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CHARAKTERYSTYKA GRZYBOW Z RODZAJU FUSARIUM ORAZ NOWOCZESNE
METODY ICH IDENTYFIKACJI

STRESZCZENIE

Grzyby z rodzaju Fusarium naleza
do jednych z grozniejszych patogendw
zb6z, obejmujac swym wystepowaniem
rozne strefy klimatyczne. Wiele badan
wskazuje na ich negatywny wplyw za-
réwno na rosliny, zwierzeta, jak i na lu-
dzi. Grzyby z rodzaju Fusarium, poprzez
produkcje mykotoksyn, powoduja obni-
zenie plonu ro§lin oraz jego parametrow
jako$ciowych. U zwierzat 1 ludzi nato-
miast moga wywolywaé choroby uktadu
pokarmowego, rozrodczego 1 odporno-
Sciowego, ponadto moga wykazywaé sil-

ne dziatanie rakotwoércze. W konteksScie
ww. informacji niezwykle wazna staje
sie jednoznaczna identyfikacja tych pa-
togennych organizmoéw. Coraz wiekszego
znaczenia nabieraja metody oparte o
analizy molekularne. Wystepowanie w
genomie, m.in. gendéw warunkujacych
biosynteze zearalenonu PKS13 i PKS4
oraz trichotecenéw Tri7 1 Tri5, odgrywa
istotna, role w procesie identyfikacji mo-
lekularnej. Nie bez znaczenia pozostaje
réwniez prawidlowa izolacja materialu
genetycznego, ktora mozna wykonac za
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pomoca réznych metod, m.in. tradycyj-
nych metod biochemicznych (np. z zasto-
sowaniem CTAB), metod komercyjnych z
uzyciem kolumienek krzemionkowych,
jak réwniez metod niekonwencjonalnych:
zastosowanie mikrofal, glebokiego mro-

zenia, lizy alkalicznej oraz lizy termicz-
nej.

Stowa kluczowe: Fusarium, izolacja ge-
nomowego DNA, mykotoksyny, PCR,
identyfikacja molekularna.

CHARACTERISTICS OF FUNGI OF THE GENUS FUSARIUM AND MODERN
METHODS OF THEIR IDENTIFICATION

SUMMARY

Fungi of the genus Fusarium are
one of more dangerous cereal pathogens,
occurring in different climatic zones.
Many studies have shown their negative
impact on plants, animals and humans.
Fungi of the genus Fusarium, by produc-
ing mycotoxins, cause the reduction of
yields and its quality parameters. Fungi
of the genus Fusarium in animals and
humans, can cause diseases of the diges-
tive, reproductive and immune systems,
also they can be a strong carcinogen. In
the context of the above information Fan
unequivocal identification of these path-
ogenic organisms is extremely im-
portant. Methods based on molecular
analysis are becoming more important.
The presence in the genome of genes

involved in the biosynthesis of
zearalenone PKS13 and PKS4 and
trichothecenes Tri5 and Tri7, plays an
important role in the molecular identifi-
cation. Not without significance is also
proper 1isolation of genetic material,
which can be done using traditional bio-
chemical methods (for example using
CTAB), commercial methods using silica
membranes mini columns, as well as
non-conventional methods: applicability
of microwave, deep freeze, alkaline and
thermal lysis.

Keywords® Fusarium, isolation of ge-
nomic DNA, mycotoxins, PCR, molecular
identification.

WSTEP

Grzyby z rodzaju Fusarium sa bar-
dzo zrbéznicowana grupa mikroorgani-
zméw powszechnie wystepujacych w
przyrodzie. Zasiedlaja przede wszystkim
glebe, ale mozna je réwniez spotkaé na
nadziemnych i1 podziemnych organach
drzew, krzewéw i roélin zielonych (KWA-
SNA I WSPOLAUT., 1991; PLASKOWSKA,
2010). Wiekszo$é z nich to gatunki pato-
genne, stanowiace powazne zagrozenie
dla ro§lin uprawnych na calym Swiecie,
zwlaszcza zbdz. Powoduja szereg chordb,
z ktorych najpowszechniejszymi sa: fu-

zarioza kloséw, fuzarioza nasion oraz
brazowa zgnilizna korzeni. Te z kolel
wplywaja na obnizenie plonu oraz pogor-
szenie jako$ci ziarna. Spoéréd 5 znanych
klas mykotoksyn: aflatoksyny, ochratok-
syny, zearalenon, fumonizyny i trichote-
ceny (typ A i B), Fusarium spp. sa w
stanie wytwarzaé¢ metabolity nalezace do
ostatnich przedstawionych 3 grup (PAC-
KA, 2005). Toksyczne metabolity wtérne
moga bezposrednio lub posrednio wply-
wacé na zdrowie ludzi 1 zwierzat. Posred-
nio, dostajac sie do tancucha pokarmo-
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wego, poprzez spozywanie miesa 1 mleka
zwierzat skarmianych produktami ska-
zonymi oraz bezposrednio, przez porazo-
ne patogenami produkty pochodzenia
roélinnego (EDWARDS 1 WSPORAUT.,
2002). Droga pokarmowa nie jest jedyna,
przez ktéra mykotoksyny dostaja sie do
organizmu. Mozliwy jest réwniez kon-
takt ze skéra oraz inhalacja (ZAIN,
2011). Mykotoksyny produkowane przez
Fusarium wykazuja dzialanie nefrotok-
syczne, hepatotoksyczne, immunotok-
syczne, mutagenne, teratogenne oraz
kancerogenne (BENNET I WSPAUT., 2003;
ZAIN, 2011).

Do metod wykorzystywanych przy
identyfikacji mikrogrzybéw mozna zali-
czy¢ techniki tradycyjne oparte na ob-
serwacjach mikro- 1 makroskopowych
grzyb6w, biochemiczne techniki diagno-
styczne oraz metody biologii molekular-
nej (AWAD I WSPLAUT., 2011; FRAC,
2012). Tradycyjne metody diagnostyki
oparte sa o cechy fenotypowe tych orga-
nizméw. Polegaja na obserwacjach pod-
czas makrohodowli: ocenie intensywno-
§ci wzrostu, morfologii kolonii 1 innych
cech makroskopowych; mikrohodowli:
ocena ksztattu, wielkosci 1 typu zarodni-
kowania. Dzieki temu mozliwe jest okre-
§lenie fazy rozwojowej grzyba oraz liczbe
1 rodzaj struktur morfologicznych, ktore
pozwalaja na wstepne zaklasyfikowania
grzyba do jednostki taksonomiczne;j
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(WATANABE, 2010; FRAC, 2012). Przy
identyfikacji grzybow strzepkowych sto-
suje sie rowniez metody oparte o reakcje
biochemiczne, w ramach ktérych prze-
prowadza sie testy pozwalajace na ocene
efektywnosci biochemicznej, tj. fermen-
tacji, asymilacji oraz aktywnoéci enzy-
matycznej. W trakcie analizy identyfika-
cyjnej stosuje sie takze podloza réznicu-
jace zawilerajace m.in. azotan potasu,
slarczan amonu, mocznik, pepton 1 aspa-
ragine. Pozwalaja one na ocene asymila-
¢ji azotu przez grzyby. Dodatkowo wyko-
rzystuje sie réwniez zdolnosé do asymi-
lowania wegla z podstawowych cukrow:
glukozy, galaktozy, laktozy, maltozy 1
sacharozy (DYNOWSKA I WSPAUT., 2011;
FRAC, 2012)

Jednakze zastosowanie konwen-
cjonalnych metod wymaga duzej wiedzy
oraz do$wiadczenia w pracy z grzybami z
rodzaju Fusarium, dlatego identyfikacja
ta jest niezwykle trudna i wigze sie z
czestymi bledami popelnianymi w trak-
cie prowadzenia oznaczen (BRUNS I
WSPOLAUT., 1991; O’DONNELL I WSPOL-
AUT., 2008). Stosowanie technik moleku-
larnych, w poréwnaniu z konwencjonal-
nymi, jest natomiast o wiele dokladniej-
sza, tansza 1 mniej pracochlonna metoda,
ktéra w sposéb jednoznaczny okresla
przynaleznoéé do gatunku (MCCARTNEY
I WSPOLAUT., 2003).

TAKSONOMIA, CHARAKTERYSTYKA MORFOLOGICZNA ORAZ WYSTEPOWANIE GRZYBOW Z
RODZAJU FUSARIUM

Rodzaj; Fusarium, jako jednostka
taksonomiczna, utworzony zostal przez
Link’a w 1809 roku. Charakterystyczne
cechy zarodnikéw konidialnych: kajako-
wate 1 bananowate ksztalty byly pod-
stawowym  kryterium odrézniajacym
grzyby z rodzaju Fusarium od innych
rodzajéw grzybéw (SUCHORZYNSKA I
WSPOLAUT., 2009). Ze wzgledu na to, iz
nie byly znane ich stadia doskonate
(plciowe), dawniej klasyfikowane byty do

gromady grzybéw niedoskonaltych (Deu-
teromycetes) (PLASKOWSKA, 2010).

Jak wskazuje najnowsza systema-
tyka [Index Fungorum (www. indexfun-
gorum.org)| grzyby z rodzaju Fusarium
klasyfikuje sie jako:

Kroélestwo: Fungi

Gromada: Ascomycota

Podgromada: Pezizomycotina

Klasa: Sordariomycetes

www.naukiprzyrodnicze.ssnp.org.pl
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Podklasa: Hypocreomycetidae

Rzad: Hypocreales

Rodzina: Nectriaceae

Fusarium spp. tworza rozlegla, wa-
towata grzybnie powietrzng (rys.la).
Przy podtozu czesto przybieraja odcienie
rézu, fioletu lub zélci (rys.1b) (BARNETT I
WSPOLAUT., 2006).

Rys. 1a. Fusarium sporotrichioides-
awers kolonii.

N

rewers kolonii.

Grzyby te posiadaja formy teleo-
morficzne - stadia plciowe. Wytwarzaja,
nitkowata, wielokomérkows pleche ko-
morkowa w postaci strzepek. Konidia,
nieruchliwe zarodniki bezplciowe, two-
rza sie na drodze podzialéow mitotycz-
nych na wyspecjalizowanych komoérkach
strzepek grzybni - konidioforach. Trzon-
ki konidialne hialinowe sa proste, krot-
kie lub wydluzone, nierozgalezione lub
rozgalezione, nieregularnie lub regular-
nie utozone. Moga wystepowaé pojedyn-
czo lub w sporodochiach (MARCINKOW-
SKA, 2012).

Wyréznia sie komoérki konidiotwor-
cze kroétkie, smoczkowate lub wydtuzone.
Posiadaja zwykle wyrazny koinierzyk
oraz jeden punkt konidiotwérczy. Tylko
nieliczne gatunki tworza wiecej punktow
konidiotworczych. W stadium bezplcio-
wym moga tworzy¢ 4 typy zarodnikow:

a) makrokonidia- najczeéciej two-
rza sie w sporodochiach - sa
sierpowate, wrzecionowate, 3 -
5 przegrodowe; posiadaja za-
ostrzona komoérke szczytowa
oraz komérke w formie "stopki"
przy podstawie

b) mikrokonidia- powstaja z fialid
mikronematycznych trzonkéw
konidialnych pojedynczo wyra-
stajacych z grzybni, zebrane sg
w gtowki lub lancuszki- owalne,
jajowate do gruszkowatych,
jedno - lub dwukomérkowe

c) chlamydospory-  przetrwalni-
kowe, wegetatywne; powstaja z
komoérek starszych konidiow
oraz strzepek grzybni

d) mezokonidia- suche, cylin-
dryczne, lancetowate, nie sier-
powate 1 bez stopki; wytwarza-
ne na mikronematycznych
trzonkach w grzybni powietrz-
nej tylko przez niektére gatun-
ki, w tym Fusarium sporotri-
chioides (MARCINKOWSKA,
2012).

Grzyby z rodzaju Fusarium sa_ sze-
roko rozpowszechnionymi mikroorgani-
zmami wystepujacymi w glebie. Szcze-
gbélnie upodobaly sobie ziemie zyzne,
urodzajne, rzadko za$ Srodowiska lesne
(SUCHORZYNSKA 1 WSPOLAUT., 2009).
Wystepuja, réwniez na ro$linach, zardéw-
no czesciach podziemnych jak 1 nad-
ziemnych, szczatkach roSlinnych oraz
innych substratach organicznych. Naj-
korzystniejsze warunki rozwoju grzybow
z rodzaju Fusarium wystepuja w klima-
cie umiarkowanym, jednak mozna je
spotka¢ rowniez w regionach tropikal-
nych, pustynnych oraz arktycznych
(NELSON I WSPOLAUT., 1994).

www.naukiprzyrodnicze.ssnp.org.pl
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CHOROBY ZB0OZ POWODOWANE PRZEZ GRZYBY Z RODZAJU FUSARIUM

Grzyby z rodzaju Fusarium sta-
nowia liczna grupe patogenow zbdz, wa-
rzyw, ro§lin bobowatych, ozdobnych 1
leénych. Wiele gatunkéow grzybéw nale-
zacych do rodzaju Fusarium to polifagi,
porazajace wiele gatunkéw roélin, ktére
moga naleze¢ do réznych grup taksono-
micznych. Co wiecej, grzyby te moga
atakowaé kazda czes¢ rosliny we
wszystkich fazach rozwojowych (CHAM-
PEIL I WSPOLAUT., 2004).

Grzyby z rodzaju Fusarium sa
najczestsza przyczyna choréb zboz, ktore
okreéla sie mianem ,fuzariozy zb6z”
(KWASNA T WSPOLAUT., 1991). Do choréb
tego typu zaliczy¢é mozna m.in. zgorzel
siewek przed- 1 powschodowa, zgnilizne
korzeni, zgorzel podstawy zdzbla lub
lodyg, fuzarioze lisci, fuzarioze klosow
zb6z 1 kolb kukurydzy oraz fuzaryjne
wiedniecie (MANKA, 1989; BOTTALICO I
WSPOLAUT., 2002). Nasilenie fuzariozy
zalezy w gléwnej mierze od warunkow
pogodowych panujacych w okresie kwit-
nienia pszenicy 1 na poczatku mleczne]
dojrzatoéci ziarna, gdyz wtedy najcze-
éciej nastepuje infekcja (LENC I WSPOL-
AUT., 2011). Czynnikami sprzyjajacymi
sa: wysoka wilgotno§é powietrza (powy-
zej 85-90%), wiatr, czeste opady deszczu,
temperatura (ok. 20°C) oraz uprawiane
odmiany (CHAMPEIL I WSPOLAUT., 2004).
Grzyby z rodzaju Fusarium wystepuja w
duzym nasileniu w latach cieplych 1 wil-
gotnych, o wysokich sumach opadow.
Najczeécie] rozprzestrzeniaja sie za po-
moca, zarodnikéw konidialnych (makro-
konidiéw), ktére produkowane sa na
resztkach pozniwnych oraz na obumar-
lych dolnych lisciach 1 wraz z kroplami
deszczu przenoszone sa z czesci dolnych
roéliny na gérne (min. klosy). Moga, tez
tworzy¢ perytecja, z ktorych po opadach
deszczu wydostaja sie askospory trafia-
jace bezposrednio na klosy przy pomocy
wiatru (WIWART, 2001; BOTTALICO I
WSPOLAUT., 2002; ROSSI, 2002). Fuzario-
za ma zasieg ogélno$wiatowy, ale jej na-

silenie zalezne jest od regionu. Wyzsze
ryzyko epidemicznego nasilenia wyste-
puje w klimacie kontynentalnym, szcze-
gblnie przy duzym udziale kukurydzy w
plodozmianie 1 siewie bezpoérednim,
polaczonym ze zminimalizowana uprawa,
(SADOWSKI I WSPOLAUT., 2010).

Coraz wiekszego znaczenia nabie-
ra ostatnio fuzarioza kloséw (FHB, ang.
fusarium head bligh?), gdyz jest to groz-
na 1 coraz powszechnie] wystepujaca
choroba zb6z. Fuzarioza kloséw zb6z po-
woduje nie tylko obnizenie plonu, ale
takze pogorszenie jakoSci ziarna, ktére
przeznaczone moze by¢ zaréwno na ma-
terial siewny, jak 1 na konsumpcje. Efek-
tem tej choroby moze by¢é pomarszczenie
ziarniakéw, obnizenie ich masy oraz
zmniejszenie sity kietkowania. W zainfe-
kowanych ziarniakach nastepuje nisz-
czenie ziaren skrobi i bialek zapasowych
oraz pogorszenie sie ich wartoSci wypie-
kowej (CHAMPEIL I WSPOLAUT., 2004;
SADOWSKI I WSPOLAUT., 2010). Fuzarioza
kloséw zbd6z powodowana jest przez
grzyby rodzaju Fusarium produkujace
mykotoksyny- gltéwnie deoksyniwalenol
(DON) oraz diacetoksyscirpenol (DAS).
Zanieczyszczone nimi ziarno jest szko-
dliwe dla ludzi i zwierzat (TOMCZAK I
WSPOLAUT., 2000).

Mykotoksyny to zewnatrzkomor-
kowe enzymy hydrolityczne, wykazujace
silne dziatanie fitotoksyczne, zootok-
syczne oraz antybiotyczne (KWASNA I
WSPOLAUT., 1991). Toksyny te zaliczane
sa do grupy toksyn niespecyficznych,
czyli wykazujacych szerokie spektrum
dziatania w stosunku do réznych gatun-
kow ro§lin, zwierzat, grzyboéw i mikroor-
ganizméw. Ich rola jest uszkadzanie
tkanek gospodarza, co umozliwia udo-
stepnienie substancji odzywczych. W
konsekwencji dochodzi do $mierci komo-
rek gospodarza, co powoduje przerwanie
odpowiedzi obronnej komoérek organi-
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zmu, a to pozwala na latwe rozprze-
strzenianie sie patogenu (PACKA, 2005).

Do metabolitéw wytwarzanych
przez grzyby z rodzaju Fusarium spp.,
wykazujacych dziatanie fitotoksyczne
zaliczamy m.in.: barwniki naftazaryno-
we; kwasy: furiozowy, dehydrofuzariowy
1 pikolinowy; enniatyny; fuzariny; kul-
moriny; moniliformina, trichoteceny oraz
fumonizyny (DESJARDINS I WSPOLAUT.,
2007).

Najlepiej poznanymi mykotoksy-
nami fuzaryjnymi sa trichoteceny. Sta-
nowila one rodzine blisko spokrewnio-
nych  seskwiterpenoidéw. Podstawa
strukturalna jest 15-weglowy pierscien
zawilerajacy podwodjne wigzanie miedzy
weglami C-9 1 C-10 oraz grupe epoksy-
dowg miedzy weglami C-12 i C-13 (rys.
2). Synteza trichotecenéw ma miejsce w
szlaku biochemicznym, ktéry rozpoczyna
sie od zwiazku o nazwie trichodien 1 cha-
rakteryzuje sie duza liczba etapow,
wérod ktorych nalezy wymienié: utlenia-
nie, cyklizacje oraz estryfikacje (MO-
RETTI I SUSCA, 2010). Wiele genéw
zwigzanych z produkcja trichotecenow
zostalo zidentyfikowanych w fragmencie
DNA o dtugoéci 26-kpz, ktéry okreslono
mianem klastra 771 Do najwazniejszych
genéw zlokalizowanych w tym klastrze
zaliczamy: 7Tri5, Tri7, Tris, Tril3 (SU-
CHORZYNSKA I WSPOLAUT., 2009).

|l

CH;

7
R4 Rs

Rys. 2. Podstawowa struktura chemiczna
trichotecenéw.

Gen 7Tri5 koduje enzym synteze
trichodienu, ktéra katalizuje cyklizacje 1
1izomeryzacje fosforanu furanylu do tri-
chodienu. Jest to pierwszy gen bioracy
udzial w biosyntezie trichotecenéw, dla-

tego bez niego niemozliwa jest synteza
tych metabolitow. Produkt genu Tri7
bierze udzial w acylacji niwalenolu (NIV)
1 jego przemianie do 4-acetyloniwalenolu
(4-ANIV). Grzyby pozbawione tego genu
nie sa w stanie syntetyzowaé¢ NIV i 4-
ANIV. Enzym kodowany przez gen Tril3
przeprowadza konwersje deoksyniwale-
nonu (DON) w NIV. Razem z genem Tri7
kontroluja, typ powstajace] mykotoksyny.
Natomiast gen Tri3 odpowiada za two-
rzenie pochodnych DON (NICHOLSON I
WSPOLAUT., 2004; DESJARDIN 1 WSPO-
LAUT., 2007; MORETTI I WSPORAUT.,
2010).

