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Barbara Biatczyk®

Folie nowej generacji w produkcji sianokiszonek
New generation foils in the production of haylage

Pasza objetosciowa jest podstawa zywienia bydta, a jej jakos¢ wptywa na jakos¢
produktow zwierzecych i przyrost masy ciata zwierzat [Bodarski i in. 2005]. Obecnie
najpopularniejszg pasza objetosciowa jest sianokiszonka, ktorej wartos¢ pokarmowa za-
lezy od jako$ci materialu zakiszanego oraz sposobu jej przechowywania. Na dlugos¢
okresu przechowywania i jakos$¢ zakiszonego materiatu przede wszystkim wptywa spo-
sob i rodzaj zastosowanej folii.

Badania nad foliag nowej generacji zmierzaja w kierunku stworzenia produktu wy-
trzymalego na uszkodzenia mechaniczne, barierowos¢, elastycznos$¢ i kleisto$¢ oraz na
jej biodegradowalno$é.

Znaczacy wplyw na procesy starzenia si¢ folii ma rodzaj uzytego surowca do jej
produkcji. W celu ograniczenia rozwoju mikroorganizméw na powierzchni folii wprowa-
dzono na jej zewngtrzng czgs¢ nanosrebro.

Aktualnie na rynku sg dostepne folie wytworzone z wtdkien polipropylenowych lub
poliestrowych. Problemem z foliami typu strecz obecnie dostgpnymi na rynku jest ich
utylizacja po wykorzystaniu. Przyklejaja si¢ do nich resztki sianokiszonki, a na po-
wierzchni rozwijajg si¢ mikroorganizmy. Zanieczyszczenia utrudniajg recykling zuzytej
folii. Przedsiebiorstwa odpowiedzialne za recykling tworzyw sztucznych bardzo niechet-
nie przyjmujg zuzyta foli¢ po okresie przechowywania. Z tego tez powodu zalega ona
W gospodarstwie i stanowi niebezpieczny odpad. Dlatego podjeto badania na Uniwersy-
tecie Rolniczym w Krakowie nad wyprodukowaniem folii cz¢§ciowo biodegradowalne;j
z dodatkiem nanosrebra i mikrocelulozy. Nanosrebro ograniczy rozwo6j mikroorgani-
zmoOw oraz 1l0$¢ zanieczyszczen resztkami zakiszonego materiatu, a mikroceluloza utatwi
biodegradacje.

Mechanizm dziatania nanosrebra nie jest do konica wyjasniony. Badania wykazuja,
ze dezaktywuje ono bakterie przez utlenianie krystaliczne, reakcje ze $ciang komérkowa
bakterii oraz denaturacj¢ biatka oraz wigzania z DNA [Wzorek i in. 2007]. Jednak na
podstawie badan toksykologicznych mozna stwierdzi¢, ze nanosrebro nie jest obojetne
dla organizmu [Swidwinska-Gajewska i in. 2015]. Natomiast celuloza ikrokrystaliczna
jest chemicznie obojetna i dlatego umozliwia pewne i bezpieczne tworzenie receptur
0 zmiennym uktadzie krystalograficznym (powstawanie struktur amorficznych) [Sher-
wood i in. 1998].

! Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koltataja w Krakowie, Wydziat Rolniczo-Ekonomiczny,
b.bialczyk@wp.pl



Metodyka

Celem badan byta ocena sianokiszonki wytworzonej w balotach potrojnie owija-
nych folia nowej generacji wytworzonej w ramach projektu PBS3/B9/30/2015 sfinanso-
wanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.

W badaniach do produkcji kiszonek wykorzystano foli¢ wyprodukowana w 2015 r.
w ramach projektu badawczego PBS3/B9/30/2015 pt. ,,Wielowarstwowa folia nowej ge-
neracji do produkcji kiszonek”. Produkcja tej folii odbywata si¢ w dwoch etapach. Etap
pierwszy projektu mial miejsce w Gtownym Instytucie Gornictwa (GIG) w Zakladzie
Inzynierii Materiatowej i polegat na wprowadzeniu do surowca bazowego wchodzacego
w sklad poszczegodlnych warstw folii odpowiednich dodatkow. Wprowadzane dodatki to
mikroceluloza rdznego rodzaju — roéznigca si¢ gtdwnie rozmiarem czastek — oraz nano-
srebro. W celu wytworzenia biokompozytow z czastkami mikrocelulozy, wprowadzano
je do metalocenowego liniowego polietylenu niskiej ggstosci mLLDPE. Etap drugi wy-
twarzania badanych folii polegal na tym, ze uprzednio wytworzone potprodukty w GIG
na bazie polimeru EVA z wprowadzonym nanosrebrem zastosowano jako materiat ba-
zowy na warstwe A badanych folii. z kolei mLLDPE i rézne rodzaje mikrocelulozy za-
stosowano jako material bazowy na warstwe B. Natomiast etap trzeci obejmowat ocene
przydatnosci folii i jakosci kiszonki wykorzystywanej w zywieniu bydta w Osrodku Ho-
dowli Zarodowej w Osieku Sp. z 0.0.

Badana folia byta tréjwarstwowa, o grubosci 25pum. Warstwy folii oznaczono lite-
rami A, B i C. Warstwa A wytworzona na bazie kopolimeru etylenu i octanu winylu EVA
(EVA — Etylen / Octan Winylu stanowit okoto 15% grubosci folii — warstwa we-
wnetrzna). Do warstwy tej byt rowniez w niewielkiej ilosci (maksymalnie 5%) wprowa-
dzany PIB poliizobutylen, dodatek tego tworzywa nadaje folii ceche kleistoéci. Warstwa
B stanowita okoto 70% grubosci folii — byta to warstwa srodkowa odpowiedzialna gtow-
nie za wytrzymatos¢ folii oraz jej barierowo$¢. Warstwa ta byta wytworzona z miesza-
niny mLLDPE (metalocenowy liniowy polietylen niskiej gestosci) o roznej gestosci oraz
wprowadzano do niej rowniez niewielka ilo$¢ PIB. Warstwa C stanowita okoto 15% gru-
bosci i wytworzona byla na bazie mLLDPE, a wprowadzane do niej byly dodatki stabili-
zujace poprawiajace odpornos¢ folii na promieniowanie UV.

W prowadzonych badaniach wykorzystano 6 rodzajow folii wytworzonych w ra-
mach projektu réznigcych si¢ rodzajem zastosowanej mikrocelulozy i nanosrebra oraz
jako odniesienie foli¢ handlowa:

P1 — z zastosowaniem materialu z naniesionym nanosrebrem,

P2 — z zastosowaniem materiatu z naniesionym nanosrebrem oraz z dodatkiem 5%
mikrocelulozy F16,

P3 — z zastosowaniem materiatu z naniesionym nanosrebrem oraz z dodatkiem 5%
mikrocelulozy F17,

P4 — z dodatkiem 5% mikrocelulozy F16,

P5 — z dodatkiem 5% mikrocelulozy F17,

P6 — z dodatkiem 5% mikrocelulozy F18,

P7 — folia handlowa.

W tabelach rodzaje folii sa oznaczone symbolami od P1 do P7.

Kiszonk¢ wytworzono w czerwecu 2016 roku w balotach z podwigdnigtej zielonki,
ktore owijano powyzszymi rodzajami folii. Dominujgcymi gatunkami roslin w zakisza-
nym materiale byly: zycica wielokwiatowa (Lolium multiflorum) 67%, zycica trwata (Lo-
lium perenne L.) 13%, kostrzewa czerwona (Festuca rubra L.) 4%, wiechlina zwyczajna
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(Poa trivialis L.) 4%, koniczyna biata (Trifolium repens L.) 12%. Uformowano po 10 ba-
lotow kazdego wariantu zastosowanej folii. Z zakiszonego materiatu pobierano probki do
analiz laboratoryjnych w trzech nast¢pujacych terminach:

— analiza 1 w dniu 16.11.2016,

— analiza 2 w dniu 21.04.2017,

— analiza 3 w dniu 09.10.2017,
co odpowiada 140, 300 i 460 dniom od okresu sporzgdzenia kiszonki do okresu otwarcia
balotu. W pobranych probkach oznaczono suchg mas¢ metoda suszarkowo-wagowa
w temperaturze 105°C. Biatko ogdlne oznaczono metoda posrednia, polegajaca na tym,
Ze mnozono otrzymang ilo$¢ azotu ogdlnego przez wspotczynnik przeliczeniowy — 6,25.
Wi1bkno surowe oraz popiét surowy oznaczono wagowo. Uzyskane wyniki opracowano
statystycznie z uwzglednieniem jednoczynnikowej analizy wariancji i testu NIR przy po-
ziomie istotnosci a < 0,05, wykorzystujac program Statistica 7.

Wyniki i dyskusja

Sucha masa

Zawarto$¢ suchej masy w ocenianych kiszonkach przedstawiono w tabeli 1. Zawar-
to$¢ suchej masy w czasie pierwszej oceny wahala si¢ od 41,4% do 51,5%. Najnizsza
warto$cig cechowata sie kiszonka w folii handlowej, natomiast najwiecej suchej masy
zawierata kiszonka owinigta folig P2. W drugim okresie badawczym w wiekszo$ci kiszo-
nek P2, P3, P4, P5, P6 zawarto$¢ suchej masy obnizyta si¢ w odniesieniu do wartosci
W czasie pierwszej oceny. Natomiast w pozostatych rodzajach kiszonek zaobserwowano
wzrost zwartosci suchej masy. Z kolei w trzecim okresie badawczym dla wiekszos$ci ki-
szonek zaobserwowano wyraznie zwickszenie si¢ zawarto$ci suchej masy, za wyjatkiem
kiszonki P1, gdzie stwierdzono zalezno$é¢ odwrotng. Srednio za trzy okresy badawcze
zawartos¢ suchej masy w wigkszosci kiszonek byta podobna, jedynie nieznacznie wyzsza
zawartosciag cechowala si¢ kiszonka wyprodukowana w wariancie P4, a wyraznie nizsza
w P5. Ogo6lnie przyjmuje sie, iz w prawidlowo przygotowanych sianokiszonkach zawar-
to$¢ suchej masy powinna zmiescic si¢ w zakresie od 35% do 40% [Purwin 2007].

Tabela 1. Zawarto$¢ suchej masy [%]

Rodzaj uzytej folii Analizal | Analiza2 | Analiza 3 Srednia
P1 42,7 52,5 44,0 46,4
P2 51,5 42,8 44,8 46,4
P3 45,6 43,6 50,0 46,4
P4 49,5 42,7 52,1 48,1
P5 42,5 34,7 455 40,9
P6 45,5 44,6 47,0 45,7
P7 414 46,0 50,0 45,8
NIR, a < 0,05 3,10 4,20 2,60 -




Bialko ogolne

Zawartos¢ biatka ogdlnego w pobranych probkach srednio z trzech okresow badaw-
czych ksztaltowata si¢ w przedziale od 12,9% do 13,9% (tab. 2). Najnizsza zawarto$¢
biatka ogodlnego byta w wariancie P2 w drugim okresie badawczym i wynosita 11,9%.
Najwyzsza zawarto$¢ biatka ogdlnego byta w wariancie P1 i P4 w drugim okresie badaw-
czym i byta wyzsza o0 20%. Podobna zawarto$¢ biatka w materiale zakiszonym przy uzy-
ciu folii nowej generacji uzyskano w balotach owini¢tych foliag handlowa. Zawarto$¢
biatka ogdlnego w kiszonce jest zalezna miedzy innymi od gatunku roslin, odmiany, ter-
minu zbioru, sposobu zakiszenia. Dobrej jakosci kiszonka lub sianokiszonka powinna
stanowi¢ zrodlo biatka i pokrywaé zapotrzebowanie w zywieniu zimowym zwierzat.
Przyjmuje sig, iz w kiszonkach dobrej jako$ci zawarto$¢ biatka ogdlnego powinna stano-
wi¢ okoto 14-17% w suchej masie [Falkowski i in. 2000].

Tabela 2. Zawarto$¢ biatka ogdlnego [%]

Rodzaj uzytej folii Analiza 1 Analiza 2 Analiza 3 Srednia
P1 13,5 14,3 14,0 13,9
P2 131 119 13,8 12,9
P3 12,6 12,8 13,6 13,0
P4 125 14,3 12,1 13,0
P5 138 138 13,3 13,6
P6 141 13,6 12,7 13,5
P7 12,6 13,3 13,5 13,1
NIR, a < 0,05 1,10 1,10 1,20 -

Wlokno surowe

Zawarto$¢ wiokna surowego w badanych probkach przedstawiono w tabeli 3. Srednia
najnizsza zawartoscig wtdkna surowego cechowala si¢ kiszonka wariantu P2 i P7. Najwie-
cej widkna surowego zawierata kiszonka wariantu P6. Réznice w zawarto$ci wiokna suro-
wego wahaly si¢ od 28,1% do 30,0%. W analizowanych okresach przechowywania zawar-
to$¢ wiokna surowego byla zblizona. W badanym materiale zawarto$¢ tego sktadnika
znacznie przewyzszala warto$¢ optymalng 23—-26% w suchej masie [Podkowka i in. 1993].

Tabela 3. Zawarto$¢ wiokna surowego [%]

Rodzaj uzytej folii Analiza 1 Analiza 2 Analiza 3 Srednia
P1 29,6 28,7 29,5 29,3
P2 27,3 28,6 28,4 28,1
P3 28,7 314 255 28,5
P4 30,8 28,7 28,3 29,3
P5 28,7 29,8 29,8 29,4
P6 27,2 32,3 30,4 30,0
P7 29,5 28,5 284 28,8
NIR, a < 0,05 1,90 1,70 2,00 —
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Popiol surowy

Zawarto$¢ popiotu surowego wahala si¢ srednio w czasie przechowywania w trzech
okresach od 8,17% w kiszonce wariantu P3 i P1 do 10,0% i 10,8% w kiszonce wariantu
P7 i P5 (tab. 4). Najwyzsza zawarto$¢ popiotu surowego stwierdzono w wigkszosci ki-
szonek w drugim okresie przechowywania. Zawarto$¢ popiotu surowego we wszystkich
analizowanych probach w przedziale od 7,5% do 12,9%, co $§wiadczy o starannie wyko-
nanych pracach zwigzanych ze zbiorem materialu przeznaczonego do zakiszania. Wedlug
Kasperczyka [1987] w miare starzenia si¢ roslin nastgpuje wzrost zawartosci suchej
masy, wldkna surowego, popiotu surowego a spadek zawartosci biatka ogdlnego.

Tabela 4. Zawarto$¢ popiotu surowego [%]

Rodzaj uzytej folii Analizal | Analiza2 | Analiza3 Srednia
P1 9,10 7,70 7,80 8,20
P2 8,50 9,70 9,90 9,37
P3 7,50 7,90 9,10 8,17
P4 8,50 9,70 11,30 9,83
P5 10,60 12,90 8,90 10,80
P6 10,20 7,90 7,70 8,60
P7 9,90 10,80 9,40 10,03
NIR, o < 0,05 0,80 1,00 0,70 -
Whioski

1. Wyprodukowana kiszonka przy uzyciu folii nowej generacji moze by¢ przecho-
wywana nawet przez kilkanascie miesigcy bez ryzyka straty sktadnikow pokarmowych
W paszy.

2. Zawarto$¢ biatka ogolnego, suchej masy, widkna surowego byta stosunkowo ni-
ska w odniesieniu do wymagan pokarmowych zwierzat. Bylo to wynikiem poznego
zbioru materiatu.

3. Stwierdza si¢, ze kierunek badan nad zmodyfikowanymi foliami jest stuszny, po-
niewaz folie nie wptynety negatywnie na jakos$¢ kiszonki.
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Olga Bociankiewicz', Filip Zak*

Identyfikacja genéw Lr10 i Lr19 warunkujacych odpornos¢
pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) na rdze¢ brunatng
w polskich odmianach tego zboza

Identification of the Lr10 and Lr19 genes determining the resistance
of common wheat (Triticum aestivum L.) to leaf rust in Polish cultivars of this cereal

Rdze sa chorobami lisci i Zdzbet traw wywotywanymi przez grzyby z rodziny rdzo-
watych (Pucciniaceae). Grzyby nalezace do rodzaju Puccinia atakowaty pszenice od ty-
sigcy lat — wzmianki o chorobie powodowanej przez te patogeny mozna znalez¢ w literatu-
rze klasycznej Grecji i Rzymu oraz w Biblii [Chester 1946, Zadoks 2008]. W naszym kraju
najwickszym bodzcem do rozpoczecia badan nad rozwojem rdzy stata si¢ kleska rdzy z
1932 roku, ktéra doprowadzita do zniszczenia duzej czgéci uprawy pszenicy [Zamorski i
in. 2001]. Rdze staty si¢ glownymi chorobami, ktére maja bardzo istotne znaczenie gospo-
darcze [Dubin i Brennan 2009]. Istnieja trzy rézne choroby powodowane przez rézne ga-
tunki rdzy, ktore atakuja pszenice — rdza brunatna (wywotana przez P. triticina), rdza zotta
(wywotana przez P. striiformis) oraz rdza zdZbtowa (wywotana przez P. graminis). Wérod
nich najbardziej rozpowszechniona jest rdza brunatna, ktora stanowi najwigksze zagrozenie
dla polskich zboz. Choroba wystgpuje corocznie w mniejszym lub wigkszym stopniu na
pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) w zalezno$ci od warunkow pogodowych [Woz-
niak-Strzembicka i Czajowski 2009, Czajowski i in. 2011, 2016]. Przewiduje sig, ze glo-
balne $rednie roczne starty wynosza 8,6 miliona ton metrycznych ziarna. co odpowiada
stratom ekonomicznym okoto 1,5 miliarda dolar6w rocznie [Chai i in. 2020]. Ogo6lnoswia-
towe inwestycje w badania nad rdzg brunatng s3 wiec ekonomicznie uzasadnione.

Najlepszym sposobem na ograniczenie strat plonu zb6z jest wykorzystywanie gene-
tycznej odpornosci. Wedhug Czembora i in. [2019] tylko poznanie czynnikdéw chorobotwor-
czych moze si¢ przyczyni¢ do prawidlowego wykorzystania genow odpornosci w efek-
tywny sposob. Patogeny wymagajg statego obserwowania ze wzgledu na zmiennosci, ktore
moga zachodzi¢ w wyniku migracji, mutacji i rekombinacji oraz ze wzgledu na czynniki
wplywajace na frekwencj¢ wystepowania patogenu, takie jak temperatura czy wilgotnosc.

Geny R naleza do grupy genéw odpowiedzialnych za przekazywanie dziedzicznej
odpornosci na patogeny. Ich dziatanie opiera si¢ na mechanizmie obronnym polegajacym
na reakcji produktu genu R z produktem genu awirulencji. Efektem odpornosci typu ,,gen
na gen” jest reakcja nadwrazliwosci, ktéra powoduje degradacje zainfekowanej tkanki
i zahamowanie dalszego rozprzestrzeniania si¢ patogenu. W genetyce odporno$ciowe;j
wyrdznia si¢ dwa rodzaje odpornosci: monogeniczng warunkowana przez pojedyncze
geny R, zwykle specyficzna wobec danej rasy patogenu, oraz poligeniczng warunkowana
wieloma genami, niespecyficzng w stosunku do rasy patogena [Pietrusifiska i Czembor

! Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, SKN Bio-
technologow, Sekcja Biotechnologii Roslin, 0.bociankiewicz1@gmail.com
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2015, Tomczynska i Sliwka 2011]. W pszenicy geny odpornosci na rdze brunatng nazy-
wane s3 genami ,,L.r” od angielskiego ,,Leaf rust”. Do tej pory udalo si¢ oznaczy¢ okoto
80 gen6w odpornosci na rdze brunatng [Mclntosh i in. 2017]. Liczba efektywnych genow
odpornosci na patogen rdzy brunatnej z roku na rok maleje w wyniku wysokiej zmienno-
$ci genetycznej patogenu, ktory moze t¢ odpornos¢ przelama¢ [Huseynova i in. 2013].
Rdza brunatna odznacza si¢ wysokim poziomem zmiennos$ci genetycznej i szeroka adap-
tacja do warunkow klimatycznych [Strzembicka i Czajowski 2013, Wozniak-Strzem-
bicka i Czajowski 2009]. Optymalnymi warunkami rozwoju rdzy brunatnej jest tempera-
tura powietrza w zakresie 12,5-25°C, przy czym maksimum jest osiggane w zakresie 15-
18°C. Wplyw ma réwniez wysoka wilgotno$¢ powietrza, zbyt ptytka orka, niedobor
sktadnikéw pokarmowych, takich jak potas oraz zbyt cz¢ste stosowanie nawozow azoto-
wych [Fiedorow i Weber 1998, Hotubowicz-Kliza i Korbas 2012].

Gen Lr19 zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 7D wprowadza si¢ do
pszenicy zwyczajnej na drodze translokacji z Agropyron elongatum [Prins 1997]. Trans-
lokowany segment zawierajacy gen Lr19 nie moze potaczy¢ si¢ z homologicznym ramie-
niem chromosomu 7DL podczas mejozy, co prowadzi do introdukcji genu jako pojedyn-
czego bloku [Prins 1997]. Jest to jeden z niewielu szeroko efektywnych genéow nadaja-
cych odpornos$¢ na rdzg brunatng lisci pszenicy [Huseynova i in. 2013]. W celu nadania
dhugotrwatej odporno$ci na rdze brunatng najlepiej stosowac gen Lr19 w kombinacji z in-
nymi genami odpornosci na ten patogen [Pink 2002].

Gen odpornosci Lr10 zlokalizowany jest na chromosomie 1AS. Gen koduje biatko
CC-NBS-LRR posiadajace N-koncowa domen¢ podlegajaca silnej selekcji réznicujacej
[Feuillet i in. 2003, Loutre i in. 2009]. Gen Lr10 zostat pierwotnie zgtoszony w australij-
skich odmianach pszenicy Lee i Timstein. Gen Lr10 nie jest szeroko skuteczny sam w so-
bie, ale moze odgrywa¢ pozytywna rol¢ w kombinacjach z innymi genami odpornosci na
rdzg brunatng [Mclntosh 1995].

Najskuteczniejszym sposobem identyfikacji obecno$ci okre$lonych genow w ma-
teriale ro§linnym jest wykorzystywanie marker6w molekularnych opartych na DNA.
Markery molekularne to tatwo rozpoznawalne znaczniki sprzezonych z nimi cech feno-
typowych czesto o znaczeniu uzytkowym [Bednarek i Chwedorzewska 2001]. Sg dosko-
natymi narzedziami do identyfikacji cech ilosciowych i podziatu tych ztozonych cech na
geny w postaci loci cech ilosciowych (QTL), jak réwniez do ustalania genomicznych
lokalizacji takich loci genetycznych. Markery mozna podzieli¢ na grupy. Pierwsza z nich
opiera si¢ na fancuchowej reakcji polimerazy (PCR), natomiast druga opiera si¢ o hybry-
dyzacje [Jones i in. 2009]. Oprocz tego wystepuja rowniez markery bazujace na DNA
jadrowym, mitochondrialnym i chloroplastowym, ktére dziela si¢ na dominujace i kodo-
minujace. System SCAR (ang. Sequence Characterized Amplified Regions) oparty jest na
analizie polimorfizmu sekwencyjnie charakteryzowanych regionow DNA. Jest to tech-
nika polegajaca na sekwencjonowaniu koncowych odcinkéw produktu RAPD, na pod-
stawie ktorych projektowane sg startery o dtugosci 22-30 pz. Ich zastosowanie dotyczy
amplifikacji specyficznego locus. Uzyty w badaniu system markerowy SCAR identyfi-
kuje réznice sekwencyjne, ktére dziedzicza si¢ dominacyjnie. Dzigki kontynuowaniu
analizy systemem markerowym SCAR, przydatno$¢ markeré6w RAPD wzrasta. System
moze rowniez stuzy¢ do okreslania homo- i heterozygotycznosci analizowanego osob-
nika [Sztuba-Solinska 2005].
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Celem pracy byla identyfikacja genow Lr10 i Lr19, warunkujacych odporno$¢ na
rdz¢ brunatng w wybranych polskich odmianach Triticum aestivum L. z wykorzystaniem
sekwencyjnie specyficznych markeréw molekularnych.

Material i metody

Przedmiotem badan byto 18 polskich odmian pszenicy zwyczajnej oraz 3 proby
kontrolne pochodzace z odmiany Thatcher: forma niezawierajaca genow Lr (T1) oraz
dwie linie izogeniczne z wprowadzonymi genami Lr10 i Lr19 (T9 i T19).

Przygotowanie ziarniakow polegato na poddaniu ich sterylizacji przez pozostawie-
nie w 70% roztworze etanolu przez minute, 25% roztworze podchlorynu sodu przez
15 min oraz poprzez trzykrotne przemywanie po 5 min w wodzie destylowanej. Wyste-
rylizowane ziarniaki przeniesiono na szalki Petriego wylozone wilgotng bibulg w ilosci
30 sztuk (kontrolne po 5 sztuk). Ziarniaki inkubowano w kietkowniku w temperaturze
25°C przez 7 dni bez dostepu do $wiatta.

Izolacja DNA zostata przeprowadzona z siedmiodniowych siewek za pomoca ze-
stawu GeneMATRIX Plant&Fungi DNA Purification Kit (EurX), zgodnie z procedura
dotaczong do zestawu. Stezenie wyizolowanych preparatéw DNA oraz ich czystos¢ ozna-
czono na spektrofotometrze NanoDrop 2000 firmy Thermo Scientific, a oceng jako-
sciowg DNA za pomoca elektroforezy agarozowej. Elektroforeza zostala przeprowa-
dzona na elektroforezerze Agagel Maxi Biometra na 2% zelu agarozowym z zawarto$cia
15 ul bromku etydyny przez godzing przy napigciu 120 V.

Nastepnie wszystkie probki doprowadzono do jednakowego stezenia DNA 20 ng/pl
przez rozcienczenie sterylng woda dejonizowang. PCR przeprowadzono na termocykle-
rze T Professional firmy Biometra.

Identyfikacje genu Lrl0 przeprowadzono z wykorzystaniem starteréw Lrk10D1/
Lrk10D2 o sekwencjach:

F:5>-GAAGCCCTT CGT CTC ATC TC-3’
R: 5’-TTG ATT CAT TGC AGA TGA GAT CA-3’

Mieszanina reakcyjna sktadata sie z: 12,5 pl buforu do PCR ColorTaq PCR Mastermix
(EurX), 0,5 ul kazdego ze starterow, 8,5 ul wody destylowanej oraz 60 ng wyizolowanego
DNA przy nastgpujacym profilu termicznym: wstepna denaturacja przez 5 min w 94°C,
35 cykKli: 94°C — 1 min, 52°C — 1 min, 72°C — 1 min, koncowa inkubacja 7 min w 72°C.

Identyfikacje genu Lr19 przeprowadzono z wykorzystaniem starterow GbF i GbR
0 sekwencjach:

F: 5’-CAT CCT TGG GGA CCT C-3
R: 5’-CCA GCT CGC ATA CAT CCA -3’

Mieszanina reakcyjna skladata sie z: 12,5 ul buforu do PCR ColorTaq PCR Mastermix
EurX, 0,5 ul kazdego ze starterow, 8,5 ul wody destylowanej oraz 60 ng wyizolowanego
DNA przy nastepujacym profilu termicznym: wstepna denaturacja przez 5 min w 94°C,
35 cykli: 94°C — 1 min, 52°C — 1 min, 72°C — 1 min, koficowa inkubacja 7 min w 72°C.
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W celu wizualizacji wynikow otrzymanych w reakcji PCR amplikonéw przepro-
wadzono elektroforeze na zelu agarozowym o stezeniu 2% zawierajacym 15 pl bromku
etydyny w buforze 1xTBE przez godzing w napigciu 120 V. Otrzymane wzory
rozdziatow wizualizowano na transiluminatorze UVP Transilluminator PLUS firmy
AnalytikJena.

Wyniki i dyskusja
Po wykonaniu pomiaru spektrofotometrycznego probek izolowanego DNA 1 elek-

troforezy na zelu agarozowym okreslono, ze materiat genetyczny charakteryzuje si¢ do-
bra czystoscia i jakoscia (tab. 1, ryc. 1).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 M

-

e et — | —— — —

Ryec. 1. Obraz elektroforetyczny produktow PCR w 2% zelu agarozowym przed wiaczeniem do

reakcji starterow: 1) Begra 2) Fregata 3) Dana 4) Turnia 5) Rubens 6) Bogatka 7) Aria 8) Holme

9) Naridana 10) Sukces 11) Beta 12) Asta 13) Grana 14) Panda 15) Trend 16) Boomer 17) Alca-
zar 18) Anthus 19) T1 20) T9 21) T19

Po wiaczeniu do PCR starteréw Lrk10D1 i Lrk10D2 o obecnosci w badanym ma-
teriale genu Lr10 $wiadczy produkt amplifikacji o dlugosci 286 pz. Dostrzegalny produkt
tej wielkosci mozna bylo zaobserwowa¢ w pigciu odmianach (Begra, Aria, Naridana,
Sukces i Beta) oraz w formie kontrolnej Thatcher T9. W pozostatych badanych genoty-
pach nie zaobserwowano obecnosci produktow o oczekiwanej wielkosci (ryc. 2).

Po wiaczeniu do PCR starteréw GbF i GbR dla wszystkich badanych form otrzy-
mano produkty o wielkosci ok. 200 pz. Oczekiwany produkt $wiadczacy o obecnosci
genu Lr19 ma dtugos¢ 300 pz. Analiza uzyskanych danych wskazuje, ze uzyskany pro-
dukt jest niespecyficzny i nie mozna na jego podstawie wnioskowaé o obecnos$ci genu
odpornosci Lr19 w badanym materiale. Ponadto produkt ten uzyskano w obu formach
kontrolnych, zarowno zawierajace;j, jak i niezawierajacej genu odpornosci (odpowiednio
T19i T1) (ryc. 3). Uzyskany wynik sugeruje konieczno$¢ wykonywania walidacji i op-
tymalizacji markera dla genu Lr19 w oparciu o pare starterow GbF i GbR przed ich dal-
szym wykorzystaniem.
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Tabela 1. Wyniki przeprowadzone na NanoDropie pod wzgledem stgzenia DNA w probkach

Odmiana Stezenie
pszenicy DNA A260 A280 260/280 260/230
ZwWyczajnej [ng/ul]
Begra 61,4 1,228 0,645 1,9 1,92
Fregata 60 1,201 0,627 191 1,99
Dana 56,9 1,139 0,635 1,79 1,76
Turnia 21,9 0,437 0,236 1,85 1,53
Rubens 20,8 0,416 0,219 1,9 1,51
Bogatka 28 0,559 0,298 1,88 1,73
Avria 37,5 0,75 0,391 1,92 1,84
Holme 19,9 0,398 0,215 1,85 1,65
Naridana 34,2 0,683 0,36 1,9 1,62
Sukces 36 0,72 0,37 1,94 2,02
Beta 443 0,887 0,469 1,89 1,81
Asta 434 0,868 0,451 1,93 1,83
Grana 89,8 1,796 0,946 1,9 2,14
Panda 47,2 0,943 0,497 19 1,76
Trend 36,1 0,721 0,378 1,91 1,98
Boomer 38,3 0,767 0,404 1,9 1,82
Alcazar 33,4 0,668 0,339 1,97 1,89
Antchus 351 0,701 0,37 1,9 1,83
T1 41,8 0,836 0,438 1,91 1,94
T9 25,3 0,506 0,269 1,88 1,82
T19 36 0,721 0,372 1,94 1,89

M 1 2 3 456 7 8 910 1112131415 16 17 18 19 20 21

Ryc. 2. Obraz elektroforetyczny produktow PCR w 2% zelu agarozowym po wiaczeniu do reakeji
starterow Lrk10D1 i Lrk10D2: 1) Begra 2) Fregata 3) Dana 4) Turnia 5) Rubens 6) Bogatka
7) Aria 8) Holme 9) Naridana 10) Sukces 11) Beta 12) Asta 13) Grana 14) Panda 15) Trend
16) Boomer 17) Alcazar 18) Anthus 19) T1 20) T9 21) T19

17



M1 2 34546 7 8 9 10 1112 13 14151617 18 19 20 21

Ryec. 3. Obraz elektroforetyczny produktéw PCR w 2% zelu agarozowym po wlaczeniu do reakcji
starterow GbF i GbR: 1) Begra 2) Fregata 3) Dana 4) Turnia 5) Rubens 6) Bogatka 7) Aria
8) Holme 9) Naridana 10) Sukces 11) Beta 12) Asta 13) Grana 14) Panda 15) Trend 16) Boomer
17) Alcazar 18) Anthus 19) T1 20) T9 21) T19

Whioski

1. W pieciu polskich odmianach pszenicy zwyczajnej — Begra, Aria, Naridana, Suk-
ces oraz Beta stwierdzono obecnos$¢ produktu amplifikacji o wielkosci 282 pz §wiadcza-
cego o wystgpowaniu genu odpornosci na rdz¢ brunatng Lr10.

2. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan niemozliwe bylo stwierdzenie obec-
nosci genu Lr19 w testowanych odmianach pszenicy zwyczajnej.

3. Wykorzystany marker dla genu Lr19, oparty na parze starterow GbF i GbR. wy-
maga wykonania walidacji i optymalizacji przed jego aplikacja.
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Zmiany w handlu tradycyjnym i elektronicznym w Polsce
w latach 2017-2020

Analysis of traditional and electronic trade sector in Poland in years 2017-2020

Handel jako proces gospodarczy, ktory polega na sprzedazy, wymianie dobr i ustug
na pienigdze, jest stale rewolucjonizowany. Ma on wiele definicji, jednak kazda z nich sku-
pia si¢ na transakcjach obrotu. Jest uznawany nie tylko za przyczyne, ale rbwniez za wynik
wymiany produktowo-pieni¢znej [Szumilak 2004]. Wplyw na zmiany zachodzgce w tym
sektorze ma wiele zroznicowanych czynnikow. Wszechobecny postep technologiczny, spo-
feczny czy ekonomiczny zostawia po sobie $lad w kazdym z sektorow gospodarki.

Handel zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie jest szeroko rozbudowang branza. Ak-
tualnie sprzedaje si¢ wiele roznych produktow i ustug, ktorych z roku na rok ciagle przy-
bywa. Kanaty dystrybucji rowniez ulegaja przeksztatceniom. Jeszcze kilka lat temu moz-
liwa byta wylacznie sprzedaz tradycyjna, czyli taka, ktora skupiata si¢ na transakcjach za
posrednictwem sklepow lub sprzedazy katalogowej. Aktualnie coraz wigksza popular-
no$¢ zyskuje sprzedaz internetowa, ktora dzieki nowoczesnym rozwigzaniom technolo-
gicznym pozwala odpowiedzie¢ na te potrzeby konsumentow, ktore jeszcze kilka lat temu
byty bardzo trudne lub niemozliwe do zaspokojenia. Wyr6zni¢ mozna cztery podstawowe
kanaty sprzedazy — pierwszy z nich dotyczy transakcji zachodzacych bezposrednio po-
mi¢dzy producentem a nabywca produktu. Pozostate kanaly wyr6zniajg si¢ forma posred-
nig, kiedy to w transakcjach uczestniczg jeszcze inne ogniwa handlowe [Pabian 2017].

Artykut ma na celu przedstawienie w sposob teoretyczno-empiryczny procesu
zmian jakie nastgpowaty w handlu elektronicznym oraz tradycyjnym w latach 2017-2020
z uwzglednieniem analizy danych statystycznych.

Ogolne dane gospodarki handlowej Polski w latach 2017-2020

Na przestrzeni lat polska gospodarka handlowa przeszta wiele zmian, jedna z nich jest
wykorzystanie sieci komputerowej. Jak wynika z danych Glownego Urzedu Statystycz-
nego, w 2019 roku w Polsce dostep do Internetu miato 86,7% gospodarstw domowych, a w
2020 roku liczba ta wzrosta do 90,4%. Tak rosnaca liczba uzytkownikow Internetu wywo-
huje niezbgdne zmiany, jakie przedsigbiorstwa musza wprowadza¢. Stad tez, aby przyjrze¢
sie zmianom polskiej gospodarki handlowej w latach 2017—-2020, wykorzystano dane do-
stepne na stronie internetowej Gtownego Urzedu Statystycznego [GUS 2020].

Analizujac dane gospodarki handlowej warto zauwazy¢, iz wiele przedsigbiorstw
korzysta ze stron internetowych w celu prezentacji swoich produktéw. Dane dotyczace

! Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Inzynierii Produkcji, Studenckie Koto Nau-
kowe Zarzadzania i Ekonomii, klaudia.nowakk.98@gmail.com
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przedsigbiorstw w wybranym okresie nieznacznie si¢ zmieniaty. Liczba firm, dla ktorych
strona internetowa spetniata funkcj¢ katalogu lub oferty, kolejno wynosita dla roku:
2017 — 62,80%, 2018 — 61,20%, 2019 — 66,20%, a dla roku 2020 — 66,80%.

Nastepnie nalezy zwroci¢ uwage na liczbe przedsigbiorstw, ktore otrzymywaty za-
moéwienia poprzez sieci komputerowe, czyli strony internetowe, oraz systemy typu EDI.
Z powodu braku danych z 2020 roku nie jest mozliwe okreslenie, czy tendencja wzro-
stowa, wykazywana w latach 2017-2019 utrzymuje si¢ nadal, co mozna dostrzec
na rycinie 1.

Przedsiebiorstwa w latach 2017-2020
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m Liczba przedsigbiorstw otrzymujacych zamowienia poprzez sieci
komputerowe

= Liczba przedsigbiorstw, dla ktorych strona internetowa spetniata funkcje
katalogu lub oferty w latach 2017-2020

Ryc. 1. Liczba przedsigbiorstw otrzymujacych zamowienia poprzez sieci komputerowe oraz
liczba przedsigbiorstw, dla ktorych strona internetowa spetniata funkcje katalogu lub oferty
w latach 2017-2020. Opracowanie wlasne na podstawie danych GUS

Rozwazajac wykorzystywanie e-commerce w handlu detalicznym, warto skupic si¢
na 2020 roku. Ze wzgledu na pandemig COVID-19 handel internetowy zyskat szans¢ na
szybszy rozwoj. Jak wynika z danych Gtoéwnego Urzgdu Statystycznego, ogolny udziat
sprzedazy przez Internet w sprzedazy detalicznej wzr6st dwukrotnie z 5,6% w pierwszym
kwartale na 11,9% w ostatnim kwartale. Najwigkszy wzrost tego udziatu zostat odnoto-
wany w branzy sprzedajacej odziez i obuwie, gdzie wskaznik ten z 17,1% w pierwszym
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kwartale wzrost do 61,3%, co stanowi ponad trzykrotny wzrost. Tak wigc wzrost w ostat-
nim miesigcu w porownaniu do poczatku roku kolejno odnotowaly przedsigbiorstwa
sprzedajace prase, ksiazki oraz artykuly sprzedawane w sklepach specjalistycznych
021,2 punktéw procentowych wigcej; wyposazenie domu — meble, RTV i AGD
0 18,7 p.p. wigcej; farmaceutyki kosmetyki oraz sprzet ortopedyczny o 5,5 p.p. wigcej;
artykuty pozostale o 3,1 p.p. wigcej; a takze pojazdy oraz czesci o 1 p.p. wigcej oraz
zywno$¢, napoje i wyroby tytoniowe o 0,5 p.p. wigcej. Jak mozna zauwazy¢ na rycinie 2,
sprzedaz przez Internet znacznie wzrosta, jednak tylko w trzecim i czwartym kwartale
2020 roku, na co zapewne wplyw miata pandemia.

Udzial sprzedazy przez Internet w sprzedazy detalicznej w 2020 roku
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Ryc. 2. Udziat sprzedazy przez Internet w ogdlnym udziale handlu detalicznym w 2020 r. Opra-
cowanie wlasne na podstawie danych GUS

W latach 20172019 zaréwno import, jak tez eksport produktow rolno-spozywczych
sukcesywnie wzrastaly. W 2017 roku import tych produktow wynosit 880 078,4 miliona
ztotych, a eksport — 882 619,5 miliona ztotych. Z kolei w 2019 roku bylo to juz dla im-
portu — 1 018 479,0 miliona ztotych, a dla eksportu — 1 023 591,4 miliona ztotych. Spo-
$rod ogotu tych produktow importowane przetwory spozywceze stanowity srednio 3,67%,
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zwierzgta zywe oraz produkty pochodzenia zwierzgcego — 2,57%, a produkty pochodze-
nia roslinnego — 2,33%. W eksporcie byto to odpowiednio 6,8%, 4,27% 12,03%. W roku
2019 Polska najwigcej eksportowata: z produktow pochodzenia roslinnego — warzywa,
z kategorii zwierzat zywych 1 produktow pochodzenia zwierzgcego — migso i podroby
jadalne, a z przetworow spozywczych — tyton i przetworzone namiastki tytoniu [Rocznik
Statystyczny Rolnictwa 2020].

