50%).

Tabela B-2. Skuteczno$¢ badanych preparatéow w zwalczaniu rdzy malin (Phragmidium rubi) na ro$linach
maliny odmiany Polana

Lp. Obiekt 23.07.2015 25.08.2015
% skutecz % skutecz
porazonych nos¢ [%] porazonych nosé [%]
lisci lisci
1 Kontrola 29 - 49 -
2 ,»Ema5 z wrotyczem”
4,5 84,48 8,25 83,16




3 Preparat sporzadzony
poprzez gotowanie granulatu 4,75 83,62 8,5 82,65
z wrotyczu z wodg z
dodatkiem probiotycznych
mikroorganizmow (PM)

4 Preparat ,Ema5 z
wrotyczem” z 1 96,55 4,75 90,31
fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM
5 Preparat ,,Ema5s z
wrotyczem” zZ 0,75 97,41 4,25 91,33

fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM uzyty na
przemian z  preparatem
sporzadzonym poprzez
gotowanie granulatu  z
wrotyczu z woda

Najlepsza efektywnos¢ w zwalczaniu rdzy maliny wykazatly preparaty ,,Ema5 z wrotyczem” z

fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z dodatkiem probiotycznych mikroorganizmoéow (PM)
uzyty na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z
woda oraz ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z dodatkiem
probiotycznych mikroorganizméw (PM). W przypadku tych preparatéw skutecznos$ci
wynosily kolejno 97,41% 196,55% (tabela B-2).

Podsumowujac, badane preparaty efektywnie dzialaly przeciwko chorobom i szkodnikom
maliny. Ich skuteczno$¢ byla wysoka i w kazdym przypadku wynosita ponad 80 %. W
zwalczaniu szkodnikéw najlepszym preparatem byt ,,Ema5 z wrotyczem”, natomiast w
ograniczaniu rdzy maliny preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z
pokrzywy z PM uzyty na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu

z wrotyczu z woda, ze skuteczno$cig ponad 97%.



czarna porzeczka

Cel realizacji tematu:
Celem badan bylo opracowanie dobrych praktyk ochrony ekologicznej plantacji czarnej
porzeczki przed szkodnikami i chorobami z wykorzystaniem preparatow z probiotycznymi
mikroorganizmami oraz fermentowanych ekstraktow roslinnych.

Omoéwienie przebiegu badan:
Doswiadczenie wykonano na produkcyjnej plantacji czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.)
uprawiane] w ekologicznym systemie produkcji. Jako $rodek ochrony rosliny uzyto
probiotyczne mikroorganizmy z ekstraktami roslinnymi z wrotyczu, mniszka lekarskiego,
mleczu polnego oraz pokrzywy. Doswiadczenie wykonano w uktadzie blokow losowych w
4 powtérzeniach, na poletkach o powierzchni 20 m’. Dla kazdego obiektu wykonano
6 zabiegow ochronnych dolistnie oraz doglebowo: 2 zabiegi ochronne przed kwitnieniem,
1 zabieg w trakcie kwitnienia i 1 zabieg po kwitnieniu oraz 2 zabiegi po zbiorze. Zastosowano
nastepujace warianty zabiegéw ochronnych:

1. Kontrola — bez zadnych zabiegéw ochronnych.

2. Preparat mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany
w firmie EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego
w dawkach 10 11 15 1 na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym
na podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrzesnia 2008 roku
zat. nr L.

3. Preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10 kg
granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania
doglebowego i dolistnego.

4. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka
lekarskiego, mleczu polnego 1 pokrzywy do stosowania doglebowego 1 dolistnego.

5. Preparat ,,Emas5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka
lekarskiego, mleczu polnego i pokrzywy uzyty na przemian z preparatem
sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10 kg
granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania
doglebowego i dolistnego.

Ilo$¢ cieczy roboczej do oprysku doglebowego wynosita od 400 do 1000 1/ha w zaleznoS$ci

od wilgotnosci gleby, natomiast do oprysku dolistnego od 500 do 900 1/ha.



Dodatkowo w badaniu uzyto dyspenseréw feromonowych w celu ograniczania liczebnosci
przeziernika porzeczkowca w ilosci 300 szt./ha rozwieszanych roOwnomiernie na catlym
obszarze do$wiadczenia, ze wzmocnionymi skrajnymi rzedami, bezposrednio przed
wiosennym lotem motyli.
Przed zalozeniem do$wiadczenia na plantacji przeprowadzono lustracje w celu okreslenia
stopnia zagrozenia przez szkodniki glebowe oraz wystepujace na roslinach. Obecnosé
opuchlakéw nie zostala stwierdzona. Oceniono obecno$¢ wielkopakowca porzeczkowego
(Cecidophyes ribis / Eriophyes ribis / Phytoptus ribis) przed kwitnieniem na przelomie
marca/kwietnia przegladajac losowo wybrane krzewy na obecnosci “galasowych” pakow
zasiedlonych przez szkodnika. Ocena wystgpowania pryszczarka porzeczkowiaka
kwiatowego (Dasineura ribis) polegajaca na przejrzeniu 100 losowo wybranych
kwiatostanow na plantacji 1 ha zostala przeprowadzona podczas kwitnienia. Na poczatku
maja oraz w polowie czerwca oceniono wystepowanie mszyc, kazdorazowo oceniajac 200
losowo wybranych pedéow na 1 ha plantacji. Od polowy czerwca do sierpnia/wrzesnia
oceniano wystepowanie pryszczarka porzeczkowca pedowego (Thomasiniana ribis)
kazdorazowo na 200 losowo wybranych pgdach jednorocznych porzeczki. Proby 200 lisci z
losowo wybranych krzewow z plantacji 1 ha porzeczek na obecno$¢ przedziorka chmielowca
(Tetranychus urticae) pobierano dwa razy w miesigcu, od czerwca do wrzesnia. Do
ograniczania przeziernika porzeczkowca (Synanthedon tipuliformis Clerck) wykorzystano
dodatkowo dyspensery feromonowe. Po kwitnieniu, od konca maja do poczatku sierpnia
prowadzono odlowy przeziernika porzeczkowca z uzyciem pulapek feromonowych typu delta
- trojkatna. Ilo$¢ odlowionych motyli sprawdzano co tydzien. Jesienia prowadzono
dodatkowo analize wystepowania larw wewnatrz pedoéw jedno- oraz wieloletnich oraz
oceniono uszkodzenia pedow.
Ocena wystgpowania amerykanskiego maczniaka agrestu, antraknozy, biatej plamistos$¢ lisci
oraz rdzy wejmutkowo-porzeczkowej zostata przeprowadzona wg S-punktowej skali (1 - brak
objawOw porazenia, 5 - bardzo silne porazenia roslin) zostala przeprowadzona w potowie
lipca oraz w drugiej potowie sierpnia. Przeprowadzono réwniez ocen¢ wystepowania szarej
plesni podczas zbioru owocow.

Wyniki badanh:
Obecnos¢ wielkopakowca porzeczkowego stwierdzono na poczatku sezonu wegetacyjnego
1 okreslono ja, jako bardzo niski poziom bez istotnych rdznic miedzy poletkami. Nie udato si¢
stwierdzi¢ jaki wplyw majg badane preparaty na wielko$¢ populacji szkodnika. Kompleksowa

ocena ograniczenia zasiedlania peddéw czarnej porzeczki begdzie mozliwa dopiero wiosng



przysziego roku. Pryszczarek porzeczkowiec pedowy oraz pryszczarek porzeczkowiak

kwiatowego nie zostal zaobserwowany. Obecnos$¢ przedziorka chmielowca zostata okreslona

jako $redni poziom z tendencja do niskiego.

Tabela C-1. Skutecznos¢ w ograniczaniu wystepowania przedziorka chmielowca.

obiek | czerwiec lipiec sierpien wrzesien

t
srednia skuteczno | $rednia skuteczno | Srednia skuteczno | $rednia skuteczno
wystapien | $¢ wg | wystapien | $¢ wg | wystapien | §¢ wg | wystapien | $¢ wg
ia Abbotta ia Abbotta ia Abbotta ia Abbotta
agrofaga [%] agrofaga [%] agrofaga [%] agrofaga [%]

1 5,25 6,00 5,25 4,75

2 2,25 57,14 1,25 79,17 0,50 90,48 0,25 94,74

3 1,75 66,67 2,00 66,67 0,75 85,71 0,25 94,74

4 1,25 76,19 1,25 79,17 1,25 76,19 1,00 78,95

5 1,50 71,43 1,50 75,00 1,25 76,19 0,50 89,47

Dla preparatu 2 wykazano najwyzsza skuteczno$¢ w zwalczaniu prz¢dziorka chmielowca.
Mszyce, (Aphis schneideri) oraz (Cryptomyzus ribis L.), nie byly obserwowane. Zastosowanie
dyspenserow feromonowych na plantacjach czarnej porzeczki ograniczylo wystepowanie
przeziernika porzeczkowego. Nie stwierdzono odlowionych owadéw w putapki feromonowe

po wywieszeniu dyspenserow na terenie objetym doswiadczeniem.

Tabela C-2. Skutecznos¢ stosowania dyspenserow feromonowych [%]

Skutecznos$¢ stosowania dyspenserow | larwy uszkodzenia pedow
feromonowych [Yo] liczona [ pedy> 1 rok pedy < 1 rok pedy > 1 rok pedy < 1 rok
réwnaniem Abbotta

wiosna 2015 75,25 79,85 87,45 100,00
jesien 2015 86,43 100,00 95,30 100,00

Tabela C-3. Srednia ilo$¢ agrofaga na 1 krzewie z 5 ocenianych pedéw na kazdym z 20 krzewow
porzeczki czarnej

Hosé larwy uszkodzenia pedow

pedy > 1 rok pedy < 1 rok pedy > 1 rok pedy < 1 rok
wiosna 2015 1,20 0,35 1,55 0,6
jesien 2015 0,45 0,05 0,8 0,15
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Rysunek C-1. Spadek masy dozownikoéw feromonowych od czerwca do pazdziernika 2015 [g].

Obserwacje chordb czarnej porzeczki byly prowadzone od konca maja, natomiast zbior

porzeczek odbyt si¢ na poczatku lipca. Przed zbiorami antraknoza, rdza wejmutkowo-

porzeczkowa, amerykanski maczniak agrestu oraz biala plamisto$¢ liSci porzeczki byty

obserwowane. Ocen¢ wystepowania szarej plesni przeprowadzono bezposrednio przed

zbiorem owocOow. Choroba nie zostala stwierdzona. Antraknoza doprowadzila silnego

porazenia lisci porzeczki. Nie stwierdzono znaczacego ograniczenia wzrostu ro$lin

spowodowanego wystepowaniem chordb, a jedynie ich stabszy rozwoéj, a wlasciwie

zahamowanie wzrostu zwigzane z niesprzyjajacymi warunkami pogodowymi tj. bardzo

wysokimi temperaturami oraz suszg.

Tabela C-4. Skuteczno$¢ w ograniczaniu antraknozy czarnej porzeczki.

obiekt przed zbiorem lipiec druga potowa sierpnia
$rednie skutecznos¢ Srednie skutecznos¢ | Srednie skutecznos¢
porazenie wg Abbotta | porazenie wg Abbotta | porazenie wg  Abbotta
wg  skali [ [%] wg skali | [%] wg  skali | [%]
oceny oceny oceny

1 4,00 4,50 4,50

2 3,75 16,67 4,00 11,11 4,00 11,11

3 3,75 16,67 3,75 16,67 3,75 16,67

4 2,50 44,44 2,75 38,89 2,75 38,89

5 2,25 50,00 2,50 44,44 2,75 38,89




Rdza wejmutkowo-porzeczkowa nie byla dominujaca chorobg w sezonie wegetacyjnym

2015 r. na obiektach do§wiadczalnych. Jej poziom oceniono jako niski.

Tabela C-5. Skuteczno$¢ w ograniczaniu rdzy wejmutkowo-porzeczkowe;.

obiekt przed zbiorem lipiec druga polowa sierpnia
srednie skuteczno$¢ srednie skuteczno$¢ | $rednie skutecznos¢
porazenie wg Abbotta | porazenie wg Abbotta | porazenie wg  Abbotta
wg  skali | [%] wg skali | [%] wg  skali | [%]
oceny oceny oceny

1 2,00 2,25 2,25

2 1,75 12,5 1,75 12,5 1,75 12,5

3 1,25 37,5 1,25 37,5 1,50 25,0

4 1,25 37,5 1,50 25,0 1,50 25,0

5 1,25 37,5 1,25 37,5 1,50 25,0

W obu przypadkach najlepsze wyniki uzyskano przy zastosowaniu kombinacji 5 tj. preparatu
,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu
polnego 1 pokrzywy uzyty na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie
granulatu z wrotyczu z wodg w dawce 10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego i dolistnego.

Przed zbiorem nie zaobserwowano porazenia amerykanskim maczniakiem agrestu.
Wystepowaly pojedyncze ogniska choroby do 15% porazenia liScia na pojedynczych
roslinach, bez istotnych réznic pomigdzy poletkami. ROwniez w niewielkim stopniu wystgpita
biata plamisto$¢ lici porzeczki. Najskuteczniejszym preparatem w jej ograniczaniu byt
preparat ,,Ema5 z wrotyczem” oraz preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z
wrotyczu z woda w dawce 10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych

mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego i1 dolistnego wykazujac skutecznos¢ na

poziomie prawie 65 %.
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Rys C-2. Skuteczno$¢ w ograniczaniu biatej plamistosci li§ci porzeczki.

Podsumowujac, najlepsze dziatanie zaréwno przeciwko chorobom jak i szkodnikom miato
zastosowanie preparatu ,,Ema5 z wrotyczem” oraz preparatu ,,Ema5 z wrotyczem” z
fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego i pokrzywy
uzyty na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z
woda w dawce 10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM)
do stosowania doglebowego 1 dolistnego. Rowniez metoda dezinformacji samcow

przeziernika porzeczkowca przy uzyciu dyspenserow feromonowych okazata si¢ efektywna.



Okreslenie  zdolnoSci do  hamowania  aktywno$ci  acetylocholinoesterazy
i butyrylocholinoesterazy przez wystandaryzowane wyciagi wodne z owocow maliny,

truskawki i porzeczki czarnej.

Badania polegaly na wytworzeniu wodnych wyciagow z probek owocow, ktére zostaly
wyprodukowane w ramach projektu. Wodne wyciagi sa odpowiednikiem produktéw
spozywanych przez cztowieka (dzemy, kompoty, marmolady itp. oparte sg na wodzie jako
rozpuszczalniku), przy czym zostala okre$lona zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych ogoélem
w kazdej probce. Zostalo zbadane hamowanie aktywno$ci acetylocholinoesterazy
i butyrylocholinoesterazy  przez kazdy wodny wyciagg =z owocu (metoda
spektrofotometryczna). Na podstawie uzyskanych wynikow okreslono korelacj¢ danego
zabiegu agrotechnicznego ze zdolnosciag do hamowania aktywnos$ci acetylocholinoesterazy
1 butyrylocholinoesterazy.

Ponadto, wykonano ekstrakty etanolowe z probek owocoéw, w celu wyczerpujacej
(catkowitej) ekstrakcji zwigzkoéw fenolowych do roztworu. Okreslono korelacje danego
zabiegu agrotechnicznego z zawartoscia zwiazkow fenolowych ogotem. Uzyskane wyniki

opracowano statystycznie metodg analizy wariancji.

Cel analizy:

e okreslenie zawartosci zwigzkow fenolowych ogotem w probkach owocow truskawki,
maliny i czarnej porzeczki

e okreslenie  zdolnosci do  hamowania  aktywnos$ci  acetylocholinoesterazy
i butyrylocholinoesterazy przez wodne wyciagi z owocoéw truskawki, maliny i czarnej
porzeczki

e okreSlenie, czy istnieje zwigzek pomigdzy zawartoscig zwigzkow fenolowych ogétem
w probkach owocéw 1 zdolnos$cig do hamowania aktywno$ci acetylocholinoesterazy
i butyrylocholinoesterazy przez wodne wyciagi z owocow

e wytworzenie wodno-etanolowego ekstraktu z owocu charakteryzujacego si¢ najlepszym
stosunkiem: hamowanie aktywnosci acetylocholinoesterazy
i butyrylocholinoesterazy / zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogotem

e jakosciowa analiza chromatograficzna wodno-etanolowego ekstraktu z owocu

charakteryzujacego  si¢  najlepszym  stosunkiem: hamowanie aktywnoSci



acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy / zawarto$¢ zwiazkow fenolowych

ogolem (w skali preparatywnej i analitycznej)

Przygotowanie wodnych wyciggow z owocow

Nawazke ok. 50 g owocoéw truskawki (odwazong z dokladnoscig 0,02 g) roztarto w
mozdzierzu do formy jednolitej masy. Nastepnie w probowce polipropylenowej (10 cm’)
odwazono 1 g miazgi owocu (z dokltadnoscia do 0,01 g) i dodano 2 cm® buforu Tris-HCI
(50 mmol/dm’, pH 8.0, odwazone z dokladnoscia 0,01). W przypadku dwoch pozostatych
owocow, do ok. 50 g nawazki owocu (odwazonej z doktadnoscia 0,02 g) dodano taka samg
nawazke buforu Tris-HC1 (50 mmol/dm’, pH 8.0) i roztarto w mozdzierzu do formy jednolitej
masy. Nastepnie w probowce polipropylenowej (10 cm’) odwazono 2 g miazgi owocu
(z doktadnoscia do 0,01 g) i dodano 1 cm’ buforu Tris-HCI (50 mmol/dm’, pH 8.0, odwazona
z doktadno$cig 0,01 g), aby w przypadku wszystkich trzech owocdéw uzyskaé takie samo
rozcienczenie (3x m/m). Homogenne probki rozcienczone buforem wirowano w proboéwkach
typu Eppendorf (1,5 cm’, 12 000g, 4 °C, 10 min). Klarowny supernatant uzyto do badan

bezposrednio po wytworzeniu.

Oznaczanie ogolnej zawartosci zwigzkow fenolowych

Analize wykonano wg metody Folin i Ciocalteu (1927) z niewielkimi modyfikacjami. Probke
klarownego supernatantu (0,003 cm’) zmieszano z 0,3 cm’ odczynnika Folina-Ciocalteu
(0,2 mol/dm®) a po minucie dodano 1,2 cm® 20% (w/v) roztworu Na,COs, nastepnie probki
inkubowano w ciemnosci przez 2 godziny i zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 760 nm.
Zawarto$ci zwigzkow fenolowych obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej o wzorze
y=0,0661x (y = absorbancja, x = zawarto$¢ kwasu galusowego pg/0,003 cm?), wykonanej
w oparciu o seri¢ rozcienczen kwasu galusowego w zakresie od 0 do 21,8 pg kwasu/0,003
cm’. Analize wykonano w o$miu powtdrzeniach dla kazdego wariantu do$wiadczalnego.
Analize statystyczng wykonano przy uzyciu programu STATISTICA 6.0, (StatSoft, Krakow,
Polska). Wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi. R6znice miedzy
$rednimi z grup analizowno testem jednoczynnikowej analizy wariancji (test Tukey’a)
z P przyjetym na poziomie < 0,05.

Najwyzsza zawarto$¢ zwigzkow fenolowych stwierdzono w ekstraktach z r6znych plantacji
porzeczki czarnej. Nie stwierdzono jednak istotnych statystycznie (P < 0,05) réznic miedzy
zawarto$cig zwigzkow fenolowych ogétem pomigdzy ekstraktami przygotowanymi z owocow

porzeczki z poszczegdlnych plantacji, tj. kontrolnej oraz plantacji, w ktorych



wykorzystywano ekologiczne zabiegi ochronne. Na uwage zastuguje jednak podwyzszona
zawarto$¢ zwigzkow fenolowych ogotem w ekstraktach z owocow porzeczki z plantacji
ekologicznych wykorzystujacych preparat "Ema5 z wrotyczem" lacznie z fermentowanym
ekstraktem z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego i pokrzywy z preparatem
z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM)
(13,28 £ 0,24 pg zw. fenol./3 pL ekstraktu) w poréwnaniu do owocow z plantacji kontrolne;j
(11,33 £ 0,59 pg zw. fenol./3 pL ekstraktu).

W przebadanych ekstraktach z owocéw maliny najwyzsza zawarto$¢ zwigzkow fenolowych
stwierdzono w przypadku owocow z plantacji kontrolnej (6,53 + 0,06 pg zw. fenol./3 pL
ekstraktu). Zawartos¢ zwiazkéw fenolowych ogoélem nie roznita si¢ w sposéb istotny
statystycznie (P < 0,05) od kontroli w przypadku plantacji owocow, na ktérych
wykorzystywano ekologiczne zabiegi ochronne: preparat ,Ema5 z wrotyczem”
(5,85 £ 0,18 pg zw. fenol/3 pL ekstraktu) oraz preparat ,,Ema5 z wrotyczem”
z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM uzywany na przemian z preparatem
z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem PM (5,51 + 0,17 pg zw. fenol./3 pL
ekstraktu). W przypadku pozostatych plantacji wykorzystujacych ekologiczne zabiegi
ochronne, tj. preparat z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem PM lub preparat
"Ema5 z wrotyczem" z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM, stwierdzono
statystycznie istotnie (P < 0,05) nizszg zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych ogdtem.

Brak istotnych statystycznie (P < 0,05) réznic miedzy zawartos$cig zwigzkow fenolowych
ogdlem w ekstraktach przygotowanych z owocow truskawki z plantacji kontrolnej,
a ckstraktami z owocoéw z plantacji, w ktoérych wykorzystywano ekologiczne zabiegi
ochronne. Na uwagg zastuguje jednak podwyzszona zawartos¢ zwigzkdéw fenolowych ogdtem
w ekstraktach z owocow truskawek z plantacji ekologicznych wykorzystujacych nastepujace
zabiegi: uzycie preparatu "Ema5 z wrotyczem" z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z
PM (2,55 = 0,18 pg zw. fenol./3 pL ekstraktu) oraz zastosowanie preparatu "Ema5
z wrotyczem" z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM na przemian z preparatem
z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem PM (2,51 + 0,00 pg zw. fenol./3 pL
ekstraktu) w poréwnaniu do przebadanej plantacji kontrolnej (2,22 + 0,17 pg zw. fenol./3 pL
ekstraktu).



Tabela 1. Wplyw wybranych ekologicznych zabiegéw ochronnych na zawarto$é¢ zwigzkéw fenolowych
ogolem w ekstraktach z owocow truskawki, maliny i porzeczki czarnej

Zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych ogélem [pg zwigzkéw fenolowych/3 pL. badanego
ekstraktu]
Truskawka Malina Porzeczka czarna
T1 2,22+0,17° M1 6,53 +0,06° P1 11,33 £0,59°
T2 2,10+ 0,18" M2 5,85+ 0,18 P2 10,72 £ 0,63
T3 2,16 +0,12° M3 4,25+ 0,06 P3 11,87 £ 0,63"
T4 2,55+£0,18" M4 5,00 +0,12% P4 10,61 £ 0,41°
T5 2,51 +0,00° MS 551+0,17™ P5 13,28 £ 0,24°

Zastosowane ekologiczne zabiegi ochronne w przypadku uprawy truskawki (T) i maliny (M): 1. Uprawa
kontrolna, bez zabiegéw ochronnych; 2. Zastosowanie preparatu mikrobiologiczny z wrotyczem ("Ema5
z wrotyczem"); 3. Zastosowanie preparatu z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM); 4. Zastosowanie preparatu "EmaS z wrotyczem" z fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z PM; 5. Zastosowanie preparatu "Ema5 z wrotyczem" z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy
z PM uzyty na przemian z preparatem z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem PM.
Zastosowane ekologiczne zabiegi ochronne w przypadku uprawy porzeczki czarnej: P1. Uprawa kontrolna, bez
zabiegdbw ochronnych; P2. Zastosowanie preparatu "Ema5 z wrotyczem"; P3. Zastosowanie preparatu
z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem PM; P4. Zastosowanie preparatu "Ema5 z wrotyczem"
z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego i pokrzywy; PS. Zastosowanie
preparatu "Ema5 z wrotyczem" z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego
i pokrzywy uzyty na przemian z preparatem z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem PM.

Oznaczenie zdolnosci do hamowania aktywnosci ChE (cholinoesteraz)
Do oznaczenia wykorzystano metod¢ Ellmana [Ellman i in. 1961] z wlasnymi modyfikacjami.
Roztwory odczynnikéw sporzadzano w buforze Tris-HCl (100 mmol/dm’, pH 8,0).

Sktadnikami mieszaniny reagujacej byty: 0,035 cm’

analizowanej proby (wodne wyciagi
z owocow truskawki, maliny i porzeczki czarnej), 0,035 cm’ acetylotiocholiny (ATCh) albo
butyrylotiocholiny (BTCh; 1,5 mmol/de), 0,194 cm’ kwasu 5,5¢-ditio-2-nitrobenzenowego
(0,3 mmol/dm® DTNB z 10 mmol/dm’ NaCl i 2 mmol/dm™ MgCl, - 6 H,0), 0,020 cm’
acetylocholinoesterazy (AChE) lub butyrylocholinoesterazy (BChE; 0,28 U/cm’), 0,086 cm’
buforu Tris-HCI (100 mmol/dm’, pH 8,0). Pomiar absorbancji (A = 405 nm, 22 °C; czytnik
mikroptytek Sunrise, Tecan, Austria) wykonano po 15 min. (BChE) lub 30 min. (AChE).
Roéwnoczesnie analizowano: (1) kontrolg pozytywna, zawierajaca wzorcowy inhibitor ChE —
eseryne (Es; 181,5 pumol/dm’), (2) kontrole negatywna, w ktorej probe badana lub roztwor
Es zastapiono buforem Tris-HCl. Zdolno§¢ do hamowania aktywnos$ci ChE przez badang
probe wyrazono w procentach [%]. Oznaczenia wykonano w o$miu powtorzeniach. Analize

statystyczna wykonano przy uzyciu programu STATISTICA 6.0, (StatSoft, Krakow, Polska).

Wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi. Réznice miedzy $rednimi



z grup zanalizowano testem jednoczynnikowej analizy wariancji Tukey’a z P przyj¢tym na
poziomie < 0,05.

