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b) oméwienie celu naukowego w/w pracy i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Rzepak (Brassica napus L.), nalezacy do rodziny Brassicaceae, jest jedng z najpowszechniej
uprawianych roélin na Swiecie, zajmujac za sojg drugie miejsce, wsrdod roslin oleistych. Zaréwno
w Europie jak i w Polsce dominuje uprawa rzepaku ozimego, ktéry nalezy zarazem do najwazniejszych
rodlin oleisto-biatkowych w naszym kraju. Nalezy podkresli¢, ze Polska jest jednym z najwiekszych
w Europie producentéw, przetwdércdw i eksporteréw rzepaku. Rzepak jest wykorzystywany
w przemysle w wielu kierunkach. Nasiona rzepaku sg wykorzystywane do produkcji oleju rzepakowego,
a pozostate w przerobie nasion makuchy i sruty poekstrakcyjne, stanowig cenng pasze biatkowa dla
zwierzat gospodarskich. W ostatnich latach olej rzepakowy jest réwniez wykorzystywany jako surowiec
do produkcji biokomponentu dodawanego do oleju napedowego.

Wazna rola rzepaku w gospodarce, zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie, wigze sie z dgzeniem
hodowcéw do uzyskania wysokich, odpowiedniej jakosci plondw. Duzy problem w uprawie tej rosliny
stanowig choroby powodowane przez grzyby patogeniczne, ktére mogg znaczgco ten plon obnizyg,
niekiedy nawet o kilkanascie do kilkudziesieciu procent. Dlatego bardzo istotna jest ochrona rzepaku
przed patogenami. Zgodnie z aktualnymi trendami dazy sie do wykorzystania integrowanej ochrony,
taczacej monitoring patogendw i elementy agrotechniki z metodami chemicznymi i niechemicznymi.
Poniewaz integrowana ochrona roslin przedkfada metody niechemiczne nad chemicznymi, szczegélnie
istotne wydaje sie prowadzenie badan w kierunku poszukiwania i testowania biologicznych $rodkéw
ochrony. Ochrona biologiczna stanowi jeden z wazniejszych elementéw integrowanej ochrony roslin,
jako metoda niechemiczna, a wsrdd biopestycyddw znaczgce miejsce zajmujg Srodki wykorzystujgce
mikroorganizmy. Wcigz jednak dla szeroko rozumianego rolnictwa jest to niewystarczajgca oferta,
dlatego prowadzone sg intensywne badania nad poszukiwaniem nowych drobnoustrojow, tworzeniem
nowych formulacji i efektywniejszych sposobéw aplikacji. Wiekszo$¢ badan dotyczy mikroorganizmow
pochodzgcych ze srodowiska naturalnego, jak gleba czy materiat roslinny. Wiele bakterii z tej grupy
wykazuje silny antagonizm wobec patogendéw, a jednoczesnie moze korzystnie wptywac na wzrost
roslin, dlatego okresla sie je jako PGPB — z ang. Plant Growth Promoting Bacteria, a w odniesieniu do
bakterii zwigzanych ze strefg korzeniowg - PGPR — z ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria.
Znaczacg role przypisuje sie rowniez niektérym grzybom, np. z rodzaju Trichoderma.

Warto rowniez podkresli¢, ze w uprawach rzepaku stosowanie biologicznych srodkéw ochrony
jest ograniczone. Obecnie od 2015 roku zarejestrowany jest tylko jeden preparat do ochrony rzepaku
przed zgnilizng twardzikowg, Contans WG, zawierajacy pasozytniczny grzyb Coniothyrium minitans.

W niniejszej pracy przedstawiono mozliwos¢ wykorzystania bakterii fermentacji mlekowej
i propionowej jako elementu ochrony rzepaku ozimego przed patogenicznymi grzybami. Pomimo, iz