Pomimo wzrostu rolniczego handlu zagranicznego w Polsce, certyfikowane, ekolo-
giczne gospodarstwa rolne stanowia niewielka cz¢$¢ polskiego rolnictwa. Dla Polski 0g6-
lem w latach 2017-2019, sposrdéd gospodarstw rolnych, liczba ekologicznych gospo-
darstw rolnych z certyfikatem wynosita ok. 2,5%. Z czego najwyzszy odsetek ponad 8%
jednostek ekologicznych, wzgledem ogotu, byt w wojewodztwach: zachodniopomorskim
oraz warminsko-mazurskim. Z kolei najnizszy byt w wojewddztwach: opolskim oraz ku-
jawsko-pomorskim, gdzie warto$¢ ta wynosita ok. 0,5% [GUS 2020].

Innowacyjne zmiany, rozwiazania, narzedzia,
trendy sprzedaz w ostatnich latach

Polska gospodarka wyr6znia si¢ imponujaca dynamicznos$cig oraz zmianami postg-
pujacymi w duzym tempie. Handel natomiast jest sektorem o duzym znaczeniu, przy
czym wiele pozytywnych stron rozwoju gospodarki dotyczy wlasnie tej branzy. Zardéwno
handel lokalny, jak i zagraniczny podlegaja ciagtej analizie w celu wprowadzania nowych
rozwigzan i udogodnien, ktore pozwolg osiagnaé jak najwicksze zadowolenie ze strony
konsumentoéw oraz przyczyni¢ si¢ do wzrostu zyskow, ktore usatysfakcjonujg przedsie-
biorcow.

Transformacje w handlu tradycyjnym

Na przestrzeni lat swiat ulegt wielu zmianom. Aby za nimi nadazy¢ sektor handlu
musiat stale dostosowywac oferowane rozwigzania do rozwijajacego si¢ otoczenia. Taka
zalezno$¢ jest motorem napgdowym dla tej branzy, ktora wprowadza coraz to nowsze
rozwigzania i kreuje nickonwencjonalne trendy. Handel tradycyjny, jako prekursor trans-
akcji sprzedazowych, wyroznia si¢ szerokg gama kierunkow rozwoju. Wprowadzane in-
nowacje mogg zostaé podzielone na kilka grup, co zaprezentowano na rycinie 1.

Jednym z najwazniejszych trendow handlu detalicznego jest planowanie i dostoso-
wanie oferty sprzedazowej do konsumentow. Klienci oczekuja, ze wchodzac do sklepu
zawsze znajda to, czego potrzebuja, a wsrdd proponowanych artykutdéw beda rowniez te
spehniajace ich wymagania. Z tego powodu sklepy staraja si¢ poszerzac oferte o produkty
zréznicowane pod wzgledem stylistyki czy wykorzystanych do produkcji surowcow. Ry-
nek odpowiada na potrzeby konsumentéw, a t¢ zalezno$¢ ksztaltuje popyt na dany pro-
dukt. Gdy produkt lub ustuga staje si¢ rozpoznawalna, to ros$nie zainteresowanie kupuja-
cych, a w zwigzku z tym pojawia si¢ coraz wieksza liczba miejsc, ktora zaczyna je ofe-
rowaé. Dodatkowo kazde kolejne miejsce stara si¢ udoskonali¢ oferte, biorgc pod uwage
opini¢ oraz sugestie osob testujacych lub bezposrednio zdanie klientdéw. Spersonalizowa-
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nie oferty jako cel do zrealizowania jest duzo tatwiejsze do wykonania przy uzyciu na-
rzgdzi handlu elektronicznego. Jednak w sprzedazy stacjonarnej rowniez mamy do czy-
nienia z dopasowaniem asortymentu do potrzeb nabywcow.

Funkcjonowanie
przedsiebiorstwa

00

) OBSZARY Hn_
Interakcje INNOWACII W E(l]rfl:rvth:??le
TRADYCYIJNYM organizacja

z klientem

HANDLU SRR

DETALICZNYM

Rozwigzania
technologiczne

Ryc. 3. Obszary innowacji w tradycyjnym handlu detalicznym. Opracowanie wtasne na podsta-
wie: Ciechomski i Romanowski 2016

Przystosowanie handlu do wymagan klientow nie dotyczy jednak wytgcznie kwestii
zwigzanych z wyborem towarow czy ustug. Poza tymi aspektami wazne jest rowniez ulo-
kowanie sklepow — przy wyborze miejsca przedsiebiorcy czesto kierujg sie potrzebami
konsumentoéw. Decyduja si¢ wigc na takie lokalizacje, w ktorych nie ma sklepow czy
salonéw ustugowych o podobnym profilu biznesowym. Niesie to za sobg korzysci zwig-
zane rowniez z mniejsza konkurencjg. Konsumenci moga wyraza¢ swoja opini¢ oraz kie-
rowa¢ prosby o powstanie sklepéw w konkretnych lokalizacjach — takie mozliwos$ci ofe-
ruje jeden ze sklepow dyskontowych szukajacych terenéw pod inwestycje.

Kolejne zmiany dotyczg obszaru interakcji z klientem. Pierwsze skojarzenia z tym
terminem mogg przywotywaé mysl o relacji migdzy obstuga a konsumentem, jednak nie
o tym poziomie odziatywan mowi ta zalezno$¢. Skupia si¢ ona bowiem na oddziatywaniu
na klienta za pomoca narzedzi marketingowych, majacych stworzy¢ takie warunki oto-
czenia, ktore przyciagna uwage ludzi i spowoduja, ze zainteresujg si¢ danym produktem
czy sklepem i w efekcie zdecyduja si¢ na zakup. Grupa metod, ktore dazg do naktonienia
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konsumenta do wizyty w danym sklepie oraz do zakupu, nosi nazwe merchandisingu [Ja-
chowska 2014]. Klient przechodzacy korytarzami centrow handlowych zdecyduje si¢ na
wejscie do tych sklepow, ktore przyciagna jego uwage i wzbudza w nim zainteresowanie.
Wplywanie na klienta przy uzyciu narzedzi wizualnych nazywane jest visual merchandi-
singiem. Przejawia si¢ on dostosowaniem utozenia produktow, aranzacja wnetrza i odpo-
wiednig reklama, ktora pozwoli wyr6zni¢ si¢ na tle stale rywalizujacej o uwage konsu-
mentéw konkurencji [Diamond i Diamond 2007]. Wystr6j sklepéw powinien by¢ spdjny
i aby to uzyska¢, jego elementy musi taczy¢ motyw przewodni. O§wietlenie sklepu oraz
kolorystyka powinny by¢ przemyslane, aby mogly uzupetnia¢ i podkres§la¢ asortyment
sklepu. Duzg role w przycigganiu uwagi klienta ma rowniez odpowiednia wystawa to-
waru na sklepowych potkach, ubiér manekinéw oraz projekty witryn, ktére sa szczegol-
nie waznym elementem, nie tylko w sklepach odziezowych.

Innowacje w handlu dotycza rowniez dziatu obshugi klienta. Ten obszar jest stale
ulepszany i skupia si¢ na ciaglym poszerzaniu wiedzy pracownikow o marce i oferowa-
nym asortymencie, o relacji obstugi z konsumentem, ale rowniez rozbudowanych mozli-
wosci dostaw i reklamacji [Kucharska 2014]. Coraz wigksza ilos¢ sklepow decyduje si¢
na projektowanie wlasnego sposobu obstugi, w ktorym klient jest przeprowadzony przez
pracownikow od wejscia do sklepu, az do momentu dokonania zakupu. Personel, towa-
rzyszac klientowi, zwigksza szanse na dokonanie zakupu, a klient w takiej sytuacji czuje
si¢ wyjatkowy, poniewaz jego potrzeby zostaja wystuchane.

Ostatnie lata w znacznym stopniu wptynely na rozwdj aspektow ekologicznych
w sektorze handlu. Zaréwno odgdrnie narzucone na przedsicbiorstwa wymagania, jak
i wzrost §wiadomosci ekologicznej konsumentéw przyczynity si¢ do wielu zmian na ko-
rzy$¢ srodowiska. Jedng ze zmian w tej gatezi gospodarki, ktora generuje wiele pozytyw-
nych pod wzgledem ekologicznym skutkow, jest zastgpienie toreb i opakowan plastiko-
wych np. papierowymi. Ta aktywnos¢ byta bodZzcem do zmiany nawykow klientow coraz
cze¢sciej decydujacych sie na torby materiatowe wielokrotnego uzytku, ktore majg ze sobg
przy kazdych zakupach.

Kolejne z ekologicznych rozwigzan zaproponowane przez szwedzka sie¢ odzie-
zowa H&M ma za zadanie zmniejszenie ilo$ci wyrzucanych ubran, ktére generuja zbyt
duza liczbe odpadéw. Pierwsza wprowadzona przez przedsigbiorstwo inicjatywa pole-
gala na powstaniu punktow odbioru uzywanej odziezy, ktérag mozna bylo wymieni¢ na
punkty oraz rabaty w sklepie. Nastepnie poszli o krok dalej i opracowali nowoczesna me-
tode na dawanie ubraniom drugiego zycia. Stworzyli maszyne, ktora pozwolita na prze-
robienie starych ubran, ktore klient przyniost do wyznaczonego punktu, na nowsg rzecz
wykonang z tego samego materiatu, ktory zostat poddany procesowi szatkowania. Obec-
nie ustuga jest dostgpna tylko w Sztokholmie, ale pomystodawcy deklaruja, ze zamierzajg
udoskonali¢ oraz rozszerzy¢ na inne obszary to innowacyjne rozwigzanie.

Rozwoj w sektorze e-commerce

Jak juz wcze$niej wspomniano, w ostatnich latach handel elektroniczny rozwija si¢
w zaskakujaco szybkim tempie. Polska czerpie inspiracje z krajow bardziej rozwinigtych,
ktore przoduja w nowosciach zwiazanych z rynkiem e-commerce. Sektor ten dzigki licz-
nym zaletom stale zyskuje na popularnosci. Konsumenci coraz czesciej decyduja si¢ bo-
wiem na zakupy w sieci ze wzglgdu na mozliwo$¢ nabycia produktéw o wybranej przez
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siebie porze. Zakupy w sieci pozwalaja ponadto zaoszczedzi¢ czas oraz pienigdze,
a klienci jako kolejne z zalet tej formy handlu wskazuja takze szerszy wybor produktow
oraz mozliwo$¢ zakupu w sklepach, ktore nie sg dostepne stacjonarnie w miejscu ich za-
mieszkania [Bartczak, 2016].

Szczegdlnie waznym kierunkiem rozwoju rynku handlu elektronicznego jest sku-
pienie si¢ na sprzedazy mobilnej, ktora dokonywana jest przy uzyciu smartfonéw i table-
tow. Coraz wicksza liczba konsumentéw korzysta z Internetu w telefonach i to wtasnie
przy uzyciu przegladarek internetowych lub dostgpnych aplikacji mobilnych dokonuje
zakupow. Dlatego tez ten kanatl sprzedazy jest ciagle udoskonalany.

Trendem, ktory pozwala sklepom funkcjonujacym w Internecie stale poszerzac
i udoskonala¢ swoja dziatalno$¢, jest promocja w mediach spoleczno$ciowych. Ta prze-
strzen daje mozliwos¢ realizacji dziatan marketingowych na szeroka skalg. Uzytkownicy
Internetu spedzaja srednio kilka godzin dziennie korzystajac z medidw spotecznos$cio-
wych, a wiec reklamy wyswietlajace si¢ whasnie w tych kanatach sg skuteczne i generuja
duza ilos¢ wyswietlen, ktore przektadajg si¢ na ilo§¢ zamowien oraz zysk danego przed-
sigbiorstwa. Dodatkowg zaletg tego trendu jest dopasowanie wy$wietlanych reklam do
profilu potencjalnego klienta poprzez zapamigtywanie i wykorzystanie historii wyszuki-
wania. Pozwala to zwigkszy¢ szans¢ na odniesienie sukcesu danej kampanii marketingu
internetowego.

Kolejnym innowacyjnym rozwigzaniem, ktore dopiero zyskuje na popularnosci
w Polsce, sa narzedzia wirtualnej rzeczywisto$ci wykorzystywane w sprzedazy interne-
towej. Ta technologia jest przysztoscia rynku e-commerce i znajduje swoje zastosowanie
w wielu aktywnosciach. Jedng z najcze$ciej wymienianych przez konsumentow wad
sprzedazy w sieci jest mozliwos$¢ otrzymania produktu niezgodnego z opisem i oczeki-
waniami [Barska 2015]. Jest to jeden z powodow, dla ktorego wiele 0s6b wcigz nie moze
si¢ przekona¢ do zakupdéw online. Wirtualna rzeczywisto$¢ jest rozwigzaniem bedacym
odpowiedzig na wspomniang wade rynku e-commerce. Rozwdj tego segmentu przyczynit
si¢ do powstania innowacyjnego rozwigzania, jakim jest wirtualna przymierzalnia ubran
WearFits. Pozwala ona przymierzy¢ cyfrowe ubrania przy uzyciu narz¢dzi animacji
video oraz wizualizacji. Podstawa dziatania skupia si¢ na wprowadzeniu danych
0 wszystkich wymiarach i budowie sylwetki, dzigki czemu mozna w realny sposob od-
wzorowa¢ wyglad produktu, dopasowanie czy ulozenie materiatu. Pozwala nawet
sprawdzi¢, jak dana rzecz bedzie si¢ prezentowata podczas ruchu. To innowacyjne roz-
wiazanie jest aktualnie w fazie testow, ale w niedalekiej przysztosci zostanie ono wy-
korzystane przy tworzeniu pierwszego sklepu umozliwiajacego przymierzenie swoich
produktéw w sposdb wirtualny przy uzyciu omowionego rozwigzania. Pozwoli to
W przysztosci zmniejszy¢ liczbe zwrotow spowodowanych nietrafionym zakupem, zre-
dukowac kolejki i z pewnoscig przyczyni si¢ do jeszcze wigkszego rozkwitu branzy
e-commerce [Redakcja portalu Burda.pl 2020].

Zmiany strategii przedsiebiorstw handlowych wywolane pandemig COVID-19
Sektor handlu zmienia si¢ dynamicznie, a sytuacja w kraju i na $wiecie wptywa na

tempo oraz kierunek tych zmian. Nieuniknione wigc byly transformacje w omawianym
sektorze, ktore nastapity w wyniku wybuchu pandemii COVID-19. Dla wigkszosci
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branz ten czas byt wyjatkowo trudny — zmiany nawykoéw konsumentow, ostroznosé w do-
konywaniu zakupéw spowodowana niepewng sytuacja finansowg oraz tymczasowe lub
dhugoterminowe zamknigcie sklepow i lokali ustugowych to jedne z wielu problemow z
jakimi musiaty si¢ zmierzy¢ przedsigbiorstwa. Podczas gdy gospodarka odnotowywata
ogolne straty, a poszczegdlne galezie przemystu, w tym rowniez sektor handlu stacjonar-
nego, do§wiadczaly skutkdow rozprzestrzeniajacego si¢ w dynamicznie kryzysu, branza e-
commerce rejestrowata wzrost sprzedazy [IAB Polska 2020]. Z raportu przeprowadzo-
nego przez Izbe Gospodarki Elektronicznej wynika, ze konsumenci obawiajg si¢ mozli-
wosci zarazenia i aby zminimalizowa¢ ryzyko, coraz czgséciej wybieraja bezpieczniejsza
opcj¢ zakupow na odleglo$¢ przy pomocy Internetu. Koronawirus stal si¢ wiec dla rynku
e-commerce duzg szansga na rozwoj. Jednak by mogt si¢ realizowac bez przeszkod, musiat
spetnia¢ wiele warunkow zwigzanych z dostepno$cia towarow, czasem dostawy oraz do-
stosowaniem zasad ptatnosci i odbioru przesyltek.

Jednym z rozwiazan wdrozonych w funkcjonowaniu zakupow internetowych byta
mozliwo$¢ dostawy bezkontaktowej. Ta opcja pozwala zmniejszy¢ obawy zwigzane
z mozliwos$cig zarazenia si¢ podczas kontaktu z dostawca.

Handel stacjonarny w dobie pandemii rowniez zetknat si¢ z duza przeszkoda i mu-
sial dostosowac swoja dziatalno$§¢ do zmieniajacych si¢ obostrzen. Nowa organizacja
dziatalno$ci, ograniczenie ilosci 0os6b przebywajacych w sklepach i lokalach ustugowych
oraz ciggle zmieniajace si¢ restrykcje byly impulsem do stworzenia nowych rozwiazan.
Sklepy, ktore wczesniej nie oferowaty tej opcji, wprowadzity forme zakupoéw interneto-
wych lub telefonicznych z odbiorem w sklepie bez kolejki, tak aby zminimalizowaé
liczbe os6b w pomieszczeniu. Wiele sklepow instalowalo nowe kasy samoobstugowe
oraz wprowadzito dluzsze godziny dziatania sklepow, aby zmniejszy¢ kolejki i zapano-
wac nad rozmieszczeniem klientdw. Producenci oferuja réwniez wydtuzone czasy zwro-
tow, darmowe dostawy oraz zaskakujace promocje. Te wszystkie dziatania staty si¢ od-
powiedzig na rosngce obawy konsumentow, ale rowniez na ograniczenia naktadane na
przedsigbiorcoOw przez panstwo [Podskoczy 2020].

Przyszto$¢ handlu

Rynek handlu jest stale poddawany innowacjom oraz szeregom zmian, na ktore
wplywa postepujacy rozwdj. Wszystko to, co jest nowe w danej dziedzinie, nazywane
jest innowacja [Rogers 2003]. Dawniej takie zmiany nastgpowaly powoli, nie zaskaki-
waly przedsicbiorcéw, jednak w dzisiejszych czasach firmy muszg opracowywac i aktu-
alizowac coraz to nowsze strategie dziatania. Przyktadem jest wspomniana wcze$niej epi-
demia COVID-19, ktora uksztaltowata catkowicie nowy rynek nastawiony na szybkie
oraz bezobstugowe zakupy za pomoca nowych technologii. Byt to nagly czynnik, ktory
zadziatal na przedsigbiorcéw. W szybkim czasie musieli oni naprowadzi¢ swoje firmy na
nowy tok dziatania. Sukces firm zalezy w gtdéwnej mierze od tego, czy beda one w stanie
wprowadzaé nowe innowacje, ktore sg szczegdlnym narzedziem przedsiebiorcéw [Druc-
ker 1992], oraz czy beda potrafily dogania¢ lub tworzy¢ nowe trendy.

Wedtug raportu firmy 4CF [https://4cf.pl/wp-content/uploads/pdf/ACF_Whitepa-
per  RETAIL.pdf] w wizjach handlu przysztosci przedstawionych na rycinie 2 znajduja
si¢ m.in.: inteligentne rozwigzania sklepow, dostawy za posrednictwem dronow, sklepy
samoobstugowe, wirtualni asystenci czy ptatnosci dokonywane za pomoca chipow. DHL
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Express, dzigki wspotpracy z firmg Ehang, produkujaca inteligentne pojazdy powietrzne,
stat si¢ pierwsza firmag migdzynarodowa, ktora umozliwita ustuge dostawy za pomoca
drondéw — jak na razie jedynie w Chinach. Pierwszy lot inauguracyjny tego przedsiewzig-
cia odbyt si¢ na trasie o$miu kilometrow z wykorzystaniem pojazdu UAV (ryc. 5). Taka
autonomiczna oraz inteligentna logistyka zwigksza efektywno$¢ catego procesu dostaw
i pozwala na skrocenie czasu oraz kosztow dostawy.

DOSTAWA WIRTUALNE
DRONEM LUSTRA

INTELIGENTNE

<KLEPY HOLOGRAMY
WIRTUALNI SAMOOBSLUGA
ASYSTENCI

OPTYMALIZACIA
PROCESOW
POPRZEZ Al

PLATNOSCI
BIOMETRYCZNE

Ryc. 4. Wizje handlu przysztosci. Opracowanie wtasne na podstawie: Raport 4CF
Nieoczekiwana przysztose...

Microsoft w kwietniu 2019 roku wraz z partnerskimi firmami przedstawit spotecz-
noS$ci wlasne wizje inteligentnego sklepu. Jedna z ich koncepcji jest zastosowanie w skle-
pach potek z czujnikami oraz systemem, ktory zadziatatby wtedy, gdy klient siggnie po
produkt. Ekran umieszczony w potce lub obok niej przedstawitby inne podobne produkty
lub rabaty, z jakich moze skorzysta¢ osoba kupujgca. Wkraczataby wigc tu kwestia mar-
ketingu potaczona z technologia. W centrach handlowych zastosowane moglyby by¢
rowniez ekrany dotykowe, dzigki ktorym klienci mogliby wybraé szybko produkt, ktory
chcg zakupi€ i po finalizacji platnosci od razu zostaliby przekierowani do danego sklepu
po odbior, bez zb¢dnego chodzenia po kilku sklepach, poszukiwan konkretnego produktu
i oczekiwania w kolejkach. To rowniez jeden z pomystow Microsoftu [Wardziak 2019].

Najbardziej popularnym rozwigzaniem ostatnich miesigcy jest zamienienie gotowki
oraz kart ptatniczych na chipy umieszczone pod skora w dloni. Ta nowa metoda ptatnosci
bezgotowkowej jest kontrowersyjna, ale jest rowniez coraz chgtniej praktykowana.
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Wiaza si¢ z nig jednak nadal pewne niebezpieczenstwa, takie jak na przyktad sczytanie
danych z chipa przez ukryte terminale. Firmy produkujace chipy do platnosci starajg si¢
opracowywa¢ dobre zabezpieczenia majac nadziejg, ze ta technologia rozszerzy si¢ na
wigksza skale [Rudnicki 2019].

EHANG 184

Specification

ise Time
23min

200KG

106kw(8 motor) Average Spee
100km/h

e

ad Capacity
100KG

Ryc. 5. Pojazd powietrzny bezzatogowy UAV Ehang
Zrodto: http://www.ehang.cz/article.html

Na przyszloSciowe rozwigzania i wytwor nowoczesnych technologii mocno
wptywa aspekt ochrony srodowiska. Sie¢ sklepow Zabka bardzo szybko ustosunkowata
si¢ do nowego trendu Smart City, jakim jest ekologia na kazdej plaszczyznie, i otwarto
juz pierwszy sklep dziatajacy wytacznie poprzez zielong energi¢. Cztery filary, jakimi
opierata si¢ firma podczas prac przy nowym sklepie, to: zielona energia, drugie zycie,
czyste powietrze oraz zielony transport. Nowy ekologiczny sklep Zabki zastosowal na
dachu system paneli fotowoltaicznych, dodatkowo w szybach sklepu znajduje si¢ tech-
nologia kwantowa, ktora pozyskujac energi¢ ze stonca, o§wietla naturalnie sklep. Kolejne
rozwigzanie, jakie zastosowane zostalo w punkcie sklepu, to podtoga kinetyczna wypo-
sazona w plyty naciskowe, ktora otrzymuje energi¢ z wykonywanych na niej krokow.
Cale dziatanie inteligentnych lodéwek oraz etykiet znajdujacych si¢ w sklepie Zabki po-
zwala na oszczgdnos¢ energii oraz papieru. W budynku powstala rowniez ekologiczna
$ciana zbudowana z 1000 butelek PET po napojach, a przed sklepem utozona zostata
antysmogowa kostka brukowa, ktora zmniejsza st¢zenie tlenkow azotow w powietrzu.
Zabka postawila rowniez w okolicy sklepu stacje do tadowania pojazdéw elektrycznych,
promujac przy tym samochody zasilane zielong energia [Wprost Eko 2020].
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Podsumowanie

Konkurencyjnoé¢ przedsigbiorstw sektora handlu oraz zmiany na rynku wspoma-
gaja tworzenie innowacji. Bardzo obiecujace sa przyszlosciowe rozwigzania oraz wizje
tworzone przez czotowe firmy, takie jak Microsoft, Amazon czy Google. Dzigki nim
mniejsze przedsigbiorstwa moga korzysta¢ z pomystéw oraz nowych technologii i wdra-
zac je, plasujac tym wyzej swoja pozycje na rynku. Mimo wszystko réwniez i takie nie-
wielkie firmy czy start-upy, wymyslajace nowe koncepcje, wspottworzg rozwdj innowa-
cyjnosci w branzy handlu.

Ogromne zmiany w handlu moga obejmowa¢ nawet krotki okres czasu, poniewaz
otoczenie oddziatujgce na rynek moze si¢ zmienia¢ z minuty na minut¢. Aktualnie duzym
problemem dla przedsigbiorcow jest brak pelnej mozliwosci prowadzenia handlu stacjo-
narnego zwigzanego z epidemiag COVID-19. Jednak wiele firm stara si¢ sprosta¢ wyzwa-
niom i rozpocza¢ dziatalnos¢ internetowa. Co wiecej, ten sposob ustug oraz handlu online
podoba si¢ zarowno coraz szerszemu gronu klientow, jak i firmom. Niezbedne jest state
opracowywanie strategii firm na kazdej ptaszczyznie dziatalnosci, aby mogty one utrzy-
ma¢ si¢ na rynku. Wazne jest rowniez dla przedsigbiorcow posiadanie bezpiecznego za-
plecza biznesowego, ktore skupia si¢ na sprawnej organizacji oraz rozwijaniu technologii,
aby moéc sprosta¢ wymaganiom narzucanym przez zmiany zwigzane ze sktadnikami $ro-
dowiska rynkowego.
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Wiktoria Chronowskat

Mozliwosci przewidywania plonu
na podstawie waloryzacji przestrzeni produkcyjnej
Possibilities of predicting the yield based on the valorization of the production area

Mozliwo$ci przewidywania plonu s3 przedmiotem zainteresowan wielu oséb, do-
radcow rolniczych, czy placowek naukowych. Uzyskany plon jest odzwierciedleniem po-
siadanej wiedzy oraz zastosowania jej w praktyce. Znajomos$¢ waloryzacji rolniczej prze-
strzeni produkcyjnej czesto decyduje o faktycznym sposobie uzytkowania gleby.

Celem pracy jest przedstawienie wazniejszych aspektow i mozliwosci przewidywa-
nia plonu na podstawie waloryzacji przestrzeni produkcyjnej.

Przewidywanie plonu na podstawie waloryzacji przestrzeni produkcyjnej

Za teren dogodny do osiedlenia uznawano taki, gdzie mozliwe jest prowadzenie
efektywnej uprawy. W przesztosci nie stosowano kryteriow do okre$lania jakosci grun-
tow. Ludzie osiedlali sig¢, a dopiero po jakims czasie oceniali przydatnos¢ danego terenu.
Aby ustali¢ stan optymalny, stosowano metode prob i bledow. Waloryzacja W znaczeniu
dzisiejszym jest postepowaniem swiadomym, celowym i zazwyczaj wyprzedzajacym za-
mierzone dziatanie [Apanowicz 2003]. Stosuje si¢ wskazniki, ktore odzwierciedlaja
wplyw poszczegodlnych czynnikow na mozliwosci uprawy [Fotyma i Krasowicz 2001].
Do tego celu mozna uzy¢ roznych kryteriow. Najczesciej rolnicza przestrzen produkcyjna
ocenia si¢ pod katem czynnikéw naturalnych lub antropogenicznych. Czynniki naturalne
decyduja o przydatnosci terenu do okreslonego sposobu uzytkowania. Natomiast czyn-
niki antropogeniczne decyduja o ekonomicznych aspektach przy $cisle okreslonych wa-
runkach naturalnych [Gorski i in. 1999].

Sposrod metod oceny przydatnosci terenéw rolniczych do produkcji w Polsce,
pierwszoplanowe znaczenie ma opracowany w latach siedemdziesigtych ubiegtego wieku
w Instytucie Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa wskaznik waloryzacji rolniczej prze-
strzeni produkcyjnej (WWRPP). Odzwierciedla on potencjat rolniczej przestrzeni pro-
dukcyjnej, ktory wynika z warunkdéw naturalnych. WWRPP jest wskaznikiem zintegro-
wanym bazujacym na ocenie wskaznikow poszczegdlnych elementow siedliska, tj. sto-
sunki wodne gleb, jakos$¢ i przydatno$¢ gleb, rzezba terenu oraz agroklimat [ITUNG,
2021]. Zastosowana przez IUNG wycena znaczenia poszczegolnych czynnikow polega
na analizie statystycznej na poziomie obrebow ewidencyjnych i gmin.

! Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydzial Rolnictwa i Le$nictwa, Kolo
Naukowe Zarzadzania Srodowiskowego ,,PROSPERO”, w.chronowska@gmail.com
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W ocenie WWRPP duze znacznie majg warunki glebowe, gdyz z funkcji samego
wskaznika jakosci i przydatnosci gleb mozna wyjasni¢ ok. 80% obserwowanej zmienno-
$ci plonow (tab. 1). Udzial wskaznika czastkowego agroklimatu zawiera si¢ w przedziale
1-15 pkt., wskaznika warunkéw wodnych w przedziale 0,5-5 pkt., a rzezby terenu od
0 do 5 pkt.

Tabela 1. Wycena warunkow glebowo-przyrodniczych

Wskaznik czastkowy Zakres punktow
Rzezba terenu 0-5
Jakos$¢ 1 przydatno$é rolnicza gleb 18-95
Agroklimat 1-15
Stosunki wodne gleb 0,55
Razem WWRPP 19,5-120

Zrodio: ONW, TUNG Putawy

Mozliwo$¢ ksztattowania poszczegdlnych czynnikow jest rézna. Warunki srodowi-
ska naturalnego nie zmieniaja si¢ szybko, a zamiana jest trudno zauwazalna nawet w per-
spektywie kilku pokolen. Czynniki naturalne sprawiaja, ze dany teren jest przydatny do
okres$lonego sposobu uzytkowania w sposob stabilny. Czynniki antropogeniczne decy-
duja o faktycznym sposobie wykorzystania ziemi. Sg wynikiem rozwoju poziomu zycia
i zapotrzebowania na roznorodne produkty, ustugi czy urzadzenia, dlatego czgsto powo-
duja zmiany w uzytkowaniu ziemi [Koreleski 1983].

Jako$¢ 1 przydatnos¢ gleb w tej metodzie okreslona zostata na podstawie komplek-
s6w przydatnosci rolniczej i klas bonitacyjnych gruntow. Powierzchnia klas okre§lona
zostala na podstawie ewidencji gruntdéw, natomiast powierzchnia komplekséw przydat-
nosci rolniczej na podstawie wczesniej stworzonej mapy glebowo-rolniczej [Hopfer i in.
1982].

Waloryzacja klimatu przeprowadzana zostala na podstawie danych meteorologicz-
nych z wielolecia. Obszary o klimacie najmniej korzystnym uzyskujal pkt, a obszary
znajdujace si¢ w najlepszych warunkach — do 15 pkt. Wyliczenie wskaznika agroklimatu
sprowadzono do wyrazenia plonéw na danym obszarze — oznaczajg one obserwowang
zmienno$¢ plonoéw [Gorski 1 Zaliwski 2002].

Stosunki wodne i ich jako§¢ wyznaczono na podstawie ilosci wody, jaka moze re-
tencjonowacé profil glebowy, majac na uwadze sktad granulometryczny poziomow gleby
i potozenie w rzezbie terenu. Zrodtem danych charakteryzujacych budowe profilu glebo-
wego i uktad poziomow glebowych byta, wczesniej stworzona, mapa glebowo-rolnicza
[Slusarczyk 1979].

Dzigki przeprowadzeniu oceny opracowano map¢ wpltywu czynnikéw naturalnych
na potencjalng wydajnos¢ plonow (ryc. 1). Mapa ukazuje rozmieszczenie regionalne gleb
W naszym kraju. Mozna zauwazy¢, ze najlepsze glebowo tereny znajduja sie na Zuta-
wach, w potnocnej czeéci Pojezierza Mazurskiego, na Nizinie Slaskiej, w Kotlinie
Sandomierskiej, w okolicach Stargardu oraz w poludniowo-zachodniej czeéci Polesia.
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Na tych terenach wskaznik Waloryzacji Rolniczej Przestrzeni Produkcyjnej wynosi
> 72,5 pkt. Natomiast najgorsze tereny, ocenione ponizej 52 punktow w skali, znajduja
si¢ pomigdzy Pojezierzem Koszalinskim a Pojezierzem Pomorskim, na Pojezierzu Ma-
zurskim oraz Litewskim, na Nizinie Mazowieckiej (okolice Wyszkowa, Sokotowa Pod-
laskiego i Ostrowa Mazowieckiego), a takze na Wyzynie Malopolskiej oraz w catych
pasmach gorskich naszego kraju. Miedzy regionami charakteryzujacymi si¢ najlepszymi
i najgorszymi terenami znajdujg si¢ obszary posrednie, zar6wno te stabsze, obejmujace
52-66 pkt., jak i te lepsze, zyZniejsze, punktowane w skali od 66 do 72,5 pkt.

Legenda

WWRPP
nieklasyfikowane
o <=52
52 - 66
66-72,5

B - 725

Opracowanie: IUNG-PIB 2018

Ryc. 1. Wskaznik waloryzacji rolniczej przestrzeni produkcyjnej w Polsce
Zrodio: ONW, TUNG Putawy

Poziom i struktura produkcji roslinnej sa odzwierciedleniem zar6wno warunkow
klimatyczno-glebowych, jak i ekonomiczno-organizacyjnych. Cechg charakterystyczng
jest regionalne zroznicowanie struktury zasiewow, intensywnosci produkcji i organizacji,
plonéw oraz towarowosci produkcji [Krasowicz 2009].
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O zroznicowaniu zbiorow, obok warunkow przyrodniczych, decyduja takze czyn-
niki organizacyjno-ekonomiczne. Sita oddziatywania tych uwarunkowan w ostatnim
okresie wzrosta, co wigze si¢ z przeobrazeniami w polskim rolnictwie po przej$ciu na
system gospodarki rynkowej [Jaskiewicz 2004]. Istotne znaczenie mialy takze procesy,
ktore byty dostosowywane do standardow Unii Europejskiej. Sa one zréznicowane regio-
nalnie, co jest konsekwencja szerokiej gamy uwarunkowan, wspolczesnych i historycz-
nych. Produkcja roslinna ma charakter surowcowy. Jest to surowiec przemystowy,
a w postaci pasz takze surowiec dla produkcji zwierzgcej [Terelak i in. 2000].

Do najwazniejszych funkcji rolnictwa nalezy zaliczy¢ funkcje produkeyjng (zywi-
cielska). Ma ona zasadnicze znaczenie w kwestii zapewnienia bezpieczenstwa zywno-
sciowego kraju. Rolnik nie ma wptywu na pogode, ktéra czesto nie sprzyja roslinom
uprawnym. Ma jednak wplyw na inne czynniki gwarantujace dobre zbiory. Sa to przede
wszystkim: dobdr odmian i jako$¢ materialu siewnego, zasobno$¢ gleb w sktadniki po-
karmowe, czy odpowiednia agrotechnika. Jezeli rolnik nie dotozy staran i nie wykorzysta
wszystkich dostgpnych srodkéw w tym zakresie, nie osiggnie zadowalajacych efektow.
Nawet najlepsze odmiany roslin i wzorowa agrotechnika nie sg wystarczajace do prawi-
dtowego wzrostu rosliny i wydania plonu [Witek 1981].

Niezaleznie od tego, czy gospodarowanie odbywa si¢ na glebach dobrych czy sta-
bych, konieczne jest prowadzenie badan gleby [Ku$ i in. 2006]. Niski odczyn pH mozna
skorygowaé wysiewajac wapno, a sktadniki pokarmowe uzupeti¢ odpowiednimi daw-
kami nawozow. Prochnice natomiast mozna odbudowac resztkami pozniwnymi, poplo-
nami czy obornikiem. Nalezy pami¢tac, ze kazde niedociagnigcie w nawozeniu Spowo-
duje obnizenie plondéw. Dlatego tez kluczowg kwestig jest dzialanie w kwestii utrzymania
prawidlowej, a zarazem jak najlepszej kultury gleby [Kozyra i Gorski 2004]. W przy-
padku gdy wysoko$¢ plonow nadal jest na niezadawalajacym poziomie, dobrym rozwia-
zaniem jest wykonanie dodatkowych prob glebowych. Problem moze tez dotyczy¢ ztego
stanu podglebia [Krasowicz 2007].

Azot, fosfor i potas sg niezbednymi sktadnikami w produkcji rolniczej, zarowno
jako sktadniki pokarmowe dla roslin, jak i wptywajace na zyzno$¢ gleby. Jezeli nie zo-
stang pobrane przez rosliny, moze doj$¢ do ich utraty na wiele sposobow, m.in. wymy-
wanie, sptyw. Jest to nieefektywnie poniesiony koszt w dziatalnosci rolniczej. Ustalenie
zapotrzebowania roslin na makroelementy, jak rowniez optymalizacja sposobu ich daw-
kowania wptywa na poprawe optacalnosci uprawy oraz stan Srodowiska naturalnego.
Na terenie prawie calego kraju wystepuje nadwyzka sktadnikow pokarmowych, wywo-
fana gtownie produkcja rolnicza, ale i odpadami przemystowymi i komunalnymi. Re-
strukturyzacja gospodarstw, intensyfikacja produkcji, skoncentrowana produkcja zwie-
rzeca, niski poziom doktadnosci planow gospodarki nawozowej oraz gesta sie¢ meliora-
cyjna mogg przyczyniac si¢ do strat skladnikéw pokarmowych w regionie [Witek 1994].
Proces ten wzmaga si¢ poprzez lekkie, kwasne i bardzo podatne na erozj¢ gleby wystepu-
jace m.in. w Wielkopolsce, co wywotuje skutki o zasiggu regionalnym. Eutrofizacja jezior
1 innych zbiornikéw wodnych jest czgéciowo wynikiem nadwyzek nawozowych pochodza-
cych z rolnictwa. Skutkiem moze by¢ zakwitanie sinic, a w ponad 80% wod powierzchnio-
wych czgsto przekraczane sg ustawowe normy dla wody pitnej [Szczech 2019].

Biordznorodno$¢ oznacza réznorodno$é biologiczng wszelkich form zycia. W eko-
systemie gleb biordéznorodno$¢ dotyczy rozmaitosci gatunkowej, genetycznej roslin,
ktére zasiedlajg glebe, jak i zwierzat oraz mikroorganizméw [Gatazka 2019]. Wraz ze
zwigkszaniem si¢ bior6znorodnosci mamy stabilniejsze $rodowisko. Znaczenie rézno-
rodno$ci mikrobiologicznej w glebowym $rodowisku jest niezwykle wazne ze wzgledu
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na ich funkcje [Frac 2019]. Odgrywaja one kluczowsa rolg¢ w procesie rozktadu biomasy
i obiegu sktadnikow pokarmowych, tworzeniu prochnicy i opornosci gleby na dziatanie
szkodliwych czynnikow. Korzysci z poprawy struktury gleby w uprawach sa zwigzane
z lepsza retencja wody, mniejszym ryzykiem erozji lub zaskorupiania gleby, lepszym
kietkowaniem nasion i rozwojem systemu korzeniowego roslin. Mikroorganizmy maja
rowniez ogromny wplyw na wzrost i zdrowotno$¢ roslin [Maron i in. 2018]. Wilasciwe
interakcje pomigdzy rosling a mikroorganizmami, szczegoélnie w strefie korzeniowej,
wplywaja na prawidtowy rozwoj korzeni i czgsci nadziemnych roslin oraz ich plonowa-
nie. Réznorodno$¢ aktywnosci metabolicznych mikroorganizmoéw sprawia, ze uczestni-
czg one praktycznie we wszystkich procesach i przemianach sktadnikow pokarmowych
w glebie. Zmiany, ktore prowadza do zubozenia aktywno$ci mikroorganizméw, powo-
duja spadek produktywnosci gleby, a w efekcie powazne problemy w uprawach i straty.
Producenci, aby uzyska¢ zadowalajace plony, musza stosowa¢ wigksze ilosci nawozow
i sSrodkéw ochrony, co poglebia niekorzystne procesy zachodzace w glebie [Van der
Putten i in. 2016].

Od kondycji gleby zalezy optacalno$¢ upraw. Wysoki i dobrej jakosci plon gwaran-
tuja tylko gleby cechujace si¢ duza aktywnoscia mikrobiologiczng oraz prawidlowymi
wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi. To rolnicy maja wptyw na zyzno$¢ uzytko-
wanych przez siebie gruntow. Do degradacji gruntdéw ornych czgsto prowadzi inten-
sywna, zaburzajaca funkcjonowanie uprawa i stabsza zasobno$¢ gleb, m.in. poprzez che-
miczne $rodki ochrony roslin czy intensywne nawozenie. Dlatego rolnicy powinni dba¢
0 jakos$¢ swoich gleb i odbudowywac ich pogarszajacy si¢ stan [Gonet 2007].

