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Imig¢ i nazwisko: DOROTA SZOPINSKA

1. Edukacja i przebieg pracy naukowej

1992-1997 - studia na Wydziale Ogrodniczym Akademii Rolniczej im. Augusta

Cieszkowskiego w Poznaniu.

1997 — magister inzynier ogrodnictwa na Wydziale Ogrodniczym Akademii Rolniczej im.
Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu; Praca magisterska pt. ,,Oddziatywanie wybranych
fungicydéw i mikroorganizméw na glowne patogeny oraz kietkowanie nasion cebuli”. Praca

wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Krystyny Tylkowskie;j.

2002 — doktor nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwa na Wydziale Ogrodniczym Akademii
Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu; Rozprawa doktorska pt. ,,Wplyw
wybranych metod uszlachetniania na wigor i zdrowotnos$¢ nasion sataty (Lactuca sativa L.)”.
Promotor: prof. dr hab. Krystyna Tylkowska, recenzenci: prof. dr hab. Zofia Fiedorow, prof.

dr hab. Mieczystaw Grzesik.

Inne formy edukacji

1998 — kurs pedagogiczny
5.11.-5.12.1998 - staz naukowy (University of Aberdeen, Department of Agriculture,

Scotland), dotyczacy metod kondycjonowania i oceny wigoru nasion

8-10.04.2005 — warsztaty aerobiologiczne ,,AEROTOP Fungal Workshop” (Uniwersytet im.

Adama Mickiewicza w Poznaniu)

21-23.04.2006 — warsztaty aerobiologiczne “Data Base, Quality Control and Statistics in

Aerobiology” (Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu)

18-20.05.2007 — warsztaty aerobiologiczne “Phenology, Forecasting and Airborne Allergens”

(Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu)

1.11.-16.11.2008 — staz naukowy (University of Pretoria, Department of Microbiology and
Plant Pathology, Republic of South Africa) w ramach realizacji projektu ,,Seed pathological

aspects of legumes and maize”
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2. Przebieg pracy zawodowej

1997-2001 - stuchacz Studium Doktoranckiego na Wydziale Ogrodnictwa Akademii

Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu

2.04.2002-30.09.2002 — pracownik techniczny w Katedrze Nasiennictwa i Szkotkarstwa

Ogrodniczego Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu

1.10.2002-obecnie — adiunkt — poczatkowo w Zaktadzie Nasiennictwa Katedry Nasiennictwa
i Szkotkarstwa Ogrodniczego Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu,
ktory w roku 2005 utworzyt odrgbng Katedre Nasiennictwa Ogrodniczego. Katedra ta w roku
2011 zmienita nazwe¢ na Katedre Nasiennictwa, a w roku 2013 weszla jako Zaktad
Nasiennictwa w sktad Katedry Fitopatologii i Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego w

Poznaniu.
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3. Omowienie osiagniecia naukowego

Zgodnie z art. 16 ust. 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

3.1. Tytul osiggniecia naukowego

Przedmiotem mojej rozprawy habilitacyjnej jest monotematyczny cykl osmiu publikacji

naukowych pt.

Wybrane metody oceny jakosci i uszlachetniania nasion cynii wytwornej (Zinnia elegans

Jacq.)

3.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego

L.p.t Oryginalna praca twércza Punktacja  Punktacja IF wg roku
MNiSW KBN/ wydania
2016T.  MNiSW

wg roku
wydania

IB.1  Szopinska D., Tylkowska K., Deng Ch.J., Gao Y., 2012. 20 20 0,631

Comparison of modified blotter and agar incubation
methods for detecting fungi in Zinnia elegans Jacq.
seeds. Seed Science and Technology, 40: 32-42.
IB.2  Szopinska D., Politycka B., 2016. The effects of hydro- 14 14
and osmopriming on the germination, vigour and
hydrolytic enzymes activity of common zinnia (Zinnia
elegans Jacq.) seeds. Folia Horticulturae 28 (1): 19-29.
(DOI: 10.1515/fhort-2016-0001)
IB.3  Szopinska D., Wojtaszek A., 2011. Effect of 9 5
hydropriming on germination and location of fungi in
Zinnia elegans Jacq. seeds. Nauka Przyroda
Technologie, 5 (6): 1-13, #117.
IB.4  Szopinska D., Tylkowska S., 2009. Effect of 62 6
osmopriming on germination, vigour and location of
fungi in Zinnia elegans Jacq. seeds. Phytopathologia
(poprzednio Phytopathologia Polonica) 54: 33-44.
IB.5 Szopinska D., 2011. Enhancement of zinnia seeds by 20 20 0,393

osmopriming and grapefruit extract treatment. Acta

Scientiarum Polonorum. Hortorum Cultus 10 (2): 33-47.
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IB.6  Szopinska D., 2014. Effects of hydrogen peroxide 14 8
treatment on the germination, vigour and health of
Zinnia elegans seeds. Folia Horticulturae 26 (1): 19-29.
(DOI: 10.2478/thort-2014-0002)

IB.7  Szopinska D., 2013. The effects of organic acids 20 20 0,691
treatment on germination, vigour and health of zinnia
(Zinnia elegans Jacq.) seeds. Acta Scientiarum
Polonorum. Hortorum Cultus 12 (5): 17-29.

IB.8  Szopinska D., 2014. Alleviation of Zinnia elegans Jacg. 15 15 0,558
seed deterioration using hydrogen peroxide and organic
acids. Ecological Chemistry and Engineering S 21 (2):
309-326. (DOI: 10.2478/eces-2014-0024)

RAZEM 118 108 2,273

Numeracja prac wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego odpowiada kolejnosci ich omawiania

2Ze wzgledu na to, Ze czasopismo juz sie hie ukazuje przyjeto punktacje wedtug roku wydania

Oswiadczenia wspotautorow prac 1B.1, 1B.2, IB.3 i IB.4 dotyczace ich indywidualnego
wktadu w powstanie publikacji zawiera zalacznik 7. Zadna z wyzej wymienionych prac nie

byla cz¢$cig monotematycznego cyklu w innym postepowaniu habilitacyjnym.
3.3. Oméwienie prac dokumentujacych osiagniecie naukowe

3.3.1. Wprowadzenie

Rodzaj Zinnia (rodzina Asteraceae) obejmuje 19 gatunkow roslin  rocznych
i wieloletnich pochodzacych z Ameryki Potudniowej i Poinocnej, a szczegdlnie z Meksyku
(SPOONER I IN. 1991, STIMART | BoOYLE 2007). Spos$réd nich gatunkiem najczesciej
uprawianym jest cynia wytworna (Zinnia elegans Jacg., syn. Zinnia violacea Cav.). Groznymi
patogenami, powodujacymi najwigksze straty w uprawach cynii, sg: Alternaria zinniae Pape
(alternarioza cynii), Golovinomyces cichoracearum (DC.) V.P. Heluta (maczniak prawdziwy),
i Xanthomonas campestris pv. zinniae Hopkins and Dawson (bakterioza cynii). Inne
patogeny, takie jak: Botrytis cinerea Pers., Cercospora zinniae Ellis and G. Martin, Fusarium
spp., Rhizoctonia solani J. G. Kiihn, fitoplazma zoéttaczki astra i liczne wirusy moga takze
poraza¢ cynie, ale ich znaczenie ekonomiczne jest duzo mniejsze i czgsto ograniczone do
okreslonego rejonu uprawy.

Alternarioza wystepuje powszechnie w uprawach cynii, objawiajac si¢ brunatnymi

plamistosciami na liSciach, pedach i kwiatach oraz zgnilizng korzeni. GOMBERT I IN. (2001)

6
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zaobserwowali, ze szybko rozprzestrzeniajacy si¢ patogen powodowal silne objawy
chorobowe na niemal wszystkich roslinach cynii juz w dziesigtym tygodniu uprawy w polu, w
zaleznosci od odmiany, co po siedemnastu tygodniach czegsto prowadzitlo do zamierania
ro$lin. Gtéwnym zrédlem porazenia roslin przez A. zinniae sg zainfekowane nietupki (zwane
w praktyce nasionami). Grzyb ten moze przezywa¢ w nictlupkach nawet do siedmiu lat,
natomiast w resztkach roslin w glebie nie dtuzej niz dwa lata (ROTEM 1994). Nasilona
infekcja polaczona z lokalizacjg patogena w glebszych warstwach owocow moze prowadzi¢
do przedwschodowej zgorzeli siewek, natomiast infekcja powierzchniowa z reguty skutkuje
rozwojem choroby w dalszych fazach rozwoju roslin (GAMBOGI I IN. 1976). Zapobieganie jest
istotnym elementem ograniczajagcym rozprzestrzenianie si¢ patogena. W przypadku
patogenow przenoszonych z nasionami, wazng role odgrywa wlasciwa selekcja nasion,
umozliwiajagca wydzielenie prob wolnych od czynnika chorobotwoérczego. Ponadto
informacja o zdrowotnosci nasion pozwala na podjecie wiasciwych dziatan ochronnych,
takich jak zaprawianie nasion skorelowane z rodzajem patogena i nasileniem jego
wystepowania. Dlatego tez wszelkie decyzje zwigzane z wysiewem nasion i1 ich ewentualnym
zaprawianiem powinny zosta¢ poprzedzone oceng zdrowotno$ci nasion. Jest to szczegdlnie
wazne u takich patogendéw jak A. zinniae, ktore moga przenosi¢ si¢ z nasionami nawet wtedy,
gdy wystepuja w roslinach w formie utajonej, nie powodujac widocznych objawow
chorobowych (DAUGHTREY | BENSON 2005). Dotad jednak nie ma standardowej metody
oceny zdrowotnosci nasion cynii. Pomimo niewatpliwego rozwoju nowych technologii, w
ocenie zasiedlenia nasion roslin ozdobnych przez patogeny grzybowe wcigz dominujg metody
inkubacyjne, tj. testy bibutowe i agarowe. Podstawg identyfikacji grzybéw na nasionach w
testach bibutowych jest ich wzrost i zarodnikowanie, jednakze kietkowanie nasion moze by¢
czynnikiem utrudniajgcym wlasciwe dokonanie oceny. Dlatego tez proponowanymi
modyfikacjami tego testu sa przemrazanie nasion, czy tez dodawanie do podtoza substancji
osmotycznie czynnych, takich jak glikol polietylenowy (PEG 8000) i mannitol, ktore
zapobiegaja kietkowaniu (MACHADO 1 IN. 2003, 2004). W testach agarowych najwickszy
problem stwarzaja grzyby rodzajow Mucor i Rhizopus, ktore szybko przerastajac pozywke
utrudniajg rozwdj innych mikroorganizméw. Sposobem na rozwigzanie tego problemu jest
dodawanie do pozywek roznych zwigzkow ograniczajacych ich wzrost, takich jak zielen
malachitowa, czy r6z bengalski (CASTELLA I'IN. 1997, OTTOW | GLATHE 1968).