Trichoteceny podzielono ze
wzgledu na ich budowe chemiczng na
cztery grupy-

1) grupa A- metabolity posiadajace lan-
cuch boczny lub inng grupe niz ketonowa
w pozycji C-8. Zaliczamy do nich: toksy-
ne T-2 1 HT-2, diacetoksyscirpenol
(DAS), monoacetoksyscirpenol (MAS),
neosolaniol (NEO),

2) grupa B- metabolity posiadajace grupe
ketonowa, w pozycji C-8. Nalezg do nich:
niwalenol  (NIV), deoksyniwalenol
(DON), 3-acetylodeoksyniwalenol (3-
AcDON), 15-acetylodeoksyniwalenol (15-
AcDON), fuzarenon-X (FUS-X),

3) grupa C- metabolity posiadajace do-
datkowa grupe epoksydowa miedzy C-7 i
C-8 lub C-91 C-10, np. krotocyna,

4) grupa D- metabolity posiadajace ma-
krocykliczny pierscien miedzy C-4 1 C-15
np. werukaryny, rorydyny, satratoksyny.
Fusarium spp. wytwarzaja trichoteceny
z grup A i B (PACKA, 2005; MONTVILLE I
WSPOLAUT., 2008).

Najwieksza toksyczno$é sposrod
trichotecenéw wykazuja zwiazki zalicza-
ne do grupy A. Bezpos$redni kontakt z
przedstawicielami tej grupy powoduje
zapalenia skéry, natomiast spozycie
zywnosci lub pasz zanieczyszczonych
tymi toksynami objawia sie wymiotami,
nudnoéciami i biegunka (BENNET I
WSPOLAUT., 2003).

www.naukiprzyrodnicze.ssnp.org.pl



Stopien patogenicznoséci wzgle-
dem ro$lin oraz spektrum produkowa-
nych mykotoksyn wybranych gatunkow
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grzybow z rodzaju Fusarium przedsta-
wia tabela 1.

MIKTOKSYNY

silna patogeniczno$é
Fusarium graminearum | silna toksynotworczoscé

deoksyniwalenol, niwalenol,
3-acetylodeoksyniwalenol,
15-acetylodeoksyniwalenol,
fuzarenon-X

Fusarium culmorum

silna patogenicznosé
silna toksynotworczoscé

deoksyniwalenol,
3-acetylodeoksyniwalenol,
15-acetylodeoksyniwalenol,
niwalenol

Fusarium poae

staba patogeniczno$é
silna toksynotworczosé

niwalenol,
diacetoksyscirpenol,
monoacetoksyscirpenol,
fuzarenon-X

Fusarium
sporotrichioides

staba patogeniczno$é
silna toksynotworczosé T-2 triol,

toksyna T-2, toksyna HT-2,
neosolaniol,
monoacetoksyscirpenol,
diacetoksyscirpenol

Tab. 1. Wybrane toksynotwércze gatunki Fusarium, sita patogenicznoéci i toksynotwérezosci oraz produko-
wane przez nie mykotoksyny (BOTTALICO I WSPOLAUT., 2002).

Inna dobrze poznana mykotoksy-
na fuzaryjna jest zearalenon. Zwiazek
ten powstaje w szlaku octanowo- polima-
lonianowym z udzialem genéw koduja-
cych enzymy okresélane jako syntazy po-
liketydowe (PKSs). Wéréd PKSs najwaz-
niejszymi sa PKS4 i PKS13 (DESJARDINS
I WSPOLAUT., 2007).

Obecnos¢ genu PKS4 §wiadczy o
zdolnoéci do syntezy zearalenonu przez
izolaty Fusarium spp. Gen ten koduje
enzym, ktory reguluje ekspresje innego
genu, tj. PKS13 niezbednego w syntezie
zearalenonu. Z kolei biatko kodowane
przez PKS13 bierze udzial w koncowym
etapie formowania zearalenonu (DE-
SJARDINS I WSPORAUT., 2007). Mykotok-
syna ta zawiera pierScien rezorcynowy
oraz makrocykliczny pierscien laktono-
wy. Swoim ukladem przypomina hormo-
ny sterydowe, dlatego bywa klasyfiko-
wany, jako niesteroidowy mykoestrogen
(CHELKOWSKI, 2010; KOTOWICZ, 2014).
Poprzez podobienstwo do 17-estradiolu,

zenskiego hormonu wytwarzanego przez
jajniki, wywoluje tzw. syndrom estroge-
niczny (BENNET I WSPOLAUT., 2003).
Stwierdzono, ze u §win objawia sie poro-
nieniami oraz przedwczesnymi poroda-
mi, u innych zwierzat problemami re-
produkecyjnymi (ROZE I WSPOLAUT.,
2013).

W éwietle badan wlasciwie zapla-
nowane zabiegi agrotechniczne uznawa-
ne sa za najwazniejszy czynnik zapobie-
gajacy rozwojowi grzybowych patogenow.
Dobér odmian mniej podatnych na zaka-
zenia przez patogeny odgrywa kluczowa
role w uprawach ekologicznych (LENC I
WSPOEAUT., 2011). Niemniej istotna jest
tez chemiczna ochrona roélin, ktéra po-
lega m.in. na stosowaniu fungicydéw
bezposrednio zwalczajacych patogeny
oraz herbicydéw, ktére posrednio moga
wplywaé na ograniczenie rozwoju chordéb
grzybowych. Zastosowanie fungicydow
zmniejsza porazenie klosow przez Fusa-
rium spp., lecz nie zawsze redukuje w
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znaczacy sposob zawartoSci mykotoksyn
w ziarnie (LENC I WSPOLAUT., 2011).
Najbardziej widoczne efekty obserwowa-

ne sa, gdy zabiegi maja miejsce w okre-
sie kwitnienia (czyli krétko po infekcji)
(PARRY I WSPOLAUT., 1995).

METODY IDENTYFIKACJI GRZYBOW Z RODZAJU FUSARIUM

Identyfikacje grzybéw z rodzaju
Fusarium przeprowadza sie najczeScie]
za pomoca metody konwencjonalnej po-
legajacej na obserwacji makroskopowej 1
mikroskopowej (PLASKOWSKA, 2010).

Podczas identyfikacji do gatunku
najwieksze znaczenie maja nastepujace
elementy morfologiczne:

* grzybnia - gléwnie wystepowanie 1 ko-
lor grzybni powietrznej, tempo wzrostu
po 10 dniach, kolor kolonii od spodu 1
kolor sporodochiéw w masie;

* makrokonidia - rozmiar, ksztalt, liczba
przegrod, ksztalt komorki podstawowej 1
szczytowejs

* mikrokonidia obecno$é¢ lub brak,
ksztalt, sposéb tworzenia (w lafcuszkach
lub falszywych gltéwkach);

* chlamydospory- czy sa obecne czy nie,
ich ulozenie 1 struktura powierzchni;

+ konidiofory (trzonki) z monofialidami
lub z polifialidami;

*+ sporodochia- kolor, zwykle sa rézowo-
brunatne lub czerwonobrunatne, moga
byé tez niebieskozielone (¥ solani) i
kremowe (F. oxysporum i F. solani). Na
sztucznych podlozach tworza sie prze-
waznie pionnoty — §luzowate lub galare-
towate sporodochia;

« sklerocja- kremowe, ciemne (. oxy-
sporum) (BOOTH, 1971; KWASNA I
WSPOLAUT., 1991; SCHILLING I WSPOE-
AUT., 1996; MARCINKOWSKA, 2012).

Molekularne metody identyfikacji
grzybow coraz czesciej zastepuja metody
klasyczne. Nowoczesne metody identyfi-
kacji, funkcjonujace w oparciu o amplifi-
kacje DNA, charakteryzuje szybkoéé
wykonywania oznaczen, wysoka nieza-
wodno$¢ w poréwnaniu z metodami kla-
sycznymi, niski koszt oraz wysoka czu-

toé¢ (SCHILLING I WSPOLAUT., 1996;
PAVELEY I WSPOLAUT., 1997).

Wiegkszo§¢ metod molekularnych
funkcjonuje w oparciu o identyfikacje
unikalnej sekwencji DNA lub RNA.
Kazdy organizm zywy posiada charakte-
rystyczne dla siebie sekwencje DNA,
ktérych identyfikacja umozliwia ozna-
czenie do gatunku (MORETTI I WSPOL-
AUT., 2010).

Do molekularnych metod identy-
fikacji zaliczamy tancuchows reakcje
polimerazy (ang. Polymerase Chain Re-
action, PCR). Podstawowym atutem sto-
sowania tej techniki jest szybkie 1
sprawne wykrywanie m.in. w probkach
zywnoscl tych gatunkéw grzybow, ktore
charakteryzuja sie powolnym wzrostem
(MORETTI I WSPOLAUT., 2010). Rozwdj tej
techniki nastapil dzieki zastosowaniu
polimerazy 7aq. Enzym ten uzyskano w
wyniku ekstrakcji z bakterii Thermus
aquaticus. Charakterystyczna jego cecha
jest stabilno$¢ w wysokich temperatu-
rach (SUCHORZYNSKA I WSPOLAUT.,
2009).

Mechanizm reakcji PCR polega
na specyficznym powielaniu in vitro se-
kwencji okreslonych odcinkéw DNA oraz
RNA przepisanego na cDNA (MORETTI I
WSPOLAUT., 2010). Amplifikacja zachodzi
dzieki zastosowaniu dwodch oligonukle-
otydéw komplementarnych do docelowe;j
sekwencji. Reakcja PCR obejmuje po-
wtarzajace sie cyklicznie etapy: denatu-
racji, wigzania starteré6w oraz elongacji
(rys. 3). W kazdym cyklu dochodzi do
podwojenia wyjéciowe] iloSci matrycy
(SELOMSKI, 2004).
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Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Matryca DNA
5 .
3 W 3
Oligonukleotydy
‘ Polimeraza
5
Etap I Denaturacja

0 T AT
5 3
0 A O T A LT
A T AR

Etap I Annealing - przylaczanie oligonukleotydow

* T T AT T I T !
3 5'

5 3

. 0 1 T

Etap III Wydluzanie

* T T |III||||||I‘ :
3 5

5' 3

. ”” ” " H ”H Hll_.llllll 100 TR

Rys. 3. Schemat reakcji PCR.

W chwili obecnej istnieje wiele
odmian techniki PCR. Do identyfikacji
gatunkéw z rodzaju Fusarium czesto
stosuje sie technike Real-Time PCR,
dzieki ktorej mozliwy jest pomiar ilosci
produktéw w czasie rzeczywistym, po
kazdym cyklu reakcji np. dzieki zasto-
sowaniu wyznakowanych sond DNA.
Metoda ta jest uwazana za najlepsza do
detekeji grzybéw syntetyzujacych myko-
toksyny, ale jest to metoda kosztowna
(SUCHORZYNSKA I WSPOLAUT., 2009).

Do identyfikacji gatunkéw grzy-
béw mykotoksynotwoérczych stosuje sie
réowniez metode PCR z uzyciem starte-
row zaprojektowanych na podstawie od-
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cinka DNA odpowiadajacego za biosyn-
teze mykotoksyn (gléwnie DON i NIV,
3A- DON i 15A-DON) (STENGLEIN,
2009).

Inna, stosowana do identyfikacji
metoda jest RT-PCR (ang. Reverse-
Transcription - PCER). W metodzie tej
wykorzystuje sie enzym odwrotna tran-
skryptaze do przepisania sekwencji RNA
na cDNA w reakcji odwrotnej transkryp-
cji. Technika ta pozwala dodatkowo
stwierdzi¢ czy dany izolat grzyba wyka-
zuje aktywno$¢ mykotoksynotworcza -
jesli geny biosyntezy mykotoksyn ulega-
ja transkrypcji, wowcezas z duzym praw-
dopodobienstwem mozna stwierdzié, ze
dany metabolit jest produkowany
(EDWARDS T WSPOLAUT., 2002; SUCHO-
RZYNSKA I WSPOLAUT., 2009).

Inna technologia wykorzystywana,
do identyfikacji grzybow sa mikromacie-
rze. Obecnie technika ta bazuje na se-
kwencji EF-1a, co pozwala na szybka 1
skuteczna identyfikacje gatunkéw Fusa-
rium produkujacych moniliformine 1 tri-
choteceny (STENGLEIN, 2009).

Do identyfikacji grzybéw z rodza-
ju Fusarium stosowane sa réwniez me-
tody RAPD PCR, southern blott i hybry-
dyzacja. RAPD (ang. Random Amplified
Polymorphic DNA) to technika, ktéra
mozemy stosowaé bez obaw do odrédznia-
nia nawet blisko spokrewnionych 1 bar-
dzo podobnych do siebie gatunkéw (NI-
CHOLSON I WSPOLAUT., 1998).

METODY EKSTRAKCJT DNA

Izolacja kolumienkowa

Do izolacji DNA z grzybow naj-
czeScie] stosowane sa komercyjne zesta-
wy (rys. 4), w sktad ktérych wchodza
minikolumny krzemionkowe. Zgodnie z
zapewnieniami producentéw pozwalaja
one na szybka izolacje catkowitego ko-

moérkowego DNA- genomowego, mito-
chondrialnego oraz chloroplastowego.

Kolumienkowe zestawy do izolacji
(np. zestaw GeneMATRIX Plant and
Fungi DNA Purification Kit firmy EU-
Rx) dostarczane sa wraz z procedura
izolacji DNA. Pierwszym etapem izolacji
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jest dokladne rozdrobnienie probki, a
nastepnie rozpuszczenie pozostaltosci
struktur tkankowych i komoérkowych w
buforze zapewniajacym integralnosé i
ilosciowy odzysk DNA. Kolejnym etapem
jest zastosowanie proteinazy K. Celem
tego etapu jest calkowita degradacja
biatka komoérkowego, w tym nukleaz i
biatka wiazacego DNA. W dalszej kolej-
noéci za pomoca buforu oraz etanolu
przeprowadzane jest selektywne wigza-
nie DNA do zloza. Po krotkim wirowaniu
prowadzi sie wymywanie zanieczyszczen
z kolumny. Kolejne dwa etapy plukania
skutecznie usuwaja sladowe iloSci zanie-
czyszczen pozostajacych na zlozu. Ostat-
nim etapem jest zastosowanie buforu
nisko solnego, np. zawierajacego Tris-
HCl, TE lub wode destylowana. W tym
etapie celem jest elucja oczyszczonego
DNA. Uzyskany w ten sposéb DNA na-
daje sie do bezposredniego uzytku. Pro-
ducenci =zapewniaja, 1z wyizolowany
kwas nukleinowy nie zawiera zanie-
czyszczen m.in. takich jak: RNA, bialka,
lipidy, barwniki, detergenty, organiczne
inhibitory enzymoéw, zwigzki buforowe,
sole, kationy dwuwartoéciowe (ANONI-
MUS 1, 2008).

Izolacja z uzyciem rozpuszczalni-
kéw organicznych

Najpopularniejsza metoda izolacji
DNA z grzybéw z uzyciem rozpuszczal-
nikéw organicznych jest metoda z wyko-
rzystaniem bromku haksadecylotrimety-
loamoniowego (CTAB). Metoda ta zosta-
la opracowana przez Murray’a 1 Thomp-
sona w 1980 r. Obecnie istnieje wiele
odmian tej metody, wsrdéd ktérych na
uwage zastuguje metoda Moller'a
(MOLLER I WSPOLAUT., 1992).

Procedura ekstrakcji DNA zgod-
nie z wytycznymi Moéller’a (1992) rozpo-
czyna sie od homogenizacji grzybni w
mozdzierzu z uzyciem cieklego azotu
badz piasku. Etap ten ma na celu fizycz-
ne zniszczenie struktury tkankowej 1
komoérkowej badanego materiatu biolo-
gicznego. Kolejnym etapem jest zastoso-
wanie proteinazy K oraz inkubacja w

temperaturze 55-65°C. Celem tego etapu
jest degradacja bialek (komérkowych
oraz nukleaz) z prébki. Nastepny etap
polega na zastosowaniu buforu CTAB. W
dalszej kolejnosci, dzieki zastosowaniu
mieszaniny chloroformu 1 alkoholu izo-
amylowego (w stosunku 24:1) ekstraho-
wany jest DNA. Koncowym etapem jest
dwukrotne przemycie osadu 70% etano-
lem (MOLLER I WSPOELAUT., 1992, KARHI-
KEYAN I WSPOLAUT., 2010). Metoda ta
moze byé wykorzystywana do oczyszcza-
nia DNA z materialu roslinnego i jest
przydatna szczegdlnie do usuwania poli-
sacharydéw 1 zanieczyszczen polifenolo-
wych. Wymieniona procedura jest szero-
ko wykorzystywana w technikach biolo-
gii molekularnej (SLOMSKI, 2004).

Inne metody izolacji DNA

Coraz wiekszym zainteresowa-
niem cieszg sie pozostale metody izolacji
DNA, ktérych gléwng cecha jest szyb-
ko$éé oraz prostota wykonania. O ich ro-
snacej popularnosci §wiadcza, coraz licz-
niej ukazujace sie publikacje. Gléwnym
powodem badan prowadzonych w tym
kierunku sa wysokie koszty uzywania
komercyjnych zestawdéw do izolacji ma-
terialu genetycznego (KULIK I WSPOL-
AUT., 2005).

Przykladem nowej metody izolacji
DNA z grzybow z rodzaju Fusarium jest
izolacja z zastosowaniem promieniowa-
nia mikrofalowego. Izolacje tego typu
mozna przeprowadzié¢ z grzybni (KULIK I
WSPOLAUT.,., 2005), jak réwniez z zarod-
nikéw (FERREIRA I WSPOLAUT., 1996).

Procedura izolacji DNA z grzybni
rozpoczyna sie od zebrania grzybni za
pomocg skalpela do probéwek Eppendorf
1 jej wysuszenia. Pierwszym etapem izo-
lacji jest poddanie grzybni napromienio-
waniu o mocy 1000W w kuchence mikro-
falowej przez 10 minut. Nastepnym eta-
pem jest dodanie do materialu 100 pl
buforu TE. W nastepnej kolejnoéci catosé
nalezy wymieszaé na worteksie oraz zwi-
rowaé¢ przez 5 minut w 14000 r.p.m.
Ostatnim etapem jest przeniesienie su-
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pernatantu do sterylnej probéwki (Ku-
LIK I WSPOLAUT., 2005).

Procedura metody izolacji DNA z
zarodnikéw wymaga zebrania zarodni-
kéw do probéwek Eppendorf (500pD i
wysuszenia. Pierwszym etapem izolacji
jest poddanie zarodnikéw promieniowa-
niu o mocy 700W w kuchence mikrofa-
lowej przez 5 minut. Nastepnie do kazdej
probéwki nalezy dodaé 30ul buforu TE.
Kolejnym etapem jest worteksowanie
oraz wirowanie przez 1-5minut w 14000
r.p.m. Ostatni etap polega na przenie-
sieniu uzyskanego supernatantu do no-
wej, sterylnej probéwki (FERREIRA I
WSPOLAUT., 1996).

Ta metode izolacji DNA wykorzy-
stywano w badaniach grzybéw z rodzaju
Fusarium (KULIK 1 WSPOLAUT., 2005)
oraz Neurospora crassa (FERREIRA I
WSPOLAUT., 1996), jak réwniez bakterii
Pseudomonas  syringae (SCHAAD 1
WSPOLAUT., 1997).

Kolejnym sposobem izolacji DNA
jest 1zolacja z wydluzeniem etapu
wstepne) denaturacji. Zastosowanie tej
metody wiaze sie z zebraniem zarodni-
kow grzybow oraz dodaniem ich bezpo-
§rednio do mieszaniny PCR. W reakcji
PCR waznym punktem jest wydluzenie
etapu wstepnej denaturacji do 15minut
w 94°C (NIELSEN, 2007).

Innym przykladem jest metoda
1zolacji DNA z uzyciem NaOH. Materiat

LACJI - PIEN
TRUD-
NOSCI

EFEKTYW-
NOSCE
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biologiczny umieszcza sie w 1,5ml pro-
bowce Eppendorf oraz dodaje 300pul Na-
OH (50mM). Kolejnym etapem jest wor-
teksowanie przez 10 sekund. Nastepnie
probowki umieszcza sie w termomikse-
rze na czas 5 minut w 95°C. Po tym eta-
pie nalezy dodaé¢ 30ul Tris-HCl (1M,
pH=8). W dalszej kolejnosci nastepuje
wirowanie przez 2 minuty w 13000
r.p.m. Ostatnim etapem jest przeniesie-
nie supernatantu do nowej probdéwki
(CHENG I WSPOLAUT., 2010).

Kolejnym sposobem izolacji DNA
jest wykorzystanie glebokiego mrozenia.
Procedura izolacji wiaze sie z zebraniem
zarodnikéw poprzez dodanie 3ml steryl-
nej wody do probowki z izolatem 1 deli-
katne zeskrobanie zarodnikéw, a na-
stepnie przeniesienie ich do probdéwki z
sterylna woda. Tak przygotowane zarod-
niki nalezy zamrozi¢ w cieklym azocie
lub poddaé¢ mrozeniu przez 10 minut w
80°C. Metode ta wykorzystywano do eks-
trakeji DNA z Magnaporthe grisea, Neu-
rospora crassa, Fusarium moniliforme,
Aspergillus nidulans (XU I WSPOLAUT.,
1995).

Poréwnanie metod izolacji DNA ze
wzgledu na ekonomike, stopien trudno-
éci, efektywnoéé przedstawia tabela 2.
Dodatkowo w tabeli przedstawiono sto-
sowane urzadzenia, liste odczynnikéw
oraz ich potencjalna toksycznos§¢.