W celu utrzymywania gleby w odpowiedniej kondycji winni$my prowadzi¢ dziata-
nia poprawiajgce retencyjnos¢ wody w glebie, zwigkszania bioréznorodnosci w glebie,
zatrzymywania sktadnikow pokarmowych w warstwie ornej oraz odbudowywanie proch-
nicy. Wigksze zroznicowanie okrywy roslinnej przyczynia si¢ do wzrostu produktywno-
$ci gleby oraz lepszego wykorzystania substancji. Zmianowanie jest kolejnym dziataniem
majacym na celu poprawe produkcyjnosci gleb i pdzniejszej oceny plonotworczej [Tie-
man i in. 2015]. Pozwala m.in. na redukcje¢ organizméw chorobotworczych w glebie oraz
powstrzymuje utrat¢ sktadnikow pokarmowych. Wydzieliny korzeniowe pobudzaja
grupy mikroorganizméw do dzialania, a przede wszystkim ograniczaja populacje szkod-
nikow i dodatnio wptywaja na wielko$¢ UZyskanego plonu. Uproszczone zmianowanie,
tj. pszenica i rzepak, niestety nie majg tak pozytywnego dziatania jak wcze$niej wymie-
nione czynniki. Tutaj wazna kwestig jest zwigkszenie roznorodno$ci uprawianych gatun-
kow roslin, gdyz tylko wtedy mamy do czynienia z dywersyfikacja dostgpnych zrodet
pokarmowych. W tej kwestii zawsze podkreslana jest wazna i niezastgpiona rola roslin
bobowatych, ktérych obecnos¢ w kazdym ptodozmianie wptywa znaczaco na pozytywne
oddziatywanie na jako$§¢ parametréw fizykochemicznych gleby, jak i rozwoj roslin oraz
wielkos¢ 1 jako$¢ uzyskanego plonu [Gozdziewicz-Biechonska 2018].

Kolejna kwestia jest sposob uprawy — tradycyjny i uproszczony. Konsekwencja tra-
dycyjnej uprawy, opartej na orce i intensywnie wykonywanych zabiegach uprawowych,
jest poprawa aeracji gleby, ale takze zaburzenie jej struktury poprzez mieszanie warstwy
prochnicznej w obrebie warstwy ornej. Prowadzi to do nadmiernej mineralizacji glebowej
materii organicznej, utraty azotu i obnizenia zdolnosci gleby do utrzymywania wilgoci [ Stu-
czynski 2006], jak réwniez do niszczenia struktury gruzetkowatej materii oraz erozji wietrz-
nej. Ostatnio promowanym trendem jest uprawa pasowa (strip till) oraz uprawa zerowa (no-
till). W obu metodach na polu pozostawiamy resztki pozniwne, wprowadzamy rosliny
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okrywowe do ptodozmianu oraz stosujemy nawozy organiczne i chemiczne [Silva i in.
2013]. Poprzez czg$ciowa rezygnacj¢ z zabiegow agrotechnicznych zmniejszamy zuzycie
energii, ale przede wszystkim ograniczamy mechaniczne zaburzenia gleby, zwigkszamy
aktywnos¢ mikrobiologiczna, zapobiegamy erozji oraz ze wzgledow ekonomicznych
zmniejszamy koszty produkcji poprzez ograniczenie zabiegéw polowych. Mechaniczne
zaburzanie struktury gleby powoduje zmniejszanie zasoboéw wegla organicznego,
a zwiazki wegla sa odpowiedzialne za wzrost 1 aktywno$¢ mikroorganizméw i roslin, sta-
nowiac dla nich zrédto energii i sktadnikow odzywcezych [Stuczynski 2007]. Akumulacja
wegla organicznego w glebie sprzyja agregacji gleby. Sugeruje sie¢, ze agregaty glebowe
majg wigkszy wptyw na ré6znorodnos¢ mikrobiologiczng i strukture zbiorowisk mikroor-
ganizmo6w niz inne czynniki, takie jak pH i inne rodzaje zwigzkéw organicznych [Guo
i in. 2016]. Dlatego niszczenie struktury gruzetkowej poprzez rozpylanie gleby moze eli-
minowa¢ niektoére grupy mikroorganizmow — wazne dla funkcjonowania gleby. Jednak,
jesli chodzi o wpltyw systemu uprawy gleby (klasyczny, orkowy lub zerowy) na bior6z-
norodno$¢ mikroorganizmow w glebie, to zdania sg podzielone. Generalnie, im bardziej
uproszczony system uprawy, w ktorym rezygnuje si¢ z cz¢sci zabiegdw mechanicznych,
tym wicksze mozliwos$ci gromadzenia materii organicznej w glebie, co prowadzi do
zwickszenia aktywnosci mikrobiologicznej oraz poprawy struktury i funkcjonowania
gleby [Terelak i in. 2000].

Tabela 2. Przyczyny i skutki degradacji gleb uzytkowanych rolniczo

Glowne praktyki rolnicze Postepujace skutki
przyczyniajace si¢ do obnizenia niekorzystnych praktyk
jakosci gleby rolniczych
Brak rownowagi pomigdzy wprowadzang a Niszczenie struktury gleby
wprowadzong iloécig materii organicznej z/do | Wzrastajace zakwaszenie, zanieczyszczenie i
gleby zasolenie gleby
Negatywna réwnowaga sktadnikow odzyw- Wzrost ilo$ci patogenow w glebie
czych Wyptukiwanie sktadnikéw pokarmowych
Intensywne zabiegi uprawowe. i utrata wody
Nadmierne stosowanie nawozow mineralnych | Obnizanie zawarto$ci materii organicznej
i chemicznych srodkéw ochrony roslin i niszczenie warstwy prochnicznej
Uprawy w monokulturach lub w uproszczo- Zaskorupianie si¢ gleby
nym zmianowaniu Wozrastajace zjawisko erozji
Obnizenie produktywnosci gleby
Zaburzenia funkcjonowania ekosystemu
Wzrost kosztow produkc;ji
Pogorszenie jakos$ci produkcji

Zrodto: opracowanie wlasne

Racjonalne gospodarowanie srodowiskiem glebowym obejmuje wszystkie funkcje
gleby, jak i wskazuje na zagrozenia oraz wyznacza obszary najbardziej narazone na pro-
cesy degradacji [Smolinska 2019]. Celem jest mozliwie jak najwieksze zminimalizowa-
nie lub wyeliminowanie zagrozen. Istotnym problemem jest spadek zyznos$ci gleb, stad
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tez poszukiwane sa sposoby jej poprawy. Przede wszystkim do prawidlowego wzrostu
i rozwoju ro$lina potrzebuje energii stonecznej, wody i substancji pokarmowych. Jako ze
wigkszo$¢ substancji pokarmowych roslina pobiera z gleby za pomoca korzeni, to wtasnie
gleba jest jednym z najwazniejszych srodowisk. Niestety jest czgsto zaniedbana, a prze-
ciez stanowi glowny element produkcji rolnej. Jej jakos$¢é decyduje o plonowaniu i zdro-
wotnosci roslin (tab. 2).

Glownym celem uprawy gleby winno by¢ dazenie do utrzymania jej w jak najlep-
szej kondycji. Stanowisko glebowe zawsze ma swoje odzwierciedlenie w plonie. Utrzy-
mujac higiene¢ gleby, dbajac o jej odzywianie i cate sSrodowisko glebowe, mamy pewnosé
co do jakosci i iloSci zbiorow. Tak utrzymane plantacje, bez wzgledu na czynniki, na
ktore nie mozemy wptywac, tj. pogode, zawsze beda charakteryzowaé si¢ wyzszymi pa-
rametrami oraz lepszym wygladem niz te, ktdre sa pozbawione wilasciwe] pielegnacji
i zainteresowania rolnika

Podsumowanie

Szybki rozwdj rolnictwa sprawia, ze przed jakakolwiek dziatalnoscia wykony-
wang na polu, niezb¢dna jest ocena terenu. Wszystko po to, aby nie naruszy¢ w niewla-
Sciwy sposob panujgcego tam tadu. Zaprezentowane czynniki wptywajace na plon i moz-
liwosci jego oceny pozwalaja na zaplanowanie i przewidywanie plonu upraw.
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Magdalena Cieplak'=?, Sylwia Okon':?

Reakcja obronna roslin w odpowiedzi na atak patogenow
Plant defense response to pathogen attack

Rosliny stanowia podstawe pozywienia wielu organizmow, w tym cztowieka.
Jednak sa narazone na wystgpowanie réoznych patogenéw i szkodnikow. Posiadaja
zarowno konstytutywny, jak i indukowany system obronny, ktoéry hamuje atak
patogenow. Presja selekcyjna wywotywana przez te czynniki sprawita, ze rosliny
wytworzyly szereg barier morfologiczno-anatomicznych i biochemicznych, dzieki
ktorym mogg broni¢ si¢ przed patogenami. Stres biotyczny wywotany przez bakterie,
grzyby 1 wirusy zaburza fizjologi¢, metabolizm i moze powodowaé znaczne
straty produktywnos$ci roslin [Pandey i Senthil-Kumar 2019, Ramegowda i Senthil-
Kumar 2015].

Odpornos¢ roslin zostala sklasyfikowana jako systemowa odpornos¢ nabyta (SAR —
Systemic Acquired Resistance) lub systemowa odporno$¢ indukowana (ISR — Induced
Systemic Resistance). Indukowana i konstytutywna odpornos¢ (SAR i ISR) obejmuje
aktywacje wielu genow lub szlakoéw sygnalizacji obronnej [Goyal i Manoharachary 2014].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie i usystematyzowanie informacji
dotyczacych odpowiedzi obronnych rosliny skierowanej przeciwko patogenom.

Interakcje roslina — patogen

Patogen rozpoznaje zywiciela, a poprzez chemiczne oddzialywanie z systemem
ro§linnym pozwala gospodarzowi zidentyfikowa¢ swoja obecno$é. Wystepowanie
podatnego zywiciela i zjadliwego patogenu nie jest jedynym powodem zapoczatkowania
procesu chorobowego. Konieczne jest wystepowanie korzystnych —warunkéw
srodowiskowych, jak rowniez odpowiednia ggstos¢ inokulum prowadzaca do rozwoju
infekcji [Surico 2013]. W wyniku oddziatywania z patogenem albo ro$lina broni si¢ przed
patogenem, albo patogen manipuluje biologig systemu roslinnego, aby stworzy¢ sprzyjajace
srodowisko dla swojego wzrostu i rozmnazania [Goyal i Manoharachary 2014].

Rosliny reaguja na patogeny za pomocg wrodzonego uktadu odpornosciowego,
ktory jest podzielony na PTI (PAMP-Triggered Immunity) (odporno$¢ wyzwalana
wzorcem molekularnym lub PAMP) i ETI (Effector-Triggered Immunity) (odpornos¢
wyzwalana przez efektor). PTI jest aktywowane po rozpozaniu PAMP, konserwatywnych
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motywow pochodzacych z patogendw, przez receptory rozpoznajace wzorce
zakotwiczone w blonie powierzchniowej (PRR). Aby przezwycigzy¢ t¢ pierwsza lini¢
obrony, patogeny uwalniaja si¢ do efektorow komorek roslinnych, ktére hamujg PTI
i aktywujg reakcj¢ wrazliwo$ci wywotang przez efektor (ETS). Ro$liny rozpoznanaja
elicytory mikroorganizméw (np. flagelina w bakteriach, EF-Tu w grzybach), PAMP
i efektory awirulencji (Avr) dzigki receptorom powierzchniowym. Na poziomie
podstawowym pierwsza interakcja zachodzi migdzy receptorami MAMP / MAMP,
takimi jak kinazy (RLK), ktére rozpoznaja niespecyficzne patogeny. Fosforylacja
biomolekut wywotlana aktywnos$cia kinaz RLK aktywuje PAMP, ktore zatrzymuja
kolonizacj¢ patogenow i zapewniaja PAMP (PTI). [Dodds i Rathjen 2010].

Przeciwdzialajac tej strategii wirulencji, komorki roslinne syntetyzuja biatka
odporno$ci wewnatrzkomorkowej (R), ktore specyficznie rozpoznaja efektory
patogendw lub czynniki awirulencji (Avr) i aktywuja ETI. Ztozony i dynamiczny zwiazek
miedzy roslinnym gospodarzem a patogenem roslinnym jest $cisle zwigzany z hipoteza
Flora [1971] ,,gen for gen”, co oznacza, ze gen wirulencji (Avr) patogena jest skierowany
przeciwko odpowiedniemu genowi odpornosci (R) w roslinie. Podczas infekcji patogeny
wydzielaja arsenal czasteczek, zwanych tacznie efektorami, kluczowych elementow
patogenezy, ktore modulujg wrodzong odporno$é rosliny i utatwiaja infekcje. Rosliny
wyewoluowaty geny opornosci (R) kodujace biatka R zdolne do rozpoznawania,
bezposrednio lub posrednio, niektorych z tych efektoréw zwanych wtedy biatkami
awirulencji (Avr) [Sharma i Gupta 2020].

Odpowiedz rosliny na patogeneze

Do mechanizméw obronnych ro$lin naleza m.in. bariery fizyczne i chemiczne.
Patogeny musza przekracza¢ naturalne bariery zywiciela, aby mie¢ dostep do sktadnikow
odzywczych umozliwiajacych rozprzestrzenianie si¢ infekcji [Goyal i Manoharachary 2014].

Fizyczne bariery

Rosliny posiadajg wbudowane naturalne bariery fizyczne, takie jak gruba $ciana
komorkowa, $luz, wioski gruczotowe lub trichomy, ktére zapobiegaja wnikaniu
patogenéw [Laluk i Mengiste 2010]. Stanowia one pierwsza lini¢ obrony systemu
ro§linnego. Wykazano rowniez, ze organizacja cytoszkieletu reguluje wnikanie
patogendéw u wielu gatunkow roélin [Janda i in. 2014, Porter i Day 2016]. Wtasciwosci
komoérki roslinnej, takie jak grubo$¢ skorki i rozmiar aparatdw szparkowych, moga
wplywa¢ na zachamowanie wnikania patogenu. Kolejnym przykladem barier
strukturalnych jest wosk, ktory zapewnia ochrong poprzez zwigkszong hydrofobowos¢
i zmniejszony dostep patogenu do wilgoci, uniemozliwiajac tym samym jego namnazanie
[Serrano i in. 2014]. Ponadto $ciana komérkowa roélin jest chroniona przez kutykule.
Niewiele patogenéw grzybowych zawiera enzymy kutynazy, ktore niszcza kutykulg na
powierzchni rosliny i umozliwiajg wniknigcie do tkanek skorki [Freeman 2008]. Rowniez
substancja inkrustujgca $ciany komodrkowe (np. lignina) stanowia barierer¢ przed
infekcja. Wykazano, ze obecno$¢ zwickszonej zawartosci ligniny utrudnia penetracje
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patogendéw grzybowych, zapewniajac wytrzymato§¢ mechaniczng $ciany komoérkowej
ro$lin [Zhao i Dixon 2011]. Lignina rowniez ogranicza swobodny transport sktadnikow
odzywczych z komorki gospodarza [Smith i in. 2007]. Rola ligniny podczas ataku
patogenow zostala opisana w przypadku mechanizméw obronnych pszenicy [Casassola
i in. 2015], bawetny [Shi i in. 2012] oraz Inu [Wrébel-Kwiatkowska i in. 2007].

Wiele patogenow wnika rowniez do komorki gospodarza za posrednictwem
naturalnych otworow, takich jak aparaty szparkowe, przetchlinki, rany itp. [Guan i in.
2015]. Dlatego ro$liny w toku ewolucji wytworzyly szereg przystosowan
ograniczajacych mozliwos$¢ przedostania si¢ patogendw tg droga. Zaobserwowano, ze
suberyzacja 1 formowanie wtornej tkanki okrywajacej perydermy wokot przetchlinek
zwigksza odporno$¢ roslin [Underwood iin. 2007]. Kolejnym przyktadem jest
wytworzenie rozleglej tylozy (wytwoér komérek miekiszowych sasiadujacych z drewnem)
w naczyniach ksylemu, ktora zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ patogenu przez tkanki
przewodzace. Inne wytwory skorki, takie jak whosniki, wloski gruczotowe, zapewniaja
zarowno fizyczng, jak i chemiczng ochron¢ przed szkodnikami owadzimi, ktore sa
wektorami przenoszacymi wirusy [Sharma i Gupta 2020].

Bariery chemiczne

Rosliny syntetyzuja szereg wtornych metabolitow, w tym terpeny, fenole,
flawonoidy, alkaloidy, zwiazki aromatyczne, ktore zwigkszaja odpornos¢ rosliny
zywicielskiej. Stwierdzono réwniez, ze wyzsze stezenie metabolitow wtdrnych
przyczynia si¢ istotnie do aktywacji reakcji obronnych, ale kosztem zmniejszonego
wzrostu [Siemens i in. 2002]. Zwigckszona biosynteza zwigzkow fenolowych (takich jak
kwas kumarowy, kwas salicylowy) po infekcji grzybowej jest powszechnym zjawiskiem
obserwowanym u roznych roslin. Slatnar i in. [2016] zauwazyli istotnie wyzsza zawarto$¢
kwasu elagowego w zdrowych todygach maliny w poréwnaniu z zakazong tkanka, co
wskazuje, ze kwas elagowy i jego pochodne maja wiasciwosci obronne. Lotna natura
terpenow 1 flawonoidow wydzielanych przez odporne gatunki zapobiega infekcji
patogendéw. Wyzsze terpeny, takie jak gossypol (diterpenoid) w bawetnie, limonoid
w skorkach cytryny i1 pomaranczy, maja silne wlasciwosci przeciwbakteryjne
i przeciwgrzybicze nawet w bardzo niskich stezeniach. Monoterpenoidy, takie jak alfa
i beta pinen, uwalniane przez sosne, dziatajg jako silne repelenty ($rodki odstraszajace)
[Buonaurio 2008]. Ponadto koniugaty terpenoidow (takie jak pyretryny
z Chrysanthemum spp.) dziatajg jako silna neurotoksyna. Zastosowanie nawet niskiego
stezenia pyretryny (0,1%) jest wystarczajgca do powstrzymania wciornastka zachodniego
[Yang i in. 2013]. Emisja niektorych substancji lotnych roslin, glikozydow, zwiazkow
aromatycznych na powierzchni¢ skorki moze stymulowaé lub hamowa¢ namnazanie si¢
patogendéw. Stwierdzono réwniez, ze akumulacja kwasu chlorogenowego w odmianach
ziemniaka hamuje rozwoj parcha zwyklego ziemniaka. Fitoantypina jak avenacina w
Avena sativa, kwas protokatechowy w cebuli, glukozynolany w Brassica spp.
zapewnieniaja ochrong¢ przed patogenem przez ograniczanie kietkowania zarodnikow
i zahamowanie wydzielania substancji czynnych [Andersen i in. 2018].

42



Czasteczki zaangazowane w obrong i przekazywanie sygnalow

Pokonanie barier fizycznych i chemicznych przez patogen pobudza aktywny
mechanizm systemu obronnego, ktoéry obejmuje aktywacje reaktywnych form tlenu,
zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, fitoaleksyn itp. Dzialaja one jako wtérne
przekazniki w regulacji genow odpornosci. Czasteczki sygnatur uwalniane przez patogen,
takie jak wzorce molekularne (PAMP lub MAMP), rowniez uczestniczg we wiaczaniu
i wylaczaniu genéw odporno$ci. Fitohormony i rézne biatka (zwlaszcza kinazy MAP,
czynniki transkrypcyjne) sa réwniez kluczowymi czynnikami w regulacji biosyntezy
metabolitow zwigzanych z odpornoscia, prowadzac do miejscowej nadwrazliwosci (HR)
lub ogodlnoustrojowej odpowiedzi nabytej (SAR), w celu ochrony przed infekcja
i zahamowaniem rozwoju patogena [Sharma i Gupta 2020].

Reaktywne formy tlenu

Interakcja roslin z réznymi toksynami badz elicytorami patogenéw (MAMP
i PAMP) wyzwala stres oksydacyjny prowadzacy do powstania ROS (Reactive Oxygen
Species) [Shetty i in. 2008]. Wiadomo, Ze organelle subkomorkowe sg gtéwnymi
miejscami wytwarzania ROS w komorce gospodarza. Te mate czasteczki ROS (anion
ponadtlenkowy, H»0, i rodnik hydroksylowy OH) sa kluczowymi wtérnymi
przekaznikami w sygnalizacji obronnej ze wzglgdu na ich swobodng dyfuzj¢ komérkowa,
a tym samym wptywaja na ekspresje kilku jadrowych genow, kaskady kinaz, biosyntezg
fitohormondw, peptydow oraz genow R [Karuppanapandian i in. 2011]. Jednak nadmiar
stresu oksydacyjnego zakloca komorkowa homeostazg redoks, integralno$¢ blony,
mechanizm antyoksydacyjny i metabolizm oddechowy, co prowadzi do fitotoksycznosci.
Dla utrzymania odpowiedniej produkcji ROS, komorka roslinna posiada zestaw
antyoksydacyjnych enzymow, takich jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalazy
(CAT), peroksydaza glutationowa (GPX), peroksydaza askorbinianowa (APX)
peroksyredoksyna (PrxR)), reduktaza glutationowa (GR). Oprocz enzymow, substancje
takie jak kwas askorbinowy, glutation (GSH), tokoferole, karotenoidy i fenole, rowniez
regulujg poziom ROS w miejscach ich powstawania [Sharma i Gupta 2020].

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs — Antimicrobial Peptides) to naturalnie
wystepujace biatka wytwarzane jako pierwsza linia obrony gospodarza. Ta zréznicowana
klasa peptydow oddziatywuje z fosfolipidami, powodujac zmiang przepuszczalnosci
btony, a ostatecznie prowadzi do lizy komoérek i $mierci patogena. AMPs sa z natury
wszechobecne i zostaty zidentyfikowane w réznych organach roélin, takich jak nasiona,
kwiaty, korzenie, todygi i liscie [Sharma i Gupta 2020]. Ten naturalny system
antybiotykowy sktada sie z dziewieciu rodzin: LTPs (Lipid Transfer Protein), tionin
(thionins), defensyn (defensins), hawein (heveins), knotyn (knottins), peptydéw typu
cysteinowego (cysteine types), szeperdyn (shepherdins), cyklotyd (cyclotides) oraz
snakin (snakins) [Yamuna i in. 2019]. Wigkszos¢ AMPs ma wielkos$¢ od 2 do 9 KDa i jest
bogata w hydrofobowe aminokwasy. AMPs zostaty sklasyfikowane jako anionowe AMP
i kationowe AMP. Stwierdzono, ze wysoka zawarto$¢ cysteiny w AMPs zapewnia
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zwigkszong stabilno$¢ strukturalng poprzez tworzenie wigzan dwusiarczkowych
w warunkach stresu wywotanego patogenem [Nawrot i in. 2014].

Geny odpornosci roslin (R)

Gen R (gen odpornosci) musi pasowaé do genu Avr (gen awirulencji), aby wywotaé
odpowiedz obronng [Numberger i in. 2004]. Geny odpornosci u gospodarza moga by¢
dominujace (R) (warunkujace odpornos¢) lub recesywne (r) (brak odpornosci). Geny
wirulencji mogg by¢ dominujace (A) i recesywne (a). W zwigzku z tym w interakcji
gospodarz — patogen mozliwe sa cztery kombinacje genow: R-a, r-A, r-a i R-A. Trzy
kombinacje R-a, r-A i r-a powodujg kompatybilng reakcje i skuteczng infekcje. Jedna
kombinacja R-A nie warunkuje wytworzenia kompatybilnej reakcji i nie warunkuje
wystapienia infekcji [Goyal i Manoharachary 2014]. Jednak z drugiej strony brak lub
mutacja w ktorymkolwiek z patogennych genéw Avr lub gendéw R gospodarza moze
wywota¢ proces chorobowy [Garcia-Brugger i in. 2006]. Reakcja odporno$ciowa roslin
jest kaskada sygnaléw biochemicznych warunkowang przez geny odpornosci, ktora
zostaje zapoczatkowana przez biatkowy produkt genu R wchodzacy w interakcje z
czynnikiem awirulencji wytworzonym przez patogen. Allele gendéw zjadliwosci Avr
koduja warianty biatek efektorowych wirulencji, a gen R koduje zazwyczaj
immunoreceptory wewnatrzkoméorkowe (NB-LRR), ktore wykrywaja biatko Avr w
obrebie zainfekowanej komorki roslinnej. Produkty R albo bezposrednio oddziatuja z
czasteczkami efektorowymi patogena, albo posrednio poprzez potaczenie z czgsteczkami,
ktére sa mozliwymi celami czasteczek efektorowych patogena. Jakakolwiek zmiana w
konformacji strukturalnej docelowej czasteczki gospodarza wplywa na interakcje genu R,
a tym samym na odpowiedz sygnatowa [Sharma i Gupta 2020].

Pomimo identyfikacji wielu produktéw genu R w roslinach uprawnych, czasteczki
efektorowe wytwarzane przez patogen ewoluuja szybciej, przez co nie sg rozpoznawane
przez R gen i tym samym stwarzaja wigksze zagrozenie przetamania odpornosci u odmian
[Friedman i Baker 2007]. Dlatego nowoczesne strategie hodowlane w programach
ulepszania upraw koncentruja si¢ albo na wzmocnieniu wrodzonego potencjatu
odpornos$ciowego, albo na zapobieganiu rozpadowi kompleksu R-Avr poprzez
introgresj¢ nowych efektywnych gendéw odpornosci z dzikiej puli gendéw oraz
piramidyzacje genow R (wprowadzanie kilku genoéw jednoczeénie) [Mundt 2018, Sharma
i Gupta 2020].

Podsumowanie

Interakcja pomiedzy rosling gospodarzem a patogenem jest bardzo skomplikowana
i dynamiczna. Zrozumienie podstaw i zloZzono$ci tego procesu jest warunkiem
koniecznym do osiagniecia celu zwigzanego z uzyskaniem dlugotrwalej i efektywne;j
odpornosci w réznych warunkach $rodowiska. Substancje uwalniane zaré6wno przez
rosling, jak i patogen determinujg losy ich interakcji. Dlatego ich identyfikacja, zarowno
na poziomie metabolicznym, jak i molekularnym, pomoze w zrozumieniu interakcji
ro$lina — patogen i pozwoli na uzyskanie ro$lin uprawnych nowej generacji odpornych
na wiele patogendw.
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Wplyw powierzchni odbijajacej sygnal
na dokladnos¢ geodezyjnych pomiarow dalmierzem laserowym

Influence of the reflecting surface on the accuracy
of geodesic reflectorless distance measurements

Wstep

Jednym z najwazniejszych zagadnien, jakim zajmuje si¢ geodezja, sa pomiary od-
legtosci. Pierwsze znane ludzkosci metody pomiaru dystansu byty bardzo prymitywne.
Powszechnie wykorzystywano metody bezposrednie, polegajace na zastosowaniu odpo-
wiedniego przymiaru, ktory wielokrotnie odktadano wzdtuz mierzonego odcinka [Ko-
sinski 2010, Kuratowicz 2010]. Miarami w starozytnym Egipcie byty: tokie¢, dton i pa-
lec. W starozytnym Rzymie do pomiaréw wykorzystywano stopy, a krotsze odleglosci
odnoszono do szerokosci kciuka. Dla dtuzszych odcinkoéw stosowano jednostke kroku,
za$ tysigc krokow bylo rowne mili. Inng jednostka stosowana przez kupcow byt jard,
mierzono tak kawatki tkanin i byla to odlegtos¢ od brody przytrzymujacej materiat do
konca wyciagnigtej reki [Kuratowicz 2010]. Kolejnym narzgdziem znanym od wiekow
jest odometer — proste urzadzenie dotaczane do pojazdu, rejestrujace liczbe obrotow
kota. Znajac obwod kota, fatwo mozna obliczy¢ odlegtos¢ [Hycner i Dobrowolska-We-
sotowska 2008].

Narzgdziami wykorzystywanymi do pomiaréw odleglosci w Sredniowieczu byty
kije i sznury. Narzedziem stosowanym w Polsce nawet do polowy XX w. byt trojkat
mierniczy, zwany takze kroczkiem czy krokiewka. Pomiar polegal na odktadaniu tej
samej odlegtosci wyznaczonej przez ramiona trojkata [Kuratowicz 2010].

Wszystkie wspomniane powyzej metody cechowaty si¢ mata doktadnoscia. Do-
piero w XX w. nastapit stopniowy rozwoj coraz bardziej precyzyjnych metod pomiaru,
jak rowniez okres$lania i redukowania bledow. Jako przymiary stosowano druty inwa-
rowe (tzw. przymiary drutowe) oraz okute, drewniane taty poligonowe (tzw. przymiary
sztywne). Druty i taty zostaly zastapione przez pomiary wstegowe, polegajace na po-
miarze odleglo$ci za pomocg ruletki badz taSmy. Sg one stosowane do pomiaréw ma-
lych odlegtosci do dzi$ [Jagielski 2019].

Drugim rodzajem pomiaréw odleglosci, oprocz opisanych powyzej pomiarow
bezposrednich, sg pomiary posrednie, w ktorych wykorzystywane sa: dowolna kon-
strukcja geometryczna, paralaktyczny pomiar dtugosci lub pomiar za pomocg dalmie-
rza. Najczesciej wykorzystywang i najdoktadniejszg jest ostatnia z wymienionych me-
tod [Swiatek 2003]. Istnieja dwie grupy dalmierzy: optyczne oraz elektromagnetyczne
[Wysocki 2008].
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Optyczny pomiar odlegloéci oparty jest na realizacji prostej koncepcji geometrycz-
nej. W wydtuzonym trojkacie rownoramiennym odlegtos¢ ,,d” migdzy dwoma punktami
»A” 1,,B” mozna obliczy¢ za pomocg krotkiej bazy ,,I” oraz matego kata ,,£”, zwanego
paralaktycznym (schemat przedstawiono na rycinie 1). W punkcie A ustawiony jest in-
strument, za$ w punkcie B pozioma lub pionowa tata. Wykorzystujac odpowiedni instru-
ment, mozna tacie zmierzy¢ bazg ,,1”, ktdra pozostaje z odlegloscia ,,d” na podstawie
rownania [Zabek 2012]:

1 £

D:_.t_
)

gdzie: d — odlegto$¢ migdzy punktami A i B; 1 — dlugo$¢ bazy; € — kat paralaktyczny

A=<—¢] B |l

Ryc. 1. Zasada pomiaru paralaktycznego. Opracowanie wiasne

Drugim rodzajem dalmierzy wykorzystywanych w geodezji sa dalmierze elektro-
niczne. Ich dziatanie oparte jest na prostoliniowym rozchodzeniu sig¢ fal ze statg predko-
Scig. Elektroniczne pomiary odleglosci cechuja si¢ wysoka doktadnos$cia i szybkoscia [Ja-
gielski 2020, Hycner i Dabrowska-Wesotowska 2008].

Pomiar dalmierzem elektronicznym wymaga zastosowania aparatury nadawczo-od-
biorczej na punkcie A i aktywnego lub biernego uktadu retransmisyjnego w punkcie B.
Po wystaniu sygnatlu urzadzenie pomiarowe, potaczone z aparaturg nadawczo-odbiorcza,
rejestruje czas przejscia sygnatu z punktu A do B i z powrotem. W praktyce oznacza to,
ze urzadzenie rejestruje czas: (a) wyjscia sygnatu z nadajnika i (b) dotarcia odbitego sy-
gnatu do odbiornika. Na podstawie zmierzonego czasu i predkosci rozchodzenia si¢ fal
(ok. 300 000 km-s 1) obliczana jest przebyta przez sygnal odleglo$¢. Pomiar odlegtosci
przeprowadzony z uzyciem dalmierza elektronicznego jest procesem w petni zautomaty-
zowanym. Obliczenia wykonuje urzadzenie, a koncowy wynik wy$wietlany jest na wy-
swietlaczu cieklokrystalicznym [Czarnecki 2015, Wanic 2007].

Dalmierze elektroniczne w zalezno$ci od wykorzystywanych fal dzielg si¢ na dwie
grupy: $wietlne (fale $wietlne) i radiowe (mikrofale). W geodezji dalmierze mikrofalowe
stosowane sg jedynie do pomiaréw bokow o dtugosci powyzej 20 km, szerokie zastoso-
wanie maja za$ dalmierze laserowe [Swiatek 2003].

Dalmierze laserowe moga stanowi¢ oddzielne, rgczne urzadzenia lub by¢ cze¢scia
wigkszego systemu, np. tachimetru. Pomiar moze by¢ wykonywany do pryzmatu geode-
zyjnego, ktory cechuje si¢ wysokim odbiciem wiazki. Drugi tryb to pomiar bezlustrowy,
na dowolna powierzchni¢. Maksymalny zasi¢g pomiaru odlegtosci na lustro wynosi do
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5000 m, z doktadnos$cia = 1 mm + 1,5 ppm (ppm — liczba cze¢$ci na milion, w tym przy-
padku liczba milimetrow na kilometr). Zasigg rzeczywisty zalezy w duzej mierze od wa-
runkow atmosferycznych, takich jak nastonecznienie czy zamglenia [Jagielski 2019].

Zasigg 1 doktadnos¢ pomiaru bezlustrowego moze rozni¢ si¢ w zaleznosci od cha-
rakterystyki celu: koloru, gladkosci, gegstosci, przepuszczalnos$ci §wiatla oraz struktury,
ktére wptywaja na stopien odbicia wigzki lasera. Zasigg wynosi od 1000 m (dla jasnych
powierzchni o wysokim stopniu odbicia) do 200 m (cele ciemne, stabo odbijajace sygnat).
Na doktadno$¢ pomiaréw, procz wlasciwosci powierzchni odbijajacej sygnal, wptywaja
rowniez warunki meteorologiczne i dlugo$¢ mierzonej odlegtosci. Btad pomiaru wynosi
od + 2 mm + 2 ppm na krétkich dystansach i przy dobrym odbiciu sygnatu do 5 mm +
3 ppm na wigkszych dystansach i stabym odbiciu [Lambrou i Pantazis 2010, Lenda i Mar-
mol 2010, Specyfikacja Sokkia].

Celem badan byta analiza wpltywu powierzchni odbijajacej sygnat na doktadnosé
pomiarow odlegtosci wykonanych dalmierzem bezlustrowym na dystansach 20 mi 40 m.
Ponadto ustalono, czy takie parametry, jak kolor czy struktura powierzchni, maja wptyw
na pomiary.

Materialy i metody

Eksperyment polegal na pomiarze odleglosci dalmierzem laserowym do réznych
powierzchni na dystansach 20 i 40 metréw. Wybrano 20 réznych materialow, ktore
mozna spotka¢ w trakcie wykonywania podstawowych pomiaréw geodezyjnych (czesé
materiatdéw przedstawiona na rycinie 2). Roznily si¢ kolorem, fakturg oraz przepuszczal-
nos$cig wigzki laserowej:

— gladkie plyty metalowe w kolorze biatym (prébka nr 1) i brazowym (2) oraz plyta
metalowa skorodowana (3),

— gladkie panele o fakturze drewna (wykorzystywane np. w elewacjach budynkow)
w kolorze biatym (4) i bragzowym (5),

— plyty polipropylenowe (plastikowe) w kolorze czerwonym (6) i czarnym (7),
0 gtadkiej powierzchni, nieprzepuszczajace Swiatla,

— plyta polipropylenowa (plastikowa) w kolorze zielonym (8), o §redniej przepusz-
czalno$ci $wiatla i nierownej powierzchni,

— plyta polipropylenowa (plastikowa) w kolorze biatym (,,mleczna”), o wysokiej
przepuszczalno$ci Swiatla i gltadkiej powierzchni (9),

— plyta wykonana z polistyrenu spienionego (styropianu, 10),

— plyty drewniane: ciemna o szorstkiej powierzchni (11), jasna o szorstkiej po-
wierzchni (12), jasna o oszlifowanej powierzchni (13), ptyta pokryta kora grabu (14),

— plyty tekturowe: szorstkie w kolorze biatym (15) i bezowym (16) oraz szara
0 gladkiej powierzchni (17),

— plyta szklana w kolorze z6ttym (18), o chropowatej powierzchni i wysokiej prze-
puszczalnosci swiatla,

— plyta ceramiczna, gladka, w jasnym kolorze (19),

— plyta betonowa o szorstkiej powierzchni i czarnym kolorze (20).

Wyniki pomiaréw zostaty poréwnane do pomiaru wyjsciowego (do lustra geode-

zyjnego).
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Pomiar wykonany zostat w czerwcu, w godzinach 19.00-20.00. P6Zna pora oraz
zachmurzenie ograniczaly wptyw warunkow atmosferycznych, tj. nastonecznienia i wy-
sokiej temperatury na wyniki.

Ryec. 2. Zdjecia wybranych probek materialow (numery wg spisu powyzej). Opracowanie wlasne

Wykorzystano tachimetr Sokkia CX-107 (ryc. 2) z wbudowanym dalmierzem lase-
rowym, posiadajacym funkcje pomiaru bezlustrowego. Maksymalny zasi¢g pomiaru od-
legtosci to 5000 metréw w przypadku pomiaréw na pryzmat (doktadno§¢ £2 mm +
2 mm-km™) oraz 500 metrow w przypadku pomiaréw bezlustrowych (doktadno$é
+ 3 mm + 2 mm-km™) [Specyfikacja Sokkia].
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Ryc. 2. Tachimetr Sokkia CX-107 (po lewej) i ramka, do ktorej przymocowywano probki

(po prawej)
Fot. J. Gmitrowicz-lwan

Tachimetr ustawiony byt na jednym statywie, za$ na drugim, oddalonym o 20 me-
tréw, umieszone bylo lustro. Po wykonaniu pomiaru wyjsciowego, w miejsce pryzmatu
montowano specjalng ramkeg (ryc. 2), do ktorej mozna byto mocowac kolejne probki ma-
teriatdéw. Ramka zamocowana byta na wsporniku wyposazonym w libelle, ktory przymo-
cowany byt do spodarki za pomoca $ruby sercowej. Pomiar konczyt si¢ ponownym celo-
waniem na lustro, dla sprawdzenia, czy w trakcie pomiaru instrumenty nie ulegly przesu-
nigciu. Te same czynno$ci wykonano na drugim stanowisku, oddalonym od tachimetru
0 40 metréw. Pomiary na obu stanowiska wykonywane byly w trzech seriach.

Wyniki i dyskusja

Roznice w pomiarze odleglosci w wiekszosci przypadkow byty niewielkie i wyno-
sity = 1-3 mm (tab. 1). Odchylenie standardowe obliczone dla probek na obydwu dystan-
sach byto niskie (od 0 mm do 2 mm), dlatego zostalo pominigte w tabelach. Materiatami
najlepiej odbijajacymi sygnal dalmierza byly jasna oszlifowana deska (probka nr 13) oraz
plyta ceramiczna (nr 19) — odchyltki wynosity zero na obydwu dystansach. Wynikato to
z gladkiej powierzchni tych materialow oraz ich koloru — barwy jasne charakteryzuja si¢
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wysokim albedo, czyli stosunkiem promieniowania odbitego do padajacego. Warto$¢ al-
bedo zawiera si¢ w przedziale od 0 do 1, przy czym powierzchnie doskonale biate maja
albedo rowne 1, za§ doskonale czarne réwne 0 [Lambrou i Pantazis 2010, Qin i in. 2018].

Tabela 1. Srednie odlegtosci zmierzone do poszczegdlnych probek

Zmierzona odlegto$¢ [m] na dystansie:

Nr Nazwa probki
20m 40m

0 Pryzmat 20,000 40,000
1 Plyta metalowa biata 19,997 39,998
2  Plyta metalowa brazowa 19,997 39,998
3 Ptyta metalowa skorodowana 19,999 39,999
4 Panel o fakturze drewna biaty, gtadki 19,998 40,000
5  Panel o fakturze drewna bragzowy, gtadki 19,997 39,998
6 Plyta plastikowa czerwona 19,999 39,998
8 Plyta plastikowa czarna 19,999 39,998
7 Plyta plastikowa zielona 19,997 40,001
9  Plyta plastikowa polprzezroczysta 20,123 40,099
10  Styropian 20,010 40,010
11  Ptyta drewniana, ciemna, szorstka 20,001 40,002
12 Plyta drewniana, jasna, szorstka 19,998 40,000
13 Plyta drewniana, jasna, oszlifowana 20,000 40,000
14  Piyta drewniana pokryta korg 19,999 39,999
15  Tektura biata, szorstka 19,999 39,998
16  Tektura bezowa, szorstka 19,999 39,998
17  Tektura szara, gtadka 19,999 39,999
18  Ptyta szklana 20,003 39,999
19  Plyta ceramiczna, jasna 20,000 40,000
20  Plyta betonowa, czarna 19,999 39,999

W przypadku materialow o nierdwnych, pofalowanych powierzchniach (8 — ptyta
plastikowa zielona, 18 — ptyta szklana zo6tta) odnotowano odchytki o réznych znakach.
Wynikato to z padania wigzki lasera na ,,wypukto$¢” lub ,,zaglebienie” w powierzchni
[Klimkowska i Wrobel 2009]. Nalezy tez zaznaczy¢, ze probka nr 8 charakteryzowala
srednig przepuszczalnoscig $wiatla, a wiec czes$¢ padajacej wigzki lasera byta przez nig
przepuszczana. Urzadzenie jednak byto na tyle czule, ze stosunek promieniowania odbi-
tego do wystanego byt wystarczajacy do pomiaru odleglosci.