Najwyzsza zdolno$¢ do hamowania aktywnosci AChE i BChE stwierdzono w przypadku
ekstraktow z owocoOw maliny. Ekstrakt z owocow z plantacji kontrolnej charakteryzowat si¢
najwyzsza zdolno$cia do hamowania aktywnosci AChE (60,99 + 0,02%). Analizowana
aktywnos¢ w przebadanych ekstraktach z owocoéw poddanych ekologicznym zabiegom
ochronnym ulegta obnizeniu. Istotng statystycznie nizsza inhibicje¢ AChE stwierdzono jedynie
w przypadku ekstraktu z malin z plantacji, na ktérej wykorzystano preparat z granulatu
z wrotyczu z dodatkiem PM (43,74 + 0,06%).

Ekstrakt z malin z plantacji kontrolnej charakteryzowat si¢ takze wysoka zdolnoscig do
hamowania aktywnosci BChE (50,40 = 0,06%). Nie stwierdzono istotnych statystycznie
(P < 0,05) réznic migdzy owocami kontrolnymi a owocami z plantacji ekologicznych.
Niemniej jednak, na uwage zastuguje pozytywny wplyw uprawy z uzyciem preparatu
"Ema5 z wrotyczem" z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM na przemian
z preparatem z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem PM na zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci BChE (51,30 + 0,08%). Z drugiej strony, obnizenie zdolno$ci do inhibicji
wzgledem BChE (39,16 = 0,04%) stwierdzono w przypadku owocoéw maliny uprawianych
z wykorzystaniem preparatu "Ema5 z wrotyczem” lacznie z fermentowanym ekstraktem
z pokrzywy z dodatkiem PM.

W przypadku ekstraktu z owocdéw porzeczki czarnej z plantacji kontrolnej stwierdzono
24,44 + 0,02% inhibicj¢ AChE 1 24,84 + 0,05% inhibicj¢ BChE. Jednak najwyzsza zdolno$¢
do hamowania ChE stwierdzono w przypadku ekstraktu z owocow porzeczki z plantacji, na
ktorej wykorzystywano wylacznie preparat mikrobiologiczny "Ema5 z wrotyczem".
W omawianym przypadku stwierdzono inhibicje AChE (45,68 = 0,05%) i BChE
(41,80 = 0,03%) bez istotnych réznic wzgledem kontroli, ale wyzszych w sposob istotny
statystycznie (P < 0,05) od ekstraktow z owocow uzyskanych z plantacji opartych o inne
sposoby ekologicznej ochrony roslin.

Zdolnos¢ do hamowania aktywnos$ci AChE przez ekstrakt z owocoOw truskawki z plantacji
kontrolnej wyniosta 16,78 + 0,03%. Istotng statystycznie (P < 0,05) nizsza inhibicje AChE
stwierdzono w przypadku ekstraktu z owocow z plantacji prowadzonej z wykorzystaniem
wylacznie preparatu "Ema5 z wrotyczem". W przypadkach pozostalych ekologicznych
zabiegow ochronnych nie stwierdzono ich istotnego (P < 0,05) wplywu na omawiang

aktywnos$¢ owocow truskawki.



Ekstrakt z owocow truskawki z plantacji kontrolnej hamowat aktywnos¢ BChE na poziomie
13,45 + 0,03%. Analizowane zabiegi ochronne wptywaly na obnizenie wspomnianej
zdolnosci, ale tylko w przypadku uzycia preparatu "Ema5 z wrotyczem" lacznie
z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM stwierdzono istotnie (P < 0,05) nizsza
inhibicje BChE (7,00 + 0,03%).

Tabela 2. Wplyw wybranych ekologicznych zabiegéw ochronnych na zdolno$¢ do hamowania aktywnosci
AChE przez ekstrakty z owocéw truskawki, maliny i porzeczki czarnej.

Zdolno$¢ do hamowania aktywnos$ci AChE [%]
Truskawka Malina Porzeczka czarna
Tl 16,78 +0,03° M1 60,99 + 0,02° Pl 24,44 + 0,02
T2 9,96 + 0,05 M2 51,47 +0,02% P2 45,68 +0,05°
T3 16,91 + 0,03 M3 43,74 + 0,06 P3 16,75 + 0,04
T4 12,21 +0,03® M4 47,13 0,03 P4 21,16 +0,03"
T5 12,65 + 0,03% M5 59,78 + 0,02 P5 9,70 + 0,04

Tabela 3. Wplyw wybranych ekologicznych zabiegéw ochronnych na zdolno$¢ do hamowania aktywnosci
BChE przez ekstrakty z owocow truskawki, maliny i porzeczki czarnej

Zdolnos¢ do hamowania aktywnos$ci BChE [%]
Truskawka Malina Porzeczka czarna
Tl 13,45 +0,03° M1 50,40 + 0,06™ Pl 24,84 + 0,05
T2 11,34 £ 0,06 M2 43,03 + 0,09%° P2 41,80 +0,03°
T3 10,55 + 0,02% M3 39,72 + 0,06™ P3 17,24 +0,07°
T4 7,00 + 0,03 M4 39,16 + 0,04° P4 19,85 + 0,07°
T5 7,75 + 0,03 M5 51,30 + 0,08° P5 14,18 + 0,04°

Podsumowanie wynikow dotyczgcych oznaczania zawartosci zwiqgzkow fenolowych,
hamowania aktywnosci cholinoesteraz i zwigzku miedzy zawartoscig zwigzkow fenolowych
i aktywnoscig antycholinoesterazowq

Nie stwierdzono jednoznacznego 1 istotnego (na poziomie P < 0,05) wplywu
przeprowadzonych zabiegdw ochrony ekologicznej na zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych
ogélem 1 aktywnosci przeciw-cholinoesterazowych wybranych owocow. Niemniej jednak
nalezy podkresli¢, ze ekstrakty z owocdéw porzeczki czarnej stanowily najcenniejsze zrodio
zwigzkoéw fenolowych ogoétem (Tab. 4), a na szczeg6lng uwage zasluguja owoce z plantacji,
na ktorej wykorzystano preparat "Ema5 z wrotyczem" tacznie z fermentowanym ekstraktem
z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego i pokrzywy z preparatem z gotowanego

granulatu z wrotyczu z dodatkiem PM (13,28 + 0,24 nug zw. fenol./3 pL ekstraktu). Jednak



najwyzsze zdolnosci do hamowania aktywno$ci ChE stwierdzono w przypadku wodnych
wyciggow z owocow maliny, ktérym odpowiadaja takze najwyzsze wartoSci
wspotczynnika k. Wspdtczynnik ten obrazuje procentowa zdolnos¢ do hamowania aktywnosci
ChE przez 1 pg zwiazkéw fenolowych zawartych w badanym ekstrakcie owocowym. Na tej
podstawie sugeruje si¢, ze istotniejsza role w ksztattowaniu aktywnosci anty-ChE nalezy
przypisac¢ nie ogdlnej zawartosci zwigzkéw fenolowych w badanym surowcu ros§linnym, ale
konkretnym substancjom w nim wystepujacym. Dlatego tez w nastgpnej kolejnosci
postanowiono wykorzysta¢ chromatograficzne metody analizy jakosciowej w celu wstepnej
identyfikacji zwigzkéw fenolowych warunkujacych wysokie zdolnosci do hamowania

aktywnosci cholinoesteraz przez ekstrakt z owocow maliny.

Tabela 4. Wplyw wybranych ekologicznych zabiegéw ochronnych na zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych
ogolem oraz zdolno$¢ do hamowania aktywnoSci ChE przez ekstrakty z owocow truskawki, maliny i
porzeczKi czarnej — poréwnanie wszystkich prébek owocéow

Zawartos¢ zw. Zdolnosé d
o1nosc do
fenol. ogéltem Zdolno$¢ do hamowania
Probka hamowania aktywnosci ka kg
[ng zw. fenol./3 pL. aktywnos$ci BChE [%]
kstraktal] AChE [%]
ekstraktu
Tl 222 +0,17% 16,78 + 0,03° 7,56 13,45 + 0,03% 6,06
T2 2,10£0,18° 9,96 + 0,05° 474 11,34 + 0,06™ 5,40
T3 2,16 £ 0,12 16,91 + 0,03° 7,83 10,55 + 0,027 4,88
T4 2,55+0,18" 12,21 £ 0,03° 479 7,00 £ 0,03° 2,75
T5 2,51 +0,00° 12,65 + 0,03° 5,04 7,75 £ 0,03° 3,09
M1 6,53 + 0,06° 60,99 + 0,02° 9,34 50,40 + 0,067 7,72
M2 5,85+ 0,18% 51,47 +0,02° 8,80 43,03 = 0,09¢ 7,36
M3 425+ 0,06 43,74 £ 0,06™ 10,29 39,72 + 0,06% 935
M4 5,00 +0,12% 47,13 £ 0,03° 9,43 39,16 + 0,04 7,83
M5 5,51 +£0,17% 59,78 + 0,02° 10,85 51,30 + 0,087 9,31
P1 11,33 + 0,59 24,44 + (,02%° 2,16 24,84 + 0,05 2,19
P2 10,72 + 0,63¢ 45,68 + 0,05° 426 41,80 = 0,03¢ 3,90
P3 11,87 + 0,63 16,75 + 0,047 1,41 17,24 + 0,07 1,45
P4 10,61 +0,41° 21,16 £ 0,03" 1,99 19,85 + 0,07 1,87
P5 13,28 + 0,24" 9,70 + 0,04° 0,73 14,18 + 0,04™ 1,07

ka [% inhibicji AChE/ug zw. fenolowych]; kg [% inhibicji BChE/ug zw. fenolowych]

Wodno-etanolowe wyciggi 7 owocow maliny

Porcj¢ 100 g owocoéw maliny zhomogenizowano (Thermomix, Vorwerk, Niemcy)
w temperaturze pokojowej (4 min, przy maksymalnej predkosci). Nastgpnie, dodano 100 cm’

mieszaniny wody dejonizowanej z etanolem (1:1 v/v) i ponownie homogenizowano przez



4 min. Probke odwirowano (Sigma 4K15, Sigma Laboratory Centrifuges, Polygen, 30 min,
4 °C, 9000 g). Pozostato$¢ po wirowaniu zostata ponownie zhomogenizowana w Thermomix-
ie z 50 cm’ mieszaniny ekstrakcyjnej i odwirowana (30 min, 4 °C, 9000 g) jak opisano
powyzej, po czym homogenizacj¢ 1 wirowanie powtdrzono dwa razy. Wszystkie
superanatanty potaczono (ok. 300 cm’). Probke nastepnie nieznacznie rozcienczono etanolem
z woda dejonizowang (1:1 v/v) w stosunku: ekstrakt : woda jak 4:1 (v:v) i ultrafiltrowano
(4 °C), przez 4 dni (membrany Vivaflow 50, w nastepujacej kolejnosci (Srednia porowato$é
membran): 0,2 ym — 5 kDa — 3 kDa, Sartorius Stedim, France) przy uzyciu pomp
Masterflex L/STM Economy Drive (Cole-Palmer, USA). Prébka po ultrafiltracji zostata
poddana prozniowemu odparowaniu wody (35 °C, ok. 5-krotnie, podci$nienie -0,09 MPa,
wyparka Biichi, Switzerland).

Chromatografia preparatywna HPLC- C18

Uzyto system do chromatografii BioLogic DuoFlow (Bio-Rad, USA) zlozony z pomp
BioLogic, detektora QuadTec UV-VIS i kolektora frakcji BioFrac. Uzyto kolumne Eurospher
100-5 C18 (Knauer 250 x 20 mm). Probka po zageszczeniu (5 cm’, o zawartosci zwiazkow
fenolowych 0,3 — 0,4 mg fem® (oznaczono metoda Folina 1 Ciocalteu’a, 1927,
z modyfikacjami wlasnymi), zostata wprowadzona do kolumny. Testowano rézne warunki
rozdziatlu (szczegotowo nie podano wariantow optymalizacyjnych), za$ ostateczny gradient
byl nastepujacy: woda dejonizowana (A) 1 100% etanol o czystosci do HPLC (B): 0 — 10 min
0% B, 10 — 14 min 20 — 30% B, 14 — 30 min 30% B, 30 — 33 min 30 — 90% B, 33 — 43 min
90 — 0% B, 43 — 50 min 0% B. Detekcj¢ UV prowadzono przy 245 nm, 280 nm, 365 nm
i 530 nm. Przeplyw utrzymano na poziomie 10 cm’/min (16 °C). Sygnaly analizowano za
pomoca programu BioLogic DuoFlow V.5.10 Build 2. Zwiazki fenolowe (formy
glikozydowane 1 aglikony) analizowano na podstawie czaséw retencji zarejestrowanych
pikow chromatograficznych. Wybrane frakcje uzyskane z rozdziatu analizowano w zestawie
do chromatografii wysokoci$nieniowej w skali analitycznej ze ztozem CI18 jak opisano

ponizej.

Chromatografia analityczna HPLC- C18

Probki uzyskane w chromatografii preparatywnej filtrowano w filtrach 0,45 pm (Merck
Millipore, Germany). Uzywano zestaw do HPLC firmy Knauer: dwie pompy Smartline 100,
dynamiczny mikser, petla 0,1 cm’, kolektor frakcji Retriever 500. Detekcje (280, 320, 365
lub 520 nm) prowadzono przy uzyciu detektora UV-VIS (Linear, California, USA)
z przetwornikiem IF2 (Knauer). Testowano nastepujace kolumny do HPLC: Hypersil ODS-2



(250 mm x 4.6 mm, 5 um), Hypersil Gold (150 mm x 4.6 mm, 5 pm), Phenomenex Luna
Phenyl-Hexyl (150 mm x 4.6 mm, 3 pm), Waters Symmetry (250 mm x 4.6 mm, 5 um),
Macherey-Nagel LiChospher 100 RP18 (250 mm x 4.0 mm, 5 pum). Do rozdziatow uzyto
kolumne Hypersil ODS-2 potaczong z kolumng LiChospher 100 RP18 i odpowiadajace
im prekolumny (maks. ci$nienie 30 MPa). Przeplyw wynosit 1 cm’/min (temp. pokojowa).
Zoptymalizowany gradient tworzyta woda dejonizowana (A) i 90% etanol o czystosci do
HPLC (B): 0 — 10 min 0% B, 10 — 70 min 0 —100% B, 70 — 76 min 100% B, 76 — 80 100 — 0
% B, 80 — 95 min 0% B, jednak testowano rozne gradienty widoczne na rysunkach 3 i 4.
Sygnaty analizowano przy uzyciu programu Eurochrom 3.05 P5 (2000 Basic Edition).
Identyfikacje jakosciowa pikow przeprowadzono na podstawie poroéwnani czasOw retencji
pikow w probcee z pikami rzeczywistych zwigzkéw fenolowych bedacych wzorcami do HPLC
o czystosci 95% 1 wyzszej.

Wyniki oznaczen chromatograficznych

Na rysunku 1 przedstawiono dwa przyktadowe rozdzialy preparatywne ultrafiltratu z owocow
maliny, w pelni reprezentatywne dla wynikow uzyskanych w niniejszym do$wiadczeniu
z wykorzystaniem rozdziatow chromatograficznych. Jak mozna zauwazy¢, w ultrafiltracie
mozna wyrozni¢ 3 gtowne frakcje. Pierwsze zwigzki niefenolowe zawarte we frakcjach od
2 do 16 (Rysunek 1a) i od 2 do 19 (Rysunek 1b) (co potwierdzono negatywnym wynikiem

reakcji z odczynn1k1em Folina-Ciocalteau, szczegbélowe wyniki nie sg przedstawione).
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Rysunek 1. Przykladowe rozdzialy preparatywne ultrafiltratow z owocéw maliny.

Druga frakcja obejmuje glikozydowe formy polifenoli (frakcje od 17 do 42 na Rysunek la i
od 20 do 42 na Rysunek 1b), co stwierdzono poddajac wybrane frakcje z tego zakresu
hydrolizie kwasowej w celu uwolnienia aglikonow (przyktadowe chromatogramy analityczne
na Rysunek 3 i 4). Podobnie, ponizej mozna przeanalizowa¢ chromatogramy (w skali
analitycznej) zwigzkéw zawartych w pozostatych frakcjach przedstawionych na rysunkach

lai 1b (od frakeji 43 do konca).

Z punktu widzenia biologicznej aktywnosci zwigzkow polifenolowych z owocow maliny,
najwazniejsze ilosciowo sg zwigzki zawarte we frakcjach od 17 do 42 na Rysuenk la i od 20
do 42 na Rysuenk 1b. W zwiazku z tym przeprowadzono proby powtdrnego rozdzialu
(w skali preparatywnej) tych frakcji, w celu ich wydzielenia, poglebionej charakterystyki i
mozliwo$ci wykorzystania w formie preparatu biologicznie czynnego (Rysunek 2a-2h).
Oczywiscie, w chromatogramach zobrazowanych na Rysuenk 2a-2h nalezy zauwazy¢
obecno$¢ frakeji zwigzkow niefenolowych (poczatkowe frakcje) oraz aglikondéw (ostatnie

frakcje), powstale po spontanicznej hydrolizie czesci zwigzkow glikozydowanych, bedacych



w centrum uwagi. Przedstawione chromatogramy (Rysuenk 2a-2h) uzyskano za pomoca

zmian gradientu eluentéw jak opisano powyzej (opis metody badawczej).
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Rysunek 2. Przykladowe rozdzialy preparatywne wybranych biologicznie czynnych frakcji uzyskanych z
ultrafiltratow z owocow maliny (frakcje od 17 do 42 na Rysunek 1a i od 20 do 42 na Rysunek 1b).

Jak mozna zauwazy¢ (Rysunek 2a-2h), proby zwigkszenia

rozdzielczosci

uktadu

chromatograficznego daty ograniczone efekty i dalszych analiz zaniechano, przechodzac do



rozdzialbw w skali analitycznej (Rysunek 3 1 4). Chromatografia analityczna frakcji
oznaczonych jako 17 do 42 (Rysunek 1a) i od 20 do 42 (Rysunek. 1b) wykazala obecnos¢

szeregu zwigzkdéw fenolowych (wymienione w Tabeli 1).
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Rysunek 3. Przykladowe rozdzialy analityczne wybranych biologicznie czynnych frakeji uzyskanych z

ultrafiltratow z owocow maliny (frakcje od 17 do 42 na Rysuenk 1a i od 20 do 42 na Rysunek 1b).

Tabela 5. Czasy retencji autentycznych zwiazkoéw fenolowych zidentyfikowanych w ekstrakcie z owocow

malin.
Lp Zwigzek fenolowy Czas retencji (min)
1 3,4,5-trihydroxybenzoic acid (Gallic acid) 7,06
2 3,4-di-OH-Benzoic acid (Protocatechuic acid) 24,21
3. 2,5-di-OH-Benzoic acid (Gentisic acid) 25,13
4 (+)-Catechin 27,22
5 3-Caffeoylquinic acid (Chlorogenic acid) 28,09




6. 4-OH-3-OCH;-Benzoic acid (Vanillic acid) 28,44
7. (-)-Epicatechin 28,83
8. 4-OH-Benzoic acid 30,90
9. 3,4-di-OH-Cinnamic acid (Caffeic acid) 32,00
10. | 4-OH-3,5-di-OCH;-Benzoic acid (Syringic acid) 34,09
11. | 4-OH-Cinnamic acid (p-Coumaric acid) 34,41
12. | 4-OH-3-OCH;-Cinnamic acid (Ferulic acid) 37,01
13. | Cyanidin 3- glucoside 38,11
14. | Cyanidin 3-rutinoside 39,50
15. | Ellagic acid 40,55
16. | Pelargonidin 3-O-glucoside 41,95
17. | Phloretin 2'-g-D-glucoside (Phloridzin) 42,16
18. | Ellagic Acid 43,00
19. | Myricetin 43,93
20. | 2-OH-Benzoic acid (Salicylic acid) 45,34
21. | Quercetin 3-rutinoside (Rutin) 47,18
22. | Quercetin 3-glucoside 50,77
23. | Quercetin 3-galactoside 51,63
24. | Quercetin 52,94
25. | Delphinidin 53,44
26. | Pelargonidin 55,07
27. | Cyanidin 72,00
28. | Kaempferol 74,12
I -
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Rysunek 4. Przykladowe rozdzialy analityczne wybranych biologicznie czynnych frakcji uzyskanych z
ultrafiltratow z owocow maliny (frakcje od 2 do 41 na Rysunek 1a i od 2 do 19 na Rysuenk 1b).

Podsumowanie wynikow analiz chromatograficznych

Analiza jako$ciowa skladu wyciggu wodno-etanolowego z owocow maliny wskazuje na
bardzo wysoka zawarto$¢ wielu cennych zwigzkow biologicznie aktywnych w tym produkcie.
Przeprowadzono identyfikacje 28 polifenoli (flawonoidow 1 kwasow fenolowych),
wskazujaca, ze wysoka aktywnos$¢ antycholinoesterazowa wyciggu z owocoOw maliny jest
spowodowana obecnoscig tych zwigzkow, zwlaszcza niezwykle aktywnych inhibitorow
cholinoesteraz: katechiny, epikatechiny, cyjanidyny, pelargonidyny, florydzyny, mirycetyny,
kwercetyny, delfinidyny, kempferolu oraz pochodnych cukrowych niektorych z tych
aglikonow (Tab. 5). Sugeruje si¢, aby kontynuowa¢ doswiadczenia z owocami maliny
z uwagi na wysoki potencjal badawczy tych owocow, mozliwy do wykorzystania
W ograniczaniu stanu zapalnego organizmu i powstawania zmian neurodegeneracyjnych

o charakterze zwyrodnien charakterystycznych dla choroby Alzheimera.

Literatura
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Biol. Chem., 27, 627-650.

2. Ellman G.L., Lourtney D.K., Andres V., Gmelin G. 1961. A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem. Pharmacol., 7,
88-95.



Podzadanie I

Okreslenie dobrych praktyk ochrony przed szkodnikami i chorobami w ekologicznej

winoroSli.

Cel realizacji podzadania:
Celem badan byto opracowanie dobrych praktyk ochrony przed szkodnikami i chorobami

w ekologicznej uprawie winoro$li oraz poznanie mikrobiomu tej ro$liny.

Badania nad okresleniem dobrych praktyk ochrony przed szkodnikami i chorobami
w ekologicznej winoro$li przeprowadzono w ekologicznej winnicy w Podgérzu w gminie
Wilkéw, w ktérej uprawiane sg trzy odmiany: Blaufrankisch, Rotgipfer oraz Rhenriesling.
W obrebie odmiany Blaufrankisch sa dwa klony: 3 1 A4-1.

Doswiadczenie z winoro$la wykonano w ukladzie blokéw losowych, w czterech
powtorzeniach, na poletkach wielkosci 20 m®. Na kazdej z czterech odmian tej ro$liny
przeprowadzono co najmniej 6 zabiegdw ochronnych przy uzyciu probiotycznych
mikroorganizméw z ekstraktami ro§linnymi. Liczba zabiegdw ochronnych uzalezniona byta
od nasilenia wystgpowania agrofagdw na plantacji. Zastosowano nastgpujace warianty
zabiegdéw ochronnych:

1. Kontrola — bez zadnych zabiegéw ochronnych.

2. Preparat mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany
w firmie EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego
w dawkach 10 11 15 1 na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym na
podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrze$nia 2008 roku zat. nr I1.
3. Preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawkach
51 10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizmow (PM) do
stosowania doglebowego i dolistnego.

4. Sporzadzenie fermentowanego ekstraktu na bazie granulatu z wrotyczu z PM
w dawkach 51 10 kg granulatu na 1 ha do stosowania doglebowego i dolistnego.

5. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” stosowany doglebowo i1 fermentowany ekstrakt
z pokrzywy z PM do stosowania dolistnego.

6. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” stosowany doglebowo i fermentowany ekstrakt

z mniszka lekarskiego 1 mleczu polnego z PM do stosowania dolistnego.



7. Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” stosowany doglebowo i1 fermentowany ekstrakt

z mniszka lekarskiego i mleczu polnego oraz z pokrzywy i wrotyczu z PM do przemiennego

stosowania dolistnego.

Wykaz preparatow zastosowanych w doswiadczeniu oraz ich dawki przedstawiono w

Tabeli I-1.
Tabela I-1. Preparaty biologiczne stosowane podczas trwania do§wiadczenia oraz stosowane dawki.
Obiekt Preparat Dawka
doglebowo dolistnie doglebowo dolistnie
1 - - - -
2 Preparat ,,Ema5 z Preparat ,,Ema5 z 10 1/ha 15 1/ha
wrotyczem” wrotyczem”
3 Preparat sporzadzony Preparat sporzadzony 10 l/ha 20 1/ha
poprzez gotowanie granulatu | poprzez gotowanie granulatu
z wrotyczu z woda z z wrotyczu z wodg z
dodatkiem probiotycznych dodatkiem probiotycznych
mikroorganizmoéw (PM) mikroorganizmow (PM)
4 Sporzadzenie Sporzadzenie 10 1/ha 20 1/ha
fermentowanego ekstraktu na | fermentowanego ekstraktu na
bazie granulatu z wrotyczu z | bazie granulatu z wrotyczu z
PM PM
5 Preparat ,,Ema5 z Fermentowany ekstrakt z 10 1/ha 15 1/ha
wrotyczem” pokrzywy z PM
6 Preparat ,,Ema5 z Fermentowany ekstrakt z 10 1/ha 15 1/ha
wrotyczem” mniszka lekarskiego i mleczu
polnego z PM
7 Preparat ,,Ema5 z Fermentowany ekstrakt z 10 1/ha 15 1/ha
wrotyczem” mniszka lekarskiego i mleczu
polnego oraz z pokrzywy i
wrotyczu z PM do
przemiennego stosowania

Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie

Z opisem zamieszczonym W niniejszym

sprawozdaniu dotyczacym truskawki, maliny i czarnej porzeczki. Okreslono rowniez stopien

zagrozenia przez szkodniki glebowe. Przed zatozeniem dos$wiadczenia zostata
przeprowadzona lustracja w celu okreslenia stopnia zagrozenia przez te szkodniki. Nie
stwierdzono obecnos$ci drutowcdw, opuchlakow, a zaggszczenie pedrakow na 1 m’ plantacji
wynosito 0,008 szt. co bylo ponizej progu ekonomicznej szkodliwosci.