LISTA STOSOWA- STOSOWA-
NYCH ODCZYNNI- NE URZA-
KOW, STOSOWANIE DZENIA
ODCZYNNIKOW
SZKODLIWYCH

ZRODEO

Kolumienkowa | 40min- 5,5z- | trudna wysoka LSU, K1, W1G, urzadzenie A*
(Bead-Bead 2h 25zt Wz, bufor E, prote- Beadbe.-
Micro Gravity) naza K, rr T ater,‘ mi-
Szkodliwe - tak | KFOWIrOW"
ka, inku-
bator, wor-
teks
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METODA 1ZO- KoszT STo- EFEKTYW- LISTA STOSOWA- STOSOWA-
LACJI (C.D.) IZOLA- PIEN  NOSC¢(C.D.)  NYCH ODCZYNNI- NE URZA-
carl TRUD- KOW, STOSOWANIE DZENIA
PROB-  NOSCI ODCZYNNIKOW (c.p)
KI (c.p) SZKODLIWYCH
(c.p) (c.p)
Biochemiczna 1h- 3h ok. trudna §rednia CTAB, 2- mlynek, STEPIEN I
(np. CTAB) 80gr merkaptoetanol, wiréowka, WSPOL--
chloroform, okta- inkubator | AUT., 2008
nol, etanol, bufor
TE
Szkodliwe - tak
Metody z wy- 10- 5-17gr | latwa niska Bufor TE kuchenka KULIK I
korzystaniem 12min mikrofalo- WSPOL-
mikrofal wa, wi- AUT., 2005
Szkodliwe- nie réwka,
worteks
Metoda z wy- 6min 30gr latwa niska Ciekty azot B*
korzystaniem
glebokiego
mrozenia Szkodliwe- nie
Metoda bio- 140min | ok.50 | trudna wysoka NaCl, Tris-HCI, worteks, PLAZA 1
chemiczna z gr SDS, fenol, chloro- wiréwka, WSPOL-
zastosowaniem form, alkohol izo- inkubator | AUT., 2004
szklanych amylowy, etanol.
kulek RNaza odczynniki
Szkodliwe - tak
Metoda zarod- | 15min + | 15gr tatwa niska sterylna woda termomik- C*
nikowa z za- 100min Sykodliwe - nie ser
stosowaniem | (reakcja
wydtuzonego PCR)
czasu wstepnej
denaturacji
Metoda z za- 20min 0k.10 latwa wysoka NaOH, Tris-HC1 termomik- CHENG I
stosowaniem gr Szkodliwe - ni ser, wi- WSPOL-
lizy alkalicznej ZROGHWE e réwka | AUT., 2010

A*- http://aabiot.home.pl/aabiop/PDF/Bead-Beat%20Micro%20Gravity_PL.pdf
B*- http://www.fgsc.net/fgn42/xu.html
C*- http://www.fgsc.net/aspergillus/spore-pcr2.pdf

Tab. 2. Zestawienie metod izolacji DNA z grzybow.
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PODSUMOWANIE

Grzyby naleza do organizmoéw o
bardzo wysokim znaczeniu ekologicz-
nym. Ich systematyka jest jednak nadal
bardzo problematyczna, a prawidlowe
okreslenie przynalezno$ci rodzajowej i
gatunkowej jest czesto bardzo utrudnio-
ne. Z pomoca, obok tradycyjnych metod
hodowlanych oraz biochemicznych, idg
metody oparte o badania na poziomie
molekularnym. Izolacja DNA jest nie-
zbednym etapem poprzedzajacym proces
identyfikacji molekularnej organizméw.
Niezwykle wazne jest, dlatego uzyskanie
materialu o odpowiedniej czystosci, jako-
éci 1 i1loSci pozwalajacej na precyzyjna i
jednoznaczna analize. Spoéréd przed-
stawionych metod w powyzszym artyku-
le, szczegdlna uwage zwracaja, procedury
izolacji DNA, takie jak izolacja z wyko-

rzystaniem mikrofal oraz glebokiego
mrozenia. Ich podstawowym wyrdzni-
kiem jest szybko$é i prostota wykonania.
Metody te umozliwiaja izolacje materia-
hu genetycznego z wielu prébek jednocze-
énie. Izolacja nie wymaga stosowania
srodkéw szkodliwych, dzieki czemu jest
ona bezpieczna dla uzytkownikéw. Kosz-
ty przeprowadzenia izolacji sa bardzo
niskie. Wiaze sie to z brakiem koniecz-
nosci zakupu specjalistycznego sprzetu
laboratoryjnego oraz trudno dostepnych 1
kosztownych odczynnikéw. Ponadto pro-
cedura ekstrakcji nie wymaga przepro-
wadzenia czasochlonnych etapéw jak
inkubacja czy wirowanie, w zwigzku, z
czym czas przeprowadzenia izolacji jest
stosunkowo krotki.
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SPOSOBY OGRANICZANIA AGROFAGOW W ROLNICTWIE EKOLOGICZNYM

STRESZCZENIE

Ochrona ro$lin przed agrofagami
jest bardzo waznym elementem uprawy
w rolnictwie ekologicznym. Duza role
przywiazuje sie tu do dziatan profilak-
tycznych. Ich celem jest zapewnienie
optymalnych warunkéw dla wlasciwego
wzrostu 1 rozwoju ro§lin. W przypadku
bezposredniego zagrozenia dla plonéw
podejmowane sa takze dzialania inter-
wencyjne. Powszechnie stosuje sie meto-
dy agrotechniczne, mechaniczne 1 fizycz-
ne, ale w ostatnich latach duzo uwagi
poswieca sie réwniez biologicznej ochro-
nie roélin. Wykorzystuje ona natural-
nych wrogéw 1 antagonistow szkodnikow
1 na$laduje mechanizmy zachodzace w

srodowisku. Na rynku pojawilo sie wiele
preparatéw biologicznych zawierajacych
zaréwno mikroorganizmy (bakterie, wi-
rusy, grzyby), jak i makroorganizmy (ni-
cienie, owady). Do przeprowadzenia tych
zabiegéw wymagana jest duza wiedza o
zalezno$ciach wystepujacych pomiedzy
organizmami w ekosystemie. Jednak sa
to metody bezpieczne dla ludzi i Srodowi-
ska, a odpowiednie ich przeprowadzenie
daje dobre efekty.

Stowa kluczowe: rolnictwo ekologiczne,

biologiczna ochrona roélin, biopreparaty,
pozyteczne organizmy.
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THE REDUCING METHODS OF PESTS IN ORGANIC FARMING

Protecting plants from pests is a
very important element of organic farm-
ing. Preventive measures play here an
important role. Their aim is to provide
optimal conditions for proper growth and
development of cultivated plants. There
are also taken interventions in the case
of direct threat on crops. Commonly
there are used agro-technical, mechani-
cal and physical methods of crop protec-
tion, but recently many attention has
been paid on the biological plant protec-
tion. Biological methods are using natu-
ral enemies and antagonists of pests
mimicking the natural environmental
mechanisms. There are many biological
preparations on the market containing

Rolnictwo ekologiczne jest syste-
mem gospodarowania o zréwnowazonej
produkcji zwierzece] oraz ro§linnej] w
obrebie gospodarstwa. Proces produkcji
opiera sie na nieprzetworzonych techno-
logicznie $rodkach pochodzenia biolo-
gicznego 1 mineralnego, odrzuca nato-
miast $rodki chemii rolnej, spozywczej
oraz weterynaryjnej (ANONIM, 2011).
Réwnorzednie stosowane sa synonimicz-
ne nazwy: rolnictwo biologiczne i rolnic-
two organiczne. W krajach cztonkow-
skich Unii Europejskiej przyjeto, ze w
kazdym panstwie wybierane jest jedno z
okreglen, ktore uzywa sie zar6wno w
aktach prawnych, pracach naukowych,
jak 1 w jezyku potocznym. W Polsce dla
okreélenia tego sposobu gospodarowania
wybrana zostala nazwa rolnictwo ekolo-

giczne (SZYMONA, 2013).

SUMMARY

both the micro-organisms (bacteria, vi-
ruses, fungi) and macro-organisms
(nematodes, insects). Performing these
procedures requires high knowledge of
relationships existing between organ-
isms in the ecosystem. Despite the need
for knowledge about the crop pests and
their natural enemies, these methods
are safe for humans and the environ-
ment, and their proper use gives a good
results.

Keywords: organic farming, biological
control, biopreparations, beneficial or-
ganisms.

WSTEP

Podstawowymi aktami prawnymi
regulujacymi produkcje ekologiczna w
krajach Unii Europejskiej sa: rozporza-
dzenie Rady (WE) nr 834/2007 z28
czerwca 2007r. ustanawiajace og6lne
cele 1 zasady produkcji ekologicznej i
rozporzadzenie Komisji (WE)nr 889/2008
z 5 wrzeénia 2008r. okreslajace szczeg6-
lowe zasady produkcji rolniczej. W Pol-
sce system organizacyjny rolnictwa eko-
logicznego regulowany jest przez ustawe
z dnia 25 czerwca 2009 r. o rolnictwie
ekologicznym (Dz. U. nr 116 poz. 975)
(ANONIM, 2011).

Zgodnie z definicja podstawowym
celem rolnictwa ekologicznego jest wy-
twarzanie zywnosci o wysokich walorach
odzywczych. Odbywa sie to rownolegle z
poszanowaniem mechanizméw  biolo-
gicznych, podtrzymywaniem i1 wzmac-
nianiem naturalnych cykli biologicznych
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oraz utrzymaniem réznorodnosci biolo-
gicznej zarowno w obrebie gospodarstwa,
jak 1 jego otoczeniu. Dla rolnikéw pro-
wadzacych gospodarstwa ekologiczne
wazne jest rowniez podwyzszanie zyzno-
éci gleby, zapewnienie dobrostanu zwie-
rzat gospodarskich, wykorzystywanie
zasobéw odnawialnych oraz unikanie
wszelkich form zanieczyszczenia Srodo-
wiska naturalnego (DUDA-KRYNICKA I
WSPOLAUT., 2010).

Przepisy regulujace rolnictwo
ekologiczne wyrdzniaja cztery zasady, na
ktorych opiera sie produkcja ekologicz-
na: odpowiednie zaprojektowanie 1 za-
rzadzanie procesami biologicznymi —
produkcja opiera sie na wykorzystaniu
wylacznie zasobéw naturalnych, wyklu-
czone jest stosowanie organizméw gene-
tycznie modyfikowanych i1 ich produk-
tow; ograniczenie uzywania Srodkow
pochodzenia zewnetrznego przy produk-
¢ji — dozwolone sa jedynie Srodki pocho-
dzace z produkcji ekologicznej oraz sub-
stancje naturalne; $cisle ograniczenie

zastosowania $rodkéw pochodzacych z
syntezy chemicznej; dostosowywanie
zasad produkeji ekologicznej do stanu
sanitarnego, warunkow klimatycznych i
lokalnych oraz stopnia rozwoju zgodnie z
obowiazujacymi przepisami (ANONIM,
2011).

W produkeji ro§linnej zabronione
jest uzywanie nawozéw sztucznych oraz
pestycydow. Ochrona upraw przed
szkodnikami opiera sie gléwnie na wy-
korzystaniu mechanizméw naturalnie
wystepujacych w Srodowisku oraz po-
przez zastosowanie okreSlonych dzialan
profilaktycznych (SZYMONA, 2013).

Celem pracy jest przedstawienie
podstawowych metod ochrony ro$lin
przed agrofagami stosowanych w rolnic-
twie ekologicznym, ze szczegdlnym
uwzglednieniem metod biologicznych,
ktére obecnie znalazly najszersze zasto-
sowanie w tej dziedzinie.

METODY OCHRONY ROSLIN W GOSPODARSTWIE EKOLOGICZNYM

W  gospodarstwie  ekologicznym
przyjmuje sie, ze zagrozenie ro§lin ze
strony czynnikéw chorobotwoérczych 1
szkodnikow jest niewielkie, jesli uprawa
odbywa sie w zréwnowazonych warun-
kach Srodowiska. Zaklada sie, ze wlasci-
we siedlisko ro§lin uprawnych oraz jego
wysoka bioréznorodno$§é ogranicza roz-
wé] populacji organizméw szkodliwych
do minimum. Powszechnie wiadomo jed-
nak, ze istnieje wiele czynnikéw zmie-
niajacych warunki Srodowiskowe na ko-
rzystniejsze dla wzrostu 1 rozwoju
szkodnikéow. W celu ochrony upraw bar-
dzo duza role przywigzuje sie do dziatan
przygotowawczych oraz profilaktycz-
nych. Zapewniaja one odpowiednie wa-
runki dla prawidlowego wzrostu roslin,
po to aby czynniki chorobotworcze i

szkodniki nie rozwijaly sie w uprawach
lub mialy minimalny wplyw na plono-
wanie. Dzialania interwencyjne nato-
miast podejmowane sg w ostatecznosci,
kiedy wystepuje istotne i bezposrednie
zagrozenie dla plonéw. Nalezy jednak
pamietaé, ze stosowane metody 1 Srodki
musza by¢ zgodne z zasadami rolnictwa
ekologicznego oraz przepisami prawnymi
regulujacymi  dopuszczanie  Srodkéow
ochrony ro$lin do obrotu 1 stosowania
(TOMALAK I WSPOLAUT., 2004).

W ograniczaniu wystepowania agro-
fagébw w gospodarstwach ekologicznych
wykorzystuje sie: metody agrotechnicz-
ne, fizyczne, mechaniczne, biologiczne
(TOMALAK I WSPOLAUT., 2010).
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METODY AGROTECHNICZNE

Metody agrotechniczne polegaja
na wykonywaniu zabiegéw agrotech-
nicznych i higienicznych, ktére maja na
celu poprawe stanu roélin uprawnych.
Prawidlowe i terminowe ich stosowanie
wplywa na poprawe warunkéw Srodowi-
skowych, a tym samym sprzyja wzrosto-
wi 1 rozwojowl uprawianych roslin.

Metody te sa stosunkowo bez-
pieczne dla $rodowiska, a takze ludzi 1
zwierzat. Sa najprostszymi 1 najtanszy-
mi dzialaniami stosowanymi w ochronie
roslin. Zgodnie z ich zalozeniem zapew-
nienie optymalnych warunkéw do wzro-
stu roslin uprawnych ograniczy wyste-
powanie niepozadanych organizmow
(agrofagéw) (ROSADA I WSPOLAUT., 2010;
LOIVEKE I WSPOLAUT., 2009).

Najwazniejszym elementem me-
tod agrotechnicznych jest ptodozmian.
Polega on na odpowiednim doborze i na-
stepstwie roslin uprawianych na danym
polu w okreSlonym czasie. Wlasciwe
prowadzenie plodozmianu gwarantuje
podnoszenie zyzno$ci gleby, a tym sa-
mym lepsze plony oraz ogranicza wyste-
powanie chwastéw. W gospodarstwach
ekologicznych zalecany jest co najmniej
czteroletni plodozmian (TOMALAK I
WSPOLAUT., 2004). Poprzez odpowiedni
dobér rosélin uwzgledniajacy wzajemne
relacje przedplonu 1 plonu nastepczego
stwarza sie lepsze warunki dla wzrostu 1
rozwoju ro§lin uprawnych, ktoére sa
mniej narazone na patogeny, szkodniki
oraz chwasty. Dzieki dobremu zaznajo-
mieniu sie z wymaganiami wilgotno-
Sciowymi 1 pokarmowymi uprawianych
po sobie roélin, poznaniu najcze$cie] wy-
stepujacych choroéb 1 szkodnikéw charak-
terystycznych dla tych gatunkéw rolnik
moze przewidzie¢ wczes$niej jakie szkod-
niki pojawia sie w jego uprawie i opra-
cowaé¢ metody ich skutecznego zwalcza-
nia. Plodozmian ma réwniez duze zna-
czenie w zwalczaniu szkodnikéw glebo-
wych. Poprzez wprowadzenie do upraw
ro$lin niebedacych zywicielami lub od-

mian odpornych pozby¢ sie mozna np.
pasozytniczych nicieni ro$lin (PRUSZYN-
SKI I WSPOLAUT., 2009).

Istotna role wykazuje wprowa-
dzenie do upraw rosélin odstraszajacych
lub zwabiajacych szkodniki. Wykorzy-
stywane sa tu rézne wlasciwoSci wpro-
wadzanych ro§lin. Niektére z nich odcia-
gaja szkodniki przez wieksza atrakcyj-
no$¢ w poréwnaniu z roslina gtéwna, sa
to tzw. roSliny pulapkowe. Inne wydzie-
laja substancje chemiczne odstraszajace
lub ostabiajace rozwdj szkodnikéw, na-
zywane jest to biochemiczna supresja
szkodnikow. Inna metoda jest wysiew
réwnoczeénie z uprawa glowng roslin
zwabiajacych pozyteczne owady. Stwa-
rzaja one optymalne Srodowisko dla po-
zytecznych owadow, co skutkuje rozsze-
rzeniem ich dzialalnoéci réwniez na ro-
$liny gléwne (TOMALAK I WSPOLAUT.,
2004). Ponadto na uprawe gtéwna wplyw
maja réwniez sasiadujace z nig miedze 1
stanowiska dzikiej roélinnoSci. Stwier-
dzono, ze ich obecno$é zwieksza 1loéé
powigzan troficznych wérdd pozytecznej
entomofauny, co zwieksza jej liczebnos§¢ 1
sktad gatunkowy. Oproécz tego zastoso-
wanie upraw wspélrzednych czesto
zmniejsza liczebno$é agrofagéw poprzez:
dezorientacje zapachowa 1 wizualna,
tworzenie bariery fizycznej dla wedruja-
cych owaddéw 1 zwabianie organizmoéow
pozytecznych (WIECH 1 WSPOLAUT.,
2009).

Zdrowie ro$lin uprawnych i ich
ochrona przed szkodnikami w duzej mie-
rze zalezy od jako$ci materiatu siewnego.
Material zdrowy, wolny od czynnikéw
chorobotwoérezych 1 zanieczyszczen gwa-
rantuje dobre wschody roélin 1 pomys$lny
przebieg ich dalszej wegetacji. RoS§liny
odpowiednio wyksztalcone 1 zdrowe sa
bardziej tolerancyjne wobec szkodnikow,
choréb 1 wykazuja wieksza konkurencyj-
no$§¢ w stosunku do chwastow. W zwigz-
ku z tym, ze wiele agrofagéw przenoszo-
ne jest z materialem siewnym, wazna
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jest jego kontrola 1 ewentualna wymia-
na. Istotne jest, aby material nie byl
uszkodzony mechanicznie, gdyz sprzyja
to wnikaniu szkodnikéw 1 wtérnych
czynnikéw chorobotworezych, a to stwa-
rza ryzyko zawleczenia na pole nowych
agrofagéw (PRUSZYNSKI I WSPOLAUT.,
2009).

Termin oraz odpowiednie wyko-
nanie siewu sprzyja osiagnieciu przez
rosline krytycznej fazy rozwojowej przed
badz po czasie zwiekszonego pojawiania
sie niektérych patogenow
1 szkodnikow. Duza role w ochronie ro-
§lin ma tez zyzno$¢ gleby 1 prawidlowe
je] nawozenie. Dla prawidlowego wzro-
stu 1 rozwoju ro§liny zapewni¢ nalezy
zroOwnowazone nawozenie zachowujace
wlasciwe proporcje N : P : K oraz mikro-
elementéw (ROSADA I WSPOLAUT., 2010).

Ponadto wykorzystywane jest wiele
preparatéw pochodzenia roslinnego, na-
leza do nich: azadirachtyna — dziata jako
regulator wzrostu, zakléca rozwdj owa-
déw bedacych w stadiach preimaginal-
nych; wosk pszczeli — stosowany do
ochrony ran 1 cie¢ powstalych podczas
przycinania ro$lin, zelatyna — insekty-
cyd; hydrolizaty biatkowe — posiadaja
dziatanie wabigce wobec niepozadanych
owadéw, lecytyna — blokuje kietkowanie
konidiéw; oleje roélinne (np.: sosnowy,
kminkowy, mietowy) — maja wplyw na
fizjologie stosunkéw patogen-roslina;
pyretrum Chrysanthemum cinerariaefo-
lilum - insektycyd; kwasyna Quassia
amara — oddziatuje na uklad nerwowy
owaddéw; rotenon — selektywny insekty-
cyd (CISIELSKA I WSPOEAUT., 2011).

METODY FIZYCZNE I MECHANICZNE

Metody mechaniczne oraz fizycz-
ne wymagaja nakladu pracy, ale réwniez
sa wykorzystywane przy walce ze szkod-
nikami w gospodarstwach ekologicznych.
Stosuje sie je czesto na malych po-
wierzchniach.