Inne anomalie pomiaru odleglo$ci moga by¢ interpretowane kolorem badz struktura
powierzchni [Zawita-Niedzwiecki 2010]. Probki o ciemnej barwie charakteryzowaty si¢
niskim albedo, czyli wysokim pochtanianiem promieniowania, co mogto przektadac¢ si¢
na niedoktadny pomiar (2 — metalowa ptyta w kolorze brazowym, 5 — panel o fakturze
drewna brazowy, 6 — ptyta plastikowa czerwona, 7 — ptyta plastikowa czarna). Jednocze-
$nie, odchyltki miescily si¢ w granicy bledu pomiaru bezlustrowego deklarowanego w
specyfikacji dalmierza [Specyfikacja Sokkia]. Podobne wyniki otrzymali Bolkas i Marti-
nez [2018] oraz Coaker [2009] w swoich pracach na temat bledéw w pomiarach bezlu-
strowych.
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Kolejnym czynnikiem, ktéry mogt mie¢ wplyw na zaburzenie pomiaru odlegtosci,
byta struktura powierzchni — niektore probki byty pokryte ptytkimi ztobieniami. Dodat-
kowo, gestos¢ tych materialow byta nizsza niz np. ptyty ceramicznej (3 — ptyta pokryta
rdza, 4 — panel o fakturze drewna jasny, 11 — deska ciemna o nieréwnej powierzchni,
12 — deska jasna i szorstka, 14 — deska pokryta korg). Nie wplywato to jednak znaczaco
na zaburzenia pomiaru odleglosci, bledy nie przekraczaty ok. =0,15%. (tab. 2). Dodat-
kowo, wg Bolkasa i Martineza [2018], szorstkie materialy moga odbija¢ wiazke promie-
niowania lepiej niz gltadkie powierzchnie, tym samym zwigkszajac precyzj¢ pomiaru. Po-
kazuje to, ze pomiary bezlustrowe moga by¢ stosowane do inwentaryzacji drzew [Brach
2009]. Wykonane pomiary do drewna lub kory nie byly obarczone wysokimi bledami,
wszystkie miescity si¢ w wartosci btedu deklarowanego przez producenta (£3 mm +
2 mm-km™?) [Specyfikacja Sokkia]. Jest to zgodne z otrzymanymi wynikami.

Duzym btedem obarczony byt pomiar do plyty wykonanej z polistyrenu spienio-
nego (styropianu, probka nr 10). Na obydwu dystansach btad byt rowny 1 cm. Gestosé
badanej probki wynosita 30 kg-m, a Wigc niewiele w poréwnaniu do np. ptyty ceramicz-
nej o gestosci rownej ok. 340 kg-m3. Mimo wysokiego albedo (styropian miat bialy ko-
lor, a wigc teoretycznie dobrze odbijat $wiatlo) niska gestos¢ materiatu przetozyta si¢ na
duzy btad pomiaru odleglosci [Lambrou i Pantazis 2010]. Plyty styropianowe sa po-
wszechnie wykorzystywane w pracach budowlanych do ocieplania budynkow. Dlatego
wykonujac pomiary bezlustrowe do tego rodzaju powierzchni nalezy liczy¢ si¢ z btgdnym
wynikiem.

Tabela 2. Wzgledny btad pomiaru odlegtosci wyrazony w promilach

Blad wzgledny [%o] na dystansie:

Nazwa probki

20m 40m
0 Pryzmat 0,00 0,00
1 Plyta metalowa biata -0,15 -0,05
2  Plyta metalowa brazowa -0,15 -0,05
3 Plyta metalowa skorodowana -0,05 -0,02
4 Panel o fakturze drewna biaty, gtadki -0,10 0,00
5  Panel o fakturze drewna brazowy, gtadki -0,15 -0,05
6 Ptyta plastikowa czerwona -0,05 -0,05
8 Ptyta plastikowa czarna -0,05 -0,05
7  Plyta plastikowa zielona -0,15 0,02
9 Plyta plastikowa potprzezroczysta 6,15 2,47
10  Styropian 0,50 0,25
11  Ptyta drewniana, ciemna, szorstka 0,05 0,05
12 Plyta drewniana, jasna, szorstka -0,10 0,00
13 Ptyta drewniana, jasna, oszlifowana 0,00 0,00
14  Plyta drewniana pokryta kora -0,05 -0,02
15  Tektura biata, szorstka -0,05 -0,05
16  Tektura bezowa, szorstka -0,05 -0,05
17  Tektura szara, gtadka -0,05 -0,02
18  Ptyta szklana 0,15 -0,02
19  Ptyta ceramiczna, jasna 0,00 0,00
20  Plyta betonowa, czarna -0,05 -0,02
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Plyty tekturowe réwniez cechowatly si¢ stosunkowo niskg gestoscia (ok. 360 kg
m~3), jednak mierzone odleglosci byly obarczone niewielkim btedem (£0,05%o). Pokazuje
to, ze czynnikiem wptywajacym na odbijanie si¢ wiazki lasera jest nie tylko ggstosc, ale
réwniez struktura materiatu. Mimo ze styropian i tektura miaty podobng gesto$é, to tylko
pierwszy z wymienionych materialtow znaczaco zaburzyt pomiar. Wierzchnia warstwa
tektury byta gtadka, stad lepsze odbijanie wigzki promieniowania wystanej przez dal-
mierz [Lambrou i Pantazis 2010].

Plyta plastikowa o wysokiej przepuszczalnosci swiatta (probka nr 9) okazatla si¢
materiatem o najgorszych wlasciwosciach w odniesieniu do bezlustrowych pomiaréw od-
legtosci. Btad na mierzonych dystansach wynosil odpowiednio 6,15%o i 2,47%o. Wiazka
lasera nie odbita si¢ od ptyty, ale od operatora stojgcego za statywem. Jest to powszechny
problem w przypadku pomiaréw laserowych do tego typu powierzchni [Lenda i Buczek
2020].

Analizujac wyniki, mozna zauwazy¢, ze kolor probek nie byt czynnikiem znaczaco
wplywajacym na pomiary. Materiaty w jasnych kolorach (np. nr 1, 4, 12), jak i w ciem-
nych (np. 2, 5, 7, 11) zazwyczaj zanizaty wynik o ok. 2 mm. Beshr i Elnaga [2011] w swo-
jej pracy wskazuja, ze kolor w niewielkim stopniu wplywa na doktadno$¢ pomiaru odle-
glosci, Wedlug autoréw réznice miedzy pomiarem do tego samego materiatu w kolorze
biatym i czarnym wynosza jedynie ok. 0,2 mm na dystansie 40 m i zmniejszaja si¢ wraz
ze zmniejszajacy si¢ mierzong odlegloscia.

Nalezy podkresli¢, ze wykonane pomiary odleglosci (z wytaczeniem prébek nr 9
i 10) sa zgodne ze specyfikacjg urzadzenia. W przypadku pomiaréw bezlustrowyh dekla-
rowana dokladno$¢ wynosita £3 mm + 2 mm-km™ [Specyfikacja Sokkia]. Dodatkowo,
w wigkszosci przypadkéw mierzona odleglosé byta zanizona, podobne wyniki otrzymali
Lambrou i Pantazis [2010]. Pomiar odlegto$ci do dwoch probek znaczaco roznit si¢ od
warto$ci rzeczywistej. W przypadku probki nr 9 (ptyty plastikowej o wysokiej przepusz-
czalno$ci §wiatla) wysoki btad pomiaru odlegtosci byt uzasadniony, poniewaz wigzka
lasera nie zostata od niej odbita. Jednak w przypadku probki nr 10, czyli ptyty styropia-
nowej, pomiar byl obarczony btedem duzo wigkszym niz deklaruje to producent.

Whioski

1. Pomiary do wigkszos$ci badanych materiatdéw daty zanizone wyniki, jednak bledy
miescity si¢ w granicach btedu deklarowanego przez producenta urzadzenia (nie przekra-
czaty 3 mm).

2. Kolor powierzchni odbijajacej sygnal miat niewielki wptyw na doktadno$¢ po-
miaru. Pomiary do ciemnych i jasnych powierzchni nie réznity si¢ znaczgco.

3. Pomiary do materiatow o nier6wnej, chropowatej powierzchni byty obarczone
niewielkim bledem.

4. Ptyta styropianowa znacznie zaburzata pomiary odlegtosci, na obydwu mierzo-
nych dystansach btad byt réwny 1 cm, byl wiec wigkszy niz maksymalny blad deklaro-
wany przez producenta sprzetu.

5. W przypadku pomiaréw do plyty o wysokiej przepuszczalnosci swiatla wigzka
lasera przechodzita przez materiat i odbijala si¢ od obiektow znajdujacych si¢ za
statywem.
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Ocena mozliwosci wykorzystania metody ISSR
do analizy zréznicowania wewnatrzgatunkowego
Puccinia graminis f. sp. avenae

Assessment of the possibility of using ISSR method to analysis
the intraspecific diversity of Puccinia graminis f. sp. Avenae

Owies zwyczajny (Avena sativa L.) jest przedstawicielem rodzaju Avena nalezg-
cego do rodziny traw (Poaceae), podrodziny wiechlinowatych (Poaeoideae) i plemienia
owsowatych (Aveneae). Produkcja owsa stanowi 1% §wiatowej produkcji zboz, w2019 r.
byto to ok. 23,1 mln ton, a jednym z czolowych producentéw tego zboza jest Polska
[https://www.fao.org]. A. sativa jest rosling jednoroczna, wystepujaca w dwoch for-
mach: jarej i ozimej, r6znigcych si¢ miedzy soba okresem wegetacji. W Polsce najcze-
$ciej uprawia si¢ odmiany jare. Najwazniejszym wymaganiami w uprawie sa wilgot-
no$¢ oraz dostepnos$¢ w glebie niezbednych sktadnikéw pokarmowych, takich jak: azot,
fosfor i potas. Ze wzgledu na niskie wymagania uprawne oraz temperaturowe owies
jest jednym z najczes$ciej uprawianych zboz w Polsce [Gasiorowski 1995, Zarzecka i
in. 2018]. Owies wykorzystywany jest jako pasza dla zwierzat, a dzi¢ki odkryciu jego
korzystnych wlasciwosci wzmocnito sie jego znaczenie w zywieniu ludzi oraz w ko-
smetologii i medycynie. Pomaga zapobiega¢ chorobom serca, dlatego w potowie lat 80.
XX wieku zostal uznany za zdrowa zywno$¢ [Butt i in. 2008]. Ze wzgledu na mniejsza
zawarto$¢ weglowodanow oraz rozpuszczalnych cukréw i dekstryn owies uwazany jest
za najzdrowsze zboze. Stanowi alternatywe dla 0so6b chorych na celiakie, poniewaz nie
zawiera glutenu. Dzieki wysokiej zawarto$ci btonnika pokarmowego znacznie popra-
wia perystaltyke jelit, a takze powoduje redukcje cholesterolu we krwi ze wzglgdu na
obecno$é¢ B-glukandéw. Produkty owsiane zaliczane sg do zywnos$ci funkcjonalnej
dzigki duzej zawartosci substancji odzywczych oraz niwelowaniu ryzyka chorob cywi-
lizacyjnych, takich jak: cukrzyca typu II, otyto$¢ oraz choroby uktadu krazenia [Gibin-
ski i in. 2005, Nazareno i in. 2018].

Owies postrzegany jest jako odporny na wiele choréb, jednak zakazenie przez pa-
togeny znaczaco wptywa na obnizenie jakos$ci 1 wielkosci jego plonu. Do najbardziej roz-
powszechnionych choréb owsa mozna zaliczy¢ maczniaka prawdziwego, rdz¢ koronowa,
wirusa zo6ttej kartowatosci, gtownie, zgorzel podstawy zdzbla, a takze rdze¢ zdzbtowa
powodowang przez Puccinia graminis Pers. f. sp. avenae Eriks. & E. Henn. (Pga)
[Gorny 2004].

Zakres zywicieli P. graminis obejmuje 365 gatunkow zbdz i traw. Gatunek ten
dzieli si¢ na r6zne formy specjalne (sp.), z ktorych kazda jest przystosowana do okreslo-
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nego zywiciela lub grupy zywicieli. Rdza zdzbtowa wystepuje zarowno na owsie upraw-
nym, jak i dzikim. P. graminis f. sp. avenae jest obligatoryjnym biotrofem, wystepuje
W pigciu stadiach rozwojowych i atakuje glownie zdzbta, cho¢ niekiedy rowniez inne
cze$ci nadziemne, takie jak blaszki liSciowe oraz plewy [Berlin i in. 2013].

W wyniku infekcji na owsie poczatkowo tworza si¢ niewielkie zmiany chloro-
tyczne, ktore po 8—10 dniach od poczatku infekcji pgkaja, uwalniajac czerwone uredinio-
spory [Leonard i Szabo 2005]. Gdy okres wegetacji owsa dobiega kofica, w miejscu ure-
diniospor powstaja czarne, dikariotyczne, dwukomorkowe zarodniki przetrwalnikowe —
tzw. teliospory. W kazdej z komoérek szybko zachodzi proces kariogamii, w wyniku czego
powstaja komorki diploidalne. Proces ten przyczynia si¢ do powstania nowej zmiennosci
genetycznej i pojawienia si¢ nowej wirulencji. Teliospory zimuja w resztkach pozniw-
nych. Wiosng zaczynaja kietkowa¢ w przedgrzybnig, w ktorej diploidalne jadra przecho-
dza mejoze i tworzg si¢ haploidalne basidiospory. Infekujg one wytacznie gospodarza
posredniego, krzew berberysu (Berberis spp.) lub mahonii (Mahonia spp.), ktory jest nie-
zbedny do przeprowadzenia kompletnego cyklu rozwojowego patogenu.

Efektem porazenia roslin berberysu jest wytworzenie spermogonii ze strzepkami
chwytnymi (receptorami) i spermacjami zawierajacymi jadro ,,+” lub ,,—”. Spermacja zo-
staja przemieszczone na kompatybilne receptory, dochodzi do zaptodnienia i formuje si¢
strzepka, ktora rozwija si¢ w kierunku dolnej powierzchni liscia berberysu lub mahonii,
a nastepnie przeksztalca w ecjum. W strukturze tej powstaja ecjospory — dikariotyczne
zarodniki zawierajace jadra ,,+” i ,—7, ktore posiadajg zrekombinowany material gene-
tyczny i infekujg wrazliwe formy owsa z wytworzeniem dikariotycznych uredinii z jed-
nokomorkowymi urediniosporami. W ten sposdb powstaja nowe patotypy, ktore moga
r6zni¢ si¢ od siebie wirulencja 1 agresywnoscig [Agrios 2005, Chaves i in. 2008, Chong
2003, Harder i Haber 1992, Kryczynski i Weber 2010].

W regionach o odpowiedniej wilgotnosci w lecie i tagodnych zimach, P. grami-
nis moze utrzymywac si¢ w fazie uredinialnej (bezptciowej) na zbozach ozimych, na sa-
mosiewach zbozowych lub podatnych dzikich trawach [Chaves i in. 2013]. Populacje
tego grzyba rozprzestrzeniaja si¢ w bardzo szybkim czasie oraz na duze odleglosci, co
sprawia, ze wystepuje na rozleglym obszarze powodujac znaczne starty plonow [Leonard
i Szabo 2005]. Zagrozenie P. graminis dla globalnego bezpieczenstwa zywnosciowego
jest dodatkowo zwiekszone przez zdolnos¢ do szybkiej ewolucji nowych ras o zwigkszo-
nej wirulencji [Bartaula i in. 2018]. Badania biologii gatunku P. graminis wskazuja, ze
W jego obrgbie wystepuje zroznicowanie rasowe, objawiajace si¢ przede wszystkim roz-
nym stopniem wirulencji.

Jednym z rodzajow markeréw molekularnych umozliwiajacych badanie polimorfi-
zmu w obrebie roznych gatunkow sg markery ISSR. W technice ISSR, bedacej modyfi-
kacja PCR, amplifikacji ulegajg fragmenty DNA potozone pomiedzy sekwencjami mi-
krosatelitarnymi zorganizowanymi w przeciwlegtych kierunkach. Fragmenty te charak-
teryzujg si¢ szybkim tempem ewolucyjnym, dzigki czemu wykazujag wysoki poziom
zmiennoS$ci [Zietkiewicz i in. 1994].

Markery ISSR nalezg do grupy markeréw dominujacych, shuzg do oceny polimor-
fizmu w obrebie badanego gatunku. Wynika on z mutacji, insercji lub delecji w obrgbie
sekwencji mikrosatelitarnych. Wymienione zmiany skutkuja obecnoscia lub brakiem pro-
duktu na Zelu w postaci prazka. Amplifikowane produkty maja zwykle 2002000 pz dtu-
gosci. Mozliwa jest ich detekcja zaréwno z uzyciem elektroforezy w zelu agarozowym
jak i poliakrylamidowym. Metoda ISSR jest metodg prosts, szybka oraz odznaczajacg si¢
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wysoka powtarzalnoscig. Do przeprowadzenia analizy wymagana jest niewielka ilo$¢
materiatu wyjsciowego [Bolc 2020, Szucko i in. 2012].

Na duze zréznicowanie w obrebie formy specjalnej patogenu oprocz zmiennosci
osobniczej ma wptyw réwniez zmienno$¢ wystepujaca w obrebie populacji, bedaca kon-
sekwencja presji selekcyjnej i doboru naturalnego, migracji, a takze dryfu genetycznego
[Kryczynski i Weber 2010]. Ponizsza praca koncentruje si¢ na ocenie przydatnosci mar-
kerow ISSR do badania zréznicowania genetycznego w obrebie P. graminis f. sp. avenae.
Metoda ta dotychczas nie byla wykorzystywana do analiz molekularnych polimorfizmu
DNA tego chorobotworczego grzyba.

Material i metody

W badaniach wykorzystano po dwa izolaty P. graminis f. sp. avenae z Buslar, Czer-
nina, Polanowic, Kotobrzegu i Czestawic, oraz jeden z Aberystwyth w Wielkiej Brytanii
(tab. 1). Izolaty pochodzace z pojedynczego zarodnika wyodrebniono z zebranych popu-
lacji poprzez 5-krotne pasazowanie. Pasazowanie prowadzono na fragmentach lisci
10-dniowych siewek owsa odmiany Kasztan wytozonych na szalki Petriego wypetnione
agarem (0,6%) z dodatkiem benzimidazolu (3,4 mM). Szalki inokulowano zarodnikami
z poszczegolnych lokalizacji, a nastgpnie umieszczano na 10 dni w fitotronie, w tempe-
raturze 17°C przy kontrolowanym nat¢zeniu $wiatta 4 kLx i wilgotnosci powietrza 70%.

Tabela 1. Charakterystyka populacji i izolatow Puccinia graminis f. sp. avenae
wykorzystanych do analizy

Lp. | Nazwa Poziom wyrdéwnania | Lokalizacja Kraj pochodzenia
1. B.1 izolat Buslary Polska

2. B.2 izolat Buslary Polska

3. C.l izolat Czernin Polska

4, C.2 izolat Czernin Polska

5. K.l izolat Kotobrzeg Polska

6. K.2 izolat Kotobrzeg Polska

7. Cz1 izolat Czestawice Polska

8. Cz.2 izolat Czestawice Polska

9. P.1 izolat Polanowice Polska

10. | P.2 izolat Polanowice Polska

11. | Aber izolat Aberystwyth Wielka Brytania

Po zebraniu odpowiedniej ilosci zarodnikow ok. 0,05 g przeprowadzono izolacje
catkowitego DNA z wykorzystaniem zestawu Plant & Fungi DNA Purification Kit. Przed
wykonaniem izolacji na mikrokolumny naniesiono 40 pl buforu aktywacyjnego Buffer P
i pozostawiono w temperaturze pokojowej do chwili naniesienia lizatu na kolumng. Za-
rodniki zhomogenizowano w cieklym azocie z wykorzystaniem mozdzierza i thuczka.
Uzyskany materiat przeniesiono do 2 ml probowki typu Eppendorf. Osad zawieszono
w 400 pl buforu Lyse F w celu osadzenia rozdrobnionej tkanki na dnie probéwki. Do za-
wiesiny dodano 3 pl RNase A i 10 pl Proteinase K. Zworteksowano i inkubowano 30 min
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w temperaturze 65°C. Podczas inkubacji mieszaning dwukrotnie mieszano. Dodano
130 pl buforu AC, doktadnie wymieszano przez inwersje i inkubowano 5 min na lodzie.
Wirowano 10 min z predkoscig 15 000 x g. Znad osadu zebrano 400 ul supernatantu, prze-
niesiono do nowej probowki, a nastepnie dodano 350 pl buforu Sol P 1 250 ul 96% etanolu.
Wymieszano przez inwersj¢ oraz zwirowano przez 1 min z predkoscia 14 000 x g. Po zwi-
rowaniu przeniesiono 600 pl supernatantu do minikolumny, znajdujgcej si¢ w probowce
odbierajacej. Zwirowano przez 1 min z predkoscia 14 000 x g. Wyjeto kolumne, wylano
przesacz, a nastepnie umieszczono minikolumng z powrotem w prébee odbierajacej. Po-
zostaly supernatant przeniesiono do minikolumny. Zwirowano przez 1 min z predkoscia
14 000 x g. Wylano przesacz, a minikolumne¢ umieszczono z powrotem w probéwce od-
bierajacej. Dodano 500 pl buforu pluczacego Wash PX i zwirowano przez 1 min z pred-
kosScig 14000 x g. Wirowanie powtorzono dwukrotnie. Minikolumng umieszczono w no-
wej probowce typu Eppendorf 1,5 ml. Dodano 120 pl buforu Elution (10 mM Tris-HCI,
pH 8,5) ogrzanego do temperatury 80°C. Minikolumn¢ pozostawiono na 3 min w tempe-
raturze pokojowej, a nast¢gpnie zwirowano przez 1 min 14 000 x g, w celu zwigkszenia
wydajnosci izolacji. DNA gotowe do dalszych analiz, zamrozono w temperaturze —20°C.

Ocena stgzenia i czystosci DNA przeprowadzona zostata przy uzyciu spektrofoto-
metru Nanodrop, dla proby o objgtosci 1 pl. Na podstawie otrzymanych wynikéw wyko-
nano rozcienczenia wszystkich probek do jednakowego stezenia 10 ng/ul. Nastepnie
przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym. Do rozdziatu wy-
korzystano zestaw do elektroforezy poziomej Agagel Maxi (Biometra). Rozdziat prze-
prowadzono w buforze 1 x TBE przez 1,5 godz. przy napigciu 120 V. Efekt rozdziatu
zwizualizowano w $§wietle UV i udokumentowano przy uzyciu aparatu fotograficznego.

W celu amplifikacji regionéw miedzymikrosatelitarnych przeprowadzono reakcje
PCR z zastosowaniem 80 starterow ISSR. We wstepnej analizie amplifikacja prowadzona
byta na dwoch wybranych losowo probach DNA. Na podstawie uzyskanych elektrofore-
gramow wytypowano 13 starterow, ktore wykorzystano do przeprowadzenia dalszych
analiz (tab. 2). W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 12 pl wchodzity: 1 x bufor do
PCR (75 mM Tris-HCI pH 8,8; 20 mM (NH4),SQ4, 0,01% Tween 20) (Thermo Fischer);
200 pM kazdego dNTP; 5 pM startera; 1,5 mM MgCly; 20 ng genomowego DNA,
0,5 U Dream Taq Polymerase (Thermo Fischer). Reakcje amplifikacji prowadzono w ter-
mocyklerze TProfessional Basic firmy Biometra®, stosujac nastepujacy profil termiczny:
wstepna denaturacja przez 7 min. W 94°C, 36 cykli: denaturacja 94°C — 30 s, przylacza-
nie starterow: trzy pierwsze cykle 54°C — 45 s, trzy kolejne cykle 53°C — 45 s i 30 cykli
52°C —45 s, wydtuzanie starterow 72°C — 1 min, z koficowg inkubacja 7 min w 72°C.

W celu wizualizacji produktow reakcji i identyfikacji mozliwych polimorfizméw
przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny. Elektroforezg przeprowadzono w 1,5% zelu
agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA) przez
1,5 godz. przy napieciu 120 V. Produkty rozdzielone na zelu wizualizowano w $wietle UV
na transiluminatorze, a nast¢pnie dokumentowano przy uzyciu aparatu fotograficznego.

W celu okreslenia polimorfizmu wystepowanie prazka potraktowano jako pojedyn-
czg ceche i przypisano jej warto$¢ w systemie 0/1. Otrzymang matryce¢ poddano analizie
statystycznej w programie PAST 4.0 [Hammer i in. 2001]. Oceniono dystans genetyczny,
stosujac wspotczynnik Dice’a [Dice 1945] i przeprowadzono grupowanie metoda
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) z testowaniem wiary-
godnosci metodg bootstrap (1000) oraz analize koordynat gtéwnych metodg PCoA (Prin-
cipal Coordinate Analysis).
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Wyniki i dyskusja

Markery ISSR z powodzeniem wykorzystywano do oceny polimorfizmu w obrebie
niektorych gatunkoéw z rodzaju Puccinia Pers. Unartngam i in. [2011] zastosowali metodg
ISSR do oceny zréznicowania genetycznego 31 izolatow amerykanskiej rdzy kukurydzy
(P. polysora) pobranych z linii wsobnych Zea mays L. w Tajlandii. Dinu i in. [2014]
wykorzystali ISSR do detekcji molekularnego polimorfizmu rdzy brunatnej pszenicy
(P. triticina) wystepujacej w Rumunii. Technika ISSR ma wiele zalet, taczy korzysci SSR
z uniwersalnosciag RAPD, jednak do tej pory nie byta wykorzystywana w badaniach nad
zréznicowaniem genetycznym rdzy zdzbtowej owsa, dlatego w podj¢to niniejsze badania.

W celu oceny mozliwo$é wykorzystania metody ISSR do analizy polimorfizmu
DNA Puccinia graminis f. sp. avenae przeprowadzono wstepne reakcje z DNA dwoch
losowo wybranych izolatow, aby zidentyfikowa¢ sposrod 80 testowanych starterow ISSR
te, ktore inicjowaty amplifikacj¢ najwickszej ilosci tatwo rozréznialnych produktow. Wy-
typowano startery: ISSR 1, ISSR 6, ISSR 17, ISSR 33, ISSR 42, ISSR 45, ISSR 46,
ISSR 47, ISSR 54, ISSR 86, ISSR 87, ISSR 89 oraz ISSR 90 (tab. 2), ktore wykorzystano
do reakcji PCR-ISSR, stosujac jako matryce DNA 11 izolatow P. graminis.

Tabela 2. Charakterystyka polimorfizmu zidentyfikowanego metoda ISSR

. Liczba fragmentow
Lp Starter Sek\fven,qa . Polimor- Monomor- .
53 Catkowita ficznych ficznych Specyficznych

1. |ISSR1 (AG)sG 19 17 3 1
2. |ISSR6 (GT)sC 42 42 0 22
3. |ISSR17 (GA)sYC 22 22 0 6
4. |ISSR33 (AG)sT 20 19 1 4
5. |ISSR42 (AG)sYA 36 36 0 12
6. |ISSR45 (GA)sT 16 16 0 6
7. |ISSR46 (GA)1A 11 11 0 2
8. |ISSR47 (CA)sA 9 9 0 1
9. |ISSR54 (CT)eT 10 10 0 1
10. |ISSR86 (CA)sT 16 15 1 7
11. | ISSR87 (GT)sT 13 13 0 3
12. |ISSR89 (GT)sYC 22 22 0 9
13. |ISSR90 (GT)sYG 18 17 1 11

Suma 254 249 6 85

Srednia 19,5 19,2 0,5 6,5

% 100 98,0 2,4 335

Trzynascie starterow ISSR inicjowato amplifikacje facznie 254 fragmentow DNA,
z ktorych az 249 (98%) byto polimorficznych (tab. 2). Srednio na starter przypadato
20 amplikondéw o wielkosci od 220 do 3200 pz. Najwickszg ilos¢ zamplifikowanych frag-
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mentow obserwowano w przypadku startera ISSR6, jednoczesnie z tym starterem uzy-
skano najwicksza ilo$¢ fragmentow polimorficznych. Liczba produktow monomorficz-
nych byla niewielka i stwierdzono maksymalnie 6 produktéw (2,4%). Badane startery
inicjowaty rowniez amplifikacje 85 produktéw specyficznych dla P. graminis, ktore sta-
nowity 33,5% wszystkich fragmentow. Najwicksza liczbg fragmentow specyficznych za-
obserwowano rowniez w przypadku reakcji ze starterem ISSR6.

Na podstawie polimorfizmu zidentyfikowanego metoda ISSR-PCR dla 11 bada-
nych izolatéw okreslono ich podobienstwo genetyczne. Srednia warto$¢ podobienstwa
wynosita 0,390, wahajac si¢ od 0,156 pomigdzy B.1 a P.2 do 0,793 pomigdzy P.1 i P.2
(tab. 3). Postugujac sie uzyskanymi wynikami, skonstruowano dendrogram z wykorzy-
staniem metody UPGMA (ryc. 1). Na dendrogramie wyodrebniono cztery grupy skupien.
Wspolnemu grupowaniu ulegly izolaty z Polanowic (P.1 i P.2) oraz Czestawic (Cz.1
i Cz.2). Kolejny klaster stanowity izolaty pochodzace z Buslar (B.2, B.2), Czernina (C.1,
C.2)iKotobrzegu (K.1, K.2). Izolat z Aberystwyth w Wielkiej Brytanii ulegt grupowaniu
z izolatami z Czestawic, jednak podobienstwo pomigedzy tymi genotypami byto na niskim
poziomie.
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Ryc. 1. Dendogram badanych izolatow Puccinia graminis uzyskany metoda UPGMA w oparciu
0 polimorfizm identyfikowany za pomoca metody ISSR-PCR

Analiza sktadowych gtownych (PCoA) byta zgodna z wynikami UPGMA (ryc. 2).
Dwie pierwsze sktadowe thumacza 68% zmienno$ci. Wykres obrazuje podobienstwo po-
miedzy izolatami pochodzacymi z tego samego regionu.
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Tabela 3. Matryca indeksow podobienstwa genetycznego Dice’a (pomigdzy analizowanymi
izolatami i populacjami Puccinia graminis f. sp. avenae okreslonymi na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego metodg ISSR

B.1 B.2 Cl C.2 K.1 K2 |Cz1l [Cz2 |P1 p.2 Aber
B.1
B.2 0,690
Cl 0,620 |0,686
C.2 0,598 |0.656 | 0,681
K.l 0,535 |0,594 |0,545 | 0,690
K.2 0,588 |0,615|0,603 |0,672 |0,792
Cz.1 0,241 |0,252 0,281 |0,309 | 0,361 | 0,400
Cz.2 0,234 |0,197 |0,232 |0,270 (0,338 |0,359 (0,650
P.1 0,203 |0,228 | 0,242 {0,288 {0,319 |0,323 | 0,292 | 0,340
P.2 0,156 |0,187 | 0,206 |0,322 {0,261 (0,276 |0,313 | 0,307 | 0,793
Aber 0,190 |0,204 |0,235 |0,227 {0,238 {0,238 |0,318 | 0,370 |0,321 | 0,342
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Coord. 1 (47% of total variation)

Ryec. 2. Analiza PCoA badanych izolatéw Puccinia graminis na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego za pomoca metody ISSR-PCR

Na podstawie przeprowadzonych badan molekularnych mozna stwierdzi¢, ze 11 ba-
danych izolatoéw o zréznicowanym pochodzeniu geograficznym wykazywato wysoki po-
limorfizm na poziomie ok. 98%, a okreslony na podstawie wspotczynnika Dice’a dystans
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genetyczny wyniost Srednio 0,39, wahajac si¢ od 0,156 do 0,793. Izolaty pochodzace
z jednego regionu byty do siebie bardziej podobne genetycznie niz izolaty pochodzace
z terenéw oddalonych, co obrazowaly zaréwno dendrogram UPGMA, jak i analiza
PCoA. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze metoda ISSR-PCR jest efektywna i z powo-
dzeniem moze by¢ wykorzystywana do badania polimorfizmu i oceny zr6znicowania ge-
netycznego w obrgbie gatunku P. graminis f. sp. avenae.

Bibliografia

Agrios G., 2005. Plant Pathology, 5th ed. Elsevier, London.

Bartaula R., Melo A.T.O., Connolly, B.A., Jin, Y., Hale, 1., 2018. An interspecific barberry hybrid
enables genetic dissection of non-host resistance to the stem rust pathogen Puccinia graminis.
J. Exp. Bot. 69(10), 2483-2493.

Berlin A., Samils B., Djurle A., Wirsén H., Szabo L., Yuen J., 2013. Disease development and
genotypic diversity of Puccinia graminis f. sp. avenae in Swedish oat fields. Plant Pathol. 62(1),
32-40.

Bolc P., 2020. Charakterystyka wybranych markerow molekularnych. Biul. Inst. Hod. Aklim. Ro-
$lin 290, 27-32.

Butt M.S., Tahir-Nadeem M., Khan M.K.1., Shabir R., Butt M.S., 2008. Oat: Unique among the
cereals. Eur. J. Nutr. 47(2), 68-79.

Chaves M.S., Martinelli J.A., Wesp-Guterres C., Graichen F.A.S., Brammer S.P., Scagliusi S.M.,
da Silva P.R., Wietholter P., Torres G.A.M., Lau E.Y., Consoli L., Chaves A.L.S., 2013. The
importance for food security of maintaining rust resistance in wheat. Food Secur. 5(2),
157-176.

Chaves M.S., Martinelli J.A., Wesp C. de L., Graichen F.A.S., 2008. The cereal rusts: an overview.
Pest Technol. 2, 38-55.

Chong J., 2003. Disease of Oat. W: Diseases of Field Crops in Canada, Bailey, K., Gossen, B.,
Gugel, R., Morrall, R. (red.). CPS Press, Saskatoon, 74-88.

Dice L.R., 1945. Measures of the amount of ecologic association between species. Ecology 26(3),
297-302.

Dinu A.-D., Diguta C., Ciuca M., Ursu L., Cornea C., 2014. Detection of Molecular Polymorphism
of Puccinia Triticina from Wheat in Romania. Sci. Bull. Ser. F. Biotechnol. 18.

Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) Statistics division. URL
www.fao.org [dostep: 20.03.21].

Gasiorowski H., 1995. Charakterystyka ogdlna. W: Owies: chemia i technologia. PWRIL, Poznan,
47-102.

Gibinski M., Gumul D., Korus J., 2005. Prozdrowotne wlasciwosci owsa i produktow owsianych.
Zywnos¢. ZNTJ 4(45), 49-60.

Gorny A.G., 2004. Zarys genetyki owsa (rodzaj Avena L.). W: Zarys genetyki zb6z, Gorny, A.G.
(red.). IGR PAN, Poznan, 311-422.

Hammer @., Harper D.A.T., Ryan P.D., 2001. PAST: Paleontological Statistics Software Package
for education and data analysis. Palaeontol. Electron. 4(4), 1-9.

Harder D.E., Haber S., 1992. Oat diseases and pathological techniques. W: Marshall H.G., Sorrells
M.E. (red.), Oat Science and Technology — Agronomy Monograph, 33. Madison, 307-425.

https://www.fao.org

Kryczynski S., Weber Z., 2010. Fitopatologia. Choroby roslin uprawnych, t. 2. PWRIL, Poznaf.

Leonard K.J., Szabo L.J., 2005. Stem rust of small grains and grasses caused by Puccinia
graminis. Mol. Plant Pathol. 6(2), 99-111.

Nazareno E.S., Li F., Smith M., Park R.F., Kianian S.F., Figueroa M., 2018. Puccinia coronata f.

sp. avenae: a threat to global oat production. Mol. Plant Pathol. 19(5), 1047-1060.

63



Szuc¢ko 1., Achrem M., Kalinka A., 2012. Charakterystyka i zastosowanie SSR oraz ISSR w bada-
niach genomow ro$linnych. Kosmos 61(297), 597-602.

Unartngam J., Janruang P., To-anan Ch., 2011. Genetic Diversity of Puccinia polysora in Thailand
based on Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers analysis. J. Agric. Technol. 7(4),
1125-1137.

Zarzecka K., Gugata M., Mystkowska I., Baranowska A., Sikorska A., Zarzecka M., 2018. Odzyw-
cze i prozdrowotne wlasciwosci ziarna owsa i przetworow owsianych. Kosmos 67(2), 409-414.

Zigtkiewicz E., Rafalski A., Labuda D., 1994. Genome Fingerprinting by Simple Sequence Repeat
(SSR)-Anchored Polymerase Chain Reaction Amplification. Genomics 20(2), 176-183.



Maciej Kolodziejczyk!, Natalia Korcz=?

Oglawianie drzew, niewiedza czy celowe dzialanie?
Tree limbing, ignorance or deliberate action?

Ogtowienie jest zabiegiem likwidujacym rozpieranie (gatezie duzego pokroju), sto-
sowanym w hodowli lasu jako element pielegnacji drzewostanu [Siewniak 1987, Ko-
smala 2006, Tokarska i Osyczka 2011]. Dzi¢ki ogltawianiu drzew pozyskiwano kiedy$
miode pedy wierzchotkowe z przeznaczaniem na karme dla zwierzat, ze wzgledu na
cenne wartosci pokarmowe [Sokot 2009], jak rowniez w celach dekoracyjnych z prze-
znaczeniem florystycznym [Marciniak 2019]. Na terenach zurbanizowanych procesy
oglawiania dojrzatych drzew wykonywane sg pod nazwa ,,ci¢¢ korygujacych” gtownie
w celach estetycznych, aby uzyskac okreslona, czgsto sztuczna forme drzewa, jak row-
niez w celach zachowania bezpieczenstwa, ograniczajac intensywny rozrost konarow
[Suchocka i Blaszczyk 2015]. Oglowione drzewa wypuszczaja bardzo duza ilos¢ nowych
pedow z pakow ponizej ran. Z czasem stajg si¢ one niebezpieczne, poniewaz nie sa do-
statecznie trwale zro$nigte z pniem, jak w przypadku gatezi pierwotnych. Drzewo w celu
zaleczenia powstatych ran wytwarza duza ilos¢ substancji, ktore przyciagaja szkodniki
[Kosmala 2006]. Reakcja drzew na ciecie zalezna jest od gatunku. Niemniej znaczny roz-
miar ci¢¢ powoduje pogorszenie stanu zdrowotnego drzewa, obnizenie jego zywotnosci,
a nawet zamieranie [Suchocka i Btaszczyk 2015, Kujawa i in. 2017]. Rozwdj patogenow
i rozktad drewna powoduja obnizenie zdrowotnosci i zywotnosci drzew oraz wptywaja
na pogorszenie ich wlasciwosci statycznych [Kosmala 2006]. Reakcje drzew polegaja na
uruchomieniu zespotu reakcji obronnych, takich jak:

— rozwoj tkanek drzewnych (gojenie powierzchniowe),

— fizjologiczne ograniczenie rozwoju grzybow poprzez wydzielanie zwigzkow che-
micznych w rejonie rany i ich indukcje do glebszych warstw komorek (aktywno$¢ che-
miczna tkanek w obrebie rany),

— likwidacje droznosci naczyn i cewek (blokada),

— regeneracyjny przyrost pedow z uaktywnionych paczkoéw $piacych (zaggszczenie
korony) [Szewczyk 2012].

Celem badan byto poznanie opinii spotecznej w kwestii przeprowadzania intensyw-
nych cig¢ drzew tworzacych zwartg zielen miejska.
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Material i metody

Narzedziem badawczym byta ankieta sktadajaca si¢ z czterech pytan ilosciowych.
Ankiete oparto na fotografiach nastepujacych drzew: klon zwyczajny (Acer platanoides
L.), topola osika (Populus tremula L.) oraz kasztanowiec pospolity (Aesculus hippoca-
stanum L.), na ktorych przeprowadzono inwazyjne cigcia przekraczajace dopuszczalna
redukcj¢ aparatu asymilacyjnego. Po zapoznaniu si¢ z fotografiami przedstawiajacymi
rozne pokroje drzew po wykonaniu zabiegu oglawiania (ryc. 1) respondenci mieli za za-
danie odpowiedzie¢ na nastgpujace pytania:

— Czy wie Pan/Pani na czym polega zabieg ,,ogltawiania drzew”?

— Czy uwaza Pan/Pani, Ze cigcia przedstawione na powyzszych zdjeciach zostaty
wykonane prawidtowo?

— Czy Pana/Pani zdaniem redukcja pni, konarow oraz gatezi drzewa w tak duzym
stopniu wptywa na poprawe bezpieczenstwa w aglomeracjach miejskich?

— Czy Pana/Pani zdaniem tak poprowadzone ci¢cia wptywaja na poprawe estetyki
drzewa, a tym samym Twojego miejsca zamieszkania?