bakterie te sg znane z ich potencjatu przeciwdrobnoustrojowego, w tym skierowanego wobec
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patogenicznych grzybéw, niewiele jest danych literaturowych wskazujgcych na ich wykorzystanie jako
czynnikéw biologicznej ochrony roslin. Podkresla sie przede wszystkim ich role w przemysle
spozywczym. Niewatpliwg zaletg badanych bakterii jest ich bezpieczenstwo dla ludzi i zwierzat.
Zaréwno bakterie fermentacji mlekowej, w skrécie LAB (z ang. - lactic acid bacteria), jak i fermentacji
propionowej— PAB (z ang. - propionic acid bacteria) sg uwazane za bezpieczne i posiadajg status GRAS
(zang. Generally Recognized as Safe — uznany za bezpieczny) ustanowiony przez amerykarskg Komisje
ds. Zywnosci i Lekéw (FDA). Ponadto wigkszo$¢ gatunkéw bakterii fermentacji mlekowej oraz dwa
gatunki nalezace do Propionibacterium, tj. P. freudenreichii oraz P. acidipropionici posiadajg status QPS
(z ang. Qualified Presumption of Safety — zakwalifikowany jako bezpieczny) ustalony przez Europejski
Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnoéci EFSA (FDA 2010; EFSA 2013).

Biorgc pod uwage powyzszg argumentacje, gtéwnym celem prezentowanej pracy byto
okreslenie mozliwosci wykorzystania wybranych szczepow bakterii z rodzajow Lactobacillus [L.
plantarum (Orla-Jensen) Bergey et al.] i Propionibacterium [P. freudenreichii ssp. shermanii (van Niel)
Holdeman & Moore] jako czynnikéw wspomagajacych ochrone rzepaku ozimego przed wazniejszymi
chorobami. Realizacja zatozonego celu opierafa sie na przeprowadzeniu dos$wiadczen obejmujgcych:

e Ocene fungistatycznego oddziatywania Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii P4
i Lactobacillus plantarum L2 wobec najwazniejszych patogendéw rzepaku w warunkach
laboratoryjnych.

e Ocene skutecznosci bakterii P. freudenreichii ssp. shermanii P4 i L. plantarum L2 w hamowaniu
rozwoju wazniejszych choréb rzepaku w warunkach szklarniowych.

e Ocene skutecznosci bakterii P. freudenreichii ssp. shermanii P4 i L. plantarum L2 w hamowaniu
rozwoju wazniejszych chordb rzepaku w warunkach polowych.

e Okreslenie wptywu zastosowanych bakterii na procesy biochemiczno-fizjologiczne w roslinach na
podstawie wybranych parametréw.

Podsumowujac, zakres badan podjetych w prezentowanej pracy miat na celu weryfikacje
nastepujacych hipotez badawczych:

1. Wybrane bakterie z rodzajéw Lactobacillus i Propionibacterium mogg efektywnie hamowac rozwodj

grzybdéw patogenicznych dla rzepaku.
2. Hodowle i supernatanty z hodowli wybranych bakterii z rodzajéw Lactobacillus i Propionibacterium
mogg skutecznie hamowa¢ rozwdj choréb rzepaku powodowanych przez patogeniczne grzyby w
warunkach szklarniowych i polowych.
3. Hodowle i supernatanty z hodowli wybranych bakterii z rodzajéw Lactobacillus i Propionibacterium

moga wptywaé pozytywnie na rosliny poprzez uruchomienie proceséw obronnych rzepaku.



W doswiadczeniach wykorzystano szczep kolekcyjny P. freudenreichii ssp. shermanii P4 oraz
szczep L. plantarum L2, wyizolowany z fermentowanego materiatu roslinnego i zidentyfikowany na
podstawie sekwencjonowania fragmentu genu 16sRNA oraz przyréwnania do sekwencji dostepnych
w bazie NCBI. W pierwszym etapie doswiadczert potwierdzono szeroki zakres ich aktywnosci
fungistatycznej wobec grzybéw patogenicznych dla rzepaku, nalezgcych do rodzajéw Alternaria,
Botrytis, Plenodomus, Sclerotinia i Verticillium. Na stopien zahamowania wzrostu poszczegélnych
izolatéw grzybow wptywaty: gatunek i szczep bakterii oraz forma ich stosowania. Zwykle silniejsze
oddziatywanie wykazywatly bakterie fermentacji propionowej niz mlekowej. Silniejsze oddziatywanie
wykazaty hodowle z zywymi komérkami bakterii niz supernatanty, co moze by¢ zwigzane z faktem, ze
w przypadku hodowli w trakcie dosSwiadczenia komérki dalej mogty wytwarza¢ metabolity, podczas
gdy w przypadku supernatantéw nie byto takiej mozliwosci.