Jako przyklady metod mecha-
nicznych chroniacych ro§liny uprawne
przed szkodnikami podaé¢ mozna: reczne
zbieranie i niszczenie szkodnikéw - jest
to najprostsza metoda, wykorzystano ja
w poczatkowych latach inwazji stonki
ziemniaczane] w Polsce. Zalecane jest
réwniez usuwanie oraz niszczenie czescl
lub catych porazonych ro$lin. Podczas
przycinania drzew oraz krzewow owoco-
wych na wiosne zbierane sg 1 usuwane
ztoza jaj, jak réwniez tzw. ,gniazda zi-
mowe” szkodnikéw (PRUSZYNSKI 1
WSPOLAUT., 2012); przykrywanie roélin
oslonami podczas okresu nasilonego po-
jawiania sie szkodnikéw — istotne jest tu,
aby oslona zapewniala rozwijajacym sie

ro$linom utrzymanie odpowiedniej wil-
gotnoéci, temperatury, ochrony przed
wiatrem oraz $wiatla. W gospodarstwie
ekologicznym zastosowanie widkniny lub
siatek o malych oczkach chroni mtode
ro$liny miedzy innymi przed: $mietka
kapuécianka, bielinkiem kapustnikiem,
$mietka cebulanka oraz poly$nica mar-
chwianka; stosowanie barier, pulapek
oraz emitoréw impulséw Swietlnych lub
elektrycznych — putapki w ochronie ro-
§lin stosuje sie zaréwno do bezposred-
niego zwalczania szkodnikow, jak réw-
niez do monitorowania ich pojawienia.
Ich skutecznoéé podnosi dobra znajomo$é
zycla oraz zwyczajow pojawiajacych sie
w uprawach szkodnikéw. NajczeSciej
wykorzystuje sie pulapki lepowe, np.:
tablice barwne pokryte klejem unieru-
chamiajacym zwabione owady, a takze
opaski zaktadane na pniu drzew. Innym
przekladem sa przynety pulapkowe po-
legajace na wylozeniu ulubionego po-
karmu szkodnika oraz pulapki kolnie-
rzowe na pniach drzew atrakcyjne dla
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owadow ze wzgledu na dobra kryjéwke
do zimowania (TOMALAK I WSPOLAUT.,
2004).

Do metod fizycznych zalicza sie: pa-
rowanie gleby — do dezynfekcji gleby wy-
korzystywana jest para wodna. Posiada
ona wlasciwosci odkazajace, kiedy zosta-
nie ogrzana do temperatur, w ktorych
nastepuje dezaktywacja enzyméw 1 de-
naturacja biatek. Obecnie w celu zmniej-
szenia liczby patogendéw wystarczy
ogrzanie gleby do temperatury 70 °C
przez co najmniej 30 minut. Opracowane
zostalo kilka metod zaleznych od rodzaju
uprawy ro$lin. Jest to miedzy innymi
parowanie wglebne, w ktéorym para
wodna wydostaje sie przez perforowane
rury oraz parowanie powierzchniowe,
podczas ktorego glebe przykrywa sie
termoodporna folia, pod ktéra wprowa-
dza sie pare wodna (SLUSARSKI I WSPOL-
AUT., 2012); solaryzacje — uprawy na
kilka tygodni przykrywane sa przezro-
czystq folia. Pod wplywem Swiatta sto-
necznego w przykrytej glebie panuje wy-
soka temperatura, ktéra niszczy chwa-
sty, czynniki chorobotwércze 1 szkodniki.
Powszechnie stosuje sie to w krajach
poludniowych. W naszym klimacie wy-
korzystywana jest modyfikacja tej meto-

dy. W miesiacach letnich na 6-8 tygodni
pokrywa sie wilgotna i uprawiona glebe
przezroczysta folia, aby pobudzi¢ nasio-
na chwastéw do kielkowania. Po wscho-
dzie folia jest zdejmowana, a chwasty
niszczone termicznie lub plytka upraw-
ka; zwalczanie termiczne — w sposéb
bezposredni polega na dzialaniu otwar-
tego plomienia na glebe (wypalarka
plomieniowa), a poérednio na wykorzy-
staniu promieniowania podczerwonego
powstalego przez nagrzewanie plomie-
niem elementéw grzejnych jak np.: siat-
ka stalowa 1 plyta ceramiczna. Gléwna
zaleta tej] metody jest nie wzruszanie
gleby, co utrudnia ponowne pojawianie
sie chwastéw. Ponadto chwasty zwalczaé
mozna réwniez wtedy, gdy ziemia jest
wilgotna 1 ciezko jest usunaé je w sposéb
mechaniczny. Zwalczanie termiczne ma
tez kilka wad. Naleza do nich: krétko-
trwaly efekt dzialania, zuzywanie nieod-
nawialnych zasobéw energii, emisja
dwutlenku wegla do atmosfery oraz
energochtonno$é; inne metody — miedzy
innymi wydmuchiwanie chwastéw z gle-
by sprezonym powietrzem, niszczenie
chwastéw za pomoca fal elektromagne-
tycznych, promieniowania mikrofalowe-
go, pradu elektrycznego oraz przez wy-
mrazanie (DOBRZANSKI I WSPOLAUT.,
2008).

METODY BIOLOGICZNE

Biologiczne metody ochrony roslin
sa uwazane za jedne z najstarszych, a
jednoczeénie najbezpieczniejszych metod
walki ze szkodnikami. W ograniczaniu
liczebnoéci organizméw szkodliwych wy-
korzystuja one ich naturalnych wrogéw
lub antagonistéw (PRUSZYNSKI I WSPOL-
AUT., 2012; PALL 1 WSPOLAUT., 2006). W
metodzie tej wazne Jest poznanie
1 zrozumienie roli pelnionej przez wiele
gatunkéw  pozytecznych organizmow
naturalnie bytujacych w §rodowisku.
Zaklada sie, ze przez zachowanie wyso-
kiej bioréznorodnosci w ekosystemach

mozliwa bedzie skuteczniejsza 1 natural-
na ochrona przed szkodnikami. Za sto-
sowaniem metod biologicznych przema-
wia wiele zalet, miedzy innymi wysoka
skuteczno$é w niektérych uprawach oraz
selektywnos§é. Poza tym mozliwe jest
przedtuzenie dzialania czynnikéw biolo-
gicznych w §rodowisku, dzieki zjawisku
samoreprodukcji. Istnieje takze wiele
dowodéw na ogromny potencjal rodzi-
mych populacji organizméw pozytecz-
nych, ktére naturalnie wystepuja w éro-
dowisku rolniczym (TOMALAK 1 WSPOL-
AUT., 2011).
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Do zwalczania szkodnikow wyko-
rzystywane sg zar6wno zywe organizmy,
jak 1 ich produkty. Ze wzgledu na pocho-
dzenie dzieli sie je na naturalnie wyste-
pujace w $rodowisku oraz pochodzace z
innych terenéw, ktére wprowadzone zo-
staly do danego $rodowiska. Mozna do
nich zaliczy¢ mikroorganizmy patoge-
niczne i konkurencyjne (grzyby, bakte-
rie, pierwotniaki), wirusy oraz makroor-
ganizmy (pasozytnicze owady, drapiezne
owady 1 roztocza) (TOMALAK, 2010). W
szerokim znaczeniu, do biologicznej
ochrony roslin zalicza sie takze semioz-
wigzki (kairomony, allomony, feromony)
modyfikujace aktywno$§¢ niektérych
szkodnikow oraz substancje pochodzenia
ro$linnego 1 zwierzecego, ktére odstra-
szaja, zabijaja lub zniechecaja szkodniki
do zerowania, jak rowniez uniemozliwia-
ja ich rozwéj (TOMALAK 1 WSPORAUT.,
2010).

Jako§é 1 bezpieczenstwo Srodka
biologicznego na bazie mikroorganizméw
stosowanego do ochrony ro§lin zalezy od
procedury jego wytwarzania. Prioryte-
tem jest jak najwyzsza czysto$é produk-
tu koncowego. Pierwszym etapem w pro-
cesie produkcyjnym jest otrzymanie 1
przygotowanie czystej ,kultury matecz-
nej”. W kolejnych etapach nastepuje jej
rozmnozenie przez przenoszenie mikro-
organizméw do kolejnych urzadzen ho-
dowlanych zawierajacych coraz wieksze
1loéci sterylnej pozywki. Liczba etapow
zalezy od skali produkcji. Do hodowli 1
rozmnazania mikroorganizméw najcze-
Sciej] uzywa sie fermentoréw, ktore za-
pewniaja optymalne warunki S$rodowi-
skowe, jatowo$¢ 1 mozliwo$é kontrolowa-
nia procesu. Rozmnazanie w fermento-
rach trwa zazwyczaj kilka dni, w zalez-
nosci od potrzeb hodowanego mikroor-
ganizmu 1 konczy sie, kiedy gesto$é ho-
dowli osiggnie pozadany poziom. W celu
otrzymania preparatu wysokiej jakosci
niezbedne jest kontrolowanie czystosci
organizmu na kazdym etapie przenosze-
nia 1 zwiekszania objetoéci hodowli. W
zalezno$ci od technologii wytwarzania
biopreparatu otrzymang w fermentorze

biomase mikroorganizméw odseparowuje
sie od plynu pohodowlanego lub catg ho-
dowle wykorzystuje sie w dalszych eta-
pach produkcji, czyli wymieszaniu za-
wiesiny bakteryjnej z jalowym nosni-
kiem. Dobér nosnika jest bardzo istotny,
gdyz decyduje on o przezywalno$ci mi-
kroorganizméw w preparacie handlo-
wym oraz zapewnia efektywny sposéb
jego aplikacji. Przykladem noénika moze
by¢ pyt wegla brunatnego lub torfu, talk
oraz mineraly ilaste. Zdecydowana wiek-
szo8¢ Dbiologicznych $érodkéw ochrony
roslin produkowana jest w postaci pre-
paratéw stalych, liofilizowanych (su-
chych) i wilgotnych, tylko nieliczne maja
postaé ptynna (MARTYNIUK, 2011).

Ograniczanie populacji szkodni-
kéw w gospodarstwach ekologicznych
moze przebiega¢ na dwa sposoby: natu-
ralne biologiczne zwalczanie — jest to
wynik dzialania rodzimych gatunkéw
organizméw pozytecznych na szkodniki
zachodzacy w §rodowisku naturalnym
calkowicie bez udziatu cztowieka. Sukces
te] metody w duze] mierze zalezny jest
od warunkéw érodowiska (temperatura,
wilgotnoéé), ktére reguluja dynamike
populacji  organizmdéw  pozytecznych.
Przykladami organizméw naturalnie
regulujacych populacje szkodnikéw sa
zlotooki, biedronki oraz chrzaszcze bie-
gaczowate; stosowane biologiczne zwal-
czanie — przebiega z udzialem cztowieka
i obejmuje trzy strategie (klasyczne bio-
logiczne zwalczanie — to import i uwol-
nienie do $rodowiska obcych wrogow
naturalnych zwalczajacych obecne agro-
fagi. Gtéwnym celem tego podejscia jest,
aby wprowadzany czynnik biologiczny
zadomowil sie na nowym obszarze i stale
utrzymywal populacje szkodnika na ni-
skim poziomie. Przykladem jest wpro-
wadzenie o$ca koréwkowego w sadach
jabloniowych w Polsce zwalczajacego
bawelnice koréwke; uzupelnianie — jest
obecnie najczesScie] stosowang metoda,.
Jej istota polega na masowej hodowli 1
uwolnieniu do uprawy czynnikéw biolo-
gicznych, ktére naturalnie wystepuja w
danym obszarze badz sa tatwo dostepne
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w obrocie handlowym. Metoda ta ma
dzialanie jedynie dorazne, organizm
nie zadomawia sie na chronionym obsza-
rze. Duzy sukces tej metody osiagnieto w
ochronie upraw szklarniowych wykorzy-
stujac grzyby, bakterie i nicienie owado-
bojcze oraz entomofagi; konserwacyjne
biologiczne zwalczanie — podejécie to ma
na celu ochrone rodzimych populacji
wrogéw naturalnych przez modyfikacje
srodowiska rolniczego. Metoda konser-
watywna nakazuje stworzenie odpo-
wiednich warunkéw bytowych dla orga-
nizméw pozytecznych poprzez unikanie
radykalnych metod uprawy, pasowe ko-
szenie oraz prowadzenie upraw wspot-
rzednych) (TOMALAK I WSPOLAUT., 2011).

Wedlug innych kryteriow metody
stosowania czynnikéw  biologicznych
dziela sie na: metode inokulacyjna — do
srodowiska wprowadzana jest niewielka
ilo§¢ organizméw pozytecznych przy jed-
noczesnym zalozeniu, ze rozmnoza sie
one na danym obszarze 1 beda
w zadowalajacy sposéb ograniczaty popu-
lacje argofaga przez dlugi okres (co naj-
mniej kilku miesiecy); metode zalewowa
—na dany obszar wprowadzana jest duza
ilo§¢ organizméw pozytecznych, ktoérej
celem jest natychmiastowe ograniczenie
populacji szkodnika, a zadomowienie sie
w Srodowisku jest niewazne lub nawet
niepozadane (TOMALAK 1 WSPOLAUT.,
2010).

ORGANIZMY WYKORZYSTYWANE W BIOLOGICZNEJ OCHRONIE ROSLIN

Punktem wyjécia dla dziatania
biopreparatéw, zawierajacych zywe or-
ganizmy jest naturalne zjawisko dra-
pieznictwa 1 pasozytnictwa u niektorych
gatunkéw owadow, nicieni 1 roztoczy
oraz patogenicznych gatunkow wirusow,
grzybow 1 bakterii. Daje to wysoka selek-
tywnos$¢ preparatow zazwyczaj na jeden
rodzaj patogena (ZYDLIK, 2008). Poczat-
kowo do biologicznej ochrony ros$lin wy-
korzystywane byly pojedyncze gatunki.
Obecnie asortyment Srodkéw biologicz-
nych znacznie sie rozszerzyl. W 2000
roku w Europie do produkeji bioprepara-
tow wykorzystywano ponad 120 gatun-
kéw (TOMALAK I WSPOELAUT., 2010).

Przeglad grup organizméw stoso-
wanych w biologicznej ochronie do walki
ze szkodnikami roélin przedstawia sie
nastepujaco: bakterie — ponad 90 gatun-
kow bakterii wykazuje biologiczna ak-
tywno§¢é przeciwko owadom. Gtéwnie
pochodza, one z rodzin Bacillaceae, Ente-
robacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Micrococcaceae oraz Streptococcaceae.
Jako pierwsza do produkcji biopreparatu
wykorzystana byta owadobdjcza bakteria
Bacillus thuringiensis. Gatunek ten jest
powszechny w przyrodzie, szczegdlnie w

glebie, na roslinach 1 w zywych oraz
martwych owadach. W warunkach nie-
sprzyjajacych wytwarza przetrwalniki
jako forme spoczynkowa. Jest stosowany
w biologicznej ochronie ze wzgledu na
wytwarzanie biatkowych parasporalnych
krysztatow w trakcie procesu tworzenia
form przetrwalnikowych. Krysztaly te po
spozyciu przez owada rozpuszczaja sie 1
sa modyfikowane do delta-endotoksyn.
Toksyny odpowiedzialne sa za powsta-
wanie porow w blonie nablonka jelita
srodkowego oraz dezorganizuja komor-
kowg, réwnowage jonowsa. Efektem tych
przemian jest paraliz oraz zamieranie
owada. Preparaty zawierajace w swolim
sktadzie Bacillus thuringiensis sa Wyso-
ce selektywne i obecnie zawieraja jedna
lub kilka szczepoéw tej bakterii, co zwiek-
sza zakres aktywno$ci w stosunku do
owadéw docelowych. Poznano wiele or-
ganizméw wrazliwych na rézne szczepy
Bacillus thuringiensis, miedzy innymi sa,
to gasiennice motyli, larwy chrzaszczy,
komaréw 1 meszek, a takze nicienie, pla-
zihice, mszyce i pierwotniaki (SOBICZEW-
SKI, 2010; ZYDLIK, 2008, TOMALAK I
WSPOLAUT., 2010). Kolejnymi przykla-
dami bakterii sa Paenibacillus popilliae
oraz Serratia entomophilia. Pierwsza z
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nich jest patogenem obligatoryjnym i w
§rodowisku naturalnym towarzyszy lar-
wom owadéw z podrodzin Rutleinae,
Melolonthinae oraz Dynastinae. W pre-
paratach biologicznych stosowana jest do
zwalczania chrzaszczy z rodziny Scara-
baeidae. Druga bakteria ogranicza popu-
lacje chrzaszcza Costelytra zealandica
wywolujac u niego tzw. chorobe burszty-
nowa. Serratia entomophilia kolonizuje
przewdd pokarmowy owada, ktory w
ciggu kilku dni przestaje zerowaé. Na-
zwa choroby pochodzi od wygladu ze-
wnetrznego porazonych owadéw (SOBI-
CZEWSKI, 2010; TOMALAK I WSPOLAUT.,
2010); grzyby owadobdjcze — najwieksze
znaczenie praktyczne w biologicznym
zwalczaniu szkodnikéw maja grzyby z
rzedu Hypocreales nalezace do workow-
cow oraz Entomophthorales nalezace do
sprzezniakéw. Warunkiem przetrwania
obu tych grup jest infekowanie 1 uémier-
canie ich zywicieli. Do infekcji dochodzi,
kiedy zarodnik grzyba znajdzie sie w
bezposrednim kontakcie z cialem zywi-
ciela. Grzyby wyksztalcily szereg przy-
stosowan w celu skutecznego atakowa-
nia owadéw. Miedzy innymi kontakt
zarodnikéw z powierzchnig kutikuli zy-
wiciela jest latwiejszy, dzieki warstwie
§luzu powlekajacego zarodniki, zbudo-
wanego z substancji bialkowych 1 cu-
krow. Proces kietkowania ulatwia przy-
lga (tzw. appresorium), ktéra przytwier-
dza zarodnik do kutikuli. Na skutek me-
chanicznej 1 enzymatycznej aktywno$ci
kietkujacego zarodnika dochodzi do per-
foracji kutikuli owada 1 przenikania
grzyba do wnetrza ciala zywiciela za
pomocg, strzepki infekcyjnej, przeksztal-
cajace] sie nastepnie w tzw. blastospory.
Do S$mierci owada dochodzi na skutek
rozrastajacej sie wewnatrz ciata grzybni
(tzw. mumifikacja) oraz dzialania toksyn
grzybowych (AUGUSTYNIUK-KRAM,
2010). Bardzo czesto wykorzystywanym
grzybem przy produkcji preparatéw bio-
logicznych jest Beuveria bassiana., ktora
W naturze poraza wiele gatunkéw owa-
déw. Obecnie dostepne w handlu sg
szczepy grzyba zwalczajace wszystkie
stadia  rozwojowe owaddéw. Dziala