Zasiedlenie nasion cynii przez grzyby czesto skutkuje pogorszeniem zdolnosci
kietkowania oraz zdrowotnos$ci roslin na wszystkich etapach uprawy. Ponadto ze wzgledu na

pochodzenie cynii ze znacznie cieplejszych niz nasza stref klimatycznych, czynnikiem

7
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ograniczajacym kietkowanie nasion i wschody roslin, jest takze niska temperatura w okresie
wysiewu. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ kondycjonowanie hydratacyjne, nalezgce
do fizjologicznych metod uszlachetniania nasion. Zabieg ten polega na kontrolowanym
uwadnianiu nasion do poziomu umozliwiajgcego mobilizacj¢ metabolizmu, lecz zbyt niskiego
dla wzrostu zarodka i pojawienia si¢ korzonka zarodkowego (GORECKI I GRZESIUK 1994,
KHAN 1992). Kondycjonowanie polecane jest szczegodlnie tam, gdzie stresy srodowiskowe,
takie jak niska temperatura czy zasolenie gleby, moga prowadzi¢ do opdznienia kietkowania
i niezadowalajgcych wschodow (HARPER 1 IN. 1997). Do najpowszechniej stosowanych
zabiegbw  hydratacyjnych  naleza:  hydro-, osmo- i  matrykondycjonowanie.
Hydrokondycjonowanie, ze wzgledu na prostote wykonania i niski koszt, jest najczesciej
stosowana w praktyce metoda kondycjonowania. Polega najczgéciej na nawilzeniu nasion
okreslong iloscig wody, moczeniu w napowietrzanej wodzie, czy przetrzymywaniu nasion
w srodowisku nasyconym parg wodng lub w aerozolach. Wada tej metody jest brak
mozliwo$ci kontrolowania szybko$ci pobierania wody, co zwigksza ryzyko uszkodzenia
tkanek peczniejacego zarodka (POWELL I MATTHEWS 1978). Osmokondycjonowanie polega
na kontrolowanym uwilgoceniu nasion w okreslonej temperaturze i czasie, w roztworach
substancji osmotycznie czynnych o niskim potencjale osmotycznym, takich jak glicerol,
mannitol i glikol polietylenowy (PEG), oraz sole mineralne, np. KNOs, K3POs, KH2POs4,
MgSO4, NaCl (BRADFORD 1986, HEYDECKER 1 IN. 1975, KHAN 1992, PiLL 1995).
Matrykondycjonowanie jest zabiegiem, w ktorym kontrolowany dostgp wody do nasion
uzyskuje sie dzigki uzyciu substancji statych o wysokim potencjale matrycowym. Nosnikami
moga by¢ zwigzKi organiczne (torf) i nieorganiczne (piasek, wermikulit, Celite, Micro-Cel,
Zonolite) (ZHANG 1 IN. 2006). Nasiona miesza si¢ z nosnikiem i wodg w odpowiednich
proporcjach tak, by uzyskac¢ dany potencjal matrycowy (TAYLOR I IN. 1998).

Korzystne efekty kondycjonowania zwigzane sg z indukcja biochemicznych procesow
naprawczych w komorkach, aktywacja antyoksydacyjnego system obronnego i mobilizacja
substancji zapasowych (D1 GIROLAMO | BARBANTI 2012). Podstawowym zrodtem energii w
nasionach sg na ogot skrobia, biatka i trojglicerydy. Wystepuja one w nasionach w réznych
proporcjach w zaleznosci od gatunku. W trakcie kietkowania zwigzki te sg hydrolizowane
przez specyficzne enzymy tj. amylazy, proteazy i lipazy (BARROS I IN. 2010, D1 GIROLAMO |
BARBANTI 2012). a-amylaza hydrolizuje skrobi¢ do cukréw prostych, glukozy i maltozy
(KANEKO 1 IN. 2002). p-glukozydaza bierze udzial w rozktadzie polisacharydow $cian
komorkowych, glownie f-glukanow (AKIYAMA 1 IN. 1998). Peptydazy sa odpowiedzialne za

rozpad wigzan peptydowych w biatkach. Karboksypeptydazy odcinaja aminokwasy od konca

8
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C, natomiast aminopeptydazy od konca N, biorgc udziat w koncowych etapach rozpadu biatek
(ABDALA I IN. 1999). Lipazy katalizujg reakcje hydrolizy trojglicerydéw do wolnych kwasoéw
tluszczowych i glicerolu, jednakze ich produktami mogg by¢ takze estry S$rednio- i
krotkotancuchowych kwasow thuszczowych (CAVALCANTI I IN. 2007). Wielu autorow donosi
o wzroscie aktywnosci a-amylazy w kondycjonowanych nasionach (BASRA 1 IN. 2005,
DEHGHANPOUR FARASHAH I IN. 2011, LEE | Kim 2000, MUKASA 1 IN. 2003, SINGH 1 IN. 1999,
SUNG I CHANG 1993). Doniesienia na temat aktywnosci innych enzyméw hydrolitycznych sa
nieliczne, a wskaznik ten moze by¢ fizjologicznym markerem kietkowania nasion i
skutecznos$ci kondycjonowania.

Kondycjonowanie, pomimo wielu zalet, moze niekorzystnie wptywa¢ na zasiedlenie
nasion  przez  grzyby. Pogorszenie  zdrowotnosci  obserwowano ~ m.in. U
hydrokondycjonowanych nasion buraka cukrowego, marchwi, pora i pasternaku (JENSEN I IN.
2004, TYLKOWSKA | VAN DEN BuLk 2001, WRIGHT 1 IN. 2003A, 2003B),
osmokondycjonowanych nasion astra chinskiego, cebuli, marchwi, melona, pietruszki, pora
i ryzu (BINIEK 1994, DORNA I IN. 2001, 2005, NASCIMENTO | WEST 1998, PETCH 1989, PILL
1995, TYLKOWSKA | BINIEK 1996, TYLKOWSKA | VAN DEN BULK 2001, WEI | DORNA 2006),
oraz matrykondycjonowanych nasion cebuli, kukurydzy, marchwi i ogérka (HABDAS I IN.
1997, JANAS 1 IN. 2000, PARERA | CANTLIFFE 1991). Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
potaczenie kondycjonowania z zaprawianiem nasion.

W  zwigzku z rozwojem rolnictwa ekologicznego wzrasta zainteresowanie
alternatywnymi metodami ochrony roslin, w tym zaprawiania nasion, opierajgcymi si¢ m.in.
na wykorzystaniu substancji i zwiazkow naturalnego pochodzenia, takich jak ekstrakty
ro$linne, nadtlenek wodoru, czy kwasy organiczne.

Ekstrakt z migzszu i nasion grejpfruta, zawiera liczne bioflawonoidy (m.in. flawony,
flawanony i flawanole), glikozydy i kwas askorbinowy — zwigzki charakteryzujace si¢
wlasciwosciami przeciwutleniajgcymi, antybakteryjnymi i przeciwgrzybowymi. Dostgpne na
rynku preparaty, zawierajace najczgséciej od 30 do 60% ekstraktu z grejpfruta, sa powszechnie
wykorzystywane w medycynie naturalnej i przemysle kosmetycznym (CVETNIC 1 VLADIMIR-
KNEZEVIC 2004), a ich skuteczno$¢ w ochronie roslin potwierdzili liczni autorzy (ANGIONI |
IN. 1998, CVETNIC 1 VLADIMIR-KNEZEVIC 2004, DORNA 1| IN. 2004, DORNA 1 IN. 2005,
ORLIKOWSKI 2001, PIETA 1 IN. 2004, 2005).

Nadtlenek wodoru (H202), charakteryzujacy si¢ silnymi wlasciwosciami utleniajacymi,
powstaje naturalnie w komorkach roslin pod wptywem czynnikéw stresowych, takich jak

niska temperatura, brak wody, uszkodzenia, wnikanie patogenéw, itp. (OGAWA | IWABUCHI

9
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2001). Antybakteryjne 1 antygrzybowe wlasciwosci tego zwigzku wykorzystuje si¢
powszechnie w medycynie i przemysle spozywczym (LEHRER 1969, SAPERS | SITES 2003,
THOMAS 1979). Prowadzi si¢ takze do$wiadczenia nad zastosowaniem nadtlenku wodoru
przeciwko patogenom roslin (GEETHA | SHETTY 2002, NEUMANN I IN. 1997, PENG | Kuc 1992,
SMILANICK I IN. 1994). Liczni autorzy donoszg ponadto o korzystnym oddziatywaniu H>O> na
kietkowanie nasion, m.in. jeczmienia i pszenicy (SMILANICK I IN. 1994), ryzu (NAREDO I IN.
1998, SASAKI I IN. 2005), kukurydzy (WAHID I IN. 2008), kawona (DuvAL | NESMITH 2000,
JASKANI I IN. 2006), cynamonowca kamforowego (CHIEN I LIN 1994), winoro$li okraglolistnej
(CoNNER 2008) oraz cynii (OGAWA | IwABUCHI 2001). OGAWA I IWABUCHI (2001) sugeruja,
ze poprawa kietkowania nasion cynii jest wynikiem utleniania przez H2O2 inhibitorow
kietkowania obecnych w perykarpie.

Kwasy organiczne, takie jak kwas mlekowy i octowy, rowniez wykazuja silne
wlasciwosci bakterio- 1 grzybobdjcze. Kwas octowy wykorzystywany do celéw spozywczych
powstaje w naturalnym procesie fermentacji octowej, w ktérym pod wpltywem enzyméow
wytwarzanych przez bakterie octowe (najczesciej Acetobacter i Gluconacetobacter) alkohol
etylowy utlenia si¢ z wykorzystaniem tlenu z powietrza do kwasu octowego z wydzieleniem
wody. Kwas mlekowy natomiast wytwarzany jest w procesie fermentacji weglowodandw,
odbywajacej sie pod wpltywem dziatania bakterii fermentacji mlekowej (Lactobacillus).
Zaobserwowano, ze kwas octowy w formie gazowej skutecznie ograniczat zasiedlenie nasion
pszenicy przez grzyby rodzaju Tilletia, poprawiajac zdrowotno$¢ roslin w polu (SHOLBERG |
IN. 2006), a takze zapobiegal wzrostowi Aspergillus flavus na nasionach kukurydzy, pszenicy
i rzepaku podczas przechowywania (SHOLBERG | GAUNCE 1996). Kwas octowy zapobiegat
takze rozwojowi Escherichia coli (LANG I IN. 2000) i Salmonella enterica (PAO I IN. 2008) na
siewkach lucerny siewnej przeznaczonych do spozycia. Kwas mlekowy, gtéwny metabolit
produkowany przez bakterie fermentacji mlekowej, jest powszechnie wykorzystywany
w przemysle spozywczym jako $rodek konserwujacy (LAITILA I'IN. 2002, LAVERMICOCCA I IN.
2003, MAGNUSSON | SCHNURER 2001, MAGNUSSON I IN. 2003, ROUSE 1 IN. 2008).

W procesach metabolicznych zachodzacych w komodrkach powstaje naturalnie wiele
toksycznych reaktywnych form tlenu. Starzenie nasion jest silnie zwigzane z degradacja
struktur komoérkowych powodowang przez wolne rodniki, ktore uszkadzaja mitochondria,
system enzymatyczny i chromosomy, co skutkuje ostabionym metabolizmem i niemoznoscig
naprawy niekorzystnych zmian genetycznych. Prowadza tez do peroksydacji lipidow, czego
rezultatem jest zwigkszona przepuszczalno$¢ bton cytoplazmatycznych, ostabienie $cian

komorkowych i wyciek elektrolitow 2z komoérek (GALLAGHER | FUERST 2006).
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Przeciwutleniacze, takie jak kwas askorbinowy i cytrynowy, poprzez neutralizowanie
wolnych rodnikdbw moga ogranicza¢ procesy starzenia w nasionach. Kwas askorbinowy,
naturalnie wystepujacy w komoérkach ro$lin, jest intensywnie syntetyzowany podczas
kietkowania nasion, a nast¢pnie produkowany w rejonach wzrostowych przez cale zycie
rosliny, rzadko jednak jego zawarto$¢ przekracza 100 mg% $wiezej masy (LOEwuS 1999).
Oprocz wlasciwosci antyutleniajacych, zard6wno kwas askorbinowy, jak 1 cytrynowy,
wykazuja takze dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe. MYRVIK | VOLK (1954) juz
w potowie XX wieku zaobserwowali, ze kwas askorbinowy hamowat rozw6j bakterii Bacillus
subtilis, Escherichia coli i Proteus vulgaris. Z kolei AML EL-SAIDY | ABD EL-HAI (2011)
donosza, ze kwas cytrynowy ograniczal wzrost grzybéw na nasionach orzecha ziemnego,

poprawiat ich kietkowanie oraz przeciwdzialal starzeniu nasion podczas ich przechowywania.

3.3.2.Cel badan

Glownym celem badan przedstawionych w zbiorze prac mojego autorstwa lub
wspotautorstwa, byto wskazanie optymalnych metod oceny zdrowotnos$ci i poprawy jakosci

nasion cynii. Dla realizacji tego celu wytypowano nastepujace zadania badawcze:
1. Poréwnanie metod inkubacyjnych w celu wytypowania optymalnej metody oceny
zdrowotnosci nasion cynii (1B.1).