Ryc. 1. Zdjecia drzew po zabiegu oglawiania wykorzystane w badaniu
(A. topola osika, B. klon zwyczajny, C. kasztanowiec pospolity)

Dodatkowo respondentow pytano o pte¢ oraz miejsce zamieszkania. Ankiete prze-
prowadzono online w aplikacji Microsoft Forms ze wzgledu na trwajaca pandemig
SARS-CoV-2. Opracowang ankiete udostepniono na portalu spotecznosciowym Face-
book, aby dotrze¢ do jak najwigkszej liczby osob. Fotografie wykorzystane w ankiecie
wykonano w miescie Konskie, potozonym na pétnocnym skraju Wyzyny Kielecko-San-
domierskiej w wojewodztwie swietokrzyskim, przy ul. 1 Maja oraz ul. Sportowej.
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Wyniki i dyskusja
W badaniu wzi¢to udziat 227 os6b, w tym 157 kobiet oraz 69 me¢zczyzn. Najwigcej

0s0b zamieszkiwato tereny wiejskie — 41,90%, najmniej za$ miejscowosci liczace od
20 tys. mieszkancow do 100 tys. mieszkancow — 13,20% (ryc. 2).

45,00%
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40,00%
w  35,00%
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g 3000%
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Wies Miasto powyzej 100 Miasto ponizej 20 tys. Miasto od 20 tys. do

tys. mieszkancow mieszkancow 100 tys. mieszkancow

Ryc. 2. Miejsce zamieszkania respondentéw

Wigkszo$¢ ankietowanych — 61,1% spotkala si¢ po raz pierwszy z terminem ,,0gla-
wianie drzew” (ryc. 3), co znalazlo potwierdzenie w innych pracach [Kosmala 2006,
Szczepanowska 2008]. Jest to termin specjalistyczny powszechnie uzywany w lesnictwie,
urbanistyce, czy w architekturze krajobrazu.

Na pytanie o poprawne wykonanie zabiegu 46,3% badanych twierdzi, Ze cigcia nie
zostaty prawidtowo wykonane, 36,8% nie ma w tej kwestii zdania, a tylko 15% stwierdza
pelng poprawno$¢ zabiegu (ryc. 4). Respondenci slusznie zauwazyli, iz cigcia ogranicza-
jace wzrost koron drzew nie zostaty wykonane prawidtowo (ryc. 4), co znalazto potwier-
dzenie w pracy Szczepanowskiej [2008]. Autorka podkresla, ze zielen przydrozna trak-
towana jest marginalnie, co skutkuje licznymi blgdami dotyczacymi ci¢é¢ niedostosowa-
nych do gatunkéw drzew i wpltywa zaré6wno na sztuczne formowanie koron, jak i na kon-
dycje zdrowotnag drzew. Zabieg ten jest sukcesywnie wykonywany w znacznej czesci
aglomeracji miejskich w kraju. Tego typu cigcie, ktore w bardzo nagly sposob pozbawia
drzewo aparatu asymilacyjnego, tj. srodkow do zycia, jest narazone na infekcje roznora-
kich chordb, szczegolnie patogendw grzybiczych, zrakowacen oraz wyksztatcenie jako-
$ciowo stabych pedow z pakow uspionych [Kosmala 2006, Tokarska i Osyczka 2011].
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= Tak = Nie

Ryec. 3. Preferencje respondentow dotyczace znajomosci terminu ,,ogtawianie drzew”

= Tak = Nie = Nie mam zdania

Ryec. 4. Preferencje respondentéw dotyczace prawidlowosci wykonania zabiegu ogtawiania

Wsrod respondentow 41,8% potwierdza, iz drzewa oglowione sg bardziej bez-
pieczne, 23,10% ankietowanych nie ma w tej kwestii zdania (ryc. 5). Zdaniem Kosmala
[2006] zabieg ogtawiania nie wyptywa na bezpieczenstwo przechodniow czy na bezpie-
czenstwo wzdtuz drog, poniewaz bezpieczenstwo w ruchu w gtdéwnej mierze zalezne jest
od czynnika ludzkiego. Niestety to mylne przekonanie o danym zabiegu mozna zaobser-
wowa¢ w naszych wynikach. Az 41,80% ankietowanych uwaza, ze przycinanie koron
drzew wplywa na bezpieczenstwo (ryc. 5).
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= Tak = Nie = Nie mam zdania

Ryc. 5. Preferencje respondentow dotyczace bezpieczenstwa po wykonaniu zabiegu ogltawiania

—

= Tak = Nie = Nie mam zdania

Ryc. 6. Preferencje respondentow dotyczace estetyki drzew dotknigtych cigciami oglawiajacymi

Dwadzie$cia trzy procent ankietowanych przyznaje, iz drzewa, na ktorych przepro-
wadzono cigcia oglawiajgce, sg atrakcyjne wizualnie oraz poprawiaja wyglad ich miejsca
zamieszkania, 66,4% stwierdza brak estetycznego aspektu w tego typu cigciach, zas 11%
wyraza brak zdania w danej kwestii (ryc. 6). Drzewa oprocz poprawy waloréw Krajobra-
zowych w aglomeracjach miejskich maja wlasciwosci pochtaniania dwutlenku wegla
i wydzielania tlenu, a takze zatrzymywania pytow i kurzu [Tokarska i Osyczka 2011].
Nasze wyniki badan znalazty potwierdzenie w pracach Kujawa i in. [2017] i Mrugalskiej
[2011] w kontekscie tego, iz okrzesywanie drzew nie wptywa na walory estetyczne kra-
jobrazoéw miejskich (ryc. 6). Baranowski [2008] podkresla, ze na przetomie ostatnich lat
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odbywa si¢ masowa wycinka i niszczenie drzew przydroznych, a nieliczne nowe nasa-
dzenia nie rekompensuja wynikajacych z tego tytutu strat, rowniez tych zwigzanych z
ksztattowaniem si¢ krajobrazu miejskiego czy podmiejskiego.

Podsumowanie

Mimo szerokiego zastosowania oglawiania drzew w praktyce arborystycznej za-
réwno w aglomeracjach miejskich, jak i podmiejskich termin ten nie jest znany respon-
dentom. 61,1% osob bioracych udziat w badaniu miato do czynienia po raz pierwszy
Z terminem ,,ogtawianie drzew”. Wedtug badanych zabiegi te wykonywane sa nieprawi-
dlowo (46,3% ankietowanych udzielito takiej odpowiedzi), niemniej w opinii spotecznej
wplywaja na bezpieczenstwo (41,8% respondentéw potwierdza to stwierdzenie). Ograni-
czanie wzrostu koron drzew nie wptywa na estetyke krajobrazow (66,4% ankietowanych
udzielito takiej odpowiedzi).
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Lipidy jako cenne markery chemotaksonomiczne
fitopatogennych grzybéw z rodzaju Puccinia

Lipids as valuable chemotaxonomic markers of phytopathogenic fungi
of the Puccinia genus

Grzyby rdzawnikowe nalezace do rzgdu Pucciniales stanowia bardzo duza grupe
obejmujaca 7000 gatunkdéw obligatoryjnych patogendw roslin, zar6wno nagonasiennych
paproci, jak i jednolisciennych oraz dwuli$ciennych roslin [Kolmer i in. 2009]. Najbar-
dziej licznym rodzajem w obrebie rzedu Puccinales jest rodzaj Puccinia, do ktorego za-
liczono 4000 gatunkow grzybow [Kirk i in. 2008]. Grzyby rdzawnikowe sg na 0got wy-
soce wyspecjalizowanymi patogenami o waskim zakresie roslinnego zywiciela. Dzigki
zdolno$ci wytwarzania duzej liczby zarodnikow rozsiewanych przez wiatr, wodg i zwie-
rzgta na znaczng odleglos¢ grzyby te mogg pasozytowac na roslinach uprawianych nie-
kiedy w odlegtych rejonach i w réznych strefach klimatycznych [Brzezicka-Szymczyk
1992]. Grzyby rdzawnikowe naleza do pasozytéw biotroficznych, ktére wywoluja osta-
bienie ros$lin zywicielskich, ale nie doprowadzaja do ich $mierci. Masowe porazenia ro-
$lin uprawnych i lesnych sa przyczyna zmniejszenia plonéw i obnizenia waloréw deko-
racyjnych ro$lin [Park i Wellings 2012, VVoegele i in. 2009]. Fitopatogenne grzyby pobie-
raja substancje pokarmowe z tkanek zywiciela dzigki wyspecjalizowanym strukturom,
tzw. haustoriom. W obrebie haustorii ulegaja ekspresji geny kodujace mate biatka sekre-
cyjne, ktore petnig funkcje efektoréw odpowiedzialnych za oddziatywanie z zywicielem.
W genomach gatunkéw Puccinia wywotujacych rdze topoli oraz todygi pszenicy ziden-
tyfikowano geny kodujace ponad tysiac biatek efektorowych. Bialka te charakteryzuja si¢
duzg roznorodnoscig w obrebie tych gatunkéw Puccinia, co odzwierciedla szybko poste-
pujaca ewolucje¢ czynnikéw wirulencji bezposrednio zaangazowanych w interakcje z or-
ganizmem zywiciela [Duplessis i in. 2012].

Celem pracy byla charakterystyka sktadu lipidowego zarodnikow grzybow z ro-
dzaju Puccinia.

Cykle zyciowe grzybow rdzawnikowych

Gatunki z rodzaju Puccinia pasozytuja na ro$linach nalezacych do rodzin: Astera-
ceae, Cyperaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Liliaceae, Malvaceae, Poaceae. Obejmuja one
heteroecyjne gatunki (dwudomowe) pasozytujgce na niespokrewnionych taksonomicznie
roslinach zywicielskich, na ktérych wytwarzaja rézne rodzaje zarodnikow oraz gatunki

L Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Bio-
logicznych, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, b.kowalczyk746@wp.pl
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autoecyjne (jednodomowe) bytujace na tym samym zywicielu [Kirk i in. 2008]. Gatunki
makrocykliczne, uznawane za najbardziej prymitywne, w cyklu zyciowym rozwijaja do
pieciu typow zarodnikow: spermacja (0), ecjospory (1), urediniospory (I1), teliospory (111)
i bazydiospory (V) [Hiratsuka i Suto 1982, Kolmer i in. 2009]. U dwudomowych gatun-
kow grzybow rdzawnikowych infekujacych rosliny uprawne zazwyczaj pierwszym zy-
wicielem sa dziko rosnace gatunki roslin, na ktéorych wytwarzane sg spermacja i ecjo-
spory. Rosliny te nazywane s3 zywicielami ecjalnymi. Drugim zywicielem sg rosliny
uprawne, na ktorych wytwarzane sg urediniospory i teliospory. Pelnig one role zywicieli
telialnych. Dlatego rdze dwudomowe pojawiaja si¢ na roslinach uprawnych w okresie
lata, a rdze jednodomowe juz wczesng wiosna [Kryczynski i Weber 2011]. Zasigg zywi-
ciela grzybow rdzawnikowych zalezy od czynnikéw ekologicznych, takich jak réznorod-
nos¢ zywicieli 1 blisko$¢ obszaru geograficznego, na ktérym one wystgpuja. Wsrod grzy-
boéw rdzawnikowych makrocykliczny heteroecyjny cykl zyciowy nalezy do najbardziej
powszechnych. W odpowiedzi na krotki okres wegetacyjny zywiciela, odmienng szero-
ko$¢ geograficzng i warunki pogodowe wystgpujace w jego siedlisku wiele grzybow
rdzawnikowych wytworzylo skrocone cykle zyciowe [Savile 1976, Kolmer i in. 2009].

Cykl zyciowy sktadajacy si¢ z trzech lub mniej typéw zarodnikoéw okreslany jest
jako mikrocykliczny [Kolmer i in. 2009]. Gatunki mikrocykliczne zwykle tworzg tylko
teliospory (III) i basidiospory (IV), chociaz niektore z nich moga rowniez wytwarzac
spermacja (0). Gatunki mikrocykliczne dzielg si¢ na dwie grupy: leptosporyczne i mikro-
sporyczne. Teliospory gatunkéw mikrosporycznych kietkuja po okresie odpoczynku
(zwykle po zimie). Zarodniki gatunkéw leptosporycznych kietkuja natychmiast po osia-
gni¢ciu dojrzatosci. Wystepuja takze gatunki, ktore wytwarzaja dwa rodzaje teliospor
w jednym telium lub w sasiednich teliach: typ cienko$cienny kietkujgcy od razu, typ gru-
boscienny przystosowany do spoczynku oraz typ odporny na niskg temperatur¢ [Majew-
ski 1977, Poelt i Zwetko 1997, Bollmann i Scholler 2006].

Grzyby wywotujace rdz¢ najczesciej zimuja we wnetrzu tkanek zainfekowanych
ro$lin lub na opadtych liciach w formie grzybni i grubosciennych teliospor. Na wiosne
z kietkujacych teliospor wyrastaja bazydiospory odpowiedzialne za infekcje pierwotna.
Na lisciach tworzg sie skupiska pomaranczowo-zottych owocnikow, ktore wiosng przyj-
mujg posta¢ ecji, a nastepnie uredinii. Urediniospory wytwarzane w urediniach sg ane-
mochoryczne (wiatrosiewne), dzieki czemu dokonuja infekcji wtornych, przyczyniajac
si¢ do rozprzestrzeniania zakazenia. P6znym latem oprdocz urediniow wytwarzane s telia,
ktoére przyjmuja ciemniejsza barwg — od brazowej do czarnej i maja charakter przetrwal-
nikow [Fiedorow i in. 2008, Kryczynski i Weber 2011].

Tradycyjne metody identyfikacji fitopatogennych grzybow z rodzaju Puccinia opie-
rajg si¢ na specyficznosci wzgledem zywiciela, analizie morfologicznej zmian na roslinie
oraz typie, wielkosci i ksztalcie zarodnikoéw [Majewski 1977]. Jednak ograniczona liczba
cech synapomorficznych oraz niepelny cykl zyciowy utrudniajg identyfikacje tych grzy-
boéw na poziomie rodzaju i gatunku. W naturalnych ekosystemach grzyby z rodzaju Puc-
cinia wystepuja wyltacznie jako patogeny roslin i zaledwie dla kilku gatunkéw opraco-
wano sztuczne podtoza hodowlane, np. dla Melampsoridium hiratsukanum [Morrica i Gi-
netii 2015]. Brak wystandaryzowanych metod hodowli tych grzybow w warunkach labo-
ratoryjnych znacznie utrudnia identyfikacj¢ za pomocg metod molekularnych. Ponadto
badania molekularne sugeruja duza zmienno$¢ genetyczna na przyktad w obrebie gatunku
P. coronata, ktérych przedstawiciele naleza do siedmiu linii filogenetycznych [Berlin
iin. 2017].
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Charakterystyka kwasow tluszczowych

Jedna z metod powszechnie wykorzystywanych jako narzedzie chemotaksono-
miczne do identyfikacji i klasyfikacji mikroorganizmow jest analiza sktadu kwasow
thuszczowych za pomoca chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas
(GC-MS) [O’Donnell 1994].

Analiza poréwnawcza komérkowych kwasow tluszczowych ponad 100 réznych gatun-
kow grzybow saprofitycznych, nitkowatych i organizmow grzybopodobnych, nalezacych do
Oomycota, Zygomycota, Ascomycota i Basidiomycota, wykazala znaczna réznorodnoéé pro-
fili kwasow thuszczowych i ich przydatno$¢ w identyfikacji grzybow [Stahl i Klug 1996].

Gatunki z rodzaju Puccinia syntetyzuja kwasy thuszczowe o dtugosci tancucha od 12
do 22 atoméw wegla w czasteczee, zardwno nasycone o prostym i rozgalezionym fancuchu,
nienasycone oraz z dodatkowymi grupami (hydroxy, pierscieniem epoxy, cyklopropano-
wym). Wsrdd nasyconych kwasow dominujg stearynowy i palmitynowy. W urediniospo-
rach P. coronata kwas 16:0 stanowi ponad 50% zawarto$ci wszystkich kwasoéw. Charakte-
rystyczng cechg gatunkéw z rodzaju Puccinia jest wystepowanie jedno- (16:1, 18:1A°
i wielonienasyconych (18:2A%?, 18:3A%1215) kwaséw oraz dlugotanicuchowych, nienasyco-
nych kwasow thuszczowych (20:1). Nienasycone kwasy moga stanowi¢ od 15% (uredinio-
spory P. coronata) do nawet 90% (teliospory P. rubefaciens) catkowitej zawartosci komor-
kowych kwasow thuszczowych [Tulloch i Ledingham 1962, 1964, Ben-Ze’ev i in. 2005].

Zarodniki grzybow Puccinia wytwarzaja rzadko spotykany w przyrodzie kwas z pier-
scieniem epoksy, 9,10-epoksy-oktadekanowy. Wysoka zawarto$cia tego kwasu charaktery-
zuja si¢ ecjospory P. coronata (36% zawartosci wszystkich kwasow), ecjospory i uredinio-
spory (okoto 30%), teliospory (41%) P. graminis. Poniewaz kwas ten wystgpuje w wigkszo-
$ci przebadanych gatunkéw Puccinia, moze stanowi¢ chemotaksonomiczny marker przyna-
lezno$ci do tego rodzaju. Kwas 9,10-epoksy-oktadekanowy wystepuje w kutynie wielu ga-
tunkéw roslin, w tym naturalnych zywicieli grzybow rdzawnikowych [Ozkan i Uzunhi-
sarcikli 2009, Akgin i in. 2011]. Obecnos$¢ tego kwasu w zarodnikach grzybéw Puccinia
moze utatwiac kolonizacje komorek gospodarza na zasadzie molekularnej mimikry. Ponadto
grupa epoksy wykazuje zdolno$¢ do tworzenia wigzan krzyzowych, co moze zwickszac¢ wia-
sciwosci adhezyjne zarodnikdw 1 w ten sposob utatwiaé proces zakazania rosliny.

Analiza ilosciowa 18 weglowych kwasow: 9,10-epoksy-oktadekanowego oraz nie-
nasyconych 18:1 1 18:2 w zarodnikach mikrocyklicznych grzybow wykazata zaleznos¢
miedzy ich zawartoscig a czasem kietkowania teliospor. Gatunki P. ustalis, P. rubefa-
ciens oraz P. cnici-oleracei, ktorych teliospory kietkuja po okresie uspienia [Poelt
i Zwetko 1997], charakteryzujg sie¢ wysokg zawarto$cig kwasu 18:1 (powyzej 60%
u P. rubefaciens i P. cnici-oleracei) i 18:2 (powyzej 60% u P. ustalis), a takze brakiem
lub bardzo niskg zawarto$cig kwasu 9,10-epoksy-oktadekanowego (0-3,4%) [Tulloch
i Ledingham 1962, 1964]. U P. malvacearum, ktoérego teliospory kietkujg bezposrednio
po dojrzewaniu (bez okresu spoczynku), wykazano odwrotng zalezno$¢ migdzy tymi
kwasami, duzg zawarto$¢ kwasu 9,10-epoksy-oktadekanowego (71%) oraz bardzo niskg
zawarto$¢ kwasow 18:1 1 18:2 (facznie ok. 3%). Natomiast w przypadku P. glechomatis,
ktory tworzy dwa rodzaje teliospor, cienkoscienne zarodniki kietkujace natychmiast po
osiagnigciu dojrzatosci i gruboscienne kietkujace po okresie spoczynku, zawarto$¢ kwa-
sow 9,10-epoksy 18:0 oraz nienasyconych 18:1 i C18:2 s3 porownywalne, tj. 21%
(9,10-epoksy 18:0) i 19% (18:1 i 18:2) (dane niepublikowane). Podczas kietkowania ure-
dospory P. graminis intensywnie wykorzystujg kwas 9,10-epoksy-oktadekanowy, a takze
kwas palmitynowy, oleinowy i linolenowy [Daly i in. 1967].
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Lipidy obojetne, polarne i ceramidy grzybéw

Glowng frakcjg lipidow gatunkéw z rodzaju Puccinia sg lipidy obojetne (dwu-
i trojglicerydy), ktore petnia funkcj¢ zapasowa jako zrodto wegla i energii. Te wysoce
hydrofobowe zwiazki lipidowe, w mikroskopie widoczne w postaci sferosomow 1 lipo-
somoéw, charakteryzujg si¢ duzg strukturalng réznorodnos$cig i zawierajg kwas 9,10-
epoksy-oktadekanowy [Ratledge i Wilkinson 1988].

W komorkach grzybow wsrod fosfolipidow dominuje fosfatydyloetanoloamina
(PE) i fosfatydylocholina (PC), ktora stanowi ponad 40% wszystkich fosfolipidow [We-
ete 1980]. PC i PE sg nie tylko waznymi sktadnikami, ktore buduja btony grzybow, za-
angazowane w utrzymanie ich integralnosci i funkcji, ale odgrywaja istotna role podczas
wegetatywnego wzrostu grzybéw. Mutanty Fusarium graminearum defektywne w syntezie
PC i PE wykazuja wigksza wrazliwos$¢ na fungicydy i czynnik stresu oksydacyjnego [Wang
iin. 2019]. Poza PC i PE komorki grzybdw zawieraja znaczne ilosci fosfatydyloseryny (PS,
5-16%) i fosfatydyloinozytolu (PI, 3-10%) [Cerv 1993]. Patogeny grzybowe roslin z gro-
mady Oomycota syntetyzujg duze ilosci fosfatydyloglicerolu (PG) i podobnie jak rosliny
niewielkie ilosci PS [Weete 1980]. Inne fosfolipidy: kwas fosfatydowy (PA), lizofosfaty-
dyloetanoloamina (LPE) i lizofosfatydylocholina (LPC) na ogdt wystepuja w mniejszych
ilosciach, a ich zawarto$¢ jest uzalezniona od etapu rozwoju grzyboéw [Prasad i Ghannoum
1996]. Wigkszos¢ gatunkow grzybow wytwarza rowniez kardiolipine (CL), ktéra zwykle
stanowi 2-5% wzglednej zawartosci fosfolipidow [Athenaki i in. 2017].

Inng klasa lipidow syntetyzowang przez grzyby sa sfingolipidy. Budowa tych am-
fipatycznych zwigzkoéw oparta jest na aminoalkoholu sfingozynie, ktéra posiada dwie
grupy hydroksylowe i jedng aminowa. Réznice w strukturze sfingolipidéw, np. poprzez
wlaczenie roznych polarnych headgrup, hydroksylacje, rozgat¢zienia metylowe lub tan-
cuchy acylowe decyduja o ich biofizycznych wilasciwosciach i pelnionych funkcjach
[Cerv 1993]. W komorkach grzybow dominujacym sktadnikiem sfingolipidow jest fito-
sfingozyna (t18:0 i t20:0). Dlugos¢ tancuchéw kwasow thuszczowych sfingolipidow
u grzybow wynosi zazwyczaj od 16 do 26 atomoéw wegla, a tancuchy te czesto hydrok-
sylowane sg w pozycji 2 [Buré i in. 2013]. Glikosfingolipidy zlokalizowane gtéwnie
w $cianie komorkowej sa zwigzane ze wzrostem grzybow, przemianami morfologicz-
Nymi oraz zaangazowane sa w oddziatywania gospodarz—patogen [Ishibashi i in. 2013,
Calixto i in. 2015, Rella i in. 2016]. Unikalna, wysoce konserwatywna wsrod grzybow
struktura heksozyloceramidow sklada si¢ z reszty glukozy lub galaktozy przytaczonej do
szkieletu ceramidu ztozonego z A®° metylosfingozyny polaczonej z kwasem 2-hydroksy-
heksadekanowym lub 2-hydroksy-oktadekanowym [Rhome i in. 2007]. Glukozylocera-
midy sg kluczowymi regulatorami rozwoju grzybow strzgpkowych [Rittenour i in. 2011].

Podsumowanie

Lipidy oraz kwasy tluszczowe odgrywajg zasadnicza rolg¢ w architekturze i funk-
cjonowaniu bton biologicznych, a ich znaczenie w procesach biologicznych zdecydowa-
nie wykracza poza funkcje¢ bariery przepuszczalnosci. Profilowanie zawarto$ci lipidow
daje wglad w fizykochemiczne zmiany strukturalne bton oraz pozwala na identyfikacje
unikalnych lipidow i kwasow thuszczowych, ktore moga stuzy¢ jako wazne biomarkery
wspomagajace tworzenie molekularnych wzorcéw mikroorganizmow. Dzigki rozwojowi
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technik biologii molekularnej i analitycznej obok tradycyjnych metod klasyfikowania fi-
topatogennych grzybow coraz czesciej wykorzystuje si¢ analizy lipidomiczne z wykorzy-
staniem chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometriag mas (GC-MS). Fitopato-
genne grzyby z rodzaju Puccinia zawieraja rzadko wystepujacy w przyrodzie kwas
9,10-epoksy-oktadekanowy, ktory moze stanowi¢ chemotaksonomiczny marker przyna-
leznosci do tego rodzaju. Grzyby z rodzaju Puccinia syntetyzuja kwasy thuszczowe z do-
datkowymi grupami (hydroxy, cyklopropanowym) oraz lipidy o unikalnej strukturze, na
podstawie ktorych mozna identyfikowa¢ poszczeg6lne gatunki.
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Oceny zréznicowania genetycznego Puccinia coronata f. sp. avenae
metoda ISSR

Assessment of genetic diversity of Puccinia coronata f. sp. avenae by ISSR method

Uprawa owsa zwyczajnego (Avena sativa) zajmuje szostg pozycje pod wzgledem wiel-
kosci produkcji upraw zbozowych na swiecie [FAO 2019]. Jak podaje Gtéwny Urzad Staty-
styczny [GUS 2020], w Polsce powierzchnia uprawy owsa stanowi 7% (ok. 500 tys. ha)
ogoblnych zasiewow zboz. Owies jest m.in. zbozem pastewnym, dlatego jego hodowla ma
na celu podwyzszenie plonu i doskonalenie paszowej wartosci ziarna z wysoka zawarto-
Scig bialka i thuszczu [Prazak i Romanowska 2014]. Zajmuje réwniez wysokie miejsce
wsrod zboz uprawianych na potrzeby zywieniowe. Ma on prozdrowotne dziatanie na or-
ganizm ludzki oraz zwierzecy, gdyz jest bogatym zrodtem sktadnikow odzywczych, np.
btonnika i zwigzkéw bioaktywnych, takich jak polifenole, kwas fitynowy i awentramidy
[Zarzecka i in. 2018], a ponadto jego biatko jest cenniejsze i bogatsze w aminokwasy
egzogenne w poréwnaniu z innymi zbozami [Kawka i in. 2014]. Owies jest latwym
W uprawie zbozem, ze wzgledu na doskonate wykorzystanie sktadnikéw pokarmowych
znajdujacych si¢ w glebie, a takze zdolno$¢ wzrostu na zakwaszonym podtozu o niskich
warto$ciach pH. Owies jest rosling jednoroczng roéznicujaca si¢ na dwa typy ze wzgledu
na okres wegetacji. W wigkszos$ci krajow Europy uprawia si¢ owies jary, ktory posiada
petna zdolnoé¢ do rozwoju w trakcie jednego okresu wegetacyjnego [Chawade i in.
2012]. Wystepuje takze owies ozimy, dajacy wigksze plony i umozliwiajacy wczesniej-
szy zbior. Dzieki awenacynom owies jest zaliczany do roslin fitosanitarnych, dzigki
czemu wykorzystywany jest w ptodozmianie dla pszenicy [Wenda-Piesik i in. 2000].

Jedna z najczesciej wystepujacych chordb grzybowych owsa jest rdza koronowa
powodowana przez grzyb Puccinia coronata f. sp. avenae, ktory uszkadza tkankg li-
$ciowa, co wywoluje nieprawidlowosci w procesie fotosyntezy, a finalnie wptywa na ob-
nizenie plonu oraz zmniejszenie masy i liczby ziarna [Kebede i in. 2019, Paczos-Grzeda
i in. 2019]. Straty plonu wywotane tg choroba, w zaleznosci od jej nasilenia, mogg siegaé
nawet 50%. Objawem zakazenia rdza koronowa owsa jest pojawienie si¢ na lisciach duzej
ilo$ci pomaranczowo-zo6ttych, okragtych lub podtuznych skupisk urediniow. Uwalniajace
si¢ z nich urediniospory moga przemieszcza¢ si¢ na duze odleglosci za pomoca wiatru
[Jackson i in. 2008]. W ten sposdb moze dojs¢ do porazenia upraw owsa w promieniu
wielu kilometréw. Do wykietkowania uredinospory potrzebuja temperatury w zakresie
15-25°C oraz braku intensywnego oddzialywania $wiatla. Porazenie widoczne jest gtow-
nie na powierzchni lici, a sporadycznie takze na pochwach liSciowych, zdzbtach lub
strukturach kwiatowych i czgsto wiaze si¢ z wystgpowaniem chloroz lub nekroz. Naj-
wigkszy odsetek upraw owsa porazonych rdza koronowa wystepuje na obszarach o duzej
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wilgotnosci i wysokiej temperaturze. Na rozwdj rdzy koronowej ma wplyw ostabienie
uktadu odpornosciowego zywicieli, co warunkuje brak aktywacji odpowiedzi obronnych
wobec patogenow grzybowych. Pierwsza linig obrony roélin jest rozpoznanie charakte-
rystycznych sktadnikow grzyba. Cho¢ patogeny rozwingty umiej¢tnos¢ wydzielania bia-
ek efektorowych inaktywujacych podstawowe mechanizmy obrony roslin, w odpowiedzi
ros$liny wytworzyty druga lini¢ obrony, czyli mechanizmy wykrywania danych efektorow
[Dangl i in. 2013]. Odporno$¢ na rdze¢ koronowg moze by¢ jakosciowa i wynika¢ z obec-
nosci genu gldwnego, oparta na interakcji gen na gen, lub ilosciowa warunkowana obec-
noscig kilku gen6w o niewielkich, lecz sumujacych si¢ efektach [Kebede i in. 2019].
Puccinia coronata f. sp. avenae to grzyb nalezacy do typu podstawczakow i pocho-
dzacy z rodziny rdzowatych (Pucciniaceae) rzedu rdzowcdw (Pucciniales). Po raz pierw-
szy opisana zostata przez Cord¢ w 1837 r. [Liu i Hambleton 2013]. Wedlug Szabo [2006]
P. coronata jest kompleksem gatunkowym obejmujacym wiele linii filogenetycznych.
Na podstawie badan Liu i Hambleton [2013] uwzgledniajacych morfologie, wtasciwosci
molekularne, zasieg telialnego zywiciela i rozmieszczenie geograficzne, rozpoznano sie-
dem taksonéw, m.in. P. coronata var. avenae, ktory zostat podzielony na dwie grupy
P. coronata var. avenae f. sp. avenae oraz P. coronata var. avenae f. sp. graminicola.
Wykazano, ze wsrdd przedstawicieli P. coronata wystepuje duzy stopien roznorodnosci
genetycznej 1 zmienno$ci morfologicznej w obrgbie taksondw i mi¢dzy nimi. Do rozm-
nazania i rozwoju grzyba niezbgdne sg tkanki zywych organizméw, a poza nimi moga
przetrwac jedynie w postaci wyspecjalizowanych zarodnikow. Patogen przechodzi zto-
zony cykl zyciowy, obejmujacy pi¢¢ stadidow przetrwalnikowych oraz dwdch zywicieli.
Cykl zyciowy obejmuje powtarzajace si¢ fazy infekcji i sporulacji. Faza ptciowa (wtdrna)
infekcji zachodzi na szlaku (Rhamnus L.), nazywanym zywicielem alternatywnym, pod-
czas gdy faza bezplciowa (telialna) zachodzi wylacznie na owsie. W fazie bezpltciowej
grzyb jest dikariotyczny i ma forme jednokomérkowych urediniospor zawierajacych dwa
haploidalne jadra, roznigce si¢ genetycznie, o niejednakowym udziale w wirulencji [Pa-
€z0s-Grzeda 1 in. 2019]. Po wykietkowaniu zarodniki te tworzg appressoria, czyli frag-
menty strzgpek umozliwiajace przymocowanie grzyba do grzbietowe;j strony liscia. Poz-
niej dochodzi do penetracji, co umozliwia grzybowi przedostanie si¢ do przestrzeni mie-
dzy gorng a dolng epidermg liscia. W jamie aparatu szparkowego dochodzi do wytworze-
nia pecherzyka, z ktorego powstaja wydtuzajace sie strzepki infekcyjne. Z nich powstaja
haustoria — ssawki, czyli wyspecjalizowane struktury zywieniowe, umozliwiajace pobie-
ranie sktadnikéw odzywczych i wydzielanie biatek efektorowych do komoérek gospoda-
rza [Miller i in. 2018]. Rozgal¢zianie strzepek miedzy komoérkami trwa do momentu
utworzenia kolonii grzyba — urediniow, ktore po ok. 8 dniach wytwarzaja nowa partig
urediniospor. Mutacje i rekombinacje somatyczne zachodzgce podczas fazy bezptciowe;j
maja wpltyw na pojawienie si¢ nowych patotypow [Park 2008], ale gtdwne znaczenie
W tworzeniu nowych ras o zmienionej wirulencji ma faza ptciowa. W fazie ptciowej do-
chodzi do powstania teliospor, zdolnych do przetrwania mroZznych temperatur, co objawia
si¢ charakterystycznym czarnawym pier§cieniem wokoét urediniow [Berlin in. 2018]. Po
kariogamii zachodzacej jesienia i podziale mejotycznym odbywajacym si¢ wiosng tworza
si¢ haploidalne bazydiospory — zarodniki podstawkowe, powodujace infekcje lisci sza-
ktaku, na ktoérych powstaja spermogonia (syn. pyknie) wytwarzajace pikniospory. Te w
wyniku plazmogamii taczg si¢ ze strzgpkami receptywnymi i powstaje grzybnia dikario-
tyczna. Na dolnej stronie lisci Rhamnus wytwarza sie ecjum, z ktorego uwalniane sg ecjo-
spory infekujgce owies, co ponawia inicjacje cyklu bezptciowego [Nazareno i in. 2017].
Przejscie fazy piciowej przyczynia si¢ do zmienno$ci genetycznej w populacji tego
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grzyba. Poniewaz patogen wytwarza wszystkie pi¢¢ rodzajow zarodnikow, nalezy do
grzybow makrocyklicznych. Ten biotroficzny grzyb posiada szeroki zasigg zywicieli
obejmujacy 290 gatunkoéw traw [Nazareno i in. 2017].

Markery molekularne sg narzedziem wykorzystywanym w biologii molekularnej do
oceny zroznicowania genetycznego. Technika ISSR wykorzystuje reakcje PCR i polega
na amplifikacji fragmentow DNA, ktore znajduja si¢ pomigdzy dwoma mikrosatelitar-
nymi regionami, zorientowanymi w przeciwnych kierunkach. Technike t¢ mozna wyko-
rzysta¢ do analizy DNA kazdego gatunku, ktory zawiera wystarczajacg liczb¢ odpowied-
nio zlokalizowanych sekwencji mikrosatelitarnych. Otrzymane amplikony maja zwykle
od 200 do 2000 bp dtugosci. Uzyskane wyniki mozna tatwo zwizualizowa¢ za pomoca
elektroforezy zarowno w zelu agarozowym, jak i poliakrylamidowym. Metoda ISSR jest
relatywnie prosta, szybka oraz odznacza si¢ wysoka powtarzalno$cig. Wiarygodno$¢é me-
tody wynika m.in. z faktu stosowania stosunkowo wysokiej temperatury przytaczania
starterow wykorzystywanych w reakcji. Startery w swojej sekwencji posiadajg fragment
komplementarny do sekwencji powtarzalnej oraz nukleotydy zakotwiczajace na koncu 5’
lub 3°. Dodatkowymi atutami metody sg niewielka ilos¢ materiatu wyj$ciowego potrzeb-
nego do przeprowadzenia analizy oraz brak koniecznosci znajomosci jakichkolwiek se-
kwencji badanego gatunku. Uzyskiwane przy udziale tej metody markery maja charakter
dominujacy, a wige nie pozwalaja na identyfikacj¢ alleli w obrebie jednego locus.

Zrdznicowanie genetyczne to jedna z najwazniejszych cech charakteryzujacych
kazda populacje. Jest ona efektem selekcji naturalnej wystepujacej w srodowisku. Zmie-
niajace si¢ warunki Srodowiska moga prowadzi¢ do zubozenia zmiennosci genetyczne;j
w wyniku eliminacji okre$lonych genotypow z populacji. Zréznicowanie genetyczne sta-
nowi podstawg zachowania zdolnos$ci adaptacyjnych populacji do zmiennych warunkoéw
srodowiskowych. Jest czynnikiem stanowigcym ochron¢ przed stresem biotycznym lub
abiotycznym, a takze umozliwia zachowanie stabilnosci i trwatosci populacji przy zmie-
niajgcych si¢ warunkach klimatycznych. Niski stopien zréznicowania genetycznego pro-
wadzi zazwyczaj do obnizenia zdolno$ci adaptacyjnej populacji.

Celem prowadzonych badan byto okreslenie zréznicowania genetycznego izolatow
Puccinia coronata f. sp. avenae pochodzacych z Polski, Kanady i Wielkiej Brytanii z wy-
korzystaniem metody ISSR, ktorej dotychczas nie wykorzystywano do analiz molekular-
nych polimorfizmu DNA tego chorobotwodrczego grzyba.

Materialy i metody

Materiat do badan stanowito 20 izolatow i populacji Puccinia coronata f. sp. avenae
zebranych w roznych czgéciach Polski, Kanadzie i Wielkiej Brytanii (tab. 1).

Na terenie Polski urediniospory zbierane byly w czterech lokalizacjach, w miej-
scach hodowli i uprawy owsa: w Polanowicach (woj. matopolskie), Czestawicach (woj.
lubelskie), Kopaszewie (woj. wielkopolskie) oraz Strzelcach (woj. todzkie). Z Kolei
w Kanadzie proby pobierano w prowincji Manitoba, za§ w Wielkiej Brytanii na terenie
Walii w miejscowosci Aberystwyth. Z zebranych populacji w celu uzyskania izolatow
poprzez pieciokrotne pasazowanie wyodrebniono izolaty pochodzace z pojedynczego za-
rodnika. Pasazowanie prowadzono na fragmentach lisci 10-dniowych siewek owsa od-
miany Kasztan wylozonych na szalki Petriego wypelione agarem (0,6%) z dodatkiem
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benzimidazolu (3,4 mM). Szalki inokulowano zarodnikami z poszczegdlnych lokalizacji,
a nastgpnie umieszczano na 10 dni w fitotronie, w temperaturze 17°C przy kontrolowa-
nym nat¢zeniu $wiatla i wilgotnos$ci powietrza. Po zebraniu odpowiedniej ilo$ci zarodni-
koéw (0,05 g) przeprowadzono izolacj¢ catkowitego DNA z wykorzystaniem zestawu ko-
mercyjnego Plant & Fungi DNA Purification Kit, stosujagc metodyke producenta. Przed
izolacja zarodniki zhomogenizowano w cieklym azocie z wykorzystaniem mozdzierza
i thuczka. Uzyskany materiat przeniesiono do 2 ml probowki typu Ependoerff i zawie-
szono w buforze Lyse F dedykowanym izolacji kwasow nukleinowych z grzybow. Po
przeprowadzeniu kolejnych etapéw procedury uzyskano roztwér DNA w buforze do elu-
cji, ktoéry zamrozono w temperaturze —20 C.

Tabela 1. Charakterystyka populacji i izolatow P. coronata f. sp. avenae wykorzystanych do ana-

lizy
Lp. Nazwa Poziom wyréwnania Miejsce pochodzenia

1. p. 17 populacja Polska, Polanowice

2. P.1.3/1 izolat Polska, Polanowice

3. P.1.3/5 izolat Polska, Polanowice

4, P.6.2/1 izolat Polska, Polanowice

5. S.17 populacja Polska, Strzelce

6. S.4.1/1 izolat Polska, Strzelce

7. S.6.3/4 izolat Polska, Strzelce

8. C.17 populacja Polska, Czestawice

9. C.1l1 izolat Polska, Czestawice

10. C.1.1/4 izolat Polska, Czestawice

11. C.1.1/6 izolat Polska, Czestawice

12. D.17 populacja Polska, Kopaszewo

13. D.6.1/1 izolat Polska, Kopaszewo

14. D.6.1/5 izolat Polska, Kopaszewo

15. 230 izolat Kanada, Morden

16. 241 izolat Kanada, Morden

17. 254 izolat Kanada, Morden

18. Aber CR CH izolat Wielka Brytania, Aberystwyth
19. AberCRT izolat Wielka Brytania, Aberystwyth
20. Aber CR T2 izolat Wielka Brytania, Aberystwyth

W celu oznaczania jako$ci wyizolowanego DNA przeprowadzono rozdziat elektro-
foretyczny w 1% zelu agarozowym. Do rozdziatu wykorzystano zestaw do elektroforezy
poziomej Agagel Maxi (Biometra). Rozdzial przeprowadzono w buforze 1x TBE przez
0,5 godz. przy napieciu 120 V. Efekt rozdziatu zwizualizowano w $wietle UV i udokumen-
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towano przy uzyciu aparatu fotograficznego. Ocena stezenia wyizolowanego DNA prze-
prowadzona zostata przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop dla proby o objetosci 1 pl.
Na podstawie uzyskanych wynikéw wykonano rozcienczenia wszystkich probek do jed-
nakowego stezenia 10 ng/pl. Uzyskano w ten sposob matryce do reakcji PCR.