Zabiegi wykonywano wieczorem lub wczesnie rano, gdyz $rodki biologiczne wykazuja
mniejsza skuteczno$¢, gdy sa aplikowane przy $wietle stonecznym. Doktadne i czeste
lustracje plantacji pozwolily na precyzyjne okre$lanie wystgpowania agrofagow i podjecie
decyzji o sposobie ich zwalczania. Zabiegi ochronne na winorosli przeprowadzono
w odstgpach 10-dniowych rozpoczynajac od potowy maja. Na poczatku czerwca na czesciach
nadziemnych stwierdzono obfite wystgpowanie maczlika szklarniowego. Wystepowat on
licznie na liSciach winoro$li. Skuteczno$¢ zwalczania tego szkodnika przy uzyciu badanych

preparatéw byta bardzo dobra, przy czym najlepsza z wykorzystaniem ,,Ema5 z wrotyczem”



oraz preparatu sporzadzonego poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda i1 po
ostudzeniu dodanie probiotycznych mikroorganizméw. Po pierwszym zabiegu skutecznosé
zwalczania tego szkodnika wynosila ponad 66 %. Preparaty dziataly juz po pierwszym

oprysku, a po drugim ich skuteczno$¢ wynosita blisko 100% (Tabela I-2).

Tabela I-2. Skutecznos$¢ zwalczania maczlika szklarniowego na winorosli.

Obiekt Preparat Data
doglebowo | dolistnie 05.06.2015 16.06.2015
Liczba Skutecznosé Liczba Skutecznosé
szkodnikow [%] szkodnikéw na [%]
na ro$linie roslinie
1 - 6 - 5
2 Preparat ,,EmaS z wrotyczem” 1 83,33 0 100
3 Preparat sporzadzony poprzez 1 83,33 0 100
gotowanie granulatu z wrotyczu z
woda z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM)
4 Sporzadzenie fermentowanego 2 66,67 0,25 95
ekstraktu na bazie granulatu z
wrotyczu z PM
5 Preparat Fermentowany 2 66,67 0 100
»,Ema5s z ekstrakt z
wrotyczem” pokrzywy z PM
6 Preparat Fermentowany 2 66,67 0 100
,Ema5 z ekstrakt z mniszka
wrotyczem” lekarskiego i
mleczu polnego z
PM
7 Preparat Fermentowany 1 83,33 0 100
,Ema5 z ekstrakt z mniszka
wrotyczem” lekarskiego i
mleczu polnego
oraz z pokrzywy i
wrotyczu z PM do
przemiennego
stosowania

Podczas trwania do§wiadczenia nie zaobserwowano wystepowania pil§niowca winoroslowego
oraz zwojek. Sporadycznie natomiast wystapity mszyce, ktore zerowaly szczegolnie w czesci
wierzchotkowej oraz na lisciach. Mszyce oslabiaty wzrost lisci wierzchotkowych. Szkodniki
te pojawily sie jedynie na 12 ro$linach z catej plantacji. Zastosowanie preparatow
biologicznych poprawito wyglad roslin i ograniczyto deformacje lisci wierzchotkowych.
Najlepiej dzialaly preparaty: ,,Ema5 z wrotyczem”, preparat sporzadzony poprzez gotowanie
granulatu z wrotyczu z woda z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) oraz
fermentowany ekstrakt z mniszka lekarskiego i mleczu polnego oraz z pokrzywy i1 wrotyczu
z PM do przemiennego stosowania jako oprysk dolistny. Na plantacji nie zaobserwowano
réwniez przedziorkdéw, gdyz stosowanie wymienionych preparatow ogranicza skutecznie
réwniez tego szkodnika. Ocena wystgpowania maczniaka rzekomego oraz maczniaka

prawdziwego zostata przeprowadzona w okresie od maja do sierpnia, ze szczegdlnym



uwzglednieniem czerwca i lipca, kiedy objawy chordéb wystepuja w najwiekszym nasileniu.
Na zielonych cze$ciach roslin nie zaobserwowano wystepowania maczniaka rzekomego ani
maczniaka prawdziwego. Podobnie podczas obserwacji winoros$li w okresie od maja do
polowy sierpnia nie zaobserwowano objawow wystgpowania szarej plesni.

Na plantacji zaobserwowano objawy antraknozy. Choroba jednak wystapita w niewielkim
nasileniu wynoszacym do 2% i nie obserwowano ograniczenia wzrostu roslin. Najwyzsza
skuteczno$¢ w ograniczaniu tej choroby wykazatl preparat ,,Ema5 z wrotyczem” stosowany
doglebowo 1 dolistnie oraz preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu
z woda z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) — Tabela I-3. Biologiczna
efektywnos$¢ badanych preparatow w zwalczaniu antraknozy oceniano na podstawie
porazonych lisci wg 6-stopniowej skali: 0 — rosliny zdrowe, 1 — (1%powierzchni liscia
z plamami), 2 — (1-5%), 3 — (5-20%), 4 — (20-50%), 5 — (powyzej 50%).

Tabela I-3. Skuteczno$¢ zwalczania antraknozy w uprawie winorosli.

Obiekt Preparat Data
doglebowo | dolistnie 30.06.2015 17.07.2015 20.08.2015
% Skutec % Skutec % Skutec
porazo | zno$¢ | porazo | zno$¢ | porazo | zno$é
nych [%] nych [%] nych [%]

lisci lisci lisci
1 - 1 - 2 - 2 -
2 Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” 0,25 75 0,5 75 0,5 75
3 Preparat sporzadzony poprzez 0,25 75 0,5 75 0,3 85

gotowanie granulatu z wrotyczu z
woda z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM)

4 Sporzadzenie fermentowanego 0,5 50 0,75 62,5 0,5 75
ekstraktu na bazie granulatu z
wrotyczu z PM

5 Preparat ,,Ema5 z | Fermentowany 0,5 50 0,75 62,5 0,75 62,5
wrotyczem” ekstrakt z
pokrzywy z PM
6 Preparat ,,Ema5 z | Fermentowany 0,5 50 0,75 62,5 0,75 62,5
wrotyczem” ekstrakt z
mniszka

lekarskiego i
mleczu polnego

z PM
7 Preparat ,,Ema5 z | Fermentowany 0,5 50 0,75 62,5 0,5 75
wrotyczem” ekstrakt z
mniszka

lekarskiego i
mleczu polnego
oraz z
pokrzywy i
wrotyczu z PM
do
przemiennego
stosowania




Podsumowujac, badane preparaty dobrze ograniczaty wystepowanie chorob i szkodnikow na
winorosli. Najlepsze dziatanie zaréwno przeciwko chorobom jak i szkodnikom miato
zastosowanie preparatu ,,Ema5 z wrotyczem”, preparatu sporzadzonego poprzez gotowanie
granulatu z wrotyczu z woda z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) oraz
fermentowanego ekstraktu z mniszka lekarskiego 1 mleczu polnego oraz z pokrzywy
i wrotyczu z PM do przemiennego stosowania jako oprysk dolistny.

W celu okreslenia mikrobiomu winorosli ekologicznej 1 konwencjonalnej
przeprowadzono badania morfologiczne oraz genetyczne identyfikacji drobnoustrojow.
Materialem badawczym byly rosliny winorosli, wystepujace w czterech odmianach (w celu
zminimalizowania zrodet zmiennos$ci) hodowane w warunkach ekologicznych oraz te same
odmiany winoro$li uprawiane w systemie konwencjonalnym w winnicy znajdujacej si¢
w sgsiedztwie ekologicznej. Material do badan obejmowal nastgpujace organy winorosli
tj. liscie oraz todygi. Pobrane zostaly zdrowe (bezobjawowe) czesci roslin. Identyfikacja
morfologiczna polegata na wyizolowaniu kultur mikroorganizméw na podtozach
mikrobiologicznych oraz okres$leniu ich liczebnos$ci. Liczba uzyskanych z roslin
drobnoustrojéw zostata oznaczona metoda pltytkowa (Tabela I-4 1 I-5). W technice tej liczy
si¢ kolonie wyroste na odpowiednim poditozu mikrobiologicznym, przyjmujac zatozenie, ze

z kazdej komorki wyrosnie pojedyncza kolonia. Uzyskane wyniki odniesiono do lcm?.

Tabela I-4. Liczebno$¢ mikroorganizméw wyizolowanych z liSci na podlozu mikrobiologicznym.

Obiekt Rozcienczenie Liczba kolonii Liczba kolonii/cm?
Uprawa ekologiczna - 1 107 810 8,1%10"
10° 89 8,9%10"
Uprawa ekologiczna — 2 107 1231 12,31*10*
107 128 12,8*10"
Uprawa ekologiczna - 3 107 1003 10,03*10"
10° 89 8,9%10"
Uprawa ekologiczna - 4 107 923 9,23*10°
10° 89 8,9%10"
Uprawa ekologiczna - 5 107 998 9,98*10°
10° 91 9,1*¥10"




Uprawa ekologiczna - 6 107 1058 10,58*10*
10° 98 9,8*10*
Uprawa ekologiczna - 7 10”° 1512 15,12*10°
107 162 16,2*10"
Uprawa 107 856 8,56*10°
konwencjonalna
10° 71 7,1*10°

Tabela I-5. Liczebno$¢ mikroorganizméw wyizolowanych z lodyg na podlozu mikrobiologicznym.

Obiekt Rozcienczenie Liczba kolonii Liczba kolonii/cm?
Uprawa ekologiczna - 1 107 389 3,89%10"
107 43 4,3%10"
Uprawa ekologiczna — 2 107 457 4,57*%10°
107 57 5,7%10°
Uprawa ekologiczna - 3 107 449 4,49%10"
107 39 3,9%10°
Uprawa ekologiczna - 4 107 412 4,12*10°
107 47 4,7%10"
Uprawa ekologiczna - 5 107 398 3,98*10"
107 42 4,2%10°
Uprawa ekologiczna - 6 107 449 4,49%10°
107 49 4,9%10"
Uprawa ekologiczna - 7 107 498 4,98*10"

107 60 6*10"

Uprawa 107 371 3,71*%10°
konwencjonalna 103 42 4.2%10°

Wyizolowano wigksza
ekologicznymi w poréwnaniu z konwencjonalnymi. Ponadto najwiecej mikroorganizmow
zarbwno w przypadku izolacji z lisci jak i z todyg wyosabniano z roslin poletka
doswiadczalnego, na ktorym stosowano preparaty biologiczne: Ema5 z wrotyczem” jako
oprysk doglebowy wraz z fermentowanym ekstraktem z mniszka lekarskiego i mleczu
polnego oraz z pokrzywy i wrotyczu z PM stosowanych naprzemiennie jako oprysk dolistny.
Roéwniez duzg liczebno$cia mikroorganizméw charakteryzowaty si¢ rosliny rosngce na
poletkach traktowanych preparatem mikrobiologicznym ,,Ema5 z wrotyczem” dolistnie i

doglebowo oraz preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z wodg z

liczbe mikroorganizméow z

ro§lin uprawianych metodami

dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw stosowanym dolistnie i doglebowo.




Nastepnie poprzez posiew redukcyjny oraz ocen¢ makroskopowa 1 mikroskopowa
pojedynczych kolonii uzyskano czyste kultury wykorzystane w dalszych etapach badan. W
ocenie makroskopowej brano pod uwage wzrost, wielkos¢, ksztatt, profil i brzeg kolonii oraz
jej przejrzystos$¢, barwe i strukture. Ocena mikroskopowa opierata si¢ gléwnie na analizie
ksztattu pojedynczych komorek mikroorganizméw. Na podstawie powyzszych badan do

dalszych analiz wybrano 147 kolonii.

Ryec. I-1 Przykladowe zdjecia plytek Petriego z mikroorganizmami wyizolowanymi z uprawy ekologicznej

(po lewej) oraz z uprawy konwencjonalnej (po prawej).

=,

Ryc. I-2. Przykladowe zdjecie obrazujace barwienie

5\ s A1 bakterii metoda Grama.

Przynalezno$¢  rodzajowa  mikroorganizmow
i { okreslono metodami klasycznymi. Oprocz nich

wykonano wstepng identyfikacje genetyczng, ktora

polegata na izolacji calkowitego genomowego

A DNA z poszczeg6lnych kultur przeprowadzong za
pomoca kitéw do izolacji materiatu genetycznego zgodnie z wytycznymi producenta
dotaczonymi do zestawu oraz jego amplifikacji technika PCR (reakcja lancuchowa

polimerazy) z uzyciem specyficznych starterow.



Ryc. 1-3. Przykladowy zel agarozowy Ryc. I-4. Przykladowy zel agarozowy

przedstawiajacy rozdzial elektroforetyczny przedstawiajacy  rozdzial elektroforetyczny
produktow reakeji 16 S rRNA bakterii z produktéow reakcji PCR drozdzy z uzyciem
uzyciem starterow uniwersalnych. M- Lambda starterow uniwersalnych. M- DNA Marker
DNA/Eco911 Marker (Bstll); N- Kkontrola (100-1000); D8-D14 — badane mikroorganizmy.

negatywna; B1-B7 — badane mikroorganizmy.

W wyniku przeprowadzonych analiz sposrdd wyizolowanych mikroorganizméw
zidentyfikowano 9 rodzajéow bakterii, 8 rodzajow drozdzy i1 2 grzyby. Rodzajami
dominujacymi w winorosli ekologicznej byty Cryptococcus, Bacillus, Pseudomonas,
Aureobasidium oraz Rhodotorula. W obrebie obiektu 2 - preparat mikrobiologiczny
z wrotyczem o nazwie ,,EmaS z wrotyczem” 1 7- preparat ,,Ema5 z wrotyczem” stosowany
doglebowo i fermentowany ekstrakt z mniszka lekarskiego i mleczu polnego oraz
z pokrzywy 1 wrotyczu z PM do przemiennego stosowania dolistnego, wyizolowano
pojedyncze bakterie Leuconostoc oraz Lactobacillus. W winoro$li z uprawy konwencjonalnej
dominowaty rodzaje: Chrysebacterium, Bacillus, Micrococcus, Cryprococcus, Candida 1
Enterococcus. W winoro$li ekologicznej drozdze stanowily wickszy udzial niz w

konwencjonalnej (Tabela I-6).

Tabela I-6. Mikroorganizmy wyizolowane z winorosli ekologicznej i konwencjonalnej.

Ekologiczna uprawa winorosli Konwencjonalna uprawa winorosli

Alternaria sp Alternaria sp

Aureobasidium pullulans Aureobasidium pullulans

Bacillus sp. Candida sake, C. apis, C. parapsilosis, C. krusei
Candida sake, C. laurenti, C. apis, C. parapsilosis Chrysebacterium sp.

Chrysebacterium sp. Cryptococcus sp.

Cryptococcus sp. Enterococcus sp.

Fusarium avenaceum Fusarium avenaceum




Kluyveromyces marxianus Micrococcus luteus

Lactobacillus plantarum Pseudomonas sp.
Leuconostoc sp. Rhodotorula glutinis
Pichia sp. Streptococcus sp.

Proteobacteria sp.
Pseudomonas sp.
Rhodotorula glutinis, R. rubra
Sacharomyces elipsoideus

Trichosporon sp.

Nastepnie po ocenie amplifikacji na zelu agarozowym wybrane uzyskane produkty wystano
do sekwencjonowania. Sekwencjonowanie umozliwia odczytanie sekwencji nukleotydowe;j

w odpowiednio przygotowanym materiale genetycznym.

---------------------------------------------------------------------------------------
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Ryec. I-5. Przykladowy wycinek chromatogramu otrzymanego po sekwencjonowaniu.

Podsumowujac stosowanie preparatow biologicznych przynosi dobre efekty zarowno
w zakresie ochrony winoro$li przed chorobami i szkodnikami jak rdwniez wptywa na sktad
mikrobiomu ro$liny. W celu oceny wplywu sposobu nawozenia na sktad mikrobiomu
winorosli nalezy wykona¢ dodatkowo selekcje mikroorganizméw o cechach antagonistow w

stosunku do gatunkdéw patogennych.



Podzadanie 11

Selekcja bakterii endofitycznych i ryzosferowych promujacych wzrost roslin
jagodowych.

Badania prowadzone w ramach projektu obejmowaty izolacj¢ bakterii endofitycznych
z korzeni, lodyg 1 liSci zdrowych truskawek, malin 1 czarnej porzeczki
oraz ryzosferowych z gleby ryzosferowej zdrowych roslin jagodowych, a nastgpnie oceng
zdolno$ci wyizolowanych bakterii do potencjalnego promowania wzrostu tych roslin tj. do
biosyntezy fitohormonu stymulujacego wzrost roslin - kwasu indolilo-3-octowego (IAA) -
metoda kolorymetryczng, do rozpuszczania fosforanéw - metoda ptytkowa, do biosyntezy
siderofor6w - metoda ptytkowa oraz do biosyntezy cyjnowodoru - metoda plytkowa.
Wyizolowane zostaly réwniez grzyby patogeniczne porazajace badane rosliny jagodowe.
Zdolno$¢ wyizolowanych bakterii endofitycznych i ryzosferowych do potencjalnej ochrony
roslin przed szkodliwym wplywem wyizolowanych patogendow zostala zbadana. Zbadano
i oceniono zdolno$ci wytypowanych izolatow do ponownej kolonizacji roslin na podstawie
wybranych mechanizméw tj. na podstawie zdolnosci do ruchu - metoda ptytkowa oraz do
biosyntezy enzymow celulolitycznych - metoda ptytkowa. Izolaty o najbardziej obiecujacych
wlasciwosciach wytypowano do dalszych badan. Przeprowadzono identyfikacje wybranych
izolatéw do gatunku metodami genetycznymi w celu wyeliminowania powtarzajacych si¢
szczepow. Mozliwos¢ ich zastosowania w formie szczepionki mikrobiologicznej zostata
oceniona 1 zaproponowano wstepny sktad potencjalnej szczepionki oraz podloza

hodowlanego rowniez w oparciu o dane literaturowe.

Material do badan

Material do badan stanowily cate rosliny gatunkéw roslin jagodowych: truskawki, maliny

1 czarnej porzeczki pochodzace z upraw ekologicznych (Fot. 1I-1 1 II-2).
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Fot. II-1. Po lewej stronie roslina truskawki; po prawej stronie roslina maliny.



Fot. II-2. Krzew czarnej porzeczki.

Izolacja bakterii ryzosferowych

Bakterie ryzosferowe izolowano z powierzchni korzeni roslin jagodowych. Korzenie
przenoszono do sterylnych butli szklanych zawierajacych sterylny roztwor soli fizjologicznej
1 wytrzasano przez ok. 10 min (Fot. II-3). Uzyskany roztwor przenoszono w ilosci 100 pl na
podtoza state TSA, LB oraz KING B i wykonano posiewy powierzchniowe. Rozcienczenia
wykonano w taki sposob, aby finalnie uzyskaé pojedyncze kolonie na podtozach agarowych
(Fot. II-4). Tak przygotowane ptytki inkubowano w temperaturze 28°C przez 3 dni. Kolejnym
etapem izolacji byly pasaze réznigcych si¢ od siebie morfologicznie kolonii bakteryjnych
w celu uzyskania czystych kultur bakteryjnych. Wyizolowane mikroorganizmy zostaty

zamrozone w -80°C do dalszych analiz. Jako krioprotektanta uzyto 10% roztworu glicerolu.

Fot. I1-3. Izolacja bakterii Fot. I1-4. Mikroorganizmy ryzosferowe
ryzosferowych z korzeni truskawki. na podlozu agarowym wyizolowane z
powierzchni korzeni truskawki.
Izolacja bakterii endofitycznych

Bakterie endofityczne izolowano z korzeni, todyg i liscii W przypadku endofitow
korzeniowych izolacj¢ rozpoczynano od dokladnego oczyszczenia korzeni z resztek gleby
w soli fizjologicznej. Tkank¢ ro$linng (korzenie, todygi i liScie) pocieto na fragmenty
1 zanurzono na 2 minuty w roztworach: 5% ACE, 10% H,O, i 70% etanolu w celu usunigcia
mikroflory znajdujacej si¢ na powierzchni roslin. Nastepnie fragmenty ro$lin trzykrotnie

ptukano w sterylnej wodzie celem usuniecia srodkow dezynfekujacych. Wode z ostatniego



ptukania posiano na podtoza agarowe jako kontrole skutecznosci powierzchniowej sterylizacji
tkanki roslinnej. Kolejnym etapem bylo rozcieranie materialu w wysterylizowanych
mozdzierzach z dodatkiem sterylnej soli fizjologicznej tak by zostaly uwolnione bakterie
endofityczne z wnetrza tkanek (Fot. II-5). Plynny homogenat rozsiewano metoda
powierzchniowa po 200 pl na podloza state TSA, LB oraz KING B tak by uzyskaé
pojedyncze kolonie bakterii endofitycznych. Po 3 dniach inkubacji w temperaturze 28°C
kolonie roznigce si¢ morfologicznie przesiano metoda posiewu redukcyjnego na ptlytki
agarowe celem uzyskania pojedynczych szczepow (Fot. I1-6). Wyizolowane mikroorganizmy
zostaly zamrozone w -80°C do dalszych analiz. Jako krioprotektanta uzyto 10% roztworu

glicerolu.
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Fot. II-5. Ucieranie tkanek roslinnych w Fot. II-6. Wyselekcjonowane izolaty
mozdzierzach. bakteryjne na podtozu agarowym.

Sktad podtoz stosowanych podczas analiz:

PODLOZE TSA (ANG. TRYPTIC )
PODLOZE LB (ANG. )
SOY AGAR, AGAR TRYPTOZOWO- PODLOZE KING B
LYSOGENY BROTH)
SOJOWY)
SKEADNIK Mos¢ Skladnik Tos¢ Skladnik Tos¢
PEPTON TRYPTON 150g Pepton Trypton 10,0 g Pepton K 20,0 g
PEPTON SP 50g Ekstrakt 50g K,HPO, I,5g
drozdzowy
NACL 50g NaCl 10,0 g MgSO, x 7H,0 1,8¢g
AGAR 150¢g Agar 150¢g Agar 140¢g
WODA 1,01 Woda 1,01 Glicerol 0,011
DEMINERALIZOWANA demineralizowana
Woda 1,01
demineralizowana




Charakterystyka wybranych cech wyizolowanych mikroorganizmow

Biosynteza fitohormonu stymulujgcego wzrost roslin — kwasu indolilo-3-octowego (IAA)
— metoda kolorymetryczna

Wyizolowane szczepy inkubowano na podiozu plynnym LB z dodatkiem tryptofanu
w stezeniu 500 pg/ml przez 4 dni w temperaturze 28°C. Nastepnie hodowle odwirowywano
i do 2 ml supernatantu z kazdej hodowli dodawano 100 pl 10 mM kwasu ortofosforowego
oraz 4ml odczynnika Salkowskiego. Proby inkubowano przez 25 minut w ciemnosci
w temperaturze pokojowej. Po inkubacji zmierzono absorbancj¢ probek przy dlugosci fali
réwnej 530 nm. Rézowe zabarwienie wskazywato na obecnos¢ IAA. Wyniki odnoszono do

krzywej wzorcowe;.

Ocena zdolnosci izolatow do rozpuszczania fosforanow

Ocena zdolnosci izolatow bakteryjnych do uwalniania fosforu z jego nierozpuszczalnych
zwigzkoOw przeprowadzono na ptytkach z podlozem wg Pikovskaya [Bogumil, 2013].
Bakterie nanoszono metoda punktowa w trzech powtorzeniach na ptytke Petriego. Po 14
dniach inkubacji w temperaturze 28°C dokonano pomiaru promienia przejasnien wokot

miejsca posiewu bakterii. Przyktady uzyskanych rezultatoéw przedstawiono na Fot. II-7.

N

Fot. II-7. Przyktadowe wyniki badania zdolno$ci do rozpuszczania zwigzkéw fosforu; od
lewej: szczep 102/TR — wynik negatywny, szczep 92/TEL — wynik pozytywny (wzrost
kolonii i widoczna strefa przejasnienia), szczep 56/MR — wynik pozytywny (widoczna
strefa przejasnienia).

Ocena zdolnosci izolatow do syntezy sideroforow

Oceng zdolnosci izolatdéw do syntezy sideroforow przeprowadzono na ptytkach z podlozem
CAS (ang. Chrome Azurol S) [Schwyn, Neilands, 1987]. Czyste kultury bakterii posiewano
na pltytki metoda posiewu redukcyjnego. Po 72-96h inkubacji w temperaturze 28°C
obserwowano zmian¢ zabarwienia podtoza z niebieskiej na zolto-pomaranczowa. Zmiana

zabarwienia pozywki §wiadczyta o zdolno$ci mikroorganizmow do wytwarzania sideroforow.



Wyniki pozytywnych reakcji przedstawiono w dwu stopniowej skali: (+) umiarkowana
synteza sideroforéw, (++) bardzo dobra synteza sideroforéw. Przykladowe wyniki

przedstawiona na Fot. II-8.
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Fot. I1-8. Przyktadowe wyniki badania zdolno$ci do syntezy sideroforow; od lewej: szczep
8/MEK — wynik negatywny (wzrost szczepu bez strefy przebarwienia podtoza), szczep
52/MR — wynik pozytywny (+), szczep S0/MR — wynik pozytywny (++).

Ocena zdolnosci izolatow do syntezy cyjanowodoru (HCN)

W celu oceny zdolnosci do syntezy HCN czyste kultury bakterii posiewano na podtoze ptynne
LB z dodatkiem glicyny. Po 72h inkubacji w temperaturze 28°C hodowl¢ ptynna przenoszono
w ilosci 100 pl na podloze stale LB metoda posiewu powierzchniowego. Na tak
przygotowane ptytki nanoszono kwadrat sterylnej bibuly uprzednio nasaczonej w roztworze
2% Na,COs3 w 0,5% roztworze kwasu pikrynowego. Plytki uszczelniono parafilmem
1 inkubowano przez 96h w temperaturze 28°C. Nastgpnie oceniono zmian¢ zabarwienia
bibuty z z6ttego na pomaranczowo-brazowe, S$wiadczace o zdolnos$ci izolatu do syntezy HCN.
Wyniki pozytywne zmiany zabarwienia oceniono w trzy stopniowej skali: (+) stabe, (++)

srednie, (+++) mocne. Przyktadowe wyniki przedstawiono na Fot. II-9.