2. Okreslenie wptywu hydro- i osmokondycjonowania na kietkowanie i wigor nasion cynii

oraz aktywnos¢ enzymow hydrolitycznych w nasionach (1B.2).

3. Okreslenie wptywu hydro- i osmokondycjonowania nasion cynii na ich zdrowotnos¢

I lokalizacje grzybow w nasionach (1B.3, 1B.4).

4.  Zbadanie mozliwo$ci zaprawiania nasion cynii ekstraktem z grejpfruta podczas i po

kondycjonowaniu (1B.5).

5.  Znalezienie nowych metod traktowania nasion cynii alternatywnych w stosunku do

standardowego zaprawiania chemicznego (IB.6, 1B.7).

6. Zbadanie wplywu nadtlenku wodoru i kwaséw organicznych na jako$¢ nasion cynii

przed i po starzeniu (1B.8).
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3.3.3. Zastosowane metody i osiggniete wyniki

Porazenie przez patogeny grzybowe jest jednym z gltdéwnych czynnikéw wptywajacych na
jakos$¢ nasion. Nie ma jednak standardowej metody oceny zdrowotnosci nasion cynii. W celu
ustalenia optymalnej metody wykrywania grzybow na nasionach tego gatunku, przebadano
zdrowotno$¢ nasion 15 prob cynii za pomocg siedmiu testow inkubacyjnych: testu
bibutlowego z przemrazaniem nasion, testu bibutowego z dodatkiem glikolu polietylenowego,
testu bibulowego z dodatkiem mannitolu, testu agarowego na pozywce dekstrozowo-
ziemniaczanej (ang. potato dextrose agar — PDA) dla nasion nieodkazanych i odkazanych,
testu agarowego na pozywce PDA z dodatkiem zieleni malachitowej i testu agarowego na
pozywce PDA z dodatkiem rozu bengalskiego (IB.1). Proby roznity sie istotnie liczba
wykrytych grzybow i procentowym zasiedleniem nasion przez poszczegolne grzyby. Analiza
mykologiczna wykazata obecnos$¢ na nasionach wszystkich prob: Acremoniella atra (Corda)
Sacc., Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Cladosporium spp., Epicoccum nigrum Link. (syn. E.
purpurascens Ehrenb.), Fusarium spp., Melanospora simplex (Corda) D. Hawksw. (syn.
Gonatobotrys simplex Corda) i Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. (syn. R. nigricans
Ehrenb.). Alternaria zinniae M. B. Ellis i Botrytis cinerea Pers. wykryto na nasionach
trzynastu prob, natomiast inne grzyby, tj.: Aspergillus spp., Bipolaris nodulosa (Berk. and
M.A. Curtis) Shoem., B. sorokinina (Sacc.) Shoem., Cephalosporium sp., Ceratocystis sp.,
Colletotrichum spp., Melanospora sp., Mucor spp., Myrothecium sp., Nigrospora sp.,
Papularia sp., Papulaspora sp., Penicillium spp., Phoma sp., Sordaria sp., Stemphylium
botryosum Waltr.,, Torula herbarum (Pers.) Link ex S.F. Gray, Trichoderma spp.,
Trichothecium roseum (Pers. ex Fr.) Link., Ulocladium consortiale (Thuem.) E.G. Simmons.,
i Verticillium spp. identyfikowano na nasionach sporadycznie. Grzybami zasiedlajacymi
najwigksza liczbe nasion byly: A. alternata, A. zinniae, Cladosporium spp. i Fusarium spp.
Grzyb A. alternata zasiedlat ponad 80% nasion w 14 z 15 prob. Porazenie nasion przez A.
zinniae wahato si¢ od 0,5% do 88% i przekraczalo w przypadku wiekszosci prob 50%.
Najwigksze zasiedlenie nasion przez grzyby, zwlaszcza Alternaria spp., obserwowano po
zastosowaniu testu bibutowego z przemrazaniem nasion I testu bibutowego z dodatkiem
mannitolu.

Kondycjonowanie jest jednym z podstawowych zabiegoéw fizjologicznych stuzacych
poprawie jakosci nasion. Kolejne doswiadczenie mialo na celu okreslenie wplywu hydro-
i osmokondycjonowania na kietkowanie i wigor nasion oraz aktywno$¢ enzymow

hydrolitycznych (a-amylazy, p-glukozydazy, egzopeptydazy i lipaz) w nasionach cynii (1B2).
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Testowano cztery proby nasion o roznej jakosci. Hydrokondycjonowanie polegalo na
umieszczeniu nasion w 100-mililitrowych kolbkach i nawilzeniu 200 pl wody sterylnej na 1 g
nasion. Kolbki zabezpieczano parafilmem i folig aluminiowg, a nastepnie inkubowano 24 h w
ciemnosci, w temperaturze 15°C. Osmokondycjonowanie polegato natomiast na umieszczeniu
nasion w ptytkach Petriego o $rednicy 9 cm, na bibule nasaczonej roztworem glikolu
polietylenowego (PEG 8000) o potencjale osmotycznym —1,0 MPa na pi¢¢ dni, w ciemnosci,
w temperaturze 20°C. Po kondycjonowaniu nasiona suszono przez 24 h w temperaturze 20°C,
przy wilgotnosci wzglednej powietrza 45%. Optymalne warunki, zaréwno hydro-, jak
I osmokondycjonowania ustalono w serii wstgpnych doswiadczen. Aktywnos$¢ a-amylazy
okreslano za pomoca metody BERNFELDA (1955), f-glukozydazy metoda NICOLSA 1 IN.
(1980), egzopeptydazy metodg WORTHINGTONA (1993) i lipaz za pomocg metody ACHAKZAI |
IN. (2003). Kontrole stanowily nasiona nieckondycjonowane. Proby rdéznity si¢ znaczaco
reakcja na zastosowane traktowanie. Na og6l w nasionach kondycjonowanych stwierdzano
zwigkszenie aktywno$ci a-amylazy i1 zmniejszenie aktywnosci lipaz w stosunku do nasion
niekondycjonowanych.  Najwyzszy poziom aktywnosci odnotowano U  proby
charakteryzujacej sie najlepsza zdolnoscig kietkowania i wigorem. Zaden z zastosowanych
sposobow kondycjonowania nie miat wplywu na aktywnos$¢ f-glukozydazy i egzopeptydazy
w testowanych nasionach. Osmokondycjonowanie w  wigkszym stopniu niz
hydrokondycjonowanie przyspieszato kietkowanie i wptywato na aktywno$¢ a-amylazy
i lipaz.

W trakcie kondycjonowania moze pogarsza¢ si¢ zdrowotno$¢ nasion, z tego wzgledu
celem kolejnych doswiadczen bylo okre$lenie wptywu hydro- i osmokondycjonowania na
kietkowanie nasion oraz lokalizacje grzybow w nasionach (nietupkach) cynii (1B.3, 1B.4).
Okres$lano kietkowanie i zdrowotno$¢ nasion zaréwno poddanych, jak i niepoddanych
kondycjonowaniu. Nasiona siedmiu proéb cynii hydro- i osmokondycjonowano wedtug
procedury opisanej powyzej. Testy wykonano na nasionach odkazanych w 1-procentowym
wodnym roztworze podchlorynu sodowego (NaOCl) i na nasionach nieodkazanych.
Lokalizacj¢ inokulum w nasionach okreslano za pomoca dwoch metod histopatologicznych:
analizy mikologicznej nasion nieodkazanych i odkazanych oraz analizy grzybow wyrostych
na poszczegdlnych czgsciach nietupek wyszczepionych na pozywke dekstrozowo-
ziemniaczang. Hydrokondycjonowanie poprawiato istotnie energi¢ i zdolnos¢ kietkowania
nasion i zmniejszato liczbg siewek anormalnych chorych oraz nasion martwych zaréwno u
prob nieodkazanych, jak i odkazanych. Osmokondycjonowanie natomiast poprawiato

zdolno$¢ kietkowania nasion i zmniejszato liczbe siewek anormalnych chorych, zwlaszcza
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w probach nieodkazanych o0raz znaczaco poprawiato szybko§¢ kietkowania nasion
nieodkazanych i odkazanych. Zaobserwowano, ze po kondycjonowaniu, zarowno U nasion
nieodkazanych, jak i odkazanych istotnie wzrasta ogolne zasiedlenie przez grzyby. Bez
wzgledu na traktowanie grzyby gléwnie zasiedlaty zewnetrzne warstwy nielupek, tj. owocnig,
ostonki 1 bielmo, ale zasiedlenic wewnetrzne (infekcja zarodka) bylo wigksze po
kondycjonowaniu.

Poniewaz wczesniejsze doswiadczenia wykazaty, ze osmokondycjonowanie w
wigkszym stopniu niz hydrokondycjonowanie wptywato na wigor nasion cynii, postanowiono
sprawdzi¢ mozliwo$¢ polaczenia tego zabiegu z zaprawianiem nasion ekstraktem z grejpfruta
(Biosept 33 SL) w celu ograniczenia rozwoju grzybow (1B.5). Dwie proby nasion cynii,
roznigce si¢ poczatkowym zasiedleniem przez A. zinniae, traktowano 0,05, 0,25, 0,5 i 1,0%
roztworami preparatu Biosept 33 SL podczas kondycjonowania i po kondycjonowaniu w
glikolu polietylenowym (osmokondycjonowanie przeprowadzono wedtug procedury opisanej
powyzej). Kontrolg stanowity nasiona nietraktowane, nasiona traktowane fungicydem Sarfun
T 65 DS (s.a. karbendazym 20%, tiuram 45%), oraz nasiona moczone w 0,05, 0,25, 0,5
i 1,0% roztworach preparatu Biosept 33 SL. Kietkowanie, wigor i zdrowotno$¢ nasion
niekondycjonowanych i kondycjonowanych oceniano w temperaturze 10 i 20°C. Samo
kondycjonowanie, podobnie jak kondycjonowanie w potaczeniu z traktowaniem ekstraktem z
grejpfruta, znaczaco poprawiato kietkowanie 1 wigor nasion. Wptyw preparatu Biosept 33 SL
na zdrowotno$¢ nasion byt zréznicowany u obu proéb 1 znaczaco uzalezniony od
poczatkowego zasiedlenia nasion przez grzyby, zastosowanej dawki preparatu i temperatury
inkubacji. Na ogoét u proby w wiekszym stopniu porazonej przez A. zinniae skuteczno$é
ekstraktu z grejpfruta byta wigksza niz u proby charakteryzujacej si¢ mniejszym poziomem
zasiedlenia nasion. Traktowanie nasion niekondycjonowanych preparatem Biosept 33 SL
powodowato wzrost ogélnej liczby nasion wolnych od grzybow i ograniczenie wystgpowania
A. alternata i A. zinniae, a jego skutecznos¢ byta porownywalna, zwlaszcza w temperaturze
10°C, z efektami zaprawiania nasion standardowym fungicydem. Ponadto, zastosowanie
ekstraktu z grejpfruta podczas i po kondycjonowaniu, szczegdlnie w wyzszych dawkach,
zmniejszato znaczaco zasiedlenie nasion przez A. zinniae w temperaturze 10°C, w probie
charakteryzujacej si¢ wiekszym porazeniem przez tego patogena.