na weciornastki, muchéwki, przedziorka
owocowca, chrzaszcze, skoczki 1 niektore
gatunki mszyc (CIESIELSKA I WSPOLAUT.,
2011). Inne przyklady pozytecznych
grzybow to Metarhizium anisopliae, Be-
auveria brongiartii, Isaria fumosorosea,
Pochonia chlamydosporia, Pythium oli-
gandrum, Myrothecium verrucaria, a
takze gatunki z rodzaju ZTrichoderma:
harzianum, asperellum, gamsii (TOMA-
LAK I WSPOLAUT., 2010; KURZAWINSKA I
WSPOLAUT., 2007; CIESIELSKA I WSPOL-
AUT., 2011); drozdze — w zakresie biolo-
gicznej ochrony przebadano wiele przed-
stawicieli z réznych rodzajéw, miedzy
innymi: FRhodotorula, Pichia, Candida,
Sporothrix, Debaryomyces, Saccharomy-
ces, Cryptococcus. Wyrdzniono cztery
podstawowe mechanizmy ograniczajace
populacje szkodnika. Pierwszym z nich
jest konkurowanie o przestrzen i1 sktad-
niki pokarmowe. Odbywa sie to poprzez
zajecie miejsca infekeji 1 wykorzystanie
skladnikéw pokarmowych, aby zapobiec
kietkowaniu i infekcji grzybow fitopato-
gennych. Jako przyklad stuzyé moze P.
guilliermondii oraz C. oleophila ograni-
czajace rozprzestrzenianie sie szarej ple-
éni na jabtoniach. Ponadto drozdze pro-
dukuja substancje antybiotyczne o zba-
danym juz dzialaniu przeciwgrzybowym.
Za przyktady postuzyé moga: P. fusifor-
mata wytwarzajacy kwas ustilaginowy
aktywny na wiele gatunkéw drozdzy i
grzybow strzepkowych oraz Sporothrix
flocculosa produkujacy kwasy heptade-
kanoinowy oraz metyloheptadekanoino-
wy skutecznie redukujace kielkowanie
zarodnikéw B. cinerea 1 F. oxysporum.
Trzecim mechanizmem drozdzy wyko-
rzystywanym w ochronie biologicznej
jest produkecja enzyméw litycznych. Pro-
dukcje B-1,3-glukanazy stwierdzono u C.
laurentii, Pichia. anomalei P. membra-
nefaciens, R. glutinis, A. pullulans, Can-
dida oleophila 1 C. guilliermondii, jak
rowniez u Tilletiopsis albescens i T. pal-
lescens. Chitynaze wytwarzaja: A.
pullulans, T. albescens, T pallescens,
Candida oleophila, C. guilliermondii
oraz C. saitoana. Drozdze zdolne sg row-
niez do indukcji odpornosci roslin. Takie
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wlasciwosci odkryto np. u Candida ole-
ophila oraz A. pullulans. Ponadto ob-
serwacje po traktowaniu jabtek droz-
dzami C. saitoama wskazuja na poja-
wianie sie struktur obronnych w miej-
scach zranionej tkanki, co uzasadniono
produkcja enzymoéw litycznych przez ten
mikroorganizm  (KORDOWSKA-WIATER,
2011; PALL I WSPOLAUT., 2006); wirusy —
w rolnictwie ekologicznym jedynie wiru-
sy z rodziny Baculoviridae majq zasto-
sowanie w biologicznym zwalczaniu
szkodnikéw. Do rodziny tej nalezy jeden
rodzaj — Baculovirus podzielony na: pod-
grupe A (wirusy poliedrozy jadrowej
NP), B (wirusy granulozy GV) oraz C
(wirusy pozbawione cial okluzyjnych
NOBV). Replikacja tych wiruséw zacho-
dzi wylacznie w jadrze komoérek gospo-
darza. Wirusy z rodziny Baculoviridae sa,
pasozytami obligatoryjnymi owadow, nie
moga by¢ wiec hodowane na pozywkach,
lecz jedynie w warunkach in vivo. Przy-
ktadem wykorzystywanym do produkcji
biopreparatéw jest CpGV — wirus granu-
lozy Cydia pomonella oraz. AoGV — gra-
nulowirus Adoxophyes orana. Pierwszy z
nich wyizolowano z gasienic owocowki
jabtkéweczki, wytwarzany jest in vivo
przez infekowanie, a nastepnie wytrza-
sanie martwych gasienic. Drugi nato-
miast wyizolowany zostal z gasienic
zwojki siatkOweczki, a preparat uzyski-
wany jest w wyniku zarazenia trakto-
wanych hormonami mlodych larw go-
spodarzy (CIESIELSKA 1 WSPOLAUT.,
2011); nicienie — w uprawie ekologicznej
zastosowanie maja pasozytnicze nicienie
owadobdjcze z rodziny Heterorhabditi-
dae 1 Steinernematidae. W ich cyklu
rozwojowym wystepuja tzw. larwy inwa-
zyjno-przetrwalnikowe, ktéore w swoim
przewodzie pokarmowym  posiadaja
symbiotyczne bakterie Photorhabdus lub
Xenorhabdus. Larwy inwazyjne w zalez-
nosci od strategii wyczekuja na zywicie-
la, jak jest w przypadku nicieni Steiner-
nema carpocapsae 1 S. scapterisci lub
aktywnie poszukuja go w $rodowisku,
np. S. glaseri 1 Heterorhabditis bacte-
riophora. Do wnetrza ciala owada dosta-
ja sie przez naturalne otwory (odbyt,

otwér gebowy, przetchlinki) lub przez
rany powstale na skutek mechanicznego
uszkodzenia oskdorka. W ciele gospodarza
nicienie uwalniaja symbiotyczne bakte-
rie, ktére intensywnie sie namnazaja, a
przez wydzielanie toksyn, egzoenzymoéw
1 lipopolisacharydéw paralizuja system
obronny owada. Gospodarz ginie w ciagu
1-2 déb. Opisywane nicienie majg szero-
ki zakres zywicieli, najwieksza wrazli-
wo$¢ na infekcje wykazuja gasiennice
motyli, larwy blonkéwek roslinozernych i
chrzaszczy oraz niektére muchowki
(DZIEGIELEWSKA I WSPOEAUT., 2010;
DZIEGIELEWSKA, 2008); owady pozytecz-
ne — ze wzgledu na sposéb dziatania
dzielg sie one na dwie podstawowe gru-
py: naturalni wrogowie szkodnikow oraz
owady zapylajace. Pierwsza grupa obej-
muje pasozyty oraz owady drapiezne.
Pasozyty zywig sie kosztem gospodarza,
zyja na lub w ciele owada przez dluzszy
okres czasu, nie powoduja wiec jego na-
tychmiastowe] Smierci. Przykladem jest
osiec koréwkowy rozwijajacy sie w mszy-
cy — bawelnicy koréwce, szkodniku ja-
bloni. Owady drapiezne aktywnie szuka-
ja 1 zabijaja swoje ofiary. Duze zastoso-
wanie znalazly tu biedronkowate, biega-
czowate 1 zlotooki. Wazne jest, aby paso-
zyty 1 drapiezniki sprawnie poszukiwaly
swojego zywiciela 1 rozmnazaly sie w
odpowiednim tempie w stosunku do
zwalczanych szkodnikéw. W rolnictwie
ekologicznym duza role odgrywaja réw-
niez owady zapylajace. Podnosza one
plon 1 wplywaja korzystnie na jego ja-
koé¢. Ich przedstawicielami sa glownie
pszczoly (PRUSZYNSKI, 2007; FIEDLER I
WSPOLAUT., 2007).

Pomimo wielu zalet preparatéw
biologicznych ich udzial w ogdlnej ilosci
$érodkéw ochrony ro§lin jest stosunkowo
niewielki. Miedzy innymi wynika to z
wysokie] selektywnos$ci biopreparatow,
co wigze sie z konieczno$cig przeprowa-
dzenia kilku zabiegdéw, czasem dosyé
kosztownych. Preparaty biologiczne ma-
ja takze duze wymagania, co do warun-
kéw ich stosowania, a efekt ich dzialania
jest niejednokrotnie wolniejszy niz w
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przypadku §&rodkéw chemicznych. Po-
nadto, na skuteczno$é zwalczania szkod-
nika wplywa znajomo§é biologii organi-
zméw wchodzacych w sklad preparatu,

jak 1 zasady funkcjonowania ekosystemu
w érodowisku naturalnym (ZYDLIK,
2008).

PODSUMOWANIE

Metody wykorzystywane w rolnic-
twie ekologicznym sa alternatywa dla
metod chemicznych stosowanych w go-
spodarstwach  konwencjonalnych. W
przeciwienstwie do nich sa catkowicie
bezpieczne dla czlowieka 1 dla érodowi-
ska, a skuteczno$¢ ich dziatania przy
przemys$lanym zastosowaniu jest porow-
nywalna ze érodkami chemicznymi. Sze-
rokie zastosowanie ma biologiczna
ochrona roslin. Przeprowadzane jest wie-
le badan nad biologia 1 wzajemnymi za-
lezno$ciami organizméw naturalnie wy-
stepujacych w érodowisku, dzieki czemu

na rynku pojawia sie coraz wiece] sku-
tecznych biopreparatéow. Zawieraja one
w swoim skladzie gléwnie makroorgani-
zmy, poniewaz postep w dziedzinie érod-
kéw mikrobiologicznych hamuja restryk-
cyjne przepisy rejestracyjne. Stosowanie
metod biologicznych nie jest proste. Re-
lacje pomiedzy Srodowiskiem a organi-
zmamil w nim wystepujacymi sa bardzo
zlozone 1 wprowadzenie biopreparatu
wymaga przemy$lanej strategii. Wazna
jest, wiec edukacja 1 ciagle poszerzanie
wiedzy przez rolnikow.
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ZAFALSZOWANIA ZYWNOSCI I SKAZENIA PATOGENAMI ORAZ SPOSOBY ICH
WYKRYWANIA TECHNIKAMI MOLEKULARNYMI

STRESZCZENIE

Zywno$é jest waznym czynnikiem
wplywajacym na zdrowie czlowieka. O
jakoéci zywnoséci decyduje jej sktad che-
miczny. Produkty zywno$ciowe spozy-
wane przez czlowieka nie powinny za-
wieraé¢ skladnikéw toksycznych, zanie-
czyszczen Srodowiskowych oraz drobno-
ustrojéw chorobotwérczych i pasozytéw.
Zywno$¢é nie powinna by¢ tez celowo fal-
szowana przez producentéw. Falszowa-

nie produktéw zywnoséciowych spowodo-
wane jest checia obnizenia kosztéw pro-
dukcji 1 uzyskania wyzszych zyskow. W
artykule przedstawiono historie zafal-
szowan zywnos$ci 1 skazen patogenami
oraz wybrane techniki molekularne ana-
lizy produktéw spozywczych.

Stowa kluczowe: zafalszowanie zywnoSci,
patogeny zywno$ci, analiza zywnoSci.

FOOD ADULTERATION AND CONTAMINATION OF PATHOGENS AND METHODS
FOR THEIR DETECTION BY MOLECULAR TECHNIQUES

SUMMARY

Food is an important factor influ-
encing human’s health. Chemical com-
position of food determines its quality.
Food products consumed by humans
should not contain toxic components,

environmental contami- nants, patho-
genic microorganisms and parasites.
Food should not be deliberately falsified
by the manufacturers either. Adultera-
tion of food products occurs due to the
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desire to reduce manufacturing costs
and achieve higher profits. The article
presents the history of food adulteration
and contamination by pathogens and

selected molecular techniques for the
analysis of food products.

Keywords: food adulteration, food patho-
gens, food analysis.

WSTEP

Fatszowanie zywno$ci polega
m.in. na dodawaniu niedozwolonych
substancji przedtuzajacych trwatosé¢ lub
zmieniajacych sklad produktéw kon-
sumpcyjnych i obnizajacych ich wartosé
odzywcza. Falszerstwem jest wyelimi-
nowanie skladnika lub zmniejszenie jed-
nego albo kilku elementéw decydujacych
o wartoéci odzywczej czy innej wlasciwo-
ci produktéw spozywezych (GASPARSKA,
2009; SAWICKI, 2009 B). Falszowaniem
jest tez dokonywanie zabiegéw technolo-
gicznych badz reklamowych ukrywaja-
cych rzeczywisty sklad artykuléw spo-
zywezych albo nadajacych im wyglad
produktéw wilasciwej jakosci. Spotyka
sie réwniez podawanie niezgodnych z
rzeczywistoScia nazw, zawarto$ci sklad-
nikéw, terminéw przydatnosci do spozy-
cia (PRZETACZEK-ROZNOWSKA 1 WSPOL-
AUT., 2011). Zafalszowania dotycza w
wiekszoéci produktéw przemystu spo-
zywezego. NajczeSciej zafalszowania wy-
stepuja w przetworach owocowych, mie-

snych, rybnych, mlecznych, macznych
oraz w napojach alkoholowych, olejach i
miodach (SAWICKI, 2009 B; TUSZYNSKI I
WSPOLAUT., 2008).

Niezaleznie od zafalszowan przez
producentéw, zywnoé¢é moze byé¢ skazona
réznymi chorobotwoérczymi patogenami,
takimi jak: Salmonella sp., Escherichia
coli O157:H7, Listeria sp., Listeria mo-
nocytogenes, FEnterobacter sakazaki,
Staphylococcus aureus, Campylobacter
sp., Bacillus cereus, Clostridium perfrin-
gens, Yersinia enterocolitica (PALKA,
2007; STACHOWIAK, 2011, WALCZAK I
WSPOLAUT., 2009).

Celem pracy jest zwrdcenie szcze-
gélnie uwagl na rbézne mozliwoéci fal-
szowania produktéw zywnos$ciowych z
jednoczesnym wskazaniem  sposobow
wykrywania niektorych zafalszowan 1
identyfikacji patogenéw w zywnosSci.

CO NALEZY ROZUMIEC POD POJECIEM BEZPIECZNEJ ZYWNOSCI?

Zywnoéé o wysokich parametrach
zdrowotnych, wywodzi sie przewaznie z
gospodarstw ekologicznych. Produkty
pochodzace z upraw ekologicznych mu-
sza spelnia¢ wiele wymagan jakoScio-
wych 1 uzyskaé przewidywany certyfikat.
Certyfikowana zywno$§¢ pochodzi z ob-
szaréw o malym skazeniu érodowiska, z
zastosowaniem nawozOw organicznych,
bez stosowania niedozwolonych érodkow
ochrony ros§lin. Ponadto przygotowanie
zywnoscl ekologicznej powinno odbywaé
sie przy doborze odpowiednich technolo-
gii oraz regularnej i $cislej kontroli.
Zywnoéé pochodzaca z gospodarstw eko-

logicznych powinna by¢ zdrowsza niz
konwencjonalna 1 charakteryzowaé sie
wyzsza, zawartoécig substancji odzyw-
czych takich jak witaminy, cukry, ami-
nokwasy, kwasy fenolowe (SZCZUCKA,
2009).

Zdrowa zywno§¢ to wazny ele-
ment dla zdrowia ludzkiego. Powinna
by¢ naturalna, jak najmniej przetworzo-
na i zawiera¢ w swym sktadzie duzo wi-
tamin 1 mikroelementéw. W naszej diecie
duzy udzial powinny stanowi¢ owoce 1
warzywa. To co jemy ma ogromy wplyw
na nasze zdrowie i1 funkcjonowanie orga-
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nizmu. Prawidlowe i racjonalne zywienie
naleza do najwazniejszych czynnikéw
$rodowiskowych czlowieka determinuja-
cych jego prawidlowy rozwoj fizyczny 1
dobre samopoczucie psychiczne. Zdrowa
zywno$¢ wpltywa tez na wtadciwa wydaj-

no$¢ w pracy fizycznej 1 umystowe;j. Nie-
prawidlowe zywienie wywoluje duzo po-
waznych schorzen, np. niedokrwistos$¢,
przewlekle zaparcia i inne (FIEDUREK,
2007).

HISTORIA ZAFALSZOWAN ZYWNOSCI

Poglad i przekonanie, ze dawniej
zywnos¢ byla naturalna i1 zdrowsza niz
obecnie nie jest prawda. Od poczatkéw
istnienia handlu, zawsze spotykano sie z
falszowaniem zywnosci. Zywno$é fatszo-
wano réznymi sposobami w celu uzyska-
nia wiekszych dochodéw pienieznych
kosztem gorszej jakosci produktéw (TU-
SZYNSKI I WSPOLAUT., 2008). Podrabiano
réznego rodzaju zywno$¢ na kazdym
etapie produkcji 1 zbytu. Falszowania
zywnoscl dokonywali wytworcy w trakcie
produkcji albo sprzedawcy na straganie,
ktorzy przerabiali produkty przed sprze-
daza konsumentowi (SAWICKI, 2009 B).

W Indiach w 2000 r. p.n.e. drogie
tluszcze ro$linne, takie jak oliwa z oli-
wek, doprawiano innymi tanszymi tlusz-
czami roslinnymi. W starozytnej Grecji 1
Rzymie masowo falszowano wino po-
przez rozwadniane lub dodawanie wina
gorszej jakosci. Ponadto wina stabej ja-
koéci farbowano 1 aromatyzowano celem
polepszenia smaku 1 wygladu. Woda, roz-
cienczano réwniez mleko i inne napoje
pitne. Falszowanie zywno$ci notowano
tez w pierwszych wiekach naszej ery.
Dodawano krede i pasze bydleca do maki
przeznaczonej do wypieku chleba, zas do
pieprzu jagody jalowca oraz podrabiano
inne cenne azjatyckie przyprawy ku-
chenne i ziota. Rozwadniano wina i inne
alkohole (SAWICKI, 2009 B).

W Sredniowieczu pojawialy sie
nowe sposoby falszowania produktéw
zywnos$ciowych. Dodawano rézne wypel-
niacze, aby zwiekszy¢é objetoéé 1 mase
produktu. Brytyjczycy do kawy dodawali
cykorie, za§ do herbaty suszone liScie
zi6t. Ziola mieszano z orzeszkami ziem-
nymi, muszlami 1 zbozem. Make wypie-

kowa taczono z grochem, fasolg i innymi
odpadami ro$linnymi a nawet chwasta-
mi. Wina i inne alkohole rozcienczano
woda. W piwie czesto chmiel zastepowa-
no gorzkimi ziolami, za$§ jeczmien tan-
szym owsem lub zytem (SAWICKI, 2009 B;
TUSZYNSKI I WSPOLAUT., 2008).

Falszerstwa w zywnos$ci przybra-
ly jeszcze wigkszy rozmiar w czasach
nowozytnych. Rozwdéj nauk chemicznych
zrodzil nowe pomysly na podrabianie
zywnosci. Do produktéw dodawano wie-
le szkodliwych 1 trujacych dodatkow
chemicznych w celu zaostrzenia aromatu
1 smaku. Do zywnoéci zaczeto stosowaé
toksyczne dodatki, takie jak farby, aby
uzyskaé kolor oraz wyrazisty smak. W
celu uwydatnienia koloru, herbate bar-
wiono slarczanem zelaza, do seréw do-
dawano tlenek otowiu, a korniszony do-
prawiano zwigzkami miedzi. Do papryki
1 tabaki dodawano sole otowiu. Ocet mie-
szano z kwasem siarkowym, za$§ kawe
naturalng z grochem, fasolg 1 zuzlem
(SAWICKI, 2009 B). Do cukru dodawano
weglan olowiu 1 miedzi za$ do piwa eks-
trakt z trujacej ros$liny Anamirta panicu-
lata (shuzacej do otepiania ryb), wzmac-
niajacy jego moc, co umozliwiato dalsze
dodawanie wody do piwa. W celu zapo-
biegania szybkiemu ukwaszaniu mleka
dodawano sode, w skrajnych przypad-
kach male ilos$ci proszku do prania, za$
$mietane zageszczano maka i kreda. Du-
zym problemem bylo wykrywanie tych
szkodliwych 1 trujacych dodatkéw do
zywnoéci (TUSZYNSKI 1 WSPOLAUT.,
2008).

W wieku XX, wraz z bardzo gwat-

townym rozwojem przemystu i rolnictwa,
pojawily sie nowe masowe pomysty na
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falszowanie zywnoS$ci. Zafalszowania
podyktowane byly przede wszystkim
checig zysku. Na duza skale zafalszowa-
nia mozna spotka¢ w produktach zbozo-
wych, mlecznych, miesnych 1 rybnych.
Make pszenna dobrej jakoSci miesza sie
z inng maka o nizszej jakosci. Mleko roz-
ciencza sie woda za$ do mleka koziego
lub owczego dolewa sie mleka krowiego.
Do zo6ttych seréow dodaje sie chlorek
wapnia. W wyrobach miesnych notowane
sa przypadki zastepowania okreslonych
gatunkéw miesa innymi gatunkami (np.
do wyrobéw z dziczyzny dodaje sie wie-
przowine, wolowine, konine) czy zaste-
powanie w produktach biatka zwierzece-
go biatkiem ro§linnym. Do przetworow
rybnych dobrej jakoéci dodaje sie surow-
ce o gorsze] jakoéci. Podrabiane sg réw-
niez oleje oraz inne tluszcze roslinne 1
alkohole (SAWICKI, 2009 B; TUSZYNSKI I
WSPOLAUT., 2008). Chleb o nazwie ,na-

turalny ciemny zytni” falszuje sie po-
przez dodanie maki jasne] pszenno-
zytniej 1 barwi karmelem. Pierniki mio-
dowe zamiast miodu moga zawieraé cu-
kier i1 esencje miodowa. Czekolada moze
posiadaé¢ w swym skladzie inne, nie ka-
kaowe ttuszcze roélinne. Wiekszo§¢ pro-
duktow spozywczych barwiona jest
sztucznymi barwnikami, wzmacniaczami
1 esencjami smaku. Na wielu etykietach
drobnym drukiem jest podane co dany
produkt zawiera, ale gléwna nazwa wy-
robu napisana duzymi kolorowymi lite-
rami jest jednak czesto mylaca (GASPAR-
SKA, 2009).

W XX wieku rozpoznano szkodli-
we oddzialywanie wielu dodatkéw che-
micznych lub patogenéw chorobotwor-
czych w produktach 1 wprowadzono kon-
trole jakosci zywnosci.

WYKRYWANIE ZAFALSZOWAN ZYWNOSCI I OBECNOSCI PATOGENOW
CHOROBOTWORCZYCH

Instytucje badawcze 1 stuzby sani-
tarne biorac pod uwage aspekt zdrowot-
ny cztowieka staraja sie wykrywaé zafat-
szowania celowo dokonywane przez
czlowieka, badz obecnoséé drobnoustrojow
w produktach zywno$ciowych. Tradycyj-
ne analizy fizykochemiczne sa czaso-
chlonne, pozwalaja okresli¢ jedynie pod-
stawowe parametry produktow, takie
jak: gestosé, kwasowosé, biatko, ttuszeze,
weglowodany, popiét 1 nie zawsze umoz-
liwiaja wykrycie zafalszowan produktow
(PRZETACZEK-ROZNOWSKA I WSPOLAUT.,
2011). Wykrycie drobnoustrojéw choro-
botwoérczych w zywnoéci metodami kla-
sycznymi jest pracochlonne, dlugotrwate
1 kosztowne. Bezpieczenstwo zdrowotne
czlowieka wymaga konieczno$ci wpro-
wadzenia szybkich, tanich i czulych me-
tod okreS§lenia sktadu zywnosci lub obec-
nos$ci mikroorganizméw poprzez badanie
ich materialu genetycznego (WALCZAK I
WSPOLAUT., 2009). Kazdy organizm zywy
posiada kod genetyczny, a w nim zapisa-

ne przynalezne cechy 1 wlasciwosci. Po-
przez analizy molekularne materiatu
genetycznego mozna okreslic wlasciwy
sklad zywnoéci (SAWICKI, 2009 A).