Fot. II-9. Przyktadowe wyniki badania zdolnosci do syntezy HCN; od lewej: szczep
122/PR — wynik pozytywny (+++), szczep 111/TEL — wynik pozytywny (++), szczep

41/MR — wynik pozytywny (+), szczep 114/TR — wynik negatywny.

Ocena zdolnosci izolatéow do ruchu
Zdolno$¢ izolatéw do ruchu oceniono na podtozu LB zestalonym agarem o stezeniu 0,2%.

Szczepy nanoszono punktowo na $rodek plytki Petriego 1 inkubowano bez odwracania przez



48h w temperaturze 28°C. Po okresie inkubacji okreslono wzrost bakterii, oceniajac ich

zdolnos$¢ do ruchu. Przyktadowe wyniki przedstawiajg Fot. 1I-10.
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Fot. II-10. Przykladowe wyniki badania zdolnosci do ruchu; od lewej: wynik negatywny,
wynik pozytywny.

Ocena zdolnosci izolatow do biosyntezy enzymow celulolitycznych

Zdolno$¢ izolatow do biosyntezy enzymoéw celulolitycznych oceniano na podlozu

z karboksymetyloceluloza (CMC).

Sktad podtoza z CMC [ang. Carboxymethylcellulose (CMC) Agar]:

SKEADNIK ILOSC
CMC 10,0 g
FECL, 0,004 g
(NH,),SO, 1,0g
NACL 06g
K,HPO, 0,5g
MGSO, X 7H,0 05g
CACL, X 2H,0 0,002 g
KH,PO, 05g
EKSTRAKT 0,1g
DROZDZOWY

AGAR 150¢g
WODA 1,01
DEMINERALIZOWANA

Kazdy wyizolowany szczep nanoszono metoda punktowa na pozywke w trzech

powtorzeniach. Po 2 tygodniach inkubacji w temperaturze 28°C ptytki zalewano plynem

Lugola. Po 15 minutach inkubacji usuwano ptyn z powierzchni plytek i mierzono promien

przejasnien powstaty wokot miejsca posiewu. Przyktadowe wyniki pozytywne przedstawiono

na Fot. II-11.
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Fot. II-11. Przykladowe wyniki badania aktywnos$ci celulolitycznej; od lewej: szczep
166/TEK — wynik pozytywny, szczep 82/TR — wynik pozytywny.

Badanie aktywnoS$ci przeciwdrobnoustrojowej wobec czynnikow chorobotworczych
upraw roslin jagodowych

Badanie aktywnos$ci przeciwplesniowej wzgledem grzyboéw patogennych wykonywano
metoda studzienkowg na podiozu z agarem glukozowo-ziemniaczanym (PDA) (Fot. 1I-12).
Plesnie fitopatogenne wzgledem roslin jagodowych (Tab. II-1.) posiano rownomiernie metoda
powierzchniowg na podtoze agarowe w ilosci 300 pl. Po wchlonigciu zawiesiny przez agar
W pozywce wycinano w sposob aseptyczny studzienki o $rednicy ok. 0,5 cm.

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec szczepow bakteryjnych reprezentujacych rodzaje
fitopatogenne dla roslin badano metoda studzienowa w podtozu LB z agarem. Na
powierzchnie podtoza nanoszono 300 ul zawiesiny szczepu fitopatogennego (10° jtk/ml),
a nastgpnie wycinano studzienki o §rednicy ok. 0,5 cm. W tabeli 1I-1 wymieniono szczepy

bakteryjne stosowane jako mikroorganizmy wskaznikowe.

Tab. 1I-1. Szczepy fitopatogenne izolowane z rownych organow gatunkow roslin jagodowych:

Fitopatogeny grzybowe Zrédlo izolacji Fitopatogeny Zrédlo izolacji
bakteryjne
Alternaria sp. INHORT * Erwinia billingiae | Korzenie
56/MR ITM © maliny
Aspergillus sp. ITM © Liscie  czarnej | Erwinia rhapontici | Korzenie
porzeczki 189/PR ITM © czarnej
porzeczki
Botrytis cinerea INHORT Rhodococcus sp. 102/TR | Korzenie
IT™M © truskawki
Botrytis cinerea SGGW Owoce
truskawki




Botrytis cinerea ITM © Liscie  czarnej

porzeczki a) Szczepy oznaczone ,INHORT” pochodza

z kolekcji Pracowania Ryzosfery (Instytut
Ogrodnictwa, Skierniewice).

wysokiej b) Szczepy oznaczone ,,SGGW” pochodza
z  kolekcji  Samodzielnego  Zaktadu

Colletotrichum acutatum SGGW Liscie borowki

Fusarium oxysporum INHORT 2 Fitopatologii (Szkota Glowna Gospodarstwa

Wiejskiego, Warszawa).

5 a)
Fusarium oxysporym A INHORT C) Szczepy oznaczone ,JTM”  pochodza

Fusarium oxysporum AH INHORT a) z kolekcji Dzialu Mikrobiologii (Instytut
Technologii Mikrobiologicznych, Turek).

W obu opisanych testach do studzienek nanoszono po 100 pl 48-godzinnej hodowli izolatow
bakteryjnych z pozywki LB. Plytki inkubowano przez 2 lub 5 dni (odpowiednio w testach
oceniajagcych aktywno$¢ wobec bakterii lub ple$ni) codziennie monitorujac wzrost
mikroorganizméw. Strefa przejasnienia liczona od brzegu studzienek $wiadczyla

o aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej danego izolatu bakteryjnego wobec analizowanego

fitopatogenu.
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Fot. II-12. Przyktadowe wyniki badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Fot. A: test na
aktywnos¢ szczepow bakteryjnych wobec C. acutatum SGGW; w studzienkach 38 1 135 znajdujg si¢
szczepy 38/MR oraz 135/TR, ktére zahamowaty wzrost plesni; szczepy znajdujace si¢ w pozostatych
studzienkach wykazuja aktywno$¢ sporostatyczng; w centrum plytki znajduje si¢ fragment murawki
plechy rozwijajacej si¢ poza zasiggiem oddziatywania szczepdw bakteryjnych. Fot. B: test na
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg szczepéw bakteryjnych wobec fitopatogennego szczepu
102/TR; w studzience 177 znajduje si¢ szczep 177/PEK, ktéry zahamowal wzrost szczepu
wskaznikowego (widoczna strefa przejasnienia w murawce).

Ocena przynaleznos$ci gatunkowej metodami genetycznymi:

Z wytypowanych szczepow izolowano DNA genomowy zestawem AX Bacteria SPIN+.
Oczyszczony DNA poddawano analizie spektrofotometrycznej, a stgzenie roztworu
standaryzowano w kazdej probce do 30 ng. Tak przygotowany materiat poddawano reakcji
PCR genu 16S rDNA w obecno$ci polimerazy Phire (Thermo Scientific). Otrzymane
produkty poddawano trawieniu mieszaning enzyméow restrykcyjnych Haelll i Hinfl. Wyniki

cigcia analizowano za pomocg Bioanalyzera 2100 (Agilent Technologies).



Szczepy przedstawiajace podobne wzory poddawano kolejnej analizie wykonujac reakcje
RAPD. Mieszanina reakcyjna zawierata 1,0 uM primera M13 oraz koncowe stezenie jonow
magnezu na poziomie 6,5 mM.

Sposréd szczepow charakteryzujacych si¢ jednakowymi wzorami RAPD wybierano po
jednym reprezentatywnym i razem z pozostatymi szczepami generujacymi unikatowe wzory
w analizie RAPD i RFLP poddawano sekwencjonowaniu genu 16S rDNA. Odczytane
sekwencje sktadano w kontigi przy pomocy programu BioEdit, ktore nastepnie poddawano
analizie porownawczej w bazie GenBank przy zastosowaniu programu BLAST [Zhang i in.,
2000]. Przynalezno$¢ gatunkowa badanych szczepow ustalano na podstawie wynikow
wskazujacych na co najmniej 97%-owy stopien identycznosci analizowanych sekwencji
z sekwencjami zdeponowanymi w bazie GenBank.

WYNIKI I INTERPRETACJA

Izolacja szczepow endofitycznych i ryzosferowych z réznych gatunkéw roslin
jagodowych uprawianych metodami ekologicznymi

Ze $wiezo pobranego materiatu ro§linnego wyizolowano 246 szczepdéw bakteryjnych. W toku
przeprowadzanych kolejnych pasazy, celem otrzymania czystych kultur mikroorganizmoéw,
do dalszych badan wytypowano populacj¢ 146 szczepdéw charakteryzujacych si¢ dobrym
wzrostem na podlozach mikrobiologicznych (Tab. II-2.). Cecha ta jest jednym z czynnikéw
sugerujacych mozliwos¢ uzyskiwania dobrych wydajnosci w namnazaniu biomasy tych
szczepOdw w procesach pottechnicznych lub technicznych, celem uzyskania bioszczepionek.

Tab. II-2. Symbole szczepdéw ryzosferowych i endofitycznych izolowanych z réznych gatunkow
roslin jagodowych:

Czarna porzeczka
Szczepy ryzosferowe Szczepy endofityczne korzeni Szczepy endofityczne
lodyg

21/PR 173/PR 120/PEK 180/PEK 127/PEL
23/PR 189/PR 121/PEK 181/PEK 128/PEL
119/PR 191/PR 125/PEK 182/PEK 129/PEL
122/PR 199/PR 126/PEK 198/PEK 187/PEL
123/PR 215/PR 130/PEK 209/PEK 188/PEL
131/PR 216/PR 174/PEK 214/PEK 224/PEL
152/PR 217/PR 175/PEK 222/PEK 225/PEL
160/PR 220/PR 176/PEK 223/PEK 226/PEL
161/PR 221/PR 177/PEK 228/PEK

172/PR 178/PEK 229/PEK

179/PEK




Malina
Szczepy ryzosferowe Szczepy endofityczne korzeni

14/MR 48/MR 1/MEK 28/MEK

15/MR 49/MR 2/MEK 29/MEK
34/MR 50/MR 3/MEK 30/MEK
35/MR 51/MR 4/MEK 31/MEK
36/MR 52/MR S/MEK 53/MEK

37/ MR 55/MR 7/MEK 54/MEK

38/ MR 56/MR 8/MEK 60/MEK

39/MR 116/MR 9/MEK 63/MEK
40/MR 196/MR 25/MEK 64/MEK

41/MR 197/MR 26/MEK 66/MEK

42/MR 201/MR 27/MEK 67/MEK

Truskawka
Szczepy ryzosferowe Szczepy endofityczne korzeni Szczepy endofityczne
fodyg

24/TR 135/TR 75/TEK 70/TEL
79/TR 136/TR 76/TEK 71/TEL
81/TR 137/TR 77/TEK 72/TEL
82/TR 138/TR 83/TEK 91/TEL
100/TR 139/TR 85/TEK 92/TEL
102/TR 140/TR 86/TEK 93/TEL
103/TR 141/TR 109/TEK 95/TEL
104/TR 142/TR 110/TEK 96/TEL
108/TR 144/TR 113/TEK 97/TEL
114/TR 145/TR 164/TEK 111/TEL
115/TR 146/TR 165/TEK 112/TEL
132/TR 147/TR 166/TEK 240/TEL
133/TR 148/TR 167/TEK

134/TR 195/TR 168/TEK

Wsrdd szczepow wytypowanych do dalszych badan znajduja si¢ ekotypy izolowane
z ryzosfery oraz endofity korzeniowe i todyg; brak jest natomiast endofitow lisci, ktore
utracity zdolno$¢ do wzrostu na poditozach mikrobiologicznych na etapie wyprowadzania
czystych kultur lub po prébach zabezpieczenia w -80°C.

Ocena zdolnoSci wyizolowanych bakterii endofitycznych i ryzosferowych do
potencjalnego promowania wzrostu roslin

Selekcja szczepow pod katem mozliwosci ich zastosowania jako naturalnych stymulatoréw

wzrostu roslin jagodowych prowadzono analizujac nastepujace cechy:




e Zdolnos¢ do biosyntezy fithoromnonu — kwasu indolilo-3-octowego (IAA),
e Zdolnos$¢ do rozpuszczania fosforanow,

e Zdolnos$¢ do biosyntezy sideroforéw,

e Zdolnos$¢ do biosyntezy cyjanowodoru.

IAA jest jednym z hormondéw roslinnych klasyfikowanych do grupy auksyn, ktory wywiera
wpltyw na wzrost ros§lin. W wypadku szczepow bakteryjnych zdolnych do syntezy TAA
szczegollnie istotne jest uwalnianie tego zwigzku przez szczepy ryzosferowe i endofity
korzeniowe, co w efekcie korzystnie oddzialuje na rozwoj sytemu korzeniowego roSlin,
zwigksza powierzchni¢ systemu korzeniowego i poprawia proces pobierania skladnikow
pokarmowych z gleby [Kuklinsky-Sobral i wsp., 2004; Li i wsp., 2010] .

Fosfor i zelazo s3 waznymi pierwiastkami, ktéorych odpowiednia dostgpno$¢ warunkuje
prawidtowy rozwdj roslin. Pozadang cechg wérod bakterii lub grzybow promujacych wzrost
ro$lin jest zdolno$¢ do rozpuszczania zwigzkéw fosforu przez co pierwiastek staje si¢
dostepny dla roslin. Efekt taki zachodzi poprzez uwalnianie zewnatrzkomoérkowych fosfataz
rozpuszczajacych organiczne kompleksy fosforu lub poprzez synteze kwaséw organicznych
1 uwalnianie ortofosforanu ze zwiazkéw ztozonych [Kucey 1 wsp., 1989].

Na pewnych stanowiskach dostepnos¢ zelaza dla roslin jest ograniczona poprzez
wystepowanie tego pierwiastka w postaci zwigzkow utlenionych. Pewne szczepy bakteryjne
wyksztatcity zdolno$¢ do syntezy i uwalniania do srodowiska siderowforow, czyli zwiazkoéw,
ktore umozliwiaja pobieranie i wykorzystywanie jonéw Fe’* [Dilworthet i wsp., 1998; Jin
1 wsp., 2006]. W przypadku upraw roslin jagodowych stosowanie szczepow syntetyzujacych
siderofory moze by¢ kluczowe dla upraw truskawek, malin 1 porzeczek, w odroznieniu od
borowki amerykanskiej, ktorej uprawa wymaga zakwaszenia gleby, a w tych warunkach
przewaza udziat rozpuszczalnych w wodzie jonow Fe*"

Siderofory razem z cyjanowodorem sa czynnikami o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.
Zdolno$¢ do syntezy cyjanowodoru przez bakterie, bedace w mutualistycznych interakcjach
z ro$linami, promuje wzrost ro$lin poprzez ograniczanie rozwoju konkurencyjnej mikroflory,
w tym réwniez drobnoustrojow fitopatogennych [Rosenblueth i Martinez-Romero, 2006].

W toku przeprowadzanej selekcji wykazano zdolno$¢ do syntezy cyjanowodoru, sideroforéw
1 rozpuszczania zwigzkow fosforu z wysoka czestoscia, przy czym tylko okoto 18% izolatow
ryzosfery i endofitycznych wykazywato potencjal do promowania wzrostu roslin poprzez
wszystkie trzy wymienione cechy. Szczepy takie pochodzily z kazdego z trzech gatunkow

ro$lin jagodowych [Tab. II-3a-c].



Rzadziej opisywang wlasciwoscia analizowanych szczepow byla zdolnos¢ do syntezy
fitohormonu TAA, ktora czesciej wykazywaly szczepy izolowane z ryzosfery lub endofity
korzeniowe niz endofity pedow. Lacznie z pozostatymi cechami (synteza sideroforow,
cyjanowodoru oraz rozpuszczanie zwigzkow fosforu), tylko ok. 9% izolatow
charakteryzowato si¢ petnym zakresem analizowanych mechanizméw promowania wzrostu
ro§lin [Tab. II-3a-c].

Dane literaturowe potwierdzaja rzadka izolacj¢ szczepow zdolnych do promowania wzrostu
ro§lin poprzez kilka mechanizmoéw jednoczesnie 1 sugeruja komponowanie kilku
symbiotycznych szczepow, z ktorych kazdy moze wykazywacé pozytywny wpltyw na rozwoj
ro$lin poprzez inne rodzaje oddziatywan. W pracy Zaidi i wsp. [2006] opisany zostat szczep
Bacillus subtilis, ktory tacznie z innymi izolatami z rodzaju Bacillus wykazywal najwyzsza
wydajno$¢ syntezy fitohormonu IAA (55 pg/ml), co bylo negatywnie skorelowane ze
zdolnos$cig do syntezy sideroforow. Z kolei szczepy Enterobacter sp. EMB-65 oraz
Pseudomonas punctata NA-132, syntetyzujace duze ilosci sideroforow, nie wykazywaty

podobnie wysokiej wydajnosci syntezy IAA [Dias i wsp., 2009].

Tab. II-3a. Analiza zdolno$ci szczepow izolowanych z roslin czarnej porzeczki do promowania

wzrostu roslin:

Symbol Biosynteza IAA | Rozpuszczanie fosforanéw, Synteza Synteza
szczepu [ng/ml] wielko$¢ strefy [mm] sideroforow cyjanowodoru
21/PR 0,010 ++ +
23/PR +
119/PR ++
122/PR ++ +++
123/PR 0,375 5,00 £ 0,00 ++ +++
131/PR 4+
2 152/PR +
é 160/PR
§ 161/PR
z 172/PR ++ +++
§ 173/PR 0,389 5,33+0,29 + +
’ 189/PR 0,157 3,50+ 0,00 ++ +
191/PR 2,16 +0,29
199/PR 0,021 4,66 = 0,29 ++
215/PR
216/PR ++
217/PR ++ +




220/PR 3,592 2,83+0,29 +
221/PR +
120/PEK 0,217 ++ et
121/PEK
125/PEK 5,33+0,58 —
126/PEK 133£1,52 + +
130/PEK 5,33%0,29 +
174/PEK 0,424 -
175/PEK 433£0,76
E 176/PEK 3,00 = 0,00
g 177/PEK 0,025 4,16%0,29 + ¥
g 178/PEK 3,16+ 0,29 +
é‘ 179/PEK 1,131 6,16 0,76 =+ T+
"§ 180/PEK ++ ++
% 181/PEK + +
g 182/PEK + +
“ 198/PEK + +
209/PEK + +
214/PEK ¥
222/PEK 5,00+ 0,50 +
223/PEK
228/PEK 0,66 = 0,29 ¥
229/PEK +
127/PEL 5,16 0,29 =+ +
% 128/PEL 6,66 = 0,29 =+ +
P 129/PEL +
:2 187/PEL + +
g 188/PEL + +
% 224/PEL
5 225/PEL 4,00+ 0,87 —
Z 226/PEL +

Synteza HCN: (+) staba, (++) $rednia, (+++) silna.
Synteza sideroforow: (+) umiarkowana, (++) bardzo dobra.

Tab. 1I-3b. Analiza zdolnosci szczepow izolowanych z roslin malin do promowania wzrostu roslin:

Symbol Biosynteza IAA | Rozpuszczanie fosforanéw, Synteza Synteza
szczepu [ng/ml] wielko$¢ strefy [mm] sideroforow cyjanowodoru
14/MR
2
S 15/MR 1,250 5,66 = 0,29 + +
@ @
g 2] 3amMR T T+
a5
=~ 35/MR ++ ++




36/MR 3,16 £ 0,29 +
37/MR +
38/ MR 0,259 6,16 + 0,29 + +
39/MR + ++
40/MR 2,33+£0,76 ++ +
41/MR 4,00 £0,50 ++ +
42/MR ++ +
48/MR +
49/MR 7,658 5,66 + 0,29 ++
50/MR +++
51/MR 0,798 +
52/MR 0,701 5,50+ 0,50 +
55/MR 0,029 +
56/MR 7,50 £ 0,00 + +
116/MR 2,50+ 0,50
196/MR 0,253 9,83 £0,29 ++
197/MR
201/MR ++
1/MEK 0,282 3,83 +0,29 ++ +
2/MEK 3,33+0,29
3/MEK 0,142 2,00 £ 0,00
4/MEK ++
5/MEK ++
7/MEK 4,50 £ 0,00 ++
8/ MEK
— 9/MEK 1,16 £ 0,29
§ 25/MEK ++
% 26/MEK 0,940 4,33+0,29 ++ ++
ii 27/MEK ++ ++
ig 28/MEK
a‘i 29/MEK 3,83 +0,29
g 30/MEK n
(;);] 31/MEK ++
53/MEK 0,212 4,33+£0,58 ++ +
54/MEK 0,989 2,66 £0,29 ++ +
60/MEK 0,323 1,33+0,29
63/MEK 0,049 ++
64/MEK ++
66/MEK 0,138 3,83 +0,29 ++
67/MEK ++ ++

Synteza HCN: (+) staba, (++) $rednia, (+++) silna.

Synteza sideroforow: (+) umiarkowana, (++) bardzo dobra.




Tab. II-3c. Analiza zdolnosci szczepdw izolowanych z roslin truskawki do promowania wzrostu

roslin:
Symbol Biosynteza IAA Rozpuszczanie fosforanéw, Synteza Synteza
szczepu [ng/ml] wielko§¢ strefy [mm] sideroforéw cyjanowodoru
24/TR 1,537 5,17+0,29 + ++
79/TR 3,50 +£ 0,50 ++ +
81/TR +
82/TR 6,50 + 0,00 +
100/TR ++
102/TR
103/TR + +
104/TR 0,256 4,67+0,76 +
108/TR 2,00 £ 0,00 ++
114/TR 1,83 +£0,29
g 115/TR ++
é 132/TR ++
S 133/TR 5,50 £ 0,50 T
E_’ 134/TR 5,00 £0,00 ++
§ 135/TR 0,098 3,83+0,29 + +
’ 136/TR ++ +
137/TR 2,50£0,50 ++
138/TR +
142/TR 4,17+0,29
144/TR
145/TR +
146/TR 0,899 + +
147/TR 1,83 +£0,29
148/TR 4,67 +0,29 ++
195/TR ++
75/TEK +
- 76/TEK s
g 77/TEK + +
% 83/TEK ++ ++
g 85/TEK +++
E 86/TEK 3,50 0,87 + +
S 109/TEK 2,00 = 0,00 - ++
g 110/TEK 7,50 % 0,50 T T+
5 113/TEK ++ +++
164/TEK ++




165/TEK 2,17+0,29 ++ +
166/TEK ++ ++
167/TEK +
168/TEK 5,67+0,29 + +
70/TEL 0,441 ++ ++
71/TEL 3,50+ 0,50 +
72/TEL 0,974
%3 91/TEL 2,16 0,29 +
] 92/TEL 1,769 8,00+ 0,86 ++ +
f;ﬂ 93/TEL 3,00+ 0,00
E 95/TEL 3,16+0,29
i 96/TEL 7,00 = 0,50 ++ +
2:’ 97/TEL ++ ++
2 111/TEL + ++
112/TEL 4,00 + 0,00
240/TEL ++ +

Synteza HCN: (+) staba, (++) $rednia, (+++) silna.
Synteza sideroforow: (+) umiarkowana, (++) bardzo dobra.

Ocena zdolnos$ci wyizolowanych bakterii endofitycznych i ryzosferowych do ponownej
kolonizacji roslin

Szczepy selekcjonowane pod katem ich potencjalu do promowania wzrostu roslin wymagaja
przeprowadzenia wstepnej oceny zdolnosci do ponownej kolonizacji roslin, co w przypadku
szczepoOw endofitycznych okreslane jest jako infekowanie ro$liny. Szczepy bakteryjne
wykazuja zroznicowang zdolno$¢ kolonizacji roslin, ktéra jest uzalezniona od nastepujacych
uwarunkowan:

e Zdolnosci do ruchu,
e Biosyntezy enzymow celulolitycznych.

Analiza ruchliwosci szczepéw ma znaczenie dla sposobu stosowania inokulatu. Kontaktowe
stosowanie bioszczepionek zawierajacych szczepy pozbawione zdolno$ci do ruchu wydaje si¢
by¢ najskuteczniejszym sposobem aplikacji, podczas gdy szczepy wykazujace zdolnos¢ ruchu
mogg by¢ stosowane réwniez doglebowo. Wazniejsza cechg warunkujaca kolonizacj¢ rosliny
wydaje si¢ by¢ zdolnos¢ do syntezy enzymow celulolitycznych lub pektynolitycznych
[Hallmann i wsp., 1997].

Wigkszo$¢ testowanych izolatow wykazywata zdolno$¢ do ruchu, natomiast 1/3 catej puli
szczepow wykazywata jednoczesng zdolno$¢ do rozktadu celulozy w podlozu agarowym
[Tab. Il-4a-c]. Najwyzsza aktywno$¢ celulolityczna byla obserwowana w przypadku

szczepow 178/PEK, 228/PEK oraz 79/TR.