Kolejne do$wiadczenia miaty na celu sprawdzenie mozliwosci wykorzystania do
zaprawiania nasion cynii nadtlenku wodoru i1 kwasoéw organicznych (1B.6, 1B.7).
W pierwszym doswiadczeniu badano wplyw nadtlenku wodoru (H202) na kietkowanie, wigor

1 zdrowotno$¢ nasion cynii dwoch prob: proby I — charakteryzujacej si¢ niska zdolnoscia
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kietkowania (39,5%) i wysokim poziomem porazenia nasion przez A.zinniae (76%) oraz
proby 11 — odznaczajacej si¢ wysoka zdolnos$cia kietkowania (87%) 1 wolng od tego patogena
(I1B.6). Nasiona traktowano poprzez moczenie w 3, 6, 9 i 12% roztworach H,O, przez 10, 20,
301 60 min. Kontrole stanowity poczatkowo nasiona moczone w wodzie destylowanej przez
10, 20, 30 i 60 min, a nast¢pnie wyniki wybranych wariantow traktowania porownywano zZ
wynikami uzyskanymi dla nasion nietraktowanych i nasion traktowanych fungicydem
Sarfun T 65 DS. Na nasionach najczesciej identyfikowano grzyby rodzajow Alternaria
i Fusarium. Stezenie nadtlenku wodoru w wigkszym stopniu wptywato na jako$¢ nasion cynii
niz czas traktowania. Niemniej zastosowane traktowanie, bez wzgledu na czas jego trwania
I stezenie H202, korzystnie wplywalo na zdrowotnos$¢ nasion obu prob, znaczaco ograniczajac
ich zasiedlenie przez grzyby. Najnizszy poziom infekcji przez A. zinniae obserwowano po
traktowaniu nasion 6% i 9% roztworem H20: przez odpowiednio 60 i 20 min. Nadtlenek
wodoru w wyzszych stezeniach (9% 1 12%) negatywnie wptywat na kietkowanie i wigor
nasion, zwlaszcza u proby II. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
traktowanie nasion cynii nadtlenkiem wodoru skutecznie poprawia ich kietkowanie gléwnie
przy silnym porazeniu przez patogeny, co oznacza, ze powinno by¢ ono poprzedzone oceng
zdrowotnosci nasion.

Celem kolejnego doswiadczenia byto okreslenie wptywu traktowania nasion cynii
kwasami organicznymi na ich kietkowanie, wigor i zasiedlenie przez grzyby (1B.7). Dwie
proby nasion cynii odmian Jowita i Scarlet Flame, rozniagce si¢ poziomem zasiedlenia nasion
przez grzyby, traktowano roztworami kwasow: askorbinowego, cytrynowego, mlekowego
i octowego, 0 stezeniu 1,0, 2,5 i 5,0%. Kombinacje kontrolng stanowity nasiona
nietraktowane, nasiona traktowane fungicydem Penncozeb 80 WP (s.a. mankozeb 80%)
i nasiona moczone w wodzie destylowanej przez 30 min. Stwierdzono, ze kwas octowy w
najwiekszym stopniu ograniczal wystepowanie grzybo6w na nasionach, jakkolwiek
negatywnie wptywat na kietkowanie i wigor nasion. Kwasy askorbinowy i cytrynowy nie
miaty natomiast wpltywu na ogdlne zasiedlenie nasion przez grzyby. Ponadto kwasy te
istotnie stymulowaty wzrost B. cinerea na nasionach. Kwas mlekowy zmniejszat liczbe
nasion porazonych przez grzyby, zwlaszcza przez Alternaria zinniae i Fusarium spp.,
niemniej zastosowany w najwyzszym stgzeniu negatywnie wptywat na parametry kietkowania
I pogarszat wigor nasion.

Celem ostatniego doswiadczenia byto okreslenie zdolnosci nadtlenku wodoru oraz
kwasow organicznych: askorbinowego i mlekowego, do poprawy kietkowania, wigoru

i zdrowotnosci nasion cynii przed starzeniem i po starzeniu (IB.8). Podobnie, jak
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w poprzednim do$wiadczeniu badano dwie proby nasion cynii, réznigce Si¢ wyjsciowym
zasiedleniem przez grzyby. W celu starzenia inkubowano nasiona przez 30 dni w
temperaturze 30°C i przy 80% wilgotnosci wzgl¢dnej powietrza. Testy okreslajace jakos¢
nasion przeprowadzono przed i po starzeniu dla kontroli oraz nasion moczonych przez 10, 30
i 60 min w 3,0% roztworze H>O> oraz 1,0 i 5,0% roztworach kwaséow askorbinowego
I mlekowego. Kontrole stanowity nasiona nietraktowane, nasiona moczone w 0,2% roztworze
preparatu Kaptan zawiesinowy 50 WP (s.a. kaptan 50%) przez 30 min oraz nasiona moczone
w wodzie destylowanej przez 10, 30 i 60 min. Zaobserwowano, ze traktowanie nasion
kwasami organicznymi w wigkszym stopniu wplywato na jako$¢ nasion po starzeniu niz
przed nim, a poprawa zdolnosci kietkowania zwigzana byta na ogot ze zmniejszeniem liczby
siewek anormalnych chorych. Starzenie nie miato wptywu na $redni czas kietkowania nasion,
jakkolwiek w poszczegolnych przypadkach traktowanie nasion nadtlenkiem wodoru
I kwasami organicznymi niekorzystnie wptywato na ten parametr. Po starzeniu, bez wzgledu
na traktowanie, wzrastata liczba nasion wolnych od grzybow. Kwas mlekowy, a nastepnie
nadtlenek wodoru i kwas askorbinowy efektywnie ograniczaty wzrost A. alternata, A. zinniae
i Fusarium spp. na nasionach cynii, jednak 5% kwas mlekowy zastosowany dtuzej niz 30 min
negatywnie wplywat na kietkowanie i wigor nasion. Traktowanie nasion nadtlenkiem wodoru

I kwasami organicznymi niejednokrotnie zwigkszato zasiedlenie nasion przez B. cinerea.
3.3.4.Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze:

1.  Test bibutowy z przemrazaniem nasion i test bibutowy z dodatkiem mannitolu mozna
poleci¢ do oceny zasiedlenia nasion cynii przez grzyby, zwlaszcza do wykrywania

patogena Alternaria zinniae.

2. Osmokondycjonowanie jest w przypadku nasion cynii zabiegiem skuteczniejszym,
korzystniej wptywajacym na kietkowanie i wigor nasion niz hydrokondycjonowanie.

3. Pomiar aktywnos$ci a-amylazy moze by¢ wykorzystany przez przedsi¢biorstwa nasienne

jako fizjologiczny wskaznik wigoru i skutecznosci osmokondycjonowania nasion cynii.

4.  Po kondycjonowaniu istotnie wzrasta og6élne zasiedlenie nasion cynii przez grzyby
patogeniczne i saprotroficzne. Grzyby te, zarowno przed jak i po kondycjonowaniu,
glownie zasiedlaja zewngtrzne warstwy nietupek, tj. owocnig, ostonki i bielmo, ale

zasiedlenie wewnetrzne (infekcja zarodka) zwigksza si¢ po kondycjonowaniu.
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5.  Traktowanie nasion cynii ekstraktem z grejpfruta samodzielnie, oraz w trakcie i po
osmokondycjonowaniu ogranicza ich zasiedlenie przez Alternaria zinniae, zwlaszcza

w niskiej temperaturze i u prob charakteryzujacych si¢ duzym porazeniem.

6.  Nadtlenek wodoru o0 st¢zeniu nie wigkszym niz 6% oraz kwas mlekowy o stezeniu nie
przekraczajacym 2,5% mozna poleci¢ do traktowania nasion cynii przeciwko grzybom

rodzaju Alternaria i Fusarium.

7.  Traktowanie nasion kwasem askorbinowym i mlekowym korzystnie wptywa na
kietkowanie nasion cynii, szczegolnie po starzeniu, poprzez zmniejszenie liczby siewek

anormalnych chorych.
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4. Omowienie pozostalych wazniejszych wynikow badan

Poza tematyka sktadajaca si¢ na badania stanowigce przedmiot osiggni¢cia naukowego
w ramach postgpowania habilitacyjnego, zajmowatam si¢ m.in.: okre$laniem jakosci nasion
wybranych gatunkow roslin, opracowywaniem skutecznych metod jej poprawy, ustalaniem
optymalnych metod oceny zdrowotnosci nasion wybranych gatunkéw, badaniami

aerobiologicznymi oraz toksynotworczymi wlasciwosciami grzyboéw rodzaju Alternaria.

4.1. Metody oceny i poprawy jakos$ci nasion
4.1.1. Czynniki wplywajace na jakos¢ nasion

Na jakos$¢ nasion wptywa wiele czynnikdw, m.in. stopien dojrzatosci, zasiedlenie przez
grzyby, czy uszkodzenia powodowane przez szkodniki. U gatunkow o mniejszym, czesto
lokalnym znaczeniu i ograniczonym zastosowaniu (np. u niektérych roslin zielarskich
I przyprawowych), w przeciwienstwie do gatunkow powszechnie uprawianych, te czynniki
nie s3 dos$¢ dobrze poznane. Dlatego tez przedmiotem moich zainteresowan stato si¢
okreslenie czynnikbw wplywajacych na jako$¢ nasion kopru ogrodowego (Anethum
graveolens L.). Badania obejmowaly okreslenie zdolnosci kietkowania, wigoru
I zdrowotnosci nasion kopru produkowanych w Polsce (11D.16), zbadanie przyczyn stabego
kietkowania nasion tego gatunku (I1D.8) oraz sprawdzenie wptywu lokalizacji nasion na

pedzie na ich zdrowotno$¢ (11D.9).

W pierwszym doswiadczeniu testowano 12 prob nasion kopru (11D.16). Okreslano
og6lng liczbe kietkujagcych nasion, energie 1 zdolnos¢ kietkowania, liczbe kietkow
anormalnych chorych i zdeformowanych, oraz nasion zdrowych niekietkujacych i martwych.
Wigor nasion badano okreslajac szybko$¢ 1 réwnomierno$¢ kielkowania. Nasiona
testowanych prob charakteryzowaty si¢ na ogét matg zdolno$cig kietkowania, zwigzang z
duzym udzialem siewek anormalnych chorych oraz nasion martwych. Proby rdéznity sie
natomiast szybkoscig i rownomiernoscia  kietkowania. Zidentyfikowano 30
gatunkoéw/rodzajow grzybow zasiedlajacych nasiona, z ktoérych najliczniejsze byly grzyby
A. alternata ($rednio 56,1-66,3% opanowanych nasion) i Cladosporium spp. ($rednio 11,5-

20,7% opanowanych nasion).
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Celem drugiego doswiadczenie bylo poroéwnanie jakosci dwoch prob nasion kopru
(proba A i B) (11D.8). Stwierdzono, ze nasiona obu prob byly w rownym stopniu znaczaco
zasiedlone przez grzyby, zwlaszcza rodzaju Alternaria, ale proba B charakteryzowata Sie¢
gorsza zdolnoscig kietkowania oraz wigkszg liczbg nasion zdrowych niekietkujacych i nasion
martwych. Analiza anatomiczna wykazata, ze w niekietkujacych nasionach brak zarodkoéw, co
spowodowane byto zerowaniem zmienikow (Lygus spp.).