W celu amplifikacji regionéw mi¢dzymikrosatelitarnych przeprowadzono reakcje
PCR z zastosowaniem 80 starterow ISSR i rozdzielano na zelu agarozowym. We wstgp-
nej analizie amplifikacja prowadzona byta na dwoch wybranych losowo probach DNA.
Na podstawie uzyskanych elektroforegraméw wytypowano 11 starteréw, ktore wykorzy-
stano do przeprowadzenia dalszych analiz (tab. 2). Reakcj¢ prowadzono w objetosci
12 ul. W sktad mieszaniny reakcyjnej wehodzity: 1 x bufor do PCR (75 mM Tris-HCl
pH 8,8; 20 mM (NH4)2S04, 0,01% Tween 20) (Thermo Fischer); 200 uM kazdego
dNTP; 5 pM startera; 1,5 mM MgCls; 20 ng genomowego DNA; 0,5 U Dream Taq Poly-
merase (Thermo Fischer). Zastosowano nastgpujacy profil termiczny: wstgpna denatura-
cja przez 7 min w 94°C, 36 cykli: denaturacja 94°C — 30 s, przytaczanie starterow: trzy
pierwsze cykle 54°C — 45 s, trzy kolejne cykle 53°C — 45 s i 30 cykli 52°C — 45 s, wy-
dhuzanie starteréw 72°C — 1 min, z koncows inkubacja 7 min w 72°C. Produkty reakcji
rozdzielano w 2,5% zelu agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-boran,
2,5 mM EDTA). Zele fotografowano wykorzystujac system dokumentacji zeli. Uzyskane
zdj¢cia analizowano przeksztatcajac na matryce binarng. Obecno$é¢ produktu ISSR ozna-
czano jako 1, za$§ jego brak jako zero. Nastepnie otrzymane matryce poddano analizie
statystycznej w programie PAST 3.19 (Hammer i in. 2001). Oceniono dystans gene-
tyczny, stosujac wspotczynnik Hamminga, a nastepnie przeprowadzono grupowanie me-
todg UPGMA (unweighted pair-group methodwith arithmetic mean) z testowaniem wia-
rygodnosci metoda bootstrap (1000).

Wyniki i dyskusja

Markery ISSR sg czgsto wykorzystywane do oceny zrdznicowania w obrgbie ga-
tunku, a takze do identyfikacji gatunkowej, okreslenia wzajemnych relacji filogenetycz-
nych czy mapowania genéw. Markery ISSR sg wysoce polimorficzne. Amplifikujg do stu
loci z jednego genomu. Stosunkowo niskie koszty, tatwo$¢ analizy oraz wysoki polimor-
fizm wptywaja na powszechnosc¢ ich stosowania w badaniach [Boczkowska i in. 2016].
Niemniej jednak wedtug naszej wiedzy jest to pierwsze opracowanie, w ktorym wyko-
rzystano metod¢ ISSR do oceny zréznicowania genetycznego w obrebie populacji P. co-
ronata. Ilos¢ amplikonow uzyskanych ta metoda byta bardzo zr6znicowana i wyniosta
od 7 do 55. Najwigksza ilo$¢ fragmentéw ulegata amplifikacji, jesli elementem powta-
rzalnym byt dinukleotyd GA lub AG, co moze swiadczy¢ o duzej zawartosci tego typu
sekwencji powtarzalnych w genomie [Miller i in. 2018].

Tradycyjna metoda monitorowania zmienno$ci genetycznej patogenow jest prze-
prowadzenie badan zjadliwosci za pomoca linii referencyjnych z genami odpornosci oraz
definiowanie patotypoéw na podstawie wzoréw wirulencji [Fetch i Jin 2007]. Takie ana-
lizy okazaty si¢ wartoSciowe zarowno do wykrywania nowych patotypow, jak rowniez
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W opracowywaniu strategii kontroli dla hodowli pod katem odpornos$ci na rdze [Park i in.
2005, Paczos-Grzeda i Sowa 2019].

Nalezy jednak pamigtac, ze analizy oparte na testach fizjologicznych badaja efekt
fenotypowy zmiennos$ci zlokalizowanej w niewielkiej cze¢$ci genomu zwigzanej z wiru-
lencja. Sekwencjonowanie dwoch genomow P. coronata wykazato, ze rejony odpowie-
dzialne za powstawanie nowych patotypow sa stosunkowo niewielkie, ale zmiany w nich
zachodzace sa bardzo dynamiczne [Nazareno i in. 2017, Miller i in. 2018].

Aby oceni¢ mozliwo$¢ wykorzystania metody ISSR do oceny polimorfizmu DNA
Puccinia coronata f. sp. avenae, przeprowadzono wstepne reakcje z dwoma losowo wy-
branymi izolatami majace na celu zidentyfikowanie sposrod 80 testowanych starterow
ISSR tych, ktére inicjowaty amplifikacje najwickszej ilosci fatwo rozroznialnych produk-
tow. Na podstawie tego eksperymentu wytypowano startery: ISSR 1, ISSR 17, ISSR 33,
ISSR 42, ISSR 45, ISSR 46, ISSR 47, ISSR 54, ISSR 86, ISSR 87, ISSR 90 (tab. 2).
Jedenascie starterow wykorzystano do reakcji PCR-ISSR, stosujac jako matryce DNA 20
izolatow i populacji P. coronata f. sp. avenae. W reakcji z ww. starterami uzyskano tacz-
nie 220 fragmentéw DNA, z ktorych az 211 (95,9%) byto polimorficznych (tab. 2). Sred-
nio na starter przypadato 20 amplikonéw o wielkosci od 220 do 3200 pz. Najwigksza
ilo$¢ zamplifikowanych fragmentéw obserwowano w przypadku startera ISSR33, jedno-
czesnie z tym starterem uzyskano najwigcksza ilos¢ fragmentdéw polimorficznych. Dwa-
dziescia dwa produkty specyficzne (10%) uzyskano dla 8 starterow. Produktow mono-
morficznych zidentyfikowano zaledwie 9 (4,1%). Po przeprowadzeniu reakcji na wigk-
szej liczbie genotypoéw P. coronata oraz kontrolnie na innych gatunkach z rzedu Pucci-
niales mozliwe byloby opracowanie specyficznych markerow dla tego patogenu. Ko-
nieczne byloby jednak wyizolowanie monomorficznych produktéw, ich sklonowanie,
zsekwencjonowanie, a nastgpnie zaprojektowanie specyficznych starterow.

Tabela 2. Charakterystyka polimorfizmu zidentyfikowanego metoda ISSR

. Liczba fragmentow
L Sekwencja
p.| Starter 503 _ _ _ _ ]
Catkowita | Polimorficznych | Monomorficznych | Specyficznych

1. [ISSR1 |(AG)sG 17 15 2 3
2. |ISSR17|(GA)sYC 29 29 0 0
3. |ISSR33|(AG)sT 55 55 0 6
4. |ISSR42 | (AG)sYA 36 36 0 3
5. |ISSR45 | (GA)sT 24 22 2 0
6. |ISSR46 | (GA)10A 12 12 0 1
7. |ISSR47 | (CA)sA 14 14 0 4
8. |ISSR54|(CT)sT 8 8 0 2
9. |ISSR86|(CA)sT 9 6 3 0
10. | ISSR87 | (GT)sT 7 6 1 2
11. [ISSR90 | (GT)sYG 9 8 1 1
Suma 220 211 9 22
Srednia| 20 19,18 0,81 2
% 100 95,9 4,1 10
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Tabela 3. Matryca indekséw dystansu genetycznego Hamminga pomig¢dzy analizowanymi izolatami i populacjami Puccinia coronata f. sp.
avenae okreslonych na podstawie polimorfizmu identyfikowanego metoda ISSR-PCR

p.17 |P.1.3/1{P.1.3/5|P.6.2/1| S.17 |S.4.1/1|S.6.3/4| C.17 |C.1.1|C.1.1/4|C.1.1/6|D.17|D.6.1/1|D.6.1/5| 230 | 241 | 254 |Aber_CH| Aber_T |Aber_T.2
p.17
P.1.3/1 0,303
P.1.3/5 0,353 | 0,261
P.6.2/1 0,257 | 0,248 | 0,317
S.17 0,266 | 0,257 | 0,344 | 0,248
S.4.1/1 0,271 | 0,243 | 0,303 | 0,216 |0,225
S.6.3/4 0,298 | 0,271 | 0,321 | 0,252 | 0,261 | 0,248
c17 0,358 | 0,395 | 0,335 | 0,339 {0,330 | 0,335 | 0,317
Cl1 0,317 | 0,362 | 0,385 | 0,344 {0,326 | 0,339 | 0,303 | 0,381
C.1.1/4 0,349 | 0,376 | 0,390 | 0,330 | 0,367 | 0,326 | 0,326 | 0,303 | 0,289
C.1.1/6 0,422 | 0,395 | 0,445 | 0,404 | 0,385 0,372 | 0,417 | 0,321 | 0,390 | 0,266
D.17 0,404 | 0,358 | 0,417 | 0,395 | 0,330 | 0,344 | 0,372 | 0,284 | 0,381 | 0,239 | 0,202
D.6.1/1 | 0,427 | 0,372 | 0,339 | 0,417 |0,372| 0,339 | 0,358 | 0,326 | 0,385| 0,271 | 0,362 |0,298
D.6.1/5 | 0,381 {0,381 | 0,349 | 0,362 | 0,326 | 0,303 | 0,339 | 0,307 | 0,385| 0,252 | 0,298 |0,261| 0,174
230 0,417 | 0,408 | 0,376 | 0,408 | 0,381 | 0,330 | 0,404 | 0,344 {0,358 | 0,372 | 0,390 |0,317| 0,339 | 0,321
241 0,399 | 0,390 | 0,413 | 0,344 | 0,344 | 0,339 | 0,312 | 0,353 {0,358 | 0,307 | 0,362 |0,252| 0,312 | 0,275 | 0,248
254 0,404 | 0,367 | 0,445 | 0,376 | 0,330 | 0,335 | 0,381 | 0,367 {0,381 | 0,266 | 0,358 |0,257| 0,335 | 0,298 | 0,326 | 0,271
Aber_CH| 0,381 | 0,344 | 0,376 | 0,344 | 0,326 | 0,294 | 0,339 | 0,362 | 0,385 | 0,317 | 0,326 |0,280| 0,330 | 0,266 | 0,339 | 0,257 |0,206
Aber_ T | 0,436 | 0,353 | 0,404 | 0,372 |0,362| 0,358 | 0,358 | 0,408 | 0,376 | 0,362 | 0,399 |0,307| 0,376 | 0,275 {0,349 | 0,312 |0,280| 0,257
Aber_T.2| 0,390 | 0,298 | 0,395 | 0,317 | 0,317 | 0,294 | 0,330 | 0,399 | 0,349 | 0,326 | 0,344 |0,298| 0,321 | 0,303 | 0,358 | 0,294 (0,225 0,193 | 0,220
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Ryc. 1. Dendogram badanych izolatéw Puccinia coronata uzyskany metoda UPGMA
W oparciu o polimorfizm identyfikowany za pomoca metody ISSR-PCR

Na podstawie polimorfizmu zidentyfikowanego dla 20 genotypow okreslono dy-
stans genetyczny, stosujac wspolczynnik Hamminga. Srednia warto$é dystansu genetycz-
nego wynosita 0,333 i wahata si¢ od 0,174 pomiedzy izolatami D.6.1/1 a D.6.1/5 do 0,445
pomigdzy izolatem P.1.3/5 a C.1.1/6 1 254 (tab. 3). Postugujac si¢ powyzszymi danymi,
skonstruowano dendogram z wykorzystaniem metody UPGMA (ryc. 1). Na dendrogra-
mie wyodrebniono 3 grupy. Pierwsza skupiata wszystkie izolaty i populacje pochodzace
z Polanowic i Strzelec oraz jeden izolat z Czestawic (C.1/1), druga izolaty i populacje
z Czestawic i Kopaszewa, trzecia za$ wylacznie izolaty pochodzace z Kanady i Wielkiej
Brytanii.
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Podsumowanie

Analiza ISSR-PCR jest metoda wysoce efektywng w identyfikacji polimorfizmu
genetycznego w obrebie Puccinia coronata f. sp. avenae. Zastosowanie tej metody umoz-
liwia oceng zr6znicowania genetycznego w obrgbie badanego gatunku.

Udzial amplifikowanych produktéw polimorficznych byt wysoki i1 wynosit
ok. 95%. Z kolei zidentyfikowane produkty monomorficzne moga stanowi¢ podstawe do
opracowania potencjalnych sekwencji specyficznych mozliwych do wykorzystania
w identyfikacji patogenu, jakim jest Puccinia coronata f. sp. avenae.

W oparciu o uzyskane wyniki mozna wywnioskowac, ze 20 badanych izolatéw wy-
kazywato wysokie zroznicowanie a okre§lony w oparciu o wspotczynnik Hamminga dy-
stans genetyczny wyniost srednio 0,333, wahajac si¢ od 0,174 do 0,445. Zaobserwowane
na dendrogramie UPGMA grupowanie poszczegdlnych genotypéw odpowiadato pocho-
dzeniu geograficznemu, i tak izolaty pochodzace z Polski klasteryzowaty oddzielnie ani-
zeli pochodzace z Kanady i Wielkiej Brytanii.
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Julia Mironenka', Przemystaw Bernat{?

Wplyw Fusarium culmorum na wytwarzanie
wybranych zewnatrzkomérkowych metabolitow
przez Trichoderma harzianum

Effect of Fusarium culmorum on selected extracellular metabolites production
by Trichoderma harzianum

Grzyby z rodzaju Trichoderma charakteryzuja si¢ duzymi zdolno$ciami adaptacji
do otaczajacego ich $rodowiska i wystepujacych czynnikdéw stresowych [Zeilinger i in.
2016]. Srodowiskiem bytowania tych drobnoustrojow jest gleba, ale mozna je rowniez
zaobserwowac¢ na drewnie, korze i wielu innych podiozach [Pascale i in. 2017]. Grzyby
te dzicki wydajnej przemianie sktadnikéw pokarmowych maja zdolnos¢ do szybkiego
wzrostu i namnazania si¢, wydzielaja takze wiele r6znorodnych zwiazkow, m.in. alko-
holi, ketonow, estrow, alkenow, monoterpendow. Kolonizujac korzenie ro$lin, owijaja sie,
tworzac appressorium, a nastepnie przenikaja do przestrzeni pomi¢dzy komdrkami kory
i ryzodermy roélin, gdzie moga si¢ rozwija¢ [Halifu i in. 2019]. Zewnatrzkomérkowe me-
tabolity wytwarzane przez te drobnoustroje mogg hamowac wzrost patogenow i induko-
wac system obronny roslin, zwigkszajac w ten sposob ich odpornos$¢ na choroby wywo-
tywane przez fitopatogeny [Vinale i in. 2013]. Grzyby z rodzaju Trichoderma promuja
takze wzrost roslin i tolerancje¢ na stres abiotyczny wywotywany przez réznorodne czyn-
niki. Powyzsze pozytywne cechy Trichoderma postanowiono wykorzysta¢, stosujac wy-
brane szczepy grzybowe jako komercyjne biofungicydy [Mukherjee i in. 2013].

Trichoderma spp. wykazuja niezwykle zroznicowany metabolizm zdolny do kata-
bolizowania wielu réznych substratow wraz z bardzo zréznicowana produkcja metaboli-
tow wtornych. Ta r6znorodnos$¢ jest uzalezniona od gatunku i konkretnego szczepu drob-
noustroju. Metabolity wtorne to czasteczki o matych masach, ponizej 1000 Da, produkcja
ktorych skorelowana jest z prekursorami pochodzacymi z metabolizmu pierwotnego, na-
tomiast petniona funkcja w komoérkach drobnoustrojow nie jest catkowicie wyjasniona
[Zeilinger i in. 2015].

Grzyby z rodzaju Trichoderma produkujg szerokg game metabolitow wtornych
0 mozliwos$ciach zastosowania w farmacji i biotechnologii. Wérod nich wyrdznia si¢ pep-
tydy nierybosomalne (ang. nonribosomal peptide, NRP) peptaibole, poliketydy, sidero-
fory oraz lotne i nielotne terpeny [Vinale i in. 2008].

W glebie mikroorganizmy i roéliny komunikuja ze soba poprzez wymiang sygnatow
chemicznych. Niemniej jednak transfer czasteczek sygnalowych oraz odpowiedz na
bodzce pomiedzy grzybami Trichoderma a innymi mikroorganizmami i ro$linami sa
wcigz stabo scharakteryzowane [Contreras-Cornejo i in. 2016].

1 Uniwersytet £.6dzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Mikrobiologii Prze-
mystowej i Biotechnologii, julia.mironenka@edu.uni.lodz.pl
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Sposrod roznego rodzaju metabolitdow wytwarzanych przez gatunki Trichoderma
warto wyrdzni¢ peptaibole. Sa to polipeptydy grzybowe zawierajace od 7 do 20 reszt
aminokwasowych, zawierajace w szczegdlnosci kwas o-aminoizomastowy oraz inne
rzadko spotykane aminokwasy, takie jak etylonorwalina, izowalina i hydroksyprolina
[Keswani i in. 2019]. Ze wzglgdu na swoj amfipatyczny charakter peptaibole mogg two-
rzy¢ kanaty jonowe w dwuwarstwowych btonach lipidowych drobnoustrojow, uszkadza-
jac ich prawidlowe funkcjonowanie. Ze wzglgdu na swoje wlasciwosci antygrzybowe
znalazly si¢ one w kregu zainteresowan badaczy z r6znych osrodkow naukowych. Innymi
metabolitami wtérnymi, produkowanymi przez grzyby z rodzaju Trichoderma sa takze
siderofory. Te matoczasteczkowe zwiazki o wysokim powinowactwie do Zelaza moga
wykazywa¢ dzialanie przeciwgrzybicze i pobudzajace wzrost roslin (np. kwas harzia-
nowy). Innym metabolitem grzybowym o podobnych wlasciwosSciach jest zotty barwnik,
heksaketyd T22-azaphilone. Powyzsze zwiazki zostaty scharakteryzowane w innych pra-
cach naukowych [Vinale i in. 2008, Braun i in. 2018, Mironenka i in. 2020]. Kwas har-
zianowy i T22-azaphilone wykazywatly aktywnos$¢ antybiotykowa in vitro przeciwko
R. solani, Pythium ultima, a takze Sclerotinia sclerotiorum [Manganiello i in. 2018].

Wisrod popularnych grzybow porazajacych rosliny uprawne jednym ze stanowig-
cych najwigksze zagrozenie jest Fusarium culmorum, spotykany na catym $wiecie. Jest
on groznym patogenem pszenicy powodujgcym zaraze siewek — FHB (ang. Fusarium
Head Blight) [Wagacha i Wuthomi 2007].

Zanieczyszczenie upraw mykotoksynami, wytwarzanymi przez grzyby Fusarium
moze skutkowaé ogromnymi stratami w produkcji zywnosci i paszy. Fusarium porazaja
zboza, W szczegolnosci kukurydze, pszenice, jeczmien, zyto, ryz i owies w uprawach na
catym $wiecie. Glownymi mykotoksynami wytwarzanymi przez F. culmorum sg deoksy-
niwalenol, niwalenol i zearalenon, ktére stanowig zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat
[Wagacha i Wuthomi 2007].

Wykazano, ze zearalenon, ktory jest mykotoksyna o strukturze estrogenowego lak-
tonu, moze stymulowa¢ wzrost ludzkich komorek raka piersi, powoduje takze uszkodze-
nia watroby u zwierzat. Udowodniono rowniez, ze zearalenon ma wtasciwosci immuno-
toksyczne, hepatotoksyczne, nefrotoksyczne oraz indukuje peroksydacje lipidow [Janik
i in. 2020].

Celem pracy byto oznaczenie wptywu produkowanych przez F. culmorum metabo-
litow, w tym zearaleonu, aurofusarin i rubrofusarin na syntez¢ wybranych metabolitow
T. harzianum o wilasciwosciach grzybobdjczych i wspomagajacych wzrost roslin. Otrzy-
mane wyniki bedg pomocne w dalszych badaniach stuzgcych zastosowaniu T. harzianum
W ochronie ro$lin.

Materialy i metody

Materialy

Rozpuszczalniki i akcesoria laboratoryjne z tworzyw sztucznych zostaty zakupione
od Avantor Performance Materials (Polska) i Eppendorf (Niemcy).
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Przygotowanie ekstraktow F. culmorum

Szczep grzybowy F. culmorum DSM 1094 zakupiono z niemieckiej kolekcji mi-
kroorganizméw DSMZ. Zarodniki wyizolowane z 7-dniowych kultur hodowanych na
skosach agarowych ZT (zawierajace (g/l): glukoze 4; ekstrakt drozdzowy Difco 4; agar
25; ekstrakt stodowy 6° Balling [BLG] do 1 1[1° BLG =1 g substancji rozpuszczalnych
wyekstrahowanych z ziarna na 100 mL ekstraktu stodowego]; pH 7,0) przenoszono do
20 mL podtoza ptynnego Sabouraud (Difco). Hodowle prowadzono na wytrzasarce ob-
rotowej (160 obr./min) przez 24 godz. w 28°C. Z tak otrzymanej hodowli wstepnej prze-
noszono 2 mL (inokulum) do hodowli wtasciwej. Hodowle inkubowano na wytrzasarce
obrotowej (160 obr./min) w 28°C. Po 5 dniach inkubacji hodowle grzybow przefiltro-
wano przez 115-mL filtr (Thermo Scientific), a nastgpnie 10 mL supernatantu przeno-
szono do 50-mL proboéwki Falcon.

Metabolity ekstrahowano z supernatantu metodg QuUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe) opisang przez Paraszkiewicz i in. [2017]. Mieszankg soli
(2 g MgS0s, 0,5 g NaCl, 0,5 g CeHsNasO7 x 2H:0, 0,25 g C6H6Na207 x 1,5H20)
i 10 mL acetonitrylu dodawano do 10 mL supernatantu i probki worteksowano przez
20 min. Po rozpuszczeniu mieszaniny soli probki wirowano przy 4000 xg przez 10 min
w temperaturze 4°C. Po ekstrakcji zbierano gorng faze¢ i odparowywano pod ci$nieniem,
a kazdy ekstrakt rozpuszczono w 500 pl etanolu (EtOH).

W ekstrakcie z przesaczu pohodowlanego F. culmorum udato si¢ oznaczy¢ takie
mykotoksyny, jak zearalenon, oraz barwniki naftochinonowe — aurofusarin i rubrofusarin.

Hodowla T. harzianum z ekstraktem F. culmorum

Szczep grzybowy T. harzianum KKP534 pozyskano z kolekcji Mikroorganizmow
Przemystowych z Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie
i IM 0961 pozyskano z kolekcji Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii,
Uniwersytetu Lodzkiego.

Zarodniki grzybow wyizolowane z 7-dniowych kultur inkubowanych na skosach
ZT zaszczepiono, jak wspomniano wczesniej (pkt 2.1).

2 mL hodowli wstepnej dodano do 18 mL pozywki bulionowej Sabouraud (Difco).
Probe badang zaszczepiono ekstraktem F. culmorum rozpuszczonym w 0,5 mL etanolu,
uktad kontrolny przygotowano, dodajac do hodowli 0,5 mL EtOH. Hodowle inkubowano
na wytrzasarce obrotowej w wyzej wymienionych warunkach. Po 24-godzinnej inkubacji
hodowlg grzybow przesaczono z uzyciem uktadu filtracyjnego, ptyn pohodowlany i bio-
mas¢ przenoszono do probowek typu falkon i przechowywano w temperaturze -20°C.

W celu oceny wptywu dodanych ekstraktow na wzrost, po 24 godz. hodowli prze-
saczong biomasg suszono w piecyku laboratoryjnym w temperaturze 60°C do momentu
catkowitego wysuszenia i nastgpnie wazono.

Ekstrakcja metabolitow

Metabolity wtérne ekstrahowano z przesgczu pohodowlanego z uzyciem octanu
etylu. Do 10 mL przesaczu dodawano 10 mL rozpuszczalnika, miksowano na wytrzasarce
obrotowej przez 20 min. Cato$¢ wirowano przy 4000 xg przez 4 min w temperaturze 4°C,
a nastgpnie gorng faze przenoszono do nowego falkonu. Do pozostatego przesaczu doda-
wano ponownie 10 mL octanu etylu i powtarzano wszystkie etapy. Do zebranego eks-
traktu dodawano bezwodny siarczan sodu w celu usunigcia pozostatosci wody, nastgpie
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calo$¢ przesaczano przez saczek bibutowy (Whatman nr 2). Nastepnie zebrany ekstrakt
przenoszono do kolbek okragtodennych i odparowywano do sucha w wyparce obrotowej
nastepujacych warunkach: 100 obr./min, 250 bar, temperatura tazni wodnej 45°C. Do wy-
suszonych ekstraktow dodawano 2 mL etanolu w celu rozpuszczenia metabolitow, cato$é
przenoszono do nowych eppendorfow i wirowano 10000 xg przez 5 min w temperaturze
4°C. Proby rozcienczono do oznaczen na HPLC-MS/MS. Metode HPLC opisano we
wecze$niejszych pracach [Mironenka i in. 2020].

Podwojna hodowla plytkowa F. culmorum i T. harzianum

17 mL podtoza agarowego PDA roztopiono w laboratoryjnej tazni wodnej w tem-
peraturze 96°C przez 20 min. Nastepnie podloze wylewano na 11 cm szalki Petriego
i wystudzono w temperaturze pokojowej przez 30 min. Szczepy grzybowe rosngce na
skosach zmyto 5 mL soli fizjologicznej i przelano do falkonu o objetosci 15 mL. Za po-
moca ezy nanoszono réwne ilosci roztworu zarodnikow réwnolegle po dwoch stronach
szalki, z odstepem ok. 1 cm od brzegu ptytki. Hodowle prowadzono w 28°C, przez 10 dni
do catkowitego zarosnigcia ptytki przez grzybnie. W ostatnim dniu hodowli zmierzono
srednicg wyrosnietych kultur grzybowych.

Wyniki
W pierwszym etapie badan oceniono wptyw zewnatrzkomoérkowych metabolitow

F. culmorum na wzrost grzybni wybranych szczepow T. harzianum. W tym celu przepro-
wadzono oznaczenia ilo§ci biomasy Trichoderma poddanych dziataniu ekstraktu.
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Ryc. 1. Wplyw dodanych metabolitow F. culmorum na wzrost dwoch szczepow T. harzianum
(KKP534, 0961)
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KKP 534 kontrola;

Kwas harzianowy: 0961 kontrola ; Kwas

KKP534 + ekstrak
F.c.; Kwas

0961 + ekstrakt z F.c.;
Kwas harzianowy;

Zawartos¢ kwasu harzianowego [%]

Préba badana
KKP 534 kontrola KKP534 + ekstrakt z F.c. 10961 kontrola 0961 + ekstrakt z F.c.

Ryc. 2. Zmiany w wydzielaniu kwasu harzianowego w dwoch szczepach T. harzianum (KKP534,
0961) hodowanych w obecnosci metabolitow F. culmorum

KKP 534 kontrola; 0961 kontrola ;

1 0961 + ekstrakt z
F.c.; T22azofilon;

] KKP534 + ekstraki
F.c.; T22azofilo

Zawartos¢ T22azofilonu [%]

Préba badana
KKP 534 kontrola KKP534 + ekstrakt z F.c. 10961 kontrola 0961 + ekstrakt z F.c.

Ryc. 3. Zmiany w wydzielaniu T22 azophilonu w dwdch szezepach T. harzianum (KKP534,
0961) hodowanych w obecno$ci metabolitéw F. culmorum

Stwierdzono, ze obecno$¢ ekstraktu F. culmorum wywiera hamujacy wptyw na
wzrost obu badanych szczepow T. harzianum po 24 h hodowli.

W kolejnym etapie pracy sprawdzono, jak obecno$¢ metabolitow fuzaryjnych wpty-
nie na produkcje wybranych zewnatrzkomorkowych zwigzkoéw wydzielanych przez
szczepy T.harzianum. W tym celu zmierzono zawarto$¢ kwasu harzianowego
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(ryc. 2) i T22-azaphilone (ryc. 3) w przesaczu pohodowlanym T. harzianum pochodza-
cym z 24-godzinnej inkubacji. Badania wykonano, stosujac technike LC-MS/MS.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zaobserwowano obnizona zawarto$¢ kwasu
harzianowego w przesaczach pohodowlanych z prob, traktowanych metabolitami F. cul-
morum w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi. Wykazano, ze obecno$¢ metabolitow
fuzaryjnych wplyngta na ok. 20% obnizenie ilosci wytworzonego sideroforu dla szczepu
KKP534 i prawie 50% dla szczepu 0961.

Ryc. 4. Podwdjna hodowla ptytkowa A — T. harzianum KKP534 vs F. culmorum (A’ — wzrost
powierzchniowy), B/B’ T. harzianum 0961 vs F. culmorum (B’ — wzrost powierzchniowy)

Zawarto$¢ T22 azophilonu w przesaczu pohodowlanym réwniez zmienila si¢ pod
wptywem dodanych do hodowli metabolitow Fusarium. Dla kazdego z badanych szcze-
péw T. harzianum iloé¢ oznaczonego metabolitu byla nizsza o ponad 35% w poréwnaniu
z nastawionymi uktadami kontrolnymi.

Badania nad hodowlami grzybowymi uzupetniono o do$wiadczenia z obserwacja
wzrostu drobnoustrojow na podtozach statych. W celu oceny wzrostu badanych szczepow
grzybowych w warunkach bez dodanych metabolitow nastawiono hodowle na szalkach
Petriego.
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Zauwazono szybszy wzrost obu szczepéw T. harzianum i ograniczenie pdzniej-
szego wzrostu F. culmorum. Nie zauwazono rdznic pomi¢dzy szczepami T. harzainum
KKP 534 i 0961.

Dyskusja

Grzyby glebowe komunikujg ze soba w ekosystemach za pomoca wydzielanych na
zewnatrz komoérek metabolitow. W odpowiedzi na r6zne warunki srodowiskowe, produk-
cja sygnatow moze ulec zmianom. Grzyby z rodzaju Trichoderma sa zaliczane do natu-
ralnych $rodkéw stosowanych do kontroli biologicznej i wspomagania wzrostu roslin.
Ich wlasciwos$ci uzaleznione sg od produkcji zewnatrzkomérkowych metabolitdw, w tym
0 wlasciwos$ciach antybiotycznych i przeciwgrzybowych [Li i in. 2018].

Mykotoksyny sa toksycznymi metabolitami grzybow, zanieczyszczajacymi ziarna
zb6z. Takie zanieczyszczenia Srodowiskowe stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia
ludzi i zwierzat ze wzgledu na ich toksyczno$é. Trichoteceny, fumonizyny, kwas fuza-
rowy sa powszechnie wykrywanymi mykotoksynami produkowanymi przez rézne ga-
tunki Fusarium.

Jednym ze sposobow walki z zanieczyszczeniami zywnoS$ci przez mykotoksyny jest
zastosowanie grzybow, zdolnych do kontroli wzrostu grzybow toksynotworczych. Do ta-
kich obiecujacych drobnoustrojow zalicza si¢ grzyby z rodzaju Trichoderma [Braun i in.
2018].

W pracy postanowiono oceni¢ wplyw mykotoksyn Fusarium na wzrost T. harzia-
num i produkcje wybranych zewnatrzkomérkowych metabolitow. Zauwazono spadek
biomasy w 24 h hodowli ptynnej grzyba (ryc. 1). W celu weryfikacji szybko$ci wzrostu
grzybow postanowiono zatozy¢ podwdjng hodowle na szalkach Petriego, prowadzonag do
momentu catkowitego zarosniecia ptytki (ryc. 4). Zaobserwowano szybszy wzrost T. har-
zianum, ktory skutkowat ograniczeniem mozliwosci rozwoju F. culmorum. Podobny sto-
sunek wzrostu wykazano w pracy Bunbury-Blanchette i Walkera [2019] badajacych
wzrost F. oxysporum i T. harzianum na ptytkach.

Grzyby glebowe wytwarzajg zréznicowane metabolity zewnatrzkomoérkowe, dzigki
czemu mikroorganizmy komunikuja si¢ w otaczajacym srodowisku. Dlatego postanowi-
lismy zbadaé¢, jak metabolity zewnatrzkomorkowe Fusarium, w tym zearalenon, barwniki
naftochinonowe obecne w dodanym ekstrakcie (zwiazki oznaczone z uzyciem techniki
LC-MS/MS, dane niezawarte w pracy) wptynely na synteze wybranych zwigzkow ze-
wnatrzkomorkowych T. harzainum. W obu szczepach wida¢ wyrazny spadek zawartosci
kwasu harzianowego i T22-azaphilone po 24 godzinach inkubacji. Nie mozna wykluczy¢,
ze takie zmiany w metabolizmie wtérnym moga by¢ zwigzane z zahamowaniem wzrostu
spowodowanego obecnoscig sktadnikow dodanego ekstraktu. Wedtug Calvo i in. [2002]
badajacych rozwdj A. nidulans i wytwarzanie metabolitow wtornych synteza tych zwigz-
kow jest zwigzana ze wzrostem biomasy i Srodowiskiem, ktore je otacza.

Whioski

Obecno$¢ metabolitow F. culmorum w hodowli ptynnej T. harzianum skutkowata
zahamowaniem przyrostu biomasy grzyba. Ilo§¢ produkowanych metabolitow znaczaco
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nie roznita si¢ pomi¢dzy dwoma badanymi szczepami. Natomiast stwierdzono mniejsze
ilo$ci syntetyzowanych zewnatrzkomorkowych metabolitow T. harzianum w obecnosci
ekstraktu fuzaryjnego. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych badan nad me-
tabolomem grzybow z rodzaju Trichodrma.
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Michal Mozejko'=%, Justyna Bohacz!?

Mikroorganizmy i enzymy keratynolityczne
Keratinolytic microorganisms and their enzymes

Keratyna jest biatkiem wlokienkowym begdacym rezerwuarem cennych biologicz-
nie pierwiastkow, jak C, N i S [Gupta i Ramnani 2006, Rodziewicz i Laba 2006]. Odpady
keratynowe oraz mozliwosci ich utylizacji, zagospodarowania i aplikacji przemystowej
stanowig cieszaca si¢ duzym zainteresowaniem tematyke badawczg [Onifade i in. 1998,
Gupta i Ramnani 2006, Rodziewicz i L.aba 2006, Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011,
Staron i in. 2011]. Z danych literaturowych wynika, ze duzy udziat posréd odpadéw ke-
ratynowych stanowi pierze [Parihar i Kushwaha 2000, Sobolczyk i in. 2008, Choinska
i in. 2011]. Keratyna tworzy rowniez takie struktury, jak pazury, kopyta, rogi oraz wetna
i wlosie, a wigc wystepuje u wiekszosci organizméw wyzszych [Jayalakshmi i in. 2010].

Z aplikacyjnego punktu widzenia duzym zainteresowaniem cieszg si¢ prace badaw-
cze dotyczace badania uzdolnien keratynolitycznych mikroorganizméw [Laba i Rodzie-
wicz 2004, Gopinath i in. 2015]. Ich przedstawiciele naleza do bakterii i promieniowcow
[Chao i in. 2007, Peddu i in. 2009], a takze grzybow [Parihar i Kushwaha 2000, Bohacz
2017, Bohacz i Kornittowicz-Kowalska 2019, Bohacz i in. 2020]. Kontrolowana mikro-
biologiczna biodegradacja odpadowej keratyny niweluje jej nickorzystny wptyw na $ro-
dowisko naturalne, m.in. poprzez ograniczenie wydzielania toksycznych gazéw, takich
jak siarkowodor (H2S) czy amoniak (NH3) [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Po-
nadto mikrobiologiczna obrobka keratyny stwarza nowe mozliwosci jej zagospodarowa-
nia [Lasekan i in. 2013].

W celu komercjalizacji mikroorganizméw keratynolitycznych i syntetyzowanych
przez nie enzyméw prowadzone sg badania dotyczace ich modyfikacji genetycznych,
ktdre obejmujg technologie rekombinacji DNA, a takze klonowania genéw odpowiedzial-
nych za kodowanie keratynaz [Gupta i Ramnani 2006]. CzeSciej wykorzystuje si¢ kera-
tynazy pochodzenia grzybowego, ze wzgledu na to, iz na ogoét sg bardziej aktywne i tan-
sze w otrzymywaniu [Gopinath i in. 2015]. W pelni uzasadnione staje si¢ zatem poszuki-
wanie mikroorganizmow, ktore w sposob bezpieczny i efektywny ograniczg ilosci zale-
gajacych w $rodowisku odpaddéw keratynowych z jednoczesnym pozyskaniem cennych
bioproduktéw [Cao i in. 2007, Choinska i in. 2011].

Celem niniejszej pracy bylo zestawienie i opisanie najwazniejszych mikroorgani-
zmow keratynolitycznych i ich enzyméw uczestniczacych w biodegradacji biatka keraty-
nowego. W sposob syntetyczny przedstawiono takze mechanizm mikrobiologicznej bio-
degradacji keratyny oraz wyja$niono znaczenie tego biorozktadu dla srodowiska.

1 Katedra Mikrobiologii Srodowiskowej, Wydzial Agrobioinzynierii, Uniwersytet Przyrodni-
czy w Lublinie, michal.mozejko@up.lublin.pl
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Mikroorganizmy keratynolityczne

Mikroorganizmami keratynolitycznymi nazywamy drobnoustroje, u ktorych udo-
wodniono uzdolnienia do rozktadu keratyny [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011].
Enzymatyczne trawienie keratyny mozliwe jest dzigki sekrecji specyficznych substra-
towo wobec tego bialka enzymoéw nazywanych keratynazami [Gopinath i in. 2015]. Po-
§rod mikroorganizméw keratynolitycznych mozna wyrézni¢ przedstawicieli bakterii,
W tym promieniowcow, oraz grzybow strzepkowych i drozdzy [Chao i in. 2007, Choinska
iin. 2011, Godheja i Shekhar 2014]. Wystepuja tutaj zardwno saprofity, jak i drobnou-
stroje pasozytnicze, zamieszkujace zréznicowane $rodowiska [Kornittowicz-Kowalska
i Bohacz 2011]. Drobnoustroje te mozna znalez¢ w Srodowiskach bogatych w keratyne,
tj. glebie, ptasich gniazdach, czy bezposrednio na strukturach keratynowych, jak pierze,
sier$¢, czy wetna [Gupta i Ramnani 2006, Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Pod
wzgledem wymagan temperaturowych mikroorganizmy keratynolityczne najcze¢sciej za-
liczane sg do mezofili i termofili [Srivastava i in. 2011], natomiast po wzglgdem zapo-
trzebowania na tlen sg zaréwno tlenowcami, jak i mikroorganizmami beztlenowymi
[Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Uzdolnienia do lizy keratyny maja rowniez or-
ganizmy wyzsze, takie jak larwy moli Hofmannophila pseudospretella [Gerard 2002]
oraz Tineola bisselliellma (Hummel) [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Jednakze
z uwagi na ochrone $rodowiska przed zaleganiem odpadowej materii organicznej, a jed-
noczesnie przed marnotrawieniem wartosciowych pod wzgledem zawartosci N i S odpa-
dow bogatych w keratyne przy zastosowaniu biologicznych metod przyjaznych srodowi-
sku to wlasnie mikroorganizmy powinny by¢ poszukiwane, badane i wykorzystywane
przez cztowieka do celow praktycznych [Jahan i in. 2010].

Bakterie keratynolityczne

Dominujaca grupe mikroorganizméw keratynolitycznych stanowia bakterie [Ro-
dziewicz i Laba 2006], ktore ze wzglgdu na szybkie tempo wzrostu i rozwoju (w porow-
naniu z grzybami) ciesza si¢ zainteresowaniem pod katem ich przemystowego wykorzy-
stania [Gopinath i in. 2015]. Keratyna jest przez nie przetwarzana jako zroédto C, N i ener-
gii w celu budowy ich wtasnej biomasy [Laba i Rodziewicz 2004]. Nalezg tutaj przedsta-
wiciele laseczek tlenowych z rodzaju Bacillus sp., tj. Bacillus cereus i Bacillus licheni-
formis [Jahan i in. 2010, Choinska i in. 2011] oraz rzadziej szczepy Bacillus pumilis.
Bakterie z rodzaju Bacillus sp. izolowane sa czesto ze struktur keratynowych, takich jak
pierze [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Poséréd keratynolitycznych bakterii
mozna spotkac takze szczepy z rodzaju Fervidobacterium sp., takie jak Fervidobacterium
islandicum czy Fervidobacterium pannavorans [Nam i in. 2002, Kornittowicz-Kowalska
i Bohacz 2011]. Wiasciwo$ciami keratynolitycznymi charakteryzuja si¢ rowniez bakterie
z rodzaju Sarcina sp. [Laba i Rodziewicz 2004].