Tab. II-4a. Analiza zdolnosci szczepow izolowanych z roslin czarnej porzeczki do ponownej

kolonizacji roslin:

Symbol Zdolnos$¢ do Aktywnos$¢ celulolityczna,
szczepu ruchu wielko$¢ strefy [mm]
21/PR
23/PR
119/PR
122/PR
123/PR n
131/PR
152/PR + 1,83 %0,29
g 160/PR
é 161/PR
S 172/PR T 22,17+0.29
% 173/PR n
3 189/PR n 2,00+ 0,00
’ 191/PR T 26,83 £ 0,29
199/PR n
215/PR
216/PR
217/PR + 3,83 £ 0,58
220/PR n 2,83+0,29
221/PR n
120/PEK n
121/PEK
125/PEK 26,00 + 0,50
126/PEK 7,17+ 1,04
- 130/PEK T 3,17+0,76
§ 174/PEK n 2,83+0,29
% 175/PEK T
ii 176/PEK T 21,50 + 1,32
‘E 177/PEK + 5,50 = 0,50
i 178/PEK T 32,00 = 0,50
) 179/PEK T
5 180/PEK + 583+ 1,44
181/PEK 24,17+ 0,58
182/PEK + 5,33 £ 0,58
198/PEK n
209/PEK n




214/PEK +
222/PEK n 7,83+ 0,29
223/PEK +
228/PEK n 30,67 £ 0,58
229/PEK
127/PEL 21,50 + 0,87
% 128/PEL n 1,00 £ 0,00
2 129/PEL 22,33%0,29
f;ﬂ 187/PEL. +
$ 188/PEL 22,67%0,29
§; 224/PEL +
5 225/PEL +
Z 226/PEL 21,50 + 0,87

Tab. I1-4b. Analiza zdolnoS$ci szczepdw izolowanych z roslin malin do ponownej kolonizacji roslin:

Symbol Zdolnos$¢ do Aktywnos$¢ celulolityczna,
szczepu ruchu wielko$¢ strefy [mm]
14/MR 18,50 = 0,50
15/MR +
34/MR +
35/MR + 7,33 1,61
36/MR + 11,33 +2,02
37/ MR +
38/MR + 1,67 +0,29
39/MR 11,5+ 0,50
o 40/MR +
g 41/MR +
&
§ 42/MR +
e 48/MR 27,00 £ 0,00
g 49/MR T 2,50 £ 0,00
;JN) 50/MR +
51/MR 4,50 +0,50
52/MR +
55/MR + 21,00 + 0,00
56/MR +
116/MR 13,67 £ 1,26
196/MR + 3,67+0,29
197/ MR +
201/MR 14,33 £ 0,29
@ N 1/MEK +




2/MEK + 12,17 £ 0,58
3/MEK 10,83 + 1,44
4/MEK 3,33+£0,29
S/MEK +

7/MEK + 25,00 = 0,00
8/MEK 1,16 £ 1,04
9/MEK

25/MEK +

26/MEK + 4,33 +0,29
27/MEK + 4,67+ 1,15
28/MEK 2,83 +£0,29
29/MEK

30/MEK +

31/MEK + 1,00 = 0,00
53/MEK + 5,00+2,18
54/MEK +

60/MEK

63/MEK + 4,83 +0,29
64/MEK 4,17£0,76
66/MEK + 6,67 +0,29
67/MEK + 26,50 = 0,00

Tab. II-4¢. Analiza zdolnosci szczepoéw izolowanych z roslin truskawek do ponownej kolonizacji

ro$lin:
Symbol Zdolno$¢ do Aktywnosé celulolityczna,
szczepu ruchu wielko$¢ strefy [mm]
24/TR + 3,83 +0,29
79/TR + 27,33 £ 0,29
81/TR +
82/TR 21,17 £ 0,29
§ 100/TR +
o 102/TR
&
Z 103/TR
N
4 104/TR n
2
¥ 108/TR + 5,33 +0,29
(2}
& 114/TR T 7,17+ 0,29
115/TR 10,17 £ 0,29
132/TR +
133/TR + 2,00 £ 0,00
134/TR + 3,33+0,29




135/TR n
136/TR 13,33+ 0,58
137/TR 13,17+0,76
138/TR + 2,00 % 0,00
142/TR + 22,33 +0,29
144/TR n 14,50 £ 0,50
145/TR n
146/TR + 2,00+ 0,00
147/TR n 483+0.29
148/TR
195/TR n
75/TEK n
76/ TEK +
77/TEK n 2,00 % 0,00
_ 83/TEK 22,50 = 0,00
§ 85/TEK
-?, 86/TEK n 31,67 £0,29
é 109/TEK 10,50 % 0,50
E 110/TEK 21,83 0,76
i 113/TEK + 3,33+0,29
g 164/TEK n
5 165/TEK 0,17+ 1,04
166/TEK 10,17+ 0,29
167/TEK n
168/TEK n
70/TEL n 4,17+ 0,76
71/TEL 2,67=0,29
72/TEL + 8,83 0,29
% 91/TEL + 17 +1,04
2 92/TEL n 6,33 =321
E’, 93/TEL + 10,17 + 0,29
£ 95/TEL + 11,67+ 0,76
i 96/TEL + 1,00 £ 0,50
§ 97/TEL n
& 111/TEL 2,00 = 0,00
112/TEL n 16,00 3,46
240/TEL n

Sposrod szczepow 146 szczepow wybranych do testdow opisujacych ich potencjal do

promowania wzrostu roslin wybrano

46

szczepoOw, ktore

wykazywaty

zestaw

najkorzystniejszych wlasciwosci (Tab. 11-5). Szczepy te zostaty poddane badaniu aktywnosci



przeciwdrobnoustrojowej wobec mikrobiologicznych czynnikéw chorobotwoérczych upraw
ro$lin jagodowych oraz poddano identyfikacji genetyczne;j.

Tab. II-5. Symbole wyselekcjonowanych szczepow ryzosferowych i endofitycznych izolowanych z
r6znych gatunkow roslin jagodowych, potencjalnie zdolne do promowania wzrostu roslin:

Czarna porzeczka
Szczepy ryzosferowe Szczepy endofityczne korzeni Szczepy endofityczne
lodyg
123/PR 120/PEK 179/PEK 128/PEL
172/PR 130/PEK 180/PEK
173/PR 174/PEK 182/PEK
189/PR 177/PEK 220/PEK
217/PR 178/PEK
Malina
Szczepy ryzosferowe Szczepy endofityczne korzeni
15/MR 55/MR 1/MEK 54/MEK
38/ MR 56/MR 7/MEK 66/MEK
40/MR 109/MR 26/MEK 63/MEK
49/MR 196/MR 27/MEK 67/MEK
53/MEK
Truskawka
Szczepy ryzosferowe Szczepy endofityczne korzeni Szczepy endofityczne
lodyg
24/TR 135/TR 110/TEK 70/TEL
79/TR 146/TR 165/TEK 92/TEL
102/TR 199/TR 168/TEK 96/TEL
104/TR

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa bakterii endofitycznych i ryzosferowych

Pozadang cechg szczepoéw bakteryjnych promujacych wzrost roslin jest zdolno$¢ do kontroli
rozwoju mikroorganizmow patogennych naturalnie wystepujacych w §rodowisku. Znane sg
przypadki stosowania bakterii Gram-ujemnych w celu biokontroli rozwoju plesni
fitopatogennych, a aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa takich szczepéw wynika z jednego
lub kilku mechanizméw takich jak: uwalnianie enzymow litycznych na zewnatrz komorki,
synteza sideroforow, uwalnianie kwasu salicylowego antybiotykow lub zwiazkoéw lotnych
(np. HCN). Pierwsze szczepy opisywane jako czynniki biokontrolne w rozwoju plesni naleza
jednak do rodzaju Bacillus [Powell i Jutsum; 1993] np. szczepy Basillus subtilis wchodza
w sklad biofungicydu stosowanego w ochronie ro$lin uprawnych przed chorobami

bakteryjnymi powodowanymi przez Erwina, Pseudomonas 1 Xanthomonas.




W  toku prowadzonych analiz obserwowano zréznicowane dowody aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej szczepow bakteryjnych. Ich aktywno$¢ objawiala si¢ zupelnym
zahamowaniem wzrostu mikroorganizmow wskaznikowych lub ograniczeniem wzrostu
poprzez konkurencje o sktadniki pokarmowe (badane izolaty przerastaty podtoze wokot
studzienki uniemozliwiajac wzrost murawki szczepu wskaznikowego) lub ograniczeniem
rozwoju (np. wstrzymanie zarodnikowania plesni). Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg
czesciej wykazywaty szczepy izolowane z ryzosfery i endofity korzeniowe (Tab. II-6a-c).
Posrod szczepdw selekcjonowanych pod katem aktywnos$ci przecidrobnoustrojowej wobec
plesni i bakterii fitopatogennych dziewie¢ wyrdznialo si¢ szerokim zakresem aktywnosci
obejmujacym wigkszo$¢ stosowanych mikroorganizmow wskaznikowych. Szczepy te,
w zalezno$ci od stopnia aktywnos$ci, mozna umownie podzieli¢ trzy grupy. Do pierwszej
grupy o niskiej aktywnosci zaliczy¢ mozna szczepy 172/PR 1 177/PEK (Tab. II-6a). Wysoka
aktywno$¢ wobec wigkszo$ci analizowanych ple$ni wykazywaty szczepy 174/PEK, 220/PEK
(Tab. 6a), 7/MEK i1 49/MR (Tab. 6b). Szczepy 24/TR, 135/TR i 70/TEL charakteryzowaty si¢
posrednim stopniem aktywnosci. Ostatni ze szczepow jest jedynym sposrdd izolatow
endofitycznych pedéw nadziemnych, ktorego aktywno$¢ obejmowatla szerokie spektrum
fitopatogenow wskaznikowych.

Tab. II-6a. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa szczepéw ryzosferowych 1 endofitycznych
izolowanych z czarnej porzeczki wobec szczepow bakterii i plesni fitopatogennych:

Plesnie Szczepy bakteryjne
= =4
[ &< &
= = & = = = g
& &~ =] = E bt —
@] s = S Q = E ~ &
4 e Qo Z 2 @
— . = Qo 2 Q — < < S ﬁ
: 2 o 7] " - -
= @ Z = g S g ]
@»n “ =1 wn =] S = = = § -2 5
3 S s 3 3 S S 3 S = = S
£ = 2 8 2 g s, s = §‘° S g
S S 9 S 9 ] @ @ @ = <3 <
£ 5 = = 2 ] = 2 2 = = =
S 2 3 S 3 S 3 3 3 = = _§ >
< < g o o < & & & & & =
Wielkos$¢ strefy [mm]
123/PR
()]
> g 172/PR 1 2 1 2 2
8 @
& 8| 173/PR 3 129 1
o
217/PR 4
120/PEK
Z | 130/PEK
5 &
T | 174/PEK 5 6 4 5 3 6 4 2
w ]
177/PEK 2 1 3 2 2 1 1 3 1 10




179/PEK 19

180/PEK

182/PEK 3

220/PEK 7 3 4 6 4 4
F
S 3| 128/PEt 2 1
T o0
I.lc.l ——

9 podano rozmiar strefy wykazujacej efekt sporostatyczny.

Tab. II-6b. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa szczepow ryzosferowych i endofitycznych
izolowanych z malin wobec szczepow bakterii i plesni fitopatogennych:

Plesnie Szczepy bakteryjne
~ =4
& g
- . |E |8 |z |2 |g
[~ -4 o s E et —
S | = |&= = |2 |E |& |z |E
Z |E |8 |= c |2 |& |z [2 |g |¢%
E = =) <) Z < < 2 @
= - Z 7] = S s i N 3 -2 3
3 ] S S S s s s s 5 s g
N = N N N 3 Y S = 8 2 S
s g0 2 2 2 = g 2 g 5 g S
g $ B = S 3 2 g 2 = = 3
g E 2SS 1SS 1S 1S |5 | |s¢E
< < o S o S < S i 5 & = g
Wielkos$¢ strefy [mm]
15/MR 10
g 38/MR 2 3 4 2
e [ao/mR 3 29
7]
8 49/MR 6 6 11 2 10 2
Y 55/MR
S
S 109/MR 3
196/MR 49 1 3
1/MEK 49 3
7/MEK 5 2 7 4 5 4 3 2 2 3 4 14
26/MEK 49 2
g 27/MEK
o
-; 53/MEK
5 54/MEK 59
2
“ 63/MEK 3 3
66/MEK 3 49 2
67/MEK 2 4 2 4

9 podano rozmiar strefy wykazujacej efekt sporostatyczny.




Tab. II-6¢. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa szczepow ryzosferowych i endofitycznych
izolowanych z truskawek wobec szczepdw bakterii i plesni fitopatogennych:

Plesnie Szczepy bakteryjne
=~ &
[ & g
- = & ° = = g
&< [~ @] = E b —
@] s = a = = E ~ &
z | E 2 |z o |2 | & = | = S &
Z = = Z < = @
—_ N = @] s Q — < < ) -
. [ &) n w o~ )
(=% 7 .4 ot 3 S 3 S
@ - — 77] o S N = = § = 5
3 S s 3 3 S S 3 S = = S
£ = s S ] g 2, S, s, 0 s g
S o S S S ] 2 2 2 = S <
£ g = = = 3 > > = ] ] <
S § 3 3 3 3 3 S S S < 2 >
< < & B & S i & & S S = B
Wielkos$¢ strefy [mmy]
24/TR 4 5 5 5 4 3 3 3 3
[J]
H 79/TR 3 2 13
5]
7 104/TR 10
N
E 135/TR 5 3 3 5 4 2 2
Qo
8 146/TR 4 129 2
N
< 199/TR 2
86/TEK 2
e
g 110/TEK 2
o
i; 113/TEK
£
_§ 165/TEK 3
“ 168/TEK 2 1 10
70/TEL 2 1 4 4 3 4 2
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% podano rozmiar strefy wykazujacej efekt sporostatyczny.

Identyfikacja wybranych bakterii endofitycznych i ryzosferowych

Wstepnym etapem identyfikacji byla ocena stopnia zrdéznicowania populacji na poziomie
rodzaju/gatunku poprzez analize restrykcyjng genu 16S rDNA. W ten sposdb wyodrebniono
13 szczepow, z ktorych kazdy charakteryzowal si¢ unikatowem wzorem produktow trawienia
w zelu oraz siedem grup mikroorganizméw, z ktorych kazda zawierata od dwoch do
dziesigciu szczepdw reprezentujacych uktad produktéw trawienia jednakowy w obrebie
kazdej grupy (Fot. 1I-13 — gbrny zel). Nastepnie, szczepy reprezentujagce powtarzajace si¢
wzory, poddano analizie RAPD celem przeprowadzenie dokladniejszego ro6znicowania

wewnatrz grupy. W ten sposob, do identyfikacji gatunkowej poprzez analize sekwencji genu



16S rDNA, wybrano 30 szczepoéw, ktorych identyfikacja umozliwita zidentyfikowanie
pozostatych 16 szczepow.

W ten sposob posrod 30 identyfikowanych izolatow rozpoznano obecno$¢ 11 rodzajoéw
posrad ktorych tacznie wyodrebniono 17 réznych gatunkow. 16 szczepdw zaklasyfikowano
do rodzaju Pseudomonas. W obrebie tego rodzaju czesto opisywane sg szczepy promujace
wzrost roslin, zwlaszcza gatunki Pseudomonas fluorescens i Pseudomonas putida [de Melo
Pereira i wsp., 2012; Asis i Adachi, 2003; Surette i wsp., 2003], ktorych reprezentanci zostali
wyizolowani réwniez w toku opisywanych analiz. Kolejnym czgsto izolowanym taksonem
jest Pantoea aglomerans oraz gatunki Bacillus cereus, Bacillus simplex 1 Bacillus megaterium
oraz inne Bacillus sp.

Przeprowadzenie identyfikacji gatunkowej umozliwilo wskazanie szczepow patogennych dla
ro$lin (Erwinia billingiae 56/MR, Erwinia rhapontici 189/PR 1 Rhodococcus sp. 102/TR) lub
oportunistycznie patogennych dla ludzi (wszystkie szczepy z rodzaju Pantoea sp.), co
wyklucza sens dalszego rozwazania mozliwo$ci stosowania tych szczepow jako sktadnikéw
przysziej wielosktadnikowej bioszczepionki wspomagajacej rozwoj upraw roslin jagodowych.
Najwieksza bioroznorodnos$cia mikroflory charakteryzuja si¢ populacje izolowane z czarnych
porzeczek oraz truskawek. W przypadku porzeczek szczepy potencjalnie promujace wzrost
ro§lin naleza do rodzajow Pseudomonas (5 szczepdw) i1 Agrobacterium (3 szczepy);
dodatkowo zidentyfikowano po jednym szczepie z rodzaju Pantoea sp., Variovorax sp.,
Chryseobacterium sp., Lysobacter sp. 1 Erwinia sp. Najcz¢éciej pozytywnie selekcjonowane
szczepy z truskawek przynaleza do rodzaju Pantoea sp. (5 szczepow), Bacillus sp.
(4 szczepy) i Pseudomonas sp. (2 szczepy), a bioréznorodno$¢ mikroflory tych upraw zostata
oceniona jako zréznicowana ze wzgledu na zidentyfikowanie w tej populacji réwniez
pojedynczych reprezentantow Agrobacterium sp., Variovorax sp., Paenibacillus sp.
1 Rhodococcus sp. Okolo polowe szczepdw analizowanych genetycznie stanowily szczepy
izolowane z malin, jednak zrdéznicowanie taksonomiczne mikrobioty tej populacji jest
zdominowane przez szczepy Pseudomonas sp. (9 szczepow) i Bacillus sp. (4 szczepy).
Pojedyncze izolaty zaklasyfikowano do Pantoea sp., Variovorax sp. 1 Erwinia sp.

Od strony przynaleznosci rodzajowej szczepy ryzosferowe, mimo pozytywnych wynikow na
etapie selekcji, nie rokuja jako skladniki bioszczepionki ze wzgledu na przynaleznos¢ do
fitopatogennego rodzaju Erwinia sp. (2 szczepy) lub rodzaju oportunistycznie patogennego
dla cztowieka Pantoea sp. (7 szczepow). Po 3 szczepy zaklasyfikowano do Bacillus sp.
1 Pseudomonas sp. Endofityczna mikroflora korzeniowa reprezentowana byta gléwnie przez

szczepy z rodzaju Pseudomonas sp. (10 szczepoéw) 1 Bacillus sp. (5 szczepow).
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Foto 1I-13. Typowanie i réznicowanie molekularne szczepéw endofitycznych i ryzosferowych odpowiednio metoda RFLP genu 16S rDNA z zastosowaniem

enzymow Haelll i HinfI (gérny zel) oraz RAPD (dolny Zel). Podano oznaczenia szczepéw oraz wynik identyfikacji genetycznej.



Nowa szczepionka dedvkowana dla roslin jagodowych

Sklad podloza produkcyjnego

Podczas opracowywania sktadu bioszczepionki  przeznaczonej do  stosowania
w uprawach ros$lin jagodowych gltowna role odgrywaja dwa aspekty: pozyskanie
odpowiedniej jakosci mikroorganizméw, ktdre procz cech bezposrednio wplywajacych na
promowanie wzrostu roslin jak np. produkcja fitohormondéw, beda posiadaty wlasciwosci
pozadane ws$réd mikroorganizméw produkcyjnych takie jak: stabilno$¢ cech, zdolno$¢
mikroorganizméw do wzrostu w aparaturze przemystowej, produkcyjnosé, tatwosé
wydzielania produktu, brak toksycznych produktéw metabolizmu oraz odpowiedni dobor
podtoza hodowlanego. Odpowiedni dobor podtoza jest bardzo wazny, poniewaz powinno ono
zapewni¢ dostateczng ilo$¢ substancji odzywczych do wzrostu mikroorganizmow oraz
stabilne $rodowisko umozliwiajace im przezywalnos¢ przez okreslony czas. Biorac pod
uwage ostateczng skale procesu produkcji bioszczepionki, do namnazania najlepiej jest
zastosowa¢ odpad z przemystu rolno-spozywczego uwzgledniajac aspekty ekologiczne
i ekonomiczne procesu. Odpady z przemystu rolno-spozywczego charakteryzuja si¢ wysoka
zawarto$cig substancji organicznych i1 mineralnych niezbednych do wzrostu bakterii.
Wykorzystywanie tego typu materiatow jako gléwnego sktadnika podtoza produkcyjnego jest
trudne ze wzgledu na sktad, ktéry nie jest w pelni powtarzalny, a zalezny od pochodzenia
surowcoOw oraz warunkow klimatycznych. Glownymi substratami stosowanymi w podtozach
produkcyjnych jako zrodio wegla sa melasa, syropy glukozowe (odpady przemystu
cukrowniczego), serwatka (odpad przemystu mleczarskiego) oraz odpady zbozowe. Melasa
oraz syropy glukozowe zawieraja ok. 2% zwigzkéw azotowych. Jako dodatkowe zrodto azotu
mogg by¢ stosowane wyttoki sojowe, maczka rybna oraz namok kukurydziany, ktoére
w przypadku probleméw ze wzrostem szczepéw stanowig dodatkowe zrodio witamin,

aminokwasow oraz soli mineralnych.

Wybor szczepow o najwiekszym potencjale biotechnologicznym

Szereg przeprowadzonych analiz umozliwiajacy okreslenie licznych cech biochemicznych
oraz przynaleznosci gatunkowej uzyskanych izolatow bakteryjnych pozwolil na
wyodrgbnienie trzech szczepéw o najbardziej korzystnych cechach. Szczep Pseudomonas
putida 49/MR, wyizolowany ze strefy ryzosferowej maliny oraz szczep P. putida 53/MEK
endofit wyizolowany z korzeni maliny. Gatunek ten jest do$¢ szeroko opisywany
w literaturze, migedzy innymi badania Glick i innych polegajace na wyciszaniu genu

deaminazy ACC u Pseudomonas putida w celu porownania wptywu oddziatywania mutanta



na promowanie wzrostu ro$lin w stosunku do szczepu dzikiego, potwierdzily, iz bakterie
Pseudomonas putida wptywaja korzystnie na ukorzenienie oraz dlugos¢ pedow roslin
[Glick 1 wsp., 1997]. Szczep oznaczony jako nr 177/PEK endofit wyizolowany
z korzeni czarnej porzeczki zostal zidentyfikowano jako Lysobacter enzymogenes. Jego
zdolno$ci do zwalczania chordb ro$lin zostaly opisane stosunkowo niedawno [Sullivan
i wsp., 2003; Folman i wsp., 2003]. Do tej pory najlepiej zarowno pod wzgledem
biologicznym jak i molekularnym scharakteryzowany zostal szczep Lysobacter enzymogenes
C3, ktory wykazuje szereg mechanizmow wykazujacych reakcje antagonistyczne wobec
patogenow [Kilic-Ekici 1 wsp., 2004] oraz kontrol¢ biologiczng. Szczep ten wytwarza szereg
zewnatrzkomorkowych enzymow, ktore zwigkszaja jego aktywno$é biologiczng, w tym wiele

form beta-1,3-glukanaz i chitynaz [Palumbo i wsp., 2005; Zhang i wsp., 2001].

Hodowle bioreaktorowe

Po wyborze mikroorganizméw oraz doborze odpowiedniego podtoza hodowlanego kolejnym
etapem prac nad nowg bioszczepionki jest rozpoczecie hodowli bioreaktorowych (Fot. 11-14).
Badania te maja na celu okre$lenie optymalnych parametrow procesu produkcji
bioszczepionki takich jak: temperatura, pH, szybko$¢ mieszania, napowietrzanie, ci$nienie
oraz objetos¢ cieczy. W czasie hodowli, oprocz ciaglej kontroli warunkow
fizyko-chemicznych procesu, cyklicznie pobierane sg probki hodowli. Nastepnie probki
poddawane s3 analizom mikrobiologicznym oraz chemicznym. Badania te maja na celu
okreslenia liczby i zywotno$ci mikroorganizmdw, stopnia zuzycia substancji pokarmowych
oraz produkcji metabolitow czyli monitorowanie sktadu podtoza hodowlanego. W trakcie
hodowli bakteryjnych wazny jest monitoring wzrostu drobnoustrojow na przyktad poprzez
pomiary gestosci optycznej — analiza spektrofotometryczna oraz kontrola liczby zywych
mikroorganizméw w hodowli. Kontrola liczby zywych mikroorganizméw w hodowli moze
by¢ wykonywana za pomoca tradycyjnych metod - posiewy mikrobiologiczne oraz przy
uzyciu nowoczesnych metod takich jak analiza cytometryczna. Cytometria przeptywowa
umozliwia szybka ocene¢ kondycji duzej liczby mikroorganizmow na podstawie intensywnosci
zabarwienia oraz sygnalu fluorescencji emitowanego przez odpowiednio wybarwione

komorki drobnoustrojow.



Fot. 11-14. Przyktadowa hodowla bioreaktorowa (21) zawierajaca podtoze melasowe.

Sklad nowej szczepionki dedyvkowanej dla roslin jagodowych

Izolaty bakteryjne

Na podstawie zebranych danych literaturowych oraz badan wtasnych proponuje si¢ by
w sklad nowej szczepionki dedykowanej do promowania roslin jagodowych wchodzity
ponizsze izolaty:

1. Pseudomonas putida 49/MR;
2. Pseudomonas putida 53/MEK;
3. Lysobacter enzymogenes 177/PEK.

Wytyczne dotyczace sposobu przygotowania inokulum do hodowli bioreaktorowych: szczepy
nalezy przygotowywa¢ oddzielnie, kazdy na podlozu plynnym LB 1 inkubowac
w temperaturze 28°C przez 24h. Zaszczepke stanowi mieszanina izolatdw w stosunku
rownym 1:1:1, ktérej objetos¢ wynosi 10% koncowej objetosci bioreaktora.

Sklad podloza hodowlanego

1. 4% melasa buraczana,
2. 1% inulina,
3. Woda demineralizowana.

Podloze hodowlane nalezy sterylizowac, poniewaz mikroflora autochroniczna pochodzaca
z poszczegdlnych skladnikow proponowanego podloza produkcyjnego moze ograniczaé
wzrost wytypowanych izolatéw. Inulina jako polisacharyd bedzie stanowita dodatkowe zrodto
wegla dla wzrostu szczepdw bakteryjnych.

Kontrola warunkow hodowli:

e Temperatura hodowlii: 28°C,
e Szybko$¢ mieszania: 60 rpm,
e pH 7,0 — regulacja za pomocg 0,5M H,SO4 lub 1M KOH.
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Podzadanie 111

Ocena skladu chemicznego ekstraktow roslinnych z preparatami mikrobiologicznymi
stosowanych do ochrony roslin ekologicznych.

Badania w ramach projektu = obejmowaly  przeprowadzenie analizy = porOwnawczej
niskoczasteczkowych  zwigzkéw  wykazujacych  aktywno$¢ biologiczng (m.in. zwigzkow
polifenolowych, terpenoidowych itp.) w preparatach ochrony roslin na bazie ekstraktoéw roslinnych
wykorzystanych na ekologicznych plantacjach owocow jagodowych tj. truskawki, maliny oraz czarnej
porzeczki, analize porownawczg sktadu chemicznego naturalnych §rodkdéw ochrony roslin w chwili ich
sporzadzenia oraz w trakcie przechowywania w kontrolowanych warunkach testu starzeniowego,
analiz¢ poréwnawczg skladu chemicznego roslin poddanych dziataniu naturalnych $rodkéw ochrony
ros§lin oraz analiz¢ zawarto$ci metali cigzkich wystepujacych w naturalnych preparatach ochrony

ro$lin.