Badania, okreslajace skuteczno$¢ hamowania rozwoju wazniejszych chordéb rzepaku przez
hodowle i supernatanty z hodowli bakterii fermentacji mlekowej i propionowej w réznych
kombinacjach, obejmowaty doswiadczenia szklarniowe i trzy sezony doswiadcze polowych. Jako
$rodki poréwnawcze (standardowe), wykorzystano biofungicyd Polyversum WP oraz fungicyd Horizon
250 EW.:

W doswiadczeniach szklarniowych, prowadzonych w latach 2010-2011, oceniano wptyw
bakterii P. freudenreichii ssp. shermanii P4 oraz L. plantarum L2 na ograniczanie wystepowania: suche;j
zgnilizny kapustnych (P. lingam), czerni krzyzowych (A. brassicae) i szarej plesni (B. cinerea) na rzepaku
ozimym (w eksperymentach wykonano sztuczng inokulacje roélin poprzez nanoszenie grzybéw na
liscie). Okresdlano takze kondycje roélin, mierzono wskaznik zielonosci lici i oceniano fitotoksyczno$é
badanych bakterii, supernatantéw i srodkéw porédwnawczych. Wykazano, ze w warunkach
szklarniowych hodowle i supernatanty nie zawierajgce bakterii P. freudenreichii ssp. shermanii P4 oraz
L. plantarum L2 ograniczaty rozwdj suchej zgnilizny kapustnych, szarej plesni i czerni krzyzowych, co
wyrazato sig gtdwnie obnizeniem procentu porazonej powierzchni lisci. Obserwowano takze niewielka
poprawe kondycji roslin, szczegélnie w obiektach, w ktérych widoczna byta réwniez najwyzsza
skuteczno$¢ ograniczenia choréb. W przypadku zielonosci roélin, zauwazalna byta tylko pewna
tendencja do poprawy tego parametru.

Doswiadczenia polowe prowadzono w trzech sezonach, w latach 2011 — 2014 w Winnej Gérze.
W kazdym sezonie opryskiwanie roélin rzepaku wykonywano w dwdéch terminach: T1 - wiosng po
ruszeniu wegetacji w fazie wzrostu pedu gtéwnego BBCH 32-34 oraz T2 - wiosng w fazie kwitnienia
BBCH 65. W doswiadczeniach zastosowano kilka wariantéw opryskiwania, w tym hodowle bakterii L.
plantarum L2 i P. freudenreichii ssp. shermanii P4, supernatanty z hodowli tych bakterii, mieszaniny
supernatantéw ze S$rodkiem chemicznym oraz biologiczny preparat Polyversum WP. Hodowle

i supernatanty z hodowli bakterii zastosowano dwukrotnie, poniewaz wczeéniejsze do$wiadczenia
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(dane nie publikowane) wykazaty, ze jednokrotne stosowanie daje niepowtarzalne wyniki, przez co
trudno byto wyciggnaé jednoznaczne wnioski na temat ich skutecznosci, szczegélnie w odniesieniu do
niektdrych chorob jak zgnilizna twardzikowa czy wptywu na plon nasion. Dodatkowo, w obu terminach
zastosowano 5 - krotnie wiekszg dawke mieszaniny supernatantéw (30 I/ha) przede wszystkim w celu
sprawdzenia czy metabolity bakterii moga spowodowal dziatanie fitotoksyczne, a takze, czy
kilkakrotnie wyzsza dawka moze wykazaé wyzszg skuteczno$¢ ochrony roélin przed chorobami. Srodki
poréwnawcze, Horizon 250 EW i Polyversum WP zastosowano w postaci jednorazowych opryskiwar.
W pracach réznych autoréw stosuje sie nieco odmienne podejscie do srodkéw biologicznych
i chemicznych w badaniach poréwnawczych, co wynika z faktu, ze czynniki biologiczne czesto dziataja
wolniej i mniej skutecznie. Zastosowane $rodki ochrony, zaréwno pochodzenia biologicznego, jak
i fungicyd, w wiekszosci przypadkéw, hamowaty rozwdj choréb. W poszczegdlnych sezonach
obserwowano zréznicowane nasilenie wystepowania choréb na rzepaku ozimym, co byto zwigzane
z panujgcymi warunkami atmosferycznymi. Najczesciej wystepowaty: czerii krzyzowych, zgnilizna
twardzikowa i szara plesi. W niektérych sezonach wystepowaty réwniez: biata plamisto$¢ lidci
i maczniak prawdziwy. Stosowane $rodki w najwiekszym stopniu ograniczaty wystepowanie czerni
krzyzowych i zgnilizny twardzikowej. Z reguty najsilniejsze hamowanie rozwoju choréb wystepowato
w obiektach traktowanych fungicydem Horizon 250 EW, aczkolwiek dobre rezultaty odnotowano takze
w przypadku potgczenia mieszaniny supernatantéw z hodowli obydwu gatunkéw bakterii z fungicydem
Horizon 250 EW przy jednoczesnym zmniejszeniu ilosci srodka chemicznego. Natomiast stosowanie
najwyzszej dawki mieszaniny supernatantéw (30 I/ha), tylko sporadycznie wptywato lepiej na
hamowanie rozwoju choréb niz stosowanie nizszych dawek hodowli i supernatantéw badanych
bakterii. Nie stwierdzono jednoczesnie fitotoksycznego oddziatywania stosowanych $rodkéw ani
wiekszego wptywu na MTN, a takze na zawarto$¢ biatka i oleju w nasionach rzepaku. Odnotowano
natomiast réznice w wysokosci plonu pomiedzy poszczegdlnymi latami badari oraz obiektami
badawczymi.