Postep w rozwoju biologii moleku-
larnej zapoczatkowany w XX wieku
wprowadzil metody i techniki moleku-
larne pozwalajace na diagnostyke wszel-
kich zafalszowan i identyfikacje chorobo-
twoérczych mikroorganizméw w zywnos$ci.
Ostatnio bardzo rozpowszechnily sie ge-
netyczne metody identyfikacji mikroor-
ganizméw. Metody diagnostyczne oparte
saq na analizie genotypowe] informacji
zapisane] w postaci kwaséw nukleino-
wych DNA i RNA. Informacja zawarta w
DNA jest bogata i pozwala na uzyskanie
wielu przydatnych informacji (PALKA,
2007).

Jedna z najczeSciej stosowanych

metod do oceny materiatu genetycznego
w badanej prébece jest PCR. Ma ona na
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celu zidentyfikowanie fragmentow DNA
roslin lub produktéw zwierzecych wyko-
rzystywanych w zywnosci. Kazdy mate-
rial organiczny (roélinny, zwierzecy) lub
patogen posiada swoje DNA. Pierwszym
krokiem oceny badanej prébki zywnosci
zanieczyszczone] patogenami jest nam-
nazanie poszukiwanych drobnoustrojéw
w odpowiednich pozywkach w celu
zwiekszenia liczby komoérek 1 wyelimi-
nowania obecno$sci komoérek martwych,
ktére moga powodowaé bledne wyniki.
Nastepnie przeprowadza sie lize (roz-
kltad) komérek w celu wyodrebnienia
DNA, ktoére stuzy do dalszych analiz mo-
lekularnych (WALCZAK I WSPOLAUT.,
2009).

Konwencjonalna metoda PCR
przebiega w 3 etapach. Pierwszy etap to
denaturacja DNA w temperaturze 93°-
95°C, w wyniku ktérej powstajq jednoni-
ciowe czasteczki DNA, stanowiace ma-
tryce. Drugi etap hybrydyzacji polega na
przylaczeniu starteréw do nici matryco-
wej DNA w miejscach komplementar-
nych. Temperatura przylaczenia zalezy
od dlugosci starterow oraz ich skladu
nukleotydowego 1 wynosi od 37° do 68°C.
Trzeci etap, tzw. elongacji polega na syn-
tezie nowych nici DNA na zasadzie kom-
plementarno$ci, w temperaturze wyno-
szace] 72° C z udzialem polimerazy
(PALKA, 2007; SAWICKI, 2009 A; SAWICKI
I WSPOLAUT., 2010). Metoda PCR znajdu-
je zastosowanie m.in. w badaniach jako-
Sci zywno$ci. Wykrywa 1 identyfikuje
obecno$¢ patogendw, takich jak bakterie,
wirusy 1 pasozyty w produktach zywno-
sciowych (PALKA, 2007; WALCZAK I
WSPOLAUT., 2009).

Do innych technik wykorzysty-
wanych w analizie produktéw spozyw-
czych opartych na reakcji lancuchowej
polimerazy (PCR) naleza m.in. Multti-
plex-PCR, PCR-RFLP, RAPD, AFLP,
PCR-SSCP, PCR w czasie rzeczywistym
(Real-Time PCR), system analizy mikro-
biologicznej Bax®Q7 1 mikromacierze.

Multiplex-PCR polega na jedno-
czesnej amplifikacji kilku fragmentow
DNA z uzyciem wielu par starterow w
czasie jednej reakcji. Stuzy ona do badan
zywnosci, a w szczegdlnosci do identyfi-
kowania gatunku miesa w wyrobach
masarskich. Wykrywa obecnoéé mleka
krowiego w serach wyprodukowanych z
mleka innych zwierzat (koza, owca). Stu-
zy do oznaczania zawartoSci maczki
kostnej w paszy. Technika ta pozwala
tez na wykrywanie organizméw gene-
tycznie modyfikowanych (SAWICKI, 2009
A).

Tecnika PCR-RFLP, czyli analiza
polimorfizmu dlugos$ci fragmentéw re-
strykcyjnych powielonego wczeéniej pro-
duktu. Sluzy do analizy zafalszowan
przetworzonych surowcéw rybnych, ta-
kich jak filety mrozone, panierowane
(paluszki). Ponadto identyfikuje rézne
rodzaje ryb, np. dorszowate, lososiowate,
makrelowate, okoniowate oraz wegorze 1
owoce morza (SAWICKI, 2009 A; SAWICKI I
WSPOLAUT., 2009; SAWICKI I WSPOLAUT.,
2010).

Technika RAPD oparta jest na lo-
sowej amplifikacji polimorficznych frag-
mentéw DNA. Stuzy do rozpoznawania
spokrewnionych gatunkéw zwierzecych i
ro$linnych. Identyfikuje gatunki ryb,
ssaki wodne, owoce morza 1 ich przetwo-
ry. RAPD-PCR jest stosunkowo tanig
technika analizy produktéw rybnych
(SAWICKI, 2009 A; SAWICKI I WSPOLAUT.,
2009).

Technika AFLP - laczy elementy
RFLP i RAPD. Wykorzystywana jest do
badania ryb, takich jak: zebacz, ostryga,
okon, tunczyk, pstrag 1 loso$§ oraz ich
produktéw. Stosowanie techniki AFLP
do analizy wiaze sie jednak z wysokimi
kosztami (SAWICKI I WSPOLAUT., 2010).

PCR-SSCP bada polimorfizm kon-
formacji jednoniciowych fragmentow
DNA. Stuzy do identyfikacji produktow i
rodzajow rybnych, m.in. tososiowatych,
makrelowatych, jesiotrowatych, wegorzy
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i mieczakéw (SAWICKI 1 WSPOLAUT.,
2010).

Analiza obecnosci produktu me-
toda Real-time PCR przebiega réwnocze-
$nie z amplifikacja w kazdym cyklu re-
akcji przez pomiar fluorescencji kom-
pleksu DNA z interkalujacymi barwni-
kami fluorescencyjnymi lub sondami
molekularnymi (PALKA, 2007). Gléwna
roznicq pomiedzy reakcja PCR a Real-
Time PCR jest mozliwo$é oceny ilosci
powstajacego produktu reakcji w trakcie
jej trwania, co nie jest mozliwe przy za-
stosowaniu konwencjonalnego PCR. Re-
al-time PCR ma =zastosowanie do wy-
krywania patogenow chorobotwdérczych
w produktach zywnoSciowych oraz do
identyfikacji skladnikéw miesnych w
zywno$ci pochodzenia zwierzecego 1
sktadnikéw rybnych pochodzenia wod-
nego, a takze wykrywania zafalszowan w
produktach mleczarskich (SAWICKI, 2009
A; SAWICKI I WSPOLAUT., 2010).

Bax®Q7 to automatyczny system
do molekularnej detekeji patogendéw w
zywnoscl oraz probkach érodowiskowych
oparty na reakcji PCR oraz detekeji
temperatury topnienia i zmian fluore-
scencji powielonych w reakcji PCR ge-
noéw. Metoda ta prowadzi sie oznaczenia
na obecno$¢ mikroorganizmoéw takich jak
Salmonella  sp.,  FEscherichia  coli
O157:H7, Listeria monocytogenes, Ente-

robacter sakazaki, Campylobacter co-
Ilifjejuni/lari, Staphylococus ureus oraz
pleéni i drozdzy w zywnoéci (STACHO-
WIAK, 2011). Olbrzymia zaleta systemu
Bax®Q7 jest mozliwo$é zastosowania
tabletki, ktora zawiera niezbedne sktad-
niki konieczne do przeprowadzenia reak-
cji PCR (WALCZAK I WSPOLAUT., 2009).

Inna metoda do oceny materiatu
genetycznego w analizowanej probie sa
mikromacierze tzw. chipy genowe (ZIAR-
NO, 2007). Umozliwiaja jednocze$nie
wyznaczy¢ poziom ekspresji wielu ge-
néw, a nawet tysiecy badanego organi-
zmu. Na plytkach mikromacierzy sa na-
niesione sondy charakterystyczne dla
okreslonego genu w DNA, ktoére acza sie
selektywnie z genami badanej prébki
(MACIEJEWSKI I WSPOLAUT., 2005). Pod-
stawa, dzialania mikromacierzy jest
komplementarna hybrydyzacja badanego
materialu do sond ¢cDNA lub oligonukle-
otydowych znajdujacych sie na plytce i1
odczyt z zastosowaniem fluorescencyj-
nych znacznikéw oraz skanowania Swia-
tlem lasera. Mikromacierze sa narze-
dziem diagnostyki mikrobiologicznej w
zywnoéci (ZIARNO, 2007) oraz stuza do
oceny zafalszowan w produktach prze-
mystu rybnego. Z uwagi na wysokie
koszty analizy nie sa metoda zbyt roz-
powszechniona, (Sawicki i wspélaut.,
2010).

PODSUMOWANIE

Kupowanie produktéw zafalszo-
wanych, czyli niepelnowarto$ciowych
naraza konsumenta nie tylko na duze
straty finansowe, ale réwniez na nie-
przewidziane konsekwencje zdrowotne,
tj. utrate zdrowia. Zywnoéé zanieczysz-
czona drobnoustrojami moze powodowac
schorzenia przewodu pokarmowego, cho-
ciazby zatrucia i alergie. Wystepowanie
bakterii chorobotwérczych w zywnosci
prowadzi do powaznych choréb, takich
jak: ptasia grypa, choroby odzwierzece 1
inne. W skrajnych przypadkach moze

doprowadzi¢ nawet do S$mierci. Czesto
styszy sie o wycofywaniu z handlu calych
partii réznych wyrobow spozywczych.

W  obecnych uwarunkowaniach
ekonomiczno-prawnych nie prowadzi sie
czestych badan identyfikacji falszowane;j
zywnosci technikami molekularnymi.
Wynika to z wysokich kosztéw analizy
produktéw wiekszoécig metod. Postepu-
jacy rozwdj biologii molekularnej w per-
spektywie czasowe] prawdopodobnie po-
zwoli oérodkom naukowym na opraco-
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wanie tanszych, prostszych i szybszych
sposobéw diagnostycznych wykrywania

zafalszowan 1 patogenéw chorobotwor-
czych produktéw zywnosciowych.
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WIRULENCJA ORAZ CYKL ZYCIOWY WIRUSA HIV. CHARAKTERYSTYKA
ZESPOLU NABYTEGO UPOSLEDZENIA ODPORNOSCI ORAZ TERAPII
ANTYRETROWIRUSOWEJ

STRESZCZENIE

W pracy opisano pochodzenie,
budowe i cykl zyciowy wirusa HIV, a
takze scharakteryzowano zespol nabyte-
go upoéledzenia odpornosci (AIDS) oraz
terapie antyretrowirusowa. Wirus HIV
nalezy do wiruséw z rodziny Retroviri-
dae, a jego material genetyczny stanowi
jednoniciowe RNA (ssRNA). Do jego re-
plikacji niezbedny jest enzym odwrotna
transkryptaza, ktory uczestniczy w pro-
cesle przepisywania informacji gene-
tycznej z RNA na DNA. Gléwnym celem
wirusa HIV sg komoérki uktadu odporno-
§ciowego, przez co unika on odpowiedzi

immunologicznej organizmu, do ktérego
wniknal. Istnieje kilka rodzajow lekow
antyretrowirusowych, m.in. nukleozy-
dowe 1 nienukleozydowe inhibitory od-
wrotnej transkryptazy, inhibitory prote-
azy, inhibitory fuzji. Sa one szansa dla
nosicieli wirusa HIV na opdznienie roz-
woju zespolu nabytego uposledzenia od-
pornoéci (AIDS).

Stowa kluczowe: HIV, AIDS, retrowirus,
terapia antyretrowirusowa.
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VIRULENCE AND LIFE CYCLE OF HIV VIRUS.
CHARACTERISTICS OF ACQUIRED IMMUNODEFICIENCY SYNDROME AND AN-
TIRETROVIRAL THERAPY

SUMMARY

The paper describes the origin,
structure as well as life cycle of HIV vi-
rus and characterizes acquired immu-
nodeficiency syndrome (AIDS) and an-
tiretroviral therapy. HIV belongs to the
Retroviridae family and its genetic ma-
terial is a single stranded RNA (ssRNA).
Reverse transcriptase is the enzyme
necessary for its replication. It is in-
volved in the process of rewriting the
genetic information from RNA to DNA.
Immune cells are the main HIV aim,
thereby the virus avoids the immune

response of infected person. There are
several types of antiretroviral drugs, i.e.
nucleoside and non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors, protease inhibi-
tors, fusion inhibitors. They are an op-
portunity for HIV positive to delay the
progression of acquired immunodeficien-
cy syndrome (AIDS).

Keywords: HIV, AIDS, retrovirus, an-
tiretroviral therapy.

WSTEP

Wirus HIV (ang. Human Immu-
nodeficiency Virus) to ludzki wirus naby-
tego uposledzenia odpornoséci nalezacy
do rodziny Retroviridae. Jego wiriony o
kulistym ksztalcie posiadaja otoczke li-
pidowa zawierajaca liczne biatka — gli-
koproteiny. Pod ostonka znajduje sie
plaszcz bialkowy (kapsyd) kryjacy mate-
rial genetyczny wirusa, tj. jednoniciowe
RNA (ssRNA) skladajace sie z ok. 10 000
nukleotydéw, oraz enzymy — odwrotna

protaazy
peptydy
bialka

gospodarza

transkryptaze i integraze. Srednica wi-
rioné6w HIV wynosi ok. 100 nm. Dotych-
czas poznano dwa typy wirusa HIV, t;j.
HIV-1 oraz HIV-2. Wiriony HIV-1 w
swoje] otoczce zawieraja, glikoproteiny
gp120 1 gp41, natomiast wiriony HIV-2 —
gp120 i gp36 (VIRELLA, 2000; COLLIER,
2001). Budowe wirusa HIV przedstawio-
no schematycznie na rysunku 1.

7 glikoproteiny

nukleckapsyd
+=ERNA

Lkapsyd

otoezka
lipidowa

integraza

odwrotna transkryptaza

Rys. 1. Budowa wirusa HIV.
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Zespot nabytego uposledzenia od-
pornoéci (AIDS) zostal po raz pierwszy
opisany u homoseksualnych mezczyzn w
1981 roku. Z kolei, w 1983 roku zespot
Luca Montagniera w Instytucie Pasteura
jako pierwszy wyizolowal wirusa HIV.
Tego samego dokonal réwniez zesp6t
Roberta Gallo w USA w 1984 roku, po
czym nadano nazwe wirusowi (FAUCI,
2008). W 2008 roku Lucowi Mantagnie-
rowi 1 Francoise Barré-Sinoussi przy-
znano Nagrode Nobla w dziedzinie fizjo-
logii i medycyny za wyizolowanie wirusa
HIV. Na podstawie analizy filogenetycz-
nej wirusé6w izolowanych w réznych
stronach §wiata wyodrebniono trzy gru-

py HIV-1. Sa to: grupa M (od ang. major,
obejmujaca wiekszo$é szczepéw HIV-1
na $wiecie), grupa O (od ang. outgroup,
wykazujaca 50% podobienstwa do grupy
M w obrebie genu env kodujacego gliko-
proteiny otoczki) oraz grupa N (nie-M i
nie-O, znaleziona w nielicznych przy-
padkach) (ROBERTSON I WSPOLAUT.,
2000).

Celem niniejszej pracy jest przed-
stawienie pochodzenia, cyklu zyciowego,
wirulencji wirusa HIV, a takze scharak-
teryzowanie zespolu nabytego upoSle-
dzenia odpornoéci (AIDS) oraz terapii
antyretrowirusowej.

POCHODZENIE WIRUSA HIV

Dyskusja na temat pochodzenia
wirusa HIV trwa od poczatku epidemii
AIDS. Na podstawie badan przeprowa-
dzonych na przetomie wiekéw stwier-
dzono, ze epidemia zakazen HIV-1 jest
wynikiem przejScia malpiego wirusa
upo$ledzenia odpornoéci szympansow
SIV (ang. Simian Immunodeficiency Vi-
rus) z malp naczelnych Pan troglodytes
troglodytes na czlowieka, co miato miej-
sce w zachodniej Afryce réwnikowe)
(CORBET 1 WSPOLAUT., 2000; GAO i
WSPOLAUT., 1999; HAHN I WSPOLAUT.,
2000). Na podstawie analiz sekwencji
genetycznych wiruséw pochodzacych z
réznych okreséw, wystepowanie ostat-
niego wspo6lnego przodka dla wszystkich
podtypéw HIV grupy M datowano na
1931 rok (KORBER I WSPOLAUT., 2000).
Jednakze, w 2002 roku pojawily sie wat-
pliwoéci. Wirus SIV znajdowano dotad
wylacznie u szympanséw pozostajacych
w niewoli, a wéréd malp zyjacych na
wolno§ci obecno$é wirusa wykazano tyl-
ko u jednej sposrod 58 malp czleko-

ksztaltnych. Szympans ten nalezal do
gatunku Pan troglodytes schweinfurthii,
a sekwencja gendéw wyizolowanego od
niego wirusa réznila sie od szczepu HIV-
1 grup M, N i O (SANTIAGO I WSPOLAUT.,
2002). Wydarzenie to ponownie poddalo
watpliwo§ci umiejscowienie endemicz-
nych ognisk infekcji SIV wéréd szym-
pansow. W 2006 roku naukowcy z Ame-
ryki wykryli obecno$é przeciwcial prze-
ciwko SIV u malp zyjacych na wolnos$ci
w poludniowym Kamerunie, a czesto§é
ich wystepowania w skupiskach tych
zwierzat wynosita od 29 do 35%. Analiza
sekwencji szczepéw malpiego wirusa
pozwolila na potwierdzenie, ze pande-
miczne szczepy HIV-1 nalezace do grupy
M i niepandemiczne nalezace do grupy N
wywodzg sie z geograficznie izolowanych
skupisk szympanséw. Otrzymane wyniki
ostatecznie potwierdzily, ze naturalnym
rezerwuarem HIV-1 sga szympansy Pan
troglodytes tryglodytes (KEELE I WSPOL-
AUT., 2006).
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CYKL ZYCIOWY WIRUSA HIV

Wirus nabytego uposledzenia od-
porno$ci wykazuje tropizm w stosunku
do komoérek posiadajacych na swojej po-
wierzchni antygeny CD4, tj. do limfocy-
té6w Th (pomocniczych), makrofagéw, ko-
moérek dendrytycznych oraz komorek
moézgu. Przy zakazeniu droga plciowa
infekcji ulegaja najpierw makrofagi, na-
tomiast przy zakazeniu poprzez krew
infekcji ulegaja jako pierwsze limfocyty
Th. Infekcja limfocytow pomocniczych
skutkuje ostrzejszym przebiegiem choro-
by (BRYNTESSON, 2009) Wirus HIV do-
staje sie do komorki poprzez fuzje lipi-
déw ostonki wirusa z lipidami blony pla-
zmatyczne] komorki. Po tym procesie
kwas nukleinowy wirusa zostaje uwol-
niony do wnetrza komoérki. Do adsorpcji
HIV niezbedny jest koreceptor — CXCR4,
CCR5. U niektérych oséb w zwigzku z
zaburzeniami genetycznymi wystepuje
niedostateczna produkcja wyzej] wymie-
nionych struktur, co skutkuje calkowita
odpornoécia na wirusa HIV lub obnize-

niem poziomu jego replikacji. Po wpro-
wadzeniu materialu genetycznego wiru-
sa do wnetrza komorki gospodarza en-
zym odwrotna transkryptaza syntetyzuje
podwdjng ni¢ DNA, przepisujac informa-
cje zawarta w ssRNA wirusa. Nastepnie
RNA wirusowe zostaje strawione, a nowo
powstate dsDNA, tzw. prowirus, prze-
mieszcza sie do jadra komoérkowego
przez pory jadrowe, gdzie integruje sie z
genomem gospodarza. W procesie tacze-
nia DNA ludzkiego z DNA wirusowym
bierze udzial enzym wirusowy okreélany
jako integraza. W dalszym etapie cyklu
zyciowego HIV dochodzi do replikacji,
transkrypcji 1 translacji wirusowego ma-
terialu genetycznego, w wyniku czego
powstaja nowe czasteczki wirusowego
RNA, a takze bialka wirusowe niezbedne
do budowy wirionéw. Dalsze przemiany
wirusowych bialek katalizowane przez
proteaze zachodza wewnatrz wirionu
nawet po opuszczeniu komoérki (COL-
LIER, 2001).