Cel analizy:

e Chromatograficzna analiza zwigzkow organicznych zawartych w przekazanych do badan
naturalnych preparatach ochrony roslin oraz owocach poddanych ich dziataniu (malina

porzeczka, truskawka)

e Analiza zawarto$ci wybranych matali cigzkich wchodzacych w sktad naturalnych preparatow

ochrony roslin

Opis materialu badawczego:
Zawarte w dalszej czgéci sprawozdania z podzadania III oznaczenia odnosza si¢ do nastepujacych

materiatow badawczych:

NATURALNE SRODKI OCHRONY ROSLIN:
1. EKSTRAKT #1 — Preparat mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Emas5 z wrotyczem”
produkowany w firmie EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego
i dolistnego w dawkach 10 1 i 15 1 na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie
ekologicznym na podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrzesnia 2008

roku zat. nr 1II;



EKSTRAKT #2 — Preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z wodg w
dawkach 5 1 10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM)

do stosowania doglebowego i dolistnego;

. EKSTRAKT #3 — Fermentowany ekstrakt na bazie granulatu z wrotyczu z PM w dawkach 5

1 10 kg granulatu na 1 ha do stosowania doglebowego i1 dolistnego;

EKSTRAKT #4 — Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” stosowany doglebowo i fermentowany
ekstrakt z pokrzywy z PM do stosowania dolistnego;

EKSTRAKT #5 — Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” stosowany doglebowo i fermentowany
ekstrakt z mniszka lekarskiego i mleczu polnego z PM do stosowania dolistnego;

EKSTRAKT #6 — Preparat ,,Ema5 z wrotyczem” stosowany doglebowo i fermentowany
ekstrakt z mniszka lekarskiego i mleczu polnego oraz z pokrzywy i wrotyczu z PM

do przemiennego stosowania dolistnego.

MATERIAL ROSLINNY (OWOCE):

1.

MALINA #1 — owoce maliny niepoddane dziataniu $rodka ochrony roslin (materiat
odniesienia);

MALINA #2 — owoce maliny poddane dziataniu $rodka ochrony ro$lin (Preparat
mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany w firmie
EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego w dawkach 10 1
i 15 1 na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym na podstawie

rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrzesnia 2008 roku zatl. nr II);

. MALINA #3 — owoce maliny poddane dziataniu $rodka ochrony roslin (Preparat sporzadzony

poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10 kg granulatu na 1 ha
z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego
i dolistnego);

MALINA #4 — owoce maliny poddane dziataniu $rodka ochrony ro$lin (Preparat ,,Emas
z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM zastosowany na poczatku
wegetacji doglebowo, a w kolejnych zabiegach dolistnie);

MALINA #5 — owoce maliny poddane dziataniu $rodka ochrony roslin (Preparat ,,Ema5
z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem zpokrzywy z PM uzyty na przemian

z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce



10.

1.

12.

13.

10 kg granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania
doglebowego i dolistnego);

PORZECZKA #1 - owoce porzeczki niepoddane dziataniu $rodka ochrony roslin (materiat
odniesienia);

PORZECZKA #2 — owoce porzeczki poddane dziataniu $rodka ochrony roslin (Preparat
mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany w firmie
EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego w dawkach 10 1
i 15 1 na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym na podstawie
rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrzesnia 2008 roku zat. nr 1II);
PORZECZKA #3 — owoce porzeczki poddane dziataniu $rodka ochrony roslin (Preparat
sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10 kg granulatu na
1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego
i dolistnego);

PORZECZKA #4 — owoce porzeczki poddane dziataniu $rodka ochrony roslin (Preparat ,,Emas
z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego
1 pokrzywy do stosowania doglebowego i dolistnego);

PORZECZKA #5 — owoce porzeczki poddane dziataniu §rodka ochrony roslin (Preparat ,,Ema5
z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego
1 pokrzywy uzyty na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu
z wrotyczu z woda w dawce 10 kg granulatu na 1 ha 2z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego i dolistnego);

TRUSKAWKA #1 - owoce truskawki niepoddane dziataniu $rodka ochrony ro$lin (materiat
odniesienia);

TRUSKAWKA #2 — owoce truskawki poddane dziataniu srodka ochrony ro$lin (Preparat
mikrobiologiczny z wrotyczem o nazwie ,,Ema5 z wrotyczem” produkowany w firmie
EM-Farming Podstawka Sebastian do stosowania doglebowego i dolistnego w dawkach 10 1
i 15 1 na 1 ha, dopuszczony do stosowania w rolnictwie ekologicznym na podstawie
rozporzadzenia Komisji (WE) nr 889/2008 z dnia 5 wrze$nia 2008 roku zat. nr 1II);
TRUSKAWKA #3 — owoce truskawki poddane dzialaniu $rodka ochrony ro$lin (Preparat
sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10 kg granulatu na
1 ha 2z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania doglebowego

i dolistnego);



14. TRUSKAWKA #4 — owoce truskawki poddane dziataniu §rodka ochrony ros$lin (Preparat
»Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM zastosowany na
poczatku wegetacji doglebowo, a w kolejnych zabiegach dolistnie);

15. TRUSKAWKA #5 — owoce truskawki poddane dziataniu §rodka ochrony roslin (Preparat
»Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem z pokrzywy z PM uzyty na przemian
z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z wodg w dawce 10 kg
granulatu na 1 ha z dodatkiem probiotycznych mikroorganizméw (PM) do stosowania

doglebowego i dolistnego).

Przebieg badan

A. Analiza lotnych zwigzkow organicznych w badanych srodkach ochrony roslin
1) Pobranie 2 ml probki do naczynka zawierajacego 2 ml octanu etylu.

2) Ekstrakcja probki z wykorzystaniem termostatowanej tazni ultradzwigkowej przez okres

30 min. w temperaturze 40 °C
3) Odwirowanie ekstraktu i poddanie supernatantu analizie chromatograficzne;j

4) Analiza jakoS$ciowa otrzymanego ekstraktu prowadzona byta z wykorzystaniem
chromatografu gazowego sprzezonego ze spektrometrem mas firmy Shimadzu QP2010
wyposazonego w kolumne chromatograficzng ZB5-MS o dlugosci 30 m, $rednicy
wewngtrznej 0,25 mm, pokryta filmem fazy stacjonarnej o grubosci 0,25 um. Jako gaz
nos$ny zastosowano hel, ktorego predkos¢ przeptywu wynosita 1 ml/min. Temperatura
dozowania wynosita 310°C, a objeto$¢ dozowanej probki 1 pl. Dozowanie wykonywano
technikg split (czas otwarcia splitu — 0,7 min). W spektrometrze masowym
wykorzystano jonizacje elektronowa (70 eV). Temperatura zrédlta jonow wynosita
220°C. Zastosowany analizator kwadrupolowy pracowal w trybie SCAN. Zakres
analizowanych jonow to 35 — 360 m/z, a szybkos$¢ zbierania widma 0,1 s. Identyfikacje
analitow prowadzono na podstawie biblioteki NIST14.

B. Amnaliza nielotnych zwigzkow organicznych w badanych srodkach ochrony roslin

1) Pobranie srodka ochrony roslin do naczynka i poddanie odwirowaniu w celu usunigcia

stalych zanieczyszczen.

2) Analiza uzyskanego supernatantu przy wykorzystaniu chromatografu cieczowego

sprzezonego z detektorem MS oraz PDA. Do rozdzialu chromatograficznego



wykorzystywano kolumn¢ Gemini C18 (4,6 x 100 mm, 3 pm) (Phenomenex, USA).
Rozdziat przeprowadzono przy uzyciu elucji gradientowej. Skiad fazy ruchome;:
sktadnik A — 25mM kwasu mrowkowego w wodzie, sktadnik B — 25mM kwasu
mrowkowego w acetonitrylu. Program gradientu: izokrat 3% B (5 min), od 3% do 95%
B (46 min), izokrat 95% B (9 min). Catkowity czas analizy — 60 minut. Predko$¢
przepltywu fazy ruchomej — 0,5 ml/min. Podczas wszystkich analiz zbierano w sposob
ciggly widma z detektora PDA w zakresie od 190 do 600 nm, a z detektora MS od 100
do 1000 m/z.

C. Test starzeniowy srodka ochrony roslin - analiza lotnych zwigzkow organicznych

1) Umieszczenie 100 ml badanej probki w szczelnie zamknigtym naczyniu i umieszczenie

go w piecu w temperaturze 50 °C na okres 2 tygodni.
2) Pobranie 2 ml probki do naczynka zawierajacego 2 ml octanu etylu.

3) Ekstrakcja probki z wykorzystaniem termostatowanej fazni ultradzwickowej przez okres

30 min. w temperaturze 40 °C
4) Odwirowanie ekstraktu i poddanie supernatantu analizie chromatograficznej

5) Analiza jakosSciowa otrzymanego ekstraktu prowadzona byla z wykorzystaniem
chromatografu gazowego sprzezonego ze spektrometrem mas firmy Shimadzu QP2010
wyposazonego w kolumne chromatograficzng ZB5-MS o dlugosci 30 m, $rednicy
wewnetrznej 0,25 mm, pokryta filmem fazy stacjonarnej o grubosci 0,25 um. Jako gaz
nos$ny zastosowano hel, ktérego predkos¢ przeptywu wynosita 1 ml/min. Temperatura
dozowania wynosita 310°C, a objeto$¢ dozowanej probki 1 ul. Dozowanie wykonywano
technikg split (czas otwarcia splitu — 0,7 min). W spektrometrze masowym
wykorzystano jonizacje elektronowa (70 eV). Temperatura zrédlta jondow wynosita
220°C. Zastosowany analizator kwadrupolowy pracowal w trybie SCAN. Zakres
analizowanych jonéw to 35 — 360 m/z, a szybko$¢ zbierania widma 0,1 s. Identyfikacje
analitow prowadzono na podstawie biblioteki NIST14.

D. Test starzeniowy srodka ochrony roslin - analiza nielotnych zwigzkow organicznych

1) Umieszczenie 100 ml badanej probki w szczelnie zamknigtym naczyniu i umieszczenie

go w piecu w temperaturze 50 °C na okres 2 tygodni.



2) Pobranie probki srodka ochrony roslin do naczynka i odwirowanie w celu usunigcia

stalych zanieczyszczen.

3) Analiza uzyskanego supernatantu przy wykorzystaniu chromatografu cieczowego
sprzezonego z detektorem MS oraz PDA. Do rozdziatu chromatograficznego
wykorzystywano kolumn¢ Gemini C18 (4,6 x 100 mm, 3 pm) (Phenomenex, USA).
Rozdzial przeprowadzono przy uzyciu elucji gradientowej. Sktad fazy ruchomej:
sktadnik A — 25mM kwasu mrowkowego w wodzie, sktadnik B — 25mM kwasu
mrowkowego w acetonitrylu. Program gradientu: izokrat 3% B (5 min), od 3% do 95%
B (46 min), izokrat 95% B (9 min). Catkowity czas analizy — 60 minut. Predko$¢
przepltywu fazy ruchomej — 0,5 ml/min. Podczas wszystkich analiz zbierano w sposob
ciggly widma z detektora PDA w zakresie od 190 do 600 nm, a z detektora MS od 100
do 1000 m/z.

E. Analiza zawartosci lotnych zwigzkow organicznych w roslinach poddanych dzialaniu

preparatoéw ochrony roslin

1) Pobranie 2 g probki zhomogenizowanego owocu do naczynka zawierajacego 2 g octanu

etylu.

2) Ekstrakcja probki z wykorzystaniem termostatowanej tazni ultradzwigkowej przez okres

30 min. w temperaturze 40 °C
3) Odwirowanie ekstraktu i poddanie supernatantu analizie chromatograficznej

4) Analiza jakosciowa otrzymanego ekstraktu prowadzona byta z wykorzystaniem
chromatografu gazowego sprzezonego ze spektrometrem mas firmy Shimadzu QP2010
wyposazonego w kolumng¢ chromatograficzng ZB5-MS o dlugosci 30 m, $rednicy
wewngtrznej 0,25 mm, pokryta filmem fazy stacjonarnej o grubosci 0,25 um. Jako gaz
nos$ny zastosowano hel, ktorego predkos¢ przeptywu wynosita 1 ml/min. Temperatura
dozowania wynosita 310°C, a objeto$¢ dozowanej probki 1 pl. Dozowanie wykonywano
technikg split (czas otwarcia splitu — 0,7 min). W spektrometrze masowym
wykorzystano jonizacje¢ elektronowa (70 eV). Temperatura zrodta jonéw wynosita
220°C. Zastosowany analizator kwadrupolowy pracowal w trybie SCAN. Zakres
analizowanych jonow to 35 — 360 m/z, a szybkos$¢ zbierania widma 0,1 s. Identyfikacje

analitow prowadzono na podstawie biblioteki NIST14.



F. Analiza zawartosci nielotnych zwigzkow organicznych w roslinach poddanych dziataniu

preparatow ochrony roslin

1) Pobranie 2 g probki zhomogenizowanego owocu do naczynka i odwirowanie czastek

statych.

2) Analiza uzyskanego supernatantu przy wykorzystaniu chromatografu cieczowego
sprzezonego z detektorem MS oraz PDA. Do rozdziatu chromatograficznego
wykorzystywano kolumne Gemini C18 (4,6 x 100 mm, 3 um) (Phenomenex, USA).
Rozdziat przeprowadzono przy uzyciu elucji gradientowej. Sktad fazy ruchome;j:
sktadnik A — 25mM kwasu mrowkowego w wodzie, sktadnik B — 25mM kwasu
mrowkowego w acetonitrylu. Program gradientu: izokrat 3% B (5 min), od 3% do 95%
B (46 min), izokrat 95% B (9 min). Catkowity czas analizy — 60 minut. Predko$¢
przepltywu fazy ruchomej — 0,5 ml/min. Podczas wszystkich analiz zbierano w sposob
ciggly widma z detektora PDA w zakresie od 190 do 600 nm, a z detektora MS od 100
do 1000 m/z.

e Oznaczenie zawartosci suchej masy metodg suszarkowq w temp. 105°C

Czyste, suche naczynko wagowe z przykrywka wstawiono do suszarki nagrzanej do
temperatury 105°C +2 °C i wysuszono. Do suchego naczynka odwazono 20 g +0,001 g
homogenizowanej probki badanego owocu. Naczynko wstawiono do suszarki nagrzanej do
temperatury 105°C +2 °C. Materiat suszono do stalej masy przenoszac go okresowo do
eksykatora celem ostudzenia i zwazenia. Proces wygrzewania prowadzono, az dwa kolejne

oznaczenia nie r6znily si¢ wiecej niz o 0,004 g.

o Analiza zawartosci wybranych metali ciezkich w badanych srodkach ochrony roslin

Badania zawartosci metali ciezkich wykonano zgodnie z normami CLA/ESA/1/2014
wersja 3 z dn. 03.03.2014 oraz CLA/ASA/5/2013 wersja 4 z dn. 06.08.2013 wykorzystujac
w tym celu sprzezenie spektrometrii mas ze wzbudzong indukcyjnie plazmg (ICP-MS -

ang. Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry)



A. Analiza lotnych zwigzkow organicznych wchodzgcych w skiad srodkow ochrony
roslin
EKSTRAKT #1

Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram badanej probki, tabele zawierajaca

zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 Kwas butanowy
2 Kwas 3-metylobutanowy
3 Kwas 2-metylobutanowy
4 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol
5 Kwas pentanowy
6 Kwas heksanowy
7 m-krezol
8 Kwas cykloheksanokarboksylowy
9 trans-chryzantenol
10 2-etylofenol
11 Kwas fenylooctowy
12 Tymol
13 Kwas hydrocynamonowy
14 4-etylokatechol
15 2-metylo-1H-indol
16 Aldehyd koniferylowy
17 Kwas pentanodekanowy




18 Kwas cis-wakcenowy
19 9-oktadekanamid
20 Tetradekanamid
21 cis-13-dokosenamid
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MW: 138 CAS# 1124-39-6 C8H1002 (mainlib) 4-Ethylcatechol
EKSTRAKT #2

Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram badanej probki, tabele zawierajaca

zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT

1 3-metylo-3-pentanol

2 Kwas butanowy

3 Kwas 3-metylobutanowy

4 Kwas 2-metylobutanowy

5 Kwas 2-propylopropanowy

6 Kwas heptanowy

7 p-krezol

8 Kwas cykloheksanodekanowy

9 4-etylofenol

10 2,3-dimetylofenol

11 Kwas fenylooctowy

12 Kwas hydrocynamonowy

13 4-etylokatechol

14 7a-metylo-2,3,7,7a-tetrahydro-1H-indene-1,5(6H)-dion

15 Kwas pentadekanowy

16 Heksadekanamid

17 cis-9-oktadekanamid
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EKSTRAKT #3

Ponizej zamieszczono przykladowy chromatogram badanej probki, tabele

zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 Kwas butanowy
2 Kwas 2-metylobutanowy
3 2,3-dimetylo-3-buten-3-ol

4 Kwas pentanowy
5 Kwas heksanowy

6 Eukaliptol

7 Kwas cykloheksanokarboksylowy
8 2,2 A-trimetylo-3-cykloheksene-1-karbaldehyd
9 2,3-dimetylofenol

10 Tymol

11 Kwas hydrocynamonowy

12 3-metyloindol

13 Tetradekanamid

14 cis-9-oktadekanamid
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EKSTRAKT #4

Ponizej zamieszczono przykladowy chromatogram badanej probki, tabele zawierajaca

zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 (S)-2,3-dihydroksypropanal
2 2,3-dimetyloterahydrofuran
3 1,5-dihydro-4-metoksy-2H-pirolo-2-on
4 Kwas heksanowy
5 Alkohol benzylowy
6 Kwas cykloheksanokarboksylowy
7 Kwas benzoesowy
8 Kwas fenylooctowy
9 3.,4-dimetoksyfenol-
10 3,4,5-trimetoksyfenol
11 Kwas 3-(3-hydroksyfenylo)-propanowy




12 Tetradekanamid
13 Ilangenol
14 cis-13-dokosenamid
15 Oktadekanamid
16 cis-13-dokosenamid
17 cis-11-eicosenamid
18 beta-oktanolean-12-en-3-ol
19 24-norursa-3,12-dien
20 A’-Neogammacer-22(29)-en-3-one
21 Octan aldehydu betulinowego
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EKSTRAKT #5

Ponizej zamieszczono przykltadowy chromatogram badanej probki, tabele

zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.

zawierajaca
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 Ksyloza
2 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol
3 Kwas 4-metylo walerianowy
4 p-krezol
5 Kwas 3-(3-Hydroksyfenylo)propanowy
6 Neofitadien
7 Kwas pentanodekanowy
8 Tetradekanamid
9 cis-oktadekanamid
10 Steramid
11 cis-13-dokosenamid




zawierajaca

12 beta oktanamyrenyl
13 Germanikol
14 24-Norursa-3,12-dien
15 Octan aldehydu betulinowego
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EKSTRAKT #6
Ponizej zamieszczono przykladowy chromatogram badanej probki, tabele
zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 Kwas butanowy
2 Kwas 3-metylobutanowy
3 Kwas 2-metylobutanowy
4 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol
5 Kwas pentanowy
6 Kwas heksanowy
7 Eukaliptol
8 3,3,6-trimetylo-1,5-heptadien-4-on
9 Kwas cyklokesnokarboksylowy
10 2,3-dimetylofenol
11 Kwas oktanowy
12 4-metylo-1-(1-metyloetylo)-3-cykloheksen-1-ol
13 Tymol
14 Kwas hydrocynamonowy
15 3-metyloindol
16 trans-2-fenylo-1,2,3,4-tetrahydro-1-naftol
17 Heksadekanamid
18 Werrukarol
19 cis-9-oktadekenamid
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B. Analiza nielotnych zwigzkow organicznych wchodzgcych w skiad srodkow

ochrony roslin

EKSTRAKT #1

Ponizej zamieszczono

zidentyfikowane anality.

100+
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759
707
65
607
55

50

Relative Absorbance

459
40

354

przyktadowy chromatogram badanej probki, tabele

zawierajaca

Time (min)

ZIDENTYFIKOWANY ANALIT

Kwas fumarowy

Kwas galusowy

Kwasu kawowego pentozyd

Katechina

| B W N

Kwas wanilinowy




6 Kwasu kawowego heksozyd
7 Apigetryna
8 Kwas chlorogenowy
9 Kwas kawowy
10 Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 1
11 Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 2
12 Ester melaninowy kwasu kawowego
13 Kwas p-kumarowy
14 Kwas ferulowy
15 Jaceozydyna
16 Rutyna
17 Eupatuliny glukozyd
18 Apigenina
19 Diosmetyna
20 Akacetyna
21 Jaceidyna
22 Eupatylina
23 Kwas taninowy
EKSTRAKT #2
Ponizej zamieszczono przykladowy chromatogram badanej probki, tabele

zidentyfikowane anality.

Relative Absorbance

100+
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT

1 Kwas fumarowy

2 Kwas galusowy

3 Katechina

4 Kwas wanilinowy

5 Kwas chlorogenowy

6 Kwas kawowy

7 Kwas syringowy

8 Ester melaninowy kwasu kawowego
9 Kwas p-kumarowy

10 Kwas ferulowy

11 Naringenina

12 Rutyna

13 Kwas elagowy

14 Miricetyna

15 Kwercetyna

16 Kemferol

17 Izoharmetyna

EKSTRAKT #3
Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram badanej probki, tabele

zidentyfikowane anality.

Relative Absorbance
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 Apigetryna
2 Diosmina
3 Kwas p-kumarowy
4 Jaceozydyna
5 Eupatuliny glukozyd
6 Apigenina
7 Diosmetyna
8 Akacetyna
9 Jaceidyna
10 Eupatylina
11 Kwas taninowy
EKSTRAKT #4
Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram badanej probki, tabele zawierajaca
zidentyfikowane anality.
. "
|

Time (min)



Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT

1 Kwasu kawowego pentozyd

2 Kwasu kawowego heksozyd

3 Kwas chlorogenowy

4 Kwasu cykoriowego heksozyd

5 Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 1

6 Kwas kawowy

7 Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 2

8 Kwercetyny heksozydoacetyl

9 Kwas cykoriowy

10 Luteoliny rutozyd

11 Kwercetyny pentozyd

12 Luteoliny glukozyd

13 Kwercetyny acetyloheksozyd

14 Kwas dikawowy
EKSTRAKT #5
Ponizej zamieszczono przykladowy chromatogram badanej probki, tabele

zidentyfikowane anality.

Relative Absorbance

100+
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 Kwasu kawowego pentozyd
2 Kwas chlorogenowy
3 Kwasu cykoriowego heksozyd
4 Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 1
5 Kwas kawowy
6 Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 2
7 Kwercetyny heksozydoacetyl
8 Kwas cykoriowy
9 Kwercetyny pentozyd
10 Luteoliny glukozyd
11 Kwercetyny acetyloheksozyd
12 Luteoliny pentozyd
13 Kwas dikawowy
EKSTRAKT #6
Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram badanej probki, tabele

zidentyfikowane anality.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT

1 Apigetryna

Diosmina

Kwas p-kumarowy

Jaceozydyna

Eupatuliny glukozyd

Apigenina

Diosmetyna

Akacetyna

O o | | | B~ W[ DN

Jaceidyna

—
[e)

Eupatylina

[u—
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Kwas taninowy

C. Test starzeniowy srodka ochrony roslin - analiza lotnych zwigzkow organicznych
EKSTRAKT #1

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikéw wchodzacych w sktad badanego preparatu po
przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testowl1 starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp. OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[70]
1 Kwas butanowy -2,62+0,13
2 Kwas 3-metylobutanowy -18,77+0,91
3 Kwas 2-metylobutanowy -14,26+071
4 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol 4,08+0,19
5 Kwas pentanowy -27,49+1,33
6 Kwas heksanowy -45.87+2,21
7 m-krezol -44 42+2.15
8 | Kwas cykloheksanokarboksylowy -6,13+0,35
9 trans-chryzantenol 73,97£3,25
10 2-etylofenol 8,62+0,40
11 Kwas fenylooctowy -5,70+0,31
12 Tymol 78,32+3,78
13 Kwas hydrocynamonowy 14,82+0,71




14 4-etylokatechol -27,15+1,31
15 2-metylo-1H-indol 36,32+1,75
16 Aldehyd koniferylowy -21,42+1,05
17 Kwas pentanodekanowy 17,82+0,86
18 Kwas cis-wakcenowy 28,76+1,36
19 9-oktadekanamid 31,08+1,50
20 Tetradekanamid -2,46+0,13
21 cis-13-dokosenamid 15,75+0,76

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.

EKSTRAKT #2

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikéw wchodzacych w sktad badanego preparatu po

przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawarto$ci w preparacie nie poddanych

testowl starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *

Lp. OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[%0]
1 3-metylo-3-pentanol -1,12+0,05
2 Kwas butanowy -1,48+0,08
3 Kwas 3-metylobutanowy -32,10+1,54
4 Kwas 2-metylobutanowy -14,25+0,70
5 Kwas 2-propylopropanowy -6,13+0,29
6 Kwas heptanowy 2,41+0,12
7 p-krezol 17,62+0,85
8 Kwas cykloheksanodekanowy 0,79+0,03
9 4-etylofenol -14,56+0,65
10 2,3-dimetylofenol 60,50+2,31
11 Kwas fenylooctowy 9,88+0,26
12 Kwas hydrocynamonowy 7,18+0,27
13 4-etylokatechol 67,17+£3,01
14 | 7a-metylo-2,3,7,7a-tetrahydro-1H-indene-1,5(6H)-dion 20,66=+0,89
15 Kwas pentadekanowy -84,42+3,99
16 Heksadekanamid -47,30+2,12
17 cis-9-oktadekanamid -38,17+1,59

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.