Ostatnie doswiadczenie dotyczyto zwigzku zdrowotnos$ci nasion kopru z miejscem ich
powstawania na pedzie (11D.9). Badania prowadzono przez trzy sezony wegetacyjne (2002-
2004). Kazdego roku wybierano losowo na plantacji 20 roslin, z ktorych po zbiorze
pozyskiwano nasiona — 0sobno z baldachu na p¢dzie glownym, oraz baldachéw na pedach
I-go, 1lI-go i Ill-go rzgdu. Zdrowotno$¢ nasion okreslano dla nasion niecodkazanych
i odkazanych w 1% roztworze podchlorynu sodowego. Na testowanych nasionach przewazaty
grzyby: A. alternata, Cladosporium spp., E. nigrum, M. simplex i T. roseum. Nasiona
nieodkazane charakteryzowaly si¢ znaczacym zasiedleniem przez A. alternata. Nawet po
odkazaniu grzyb ten wykrywano na 97,7% nasion z pedu gldwnego 1 94,5% nasion z pedow
I-go rzgdu. Na nasionach z pedow dalszego rzgdu dominowaty natomiast grzyby rodzaju
Cladosporium. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze lokalizacja na roslinie
istotnie wptywa na zasiedlenie nasion przez grzyby. Ponadto, znaczace zasiedlenie
wewnetrzne nasion moze nie tylko niekorzystnie wptywac na ich kietkowanie i wschody
ro$lin ale rowniez, ze wzgledu na toksynotworcze wlasciwosci grzybow, zwlaszcza rodzaju

Alternaria, oddziatywa¢ szkodliwie na zdrowie cztowieka.
4.1.2.Metody oceny zdrowotnoS$ci nasion

Zasiedlenie nasion przez grzyby jest waznym czynnikiem wplywajacym na ich
kietlkowanie 1wschody roslin. Niestety dla wigkszosci gatunkéw nie ma ustalonych,
standardowych metod oceny zdrowotno$ci nasion. Dlatego tez jednym z elementéw moich
zainteresowan badawczych jest poszukiwanie optymalnych metod wykrywania grzybow na
nasionach ro$lin ogrodniczych, zwlaszcza zielarskich. W przypadku tych roslin zasiedlenie
przez grzyby, ze wzgledu na ich zdolno$¢ do produkcji toksycznych metabolitow wtornych,
stanowi nie tylko zagrozenie dla jako$ci nasion i plonéow roslin, ale rowniez dla zdrowia
cztlowieka. Przedstawione badania dotyczyly ustalenia optymalnych metod oceny
zdrowotnosci nasion: kminku zwyczajnego (Carum carvi L.) (11D.19), kopru ogrodowego

(Anethum graveolens L.) (11D.16) i ostropestu plamistego (Silybum marianum (L.) Gaertn.)
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(11D.18). W tym celu, dla kazdego z wyzej wymienionych gatunkow, poréwnywano siedem
testow inkubacyjnych: test bibutowy z przemrazaniem nasion, test bibulowy z mannitolem,
test bibutlowy =z glikolem polietylenowym, test agarowy na pozywce dekstrozowo-
ziemniaczanej (ang. potato dextrose agar — PDA) i zubozonej pozywce PDA (ang. reduced
potato dextrose agar — RPDA) bez odkazania nasion i test agarowy na pozywce PDA i RPDA

po odkazaniu nasion. Oceng przeprowadzono po 10 i 14 dniach inkubacji.

Na nasionach kminku zwyczajnego najczesciej identyfikowano grzyby: A. alternata,
Cladosporium spp. i R. stolonifer (11D.19). Wydluzenie inkubacji w najwigkszym stopniu
sprzyjatlo wzrostowi Fusarium spp. i Rhizopus sp., zwlaszcza w testach agarowych.
Najwicksze zasiedlenie przez grzyby, zwlaszcza Alternaria spp., obserwowano w tescie
bibutlowym z przemrazaniem nasion, a nast¢gpnie w tescie bibutowym z mannitolem.

Grzybami najczeSciej wystepujacymi na nasionach kopru ogrodowego byty:
A. alternata, Cladosporium spp., E. nigrum, Fusarium spp., M. simplex, Penicillium spp.,
R. stolonifer, S. botryosum i Ulocladium spp. (11D.16). Wydtuzenie okresu inkubacji nie
miato wpltywu na wykrywalno$§¢ wiekszosci grzybow. Najwiekszy procent nasion
zasiedlonych przez grzyby stwierdzano w tescie bibutowym z przemrazaniem nasion, tescie
bibulowym z mannitolem i tescie bibutowym z glikolem polietylenowym.

Na nasionach ostropestu plamistego najczesciej identyfikowano grzyby: A. alternata,
B. cinerea, Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp., R. stolonifer oraz
Verticillium spp. (11D.18). Test bibutowy z przemrazaniem nasion a nastepnie test bibutowy
z dodatkiem mannitolu oraz test bibutowy z dodatkiem glikolu polietylenowego sprzyjaty
wzrostowi wigkszosci waznych grzybow. Wykrywaniu grzybow sprzyjato takze wydhuzenie
czasu inkubacji do 14 dni.

Wyniki przeprowadzonych badan pozwalaja poleci¢ do dalszych badan nad ocena
zdrowotnosci nasion wszystkich omawianych gatunkéw test bibutowy z przemrazaniem
nasion oraz test bibutowy z mannitolem, a dla nasion kopru i ostropestu plamistego takze test

bibutowy z glikolem polietylenowym.
4.1.3. Alternatywne metody zaprawiania nasion

We wspoélczesnym $wiecie najpowszechniejszym sposobem ochrony roslin przed
patogenami i szkodnikami jest stosowanie syntetycznych zwigzkéw chemicznych. Jednak
rosngce zanieczyszczenie Srodowiska oraz rozwoj rolnictwa organicznego, zwigzany ze

wzrastajacg $wiadomoscig spoteczna, sktaniajg do poszukiwan alternatywnych metod ochrony
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ro$lin, w tym takze zaprawiania nasion. Moje zainteresowania naukowe w duzym stopniu
dotycza tego wlasnie zagadnienia. Przedstawione ponizej badania sluzyty okresleniu
przydatnosci wybranych mikroorganizméw antagonistycznych (11D.1, 11D.14) oraz
zwigzkow naturalnego pochodzenia, takich jak: wyciagi i ekstrakty roslinne (11D.5, 11D.10,
11D.14, 11D.15), olejki eteryczne (11D.13) i nadtlenek wodoru (11D.17), do zaprawiania
nasion réznych gatunkéw.

Metoda biologiczna polega na wykorzystaniu do zaprawiania nasion mikroorganizméow
wykazujacych antagonistyczne dziatanie w stosunku do patogendow. Dziatanie to opiera si¢ na
mechanizmach konkurencji, antybiozy i nadpasozytnictwa. Poniewaz mikroorganizmy
antagonistyczne charakteryzuja si¢ ograniczonym spektrum dziatania (np. zwalczajg patogeny
tylko jednego lub kilku rodzajow), a ich zywotno$¢ w srodowisku jest limitowana przez wiele
czynnikow stresowych, czgsto zachodzi konieczno$é potaczenia zaprawiania biologicznego
z chemicznym. Dlatego tez celem jednego z przeprowadzonych przeze mnie eksperymentow
bylto ustalenie mozliwosci zaprawiania nasion cebuli fungicydami Benlate T (s.a. benomyl
20% i tiuram 20%) i Apron 35 SD (s.a. metalaksyl 35%) w dwoch dawkach (5+1 g kg™
nasion, 1+0,2 g kg?! nasion), oraz mikroorganizmami antagonistycznymi: Penicillium
griseofulvum Dierckx, Penicillium sp. 90/22, Trichoderma harzianum Rifai, T. koningii Oud.
i T. viridae Pers ex S. F. Gray, samodzielnie oraz w potaczeniu z nizszg dawka fungicydow
(11D.1). Wszystkie zastosowane warianty traktowania eliminowaty z nasion patogena Botrytis
allii, sprawce zgnilizny szyjki cebuli. Grzyby rodzaju Penicillium i Trichoderma skuteczniej
niz fungicydy ograniczaty zasiedlenie nasion przez inne grzyby, a polaczenie zaprawiania
biologicznego z chemicznym bylo na ogot tak samo skuteczne, jak samo zaprawianie
biologiczne. Poniewaz grzyby rodzaju Penicillium negatywnie wptywaly na kietkowanie
nasion, stwierdzono, ze do zaprawiania nasion cebuli przeciwko patogenom przenoszonym
Z nasionami mozna poleci¢ Trichoderma spp.

Celem kolejnego do$wiadczenia bylo zbadanie efektywnos$ci zaprawiania nasion
marchwi mikroorganizmami antagonistycznymi Clonostachys rosea, C. solani i ekstraktem z
grejpfruta (Biosept 33 SL). Nasion marchwi przed zaprawianiem sztucznie inokulowano
zarodnikami grzyba Alternaria radicina (11D.14). W testach laboratoryjnych oceniano
zasiedlenie nasion przez grzyby, kielkowanie i wigor, natomiast wschody siewek i ich
zdrowotno$¢ badano w piasku i uniwersalnym podtozu do wysiewu nasion. Grzyby rodzaju
Clonostachys, podobnie jak ekstrakt z grejpfruta, znaczaco ograniczyty zasiedlenie nasion
przez A. radicina i poprawialy zdolno$¢ kietkowania nasion. Przy mniejszym stezeniu

inokulum zaprawianie nasion Clonostachys spp. zwigckszato wschody w piasku i udziat
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zdrowych roslin. Przy wigkszym stgzeniu inokulum, bardziej efektywne bylo zaprawianie
preparatem Biosept 33 SL o st¢zeniu 0,5%. Inokulacja nasion patogenem i w wigkszosSci
przypadkow zaprawianie, nie mialy wptywu na wschody roslin w podtozu do wysiewu
nasion, ale patogen wptywat istotnie na ich zdrowotnos$¢. Zaobserwowano, ze niezaleznie od
stezenia inokulum zaprawianie nasion preparatem Biosept 33 SL w stezeniu 0,5% oraz
grzybem C. rosea, znaczaco zwigkszato liczbe zdrowych ro$lin.

Ekstrakt z grejpfruta okazal si¢ takze skuteczny w zaprawianiu nasion kapusty, cynii
i cebuli (11D.10). Nasiona kazdego z tych gatunkéw moczono przez 30 minut w 0,05 i 0,25-
procentowym roztworze preparatu Biosept 33 SL lub zaprawiano na sucho preparatem Sarfun
T 65 DS. Zdolno$¢ kietkowania i wigor nasion okreslano w temperaturze 10 i 20°C.
Zdrowotno$¢ nasion oceniano w temperaturze 20°C, dla kapusty i cynii za pomoca testu
bibutowego z przemrazaniem, a dla cebuli w teScie agarowym. Ekstrakt z grejpfruta istotnie
poprawit zdolno$¢ kietkowania nasion kapusty i cebuli w temperaturze 10°C oraz
przyspieszat kielkowanie nasion kapusty w obu temperaturach. Preparat ten bardziej niz
Sarfun T 65 DS ograniczat wystepowanie A. alternata i A. brassicicola na nasionach kapusty
oraz byl réwnie skuteczny jak fungicyd w zwalczaniu A. zinniae na nasionach cynii oraz
B. allii i B. cinerea na nasionach cebuli. Skuteczno$¢ ekstraktu z grejpfruta w zwalczaniu
patogenow przenoszonych z nasionami cebuli potwierdzito takze kolejne doswiadczenie
(11D.5). Nasiona cebuli traktowano mieszaning fungicydéw Pennkozeb 80 WP i Apron 35 SD
oraz dwoma preparatami pochodzenia roslinnego, preparatem Citrosept, zawierajacym
ekstrakt z grejpfruta, oraz preparatem Fitoekols opartym na wyciagu z igiet sosny i $wierka.
Fungicydy oraz 0,5% roztwor preparatu Citrosept istotnie ograniczaly rozwoj grzybow
patogenicznych i saprotroficznych na nasionach cebuli. Preparat Fitoekols byt znacznie mniej
efektywny, a ponadto, podobnie jak fungicydy, niekorzystnie wptywat na wigor nasion.

Celem kolejnego doswiadczenia bylo okreslenie wptywu wyciagu wodnego z konopi
siewnych (Cannabis sativa L.) na kietkowanie i zdrowotno$¢ nasion marchwi odmian
Berlikumer 2 i Nanatejska (11D.15). Nasiona moczono przez 30 min w 3, 5, 10 i 20%
roztworach wyciaggu z konopi. Traktowanie nasion odmiany Nantejska roztworami o stgzeniu
31 5% a odmiany Berlikumer roztworem o stezeniu 10% ograniczylo zasiedlenie nasion przez
A. radicina, natomiast zaden z roztworéw nie mial wptywu na wystepowanie na nasionach
obu odmian grzyboéw A. alternata i A. dauci. Ponadto, moczenie nasion w roztworach o
stezeniu 3 1 5% poprawiato znaczaco zdolno$¢ kietkowania nasion.