W obrebie bakterii keratynolitycznych mozemy wyszczegdlni¢ zaréwno bakterie
Gram-ujemne (G-), jak i Gram-dodatnie (G+) zréznicowane pod wzgledem budowy
$ciany komorkowej i wlasciwosci fizjologicznych [Rodziewicz i Laba 2006, Silhavy i in.
2010]. Posrod bakterii Gram-ujemnych (G-) znanych z uzdolnien do rozktadu keratyny
Wymienia sie tlenowe i beztlenowe bakterie z rodzajow Chrysobacterium sp., Fervido-
bacterium sp., Stenotrophomonas sp. oraz Vibrio sp. [Riffel i Brandelli 2002, Rodziewicz
i Laba 2006, Gopinath i in. 2015].
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Posrod mikroorganizmow Gram-dodatnich (G+) wymieni¢ mozna przedstawicieli
rodzaju Bacillus sp., tj. wczesniej wspomniane gatunki Bacillus licheniformis i Bacillus
subtilis, oraz rodzaje Kocuria sp., Lysobacter sp. i Microbacterium sp. [Thys i in. 2004,
Gopinath i in. 2015]. Bakteriami najliczniej izolowanymi z odpadowej keratyny, w tym
odpadowego pierza, sa laseczki Bacillus licheniformis [Rodziewicz i L.aba 2006]. Zasie-
dlaja one 80-90% pierza roznych gatunkéw ptakow [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz
2011]. Enzymy keratynolityczne laseczek Bacillus sp. charakteryzuja si¢ wysoka trwato-
$cig podczas przechowywania [Peddu i in. 2009]. Cytowani autorzy zauwazyli, ze kera-
tynazy tych drobnoustrojow po zamrozeniu na okres jednego miesigca wykazywaly 90%
swojej pierwotnej aktywnosci, natomiast po 2 miesigcach ich aktywnos¢ spadta dwukrot-
nie do ok. 50%.

Promieniowce keratynolityczne

Promieniowce stanowig specyficzng grupe tlenowych bakterii Gram-dodatnich
(G+), ktére dzieki tworzeniu pseudomycelium, tj. rozgateziajacych sie i splatajacych wza-
jemnie strzepek przypominajg morfologicznie grzyby strzgpkowe [Sharma 2014]. Dodat-
kowo cytowany autor zaznacza, ze ich kwasy nukleinowe sg bogate w cytozyng i guaning.

Promieniowce zasiedlaja ro6zne Srodowiska, w tym natlenione gleby w liczebnosci
ok. 1 000 000 komoérek w 1 gramie gleby [Jayalakshmi i in. 2010]. W przypadku obec-
nosci keratyny w srodowisku swojego bytowania promieniowce przeprowadzaja jej en-
zymatyczng degradacje, czym przyczyniaja si¢ do oczyszczania Srodowiska naturalnego
poprzez utylizacje zalegajacych w nim odpadow keratynowych [Jayalakshmi i in. 2010].
Wiasciwosci lityczne wzgledem keratyny posiadaja szczegolnie promieniowce z rodzaju
Streptomyces sp., posrod ktorych mozna wymieni¢ szczepy Streptomyces albidoflavus,
Streptomyces fradiae, Streptomyces graminofaciens [Gopinath i in. 2015], Streptomyces
pactum [Godheja i Shekhar 2014] i Streptomyces thermoviolaceus [Chitte i in. 1999].
Rowniez w obrebie rodzaju Thermoactinomycetes sp. spotykani sg przedstawiciele
0 uzdolnieniach do rozktadu keratyny [Gousterova i in. 2005].

Promieniowce keratynolityczne sa wykorzystywane w roznych gateziach przemy-
shu, takich jak biomedycyna, przemyst farmaceutyczny, garbarski, a takze w rolnictwie
[Syed i in. 2009, Jayalakshmi i in. 2010]. Przyktadem moga by¢ termotolerancyjne
szczepy Streptomyces gulbargensis znajdujace zastosowanie w garbowaniu skor oraz
podnoszeniu wartosci pokarmowej odpadowej keratyny [Syed i in. 2009]. Z tego tez po-
wodu prowadzone sg liczne badania dotyczace pozyskiwania i wykorzystania promie-
niowcow [Jayalakshmi i in. 2010].

Grzyby keratynolityczne

Grzyby stanowig grupe eukariotycznych mikroorganizméw keratynolitycznych za-
siedlajacych rozne srodowiska bogate w materi¢ keratynowa [Parihar i Kushwaha 2000,
Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Wigkszo$¢ grzybow rozktadajacych keratyne
nalezy do mezofili, jednakze wystepuja tu rowniez gatunki termotolerancyjne, takie jak
Chrysosporium sp. czy Microsporum gypseum. Mozemy tutaj wyrdzni¢ grzyby o charak-
terze patogennym, tzw. dermatofity, oraz grzyby niepatogenne, czyli saprotrofy [Onifade
iin. 1998, Rodziewicz i Laba 2006, Godheja i Shekhar 2014]. Posrod grzyboéw keratyno-
filnych, tj. zasiedlajacych srodowiska zasobne w keratyng [Kunert 2000], szczegdlne zna-
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czenie majg rodziny Arthrodermataceae i Onygenaceae oraz klasy Ascomycetes i Ony-
genales [Godheja i Shekhar 2014]. W$r6d rodziny Arthrodermataceae uzdolnienia kera-
tynolityczne moga posiada¢ m.in. gatunki nalezace do rodzaju Arthroderma sp., takie jak
Arthroderma tuberculatum i Arthroderma multifidum [Bohacz i in. 2020].

W obrebie dermatofitow mozna wyr6zni¢ 3 grupy ekologiczne uwarunkowane $ro-
dowiskiem, w ktorym bytuja, tj. zasiedlajace glebe dermatofity geofilne oraz zasiedlajace
skore i jej struktury u zwierzat i u ludzi odpowiednio dermatofity zoofilne i antropofilne
[Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Dermatofity sa zatem w duzej mierze pasozy-
tami organizmow wyzszych, zasiedlajac ich struktury keratynowe [Onifade i in. 1998].

Wystepowanie grzybow w srodowisku glebowym uwarunkowane jest pH i wilgot-
noscia gleby [Kornitowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Dermatofity geofilne oraz inne
grzyby keratynolityczne zasiedlaja zarowno gleby kwasne (Trichophyton ajelloi), obo-
jetne (Trichophyton terrestre), jak i o odczynie zblizonym do zasadowego (Chrysospo-
rium sp.) [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2002, Kornittowicz-Kowalska i Bohacz
2011]. Pod wzglgdem wilgotnosci grzyby te obecne sg w §rodowiskach zaréwno suchych
(gatunki kserofilne), jak i wilgotnych (gatunki hydrofilne). Wsrod kserofili mozna wy-
szczeg6lni¢ Trichophyton terrestre, natomiast w obrebie hydrofili Chrysosporium kera-
tinophilum [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Do zasiedlajacych struktury zwie-
rzat, a nawet ludzi dermatofitow zoofilnych oraz antropofilnych mozna zaliczy¢ przed-
stawicieli rodzaju Trichophyton sp., takich jak Trichophyton gallinae oraz Trichophyton
mentagrophytes [Tsuboi i in. 1987, Wawrzkiewicz i in. 1987, Kornitowicz-Kowalska
i Bohacz 2011]. Kornittowicz-Kowalska i Bohacz [2011] zaznaczaja, iz mimo ze zoofilne
dermatofity sa w stanie atakowac¢ organizm cztowieka, w przypadku dermatofitow antro-
pofilnych rzadko zdarza sig, aby byty aktywne wobec zwierzat. Dermatofity geofilne to
natomiast w duzej mierze grzyby niepatogenne, saprotroficzne, zasiedlajace srodowiska
bogate w biatko keratynowe, takie jak gleba, odpady i $cieki komunalne oraz ich osady
[Ulfig 1984, Kornitowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Zdarza si¢ jednak, ze niektore
szczepy Microsporum sp., szczegdlnie Microsporum gypseum, mogg infekowaé rowniez
organizmy wyzsze [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011].

Kolonizacja keratyny przez dermatofity zwigzana jest z wrastaniem specyficznych
strzepek, np. organdéw perforacyjnych, do wngtrza keratyny [Gopinath i in. 2015]. Roz-
ktad keratyny zwigzany z pozyskaniem C, N, S i energii dla wzrostu i rozwoju grzybow
jest zatem mozliwy na drodze mechanicznej oraz enzymatycznej [Onifade i in. 1998]. W
zalezno$ci od poziomu aktywnosci enzymatycznej rozktad keratyny moze odbywacé sig¢
w sposob czeSciowy badz catkowity [Parihar i Kushwaha 2000].

Poza dermatofitami wsrdd grzybow keratynolitycznych mozna wyszczegdlnié
takze grzyby z grupy Chrysosporium, do ktérej zalicza sie rodzaj Chrysosporium sp. oraz
Myceliophthora sp., w tym jej teleomorfa Ctenomyces sp. [Kornitowicz-Kowalska i Bo-
hacz 2011, Gopinath i in. 2015, Bohacz 2017]. W obrebie grzybdéw keratynolitycznych
mozna wyr6zni¢ typowe grzyby keratynolityczne oraz tzw. plesnie ubikwistyczne, do
ktorych zalicza si¢ keratynolityczne szczepy Aspergillus fumigatus zréznicowane pod
wzgledem aktywnoéci keratynolitycznej [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011].
Grzyby rozkladajace ponizej 40% keratyny sg okreslane mianem stabo keratynolitycz-
nych, natomiast szczepy trawiace ponizej 20% keratyny — niekeratynolitycznych. Plesnie
ubikwistyczne w hodowli ptynnej cechuje rozktad keratyny, np. w postaci pierza, rzedu
20-40%, natomiast typowe grzyby keratynolityczne przeprowadzaja jej kompletng bio-
degradacje [Kunert 2000, Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011].
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Enzymy keratynolityczne

Mikrobiologiczna, enzymatyczna biodegradacja keratyny zachodzi przy udziale
specyficznych proteaz zwanych keratynazami badz enzymami keratynolitycznymi [Oni-
fade i in. 1998, Srivastava i in. 2020]. W zaleznoS$ci od szczepu i czasu jego hodowli
enzymy keratynolityczne produkowane sg w zréznicowanej ilosci [Sobolczyk i in. 2008].
Wytwarzane sg one gtownie podczas logarytmicznej i stacjonarnej fazy wzrostu drobno-
ustrojow [Gupta i Ramnani 2006]. Cecha, ktéra réznicuje keratynazy na tle tradycyjnych
proteaz i peptydaz, jest ich specyficzno$¢ substratowa [Onifade i in. 1998]. Sg one bo-
wiem aktywne zaréwno wobec keratyny, biatek widkienkowych, takich jak elastyna czy
kolagen, jak i biatek niewtdkienkowych, jak albumina badz kazeina [Rodziewicz i Laba
2006]. Ponadto biatka te cechuja si¢ aktywnoscia w szerokich zakresach pH i temperatury
[Gupta i Ramnani 2006] i mogg by¢ wydzielane w dwojaki sposob, tj. wewnatrzkomor-
kowo lub zewnatrzkomérkowo [Brandelli i in. 2015]. Jednakze wigkszo$¢ keratynaz wy-
dzielana jest poza obszar komorki [Srivastava i in. 2011]. Ponadto posréd keratynaz wy-
rézniamy enzymy, ktorych sekrecja indukowana jest obecnoscig substratu keratynowego
[Rodziewicz i Laba 2006] oraz enzymy konstytutywne wydzielane pomimo braku kera-
tyny w $rodowisku [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011].

Keratynazy zroznicowane sg pod wzgledem charakteru centrum aktywnego, na kto-
rego podstawie zaliczamy je do proteaz aspartylowych, metaloproteaz, proteaz seryno-
wych i tiolowych [Peddu i in. 2009]. Wsrdd enzymoéw keratynolitycznych najwickszy
udzial stanowig enzymy z grupy proteaz serynowych i metaloproteaz [Gupta i Ramnani
2006] oraz proteaz obojetnych Iub zasadowych [Brandelli i in. 2015]. Do gléwnych pro-
ducentoéw keratynaz zaliczane sa m.in. mezofilne grzyby i promieniowce oraz termofilne
laseczki tlenowe z rodzaju Bacillus sp., ze szczegdlnym uwzglednieniem przemystowym
keratynaz Bacillus licheniformis [Jahan i in. 2010]. Z danych literaturowych wynika, ze
aktywno$¢ keratynolityczng wykazuja enzymy z grupy metaloproteaz syntetyzowane
przez Flavobacterium sp. KR6 [Riffel i Brandelli 2002] i Microbacterium sp. KR10
[Thys i in. 2004]. Aktywnos$¢ keratynolityczng o charakterze alkalicznej proteazy wyka-
zywal takze Streptomyces sp. MG104 [Mohamedin 1999].

Mechanizm biodegradacji keratyny

Doktadny mechanizm keratynolizy nie jest jeszcze poznany, co stwarza potencjat
badawczy [Kornittowicz-Kowalska i Bohacz 2011]. Wiadomo, iz keratyna inaczej roz-
ktadana jest przez mikroorganizmy nalezace do Procaryota i Eucaryota [Sobolczyk i in.
2008]. Grzyby obok hydrolizy enzymatycznej zwigzanej z wytwarzaniem egzoproteaz
cechuje poprzedzajaca je biodegradacja mechaniczna przy uzyciu strzgpek perforacyj-
nych [Onifade i in. 1998]. Mechanizm keratynolizy jest ztozony z dwoch zachodzacych
rownorzednie procesow, tj. rozktadu hydrolitycznego i sulfitolizy [Gupta i Ramnani
2006]. Rozktad enzymatyczny zwigzany jest z rozerwaniem podtrzymujacych strukture
keratyny mostkéw disiarczkowych cystyny w procesie sulfitolizy [Onifade i in. 1998,
Gopinath i in. 2015]. Dzi¢ki rozbiciu zwartej struktury keratyny zwigksza si¢ powierzch-
nia aktywnego oddziatywania enzymow proteolitycznych na to biatko [Laba i Rodzie-
wicz 2004, Gopinath i in. 2015]. Rozktad enzymatyczny na drodze sulfitolizy wplywa na
wzrost pH $rodowiska i na emisj¢ amoniaku z odpadowej keratyny [Kornittowicz-Ko-
walska i Bohacz 2011]. Rozerwanie disiarczkowych mostkow cystynowych jest zatem
jednym z potencjalnych mechanizmow keratynolizy [Onifade i in. 1998, Rodziewicz
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i Laba 2006]. Jednakze z uwagi na to, ze proces ten wymaga doktadnego poznania pro-
wadzone sa stale badania w tym zakresie.

Podsumowanie

Keratyna doprowadzana jest do srodowiska w postaci odpadoéw z szeregu galezi
przemystu, w ktorym duze znaczenie odgrywa przemyst drobiarski. Z racji, iz jest to
biatko trudnodegradowalne, w duzej mierze odporne na rozktad fizykochemiczny i enzy-
matyczny konieczne jest zastosowanie roznych metod jej przetwarzania. Przyjazng $ro-
dowisku szanse przetwarzania odpadowej keratyny stwarzaja mikroorganizmy o uzdol-
nieniach keratynolitycznych.

Drobnoustroje keratynolityczne, zasiedlajac zréznicowane $rodowiska, przyczy-
niaja si¢ do naturalnej biodegradacji zalegajacej w nich keratyny. W ich obrebie wyr6z-
niamy przedstawicieli roznych taksonomicznie grup mikroorganizmow, tj bakterii, pro-
mieniowcow, grzybow strzepkowych oraz drozdzy. Posréd nich wystepuja zardéwno mi-
kroorganizmy saprotroficzne, jak i potencjalnie patogenne. Liza keratyny przez te drob-
noustroje mozliwa jest dzigki syntezie specyficznych substratowo wobec tego biatka en-
zymoéw proteolitycznych i keratynolitycznych. Charakter takich enzymow uwarunko-
wany jest $ci§le budowa ich centrum aktywnego.

Mikrobiologiczny rozktad keratyny nie jest jednak do konca poznany, a ze wzgledu
na ograniczenie zagrozen, z jakimi wiaze si¢ niekontrolowana keratynoliza, konieczne
jest doktadne poznanie mechanizmu tego procesu. W zaleznos$ci od przynaleznos$ci tak-
sonomicznej mikroorganizmy wyksztalcity liczne sposoby na biodegradacj¢ keratyny,
w ktorych znaczaca role odgrywa eliminacja mostkow disiarczkowych cystyny. Taki za-
bieg wiaze si¢ ze zwigkszeniem podatnosci keratyny na rozktad proteolityczny. Wazne
zatem staje si¢ poszerzenie badan dotyczacych keratynolitycznych uzdolnien mikroorga-
nizmow.
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Ocena wydatku energetycznego podczas pracy
w rolnictwie indywidualnym
Assessment of energy expenditure while working in private farming

Rolnictwo indywidualne w Polsce jest jednym z przodujacych sektorow gospodarki
pod wzgledem réznorodnosci i cigzkosci wykonywanej pracy. Wedlug danych za rok
2018, ktore podaje Glowny Urzad Statystyczny (GUS), liczba gospodarstw indywidual-
nych zblizyta si¢ do ok. 1 422 tys., natomiast liczba gospodarstw indywidualnych o po-
wierzchni uzytkéw rolnych przekraczajacych hektar wyniosta ok. 1 398 tys. [GUS 2019].

Ze wzgledu na zréznicowany wachlarz wykonywanych czynnos$ci oraz sezono-
wos¢, np. w produkeji roslinnej, rolnik indywidualny obarczony jest znacznie wigkszym
wysitkiem fizycznym, a niekiedy tez psychicznym, spowodowanym statlym pospiechem
i checig wykonania wyznaczonych zadan w $cisle okreslonym czasie. ROwniez na uwage
zastuguje fakt, ze rolnik w ciggu jednego dnia roboczego realizuje mndstwo zadan, tym
samym przedhuzajac ciagltos¢ pracy nawet do kilkunastu godzin. Efektem dlugiej i ciez-
kiej pracy, wymagajacej znacznego wysitku fizycznego, sa liczne dolegliwosci ze strony
uktadu migsniowo-szkieletowego. Dzieje si¢ tak z powodu dtugotrwatego pozostawania
w jednej pozycji ciata, dzwigania ciezkich przedmiotow, uzywania nicodpowiednich,
przestarzatych maszyn, urzadzen badz narz¢dzi podczas pracy i wptywu innych warun-
kow otoczenia [https://www.ciop.pl].

Podczas wykonywania pracy przez pracownika bardzo czgsto dochodzi do nadmier-
nego obciazenia i zmeczenia, a to z kolei wigze si¢ z dolegliwos$ciami uktadu mige$niowo-
szkieletowego. Gtownie wynika to z nieodpowiedniego sposobu wykonywania pracy,
tj. nieodpowiedniej postawy podczas pracy, atmosfery czy zbyt dtugiego czasu pracy
i braku przerw [Bartuzi i Kaminska 2010]. Podczas wykonywania pracy na pracownika
oddziatuja bodzce pochodzace ze srodowiska, ktore moga powodowaé znaczne obcigze-
nia fizyczne i psychiczne [Krause i Profaska 2012].

Obciazenie pracg fizyczng to rodzaj obciazenia, na ktory sktada si¢ obciazenie dy-
namiczne, uwzgledniajace energic wydatkowang przez organizm, obcigzenie statyczne,
dotyczace przyjmowanej podczas pracy pozycji, oraz obcigzenie monotypowe, zwigzane
z wykonywaniem statych i powtarzajacych si¢ ruchow roboczych [Grzegorczyk 2001,
Predecka i in. 2006]. Wielko$¢ wydatku energetycznego stuzy do sklasyfikowania kate-
gorii stopnia cigzkosci obcigzenia praca, jaka wystepuje podczas zmiany roboczej na da-
nym stanowisku [Nowacka 2013].

Obcigzenie psychiczne, podobnie jak obciazenie fizyczne, istotnie wptywa na orga-
nizm ludzki. Jest jednym z gtéwnych elementow, ktore wplywaja na wzrost zmgczenia

! Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Inzynierii Produkcji, Miedzywydziatowe Stu-
denckie Koto Naukowe BHP i Ergonomii, jessica_stankiewicz@o2.pl
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wynikajacy z wykonywanej pracy. Monotonia pracy, a takze wysitek psychiczny z nig
zwigzany to gldwne sktadowe obcigzenia psychicznego [Gorska 2015, Karney 1988, No-
wacka 2013].

Podczas wysitku o charakterze fizycznym w organizmie cztowieka maja miejsce
rézne procesy energetyczne, ktore sg niezwykle wazne, aby mdc oceni¢ obcigzenie fi-
zyczne na wybranym stanowisku. Jest ono przedstawiane jako wydatek energetyczny.
Wydatek energetyczny jest ilo$cia energii, ktorg produkuje cztowiek podczas wykony-
wania zadan roboczych. Wydatek czesto jest okreslany jako ciezko$¢ pracy i okresla sie
go w dzulach (J) badz w watach (W). Ilo$¢ energii jaka zuzywa cztowiek podczas wyko-
nywania pracy dzieli si¢ na wydatek energetyczny podczas jego spoczynku oraz wydatek
energetyczny, kiedy czynnosci wymagaja zuzytkowania energii. Inaczej nazywa si¢ to
wydatkiem energetycznym efektywnej pracy (badz netto) [Bugajska 2000].

Pomiar wydatku energetycznego jest niezwykle istotny ze wzgledu na zapewnienie
bezpieczenstwa i higieny podczas pracy. Jego wielko$¢ pozwala na oceng obcigzenia
praca, ktore pojawia si¢ w ciggu calej zmiany roboczej. Do oceny cigzkosci pracy stuzy
m.in. metoda gazometryczna, nazywana inaczej kalorymetrig posrednia, ktora skupia si¢
na okre$leniu wskaznikow dotyczacych wymiany gazowej pracownika. Metoda chrono-
metrazowo-tabelaryczna (metoda szacunkowa) wykorzystuje natomiast dane dotyczace
kosztu energetycznego poszczegdlnych czynnosci oraz pozycji, a takze czasu ich trwania
podczas dnia pracy. Ostatnia metoda polega na zmierzeniu czgstosci skurczow serca [Pa-
cholski 1986].

Coraz wicksza §wiadomo$¢ rolnikow na temat obcigzenia fizycznego oraz dolegli-
wosci migsniowo-szkieletowych, bedacych efektem tego obcigzenia, pozwala znacznie
zmniejszy¢ ryzyko ich wystapienia. Najlepszym sposobem na wyeliminowanie negatyw-
nych skutkow obcigzenia fizycznego jest wiedza o poziomie tych obcigzen i jej wykorzy-
stanie podczas dziatan prewencyjnych prowadzonych wsrod rolnikow.

Celem pracy jest ocena wydatku energetycznego podczas wykonywania wybranych
prac w rolnictwie indywidualnym.

Zakres przeprowadzonych badan obejmuje wytypowanie do nich rolnikow, ktorzy
prowadza wlasng dziatalno$¢ w réznych gospodarstwach indywidualnych. Nastepnie wy-
branie czynnos$ci roboczych, charakterystycznych dla pracy w danym gospodarstwie.
W koncowym etapie, dokonanie oceny obcigzenia pracg podczas wybranych prac w po-
szczegblnych gospodarstwach.

Material i metody

Badania zostaly przeprowadzone w czterech gospodarstwach indywidualnych
w wojewddztwie podkarpackim w powiecie przemyskim (miejscowosci: Makowa i Huw-
niki). Przy wyborze gospodarstw indywidualnych wzigto pod uwage réoznorodnos¢ wy-
konywanych czynnosci pod wzgledem obcigzenia pracg rolnikow indywidualnych. Ba-
dania przeprowadzono w miesigcach pazdziernik — listopad 2020 r. Wybierajac wezesniej
wspomniane miesigce, sugerowano si¢ najwicksza iloscig oraz dynamika prac wykony-
wanych w wybranych gospodarstwach.

W przeprowadzonych badaniach uczestniczyto czterech rolnikow indywidualnych,
ktorzy wykonywali odmienne i zréznicowane prace we wlasnych gospodarstwach rol-
nych. Byli to mezczyZzni w przedziale wiekowym od 24 do 63 lat, ktorzy nie zglaszali
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wczesniej chordb uktadu krazenia. W tabeli 1 przedstawiono charakterystyke rolnikow
indywidualnych uczestniczacych w badaniu.

Tabela 1. Charakterystyka grupy badawczej

Ozrr;Tﬁizlfgle Ple¢ Wiek [lata] | Waga [kg] | Wzrost [cm] | Wykonywane prace
R1 MezZczyzna 30 64 169 Prace pszczelarskie
R2 MezZczyzna 38 93 175 Pozyskiwanie drewna
R3 MezZczyzna 63 79 172 Prace sadownicze
Prace porzadkowe
R4 Mezczyzna 24 89 170 w gospodarstwie
warzywniczym

Zrédto: opracowanie wiasne

Fot. Dzesika Stankiewicz

Ryc. 1. Dokarmianie pszcz6t w badanym gospodarstwie pasiecznym

Pierwszy z rolnikdow uczestniczacych w badaniach (R1) zajmuje si¢ hodowla
pszczot. Pomiary prowadzono podczas dokarmiania pszczot na zime (ryc. 1). Wszystkie
czynnosci rolnik wykonuje samodzielnie, przyjmujac rozne pozycje ciata (siedzgca, po-
chylona, stojaca). Podczas procesu dokarmiania pszczot, osoba badana wykonuje prace,
takie jak: przenoszenie zgrzewek cukru i wiader wody do pomieszczenia gospodarczego,
proces tworzenia syropu i przelewanie do 5-litrowych butelek, reczny transport butelek
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z syropem pod ule, dokarmianie pszczot czy ocieplanie uli. Ostatnim etapem prac byto
uprzatnigcie terenu pasieki oraz budynku gospodarczego znajdujacego si¢ w poblizu.

Ryc. 2. Cigcie drewna opalowego za pomoca pily spalinowe;j
Fot. Dzesika Stankiewicz

Rolnik R2 prowadzi gospodarstwo, ktorego gtéwnym kierunkiem dziatalnos$ci jest
pozyskiwanie drewna. Badania przeprowadzono podczas pozyskiwania drewna na opat
(ryc. 2). Wigkszo$¢ prac, ze wzgledu na bardzo mate zmodernizowanie gospodarstwa, byta
wykonywana recznie. Do wykonywanych czynnos$ci nalezato m.in. cigcie drewna opato-
wego za pomocg pity spalinowej, reczne rabanie drewna siekiera, tadowanie porabanego
drewna na taczke 1 przewozenie pod drewutnie. Ostatnig czynnosciag wykonywang przez
osobe badang bylo uktadanie przywiezionego wczesniej drewna opatlowego w stosy.

Kolejny rolnik (R3) uczestniczacy w badaniach prowadzi gospodarstwo sadowni-
cze. Pomiary przeprowadzono podczas rgcznego zbioru jabtek oraz ich transportu
(ryc. 3). Prace sadownicze obejmowaly zbieranie jabtek z drzew za pomoca zbieraka do
owocOw, przenoszenie skrzynek z owocami, zbieranie spadow w celu uprzatnigcia zgni-
tych jablek oraz ogdlne prace porzadkowe. Podczas prac rolnik przyjmowat zrdéznico-
wane pozycje ciata (kleczaca, pochylona, stojaca).
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Ryc. 3. Zbieranie spadow Ryc. 4. Reczne przekopywanie podtoza
w celu uprzatnigcia sadu pod uprawe warzyw
Fot. Dzesika Stankiewicz Fot. Dzesika Stankiewicz

Kolejne pomiary przeprowadzono w gospodarstwie warzywniczym podczas sezo-
nowych prac porzadkowych, polegajacych na przygotowaniu podtoza na wiosne do
uprawy warzyw przez rolnika R4 (ryc. 4). Ze wzglgdu na niewielka przestrzen przezna-
czong na uprawe warzyw w tym gospodarstwie (czg$¢ pozostatych warzyw uprawiana
byta w tunelu) wszystkie prace wykonywano re¢cznie, bez uzycia zmodernizowanych ma-
szyn i urzadzen. Badania przeprowadzono podczas wykonywania czynnosci, takich jak
np. $cigganie ogrodzenia sezonowego, zabezpieczajgcego przed zwierzetami. Ogrodzenie
znajdowato si¢ wokot podtoza przeznaczonego na uprawg. Innymi wykonywanymi czyn-
nosciami byty: usuwanie wszystkich pozostato$ci po uprawie warzyw oraz spulchnianie
podtoza poprzez reczne przekopywanie gleby. Ostatnig wykonywang czynnoscig robocza
byty prace porzadkowe oraz czyszczenie sprzetu.

Metodyka badan

Ocena wydatku energetycznego polegata na okresleniu kategorii ci¢zkosci pracy na
podstawie wynikow pomiaru wydatku energetycznego. Do pomiaréw wydatku energe-
tycznego wykorzystano metode polegajaca na pomiarze czestosci skurczéw serca. Wy-
bierajac powyzsza metodg, sugerowano si¢ rodzajem pracy wykonywanej przez osoby
badane. Czynnos$ci te wymagaty dynamicznego zaangazowania duzych grup migsnio-
wych. Przy tym badani nie byli narazeni na obciazenie psychiczne pracg, a takze na

108



wplyw stresu cieplnego. Po przeanalizowaniu okolicznosci i charakteru wykonywanych
prac, podjeto decyzje o wykorzystaniu metody polegajacej na czgstosci skurczow serca.
Podczas pomiaru wydatku energetycznego w trakcie wykonywania poszczegdlnych
czynnosci przez rolnikow rejestrowano nastgpujace parametry: srednie tetno (HRpracy),
minimalne tgtno bazowe (HRmin), maksymalne tetno dla danego rolnika (HRma).
Wyniki pomiaréw postuzyty do obliczenia wskaznika wykorzystania rezerwy tgtna
(WRT) wg wzoru:

WRT = ZEpracy=Hmin . 10 94]

HRmax—HRmin

gdzie:

HRpracy — jest $rednim tgtnem podawanym w uderzeniach/min [ud./min] przy wy-
konywaniu okres$lonej czynnosci

HRmin — minimalne t¢tno bazowe [ud./min]

HRmax— maksymalne tetno dla danego cztowieka [ud./min]

Nastepnie obliczono srednig WRT dla wszystkich czynnosci wykonywanych przez
danego rolnika. Na tej podstawie okreslano wielkos¢ wysitku, opierajac si¢ na wytycz-
nych zastosowanej metody badawczej (tab. 2).

Tabela 2. Klasyfikacja wysitku przy pracy na podstawie rezerwy tetna

WRT okreslajacy rodzaj wysitku [%]

Bardzo maty wysitek <25%
Relatywnie maty wysitek 25-35%
Sredni wysitek 35-50%
Dopuszczalny wysitek dla 0séb z prawidlowym uktadem krazenia 50-60%
Warunkowo dopuszczalny wysitek 80%
Wysitek niedopuszczalny > 80%

Opracowane na podstawie: Groborz i Juliszewski 2005

Pomiary wykonano za pomocg nadajnika na klatke piersiowa firmy POLAR H10,
ktoéry potaczony z aplikacja Polar Beat, pozwolit na podstawie analizy tetna okreslic wy-
datek energetyczny wystepujacy podczas wykonywanych poszczegdlnych czynnosci ro-
boczych.

POLAR HI10 sktada si¢ z opaski przeznaczonej do zatozenia na klatke piersiowa
oraz przypinanego do niej za pomoca kapsli nadajnika (ryc. 5). Opisywany sensor tgtna
wykonuje pomiary, ktore zapisywane sa w wewnetrznej pamigcei, a nastgpnie analizowane
w aplikacji Polar Beat.
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MEART RATE SENSOR

Ryc. 5. Nadajnik firmy Polar H 10
Fot. Dzesika Stankiewicz

Wyniki badan i dyskusja

Wyniki oceny wydatku energetycznego, przeprowadzonej podczas wybranych prac
w rolnictwie indywidualnym przedstawiono w formie graficznej i opisowej.

W tabelach 3-6 przedstawiono wyniki pomiar6w czgstosci skurczow tetna podczas
prac zwiazanych z dokarmianiem pszczol, pozyskiwaniem drewna na opal, prac sadow-
niczych oraz prac porzadkowych w gospodarstwie warzywniczym.

Wskaznik WRT obliczony na podstawie danych z tabeli 3 dla rolnika R1 podczas
prac zwigzanych z dokarmianiem pszczot wynosi 54%. Oznacza to, ze sezonowe prace
pszczelarskie wykonywane przez rolnika kwalifikujg si¢ do prac o dopuszczalnym wy-
sitku dla 0so6b ze zdrowym uktadem krazenia. Nie sg to prace lekkie, ale wymagajace
wigkszego wysitku fizycznego.

Praca wykonywana przez rolnika R2 zajmujacego si¢ pozyskiwaniem drewna na
opal nalezata do prac wymagajacych sity oraz znacznego wysitku fizycznego (tab. 4).
Rezerwa tetna wynosi 66,25%, co kwalifikuje wykonywang pracg jako warunkowo do-
puszczalng. Jest to jednoznaczne z faktem, ze wytypowany rolnik R2 wykonuje ciezkie
prace, wymagajace znacznego wysitku fizycznego. U osoby badanej zauwazono wzmo-
zong potliwos$¢, przyspieszony oddech, a takze zaczerwienienie skory w okolicach
twarzy.

Prace sadownicze obejmujgce m.in. podnoszenie cigzkich skrzynek pelnych jabtek
czy zbieranie popsutych spadoéw z drzew w celu uprzatnigcia wykonywane byly przez
najstarszego rolnika (mezczyzna w wieku 63 lat, waga 79 kg, wzrost 172 cm). Rezerwa
tetna obliczona na podstawie wynikéw pomiardw czestosci skurczéw serca podczas tych
prac przedstawionych w tabeli 5 wyniosta 52%. Wysilek, ktérego wymagaty powyzsze
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prace sadownicze, zostat zakwalifikowany jako dopuszczalny wysitek dla 0sob z prawi-
dtowym uktadem krazenia. Oznacza to, ze wykonywana praca nie nalezy do najlzejszych,
co wiecej przekracza nawet §redni wysitek, ale mimo wszystko, sugerujac si¢ powyz-
szymi wynikami, otrzymany WRT jest daleki od warunkowo dopuszczalnego wysitku
pracy badz niedopuszczalnego.

Tabela 3. Wyniki pomiarow czgstosci skurczow serca podczas prac zwigzanych z dokarmianiem
pszczot przez rolnika R1 (mezczyzna w wieku 30 lat, waga 64 kg, wzrost 169 cm)

Czas Tetno Srednie | Maksymalne
., . WRT
Wykonywana czynno$é trwania | bazowe tetno tetno [%]
[min] | [ud./min] | [ud./min] [ud./min] >
Przenoszenie zgrzewek cukru
i wiader wody do pomieszczenia 23 63 98 128 54

gospodarczego

Mieszanie wody z cukrem
do rozpuszczania roztworu 52 63 87 108 53
i przelewanie syropu do butelek

Reczny transport butelek z syropem

19 63 95 114 63
pod ule
Dokarmianie pszczot 50 63 94 118 56
Ocieplanie uli przed zima 54 63 91 115 54
Prace porzadkowe — uprzatnigcie
pasieki i pomieszczenia gospodar- 82 63 97 140 44
czego

Zrédto: opracowanie wiasne

Tabela 4. Wyniki pomiarow czgstosci skurczow serca podczas prac zwiazanych z pozyskiwaniem
drewna na opat przez rolnika R2 (m¢zczyzna w wieku 38 lat, waga 93 kg, wzrost 175 cm)

Czas Tetno Srednie | Maksymalne
. - WRT
Wykonywana czynno$é trwania bazowe tetno tetno [%]

[min] [ud./min] | [ud./min] [ud./min] >
Cigcie Qrewna .opa}oyvego za po- 48 68 102 119 67
mocg pity spalinowe;j
R_e;cgne rabanie drewna za pomoca 57 68 146 160 85
siekiery
Ladowz.mle pore;.barTego drewna na 37 68 103 128 58
taczke i przewozenie do drewutni
Uktadanie drewna w stosy 57 68 101 128 55

Zrédto: opracowanie wiasne
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Tabela 5. Wyniki pomiaréw czgstosci skurczow serca podczas prac zwigzanych ze zbiorem jabtek
przez rolnika R3 (me¢zczyzna w wieku 63 lat, waga 89 kg, wzrost 171 cm)

Czas Poczat-
Wykonywana czynno$é trwania | kowe t¢tno
[min] [ud./min]

Srednie tetno | Maksymalne | WRT
[ud./min] | tetno [ud./min] | [%]

Zrywanie jablek z drzew za

. . 86 52 85 123 46
pomoca zbieraka do owocow
Zbieranie zepsutych spadow 37 52 83 119 46
Reczne zbieranie jabtek do
skrzynek i przenoszenie ich 56 52 94 128 56
W wyznaczone miejsce
Uprzatnigcie sadu 57 52 96 124 61

Zrodto: opracowanie wasne

Ostatni badany rolnik R4 wykonywat sezonowe prace porzadkowe w swoim gospo-
darstwie rolnym (tab. 6). Catkowity czas prac polegajacych na przygotowaniu podtoza
pod uprawe warzyw na przyszly wiosenny sezon, podczas ktoérego przeprowadzano ba-
dania, wyniost 5 godz. 38 min. Wskaznik WRT rolnika wyniost 43,5%. Oznacza to, ze
praca obejmujaca ww. czynnosci jest praca wymagajaca sredniego wysitku fizycznego.
Pracownik nie wykonywal, tak jak w przypadku pozostatych badanych oséb (R1, R2,
R3), czynnosci zwiazanych np. z dzwiganiem cig¢zkich przedmiotow. Wykonywana praca
pozwalala takze na zmiang pozycji ciata podczas pracy, co pozwolitlo w jakim$ stopniu
na zminimalizowanie obcigzenia wykonywang praca.

Tabela 6. Wyniki pomiarow czgstosci skurczow serca podczas prac zwigzanych
z przygotowaniem podtoza pod uprawe warzyw przez rolnika R4
(mezczyzna w wieku 24 lat, waga 67 kg, wzrost 175 cm)

Czas |Poczatkowe| Srednie Maksymalne
Wykonywana czynno$¢ trwania tetno tetno tetno WRT [%]
[min] [ud./min] [ud./min] [ud./min]

Sciaganie sezonowego 0gro-
dzenia zabezpieczajacego wo-

. . 74 69 96 129 45
kot podtoza przeznaczonego
pod uprawe
Usuwanie wszystkich
pozostatosci po uprawie 87 69 85 123 30
warzyw
Przekopanie podtoza
w celu spulchnienia gleby 124 69 % 136 68
Prace porzadkowe 38 69 84 117 31

oraz czyszczenie sprzetu

Zrédto: opracowanie wiasne
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Na podstawie uzyskanych wskaznikow rezerwy tetna dla poszczegolnych czynno-
$ci wykonywanych przez rolnikoéw wskazano czynnosci o najnizszym i najwyzszym wy-
datku energetycznym.

Najwyzszy wskaznik rezerwy tetna zostat zanotowany podczas prac zwigzanych
Z r¢cznym rabaniem drewna za pomoca siekiery przez rolnika R2 (WRT = 85%), przeko-
paniem podloza w celu spulchnienia gleby przez badanego R4 (WRT = 68%), dzwiganiem
i recznym transportem ci¢zkich butelek z woda przez rolnika R1 (WRT = 63%) oraz pra-
cami zwiazanymi z uprzatnigciem sadu przez osobe badang R3 (WRT = 61%).

Byly to czynnos$ci robocze, ktore wymagaly uzycia znacznej sily oraz wigkszego
zaangazowania uktadu mig$niowo-szkieletowego. Zwiazane byly z wysitkiem fizycz-
nym, klasyfikujacym sie¢ jako dopuszczalny dla 0s6b ze zdrowym uktadem krazenia oraz
warunkowo dopuszczalnym.

Najnizszy poziom wydatku energetycznego odnotowano gtownie podczas drob-
nych prac porzadkowych wykonywanych przez rolnika R1 i R4, dla ktoérych wskaZznik
rezerwy tetna byt najnizszy (odpowiednio: 44% i 31%). Natomiast w gospodarstwach R2
i R3 byly to czynnosci zwigzane ze zbieraniem jabtek i spadow z drzew (WRT = 46%)
oraz uktadaniem drewna w stosy (WRT = 55%). Mimo Ze powyzsze prace wymagaly
najmniejszego wysitku fizycznego sposrdd przebadanych czynnosci, to wiekszos¢ z nich
wcigz nie nalezata do prac lekkich. Sklasyfikowane zostaty jako prace o srednim wysitku
fizycznym.