EKSTRAKT #3

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikéw wchodzacych w sktad badanego preparatu po

przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testowl starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE
STARZENIOWYM
[%0]

1 Kwas butanowy 9,72+0,39

2 Kwas 2-metylobutanowy -45,34+2,19

3 2,3-dimetylo-3-buten-3-ol -0,15+0,01

4 Kwas pentanowy -2,77+0,12

5 Kwas heksanowy 5,93+0,28

6 Eukaliptol 23,10+1,10

7 Kwas cykloheksanokarboksylowy -0,98+0,04

o 2,2 4-trimetylo-3-cykloheksene-1- 81,0143.64

karbaldehyd

9 2,3-dimetylofenol 10,88+0,59

10 Tymol 84,40+4,00

11 Kwas hydrocynamonowy 37,92+1,81

12 3-metyloindol 71,70+3,24

13 Tetradekanamid -54,83+2,15

14 cis-9-oktadekanamid -33,67+1,09

* - wartosci dodatnie oznaczaja wzrost stgzenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.
EKSTRAKT #4

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikow wchodzacych w sktad badanego preparatu po

przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testow1 starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp. OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[%0]
1 (S)-2,3-dihydroksypropanal 21,06+0,84
2 2,3-dimetyloterahydrofuran 16,41+0,64
3 | 1,5-dihydro-4-metoksy-2H-pirolo-2-on 49,07+1,69




4 Kwas heksanowy -13,82+0,51
5 Alkohol benzylowy 39,27+1,56
6 Kwas cykloheksanokarboksylowy 91,82+3,49
7 Kwas benzoesowy 97,64+3,89
8 Kwas fenylooctowy 12,29+0,51
9 3,4-dimetoksyfenol- 92,72+3,49
10 3,4,5-trimetoksyfenol 67,06+2,47
11 | Kwas 3-(3-hydroksyfenylo)-propanowy 75,64+3,01
12 Tetradekanamid 39,14+1,26
13 Ilangenol 85,34+3,11
14 cis-13-dokosenamid 56,10+2,56
15 Oktadekanamid 39,62+1,39
16 cis-13-dokosenamid 63,25+2,64
17 cis-11-eicosenamid 45,15+1,34
18 beta-oktanolean-12-en-3-ol 44,79+1,49
19 24-norursa-3,12-dien 67,12+£2,67
20 | A’-Neogammacer-22(29)-en-3-one 88,54+3,49
21 Octan aldehydu betulinowego 12,45+0,51
* - wartosci dodatnie oznaczaja wzrost stezenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.
EKSTRAKT #5

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikéw wchodzacych w sktad badanego preparatu po
przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testowl starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *

Lp. OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[7%0]
1 Ksyloza 71,61+2,85
2 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol 20,27+0,79
3 Kwas 4-metylo walerianowy -48,08+1,94
4 p-krezol -15,34+0,64
5 | Kwas 3-(3-Hydroksyfenylo)propanowy 94,55+3,64
6 Neofitadien 61,44+2,95
7 Kwas pentanodekanowy 66,11+2,49
8 Tetradekanamid 20,99+0,94




9 cis-oktadekanamid 4,11+0,15

10 Steramid 20,01+0,91
11 cis-13-dokosenamid 15,87+0,56
12 beta oktanamyrenyl 94,77+3,47
13 Germanikol 88,59+3,36
14 24-Norursa-3,12-dien 87,79+£3,25
15 Octan aldehydu betulinowego 90,51+3,71

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost stezenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.

EKSTRAKT #6

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikow wchodzacych w sktad badanego preparatu po
przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawarto$ci w preparacie nie poddanych

testowl starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp - PO PRZEPROWADZONYM TESCIE
STARZENIOWYM
[%0]

1 Kwas butanowy -22,50+1,23

2 Kwas 3-metylobutanowy -7,48+0,41

3 Kwas 2-metylobutanowy -12,39+0,68

4 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol -22,03+1,23

5 Kwas pentanowy -12,11+0,61

6 Kwas heksanowy -14,76+0,85

7 Eukaliptol 95,16+4,01

8 3,3,6-trimetylo-1,5-heptadien-4-on 87,52+3,64

9 Kwas cyklokesnokarboksylowy 9,67+0,44

10 2,3-dimetylofenol 15,09+0,79

11 Kwas oktanowy 62,60+3,26

. 4-metylo-1-(1-metyloetylo)-3-cykloheksen-1-

ol 8,12+0,32

13 Tymol 89,24+2.65

14 Kwas hydrocynamonowy 37,06+1,99

15 3-metyloindol 63,65+2,78

16 trans-2-fenylo-1,2,3,4-tetrahydro-1-naftol 69,00+3,01

17 Heksadekanamid -7,02+0,31




18

Werrukarol

34,12+1,54

19

cis-9-oktadekenamid

-1,50+0,07

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.

D. Test starzeniowy srodka ochrony roslin - analiza nielotnych zwigzkow

organicznych

EKSTRAKT #1

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikéw wchodzacych w sktad badanego preparatu po

przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testowl starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp. OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[%]
1 Kwas fumaranowy -10,89+0,61
2 Kwas galusowy -23,61£1,42
3 Kwasu kawowego pentozyd -27,04+1,65
4 Katechina -49,39+2 89
5 Kwas wanilinowy -4,56+0,26
6 Kwasu kawowego heksozyd -26,64+1,56
7 Apigetryna 0,76+0,04
8 Kwas chlorogenowy -7,83+0,42
9 Kwas kawowy -0,90+0,06
10 | Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 1 3,50+0,22
11 Kwas kawowy 4,69+0,29
12 | Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 2 -30,10+1,82
13 Ester melaninowy kwasu kawowego -2,19+0,14
14 Kwas p-kumarowy -5,59+0,33
15 Kwas ferulowy -2,16+0,12
16 Jaceozydyna -13,81+0,84
17 Rutyna -55,48+3,36
18 Eupatuliny glukozyd -76,07+4,16
19 Apigenina -58,12+3,24
20 Diosmetyna -57,20+3,45
21 Akacetyna -56,26+3,64




22 Jaceidyna 1,40+0,07
23 Eupatylina 65,53£3,14
24 Kwas taninowy -9,80+0,59

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost stezenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.

EKSTRAKT #2

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikow wchodzacych w sktad badanego preparatu po

przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testow1 starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp. OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[70]

1 Kwas fumaranowy -40,60+2,44

2 Kwas galusowy -13,64+0,81

3 Katechina -86,24+5,16

4 Kwas wanilinowy -76,49+4,55

5 Kwas chlorogenowy 24,78+1,51

6 Kwas kawowy -32,19+1,95

7 Kwas syringowy -77,46+4,66

8 | Ester melaninowy kwasu kawowego 8,32+0,52

9 Kwas p-kumarowy -6,08+0,37
10 Kwas ferulowy -73,52+4,16
11 Naringenina -33,12+2,01

12 Rutyna -15,03+0,94

13 Kwas elagowy -17,78+1,09

14 Miricetyna -53,65+3,33

15 Kwercetyna -70,85+4,21
16 Kemferol -64,61+3,14

17 Izoharmetyna -44,44+2 08

* - wartosci dodatnie oznaczaja wzrost stezenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.
KSTRAKT #3

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikéw wchodzacych w sktad badanego preparatu po
przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testowl starzeniowemu.



ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp. | OZNACZANY ANALIT | PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[70]
1 Apigetryna -54,43+3,16
2 Diosmina -48,46+3,01
3 Kwas p-kumarowy -14,36+0,88
4 Jaceozydyna -4,60+0,24
5 Eupatuliny glukozyd 3,38+0,19
6 Apigenina -10,90+0,64
7 Diosmetyna 9,93+0,56
8 Akacetyna -33,48+2,02
9 Jaceidyna -20,00+1,26
10 Eupatylina -18,60+1,32
11 Kwas taninowy -79,40+3,69
* - wartosci dodatnie oznaczaja wzrost stezenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.
EKSTRAKT #4

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikéw wchodzacych w sktad badanego preparatu po
przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testowl starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp. OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[7%0]

1 Kwasu kawowego pentozyd 8,45+0,51

2 Kwasu kawowego heksozyd -42,48+2,59
3 Kwas chlorogenowy -59,11+3,55
4 Kwasu cykoriowego heksozyd -23,30+1,39
5 | Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 1 -18,29+1,09
6 Kwas kawowy -20,54+1,25
7 | Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 2 -5,03+0,31

8 Kwercetyny heksozydoacetyl -34,95+2,15
9 Kwas cykoriowy -13,04+0,79
10 Luteoliny rutozyd -46,46+2,64
11 Kwercetyny pentozyd -29,30+1,77
12 Luteoliny glukozyd 14,45+0,84




13 Kwercetyny acetyloheksozyd 39,06+2,49
14 Kwas dikawowy 2,32+0,15

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.

EKSTRAKT #5

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikow wchodzacych w sktad badanego preparatu po
przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawarto$ci w preparacie nie poddanych

testow1 starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp. OZNACZANY ANALIT PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM
[7%0]

1 Kwasu kawowego pentozyd -15,08+0,91
2 Kwas chlorogenowy -69,01+4,13
3 Kwasu cykoriowego heksozyd 49,29+2 .69
4 | Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 1 -9,09+0,54

5 Kwas kawowy -19,21+1,13
6 | Kwercetyny pentozyloheksozyd izomer 2 62,50+3,94
7 Kwercetyny heksozydoacetyl -47,40+2,84
8 Kwas cykoriowy -89,73+4,45
9 Kwercetyny pentozyd -96,49+3,66
10 Luteoliny glukozyd -6,36+0,39

11 Kwercetyny acetyloheksozyd -57,47+3,16
12 Luteoliny pentozyd -23,45+1,41
13 Kwas dikawowy -0,56+0,03

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost stezenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.

EKSTRAKT #6

Tabela zawiera procentowe zmiany stezenia sktadnikéw wchodzacych w sktad badanego preparatu po
przeprowadzonym tescie starzeniowym liczone wzgledem ich zawartosci w preparacie nie poddanych

testowl starzeniowemu.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *
Lp.| OZNACZANY ANALIT | PO PRZEPROWADZONYM TESCIE STARZENIOWYM

[%0]
1 Apigetryna -13,88+0,83
2 Diosmina -17,81+1,10

3 Kwas p-kumarowy -18,41+1,06




4 Jaceozydyna 0,61+0,03
5 Eupatuliny glukozyd -56,49+3,21
6 Apigenina -8,85+0,54
7 Diosmetyna -86,91+4,44
8 Akacetyna -13,46+0,80
9 Jaceidyna -72,42+4,01
10 Eupatylina 3,67+0,21
11 Kwas taninowy -19,20+1,08

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek.

Oznaczenie zawartosci wybranych metali ciezkich w badanych srodkach ochrony roslin

Parametr
Cu Cr Ni Cd As Pb Hg
Nr prébki
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Wynik
(Ekstrakt #1) | 0,271 0,936 1,19 <LOQ=0,02 | <LOQ=0,1 | <LOQ=0,01 <LOQ=0,005
(Ekstrakt #2) | 0,140 | <LOQ=0,05 0,188 <LOQ=0,02 | <LOQ=0,1 | <LOQ=0,01 <LOQ=0,005
(Ekstrakt #3) | 0,082 | <LOQ=0,05 0,083 <LOQ=0,02 | <LOQ=0,1 | <LOQ=0,01 <LOQ=0,005
(Ekstrakt #4) | 0,484 | <LOQ=0,05 | <LOQ=0,05 | <LOQ=0,02 | <LOQ=0,1 | <LOQ=0,01 <LOQ=0,005
(Ekstrakt #5) | 0,435 | <LOQ=0,05 | <LOQ=0,05 | <LOQ=0,02 | <LOQ=0,1 | <LOQ=0,01 <L0OQ=0,005
(Ekstrakt #6) | 0,110 | <LOQ=0,05 | <LOQ=0,05 | <LOQ=0,02 | <LOQ=0,1 | <LOQ=0,01 <LOQ=0,005
CLA/ASA/5/2013
Metoda CLA/ESA/1/2014 wersja 3 z dn. 03.03.2014
badania wersja 4 z dn. 06.08.2013

E. Analiza zawartosci lotnych zwigzkow organicznych w roslinach poddanych

dzialaniu preparatow ochrony roslin

MALINA #1 — (MATERIAL ODNIESIENIA)

Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram uzyskany dla ekstraktu z badanej probki, tabele

zawierajgca zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.




(x100,000,000)

fric

23/37.862

24/40.193

S)
i

18/21.857

21/33.547

0.6

0.57

04+

0.34

25/40.852
42.035
7142.365

20/30.921
22/35.352

) /42,

i f 28/45.019

0.2

“10/12.876

0.1

F919:887-6/10.148

TF1/4.801
1 13/16.381

L N ! i T s Worp o) o W
T 7 g ] [ (N T T T
50 100 15.0 200 250 30.0 350 40.0 450
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20 Oktadekanamide
21 cis-13-Dokosenamid
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Ponizej zamieszczono tabelg przedstawiajaca procentowg zmian¢ sktadnikow w probkach malin poddanych, w warunkach polowych,

dzialaniu naturalnych srodkéw ochrony roslin.

Ip. ANALIT ZMIANA STEZENIA ANALITU* [%]
MALINA #2 MALINA #3 MALINA #4 MALINA #5
1 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol 12,62 £0,57 1,02 + 0,05 -14,77 £ 0,67 -3,62+0,16
2 2,5-dihydro-3-metylenofurandion 55,49 +£2,51 76,90 + 3,47 42,64 +1,93 66,90 = 2,99
3 Kwas heksanowy 3,63+£0,16 -55,24 +£2.49 -50,23 £2,21 -3487+ 1,15
4 Diazoetan 115,99 + 5,21 130,75 + 5,90 70,88 £ 3,01 117,48 £ 4,51
5 DL-Pantolakton 10,86 £ 0,46 -9,92 +0,45 -33,75+ 1,52 -26,83 £ 1,11
6 Nonanal 17,44 £ 0,68 -18,10 £ 0,82 17,27 £0,78 53,35+2,16
7 Kwas cykloheksanokarboksylowy -43,69 + 1,94 -67,66 + 3,05 -68,50 £ 2,36 -71,55+3,12
8 Kwas benzoesowy 5,45+ 0,25 -14,72 + 0,66 -28,26 + 1,21 -4,86 £ 0,12
9 4-metyloitakonat 8,11 £0,37 -31,97 + 1,44 -47,89 +£2,15 -38,83 £ 1,57
10 2,3-dihydrobenzofuran 3,62+ 0,16 -18,96 £ 0,86 -43,47 £ 1,99 -28,94 + 1,17
11 Tetrahydro-6-propylo-2H-piran-2-on 18,62 £0,85 -46,90 +£2,12 -43,64 £1,13 -24,36 £ 1,09
12 2-metoksy-4-winylofenol 17,48 £0,79 -31,84 + 1,44 -44,00 £2,01 -41,45+1,79
13 2-propylofenol -16,54 + 0,57 -43,56 + 1,97 -53,53 £ 2,11 -46,05 +2,07
14 4-(2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1-yl)-3-buten-2-on 9,11 +0,41 -16,80 £ 0,76 -32,33 £1,36 -58,19 £2,36
15 4-(2,6,6-trimetylo-1-cykloheksen-1-yl)-3-buten-2-on -2,08 £0,08 -22,63 +£1,02 -3541 £1,46 -51,46 £2.22
16 delta Nonalaktone 0,76 = 0,02 -36,36 £+ 1,64 -47,88 £2,15 -44,61 £2,02
17 3’,5’-dimethoksyacetofenon 12,87 £0,58 -27,90 + 1,26 -44.14 £ 1,87 -37,50 £ 1,67
18 Kwas 3-(3-hydroksyfenylo)propanowy -73,48 £3,32 -90,67 = 4,09 -96,81 = 3,01 -97,91 + 3,01
19 cis-9-oktadekenamid -1,83 £ 0,08 -25,40 + 1,15 -65,02 + 2,66 -56,41 + 2,66




20 Oktadekanamide -9,41 +£0,25 -13,23 £ 0,60 -41,64 £1,58 29,79 £ 1,44
21 cis-13-Dokosenamid 4,61 +£0,21 -12,34 £ 0,56 -59,64 £ 2,31 -50,88 £ 2,15
22 Eikosan -36,85 + 1,65 -37,77+ 1,71 -74,27 + 3,02 -90,49 + 2,69
23 Ester decylowy kwasu dekanowego 25,11 +1,11 -14,18 £ 0,61 -63,63 £2,78 -91,82+2,79
24 Heptakosanol -19,04 £ 0,88 -7,98 +£ 0,36 -66,83 £2,88 -92,74 +£3,32
25 delta tokoferol -36,95 £ 1,15 -39,76 £ 1,80 -77,79 £3,33 -96,28 + 2,69
26 Gamma tokoferol -32,91 £ 1,44 -45,53 £2,06 -76,20 + 3,26 -96,51 £ 2,46
27 2-methyl-oktakosan -16,05 £ 0,75 -11,75 £ 0,65 -68,60 + 3,09 -92,71+£2,14
28 beta sitosterol 33,84 +£1,52 -41,56 £ 1,79 -53,59£2,22 -67,39 £ 3,04

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek wzglgdem zawarto$ci w probee porownawczej — MALINA #1




PORZECZKA #1 — (MATERIAL ODNIESIENIA)
Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram uzyskany dla ekstraktu z badanej probki,
tabele zawierajacg zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 2,5-furandion
2 2,5-dihydropirol
3 Diazoetan
4 2,5-dihydro-3-metylofurandion
5 Nonanal
6 Dihydrobenzofuran
7 2,2-dimetylo-1-oksa-spiro[2.5]oktan
8 p-winyloguaiakol
9 4,5,6,7-tetrametylo-2,1,3-benzotiadiazol
10 Ester metylowy kwasu 2,5-dihydroksy benzoesowego
11 3’,5’-dimethoksyacetofenon
12 Kwas 3-hydroxy-fenylopropanowy
13 Neofitadien
14 3,7,11,15-tetrametylo-2-heksadeken-1-ol
15 Kwas pentadekanowy
16 Tetradekanamid
17 cis-13-dokosenamid
18 Nonakos-1-en
19 Tetratetrakontan




20 Eikosanal
21 Eter metylowy beta sitosterolu
22 Witamina E
23 beta sitosterol
24 beta amyron
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Ponizej zamieszczono tabele przedstawiajaca procentowg zmiang sktadnikow w probkach porzeczki poddanych, w warunkach polowych,

dzialaniu naturalnych srodkéw ochrony roslin.

ZMIANA STEZENIA ANALITU*
Lp. ANALIT [%]
PORZECZKA #2 |PORZECZKA #3 |PORZECZKA #4 |PORZECZKA #5

1 2,5-furandion 40,50 + 1,63 27,01 £1,10 8,37+0,46 -14,69 £ 0,73
2 2,5-dihydropirol 12,74 +£0,51 0,88 £ 0,03 -5,84+£0,21 -15,36 £ 0,76
3 Diazoetan -35,97+ 1,16 -62,88 + 2,56 -65,63 + 3,32 -71,96 + 2,69
4 2,5-dihydro-3-metylofurandion 18,70 £ 0,74 -5,72+0,24 -33,10 £ 1,31 -44,34 £ 1,99
5 Nonanal -45,17 + 1,81 -32,68 £ 1,33 -49,57 £ 2,26 -50,40 £ 2,59
6 Dihydrobenzofuran 9,78 £ 0,39 -7,71 £0,33 -11,71 £0,57 -17,31 £ 0,64
7 2,2-dimetylo-1-oksa-spiro[2.5]oktan 39,84 +£1,59 15,16 £ 0,69 -1,88 £0,08 -14,55+ 0,49
8 p-winyloguaiakol 0,34+ 0,01 2,93+0,12 29,64 + 1,16 -1,79 +£ 0,08
9 4,5,6,7-tetrametylo-2,1,3-benzotiadiazol -11,02 £ 0,44 -32,56 £ 1,33 -46,33 £2,16 -37,89 + 1,49
10 Ester metylowy kwasu 2,5-dihydroksy benzoesowego 9,27 £ 0,34 -2,66 £0,08 -40,23 £2,08 -28,78 £ 1,43
11 3°,5’-dimethoksyacetofenon 17,59 +0,70 35,15+ 1,06 40,49 £ 2,09 -8,38 £ 0,41
12 Kwas 3-hydroxy-fenylopropanowy -54,67 £2,19 -71,96 + 2,64 -83,66 £3,16 -87,60 +2,99
13 Neofitadien -1,53 +£ 0,06 33,68 £ 1,33 22,03 +1,05 -16,60 £ 0,74
14 3,7,11,15-tetrametylo-2-heksadeken-1-ol 0,10 £ 0,001 43,12+ 1,29 16,25 £ 0,82 -22,24+1,10
15 Kwas pentadekanowy -19,24 £ 0,77 -4428 + 1,84 -22.48 £1,02 -57,70 £2,05
16 Tetradekanamid -9,76 + 0,34 -19,42 + 0,92 -9,35+0,19 -43,79 + 1,89
17 cis-13-dokosenamid 90,91 £ 3,55 69,78 £2,94 68,35 +£3,26 -54,51 + 2,65
18 Nonakos-1-en 167,96 + 4,16 -39,69 £ 1,16 8,99 + 0,45 -61,98 £ 3,05




19 Tetratetrakontan 428,51 £ 9,21 -81,20 £ 3,26 -6,71 £ 0,34 -69,63 £ 2,39
20 Eikosanal 527,78 £ 6,16 -98,90 + 3,33 -27,38+ 1,16 -96,28 £2,99
21 Eter metylowy beta sitosterolu 9,83 +£0,33 -15,38 £ 0,61 4,39+0,11 -34,46 + 1,69
22 Witamina E -10,99 £ 0,41 6,02 £0,12 35,21 +1,19 -51,51+2,77
23 beta sitosterol -21,84 £ 0,18 -1,03 £ 0,03 33,18+ 1,66 -32,50 £ 1,18
24 beta amyron 6,49 + 0,06 15,12 + 0,44 30,50 £ 1,53 -17,67 £ 0,81

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost stgzenia analitu, natomiast ujemne jego spadek wzgledem zawartosci w probce porownawczej — PORZECZKA #1




TRUSKAWKA #1 — (MATERIAL ODNIESIENIA)
Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram uzyskany dla ekstraktu z badanej probki,

tabele zawierajacg zidentyfikowane anality oraz wybrane widma masowe.

(x10,000,000)
45-TIC

15/33.550

4.0

3.5

3.04

2.5+

o N
o o
1 T
2/3.733
9/9.077
11/12.881
12/17.683

6/7.258

4/4.805 3/4.598

=

8|
=
n
&_|
=
~
&_|
=
@
3
=
&_|
=

5/6.342
C ;/7 600
977
t
E 1010782
3
F:
=
?113/30 639
| Hai30.926
| E 1612371
| 18/487144.964

I
o F
34
S
o]
°

)

]

S

)

X

o

@
8

Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 Kwas butanowy

2 Ester etylowy kwasu butanowego
3 Kwas 2-metylobutanowy

4 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol
5 2,5-dihydro-3-metylofuranodion

6 Kwas heksanowy

7 Ester etylowy kwasu heksanowego
8 2,5-dimetylofurano-3,4(2H,5H)-dion
9 2,5-dimetylo-4-metoksy-3(2H)-furanon
10 Kwas jablkowy

11 Kumaran

12 Kwas trans-cynamonowy

13 cis-9-octadekenamid

14 Oktadekanamid

15 cis-13-dokosenamid

16 Tetratetrakontan

17 beta Sitosterol

18 beta 24-propylidenocholest-5-en-3-ol




100+ 43

142
50 \

15 S0 .
99
127
Ll ‘h . Illhlnlu
10 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
MW: 142 CAS# 4077-47-8 C7H1003 (mainlib) 3(2H)-Furanone, 4-methoxy-2,5-dimethyl-
100 43
89
71
OH
o]
50 45 0}
OH OH
47
60
55
53| ‘ 6|9 99 117
0 A e e e

T T
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
MW: 134 CAS# 6915-15-7 C4H605 (mainlib) Malic Acid

1004 148

HO. 0

103
50+

77

51
131

27 45

| 120
| A

..|| N ..||| || e !:?7 I|. Ily .

0 ,....,...Il,....,.: T .,....,...:,.
10 20 30 7 90 100
MW: 148 CAS# 140-10-3 09H802 (malnllb) trans-Clnnamlc aCId

T
110 120 130 140 150

160



Ponizej zamieszczono tabelg przedstawiajaca procentowa zmiang sktadnikow w probkach truskawek poddanych, w warunkach polowych,

dzialaniu naturalnych srodkéw ochrony roslin.

ZMIANA STEZENIA ANALITU*
Lp. ANALIT
TRUSKAWKA #2 TRUSKAWKA #3 TRUSKAWKA #4 TRUSKAWKA #5

1 Kwas butanowy 0,15+0,01 -19,85 + 0,81 -18,55+0,93 -32,97 £ 1,65
2 Ester etylowy kwasu butanowego -10,79 £0,16 0,17 +£0,01 41,69 £2,16 -12,47 £ 0,62
3 Kwas 2-metylobutanowy -15,99 £ 0,61 9,03 +£0,37 1,55+ 0,06 -27,34 + 1,26
4 2,3-dimetylo-3-buten-2-ol -7,87+0,32 12,32 £0,51 -0,12 + 0,006 -21,25 + 1,05
5 2,5-dihydro-3-metylofuranodion -20,12 £ 0,74 -43.42 + 1,11 -33,40 £ 1,67 -59,71 £2,26
6 Kwas heksanowy -9,28 + 0,39 -19,42 + 0,71 -39,30 + 1,99 -37,38 + 1,26
7 Ester etylowy kwasu heksanowego -23,19+ 0,99 24,08 £0,91 9,00 + 0,62 -8,03 £ 0,61
8 2,5-dimetylofurano-3,4(2H,5H)-dion -38,22 £1,26 -34,35+1,12 -25,96 £ 1,59 -43,09 £2,18
9 2,5-dimetylo-4-metoksy-3(2H)-furanon -47,80 £ 1,31 -31,96 + 1,31 -16,23 £ 0,99 -47,01 £ 1,99
10 Kwas jabtkowy -10,11 £ 0,41 -29,74 £ 1,23 -24,69 + 1,24 -43,01 £ 2,15
11 Kumaran 0,05 + 0,001 -19,73 £ 0,99 -35,38 + 1,77 -37,12 + 1,64
12 Kwas trans-cynamonowy -42,45+ 1,79 -34,54 + 1,16 -36,83 +£ 1,69 4228 +2,11
13 cis-9-octadekenamid -28,58 £1,26 -40,09 £ 1,17 -17,27+£ 0,89 -37,20 £ 1,49
14 Oktadekanamid -27,75 + 1,16 -32,25+ 1,33 -4,81£0,22 -30,78 £ 1,61
15 cis-13-dokosenamid -17,45 £ 0,71 -36,45 £ 1,50 -11,30 £ 0,51 -34,69 + 1,48
16 Tetratetrakontan 1,45+ 0,06 -17,43+£0,73 -44,56 + 2,21 22,74+ 1,12
17 beta Sitosterol -51,06 + 2,01 -12,40 + 0,55 -59,68 + 2,18 -51,98 £2,31
18 beta 24-propylidenocholest-5-en-3-ol -42.41 £1,71 -19,82 + 0,82 -68,94 £ 3,15 -50,39 £2,21

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek wzgledem zawarto$ci w probee porownawczej — TRUSKAWKA #1




F.  Analiza zawartosci nielotnych zwigzkow organicznych w roslinach

poddanych dziataniu preparatow ochrony roslin

MALINA #1 — (MATERIAL ODNIESIENIA)

Ponizej zamieszczono przykladowy chromatogram uzyskany dla ekstraktu z badanej probki,

tabele zawierajaca zidentyfikowane anality.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT

1 Kwas cytrynowy

Kwas askorbinowy
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12 Cyjanidyno 3-soforozyd

13 Cyjanidyno 3-sambubiozyd
14 Cyjanidyno 3-glukozyd

15 Cyjanidyno 3-rutozyd

16 Pelargonidyno 3-soforozyd
17 Pelargonidyno 3-rutozyd

18 Pelargonidyno 3-sambubiozyd
19 Pelargonidyno 3-glukozyd
20 Ellaginianu pentozyd izomer 1
21 Ellaginianu pentozyd izomer 2
22 Ellaginanu 4-acetylo arabinozyd
23 Ellaginianu 4-acetylo ksylozyd
24 Metylo ellaginanu pentozyd
25 Kwas ellaginowy

26 Kwercetyny glukuronid

27 Kwercetyny galaktozyd

28 Kwercetyny glukozyd

29 Metylokwercetyny glukuronid
30 Kemferolu glukuronid

31 Sanguiina-H6

32 Sanguiina-H10

33 Sanguiina-H2




Ponizej zamieszczono tabelg przedstawiajaca procentowg zmiang sktadnikow w probkach malin poddanych, w warunkach polowych,

dzialaniu naturalnych srodkéw ochrony roslin.