Nastepne do$wiadczenie miato na celu okreslenie wptywu zaprawiania nasion marchwi

roztworami olejkow bazyliowego (Ocimum basilicum L.) i tymiankowego (Thymus vulgaris
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L.) na ich zdrowotnos¢ i kietkowanie (11D.13). Olejki zastosowano w stezeniach 0,025, 0,05
1 0,1%. Rozpuszczano je w roztworze emulgatora RO1 o st¢zeniu 0,025%. Kontrole stanowity
nasiona niezaprawiane, moczone w roztworze emulgatora oraz zaprawiane fungicydem Super
Homai 70 DS (s.a. 35% tiofanatu metylowego, 20% tiuramu i 15% diazynonu). Zaprawianie
fungicydem eliminowato z nasion A. dauci i A. radicina i znaczaco ograniczato ich
zasiedlenie przez A. alternata. Moczenie nasion w roztworach olejku tymiankowego,
szczegolnie o stgzeniu 0,05 1 0,1%, istotnie ograniczalo wystepowanie na nasionach grzyboéw
rodzaju Alternaria. Olejek bazyliowy w zadnym =z uzytych st¢zen nie ograniczyt
wystepowania A. radicina w poréwnaniu z nasionami traktowanymi emulgatorem, natomiast
gdy olejek zastosowano w najmniejszym i najwigkszym stezeniu stwierdzono mniej nasion
zasiedlonych przez A. alternata. Traktowanie nasion olejkiem tymiankowym w stezeniu
0,05% poprawito ich zdolno$¢ kietkowania w stopniu poréwnywalnym z zaprawianiem
chemicznym. Zastosowanie olejku tymiankowego w najwigkszym stezeniu znacznie
pogorszyto zdolnos¢ kietkowania nasion. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
olejek tymiankowy w stezeniu 0,05% mozna poleci¢ do zaprawiania nasion marchwi
przeciwko A. dauci i A. radicina.

Ostatnie omawiane w tym podrozdziale doswiadczenia dotyczyly okreslenia wptywu
nadtlenku wodoru na jako$¢ nasion cebuli, pomidora, sataty i marchwi (11D.17, 11A.7).
Pierwszy eksperyment polegat na moczeniu nasion cebuli, pomidora i sataty przez 10, 20 i 30
min w 3% roztworze H2O2, a nastgpnie ustaleniu wpltywu tego zabiegu na kietkowanie
I zdrowotno$¢ nasion (11D.17). Zastosowane traktowanie istotnie ograniczalo zasiedlenie
nasion cebuli przez A. alternata, Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp.
i Stemphylium botryosum, nasion pomidora przez A. alternata, Cladosporium spp., Fusarium
spp. i Mucor spp. oraz nasion sataty przez Cladosporium spp., Fusarium spp., S. botryosum
i Verticillium spp. Poprawa zdrowotno$ci na ogdt wigzata si¢ ze zwigkszeniem liczby nasion
wolnych od grzybow, co korzystnie wptywato na kietkowanie nasion.

W drugim doswiadczeniu badano wplyw traktowania nadtlenkiem wodoru na
kietkowanie, wigor i zdrowotno$¢ nasion marchwi oraz wschody roslin (I11A.7). Testowano
cztery proby nasion. Nasiona moczono w 3, 6, 9 1 12% roztworach H202 przez 10, 30 i 60
min. Na nasionach i1 martwych siewkach najczesciej identyfikowano grzyby rodzajow
Alternaria i Fusarium. Traktowanie nadtlenkiem wodoru, niezaleznie od stezenia i czasu
traktowania, znaczaco ograniczatlo zasiedlenie nasion przez A. alternata, A. radicina
i Fusarium spp., ale nie bylo skuteczne w przypadku A. dauci. Pogorszenie kietkowania

I wigoru nasion obserwowano gléwnie u nasion traktowanych 9 i 12% H»0,. Traktowanie
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nasion 3% H20: przez 30 min pozytywnie wplywalo na wschody roslin u trzech z czterech
badanych prob, natomiast traktowanie 6% H202 znaczaco zmniejszato procent zdrowych
siewek u jednej z tych prob, a zwigkszato go u dwoch z nich. Stwierdzono, ze traktowanie
nasion 3% roztworem H2O: przez 30 min, mozna poleci¢ do zwalczania A. radicina na

nasionach marchwi.

4.1.4.Kondycjonowanie

Istotng czg$¢ mojej pracy naukowej stanowia badania poswigcone kondycjonowaniu
nasion. Zabieg ten nalezy do fizjologicznych metod poprawy jakosci nasion i zostal szerzej
scharakteryzowany w rozdziale trzecim (3.3.1) niniejszego opracowania. Przedstawione
doswiadczenia stuzyly m.in.: opracowaniu optymalnych metod kondycjonowania nasion
dziurawca zwyczajnego (11D.2) i fiotka ogrodowego (I1A.6), zbadaniu wplywu
kondycjonowania na jakos¢ przechowywanych nasion cebuli (I11A.5), okresleniu wptywu
kondycjonowania na zdrowotno$¢ nasion oraz lokalizacje grzybéw w nasionach kalarepy
i sataty (11A.4, 11D.3), oraz zbadaniu mozliwo$ci potaczenia kondycjonowania nasion salaty
z zaprawianiem chemicznym (11D.4).

W celu ustalenia optymalnej metody poprawy jakosci nasion dziurawca zwyczajnego
(Hypericum perforatum L.) nasiona zaprawiano preparatem Dithane M 45 (mankozeb),
odkazano 1% roztworem podchlorynu sodowego oraz hydrokondycjonowano poprzez
umieszczenie nasion w $rodowisku nasyconym parg wodng, lub w napowietrzanej wodzie
(11D.2). Traktowanie podchlorynem sodowym wydhuzato $redni czas kietkowania nasion, ale
poprawiato ich zdolno$¢ kietkowania. Wptyw hydrokondycjonowania na kietkowanie nasion
uzalezniony byl od zastosowanej metody. Najwyzsza zdolnos¢ kietkowania stwierdzono
Unasion kondycjonowanych w napowietrzanej wodzie przez trzy godziny, a nastgpnie
przetrzymywanych przez trzy dni na powierzchni wody w zamknigtym pojemniku
W temperaturze 20°C.

W  kolejnym doswiadczeniu  poréwnywano wplyw  hydrokondycjonowania,
kondycjonowania w solach mineralnych oraz osmokondycjonowania na kietkowanie 1 wigor
nasion fiotka ogrodowego w temperaturze 20, 30 i 35°C (IIA.6). Nasiona
hydrokondycjonowano w ograniczonej ilosci wody (600 1 700 ul wody na 1 g nasion, czas
traktowania — 2, 3 lub 4 dni), kondycjonowano w roztworze KNO3z (-1,5 MPa, czas
traktowania — 5 dni) oraz osmokondycjonowano w roztworach glikolu polietylenowego (-1,0,
-1,25 lub -1,5 MPa PEG 8000, czas traktowania — 7 dni) w temperaturze 15 i 20°C. Na ogot
hydrokondycjonowanie negatywnie wptywato na szybkosc¢ kietkowania, procent kietkujacych
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nasion oraz zdolnos¢ kietkowania. Kondycjonowanie w roztworze KNOs3 przyspieszyto
kietkowanie nasion w temperaturze 20, 30 i 35°C, ale nie miato wptywu na procent nasion
Kietkujacych i zdolnos¢ kietkowania. Osmokondycjonowanie nasion w roztworze PEG
0 potencjale osmotycznym -1.0 MPa w temperaturze 20°C nie tylko znaczaco poprawiato
wskazniki wigoru w temperaturze 20, 30 i 35°C, ale rowniez najkorzystniej z zastosowanych
metod wptywato na procent nasion kietkujacych w temperaturze 30 i 35°C 1 istotnie
zwiekszyto zdolno$¢ kietkowania nasion w temperaturze 20 i 30°C.

Poniewaz kondycjonowanie moze znaczaco modyfikowac¢ zdolnosci przechowalnicze
nasion, celem kolejnego  eksperymentu  bylo  zbadanie @ wplywu  szescio-
I dwunastomiesi¢cznego przechowywania hydro-i osmokondycjonowanych nasion cebuli
w temperaturze 4 i 20°C na ich kietkowanie, wigor i zasiedlenie przez grzyby (I1A.5).
Nasiona osmokondycjonowano w glikolu polietylenowym (-1.5 MPa, 15°C, 7 dni, ciemnos$¢)
lub hydrokondycjonowano poprzez dodanie do nasion okreslonej ilosci wody (500 ul wody
destylowanej na 1 g nasion, 20°C, 48 h, ciemnos¢). Po kondycjonowaniu nasiona suszono
w temperaturze 20°C i wilgotnosci wzglednej powietrza 45% przez 48 h. Kondycjonowane
i niekondycjonowane nasiona przechowywano w szczelnie zamknietych plastikowych
pojemnikach przez 6 i 12 miesigcy, w temperaturze 4 i 20°C. Oceng Kietkowania, wigoru
i zdrowotnosci nasion wykonano w temperaturze 10 i 20°C, zaré6wno dla nasion traktowanych
jak i nietraktowanych, przed i po przechowywaniu. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze korzystniej na kietkowanie i wigor nasion kondycjonowanych wptywato
przechowywanie w temperaturze 4°C. Osmokondycjonowanie powodowato istotne
zwigkszenie zasiedlenia nasion przez grzyby rodzaju Penicillium, ktore utrzymywato si¢ na
wysokim poziomie przez caty okres przechowywania. Natomiast liczba nasion zasiedlonych
przez Botrytis spp. zmniejszyla si¢ znaczaco po kondycjonowaniu i w trakcie
przechowywania, zwtaszcza w temperaturze 20°C.

Kondycjonowanie w zaleznos$ci od gatunku rosliny, proby i zastosowanych metod moze
istotnie wplywac¢ na zdrowotno$¢ nasion. Stwierdzono, ze nasiona warzyw kapustnych sa
powszechnie zasiedlone przez grzyb Alternaria brassicicola. W kolejnej pracy analizowano
wpltyw dwoch metod kondycjonowania na kietkowanie i wigor nasion kalarepy (Brassica
oleracea L. var. gongylodes L.) inokulowanych A. brassicicola (I1A.4). Badano nasiona
nieinokulowane i niekondycjonowane (kontrola), nasiona inokulowane A. brassicicola (2-10*
zarodnikow-ml™), nasiona nieinokulowane i inokulowane hydrokondycjonowane przez 1 i 2
dni oraz nasiona nieinokulowane i inokulowane osmokondycjonowane przez 1-4 dni.

Okreslano liczb¢ nasion kietkujgcych, zdolnos¢ kietkowania oraz procent siewek
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anormalnych chorych i nasion martwych. Wigor nasion oceniano na podstawie szybkosci ich
kietkowania, testu tetrazolinowego oraz testu konduktometrycznego. Zasiedlenie nasion przez
A. brassicicola badano na potselektywnej agarowej pozywce CW. Osmokondycjonowanie
sprzyjato penetracji nasion przez patogen. Obecno$¢ grzyba w/na nasionach nie miata
wplywu na procent kietkujacych nasion, ale znaczaco zmniejszata ich zdolnos$¢ kietkowania,
zwigkszajac jednoczesnie liczbe siewek anormalnych chorych i nasion martwych. Pomimo
obecno$ci patogena kondycjonowanie osmotyczne poprawiato szybkos¢ kietkowania nasion
i wyniki testu konduktometrycznego. Wyniki testu tetrazolinowego wykazaly jego
ograniczong przydatno$¢ do badania wigoru nasion porazonych w duzym stopniu przez
A. brassicicola.