Ze wzgledu na niewielka liczbe publikacji dotyczgcych zastosowania bakterii fermentacji
mlekowej i propionowej w ochronie roslin, w pracy podjeto rowniez probe okreslenia wptywu tych
mikroorganizméw i ich supernatantéw na poziom wybranych metabolitéw wtérnych w lisciach
rzepaku. Oznaczenia obejmowaty okreslenie ogdlnej zawartosci zwigzkdw fenolowych, zawartosci
flawonoidow: naringeniny i genisteiny oraz aktywnosci B-glukozydazy.

Zwigzki fenolowe stanowig zréznicowang grupe metabolitéw wtérnych roslin, wystepujgcych
we wszystkich czesciach roélin i uznanych za najbardziej rozpowszechniong grupg metabolitow
rodlinnych. Sa niezbedne dla wzrostu i rozmnazania roslin. Niektére z nich sg wytwarzane
konstytutywnie, podczas gdy inne sg indukowane w odpowiedzi obronnej roslin na czynniki stresowe

jak obecno$¢ patogendw. Zwigzki polifenolowe nie sg konieczne do funkcjonowania metabolizmu
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podstawowego roslin, ale uwaza sie, 7e sg istotne dla przetrwania roélin w $rodowisku i moga petni¢
funkcje zwigzkéw ochronnych (przed roslinozercami, patogenami, bakteriami, wirusami), wykazywac
dziatanie sygnalizacyjne (przywabianie owadow), a takze chroni¢ rosline przed promieniowaniem
ultrafioletowym. W prezentowanej pracy zawartos¢ wybranych metabolitéw wtérnych oznaczano
w okreslonych odstepach czasowych po wykonaniu na roslinach opryskiwania z wykorzystaniem
srodkéw pochodzenia biologicznego i chemicznego. Zawartos¢ zwigzkéw fenolowych zmieniata sie
w zaleznos$ci od czasu obserwacji i obiektu. Po 24 h od zabiegu opryskiwania w wiekszosci préb
zawarto$¢ zawigzkow fenolowych byta nizsza niz w obiekcie kontrolnym, jednak ulegata zmianom
w kolejnych dniach. Od 72 h najwieksze zmiany w zawartosci zwigzkéw fenolowych obserwowano
w obiektach traktowanych $rodkami pochodzenia biologicznego. Najwyiszg zawartos$¢ zwigzkow
fenolowych odnotowano po dwdch tygodniach od wykonania zabiegdw opryskiwania w poréwnaniu
do obserwacji prowadzonych po 24, 72196 h, przy czym najwyzsze stezenia stwierdzono w obiektach,
w ktdrych zastosowano mieszaniny supernatantéw L. plantarum L2 i P. freudenreichii ssp. shermanii
P4 oraz preparat Polyversum WG.