ZMIANA STEZENIA ANALITU *

Lp. ANALIT [%]
MALINA #2 MALINA #3 MALINA #4 MALINA #5
1 Kwas cytrynowy -3,92+0,22 0,68 + 0,03 1,13 + 0,06 0,26 + 0,01
2 Kwas askorbinowy -2,04+0,11 -2,41+0,11 3,96 +£0,20 4,02+0,21
3 Cyjanidyno 3-(2’-glukosylo)rutozyd -8,67 + 0,44 -9,02 + 0,39 -8,29+0,31 -8,16 £ 0,36
4 Cyjanidyno 3-soforozydo-5-ramnosyd 2,73 +£0,15 -2,14+£0,10 2,07+0,11 1,46 £ 0,07
5 Cyjanidyno 3,5-diglukozyd 7,14 £ 0,40 -1,47 £ 0,05 7,77+ 0,39 7,99 £ 0,41
6 Pelargonidyno 3-(2’-glukosylo)rutozyd 10,77 = 0,60 3,27+0,13 5,82 +0,25 3,07+0,12
7 Cyjanidyno 3-(2’-ksylosylozo)rutozyd 0,77 £0,04 -8,99 + 0,37 -4,45+0,22 -6,07 £ 0,31
8 Cyjanidyno 3-sambubiozydo-5-ramnozyd -7,80 £0,44 -11,12 + 0,46 -7,36 £ 0,34 -8,83 £0,44
9 Kwercetyny (2’-glukozylo)rutozyd 10,74 + 0,60 7,09 £ 0,29 7,19+ 0,36 -6,18 + 0,31
10 Kwercetyny galactozylramnozyd 4,31+0,24 5,62 £0,23 -0,33+0,01 -10,04 £ 0,51
11 Kwercetyny diglukozyd 6,44 + 0,36 5,08 £0,21 5,05 +£0,24 1,94 £0,10
12 Cyjanidyno 3-soforozyd -9,37+0,53 -9,38+ 0,39 -8,30+ 0,36 -9,62 +0,48
13 Cyjanidyno 3-sambubiozyd 5,84+ 0,31 1,98 +£0,08 7,68 +£0,34 6,79 + 0,34
14 Cyjanidyno 3-glukozyd 4,77 +0,27 0,48 £ 0,02 5,14 £0,25 5,10£0,26
15 Cyjanidyno 3-rutozyd 4,23+0,24 0,31 £0,01 5,33 +£0,35 5,21 £0,26
16 Pelargonidyno 3-soforozyd 8,43 £ 0,47 -11,22+£ 0,34 -9,90 + 0,51 7,81 £0,39
17 Pelargonidyno 3-rutozyd 6,79 +£ 0,38 -1,06 £ 0,03 1,59 £ 0,09 0,41 +£0,01
18 Pelargonidyno 3-sambubiozyd 2,08 +0,12 -0,38 £0,02 -2,37+0,15 -9,10 £ 0,46




19 Pelargonidyno 3-glukozyd 3,90 +0,22 0,97 +£ 0,05 -6,04 + 0,36 0,61 +£0,03
20 Ellaginianu pentozyd izomer 1 -8,51+0,47 -0,13£0,02 -6,68 = 0,34 -8,68 £0,43
21 Ellaginianu pentozyd izomer 2 -2,40+ 0,13 -10,35 £ 0,45 -2,42+0,12 -2,71+0,14
22 Ellaginanu 4-acetylo arabinozyd -6,42 +£0,36 1,31 +0,03 -5,33+£0,27 -7,37 £0,37
23 Ellaginianu 4-acetylo ksylozyd -1,50 £ 0,08 -10,11 £ 0,42 -9,09 £ 0,45 -0,52 +£0,01
24 Metylo ellaginanu pentozyd 3,43+0,12 1,25+ 0,05 2,66+0,13 1,70 £ 0,08
25 Kwas ellaginowy -8,83 £0,51 -1,01 £0,04 4,05+0,21 9,33 +£0,41

26 Kwercetyny glukuronid 5,98 £0,36 6,77 £ 0,28 2,97+0,15 -5,78 £0,26
27 Kwercetyny galaktozyd -2,43+0,15 3,13+0,13 0,49 + 0,02 1,51+0,1

28 Kwercetyny glukozyd 5,39+ 0,31 0,07 = 0,003 3,15£0,16 10,36 + 0,25
29 Metylokwercetyny glukuronid 2,22 +0,21 1,58 £0,08 0,46 +0,02 -7,09 £0,31
30 Kemferolu glukuronid -6,79 + 0,34 0,72 £0,02 -7,16 £ 0,36 -9,57 £ 0,15
31 Sanguiina-H6 0,70 £ 0,03 1,88 + 0,09 -1,73 £ 0,08 -4,93 +£0,25
32 Sanguiina-H10 3,29+0,18 0,80 + 0,02 0,57 £0,03 0,82+ 0,02
33 Sanguiina-H2 0,98 + 0,05 -6,46 £ 0,25 1,62 £ 0,08 -3,27+0,14

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek wzglgdem zawarto$ci w probee porownawczej — MALINA #1




PORZECZKA #1 — (MATERIAL ODNIESIENIA)

Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram uzyskany dla ekstraktu z badanej probki,

tabele zawierajaca zidentyfikowane anality.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT
1 Kwas cytrynowy
2 Kwas askorbinowy
3 Delfinidyny 3-galaktozyd
4 Delfinidyny 3-glukozyd
5 Delfinidyny 3-rutozyd
6 Myricetyny 3-(6’’-malonylo)glukozyd
7 Kwercetyny 3-(6’’-malonylo)glukozyd
8 Delfinidyny 3-(6’’-kumarylo)glukozyd
9 Malwidyny 3-galaktozyd
10 Cyjanidyny 3-glukozyd
11 Cyjanidyny 3-rutozyd
12 Petunidyny 3-rutozyd
13 Peonidyny 3-galaktozyd
14 Peonidyny 3-glukozyd
15 Peonidyny 3-rutozyd
16 Isohamnetyny 3-rutozyd




17 Miricetyny 3-glukuronid
18 Miricetyny 3-rutozyd
19 Miricetyny 3-glukozyd
20 Aurezydyny glukozyd
21 Kwercetyny 3-rutozyd
22 Kwercetyny 3-glukozyd
23 Kemferolu 3-rutozyd
24 Kemferolu 3-galaktozyd
25 Kemferolu 3-glukozyd




Ponizej zamieszczono tabelg przedstawiajacg procentowa zmiang sktadnikow w probkach porzeczek poddanych, w warunkach polowych,

dzialaniu naturalnych srodkéw ochrony roslin.

ZMIANA STEZENIA ANALITU*
Lp. ANALIT []
PORZECZKA #2 PORZECZKA #3 PORZECZKA #4 PORZECZKA #5

1 Kwas cytrynowy 2,38 +£0,13 4,21 +£0,17 5,11+0,26 -1,40 £ 0,05
2 Kwas askorbinowy -1,86 £0,10 6,90 + 0,28 -1,37 £ 0,08 2,74+ 0,13
3 Delfinidyny 3-galaktozyd -0,47 £ 0,01 2,23 +£0,09 1,93 £0,15 2,17+0,16
4 Delfinidyny 3-glukozyd -3,71 £0,003 -3,27+0,16 -5,06 £ 0,25 -6,25+0,34
5 Delfinidyny 3-rutozyd 0,11 +0,02 2,10+0,12 1,69 £ 0,09 0,38 £0,03
6 Myricetyny 3-(6’’-malonylo)glukozyd 0,01 £0,11 -5,14+£0,21 -5,80 £ 0,31 -5,88 +0,29
7 Kwercetyny 3-(6”’-malonylo)glukozyd 0,39 +0,20 -3,43+£0,15 -4,72 £0,25 -6,12+£0,33
8 Delfinidyny 3-(6’’-kumarylo)glukozyd 1,95+0,13 4,12+0,19 -8,18 +£ 0,44 -8,22 +0,46
9 Malwidyny 3-galaktozyd 3,52 +0,03 -6,47+0,31 7,59 £0,39 2,71 +0,16
10 Cyjanidyny 3-glukozyd -2,38+0,07 0,59 £ 0,03 -0,91 £ 0,07 -1,74 £ 0,10
11 Cyjanidyny 3-rutozyd 0,49 + 0,03 1,01 £0,05 0,78 + 0,04 -0,24 +£ 0,02
12 Petunidyny 3-rutozyd -1,25+ 0,05 0,51 £ 0,03 -0,80 + 0,05 -3,38+0,14
13 Peonidyny 3-galaktozyd -0,84 + 0,05 3,52+0,16 1,71 £ 0,09 -1,50 £ 0,09
14 Peonidyny 3-glukozyd 0,83 £ 0,03 -2,42 +£0,11 -2,52+0,15 -3,61 +£0,21
15 Peonidyny 3-rutozyd -3,77+0,22 -0,15+0,02 -9,84 + 0,55 -3,96 +£0,23
16 Isohamnetyny 3-rutozyd -0,58 £0,01 -0,87 £0,06 -2,92+£0,16 -5,67 £0,33
17 Miricetyny 3-glukuronid 0,14 £ 0,006 1,00 £ 0,07 3,42+0,19 -6,31 £0,39




18 Miricetyny 3-rutozyd 0,15+0,01 -2,36+0,11 2,10+ 0,16 -6,47 £ 0,46
19 Miricetyny 3-glukozyd 0,74 +£ 0,05 -1,72 £ 0,08 -1,42 +£ 0,08 -4,94 + 0,25
20 Aurezydyny glukozyd -1,74 £ 0,10 7,58 £ 0,33 10,05+ 0,51 4,97 £0,25
21 Kwercetyny 3-rutozyd 1,67 £ 0,08 -4,18+£0,19 -3,10+0,19 -6,07 £ 0,31
22 Kwercetyny 3-glukozyd 2,82+0,15 -0,86 £ 0,05 -1,11 £0,07 -4,81 £0,16
23 Kemferolu 3-rutozyd -1,41 £ 0,09 1,99 + 0,09 -3,02+0,16 -4,02 +£0,22
24 Kemferolu 3-galaktozyd -1,30 £ 0,08 -2,05+0,12 -1,90£0,11 -3,27+0,16
25 Kemferolu 3-glukozyd 1,68 £0,12 2,16 £0,16 2,26 £0,17 -4,72 £0,55

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek wzglgdem zawarto$ci w probee porownawczej — PORZECZKA #1




TRUSKAWKA #1 — (MATERIAEL ODNIESIENIA)

Ponizej zamieszczono przyktadowy chromatogram uzyskany dla ekstraktu z badanej probki,

tabele zawierajaca zidentyfikowane anality.
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Lp. ZIDENTYFIKOWANY ANALIT

1 Kwas cytrynowy
2 Kwas askorbinowy
3 Cyjanidyny 3-soforozyd
4 Cyjanidyny 3-glukozyd
5 Cyjanidyny 3-rutozyd
6 Pelargonidyny 3-glukozyd
7 Pelargonidyny 3-rutozyd
8 Ellaginiano ramnozyd isomer 1
9 Ellaginiano ramnozyd isomer 1
10 Petunidyny 3-glukozyd
11 Pelargonidyny 3-(malonylo)glukozyd
12 Pelargonidyny 3-(6’-acetylo)glukozyd
13 Kwercetyny 3-glukuronid
14 Kemferolu 3-glukuronid
15 Kemferolu 3-kumaryloglukozyd




16 Kemferol 3-glukozyd
17 Kemferolu 3-acetyloglukozyd
18 Bis-HDDP-glukozyd




Ponizej zamieszczono tabele przedstawiajgcg procentowa zmiang sktadnikéw w probkach truskawek poddanych, w warunkach polowych,

dziataniu naturalnych srodkéw ochrony roslin.

ZMIANA STEZENIA ANALITU*
Lp. ANALIT
TRUSKAWKA #2 TRUSKAWKA #3 TRUSKAWKA #4 TRUSKAWKA #5

1 Kwas cytrynowy 1,33 +0,07 4,81 +£0,21 1,66 + 0,08 -0,93 £ 0,06
2 Kwas askorbinowy 0,18 £0,01 4,07+0,18 -1,77 £ 0,09 1,50 £ 0,09
3 Cyjanidyny 3-soforozyd 3,88 + 0,22 -3,07+0,13 -3,69 +£0,18 0,86 £ 0,10
4 Cyjanidyny 3-glukozyd -4,86 + 0,32 4,78 £ 0,21 8,64 £0,43 4,04 +£0,12
5 Cyjanidyny 3-rutozyd -4,92 + 0,36 -5,38 £0,22 -0,68 + 0,03 -3,22+0,19
6 Pelargonidyny 3-glukozyd -7,01 £ 0,46 -0,26 + 0,02 0,77 £ 0,04 -1,21 £ 0,05
7 Pelargonidyny 3-rutozyd 3,00+0,18 -2,50 £ 0,13 -2,03+£0,10 -3,62 £ 0,21
8 Ellaginiano ramnozyd isomer 1 0,33 £0,02 2,31 +£0,12 -0,31+£0,01 4,52+ 0,36
9 Ellaginiano ramnozyd isomer 1 7,00 £ 0,66 4,11 +£0,18 3,67+0,19 5,90 +0,15
10 Petunidyny 3-glukozyd 12,05+ 0,58 4,12+0,16 2,22 +0,11 5,02 £0,25
11 Pelargonidyny 3-(malonylo)glukozyd -7,32 £ 0,41 -1,71 £ 0,06 -0,21 +£ 0,02 -0,41 £ 0,02
12 Pelargonidyny 3-(6’-acetylo)glukozyd -9,23 £ 0,52 -4,33 £ 0,19 -2,00+ 0,16 -1,15+ 0,04
13 Kwercetyny 3-glukuronid 2,30+0,13 0,15+0,02 1,29 + 0,08 3,67+0,16
14 Kemferolu 3-glukuronid -2,09+0,16 -3,59 £ 0,41 -4,06 £ 0,21 -0,80 £+ 0,06
15 Kemferolu 3-kumaryloglukozyd 2,07 £0,15 -0,22 £ 0,05 3,20+0,32 -0,49 + 0,04
16 Kemferol 3-glukozyd 1,00 + 0,08 2,50+ 0,03 -1,08 £ 0,06 4,54 +0,25
17 Kemferolu 3-acetyloglukozyd 4,38 +£0,31 1,02+ 0,01 4,05+ 0,33 -0,01 + 0,001
18 Bis-HDDP-glukozyd -3,79+£0,33 -0,27 £ 0,02 -5,02 £ 0,42 3,06 £0,19

* - warto$ci dodatnie oznaczaja wzrost st¢zenia analitu, natomiast ujemne jego spadek wzgledem zawarto$ci w probce porownawczej — TRUSKAWKA #1




Podsumowanie

W ekstraktach zawarte s3 zwiazki lotne, sposrod ktérych pochodne fenolowe i terpenowe
(m.in. chryzantenol, tymol) wykazuja dziatanie bakteriobdjcze lub bakteriostatyczne, a takze
hamujace wzrost grzybow plesniowych. Pochodne fenolowe bedace z charakteru kwasami
wykazujg tez dziatanie bakteriostatyczne charakterystyczne dla kwasow organicznych. Probki
zawierajg wiele cennych flawonoidéw z réznych grup systematycznych (aglikonéw oraz
glikozydowanych) oraz kwasow fenolowych. Wszystkie zwigzki fenolowe wykazuja szereg
korzystnych dziatan biologicznych: przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne, niektére z nich
przeciwwirusowe, przeciwutleniajagce, przeciwrodnikowe, hamujace szereg enzymow
niekorzystnie dzialajacych w produkcie spozywczym oraz w organizmie, wykazuja dziatanie
wspomagajace odchudzanie na skutek hamowania enzymow trawiennych przewodu
pokarmowego. Praktyczne znaczenie przeciwbakteryjne 1 przeciwgrzybicze wykazuja liczne
w pochodne fenolu oraz stabe dziatanie antybakteryjne i1 przeciwgrzybiczne wykazuja
pochodne terpenowe (eukaliptol, tymol). W jednej z probek obecny jest terpen ingenol o
silnym dziataniu przeciwwirusowym w stosunku do wirusa HIV oraz jest inhibitorem protein
kinazy C. Niestety testy starzeniowe ekstraktow wykazaly ok 50% degradacje z
wytworzeniem analitdw pochodnych o krotszych tancuchach. Powazne straty nielotnych,
bardzo cennych flawonoidéw 1 kwasow fenolowych zawartych w ekstraktach 1-6 w tescie
starzeniowym sugeruja, ze nalezy znalez¢ odpowiedni sposob wytwarzania i przede
wszystkim przechowywnia preparatow z uwagi na ich przypuszczalng krotka przydatnos¢ do
uzycia. Te straty wynikaja z tego, ze kwasy fenolowe i flawonoidy sa w koncowym efekcie
degradowane do chinonéw i1 winylowych pochodnych, ktére wykazuja o wiele nizsze

aktywnosci biologiczne.



Zalecenia dla rolnikéow

Uwzgledniajac wystepowanie chordb i szkodnikdéw na truskawce, malinie, czarnej porzeczce
i winoro$li uprawianych metodami ekologicznymi najefektywniejszymi sposobami ich
ograniczania bylo:

e w truskawce : stosowanie preparatu ,,Ema5 z wrotyczem” oraz naprzemienne
stosowanie preparatu ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym z probiotycznymi
mikroorganizmami (PM) ekstraktem z pokrzywy w mieszaninie z preparatem
sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda w dawce 10 kg
granulatu na 1 ha i po ostudzeniu dodanie PM

e w malinie: przeciw kistnikowi malinowcowi preparat ,,EmaS z wrotyczem” oraz
preparat sporzadzony poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda z dodatkiem
PM, natomiast przeciw rdzy maliny preparat ,,EmaS z wrotyczem” z fermentowanym
ekstraktem z pokrzywy z PM oraz preparat ,,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym
ekstraktem z pokrzywy z PM uzyty na przemian z preparatem sporzadzonym poprzez
gotowanie granulatu z wrotyczu z woda i1 po ostudzeniu dodanie PM.

e w czarnej porzeczce: przeciwko przedziorkowi chmielowcowi i rdzy wejmutkowo-
porzeczkowej preparat ,,EmaS z wrotyczem” oraz preparat sporzadzony poprzez
gotowanie granulatu z wrotyczu z woda z dodatkiem PM, natomiast przeciw
antraknozie czarnej porzeczki .,,EmasS z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem
z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego i pokrzywy uzyty na przemian
z preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda
z dodatkiem PM po ostudzeniu.

e w winorosli: preparat ,,Ema5 z wrotyczem” oraz preparat sporzadzony poprzez

gotowanie granulatu wrotyczu z woda z dodatkiem PM po ostudzeniu.

Stosowanie preparatéw biologicznych miato bardzo korzystny wptyw na sktad mikrobiomu
ro§lin. Wyizolowano wigkszg liczb¢ mikroorganizméw z ro$lin uprawianych metodami
ekologicznymi w poréwnaniu z konwencjonalnymi. Ponadto najwigcej mikroorganizmow
zardwno w przypadku izolacji z lisci jak i z todyg wyosabniano z ro$lin z obiektu, na ktérym
stosowano preparat biologiczny ,Ema5 z wrotyczem” z fermentowanym ekstraktem
z mniszka lekarskiego i mleczu polnego oraz z pokrzywy i wrotyczu z PM . Rowniez duza
liczebnos$cia mikroorganizméw charakteryzowaty sie rosliny rosngce na poletkach

traktowanych preparatem mikrobiologicznym ,,Ema5 z wrotyczem” dolistnie i doglebowo



oraz preparatem sporzadzonym poprzez gotowanie granulatu z wrotyczu z woda z dodatkiem

PM stosowanym dolistnie i doglebowo.

Metoda dezinformacji samcow przeziernika porzeczkowca przy uzyciu dyspenserow
feromonowych okazala si¢ bardzo efektywna, gdyz pod koniec roku praktycznie nie

notowano uszkodzen jednorocznych pedow.

W ekstraktach roslinnych sporzadzanych z dodatkiem PM zawarte sa zwiazki lotne, sposrod
ktorych pochodne fenolowe i terpenowe (m.in. chryzantenol, tymol) wykazuja dziatanie
bakteriobojcze lub bakteriostatyczne, a takze hamujace wzrost grzybow plesniowych.
Pochodne fenolowe bedace z charakteru kwasami wykazujg tez dziatanie bakteriostatyczne
charakterystyczne dla kwasow organicznych. Probki zawieraja wiele cennych flawonoidow
z r16znych grup systematycznych (aglikonéw oraz glikozydowanych) oraz kwasow
fenolowych. Wszystkie zwigzki fenolowe wykazuja szereg korzystnych dziatan
biologicznych: przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne, niektdre z nich przeciwwirusowe,
przeciwutleniajgce,  przeciwrodnikowe.  Praktyczne  znaczenie  przeciwbakteryjne
1 przeciwgrzybicze wykazuja liczne pochodne fenolu oraz stabe dziatanie antybakteryjne
1 przeciwgrzybiczne wykazuja pochodne terpenowe (eukaliptol, tymol). W jednej z probek
obecny jest terpen ingenol o silnym dziataniu przeciwwirusowym w stosunku do wirusa HIV
oraz jest inhibitorem protein kinazy C. Testy starzeniowe ekstraktow wykazaty ok 50%
degradacj¢ z wytworzeniem analitéw pochodnych o krotszych tancuchach. Powazne straty
nielotnych, bardzo cennych flawonoidéw i1 kwasow fenolowych zawartych w ekstraktach 1-6
w tescie starzeniowym sugeruja, ze nalezy znalez¢ odpowiedni sposdb wytwarzania i przede
wszystkim przechowywania preparatow z uwagi na ich przypuszczalng kréotkg przydatnosé do
uzycia. Te straty wynikaja z degradacji kwasow fenolowych i flawonoidéw do chinonow

1 winylowych pochodnych, ktére wykazuja o wiele nizsze aktywnos$ci biologiczne.

Nie stwierdzono jednoznacznego 1 istotnego (na poziomie P < 0,05) wplywu
przeprowadzonych zabiegdw ochrony ekologicznej na zawarto$¢ zwiagzkéw fenolowych
ogdlem 1 aktywno$ci przeciw-cholinoesterazowych wybranych owocoéw. Nie mniej
w obiekcie, w ktorym wykorzystano preparat ,,Ema5 z wrotyczem" tacznie z fermentowanym

ekstraktem z wrotyczu, mniszka lekarskiego, mleczu polnego i pokrzywy na przemian



Z preparatem z gotowanego granulatu z wrotyczu z dodatkiem probiotycznych
mikroorganizméw stwierdzono w roslinach najwigcej zwigzkoéw fenolowych.

Ekstrakty z owocOdw porzeczki czarnej stanowity najcenniejsze zrodto zwigzkéw fenolowych
ogdtem. Jednak najwigksza zdolnos¢ do hamowania aktywnosci cholinoesteraz stwierdzono
w przypadku wodnych wyciaggdw z owocoéw maliny. Sugeruje si¢, ze istotniejsza role
w ksztattowaniu aktywno$ci anty- cholinoesterazowej nalezy przypisaé nie ogdlnej zawartosci
zwigzkow fenolowych w badanym surowcu roslinnym, ale konkretnym substancjom w nim
wystepujacym. Dlatego tez w nastgpnej kolejnosci postanowiono  wykorzystaé
chromatograficzne metody analizy jakosciowej w celu wstepnej identyfikacji zwigzkow
fenolowych warunkujacych wysokie zdolnosci do hamowania aktywnos$ci cholinoesteraz

przez ekstrakt z owoco6w maliny.

W celu opracowania szczepionki dla roslin jagodowych zaproponowano sktad pozywki dla
mikroorganizmow oraz sposréd wyizolowanych z ro$lin oraz ze strefy ryzosferowej
truskawki, maliny 1 czarnej porzeczki bakterii endogennych i egzogennych wytypowano
izolaty o najwigkszym potencjale biotechnologicznym. Dwa izolaty gatunku Pseudomonas
putida, jeden wyizolowany ze strefy ryzosferowej maliny, a drugi endofit wyizolowany z
korzeni maliny wptywaja korzystnie na ukorzenienie oraz dtugo$¢ pedow roslin. Endofit
Lysobacter enzymogenes wyizolowany z korzeni czarnej porzeczki charakteryzuje sie¢

aktywno$cig antagonistyczng wobec wielu patogenow roslin.