Ostatnie dwa do$wiadczenia dotyczyly wplywu osmokondycjonowania na lokalizacje
grzybow w nasionach (nietupkach) sataty (11D.3) oraz mozliwosci potgczenia tego zabiegu z
zaprawianiem chemicznym (11D.4). Nasiona dwoch prob sataty kondycjonowano
w roztworze glikolu polietylenowego o potencjale osmotycznym -1,1 MPa przez 4 dni w
ciemno$ci  w temperaturze 20°C  (11D.3). Lokalizacj¢ grzybow w  nasionach
kondycjonowanych i niekondycjonowanych ustalano za pomoca trzech technik
histopatologicznych: analizy mikologicznej nasion nieodkazanych 1 odkazanych
w 1-procentowym roztworze podchlorynu sodowego, analizy grzybéw wyrostych na
poszczegodlnych czeéciach nasion (nietupek) wyszczepionych na pozywke PDA oraz analizy
anatomicznej. Najwigce] informacji dostarczyta metoda polegajaca na wyszczepianiu
poszczegbdlnych czesci nietlupek na pozywke. Umozliwila ona doktadng identyfikacje
grzybow oraz precyzyjne okreslenie miejsca ich wystepowania w nietupkach. Grzyby gtownie
kontaminowaly powierzchni¢ nietupek lub przerastaty ich zewngtrzne warstwy, tj. owocnig,
ostonki i bielmo. Podczas kondycjonowania niektore grzyby, zwlaszcza A. alternata,
B. cinerea i Cladosporium spp., wykazywaly tendencj¢ do przerastania w glab nasion. Ogélna
liczba nasion zasiedlonych przez grzyby przed kondycjonowaniem 1 po nim nie zwigkszyla
si¢, natomiast wewngetrzna infekcja byta wieksza po kondycjonowaniu.

Wptyw osmokondycjonowania i chemicznego zaprawiania na kielkowanie, wigor
I zasiedlenie przez grzyby nasion salaty, testowano w temperaturze 10, 20 i 35°C (11D.4).
Nasiona osmokondycjonowano wedlug procedury opisanej powyzej oraz zaprawiano
fungicydami Amistar 250 SC (s.a. 25% azoksystrobiny) lub Funaben T (s.a. 20%
karbendazymu i 45% tiuramu), w dwoch roznych dawkach, po kondycjonowaniu, lub
dodawano je do roztworu glikolu polietylenowego. Po osmokondycjonowaniu nie

stwierdzono wzrostu ogélnej liczby kietkujacych nasion w temperaturze 10 1 20°C, natomiast
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byt on znaczacy w temperaturze 35°C. Osmokondycjonowanie wptywato réwniez na
przyspieszenie kietkowania nasion w temperaturze 10 i 20°C oraz poprawiato rownomierno$¢
kietkowania nasion w temperaturze 20°C. Po kondycjonowaniu nie zmienito si¢ procentowe
zasiedlenie nasion przez grzyby. Ogodlnie zaprawienie nasion po kondycjonowaniu
poprawiato kietkowanie i wigor nasion. Po traktowaniu nasion preparatem Amistar 250 SC
obserwowano najwigkszy procent nasion wolnych od grzybow, jednak preparat ten nie byt w
pelni skuteczny przeciwko B. cinerea. Zaprawianie nasion preparatem Funaben T po
kondycjonowaniu zmniejszalo zasiedlenic nasion przez grzyby, zwlaszcza B. cinerea,
I poprawiato kietkowanie. Dodawanie tego fungicydu do roztworu glikolu polietylenowego,
zwlaszcza w wickszej dawce, powodowalo wzrost liczby siewek anormalnych, pogorszenie

zdolnosci kietkowania oraz wydluzenie czasu kietkowania nasion.
4.1.5. Inne metody poprawy jakosci

Oprocz omowionych wcezesniej metod sporadycznie interesowatam si¢ takze innymi
mozliwoséciami uszlachetniania nasion, takimi jak sortowanie (11D.20), skaryfikacja (11D.6),

czy poddawanie nasion oddziatywaniu pola elektromagnetycznego (11A.3).

Sortowanie

Sortowanie, czyli podzial nasion na frakcje rdéznigce si¢ rozmiarem, kolorem, strukturg
powierzchni itp., jest jedna z podstawowych metod poprawy jakosci nasion. Celem badan
byto okreslenie wptywu frakcjonowania nasion ostropestu plamistego (Silybum marianum
(L.) Gaertn.) pod wzglgdem barwy na ich jakos¢ (11D.20). Nasiona podzielono na frakcje
roznigce si¢ barwg na podstawie katalogu barw wydanego przez Krolewskie Towarzystwo
Ogrodnicze w Wielkiej Brytanii. W trzech probach wydzielono dwie frakcje nasion: bezowe
i brazowe, natomiast nasiona proby czwartej podzielono na trzy frakcje: zotte, bezowe
I brazowe. Oceniono mas¢ 1000 nasion oraz kietkowanie nasion frakcjonowanych
I niefrakcjonowanych. Okreslono wystgpowanie grzybow na nasionach frakcjonowanych.
Nasiona brazowe charakteryzowaly si¢ wigkszg masg 1000 nasion niz bezowe lub zZoélte.
Zdolno$¢ kietkowania nasion bezowych nie réznita si¢ lub byla lepsza od zdolnosci
kietkowania nasion bragzowych. Nasiona ostropestu byly zasiedlone przez liczne grzyby,
jednak A. alternata i Ulocladium consortiale dominowaty. Stwierdzono, ze nasiona bezowe,
cho¢ mniej dojrzale, moga by¢ wykorzystane jako material siewny, poniewaz ich zdolno$¢

kietkowania nie roznita si¢ lub byta nawet lepsza od zdolnos$ci kietkowania w petni dojrzatych
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nasion bragzowych. Zasiedlenie tych nasion przez niektore grzyby bylo mniejsze niz nasion

brazowych.

Skaryfikacja

U wielu gatunkoéw twarda 1 trudno przepuszczalna dla wody i gazow okrywa nasienna (lub
owocnia) moze niekorzystnie wplywa¢ na kietkowanie nasion i wschody roslin. W celu jej
ostabienia 1 poprawy kielkowania zaleca si¢ m.in. stosowanie ocierania nasion lub ich
moczenie w roztworach kwasow, takich jak kwas siarkowy czy solny. Aby zbadaé t¢
mozliwo$¢ nasiona marchwi odmiany Jawa moczono w wodzie i 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 oraz 2,5%
kwasie solnym (HCI) przez 12 h w temperaturze 20°C, a nastepnie suszono przez 24 h w
temperaturze 20°C (11D.6). Okreslano kietkowanie i zdrowotno$¢ nasion nietraktowanych i
traktowanych. Moczenie nasion w 0,5% HCI zwigkszyto ich energie, zdolnos¢ i szybkosé¢
kietkowania. Traktowanie nasion kwasem solnym o wyzszych stezeniach powodowato
zmniejszenie ogolnej liczby kietkujacych nasion i zwigkszenie odsetka nasion martwych.
Traktowanie kwasem solnym, bez wzglgdu na zastosowane stezenie, poprawiato zdrowotnosé

nasion marchwi.

Pole elektromagnetyczne

Celem prowadzonych badan bylo okreslenie wplywu statego pola magnetycznego
Z rbwnoczesnym ekranowaniem przemiennego pola elektrycznego na wigor i kietkowanie
nasion marchwi odmiany Perfekcja i Nantejska (I11A.3). W doswiadczeniu wykorzystano
urzadzenie o nazwie ADR-4 (ang. Advanced Dielectric Radiation Trap) zbudowane z
porowatej ceramiki, w ktorej znajduje si¢ woda w postaci krystalicznej. Tak wytworzony
material ma silng zdolnos¢ do ekranowania przemiennego pola elektrycznego na niskich
czestotliwosciach, to jest w granicach od 102 do 106 Hz, przy czym maksimum tangensa
delta (stratno$¢ pola elektrycznego) poprzez proces technologiczny zostalo wyznaczone dla
okoto 50 Hz. Na takiej bazie dielektrycznej umieszczono 10 elementéw magnetycznych
wykonanych z ferrytobaru o okreslonej konfiguracji. Przez caty okres kietkowania nasiona
poddano dzialaniu urzadzenia ADR-4, a takze samego dielektryku ceramicznego bez
elementdow magnetycznych oraz samego pola magnetycznego (wytacznie elementy
magnetyczne). Poddanie nasion dziataniu urzadzenia ADR-4 nie wptyne¢to na ich wigor, ale
stwierdzono poprawe zdolnosci kietkowania i zmniejszenie liczby siewek anormalnych
chorych. U odmiany Nantejska obserwowano rowniez mniej nasion martwych niz w kontroli.

Zastosowanie samego dielektryka ceramicznego przyspieszyto kietkowanie nasion odmiany
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Perfekcja w poczatkowej fazie oraz poprawito zdolno$¢ kietkowania i zmniejszyto liczbe
nasion martwych u odmiany Nantejska. Nasiona odmiany Perfekcja poddane dziataniu
samego pola magnetycznego kietkowaly szybciej niz nasiona kontrolne, natomiast w
przypadku nasion odmiany Nantejska stwierdzono opo6znienie kietkowania. U odmiany
Perfekcja notowano mniej siewek anormalnych chorych, a u odmiany Nantejska

obserwowano poprawe zdolnosci kietkowania nasion.

4.2. Badania aerobiologiczne

W roku 2002 nawigzatam wspotprace z Pracownig Aeropalinologii na Wydziale
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, co zaowocowalo wspdolnymi
badaniami 1 grantem miedzyuczelnianym. Zarodniki grzybéw w powietrzu moga
niekorzystnie wptywaé na zdrowie czlowieka, bedac przyczyna chorob alergicznych oraz
zrédtem mykotoksyn. Za alergie wziewne u ludzi w duzym stopniu odpowiadaja zarodniki
grzybow rodzaju Alternaria i Cladosporium. Bioaerozol zawiera rowniez zarodniki gatunkow
chorobotworczych dla roslin, co ma istotne znaczenie dla rozprzestrzeniania si¢ patogenow.

W latach 2002-2004 przeprowadzono badania majace na celu okreslenie zwiazku
pomiedzy obecno$cia w powietrzu zarodnikow grzybow a fazg rozwojowa ro$lin,
kietkowaniem nasion oraz lokalizacja grzybow w nasionach rzepaku (11D.11). Na nasionach,
niezaleznie od roku i miejsca ich formowania si¢ na ro$linie, najczgsciej identyfikowano
grzyby rodzaju Alternaria i Cladosporium. Grzyby te najczeSciej wystepowaly na
powierzchni nasion. Od wczesnych faz rozwoju grzyby rodzaju Cladosporium zasiedlaty
duzy procent nasion, natomiast Alternaria spp. wystepowaty w najwigkszym procencie pod
koniec dojrzewania nasion. W tym okresie w okrywach nasiennych i zarodkach nasion
pochodzacych z pedéw bocznych stwierdzano grzyby czesciej niz w tych samych cze$ciach
nasion pozyskanych z pedu gléwnego. Zarodniki grzybow Alternaria spp. i Cladosporium
spp. byly obecne w powietrzu przez caly okres obserwacji, z tym, ze stezenie zarodnikow
Cladosporium spp. utrzymywato si¢ na statym, wysokim poziomie przez caly czas, natomiast
stezenie zarodnikow Alternaria spp. stopniowo wzrastato, osiggajac najwyzszy poziom w
okresie zbiorow. Pomimo zaobserwowania tej samej tendencji na nasionach, nie stwierdzono
istotnej statystycznie korelacji pomigdzy liczbg zarodnikéw Alternaria spp. i Cladosporium
Spp. w powietrzu a procentem nasion zasiedlonych przez te grzyby.

Kolejne doswiadczenie miato na celu zbadanie skazenia mikrobiologicznego powietrza
w hali przerobowej przedsigbiorstwa nasiennego, powstalego na skutek czyszczenia

i sortowania nasion cebuli, kopru i marchwi (11D.12). St¢zenie zarodnikow w powietrzu
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przed, po i w trakcie proceséw uszlachetniania nasion okre§lano za pomoca aparatu
wolumetrycznego Lanzoniego oraz metody grawimetrycznej. Ponadto wykonano analiz¢
mykologiczng oczyszczonych nasion oraz odpaddéw powstatych podczas ich czyszczenia
i sortowania. Stwierdzono, ze powietrze w hali przerobowej przedsi¢biorstwa nasiennego
bylo znaczaco zanieczyszczone zarodnikami grzybow, szczegdlnie Alternaria spp.
I Cladosporium spp., nawet przed rozpoczeciem procesow uszlachetniajacych. Stezenie to
zwiekszato si¢ znaczaco w trakcie czyszczenia i sortowania, zwlaszcza charakteryzujacych sig
szorstka powierzchnig nasion marchwi. Zaobserwowano takze, ze frakcja najmniejszych
zanieczyszczen, otrzymanych podczas przerobu nasion, zawierala najwigcej zarodnikéw

grzybow.