Podobng zalezno$¢ obserwowano w przypadku flawonoidéw. Flawonoidy s3 jedng
z wazniejszych grup polifenoli, ktére biorg udziat w tworzeniu koloru, zapachu i smaku owocéw,
kwiatéw i nasion roslin, ale tez uczestnicza w ochronie rosliny przed czynnikami biotycznymi jak
patogeny i abiotycznymi jak promieniowanie UV czy temperatura. W badaniach przeprowadzonych
W niniejszej pracy poziom flawonoidéw: naringeniny i genisteiny, zmieniat sie w czasie trwania
doswiadczenia, przy czym tendencje dla obu badanych zwigzkéw w poszczegdlnych wariantach
doswiadczen byty podobne. Pomiedzy badanymi obiektami widoczne sg duze réznice w zawartosci
flawonoidéw. Po 24 h od wykonania zabiegu opryskiwania podwyzszony poziom flawonoidéw
obserwowano tylko w nielicznych obiektach, natomiast w kolejnych godzinach i dniach obserwaciji
poziom naringeniny i genisteiny ulegat zmianom. Po 2 tygodniach od zabiegu opryskiwania
w wiekszosci préb poziom flawonoidéw byt wyzszy niz w prébie kontrolnej za wyjatkiem lisci rzepaku
potraktowanych $rodkiem Horizon 250 EW w dawce 0,375 I/ha, w ktdrych poziom obu flawonoidow
byt nizszy.

W niniejszej pracy badano takze aktywnos¢ B-glukozydazy, enzymu uwalniajgcego zwigzki
fenolowe z ich glikozydowych potgczen. Oznaczenie wykonano w lisciach rzepaku po 2 tygodniach od
zabiegu opryskiwania, kiedy ogdlny poziom zwigzkédw fenolowych oraz zawartos¢ flawonoidow byty
najwyzsze. Rezultaty badan wykazaly, ze aktywnos¢ enzymu byta najwyisza w prébkach lisci
potraktowanych hodowlami bakterii L. plantarum L2 w dawce 6,0 I/ha. W wiekszosci préb aktywnos¢
B-glukozydazy byta poréwnywalna z obiektem kontrolnym.

Uzyskane wyniki mogg wskazywa¢ na uruchomienie proceséw obronnych rzepaku po

zastosowaniu bakterii fermentacji mlekowej i propionowej, co moze wptywaé pozytywnie na
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zdrowotnos$¢ uprawy rzepaku. Dane literaturowe dotyczgce wptywu bakterii fermentacji mlekowej sg
bardzo ograniczone, a w odniesieniu do bakterii fermentacji propionowej nie ma takich informacji.

Badania przeprowadzone w prezentowanej pracy mogg stanowi¢ wstep do podjecia kolejnych
prac nad opracowaniem odpowiednio trwatej formulacji uwzgledniajgc réwniez ekonomiczne aspekty
przy doborze sktadu pozywki. Na pewno nalezy wzig¢ pod uwage, ze biologiczne czynniki w wiekszym
stopniu niz czynniki chemiczne sg narazone na interakcje ze S$rodowiskiem, do ktérego sa
wprowadzane, stad zmiennos¢ ich dziatania moze by¢ wieksza. Rezultaty badan wskazujg réwniez na
konieczno$¢ doboru odpowiednich dawek preparatéw biologicznych, tym bardziej, ze zwiekszanie
ilosci hodowli bakterii wytwarzajgcych kwasy, jak bakterie wykorzystywane w niniejszej pracy, moze
zbyt mocno obnizy¢ pH cieczy roboczej, co mogtoby wptynaé¢ niekorzystnie na rosliny. Ponadto,
stosowanie hodowli i supernatantéw w duzych iloéciach moze wptyna¢ na obnizenie optacalnosci
zabiegow.