DROGI ZAKAZENIA WIRUSEM HIV

Wirusem HIV mozna sie przede
wszystkim zarazié przez kontakt z krwig,
lub ptynami ustrojowymi osoby zakazo-
nej. A zatem, bardzo ryzykowne jest
uzywanie zakazonych igiel (narkoma-
nia), a takze odbywanie stosunku plcio-
wego z osoba zakazonag bez odpowiednie-
go zabezpieczenia. Wirusem HIV mozna
sie réwniez zarazi¢ podczas transfuzji
krwi. Jednakze w Polsce jest to wyjat-
kowo malo prawdopodobne, poniewaz
wszyscy dawcy krwi sg badani na oko-
liczno$é zakazenia wirusem HIV. Inng
mozliwg droga zakazenia HIV jest zara-
zenie dziecka przed lub w czasie porodu
oraz podczas karmienia piersia przez
matke nosicielke. Warto zauwazyé, ze
wirusem tym nie mozna zakazié sie po-
przez ukaszenie komarow, droge kropel-
kowa, $line, 1zy, od pséw, kotéw lub in-
nych zwierzat domowych (YEUNG I
WSPOLAUT., 1993; GODDARD, 1997)

Objawy zakazenia wirusem HIV
pojawiajq sie po kilku tygodniach od jego
wtargniecia do organizmu. Objawy te sa
grypopodobne, naleza do nich m.in.: po-
wiekszenie wezlow chlonnych w obrebie
szyi, pod pachami i w pachwinach, utra-
ta apetytu 1/lub kilku kilograméw masy
ciala w ciagu niespelna dwoch miesiecy,
ostabienie mieéni nég odczuwane
zwlaszcza przy wchodzeniu w goére po
schodach, obfite poty przez kilka kolej-
nych nocy, podwyzszona temperatura
utrzymujaca sie diluzej niz tydzien, a
takze przewlekla, dlugotrwata biegunka.
Ponadto, moga pojawié sie: suchy kaszel
nie zwigzany z paleniem papierosow,
przeziebieniem czy grypa, grzybica jamy
ustnej z charakterystycznym bialym na-
lotem lub nadzerkami oraz wysypka na
ciele.
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Zakazenie HIV mozna roéwniez
przechodzi¢ bezobjawowo, co dotyczy
wiekszosci zakazonych oséb. Najczescie]
osoba pozytywna, u ktorej nie wystapilty
objawy grypopodobne, odczuwa skutki

zakazenia wirusem w momencie rozwoju
choroby AIDS. Nastepuje to po kilku
miesigcach, a nawet latach (GLADYSZ I
WSPOEAUT., 2009; COLLIER, 2001).

ZESPOE NABYTEGO UPOSLEDZENIA ODPORNOSCI (AIDS)

Zespot nabytego upo$ledzenia od-
pornoéci AIDS (ang. Acquired Immuno-
deficiency Syndrome) rozwija sie w or-
ganizmie, gdy ,przygrywa” on walke z
zakazeniem. Dochodzi woéwczas do
znacznego spadku iloSci limfocytéw, cze-
go konsekwencjq jest powazny stan im-
munosupresji. Warto zauwazyé, ze
znaczna ilo§¢ wirusa jest neutralizowana
przez uklad immunologiczny, jednakze
proces niszczenia komoérek tego uktadu
przez HIV jest intensywniejszy. Wirus
HIV powodujac destrukcje komoérek
ukladu immunologicznego w znacznym
stopniu, doprowadza do zmniejszenia
odpowiedzi mechanizméw obronnych
ustroju. To sprawia, ze opracowanie sku-
tecznych metod leczenia 1 szczepionki
przeciwdzialajacej zakazeniu jest nie-
zwykle trudne. Ponadto, wirus ulega
wielu modyfikacjom 1 szybko uodparnia
sie na leki, a to dodatkowo utrudnia z
nim walke (NAJERA I WSPOLAUT., 2002).

Rozw6j AIDS obejmuje kilka faz.
Po etapie wnikniecia wirusa do krwio-
obiegu nastepuje okres inkubacji trwaja-
cy od 4 do 6 tygodni. Nastepnie rozpo-
czyna sie okres ostrych objawéw zakaze-
nia, odnotowywany u 40 - 80% pacjentéw
(WHO). W tym czasie moga wystapié
malto specyficzne objawy grypopodobne,
ktére zanikaja samoistnie. Moze réwniez
pojawié sie wysypka oraz zmiany na §lu-
zéwce jamy ustnej. Kolejnym etapem

zakazenia wirusem HIV jest faza utaje-
nia trwajaca od kilku miesiecy do kilku
lat, po ktérej rozwija sie etap bardziej
specyficznych  objawéw  klinicznych.
Wéwezas u chorych pojawiaja sie! po-
wiekszenie wezléw chlonnych, perma-
nentne oslabienie, nocne poty. Moga
réwniez wystepowaé choroby, ktore do-
tykaja réwniez ludzi niezakazonych, ale
trudniej 1 dluzej przebiegaja. Ostatnig
faza zakazenia jest pelnoobjawowa cho-
roba, w czasie ktorej nastepuja kolejne
nadkazenia, ktéore w organizmie z
uszkodzonym przez wirusa HIV ukladem
immunologicznym maja bardzo ciezki
przebieg 1 zagrazaja zyciu. Pojawiaja sie
nawracajace zapalenia pluc, ciezkie za-
palenie opon moézgowo-rdzeniowych 1
mébzgu, nowotwory 1 demencja. Ponadto,
u chorych czesto wystepuja zakazenia,
ktére nie rozwijaja sie przy sprawnym
ukladzie immunologicznym (tzw. opor-
tunistyczne), tj. kryptokokoza, salmonel-
loza, histoplazmoza i gruzlica (GLADYSZ I
WSPOLAUT., 2009).

W Polsce od 1985 roku prowadzo-
ne sa badania epidemiologiczne przez
Panstwowy Zaklad Higieny w zakresie
problemu zwiazanego z wirusem. Na
koniec roku 2012 zanotowano 16314 oséb
zakazonych wirusem HIV. W 2013 roku
stwierdzono 1258 nowych zakazen (RO-
SINSKA I WSPOLAUT., 2013).

DIAGNOSTYKA WIRUSA HIV

Badanie w kierunku HIV-1 roz-
poczyna sie wstepnym badaniem prze-
siewowym metoda immunoenzymatycz-
na (ELISA). Metoda ta pozwala na wy-
krycie przeciwciat anty-HIV-1. Do badan

przeznacza sie najczescie] krew obwodo-
wa. Probki z brakiem reakcji we wstep-
nym teScie ELISA sa uwazane za HIV-
negatywne, natomiast probki, w ktorych
test ELISA wyszedl pozytywnie, sa

www.naukiprzyrodnicze.ssnp.org.pl



WIRULENCJA ORAZ CYKL ZYCIOWY WIRUSA HIV. CHARAKTERYSTYKA ZESPOLU NABYTEGO
UPOSLEDZENIA ODPORNOSCI ORAZ TERAPII ANTYRETROWIRUSOWEJ

sprawdzane podwdjnie. Jesli wynik obu
testow jest dodatni, to prébka zostaje
okregélona jako powtarzalnie dodatnia 1
zostaje poddana badaniom potwierdzaja-
cym z uzyciem bardziej swoistych testow
uzupelniajacych (np. Western blot oraz
rzadziej test immunofluorescencji (IFA)).
Tylko prébki, ktére powtarzalnie daja
reakcje w tescie ELISA 1 wychodza pozy-
tywnie w IFA lub daja reakcje w We-

stern blocie, sa uwazane za HIV-
pozytywne 1 wskazuja na zakazenie tym
wirusem. U o0s6b nie zakazonych wiru-
sem HIV poziom limfocytéw CD4 we
krwi jest zwykle powyzej 400 komorek
na mikrolitr. Z kolei, u oséb zakazonych
wirusem HIV liczba komérek CD4 wyno-
si mniej niz 200 w 1 pl krwi (GEADYSZ I
WSPOLAUT., 2009).

TERAPIA ANTYRETROWIRUSOWA

Wyréznia sie kilka rodzajow le-
kow antyretrowirusowych, tj. nukleozy-
dowe inhibitory odwrotnej transkryptazy
(NRTD), nienukleozydowe inhibitory od-
wrotnej transkryptazy (NNRTI), inhibi-
tory proteazy (PI), inhibitory fuzji, inhi-
bitory koreceptora CCR5 oraz inhibitory
integrazy.

Nukleozydowe inhibitory odwrot-
nej transkryptazy to najwczesniej zasto-
sowane leki w terapii os6b zakazonych
HIV. Ich dzialanie opiera sie na hamo-
waniu aktywnosci odwrotnej transkryp-
tazy, przez co nie dopuszczaja do przepi-
sania materialu genetycznego wirusa
RNA na DNA gospodarza. W nastep-
stwie leki te uniemozliwiaja produkcje
kolejnych czasteczek wirusa, zakazaja-
cych wrazliwe komoérki organizmu.
Obecnie najczeéciej stosuje sie ziaren,
retrovir, emtriva oraz viread. W ostat-
nich latach coraz czeSciej stosuje sie po-
taczenia dwoch lub trzech lekéw antywi-
rusowych w jednej tabletce, co ulatwia
ich przyjmowanie. Nienukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkryptazy po-
siadaja odmienng budowe chemiczna niz
NRTI, jednakze ich mechanizm dziala-
nia jest podobny. Ich przykladami sa
stocrin oraz viramune.

Pojawienie sie inhibitoréw prote-
azy na przelomie 1995/1996 roku zrewo-
lucjonizowato leczenie oséb z HIV/AIDS.
Dotaczenie do dwéch NRTI (nukleozy-
dowych inhibitoréw odwrotnej tran-
skryptazy) inhibitora proteazy okazalo
sie bardziej skuteczne w obnizaniu po-

ziomu wiremii, a co za tym idzie w za-
chowaniu funkcji uktadu immunologicz-
nego oraz zmniejszeniu zachorowan
zwiazanych z zakazeniem HIV. Poczat-
kowo inhibitory proteazy wymagaly cze-
stego przyjmowania w ciagu doby, $ci-
stego przestrzegania zalecen zwiazanych
z ich wchtanianiem (potykanie ,,na pusty
zoladek” lub z positkiem). Jednakze,
p6zniejsze badania 1 do$wiadczenia kli-
niczne pokazaly, ze dodanie niewielkiej
dawki ritonawiru moze znacznie zmniej-
szy¢ liczbe przyjmowanych tabletek, a
takze pozwala na przyjmowanie ich nie-
zaleznie od positkéw. Co wiecej, dodatek
ten wzmacnia dzialanie inhibitoréw pro-
teazy. Przykladami inhibitoréw proteazy
$a, crixivan oraz norvir.

Inhibitory fuzji zapobiegaja pola-
czeniu sie wirusa z komoérka wrazliwa 1
jego wniknieciu. Sg to leki podawane w
postaci podskérnych iniekeji, ktére pa-
cjenci moga podawaé sobie sami, dwa
razy dziennie. Nie sa one stosowane na
poczatku terapii antyretrowirusowej u
0so0b, ktére nie byly wczeéniej leczone.
Leki te przeznaczone sa jedynie dla osdb,
u ktérych dotychczasowe sposoby lecze-
nia okazaly sie nieskuteczne, a takze u
ktorych trudno jest dobraé¢ wlasciwe le-
czenie z réznych wzgledow.

Wirus HIV, aby wniknaé¢ do wraz-
liwej komorki poza receptorem CD4 wy-
maga tez koreceptorow, przede wszyst-
kim CCR5 1 CXCR4. Zablokowanie
CCR5 wutrudnia wnikanie wirusa do
wrazliwych na zakazenie komoérek. W
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sierpniu 2007 roku zarejestrowano w
USA pierwszy lek z grupy blokeréw ko-
receptora CCR5, tj. celsentri (GEADYSZ 1
WSPOLAUT., 2009).

HAART (ang. highly active anti-
retroviral therapy) to terapia antyretro-
wirusowa oparta na podawaniu zakazo-
nym mieszanki co najmniej trzech lekow
przeciwretrowirusowych w okreélonej
kombinacji (dwa nukleozydowe inhibito-
ry odwrotnej transkryptazy z jednym
nienukleozydowym inhibitorem odwrot-
nej transkryptazy lub dwa nukleozydowe

inhibitory odwrotnej transkryptazy z
jednym inhibitorem proteazy). Zastoso-
wanie powyze] kombinacji pozwala na
zmniejszenie prawdopodobienstwa naby-
cia opornosci przez wirusa HIV na trzy
stosowane leki (SZCZEKLIK, 2005).

W Polsce leki antyretrowiruso-
we sa dostepne bezplatnie w Poradniach
Nabytych Niedoboréw Immunologicz-
nych. Terapia jest refundowana zaréwno
w naszym kraju jak i innych panstwach
Unii Europejskie;j.

PODSUMOWANIE

Reasumujac, wirus HIV jest wy-
jatkowo groznym patogenem, niszczacym
uklad immunologiczny zakazonej osoby.
Zdolno$¢ wirusa do unikania mechani-
zmow obronnych ukladu odpornosSciowe-
go, a takze jego liczne modyfikacje spra-
wiaja, ze walka z nim jest wyjatkowo
trudna. Pomimo tych wszystkich trudno-

§ci, opracowano szereg lekéw antyretro-
wirusowych  ograniczajacych  tempo
namnazania wirusa w organizmie. Naj-
bardziej skuteczna wydaje sie terapia
HAART, w ktérej stosuje sie mieszanke
co najmniej trzech lekéw antyretrowiru-
sowych.
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WEASCIWOSCI PROZDROWOTNE WYBRANYCH GATUNKOW GRZYBOW Z RO-
DZAJU PLEUROTUS ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM WEASCIWOSCI
PRZECIWNOWOTWOROWYCH

STRESZCZENIE

Boczniaki (Pleurotus) to grzyby
szeroko rozpowszechnione na calym
Swiecie. Sa konsumowane przez ludzi od
stuleci 1 wykazuja szereg roéznorakich
aktywnosci prozdrowotnych.

Do najwazniejszych przedstawi-
cieli rodzaju Pleurotus, cechujacych sie
wysoka aktywno$cia lecznicza, potwier-

dzona w wielu publikacjach, zaliczane
sa' Pleurotus ostreatus, Pleurotus pul-
monarius, Pleurotus nebrodensis czy
Pleurotus eryngii. Gatunki te wykazuja
wielorakie pozadane w lecznictwie wia-
Sciwosci, m.in. przeciwzapalne, antyok-
sydacyjne, antyproliferacyjne czy indu-
kujace apoptoze komoérek nowotworo-
wych. Prowadzone nad nimi badania
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uwzglednialy zaréwno ekstrakty grzy-
bowe, jak i pochodzace z nich biopolime-

ry.

Celem autoréw jest przedstawie-
nie prozdrowotnych wlasciwoséci wyzej

wymienionych grzybéw, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich aktywnosci prze-
CIWNOwWotworowej.

Stowa kluczowe:boczniak, grzyb jadalny,
nowotwor.

PRO-HEALTH PROPERTIES OF SELECTED PLEUROTUS GENUS FUNGI WITH
PARTICULAR REGARD TO ANTICANCER PROPERTIES

SUMMARY

Oyster mushrooms (Pleurotus)
are worldwide widespread fungi. They
have been consumed by people for centu-
ries. Those mushrooms are known for
their various pro-heath activities.

The most important representa-
tives of genus Pleurotus are: Pleurotus
ostreatus, Pleurotus  pulmonarius,
Pleurotus nebrodensis andPleurotus
eryngii. Those species have many prop-
erties desirable in medicine, such as:
anti-inflammatory, anti-oxidant, anti-

proliferating or apoptose-inducing. Re-
search conducted on the fungi include
both extracts and biopolimers, which
derive from the mushrooms.

The main purpose of the article is
to introduce pro-health properties of
mentioned fungi with particular regard
to their anticancer activity.

Keywords® oyster mushroom, edible
mushroom, cancer.

WSTEP

Pleurotus (pol. boczniak) - jest to
rodzaj grzybéw z rodziny boczniakowa-
tych nalezacy do grupy pasozytéw zyja-
cych na drewnie. Stowo Pleurotus po-
chodzi z greckiego - mAeupnotog (pleu-
réotos) co w dostownym przekladzie
oznacza ,ucho boczne”. Stad tez jego pol-
ska nazwa — boczniak. Nazwe ta za-
wdziecza gtéwnie swojej budowie, jako ze
posiada on, w zaleznoéci od gatunku,
roznej wielkosci kapelusz wraz z krot-
kim, czesto szerokim trzonem, przyro-
$nietym w plaszczyznie bocznej do drze-
wa lub drewna. Barwa kapelusza jest
zazwycza) specyficzna dla danego gatun-
ku. Pod kapeluszem znajduja sie blaszki,
ktére przewaznie zachodza na trzon (u

nielicznych gatunkéw trzon moze nie by¢é
pokryty blaszkami). Rodzaj ten wyste-
puje powszechnie na $wiecie, poszcze-
gélne gatunki sa bowiem spotykane
praktycznie we wszystkich szerokosciach
geograficznych ~ (GERHARDT,  2006).
Grzyby te sa saprotrofami — jest to grupa
organizméw cudzozywnych, pozyskuja-
cych energie z rozkladu zwigzkéw orga-
nicznych pochodzacych ze szczatkow
martwych organizmoéw wyzszych. Typo-
wym dla grzybow saprotroficznych spo-
sobem odzywiania sie jest trawienie ze-
wnetrzne, a nastepnie wchlanianie roz-
lozonej w ten sposdb, plynnej materii
(zjawisko to nazywane jest osmotrofi-
zmem). Boczniaki, dzieki zdolnoéci roz-
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ktadania celulozy i ligniny, powoduja
biata zgnilizne drewna. Wiekszo§¢ grzy-
bow z rodzaju Pleurotus jest jadalna, a
niektére gatunki ze wzgledu na swoje
walory smakowe 1 odzywcze sa uprawia-
ne 1 trafiaja do powszechnej sprzedazy
(np. w Polsce masowo produkowanym
grzybem jest, obok pieczarki, boczniak
ostrygowaty Pleurotus ostreatus). Po-
mimo wielu wymagan niezbednych
w produkeji towarowej, grzyby te daja
sie latwo uprawia¢ w warunkach domo-
wych. Dawniej ludzie wykorzystywali
rézne grzyby (w tym réwniez boczniaki),
przede wszystkim do zwiekszania walo-
réw smakowych potraw, poniewaz ich
susz byl bardzo aromatyczny i podkre-
§lal smak 1 zapach przyrzadzanych po-
sitkéw. Jednak drugim zastosowaniem
bylo takze tzw. etnomykologia, zajmuja-
ca sile miedzy Innymi stosowaniem
sproszkowanych suszy grzybowych w
leczeniu réznych schorzen. Uwazano
bowiem, ze grzyby maja bardzo dobre
wlasciwosci lecznicze. Badania z ostat-
nich kilku dekad potwierdzaja, ze grzyby
moga produkowaé¢ duze iloéci substancji
wplywajacych pozytywnie na zdrowie
czlowieka (PAWLIK I WSPOLAUT., 2012).
Grzyby z rodziny boczniakowatych sa
zrodlem wielu aminokwaséw egzogen-
nych, potrzebnych czlowiekowi (przykla-
dowo P. ostreatus jest zrédlem trypsyny,
histaminy, argininy, fenyloalaniny, le-
ucyny, metioniny czy waliny w latwo
przyswajalnej przez organizm postaci),
witamin z grupy B, soli mineralnych,
kwasu foliowego oraz zwigzkéw wykazu-
jacych  dzialanie  antynowotworowe
(KALBARCZYK I WSPOLAUT., 2009).

Badania prowadzone w réznych
oérodkach badawczych na kilku gatun-
kach z rodziny boczniakowatych, tj. P.
ostreatus, P. eryngii, P. nebrodensis, P.
pulmonarius wykazaly, ze wytwarzaja
one stosunkowo duze iloéci (w przelicze-
niu na sucha mase) polisacharydéw o
charakterze przeciwnowotworowym oraz
immunostymulacyjnym (np. lentinan,
czy inne B-D glukanany), zwiazkéw an-
tyoksydacyjnych, obnizajacych poziom
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cholesterolu 1 ogélnie pozytywnie pobu-
dzajacych organizm czlowieka. Wyzej
wymienione gatunki z rodzaju Pleurotus
oraz ich wlaéciwosci prozdrowotne sa
gléwnym przedmiotem tej pracy (BO-
BEK, 1998).

Pleurotus ostreatus (pol. boczniak
ostrygowaty) to  gatunek  grzyba
nadrzewnego (porastajacego drzewa li-
ciaste oraz martwe drewno), powszech-
nie wystepujacego, rosnacego w kepach
(czesto osobniki wyrastaja jeden na dru-
gim). Stad tez jego nazwa — skupiska
tego grzyba wygladem przypominaja
lawice ostryg. Posiadaja duze kapelusze
(moga osiagaé wielkos¢ nawet do 30 cm)
ksztaltu wachlarzowatego lub lejkowa-
tego 1 grzybnie o kolorze brazowym lub
siwo-brazowym. Gatunek ten charakte-
ryzuje sie duza odpornoscia na mroz.
Grzyb ten jest jadalny. Ma kwaskowy
smak i bardzo przyjemny zapach (GER-
HARDT, 2006). Grzybnia zawiera duzo
substancji odzywczych, tj.: kwas foliowy,
latwo przyswajalne bialka i aminokwa-
sy, witaminy 1 sole mineralne, a przede
wszystkim zwigzki przeciwnowotworo-
we, jak roéwniez zmniejszajace poziom
cholesterolu we krwi (MATTILA, 2001;
LAYI I WSPOLAUT., 2006).