4.3. Toksynotwoércze wlasciwos$ci grzybéw rodzaju Alternaria

Uczestnictwo w realizacji projektu finansowanego przez Uni¢ Europejska oraz KBN, pt.
»dafe organic vegetables and vegetable products by reducing risk factors and sources of
fungal contaminants throughout the production chain: the carrot — Alternaria model”,
sprawito, ze zainteresowatam si¢ glebiej toksynotworczymi wiasciwosciami grzybow rodzaju
Alternaria. Rodzaj ten obejmuje zaréwno gatunki saprotroficzne, jak i patogeniczne,
wystepujace na wielu gatunkach roslin uprawnych i1 charakteryzujace si¢ zdolnoscig do
produkcji licznych toksyn. Cykl do$wiadczen obejmowat m.in. okreslenie profilu
toksykologicznego izolatow A. alternata i A. radicina pozyskanych gtéwnie z nasion, ale
takze innych czesci roslin z rodziny Apiaceae (I11A.1), zbadanie wptywu temperatury i okresu
inkubacji na tworzenie toksycznych metabolitow przez A. alternata i A. radicina (11D.7), oraz
zmian histopatologicznych w komoérkach marchwi traktowanych tymi metabolitami (11A.2).

W celu okreslenia profilu toksykologicznego grzyby hodowano na ziarnie ryzu
i krgzkach korzeni marchwi. Wigkszo$¢ izolatow A. alternata rosngcych na ryzu
produkowato: kwas tenuazonowy (TeA), alternariol (AOH), eter metylowy alternariolu
(AME) i altertoksyng I (ATX 1), a na krazkach korzeni marchwi wytwarzato jedynie AOH
i AME. Zaden z izolatéw tego grzyba nie produkowat natomiast AAL-toksyny i fumonizyn.
Hodowane na krazkach korzeni marchwi izolaty A. radicina tworzyly radicining (RAD),
radicinol (ROH) i epi-radicinol (epi-ROH), natomiast na ryzu produkowaty tylko RAD
i ROH. Pomimo, ze A. alternata czesto identyfikowano na korzeniach marchwi z produkcji
ekologicznej, zadnej z mykotoksyn, tworzonych przez ten grzyb, nie stwierdzono ani w
samych Kkorzeniach, ani w dostegpnych na rynku pochodzacych z nich produktach

spozywczych (sokach, mrozonkach, zupach dla dzieci itp.). Zaobserwowano takze, ze proces
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przetworczy (produkcja soku marchwiowego na skale laboratoryjng) powoduje redukcje
zawartosci AOH i AME w uzyskanym produkcie o ponad 98% w stosunku do zawarto$ci w
materiale wyjSciowym.

Kolejne doswiadczenie miato na celu zbadanie wptywu temperatury i okresu inkubacji
na tworzenie toksycznych metabolitow przez A. alternata i A. radicina. Grzyby hodowano na
ziarnie ryzu i krazkach korzeni marchwi w temp. 1, 10 i 20°C. Inkubacja w ziarnie ryzu
trwata 21 1 35 dni, a w krazkach korzeni marchwi 14 1 21 dni. Akumulacj¢ toksyn badano
réwniez w inokulowanych przechowywanych korzeniach i suszu marchwi. Grzyb A. radicina
tworzyl RAD i epi-ROH, natomiast A. alternata: TeA, ATX I, AOH i AME. Cho¢
w temperaturze 1°C obydwa gatunki tworzyty toksyny w ziarnie ryzu, to w krazkach korzeni
marchwi ich nie wykryto. Wyzsze temperatury sprzyjaly wyraznie tworzeniu toksyn. W
temperaturze 20°C izolaty obydwu gatunkéw inkubowane przez 21 dni na ogél tworzyly
toksyny na najwyzszym poziomie, ale wydtuzenie okresu inkubacji nie zawsze powodowato
zwigkszenie ich stgzenia. W korzeniach przechowywanych przez 24 tygodnie nastgpowala
akumulacja epi-ROH. Stezenie RAD i epi-ROH w suszu zmniejszato si¢. Korzenie byly
wolne od toksyn tworzonych przez A. alternata, natomiast w suszu przechowywanym przez
32 i 48 tygodni wykryto sladowe ilosci AOH.

Nastepny etap do$wiadczen polegata na zbadaniu zmian histopatologicznych w
komorkach korzeni marchwi traktowanych metanolowymi roztworami RAD, epi-ROH, AOH
i AME o stezeniu 25 pg ml™ i 250 ug ml?, a takze filtratami kultur A. alternata i A. radicina.
Ultrastruktury komoérkowe obserwowano za pomocg transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (ang. transmission electron microscope, TEM). Roztwory toksyn o st¢zeniu
25 pug ml?t nie wywolywaty widocznych zmian w komorkach, natomiast w komorkach
traktowanych wyzszymi stezeniami toksyn obserwowano pofatdowanie bton komorkowych, a
czasami takze $cian komorkowych, oraz powstawanie licznych pecherzykéw w cytoplazmie.
Ponadto stwierdzono formowanie si¢ mikrowakuoli oraz akumulacje plastoglobuli
W chromoplascie. Nie odnotowano natomiast zmian w  strukturze retikulum
endoplazmatycznego i1 diktiosomow. Odpowiedz struktur komoérkowych na poszczegolne
toksyny byla niespecyficzna. Filtraty kultur grzybowych wywolywaly na og6l bardziej
rozlegle zmiany niz roztwory toksyn, niemniej zadne zastosowane traktowanie nie naruszyto
integralnosci bton komorkowych.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen pozwolity na stwierdzenie, iz toksyny
produkowane przez grzyby rodzaju Alternaria moga wpltywaé na obnizenie jakos$ci marchwi,

nie stanowig jednak zagrozenia dla konsumentow.
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5.  Podsumowanie

Podsumowujac, moje zainteresowania badawcze zwigzane sa gltdéwnie z problematyka
uszlachetniania i oceny jako$ci nasion oraz patologii nasion. M6j dorobek naukowy tacznie
z pracami uwzglednionymi w cyklu publikacji powigzanych tematycznie, stanowigcych
osiggniecie naukowe, obejmuje autorstwo lub wspotautorstwo 35 oryginalnych prac
tworczych (po doktoracie, w okresie mianowania na stanowisku adiunkta — 34 prace), jednej
pracy konferencyjnej, 37 streszczen w materialach konferencyjnych, jednej pracy
przegladowej, trzech prac popularno-naukowych oraz rozdziatu po$wieconego chorobom
cynii w anglojezycznym opracowaniu zbiorowym (szczegétowe informacje podano w tabeli
1).

W ramach dziatalnosci naukowej bylam wykonawcg jednego krajowego i trzech
miedzynarodowych projektow badawczych, oraz kierownikiem jednego krajowego projektu
interdyscyplinarnego. Bytam takze czlonkiem Naukowego Komitetu Doradczego projektu
TESTA (Seed health: development of seed treatment methods, evidence for seed transmission
and assessment of seed health) finansowanego przez Uni¢ Europejska w ramach Siodmego
Programu Ramowego.

Uczestniczytam aktywnie w 25 konferencjach naukowych o zasiggu migdzynarodowym
i krajowym. Wspotorganizowatam cztery konferencje miedzynarodowe i jedng krajowa.

Prowadze lub prowadzitam zajg¢cia dydaktyczne na kierunkach Ogrodnictwo i Medycyna
Roslin, z takich przedmiotoéw jak: Nasiennictwo, Patologia nasion, Przechowalnictwo nasion,
Biologia nasion, Wybrane zagadnienia z nasiennictwa, Produkcja materiatu siewnego
i Pracownia komputerowa. Uczestnicze takze w realizacji anglojezycznych stacjonarnych
studiow II stopnia w zakresie Hodowli Ros$lin 1 Nasiennictwa, prowadzac zajecia
z przedmiotow: Rutynowe i zaawansowane metody oceny jakosci nasion, Choroby
i szkodniki nasion oraz Podstawy biologiczne stosowanej technologii nasion.

Pod mojg opieka zrealizowano 12 prac inzynierskich, 31 prac magisterskich (w tym 12
w jezyku angielskim) i jedng prace doktorska (promotor pomocniczy). Jestem ponadto
wspotautorem podrecznika Patologia nasion.

Aktywnie uczestnicz¢ w dziatalnosci kilku towarzystw naukowych, zarowno krajowych,
jak i miedzynarodowych, m.in. Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego, w ktoérym
petnie funkcje sekretarza Zarzadu Glownego oraz przewodniczacego Sekcji Patologii Nasion.

Jako cztonek Komitetu Zdrowotnosci Nasion Migdzynarodowego Zwigzku Oceny Nasion

36



Dorota Szopinska Zatacznik 3 — Autoreferat

(ang. Seed Health Committee International Seed Testing Association — SHC ISTA)
zorganizowatam w roku 2014 w Poznaniu Migdzynarodowe Warsztaty Zdrowotnosci Nasion.

Szczegotowe informacje dotyczgce wykazu opublikowanych prac naukowych oraz
informacje o osiggnigciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki

znajduja si¢ w zataczniku 5.

37



Dorota Szopinska

Zatacznik 3 — Autoreferat

Tabela 1. Zestawienie catkowitego dorobku naukowego, z wiaczeniem prac osiggnigcia

naukowego
Liczba Suma Suma IF wg
punktow | punktow roku
MNiSW KBN/ wydania
2016 . MNiSW
wg roku
wydania
Oryginalne prace tworcze umieszczone w bazie Journal Citation Reports (JCR)
Acta Biologica Cracoviensia Seria Botanica 1 15 13 0,599
Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus 6 120 113 0,375
0,393
0,522
2x0,691
0,583!
Ecological Chemistry and Engineering S 2 30 28 0,558
0,615
Food Additives and Contaminants 1 30 32 1,698
Seed Science and Technology 1 20 20 0,631
Pozostale oryginalne publikacje naukowe
Acta Agrobotanica 1 14 9
Electronic Journal of Polish Agricultural Universities 1 12 6
(EJPAU)
Episteme 1 5 5
Folia Horticulturae 4 56 39
Folia Universitatis Agriculturae Stetinensis. Agricultura 1 62 6
Herba Polonica 3 42 37
Journal of Plant Protection Research 1 15 9
Nauka Przyroda Technologie 1 9 5
Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca 2 30 12
Phytopathologia Polonica 3 182 18
Phytopathologia (poprzednio Phytopathologia Polonica) 2 82 8
Progress in Plant Protection/Postepy w Ochronie Roslin 2 24 12
Roczniki Akademii Rolniczej w Poznaniu. Ogrodnictwo 2 42 4
Inne publikacje
Prace konferencyjne 1
Streszczenia konferencyjne 37
Artykuty naukowe (prace przegladowe) 1
Publikacje popularno-naukowe 3
Wspotautorstwo podrgcznika 1
Rozdzial w monografii 1 53 53
RAZEM 79 463 381 7,356
W tym osiggni¢cia naukowe begdace podstawg wniosku o 8 118 108 2,273

wszczecie postepowania habilitacyjnego

Liczba cytowan wg bazy Web of Science wynosi ogdtem 38, w tym bez autocytowan 33

Indeks Hirscha wg Bazy Web of Science 2

Dla publikacji, ktora ukazata si¢ w roku 2017 przyjeto IF za lata 2015/2016

2Ze wzgledu na to, Ze czasopismo juz sie nie ukazuje przyjeto punktacje wg roku wydania
3Punktacja za autorstwo rozdzialu w monografii naukowej wedtug Rozporzadzenia MNiSW z dnia 27

pazdziernika 2015 r.
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