Rezultaty przeprowadzonych badan, jak réwniez najnowsze dane literaturowe dajg podstawe
do kontynuacji badan nad wykorzystaniem bakterii fermentacji mlekowej i propionowej w ochronie
rzepaku ozimego. Ze wzgledu na duzg zmienno$¢ czynnikéw Srodowiskowych wptywajacych na
skutecznos$¢ tych bakterii mozna je rozpatrywac jako czynnik wspomagajgcy dziatanie fungicydéw przy

jednoczesnym ograniczeniu dawek Srodkéw chemicznych wykorzystywanych podczas zabiegow.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
5A. Omoéwienie osiggnie¢ naukowo-badawczych przed uzyskaniem stopnia doktora

W roku 1996 ukonczytem studia magisterskie na kierunku rolnictwo w zakresie ochrony roslin
na Wydziale Rolniczym Akademii Rolniczej w Poznaniu, a od 1997 roku rozpoczatem prace w Zaktadzie
Mikologii w Instytucie Ochrony Ro$lin w Poznaniu, najpierw jako pracownik inzynieryjno-techniczny, a
potem asystent. W 2005 roku obronitem prace doktorskg na temat , Wplyw terminu stosowania
wybranych fungicyddw na ograniczenie wystepowania chorédb grzybowych rzepaku ozimego”,
wykonywang pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Webera. Tematyka pracy zwigzana byta
z ochrong rzepaku przed chorobami powodowanymi przez patogeniczne grzyby. Tendencje
obserwowane przez ostatnie dekady wskazujg na dazenie do ograniczania ochrony chemicznej do
niezbednych zabiegdw i zoptymalizowania terminu ich stosowania. Stad tez gtdwnym celem niniejszej
pracy byto okreslenie wptywu wybranych fungicydéw, zastosowanych w réznych terminach, na
ograniczenie wystepowania choréb rzepaku powodowanych przez grzyby. W ramach
przeprowadzonych doswiadczen oceniano takze wptyw chemicznej ochrony na przezimowanie roslin,
ich wzrost oraz plon i mase tysigca nasion. Podjeto réwniez prébe oceny optacalnosci stosowania

fungicydéw w réznych terminach. Ponadto, w pracy okreslono skiad populacji jednego z gtéwnych



patogendw, grzyba Phoma lingam, na obszarze prowadzonych doswiadczen. Wykazano zréznicowanie
dziatanie zastosowanych w pracy fungicydéw na ograniczenie wystepowania choréb powodowanych
przez grzyby oraz ich wptyw na plon. Okreédlenie jednego terminu okazafo sie niemozliwe dla
optymalnego ograniczenia wszystkich choréb jednoczednie, co wynika przede wszystkim
z epidemiologii poszczegblnych chordb. Przeprowadzone badania miaty duze znaczenie zaréwno
poznawcze jak i praktyczne. Optymalizacja terminu stosowania fungicydéw wobec okreslonych choréb
moze ograniczy¢ ich aplikowanie, co jest korzystne zaréwno pod wzgledem ekonomicznym, jak
i $rodowiskowym. Zastosowanie fungicydu w optymalnym terminie moze nie tylko poprawi¢

zdrowotnosc rzepaku, ale takze wptyna¢ na zwiekszenie plonu i ekonomig uprawy.

5B. Omoéwienie osiggnie¢ naukowo-badawczych po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie doktoratu, w roku 2005, zostatem zatrudniony na stanowisku adiunkta w Zaktadzie
Badania Srodkéw Ochrony Roslin w Instytucie Ochrony Roélin w Poznaniu, gdzie od 2007 roku petnie
funkcje kierownika Zespotu Badania Fungicydéw. Dziatalnos¢ naukowa, prowadzona przez mnie w tym
okresie dotyczyta kilku obszaréw, omoéwionych ponizej, zwigzanych gtéwnie z ochrong rzepaku przed
chorobami, poszukiwaniem i rozwojem nowych sposobdw ochrony roélin, w tym metod biologicznych.
Badania obejmowaty réwniez mozliwo$¢ wykorzystania cieczy jonowych w ograniczaniu rozwoju

patogenicznych grzybéw.