Po przeprowadzeniu pomiaréw czestosci skurczéw serca u poszczegodlnych rolni-
kow dokonano takze poréwnania cigzkosci wybranych prac w gospodarstwach indywi-
dualnych na podstawie wskaznika rezerwy tetna (WRT) (ryc. 6).

80

60
40
WRT [%]
20
0

pracownik R1 pracownik R2 pracownik R3 pracownik R4

Oznaczenie rolnika

Ryc. 6. Porownanie rezerw tetna dla prac wykonywanych przez poszczegdlnych rolnikow
Zrodto: opracowanie wiasne

Z porownania wskaznikow WRT dla poszczegolnych rolnikdw wynika, ze rolnik
R2 zajmujacy si¢ pozyskiwaniem drewna na opat byt narazony na najwyzszy stopien wy-
sitku fizycznego. Jego praca nalezata do najciezszych w poréwnaniu z pozostatymi pra-
cami 0sob badanych. W zwiazku z powyzszym jako jedyna zakwalifikowata si¢ do ro-
dzaju prac o warunkowo dopuszczalnym wysitku. Wymagata duzego naktadu sity, np.
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podczas rabania drewna opatowego oraz podczas r¢cznego transportowania drewna za
pomocy taczek.

Praca rolnikéw R1 i R3 réwniez nie nalezala do najlzejszych. Sezonowe prace
pszczelarskie wymagaty znacznego wysitku, chociazby podczas podnoszenia ciezkich
daszkéw badz podezas recznego transportu zgrzewek cukru na wyznaczone miejsce.

Prace sadownicze wykonywane przez najstarszego pracownika sposréd przebada-
nych 0s6b (R3) wigzaty si¢ m.in. ze zbieraniem jabtek z drzew oraz z podnoszeniem ci¢z-
kich skrzynek pelnych jabtek. Czynnosci te wymagaty przyjecia wymuszonych pozycji
ciata, ktore znacznie obcigzaty uktad migsniowo-szkieletowy, prowadzac do szybszego
zmeczenia wykonywang pracg. Stopien wysitku fizycznego rolnika R1 oraz R3 zostat
okreslony jako dopuszczalny wysitek dla osob z prawidlowym uktadem krazenia.

Natomiast wysitek fizyczny czwartego badanego rolnika R4 okreslono jako $redni.
Rezerwa tetna podczas wykonywania pracy przez tego rolnika miata najnizsza wartosc.
Jednoczes$nie u rolnika R4 odnotowano maksymalne tetno wynoszace 136 ud./min
(tab. 6) podczas czynnosci zwigzanych z r¢cznym przekopywaniem podloza, co wska-
zuje, ze powyzsza czynno$¢ wymagata od rolnika znacznego wysitku fizycznego.

Podsumowanie

Przeprowadzone pomiary czgstosci skurczow tetna u rolnikow podczas wykonywa-
nia wybranych prac, pozwolily na dokonanie oceny wydatku energetycznego w rolnic-
twie indywidualnym.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze badane prace nalezg do
kategorii prac o $rednim, dopuszczalnym i warunkowo dopuszczalnym wysitku fizycz-
nym.

Najnizszy poziom wysitku stwierdzono dla prac porzadkowych w gospodarstwie
warzywniczym. Srednia warto$¢ WRT u rolnika R4, pracujacego w gospodarstwie wa-
rzywniczym wyniosta 43,5%. Oznacza to, ze wykonywana praca wymagata wysitku fi-
zycznego o $rednim stopniu.

Wydatek na poziomie dopuszczalnym stwierdzono podczas sezonowych prac
pszczelarskich (WRT = 54%) oraz prac sadowniczych (WRT = 52%).

Najwyzszy stopien wysitku fizycznego stwierdzono podczas prac zwigzanych z po-
zyskiwaniem drewna na opat. Sredni wskaznik WRT z wszystkich wykonywanych czyn-
nosci wyniost az 66,25% 1 byt najwyzszy z wszystkich badanych prac. Prace pozyskiwa-
nia drewna jako jedyne zakwalifikowano do rodzaju prac o warunkowo dopuszczalnym
wysitku.

Analizujac poszczegdlne czynnosci wykowywane podczas badanych prac, najwyz-
szy wskaznik rezerwy tetna stwierdzono podczas czynnosci rgbania drewna za pomoca
siekiery przez rolnika R2 (WRT = 85%), natomiast prace wymagajace najnizszego wy-
datku energetycznego to drobne prace porzadkowe wykonywane przez rolnika R1 (WRT
= 44%) i R4 (31%).

Podobne wartosci WRT uzyskano w badanich Groborz i Juliszewski [2006]. Pod-
czas badan przeprowadzonych w trzech gospodarstwach rolnych, najwyzsze wskazniki
rezerwy tetna odnotowano w pracach, ktore wymagaly zaangazowania najwigkszej
grupy migséni. Wartosci tetna podczas prac miescily si¢ w przedziale od 103 nawet do
142 ud./min. Tymi pracami byty m.in. reczny wysiew marchwi (WRT = 67,9%), mycie
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marchwi w myjce (WRT =42,4%) czy zaladunek kapusty kiszonej (WRT =37,3%). Naj-
nizsze warto$ci wskaznika rezerwy te¢tna odnotowano natomiast przy pracach, ktore nie
wymagaly znaczacego wysitku fizycznego. Warto$ci tgtna miescily si¢ w przedziale od
73 do 77 ud./min. Do powyzszych prac nalezato m.in.: przygotowanie paszy dla zwierzat
na gniotowniku (WRT = 16%), pakowanie (WRT = 13,5%) czy prace porzadkowe
(WRT = 12,5%).

Badania przeprowadzone przez Szast [2019] wskazuja, ze najwyzsze wskazniki re-
zerwy tetna odnotowano podczas prac, ktore wymagaty udziatu wigkszej ilo§ci grup mie-
$niowych. Zaréwno u kobiet, jak i mezczyzn wickszy wydatek energetyczny wystepowat
podczas zbierania jabek spod drzew i przenoszenia wypetnionych owocami koszy. Mniej-
sze warto$ci wydatku energetycznego natomiast odnotowano przy pracach, ktore nie wy-
magaly uzycia wigkszej sily oraz zaangazowania duzej iloéci grup migsniowych. Wyzej
wspomnianymi pracami byly np. prace zwigzane ze zrywaniem owocow z drzew.
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Mozliwosci wykorzystania bakterii z rodzaju Methylobacterium
W zréwnowazonej uprawie roslin

The potentiality of utilize bacteria of the Methylobacterium genus in sustainable crop
production

Poczatek XX wieku i zapoczatkowane wowczas badania naukowe dotyczace mi-
krobiomu strefy korzeniowej przyczynily si¢ do zrozumienia roli interakcji pomiedzy mi-
kroorganizmami glebowymi a ro$linami. Zauwazono, ze mikroby moga wykazywaé do-
broczynny wptyw na wzrost i rozwdj roslin [Compant i in. 2010]. Ukierunkowane wyko-
rzystywanie mikroorganizméw, wykazujacych naturalng zdolno$¢ do wspomagania
wzrostu i rozwoju roslin dosy¢ szybko znalazto zastosowanie w praktyce rolniczej,
m.in. poprzez zastosowanie w cyklu uprawowym bakterii o potwierdzonych wlasciwo-
$ciach wigzania azotu atmosferycznego lub solubilizowania trudno rozpuszczalnych fos-
foranéw. Niestety, pozbawiona glebszego zrozumienia podstaw teoretycznych technika,
dawata zréznicowane i niepewne rezultaty, w obliczu czego zostala porzucona na korzysé¢
intensywnie rozwijajacej si¢ wowczas branzy nawozow sztucznych i chemicznych §rod-
kéw ochrony roslin (pestycydow). Swoisty renesans idei wykorzystania bakterii promu-
jacych wzrost roslin (PGPB, Plant Growth Promoting Bacteria) rozpoczat si¢ w latach
80. i 90. ubieglego wieku i znalazt odzwierciedlenie w intensywnym rozwoju badan nad
mozliwo$cig wykorzystania bakterii z grupy PGPB w praktyce [Glick 2020b]. Zdobyta
wiedza i do§wiadczenie pozwolity na glgbsze zrozumienie mechanizméw promowania
wzrostu i rozwoju roslin przez dobroczynne bakterie, dzieki czemu obecnie notuje sie
powolny, aczkolwiek staty rozwdj rynku preparatow biologicznych (bionawozow, bio-
stymulatorow, biopestycydow). Ich skuteczne wykorzystanie moze by¢ kluczowym ele-
mentem w zwigkszaniu produkcji rolniczej, bedacej jednym ze sztandarowych wyzwan
ludzkosci poczatku XXI wieku [Olanrewaju i in. 2017, Glick 2020a].

Bakterie nalezace do rodzaju Methylobacterium sa szeroko rozpowszechnione
W przyrodzie, a dzicki swojej plastycznosci ekologicznej moga kolonizowaé réznorakie
srodowiska, od osadow dennych wod stonych i stodkich po przestrzenie migdzykomor-
kowe roslin. Wiele szczepoéw nalezacych do rodzaju Methylobacterium wykazuje zdol-
nos¢ do promowania wzrostu i rozwoju roslin, ochrony przed fitopatogenami, czy detok-
sykacji niebezpiecznych zwigzkow chemicznych, w zwigzku z czym sa powszechnie za-
liczane do PGPB [Dourado i in. 2015, Vadivukkarasi i in. 2018]. Celem niniejszego opra-
cowania jest krotka charakterystyka bakterii z rodzaju Methylobacterium oraz przeglad
wspotczesnego pismiennictwa dotyczacego mozliwosci ich zastosowania w szeroko ro-
zumianej uprawie roslin.

L Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Instytut
Nauk Biologicznych, Katedra Genetyki i Mikrobiologii, wojciech.sokolowski@poczta.umcs.lublin.pl
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Charakterystyka rodzaju Methylobacterium

Rodzaj Methylobacterium (klasa a-Proteobacteria) nalezy do rzedu ryzobiowcow
i obejmuje, jak dotad, 67 opisanych gatunkow (zob. https://Ipsn.dsmz.de/genus/Methylo-
bacterium). Bakterie z tego rodzaju to Gram-ujemne, tlenowe pateczki, tworzace na pod-
tozach mikrobiologicznych kolonie o charakterystycznym, rézowym lub pomaranczowo-
czerwonym zabarwieniu, zwigzanym z produkcja barwnikow karotenoidowych przez te
bakterie. Rodzaj ten jest zaliczany do grupy fakultatywnych metylotrofow — cecha cha-
rakterystyczng bakterii z rodzaju Methylobacterium jest zdolno$¢ do oksydacji metanolu
z wykorzystaniem enzymu dehydrogenazy (MDH) i utylizacja tego zwiazku jako jedy-
nego zrodta wegla i energii [Dourado i in. 2015]. Bakterie z tej grupy wykazujg rowniez
zdolnos$¢ do wykorzystywania i utylizacji innych, jednoweglowych zwigzkéw organicz-
nych, takich jak mréowczan, formaldehyd, a nawet metan. Niektore szczepy, poddane od-
powiednim warunkom hodowli, mogg wytwarza¢ bakteriochlorofil, co sugeruje powia-
zanie filogenetyczne ich przodkow z fototrofami [Green 2015].

Rodzaj ten jest dosy¢ szeroko rozpowszechniony w przyrodzie, tak w ekosystemach
naturalnych, jak i antropogenicznych. Jego przedstawiciele moga zasiedla¢ zardwno $ro-
dowiska wodne, jak i ladowe, moga znajdowac¢ si¢ w glebie, powietrzu, kurzu, w syste-
mach wodociggowych czy tez zanieczyszczonych i skazonych siedliskach naturalnych.
Waznym rezerwuarem bakterii z rodzaju Methylobacterium sa rosliny oraz ryzosfera;
szczepy maja zdolno$¢ do kolonizacji tkanek wewngtrznych i funkcjonowania w formie
endofitycznej lub zasiedlania powierzchni roslin. Stopien asocjacji tych mikroorgani-
zmow z ro$ling moze przyjmowac wieloraki charakter, od $cistego, symbiotycznego, po
luzny i fakultatywny. Szacuje sig¢, ze szczepy Methylobacterium wspottworzg mikrobiom
wielu gatunkow roslin. Ponadto udowodniono, ze metylotrofy kolonizujace fylosfere wy-
korzystuja do wzrostu niewielkie ilosci metanolu wydzielane przez aparaty szparkowe
ro$lin, co stymuluje ich rozwdj i jednoczesnie moze hamowaé wzrost innych mikroorgani-
zméw. Zaden z dotychczas opisanych gatunkéw Methylobacterium nie wykazywat cech
fitopatogenicznych lub saprofitycznych, pomimo dowodow na wytwarzanie przez nie en-
zymow rozktadajacych $ciane komorkowa roslin, takich jak pektynazy czy celulazy. Z dru-
giej strony niektore gatunki bakterii rodzaju Methylobacterium sa uznawane za oportuni-
styczne patogeny czlowieka [Holland 1997, Vadivukkarasi i in. 2018].

Wspolczesne kierunki badan mechanizméw wspomagania wzrostu i rozwoju roslin
przez szczepy bakterii z rodzaju Methylobacterium

W zaleznosci od whasciwosci biochemicznych konkretnego szczepu oraz modelu
i stopnia interakcji z ro$linami bakterie z rodzaju Methylobacterium mogg realizowac
rozne strategie i mechanizmy bezposredniego lub posredniego promowania wzrostu i roz-
woju roélin, m.in. poprzez wspomaganie naturalnych proceséw fizjologicznych zacho-
dzacych w tkankach roslinnych lub ryzosferze, zmniejszanie podatno$ci roslin na stres
abiotyczny, czy zwalczanie fitopatogenicznych mikroorganizméw [ Abanda-Nkpwatt i in.
2006]. Szczepy nalezace do rodzaju Methylobacterium moga wykazywaé zdolnos$¢ do
wigzania azotu atmosferycznego oraz mobilizacji sktadnikéw mineralnych, zwigkszajac
tym samym rezerwuar fatwo przyswajalnych jonoéw, niezbednych do prawidlowego roz-
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woju roslin. Ponadto istotng gospodarczo cecha bakterii nalezacych do omawianego ro-
dzaju jest zdolnos¢ do syntezy fitohormondéw (szczegdlnie auksyn i cytokinin) oraz
zwigzkow regulujacych poziom tych substancji w roslinach, co w sposéb bezposredni
przektada si¢ na zwigkszanie produkcji biomasy przez rosliny czy pobudzanie procesu
kietkowania nasion. Wykazano réwniez, ze szczepy Methylobacterium mogg przejawiaé
zdolnos$¢ ograniczania skutkow stresu abiotycznego ros$lin oraz pobudza¢ mechanizmy
indukowanej odpornosci systemicznej (ISR, induced systemic resistance), stanowigcej
naturalng, nieswoistg ochron¢ przeciwko patogenom bakteryjnym i grzybowym. Niektore
szczepy moga rowniez bezposrednio przyczynia¢ si¢ do ochrony roslin w wyniku konku-
rowania z patogenami o sktadniki pokarmowe i przestrzen zyciowa, a takze produkcje
zwigzkéw hamujacych ich wzrost [Dourado i in. 2015, Vadivukkarasi i Bhai 2020]. Pre-
dyspozycja metylotrofow do rozktadu toksycznych substancji, takich jak 2,4,6-trinitroto-
luen czy dichlorometan, oraz zdolno$¢ do kolonizowania zanieczyszczonych §rodowisk,
znalazly odzwierciedlenie w wykorzystaniu niektorych gatunkéw Methylobacterium jako
czynnikow biologicznych w procesach fitoremediacji i bioremediacji. Oprocz zdolnosci
do rozktadu zwiazkow toksycznych lub wykorzystywania ich jako zrodet wegla i energii,
bakterie te moga wspomagac proces akumulacji metali cigzkich przez rosliny oraz zwigk-
sza¢ ich odporno$¢ na podwyzszone stezenie tych pierwiastkow w podtozu [Jinal i in.
2020].

Potencjat biochemiczny omawianej grupy bakterii oraz perspektywiczne mozliwo-
$ci wykorzystania dobroczynnych szczepow Methylobacterium wzbudzaja zainteresowa-
nie wspoéltczesnych badaczy, eksplorujacych réznorakie ekosystemy w poszukiwaniu no-
wych szczepdéw o mozliwie jak najwickszym potencjale do wykorzystania w rolnictwie,
ochronie §rodowiska oraz w wielu innych gateziach gospodarki. Photolo i in. [2021] sku-
pili swoja uwage na analizie in silico genomu endofitycznego szczepu Methylobacterium
radiotolerans MAMP 4754, wyizolowanego z autochtonicznego gatunku drzewa Com-
bretum erythrophyllum, bedacego rosling hiperakumulatorows. Analiza poréwnawcza
genomu badanego szczepu z genomami roéznych gatunkéw bakterii o potwierdzonych
wlasciwos$ciach stymulacji wzrostu roslin pozwolita na identyfikacje w genomie M. ra-
diotolerans MAMP 4754 genow kodujacych biatka zwigzane z odpornoscig na podwyz-
szone stezenie metali cigzkich. Ich aktywnos¢ zostata potwierdzona w badaniach in vitro;
badany szczep charakteryzowat si¢ znaczaco wyzszym poziomem tolerancji na zwigk-
szone stezenie miedzi, cynku i niklu w por6wnaniu z innymi, jak dotad scharakteryzowa-
nymi szczepami Methylobacterium, co pozwala domniemywac o jego wyspecjalizowane;j
funkcji detoksykacji metali cigzkich w tkankach gospodarza roslinnego i wskazuje na
wysoki potencjat szczepu M. radiotolerans MAMP 4754 w procesie bioremediacji oraz
wspomagania fitoremediacji. Dodatkowo, analizy wykonane za pomocg technik chroma-
tografii gazowej ujawnity zdolno$¢ szczepu do produke;ji kilku lotnych zwiazkdéw orga-
nicznych, majacych wptyw na stymulacje wzrostu roslin, m.in. kwasu salicylowego, pet-
nigcego funkcje czasteczki sygnatowej w procesie uruchamiania w roslinach mechani-
zmow systemicznej odpornosci nabytej. Z kolei Grossi i in. [2020] ocenili zdoIlno$¢ po-
zyskanego z korzeni roélin ziemniaka (Solanum tuberosum L.) szczepu Methylobacte-
rium sp.2A do promocji wzrostu i rozwoju roslin, uprawianych w warunkach stresu sol-
nego. Bazujac na dokonanych analizach genomowych i biochemicznych oraz przeprowa-
dzonych dos$wiadczeniach in planta wykazali, Ze rosliny traktowane (zaszczepione) za-
wiesing badanego szczepu charakteryzowaty sie zwigkszong produkcjg biomasy w sto-
sunku do roslin kontrolnych (niezaszczepionych) oraz wigkszym wigorem i mniejszg po-
datno$cig na skartowacenia pedow i korzeni spowodowane zasoleniem podtoza. Ponadto

118



ro$liny zaszczepione badanym szczepem wykazywaty zwigkszong odpornoscia na infek-
cje powodowang przez polifagiczny patogen Phytophthora infestans. Li i in. [2020]
w swoich badaniach nad mozliwo$cig biodegradacji toksycznego chizalofop-P-etylu
(QPE), substancji czynnej herbicydu powszechnie stosowanego m.in. w Chinach, stwier-
dzili, ze wyizolowany z gleby pustynnej szczep YC-XJ1, przyporzadkowany nastepnie
do gatunku Methylobacterium populi, charakteryzuje si¢ zdolnoscig do degradowania
QPE oraz innych zwigzkéw nalezacych do grupy aromatycznych estrow kwasu oksyfe-
noksypropionowego (réwniez wykorzystywanych jako herbicydy). Bylo to pierwsze do-
niesienie 0 wytwarzaniu przez szczepy z rodzaju Methylobacterium esteraz umozliwiaja-
cych rozktad chizalofop-P-etylu. Substancja ta byta skutecznie degradowana przez Met-
hylobacterium populi YC-XJ1 do prostszych zwigzkéw, ktorych dalsza degradacja moze
zachodzi¢ przy wspoétudziale innych mikroorganizmoéw. Lemes Jorge i in. [2019] badali
wplyw zwigkszonego stezenia cytokinin w tkankach roslinnych na wzrost i rozwoj so-
czewicy (Lens culinaris Medik.) narazonej na okresy suszy w trakcie wegetacji. Badane
ro$liny zostaly zaszczepione, poprzez inokulacj¢ nasion, zawiesing szczepu Methylobac-
terium oryzae LMG23582, charakteryzujacego si¢ zdolnoscig do produkcji stosunkowo
duzej ilo$ci cytokinin (szczeg6lnie zeatyn) oraz potwierdzong in vitro odpornoscia na
stres abiotyczny wywotany niedoborem wody. Kompleksowe pomiary parametrow bio-
metrycznych (waga ro$lin, sumaryczna dtugo$¢ korzeni) oraz fizjologicznych (m.in. in-
tensywnos$¢ procesow fotosyntezy i transpiracji, ilo§¢ zuzycia wody przez rosliny czy po-
miar poziomu cytokinin w lisciach) jednoznacznie wykazaty zdolno§¢ promowania wzro-
stu soczewicy narazonej na susz¢ poprzez bakteryzacje roslin szczepem M. oryzae
LMG23582. Zastosowany w celu oceny produktywnosci ro§lin wspotezynnik plonowana
(HI) przewyzszat czterokrotnie wspotczynnik HI roslin kontrolnych (niezaszczepionych),
uprawianych w takich samych warunkach wzrostu.

Wsrod aktualnych kierunkdéw badan nie brakuje rowniez doniesien o pozyskiwaniu
nowych gatunkow z rodzaju Methylobacterium, izolowanych ze stanowisk naturalnych
i antropogenicznych, wykorzystywaniu szczepow z omawianego rodzaju w procesie bio-
remediacji, czy w ochronie ekosysteméw wodnych [Srivastva i in. 2017, Park i in. 2018,
Hong i in. 2019, Lui in. 2019, Kim i in. 2020, Bijlani i in. 2021].

Biopreparaty jako spos6b na wykorzystanie dobroczynnych whasciwos$ci bakterii
z grupy PGPB

O ile w toku badan naukowych — prowadzonych de facto na niewielka skale — bak-
teryzacja ro$lin i ich kolonizacja przez badany szczep odbywa si¢ zazwyczaj w kontrolo-
wanych warunkach i przebiega zgodnie z poczynionymi zatozeniami badawczymi, o tyle
uzyskanie efektu promocji wzrostu i rozwoju roslin w warunkach polowych wymaga wy-
korzystania specjalnie zaprojektowanych nosnikow w formie preparatow biologicznych.
W zaleznos$ci od ich sktadu oraz przeznaczenia biopreparaty mogg przyjmowaé nazwe
bionawozow, biopestycydow, czy preparatéw mikrobiologicznych, jednak wspdlnym
mianownikiem wszystkich form tych preparatow jest wykorzystanie w procesie produk-
cyjnym zywych szczepow bakterii. Biopreparaty zawieraja odpowiednio przygotowany
do transportu i przechowywania wyselekcjonowany szczep (lub szczepy) o potwierdzo-
nych wilasciwosciach uzytecznych w ochronie roslin lub produkty metabolizmu docelo-
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wych mikroorganizmoéow; ponadto w sktadzie biopreparatow znajduja si¢ dodatkowe sub-
stancje biologiczne, majace na celu zwigkszenie mozliwosci przetrwania szczepdw oraz
utatwienie procesu kolonizacji i rozwoju w nowym $rodowisku. Niestety, skuteczna in-
trodukcja dobroczynnych szczepoéw do srodowisk rolniczych wymaga opracowania od-
powiedniego sktadu i formulacji preparatow biologicznych, co przysparza obecnie wiele
trudnosci [Olanrewaju i in. 2017, Grzyb i in. 2019].

Podsumowanie

Analiza opracowan dotyczacych wlasciwosci szczepoéw z rodzaju Methylobacte-
rium iich wykorzystania w praktyce rolniczej dowodzi wielokierunkowo$ci mechani-
zmOw promowania wzrostu i rozwoju roslin wykorzystywanych przez omawiane mikro-
organizmy oraz uzytecznosci wybranych szczepow jako czynnikéw biologicznych w pro-
cesach biokontroli, bioremediacji oraz posrednio — w procesie fitoremediacji. Wydaje sie,
Ze istotnym z punktu widzenia uprawy ro$lin zagadnieniem, jest skuteczna introdukcja
wyselekcjonowanych szczepow do ekosystemow rolniczych, co wigze si¢ z konieczno-
$cig potwierdzenia ich dobroczynnych wlasciwosci w warunkach polowych oraz opraco-
wania metod efektywnego namnazania, transportu i przechowywania szczepow w postaci
biopreparatéw. Kluczem do glebszego zrozumienia biologii bakterii nalezacych do ro-
dzaju Methylobacterium bedzie zastosowanie w badaniach nowoczesnych technologii
i metod badawczych, co pozwoli na wlasciwe wykorzystanie potencjatu tych mikroorga-
nizméw w réznych dziedzinach gospodarki cztowieka.
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Rizobiowe czynniki Nod i ich interakcje
z roslinnymi mechanizmami obronnymi

The rhizobium Nod factors and their interactions with plant defense mechanisms

Heterogenna grupa bakterii glebowych z rodziny Rhizobiaceae charakteryzuje sie
zdolno$cig do przystosowania si¢ do warunkéw srodowiska, w ktorym wystepuje. Bak-
terie te posiadaja rowniez zdolno$¢ nawigzywania interakcji symbiotycznej z ro§linami
bobowatymi (Fabaceae), w ktorej powstaja na korzeniach specyficzne struktury, tzw.
brodawki korzeniowe. To wlasnie brodawki korzeniowe stanowig srodowisko, w ktorym
rizobia redukujg azot atmosferyczny w procesie biologicznego wigzania azotu (BNF, ang.
biological nitrogen fixation). Proces ten zapewnia dodatkowe zZrodto przyswajalnych
form tego pierwiastka dla roslinnego gospodarza oraz odgrywa kluczowa rolg w rolnic-
twie, ze wzgledu na fakt, ze rosliny bobowate stanowia wazne zrédto pozywienia dla
ludzi i zwierzat [Wang i in. 2012, Stasiak i in. 2016].

Niezbednym warunkiem prawidtowego przebiegu symbiozy jest wzajemne rozpo-
znanie si¢ dwoch kompatybilnych partnerow: bakterii symbiotycznych (rizobiéw) oraz
gospodarza roslinnego (rosliny bobowate), ktore jest mozliwe dzigki wymianie moleku-
larnych czastek sygnalnych. Najwazniejsze czastki sygnalne roslin to flawonoidy, nato-
miast bakterie glebowe produkuja czynniki Nod (NF, ang. Nod factors) [Stasiak i in.
2016, Buhian i Bensmihen. 2018].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najwazniejszych zagadnien dotyczacych
czynnikow Nod oraz informacji na temat mechanizméw obronnych roslin, waznych
z punktu widzenia procesu symbiozy.

Czynniki Nod

Czynniki Nod to czgsteczki lipochitooligosacharydéw (LCO, ang. lipochitooligo-
saccharides) wytwarzane przez bakterie glebowe z rodziny Rhizobiaceae, ktore uwal-
niane sg do ryzosfery [Cullimore i in. 2001, Haeze i Holsters 2002, Pudetko i in. 2017,
Siczek i in. 2020]. W roztworze glebowym podlegaja réznym procesom, tj. mikrobio-
logicznym, biochemicznym oraz chemicznym, ktére przyczyniaja si¢ do spadku ich
aktywnosci 1 stgzenia [Siczek i in. 2020]. NF jako sygnaty molekularne odgrywaja
istotng rolg na wezesnych etapach interakcji symbiotycznej migdzy ro§linami bobowa-
tymi (Fabaceae) a rizobiami [Pudetko i in. 2017, Siczek i in. 2020]. Czynniki te wpty-
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waja na procesy zachodzace na korzeniach roslin bobowatych, inicjujac rozwdj wyspe-
cjalizowanych organ6ow roslinnych — brodawek korzeniowych oraz stymuluja przebieg
procesu wigzania azotu atmosferycznego przez bakteroidy [Kidaj i in. 2012, Pudetko
i in. 2017, Siczek i in. 2020].

NF to amfifilowe czasteczki zawierajace hydrofobowe acylowe i hydrofilowe oli-
gosacharydowe ugrupowania [Cullimore i in. 2001]. Czasteczki NF zbudowane sa ze
szkieletu glikanowego ztozonego z 2 do 6 reszt N-acetylo-D-glukozaminy potaczonych
wigzaniami 1-4-glikozydowymi, ktore na nieredukujacych koncach podstawione sa N-
acylowym kwasem tluszczowym o roznej dtugosci (16-18 atomow wegla) 1 o roznym
stopniu nienasycenia [Cullimore i in. 2001, Janczarek i in. 2015] (ryc. 1). NF syntetyzo-
wane przez rézne szczepy, a takze przez jeden szczep rizobium, mogg si¢ réznic¢ struktu-
ralnie ze wzgledu na réznice dotyczace m.in. liczby i typu substytucji, wariantow struk-
turalnych kwasow ttuszczowych przytaczonych do nieredukujacego konca rdzenia LCO,
jak rdwniez stopnia jego spolimeryzowania [Cullimore i in. 2001, Janczarek i in. 2015].
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Ryc. 1. Strukturalna budowa NF. Objasnienia: R1 — kwas thuszczowy, R2 — wodoér lub grupa
metylowa, R3 — wodor lub grupa karbamoilowa, R4 — wodor lub grupa karbamoilowa,
Rs — wodor, grupa karbamoilowa lub grupa acetylowa, Re — wodor, monosacharyd,
grupa acetylowa lub grupa siarczanowa, R7 — wodor lub monosacharyd, n — 3-6
Opracowanie na podstawie: Janczarek i in. 2015

Biosynteza czynnik6w Nod

Geny odpowiedzialne za produkcje biatek uczestniczacych w biosyntezie NF wy-
stepuja w formie operondéw zgrupowanych w duzym regionie zlokalizowanym na chro-
mosomie w postaci wyspy symbiotycznej (ang. symbiotic island) lub na tzw. plazmidzie
symbiotycznym (pSym, ang. symbiotic plasmid) [Wielbo i in. 2003, Janczarek i in. 2015].
Geny symbiotyczne mozna podzieli¢ na trzy grupy:

— geny wspoélne nodulacji (ang. common nodulation genes), zorganizowane w ope-
ron nodABC, wystepujace prawie u wszystkich rizobiow, odpowiedzialne za syntezg pod-
stawowego szkieletu NF;

— geny specyficznoséci gospodarza (ang. host specific nodulation genes), ktore sa
odpowiedzialne za modyfikacje chemiczne rdzenia NF, w zalezno$ci od specyficznosci
gatunkowej;
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warunkujg swoisto$¢ zakazenia. W zaleznosci od szczepu rizobium,

szlak ten moze ulega¢ przedtuzeniu oraz modyfikacjom katalizowanym przez transferazy
Opracowanie na podstawie: Mergaert i in. 1997
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—geny regulatorowe (ang. regulatory genes), zaangazowane w regulacj¢ transkryp-
cji powyzszych genoéw [Janczarek i in. 2015, Stasiak i in. 2016].

Produkty biatkowe kodowane przez wspdlne geny nodABC odgrywaja kluczowsa
rolg w biosyntezie podstawowej struktury NF — rdzenia LCO. Wystapienie mutacji w ob-
rebie tych genow nodABC prowadzi do ich inaktywacji, a w konsekwencji do zahamo-
wania syntezy NF [Roche i in. 1994, Mergaert i in. 1997, Janczarek i in. 2015]. W pierw-
szym etapie biosyntezy czasteczek NF produkt biatkowy genu nodC — enzym N-acetylo-
glukozaminotransferaza, bierze udzial w syntezie chitooligosacharydu, wykorzystujac
jako substrat UDP-N-acetyloglukozaming. W nastepnym etapie dochodzi do deacetylacji
nieredukujacego konca LCO przy udziale produktu ekspresji genu nodB, enzymu N-dea-
cetylazy. Powstajacy szkielet NF poddawany jest N-acetylowaniu w obecnos$ci enzymu
N-acetylotransferazy (produkt ekspresji genu nodA). Modyfikacje wystepujace zarowno
na redukujacym, jak i nieredukujacym koncu rdzenia LCO, charakteryzuja si¢ wysoka
specyficznoscia gatunkows, zalezng od gendéw kodujacych enzymy transferazy, odpowie-
dzialne za podstawienia w rdzeniu [Mergaert i in. 1997] (ryc. 2).

W genomie bakterii glebowych zlokalizowane sa rowniez geny nodlJ, ktorych pro-
dukty ekspresji wykazuja przynalezno$¢ do rodziny transporterow ABC odpowiadaja-
cych za transport nowo zsyntetyzowanych NF do przestrzeni zewnatrzkomorkowej.
Mutacje w obrebie operonu nodlJ nie powoduja zahamowania procesu wydzielania cza-
stek NF, a jedynie obnizenie poziomu ich koncentracji, co moze §wiadczy¢ o mozliwosci
istnienia alternatywnego mechanizmu sekrecji czynnikéw NF u rizobidow [Mergaert
iin.1997].

Czynniki Nod a mechanizmy odpornos$ci roslin

Mikroorganizmy patogenne roslin zazwyczaj zasiedlajg nisz¢ zewnatrzkomoérkowa,
dlatego rosliny wyksztalcity mechanizmy wykrywania obecnosci patogenow w tym §ro-
dowisku. Sa to takie mechanizmy, jak m.in. rozpoznawanie sygnatow molekularnych
zwigzanych z patogenami/mikroorganizmami (PAMP/MAMP, ang. pathogen/microbes-
associated molecular patterns) czy wykrywanie wewngtrzkomérkowych czgstek wiru-
lencji drobnoustrojow [Dodds i Rathjen 2010, Wang i in. 2012, Gourion i in. 2015].
Do chwili obecnej nie zidentyfikowano zadnych MAMP aktywowanych przez rizobia
[Gourion i in. 2015], jednak reakcje obronne ros$lin zostaja aktywowane po inokulacji
rizobiami roslin bobowatych, a nastgpnie sg szybko ttumione [Dodds i in. 2010, Gourion
i in. 2015].

Po syntezie i sekrecji NF inicjowany jest proces infekcji oraz powstawanie broda-
wek korzeniowych. Wedlug badan przeprowadzonych przez Roux i in. [2014] aktywne
przed infekcja geny nod pozostajg dalej czynne w trakcie redukcji azotu atmosferycznego
zachodzacego w brodawce M. truncatula. Dodatkowo, rizobia cechujace si¢ nadekspresja
czastek NF, wydaja si¢ by¢ bardziej konkurencyjne w procesie nodulacji. Obserwacje te
sugeruja, ze NF uczestniczg zasadniczo w indukc;ji, jak i w procesach rozwojowych bro-
dawek [Roux i in. 2014, Sugawara i Sadowsky. 2014, Gourion i in. 2015]. Jak sugeruja
badania Liang i in. [2013], czasteczki NF przyczyniajg si¢ do zahamowania MTI (ang.
MAMP-triggered immunity), niezaleznie od szlaku symbiotycznego. Zaobserwowano to
w przypadku mutantdw soi, ktore zostaty pozbawione zdolnosci do ekspresji receptorow
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dla NF—NFRL1i NFRS. Supresje MTI poprzez NF potwierdzily badania przeprowadzone
réwniez na innych roslinach (pomidor, kukurydza) [Liang i in. 2014, Gourion i in. 2015],
co sugeruje, ze dla prawidlowego zajscia interakcji symbiotycznej konieczne jest sttu-
mienie reakcji MTI, gdyz aktywno§¢ MAMP przyczynia si¢ do zmniejszenia wrazliwos$ci
na czastki NF syntetyzowane przez rizobia, a co za tym idzie, wplywa na przebieg pro-
cesu organogenezy brodawek korzeniowych [Gourion i in. 2015].

Inne badania wskazuja, ze nie wylacznie same czasteczki NF, ale rowniez receptory
je rozpoznajace moga bra¢ udzial w indukowaniu mechanizméw obronnych u roslin.
W badaniach, ktore przeprowadzili Rey i in. [2013], mutant M. truncatula nfp (kodujacy
receptory dla NF) wykazywatl zwigkszong podatno$¢ na zakazenie zarowno przez orga-
nizmy grzybopodobne, jak Aphanomyces euteiches (legniowce), jak rowniez grzyby Col-
letotrichum trifolii odpowiedzialne za chorobe antraknozy lucerny [Gough i Jacquet
2013, Rey i in. 2013, Gourion i in. 2015]. Ekspresja aktywnych receptorow NF z M.
truncatula lub L. japonicus w Nicotiana benthamiana wywotata $mier¢ komorek, co su-
geruje, ze silna ekspresja NFP w brodawkach M. truncatula powoduje uruchomienie re-
akcji obronnych gospodarza ro$linnego [Madsen i in. 2010, Pietraszewska-Bogiel i in.
2013]. Chociaz aspekt ten wymaga dalszych badan, mozna przypuszczaé, ze zarowno
czasteczki NF, jak i elicitory chityny charakteryzuja si¢ podobienstwem strukturalnym i
rozpoznawaniem przez kinazy podobne do receptoréow lizynowych (LysM RLK) [Mad-
sen i in. 2010, Pietraszewska-Bogiel i in. 2013, Moling i in. 2014, Gourion i in. 2015].
Zauwazono, ze juz drobne zmiany w sekwencji aminokwasowej LysM RLK moga nada-
wac specyficznos$¢ dla czastek NF, jak rowniez dla receptorow chityny MAMP. Silna
ekspresja receptorow NF (NFR) w tytoniu wywotywata $mier¢ komorki, gdyz korecep-
tory chityny (CERK1) moga réwniez indukowaé $mieré komorki [Nakagawa i in. 2010,
Gough i Jacquet 2013, Petutsching i in. 2014, Wang i in. 2014, Gourion i in. 2015]. We-
dhug Gourion i in. [2015] receptory dla NF, jak rowniez dla chityny dziatajg jako hetero-
dimery. Potwierdzeniem tego sg przeprowadzone na M. truncatula, gdzie NFP wchodzi
w interakcje in vivo z receptorem Lyk3 LysM RLK, w brodawkach korzeniowych rosliny
[Moling i in. 2014, Gourion i in. 2015]. Obecnie wiadomo, ze receptory LCO oraz chityny
to kompleksy wielobiatkowe, ktorych poziom reakcji zalezny jest od stezenia liganda, jak
réwniez od samego sktadu kompleksu receptorowego [Liang i in. 2014].

Jesli roslina wytworzy odpowiedz obronng na symbiotyczne rizobia, to poprzez
analogi¢ do patogendw istnieje mozliwos$é, ze rizobia aktywnie sttumig te reakcje. Supre-
sja odpowiedzi immunologicznej ro$liny, tj. wytwarzanie reaktywnych form tlenu (ROS,
ang. reactive oxygen species) i akumulacji kwasu salicylowego (SA, ang. salicylic acid),
zostata wykazana w korzeniach M. truncatula i M. sativa po ekspozycji NF. Dodatkowo,
zaobserwowano obnizenie poziomu homologu PR2 (biatko zwigzane z patogeneza)
u M. truncatula w odpowiedzi na inokulacje S. meliloti w stosunku do kontroli [Mitra
i Long 2004, T6th i Stacey 2015]. Zastosowanie czgstek NF moze wywotaé supresje od-
powiedzi nie tylko ro$lin bobowatych, ale réwniez ro$lin nienalezacych do tej rodziny —
np. w lisciach Arabidopsis potraktowanych flg22 (fragmentem bakteryjnej flageliny roz-
poznawanym przez MAMP) obserwuje si¢ silng wrodzona odpowiedz, ktora zostaje sthu-
miona przez dodanie NF [Liang i in. 2013]. Odkrycia te sugeruja, ze czastki NF moga
odgrywa¢ podwojng role w aktywnym indukowaniu rozwoju MTI, przy jednoczesnym
aktywnym hamowaniu odpornos$ci roslin [To6th 1 Stacey 2015].
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Podsumowanie

Uktad symbiotyczny migdzy rizobium a roslinami bobowatymi jest niezwykle ko-
rzystny dla obu partneréw. Mozliwo$¢ odgrywania podwojnej roli przez czastki NF, czyli
uczestnictwo w symbiozie i odpornosci roslin, rzuca nowe $wiatto na rozwdj procesu
symbiotycznego, wskazujac, ze specyficznosé i rozwoj symbiozy zalezg nie tylko od po-
prawnie odebranych sygnatow molekularnych przez obu partneréw uktadu, ale przede
wszystkim od tlumienia lub omijania reakcji obronnych ro$lin. Jednakze ostabienie reak-
cji obronnych moze stanowi¢ przyczyng pojawiania si¢ zakazen gospodarza roslinnego
patogenami chorobotwérczymi [Gough i Jacquet 2013, Gourion i in. 2015].
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