Pleurotus nebrodensis (brak pol-
skiej nazwy) jest gatunkiem wystepuja-
cym w Chinach, péinocnej Europie oraz
centralnej Azji. Jego budowa rbzni sie
nieco od opisanego powyze] P. ostreatus.
Posiada on wysoki i szeroki trzon o ja-
snym zabarwieniu, z ktérego wyrasta
kapelusz barwy jasno lub ciemnobrazo-
wej. Gatunek ten jest bardzo dobrym
zroédtem btonnika oraz skladnikéw od-
zywezych. Badania prowadzone na tym
gatunku wykazuja, ze wytwarza on wiele
substancji biologicznie czynnych, cha-
rakteryzujacych sie dzialaniem terapeu-
tycznym, takimi jak modulacja systemu
immunologicznego czy hamowanie proli-
feracji komérek nowotworowych (MOORE
I WSPOLAUT., 2011).
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Pleurotus  pulmonarius  (pol.
boczniak tyzkowaty), podobnie jak P
ostreatus, porasta drzewa (gtéwnie buki
i deby). Wystepuje najczeéciej w Amery-
ce PéInocnej. Posiada on niewielki kape-
lusz (osiagajacy wielkoéé od 5 do 12 cm)
o jasnej barwie, najczesciej bladobrazo-
wej, oraz wyrazny trzon, ktérym przyra-
sta do drzewa. Zapach wydzielany przez
grzyba jest niewyrazny 1 przypomina
anyz, za$ jego smak jest lekko slodkawy.
Jest to gatunek uprawiany réwnie po-
wszechnie jak P. ostreatus, szczegdlnie w
Europie, Ameryce Pé6tnocnej oraz Nowej
Zelandii. Oba te grzyby sa uprawiane
podobny sposéb 1 powszechne w sprzeda-
zy. Niektore badania naukowe sugeruja,
ze gatunek ten moze mieé szerokie za-
stosowanie lecznicze (BAGIO I WSPOL-
AUT., 2010).

Pleurotus erygii (pol. boczniak
mikolajkowy) wygladem przypomina
wczeéniej opisanego P. nebrodensis; po-
siada dlugi, gruby, miesisty trzon oraz
maty kapelusz, lekko lejkowaty, o barwie
brazowej. Jest to gatunek jadalny 1 bar-
dzo smaczny (MOORE I WSPOLAUT.,
2011). Wystepuje w strefie érédziemno-
morskiej w Europie, na Bliskim Wscho-
dzie, Potudniowej Afryce, a takze w wie-
lu czesciach Azji. W przeciwienstwie do
innych gatunkéw z rodzaju Pleurotus,
ktére powoduja rozklad drewna, grzyb
ten jest stabym pasozytem korzeni roslin
zielonych, jednakze obserwuje sie réw-
niez jego wzrost na réznego rodzaju od-
padach organicznych (ZERVAKIS 1
WSPOLAUT., 2001).

PLEUROTUS OSTREATUS

Pleurotus ostreatus (Boczniak
ostrygowaty) jest powszechnie wystepu-
jacym, jadalnym grzybem. Na przestrze-
ni lat zostal on doéé dobrze poznany, a
duza liczba badan potwierdzila jego ko-
rzystny wplyw na organizm czlowieka
(WASSER, 2002). Grzyb ten cieszy sie
duzym uznaniem wéréd naukowcoéw
dzieki jego szczegbélnym wlasciwoSciom,
wérod ktorych wyréznié nalezy dzialanie
przeciwzapalne, przeciwnowotworowe
oraz immunomodulacyjne (JEDINAK I
WSPOLAUT., 2011). Zanotowano, ze wod-
ny ekstrakt z owocnika i grzybni odgry-
wa znaczaca, role w zwiekszeniu produk-
cji reaktywnych form tlenu (ROS) przez
neutrofile oraz wplywa stymulujaco na
komérki immunokompetentne (SHAMT-
SYAN I WSPOLAUT., 2004).

Badania naukowcow z Indianapo-
lis (2011) wykazaly duza aktywno$é
wodnego koncentratu boczniaka na ha-
mowanie wytwarzania cytokin prozapal-
nych. Badania in vitro przeprowadzone
na mysich makrofagach (RAW264.7)
indukowanych lipopolisacharydem

(sktadnikiem $ciany komérkowej bakte-
rii gram-ujemnych) wykazaly znaczace
zmniejszenie wydzielania cytokin proza-
palnych takich jak TNF-a (ang. Tumor
Necrosis Factor, czynnik martwicy gu-
za), interleukiny-6 (IL-6) oraz interleu-
kiny-12 (IL-12). Dodatkowo przeprowa-
dzono badania na myszach, gdzie takze
zaobserwowano pozytywne dzialanie
koncentratu grzybowego. Zanotowano
réwniez brak cytotoksycznoséci koncen-
tratu grzybowego wzgledem makrofagéow
(JEDINAK I WSPOLAUT., 2011).

Boczniak ostrygowaty posiada
réwniez silne wiadciwoséci antyoksyda-
cyjne. Badania Alama 1 wspélpracowni-
kéw (2010) wykazaly, iz zaréwno eks-
trakt wodny, jak i1 ekstrakt acetonowy
przygotowane z owocnika P. ostreatus w
znaczacym stopniu wplynal na efektyw-
no$¢ zmiatania wolnych rodnikéw mie-
rzona metoda DPPH. Wzrost calkowite]
zdolnoéci antyoksydacyjnej notuje sie
wraz ze wzrostem stezenia ekstraktu
(ALAM T WSPORAUT., 2008). Natomiast
badania zespolu Jayakumara (2011) wy-
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kazaly pozytywny wplyw etanolowych
ekstraktow  grzybowych na inhibicje
procesu peroksydacji lipidowej (LPO)
(JAYAKUMAR I WSPOLAUT., 2011).

W kontekscie aktywnosci prze-
ciwnowotworowej grzyby z gatunku
boczniak ostygowaty ciesza sie duzym
zainteresowaniem wéroéd badaczy dajac
pozytywne wyniki w testach in wvitro.
Szczegblnie wazna role odgrywaja poli-
sacharydy (SILVA I WSPOLAUT., 2011).
Silva (2011) w swoich badaniach wyka-
zala znaczacy wplyw zewnatrzkomorko-
wych 1 wewnatrzkomoérkowych polisa-
charydéw na wzrost komérek nowotworu
jelita grubego oraz raka endometrium.
W stezeniu 200 pg/ml zahamowanie
wzrostu linii komérkowej RL95 wynosito
ok. 55% (SILVA I WSPOEAUT., 2011).
Wodny ekstrakt zawierajacy polisacha-
ryd grzybowy POPS-1 wykazal aktyw-
no$¢ antyproliferacyjna i proapoptotycz-
na dla komérek raka szyjki macicy (He-
La) oraz duza skuteczno$é dzialania
wraz z 5-fluorouracylem (PATEL I
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WSPOLAUT., 2012). Pozytywny wplyw
Pleurotus ostreatus na regres wzrostu
komérek nowotworowych wykazano w
przypadku badan nad miesakiem. Wyni-
ki pokazaly, ze proteoglikany z grzybni
boczniaka maja dziatanie antyprolifera-
cyjne na linie Sarcoma-180 (SARANGI I
WSPOLAUT., 2006). Interesujacej analizy
dokonali naukowcy z Tajwanu. Zbadali
oni wplyw biatek wyizolowanych z Pleu-
rotus ostreatus na dwie linie komérkowe
(SW480 i THP-1). Wykazali oni w teécie
MTT, ze biatkowy ekstrakt o stezeniu 10
mg/ml powoduje 60% spadek zywotnosci
komérek nowotworowych. Wykazali
réowniez uszkodzenia w DNA komorek
nieprawidlowych, co pozwolilo potwier-
dzi¢ wlaéciwosci proapoptotyczne (WU I
WSPOLAUT., 2011).

Przeprowadzone na przestrzeni
lat badania pozwalaja postawié teze, ze
boczniak ostrygowaty moze byé wyko-
rzystany do produkcji lekéw przeciw za-
palnych oraz w terapiach przeciwnowo-
tworowych.

PLEUROTUS PULMONARIUS

Pleurotus pulmonarius (boczniak
lyzkowaty) jest jadalnym grzybem wy-
stepujacym w Ameryce Pélnocnej (TRU-
DELL I WSPOEAUT., 2009). Szereg badan
prowadzonych w réznych osrodkach ba-
dawczych na calym éwiecie wskazuje na
potencjalne zastosowanie tego grzyba
oraz zwiazkéw z niego pochodzacych w
réznych galeziach medycyny (AKANNI I
WSPOLAUT., 2010). Udokumentowane
wyniki wskazuja m.in. na inhibicje od-
wrotnej transkryptazy HIV-1 przez wod-
ny ekstrakt z Pleurotus pulmonarius,
silne dzialanie przeciwhiperglikemiczne
w polaczeniu z glibenklamidem (u myszy
samo doustne podanie ekstraktu obniza-
o poziom cukru we krwi) czy obnizenie
odpowiedzi przy ostrym i przewleklym
zapaleniu (PATEL I WSPOEAUT., 2012).

Grzyby tego gatunku wykazuja
silna aktywno$§¢ przeciwnowotworowa.
W ich owocnikach istnieje niespodziewa-
nie wysoka ilo§¢ frakecji zwiazkéw o po-
zadanych wlasciwosciach,. 16 polisacha-
rydéw wystepujacych w tym grzybie ce-
chuje sie réznym poziomem aktywnos$ci
przeciwnowotworowej (m.in. ksyloglu-
kan, mannogalaktoglukan, mannogalak-
tan, glukoksylan). Najsilniejsza aktyw-
noScigq przeciwnowotworowa z frakeji
rozpuszczalnych w wodzie cechuja sie
bialka Fio-a (zawierajace ksyloglukan),
FA-2 (zawierajace mannogalaktan), na-
tomiast z frakecji nierozpuszczalnych
bialka FII-1 (zawierajace ksylan), FIII-
la (zawierajace glukoksylan), FIII-2a
(zawierajace  ksyloglukan) (WASSER,
2002).
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Rézne badania potwierdzily anty-
oksydacyjne oraz antynowotworowe wia-
sciwoséci P. pulmonarius (JOSE 1 WSPOL-
AUT., 2002; AJITH I WSPOLAUT., 2007).
Badania zespolu Jose (2002) wykazaly,
ze metanolowy ekstrakt z boczniaka tyz-
kowatego cechowat sie istotng zdolnoScia
do zmiatania rodnikéw hydroksylowych
oraz hamowania aktywno$ci peroksyda-
cji lipidéw (aktywnoéé antyoksydacyjna).
Dodatkowo wykazali oni, ze ekstrakt ten
powodowal cofniecie sie litego guza (250,
500, i 1000 mg/kg masy ciala) oraz
zmniejszenie obrzeku zapalnego wywo-
tanego karageninag i formaling w steze-
niu od 500 do 1000 mg/kg masy ciala
(JOSE I WSPOLAUT., 2002).

Pleurotus pulmonarius wykazuje
pozytywna aktywnosé¢ w walce z rakiem
watroby oraz z biataczka. Badania zespo-
lu Xu (2012) nad biatkami wyizolowa-
nymi z tego boczniaka, wniosly nowa
wiedze na temat mechanizmu hamowa-
nia kancerogenezy nowotworu watroby.
Badania przeprowadzili oni na dwoch
liniach komoérkowych pochodzacych z
watroby: Huh7 oraz Hep3B i po raz
pierwszy wykazali, ze ekstrakt z bocz-
niaka lyzkowego inaktywowal szlak
PISK/AKT poprzez hamowanie ekspresji

czynnika VEGF (ang. Vascular Endothe-
lial Growth Factor, czynnik wzrostu
érédblonka naczyniowego), zaréwno w
warunkach 1n vitro, jak réwniez in vivo
(myszy), powodujac supresje rozwoju
komérek ludzkiego raka watroby (XU I
WSPOLAUT., 2012). Badacze z Nigerii z
kolei przeprowadzili badania aktywnos$ci
przeciwbiataczkowej wodnego ekstraktu
z boczniaka tyzkowatego na szczurach, u
ktérych zaindukowali powstanie bia-
taczki (dodawano co 2 dni przez 3 tygo-
dnie 0,2 ml roztworu benzenu). Roztwoér
grzybowy podawali oni szczurom przed,
w trakcie 1 po indukcji wymienionej cho-
roby (0,2 ml doustnie roztworu o steze-
niu 20 mg/ml). Metabolity grzybowe ba-
dane przez afrykanski zespél wykazywa-
ly terapeutyczny potencjal oraz zdolnosé
do tlumienia biataczki u zwierzat po
podaniu doustnym w réznych grupach
doéwiadczalnych. Bioaktywne zwigzki z
boczniaka ujawnily gleboka aktywnoséé
immunoterapeutyczng w  wyclszaniu
bialaczek (OLUFEMI I WSPOLAUT., 2012).
Wyniki réznych badaczy sugeruja moz-
liwo$¢ wykorzystania boczniaka tyzko-
watego jako potencjalnego leku przeciw-
nowotworowego, antyoksydacyjnego 1
przeciwzapalnego.

PLEUROTUS NEBRODENSIS

Pleurotus nebrodensis, grzyb wy-
stepujacy w Chinach, Srodkowej Azji 1
Potudniowej Europie, badany byl glow-
nie przez naukowcéw z Chin 1 Japonii.
Wykazano obecno$é réznych zwigzkow
majacych pozytywne dzialanie na ludzki
organizm. Do najwazniejszych z nich
naleza nebrodeolizyna (hemolizyna) i
polisacharyd PN50G  (MIYAZAWA 1
WSPOLAUT., 2008; LV I WSPOLAUT., 2009;
RUPACHANDRA I WSPOLAUT., 2014).

Nebrodeolizyna to monomeryczne
biatko o masie okolo 27 kDa. Wykazano,
1z czasteczka ta posiada wilasciwosci he-
molityczne wobec krdliczych erytrocy-

tow. Powoduje takze wyplyw jonéw pota-
su z czerwonych krwinek. Ponadto ba-
dania wykazaly, ze biatko to posiada
aktywno$¢ przeciwwirusowa anty-HIV-1
(LV I WSPOLAUT., 2009). Nebrodeolizyna
okazata sie takze czynnikiem antynowo-
tworowym. Wykazano, ze bialko to po-
siada zdolno$¢ indukcji apoptozy w ko-
moérkach linii HeLa (komérki raka szyjki
macicy) i L929 (fibroblasty mysie) (LV I
WSPORAUT., 2009; RUPACHANDRA I
WSPOLAUT., 2014). Badania ujawnily
takze silne wladciwoséci cytotoksyczne tej
hemolizyny wobec komérek linii: Lu-04
(komérki raka pluca), Bre-04 (komérki
raka piersi), HepG2 (komérki raka wa-
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troby), 1929 oraz HeLa (LvV I WSPOLAUT.,
2009).

Kolejng czasteczka warta uwagi
pochodzaca z P. nebrodensis jest polisa-
charyd PN50G. Badania wykazaly nie-
toksyczno$é tej substancji dla komoérek
prawidlowych (WANG 1 WSPOLAUT.,
2014). Kolejne eksperymenty wykonano
pod wzgledem wlaSciwos$ci antynowo-
tworowych tego biopolimeru. Badano
wplyw jego wodnego roztworu na ko-
morki raka ptuca linii A549. Wykazano,
iz polisacharyd ma dziatanie cytotok-
syczne wzgledem komoérek nowotworo-
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wych, hamuje ich proliferacje, powoduje
powstanie uszkodzen w DNA oraz indu-
kuje apoptoze (poprzez szlak kaspaz 3 i
9). Waznym jest, iz PN50G nie wykazuje
takich wtasciwoséci wzgledem komorek
prawidlowych (linia MRC-5 — plodowe
komérki ptuca) (CUI I WSPOLAUT., 2014).

Badania nad substancjami po-
chodzacymi z P. nebrodensis sa stosun-
kowe nowe, jednakze wyniki sa bardzo
obiecujace. Ekstrakty tego grzyba lub
biopolimery z niego pochodzace moga
stanowi¢ na skuteczny lek w walce z no-
wotworami.

PLEUROTUS ERYNGIT

Boczniak mikolajkowy (Pleurotus
eryngil), grzyb powszechny szczegélnie w
Chinach, posiada calg game substancji o
pozytywnym wplywie na ludzki orga-
nizm. Naleza do nich enzymy, polisacha-
rydy, czy inne biopolimery, jak np. gli-
kosfingolipidy czy kompleksy typu poli-
sacharyd-bialko lub polisacharyd-
peptyd. Sam ekstrakt grzybowy réwniez
wykazuje wlasciwoéci prozdrowotne (JE-
ONG I WSPOLAUT., 2008; JEDINAK I
WSPOLAUT., 2011; DENG I WSPOLAUT.,
2012; IKE I WSPORLAUT., 2012). Grzyb ten
wykazuje wlasciwosci immunomodula-
cyjne. Glikosfingolipid z niego wyizolo-
wany indukuje wydzielanie IFN-y (inter-
feron gamma) i hamuje sekrecje IL-4
(interleukina 4) przez limfocyty T. Wla-
Sciwoscl te sg szczegblne wazne w modu-
lacji stanu zapalnego, znaczace sa jed-
nak rowniez przy modulacji odpowiedzi
immunologicznej podczas infekcji czy
rozwoju nowotworéw (JEDINAK I WSPOL-
AUT., 2011). Badania nad polisachary-
dem PEPS wykazaly jego zdolno§é obni-
zania cholesterolu (DENG I WSPOLAUT.,
2012). Ekstrakt P. eryngii wywoluje
liczne pozytywne efekty na organizm.
Tak jak substancje z niego pochodzace,

podwyzsza poziom IFN-y i1 obniza IL-4.
Dziala takze 1immunostymulacyjnie,
podwyzszajac poziom przeciwcial IgGl,
dzieki czemu stosowany moze by$ jako
adiuwant w szczepionkach. Badania wy-
kazaly takze jego wlasciwosci antyaler-
giczne i immunosupresyjne (LINDEQUIST
I WSPOEAUT., 2005).

Liczne badania ujawnily takze
dziatanie antynowotworowe samego
grzyba, jak 1 substancji z niego izolowa-
nych. Ekstrakt z boczniaka mikotajko-
wego stymuluje komoérki do produkcji
TNF-a (czynnik martwicy nowotworu),
co moze zahamowacé rozwdj guza, a na-
wet spowodowaé jego regresje (JEDINAK I
WSPOLAUT., 2011). Wykazano takze, iz
ekstrakt indukuje produkcje limfocytow
pomocniczych Thl (IKE I WSPOLAUT.,
2012). Dzialanie przeciwnowotworowe
wykazuje takze wspomniany juz gli-
kosfingolipid.  Szczegdblnie obiecujaco
predysponuje jednak polisacharyd PEPS,
ktory wykazuje silne dzialanie antyok-
sydacyjne i antyproliferacyjne (DENG I
WSPOLAUT., 2012; LI T WSPOLAUT., 2012;
ZHANG I WSPOLAUT., 2014).
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PODSUMOWANIE

Szereg publikacji dowodzacych
aktywnosci leczniczych grzybow z rodzi-
ny Pleurotus, takich jak: immunomodu-
lacyjne, przeciwzapalne, przeciwnowo-
tworowe, antyhiperglikemiczne, wskazu-
ja na potencjalne zastosowanie tych
grzybow w medycynie. Grzyby te wyko-
rzystywane sa w kuchniach catego §wia-
ta jako przyprawa, czy tez dodatek do
positkéw poprawiajacy smak i zapach.
Okazuje sie jednak, iz maja one ogromny
potencjat leczniczy. Oprocz wykorzysty-
wania kulinarnego moga one poméc w
zwalczaniu najgrozniejszych choréb, w
tym choréb nowotworowych. W najbliz-

szej przyszlo$ci moga przyczynié¢ sie do
rozwoju tzw. zywno$ci funkcjonalnej,
czyli takiej, ktéra oprocz swych waloréw
organoleptycznych, posiada takze dodat-
kowe wlasciwosci, na przyklad lecznicze.
Dzieki temu drogie 1 szkodliwe dla zdro-
wia terapie mogly by zostaé zastapione
przez odpowiednio przygotowany posi-
lek. Teze te zdaje sie potwierdza¢ mniej-
sza zachorowalno§é na choroby cywiliza-
cyjne w krajach Azji, gdzie powszechna
jest medycyna ludowa 1 gdzie spozywa
sie gléwnie potrawy przygotowane z na-
turalnych skladnikow, a w szczegdlnosci
grzybow.
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