Integrowana ochrona rzepaku ozimego przed chorobami powodowanymi przez patogeniczne grzyby
Po obronie doktoratu moje zainteresowania naukowe koncentrowaty sie nadal wokét ochrony
rzepaku ozimego przed chorobami powodowanymi przez patogeniczne grzyby, a w szczeg6lnosci nad
mozliwo$ciami zastosowania zasad integrowanej ochrony roélin w uprawie tej rosliny. Koncepcja
Integrowanej Ochrony Roslin (z ang. Integrated Pest Management - IPM) to ekosystemowe podejscie
do produkcji roslinnej i ochrony roslin, ktére tgczy w sobie rdzne strategie i praktyki w celu uzyskania
zdrowych plonéw i zminimalizowania stosowania pestycydéw. Przyjmuje sie, ze podstawa
integrowanej ochrony roslin jest monitorowanie wystepowania choréb i szkodnikéw w uprawach oraz
systemy prognozowania, ostrzegania i wczesnego diagnozowania. Wymaga to wiasciwej identyfikacji
organizmu szkodliwego, znajomosci cyklu zycia, jego zywicieli i mozliwosci oraz sposobdéw
rozprzestrzeniania sie, interakcji pomiedzy organizmem szkodliwym a uprawianymi roslinami, a takze
etiologii choroby i wptywu czynnikéw Srodowiskowych.
Zgodnie z przedstawionymi zatozeniami, opracowano metodyki integrowanej ochrony rzepaku,
uwzgledniajgcej wszystkie elementy uprawy i ochrony przed chorobami. Zasadniczg czescig,
opracowang przeze mnie w ramach omawianej tematyki, byty wytyczne w zakresie ochrony rzepaku

przed chorobami powodowanymi przez patogeniczne grzyby. Szczegélng uwage zwrdcono na
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stosowanie srodkéw ochrony chemicznej, ktéra powinna by¢ ograniczona do niezbednego minimum.
Podkreslono rowniez koniecznos$¢ znajomosci biologii patogenu, objawdw chorobowych oraz progéw
szkodliwosci, aby prawidtowo wyznaczaé termin zwalczania, dobdr srodkéw i wymagane dawki.
Opracowane metodyki stanowity czes¢ opracowan zbiorowych Instytutu Ochrony Ro$lin (zat. 4 E 1-4),
publikacji (zat. 4 11 D 1; Il D 16; Il D 23) i prezentacji na konferencji (zat. 4 1l B 34). Badania bedace
podstawg wymienionych prac realizowano w ramach projektéw statutowych IOR-PIB i programu

wieloletniego (zat. 4 1113,1114,1117).

Fungistatyczne wtasciwosci cieczy jonowych i surfaktantow

Pomimo rozwoju metod niechemicznych, m.in. biologicznych, na chwile obecng nie jest
mozliwe uzyskanie wystarczajgcego poziomu ochrony roslin przed patogenami z ich wykorzystaniem,
dlatego rozwigzaniem moze by¢ stosowanie substancji o mozliwie niskiej toksycznosci. Do takich
substancji nalezg ciecze jonowe, okreSlane jako ,rozpuszczalniki projektowalne”, ze wzgledu na
mozliwo$é modyfikowania ich witasciwosci, lub ,zielone rozpuszczalniki” ze wzgledu na ich niska
toksyczno$é. Pod wzgledem chemicznym s3 to sole zawierajgce organiczny kation i organiczny bad?
nieorganiczny anion, ktérych wspdlng cechg jest temperatura topnienia nie przekraczajagca 100°C.
Mozliwos$¢ sterowania niektorymi parametrami cieczy pozwala na zaprojektowanie zawigzkéw
o pozadanych cechach. Ciecze jonowe uwazane s3 za przyjazne dla sSrodowiska, dlatego rozwaza sie ich
zastosowanie m.in. w ochronie roslin jako herbicydy czy fungicydy.

We wspotpracy z Politechnika Poznaniskg prowadzitem badania nad mozliwosciami
wykorzystania cieczy jonowych w ochronie roslin przed patogenicznymi grzybami. Badane byty rdzne
ciecze jonowe, syntetyzowane w Zaktadzie Technologii Chemicznej przy Wydziale Technologii
Chemicznej Politechniki Poznanskiej, w tym: protonowe ciecze jonowe tebukonazolu i propikonazolu,
czwartorzedowe alkoksynetylowe chlorki tebukonazolu, protonowe sole difenkonazolu z anionem
organicznym, sole tritikonazolu, dwufunkcyjne ciecze jonowe z kationem cyprokonazolu i anionem
pochodzacym od fenoksykwasu, protonowe ciecze jonowe zawierajgce cyprokonazol i anion
salicylanowy, diwodorocytrynianowy, dichlorooctanowy lub wodoroszczawianowy oraz protonowe
ciecze jonowe z kationem 1-(N-propylo-N-(2(2,4,6-trichlorofenoksy)etylo)karbamoilo) imidazoliowym
i anionem organicznym. W badaniach laboratoryjnych wykazano zréznicowane oddziatywanie réznych
cieczy jonowych na wzrost wybranych grzybdéw patogenicznych dla roslin. Aktywnos¢ biologiczna
badanych zwigzkdw byta zwigzana z rodzajem cieczy jonowej, jak réwniez zalezata od rodzaju i gatunku
grzyba. Prowadzone doswiadczenia dajg podstawe do rozwoju badar nad wykorzystaniem cieczy
jonowych jako fungicydéw. Efektem wspodtpracy sg publikacje (zat. 4: Il A 1-4), patenty (zat. 4: 1l B 1-5),
zgtoszenia patentowe (zat. 4: B Il 6-14), prezentacje na konferencjach (zat. 4: 11 K 1-3, 111 B 3-8 ).
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W ramach wspétpracy z Katedrg Technologii i Analizy Instrumentalnej Uniwersytetu
Ekonomicznego w Poznaniu podjeto z kolei badania nad mozliwoscig wykorzystania surfaktantéw
sulfobetainowych w ochronie roslin. Surfaktanty to zwigzki powierzchniowo czynne zawierajace
w swojej budowie dwie czesci: hydrofilowa i hydrofobowa. W ostatnich latach obserwuje sie wzrost
zainteresowania tymi substancjami ze wzgledu na ich wiasciwosci uzytkowe, dzieki ktérym znajduja
zastosowanie w réznych gateziach przemystu. W Katedrze Technologii i Analizy Instrumentalnej
syntetyzowane sg surfaktanty o réznorodnej strukturze chemicznej, w tym wymienione juz zwigzki
sulfobetainowe. Kilka surfaktantdw z tej grupy przebadano w zakresie ich aktywnosci wobec réznych
grzybow, wykazujac, ze zakres i stopien aktywnosci jest zwigzany z budowg czasteczki. Pomimo, iz
surfaktanty sulfobetainowe wykazywaty nizszg aktywno$¢ fungistatyczng w poréwnaniu z fungicydami,
ich dodatek do fungicydu jako adiuwanta zwiekszat aktywnos$é preparatéw. Wyniki doswiadczen
prezentowano na konferencji (zat.4: 11l B 16). Przeprowadzone badania wskazujg na nowe mozliwosci

wykorzystania tych zwigzkéw, stad tez badania sg kontynuowane.

Wystepowanie mikotoksyn w uprawach i podczas przechowywania nasion

Istotnym problemem, jaki wystepuje w uprawach roslin, jest wytwarzanie szkodliwych
metabolitow - mikotoksyn przez grzyby strzepkowe. Zwigzki te mogg przedostawac sie do nasion,
a wraz z nimi, jako surowiec, do kolejnych etapéw produkcji zywnosci czy pasz. Jest to problem
globalny, na ktéry w ostatnich latach coraz bardziej zwraca sie uwage, monitorujgc wystepowanie
mikotoksyn zaréwno w warunkach polowych jak i podczas przechowywania plonéw.
Podjeto zatem badania dotyczgce wystepowania mikotoksyn wytwarzanych przez grzyby stanowigce
najwieksze zagrozenie w uprawach rzepaku i zhdz, jak réwniez zasiedlajgce plony w trakcie
przechowywania, w tym Alternaria sp. Fusarium sp., Penicillium sp. i Aspergillus sp. We wspodtpracy
z Katedrg Chemii na Wydziale Technologii Drewna na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu
okreslono stezenie zearalenonu w réznych odmianach pszenicy ozimej, stwierdzajac zréznicowang
ilos¢ tego metabolitu w zaleznosci od odmiany. Okreslono takze wptyw warunkéw przechowywania
nasion rzepaku ozimego na kontaminacje nasion ochratoksyng A. Analiza mikologiczna nasion
wykazata obecnosc¢ grzybow, m.in. z rodzajéw: Penicillium spp., Aspergillus spp. Na podstawie analizy
chromatograficznej stwierdzono bardzo niski poziom ochratoksyny A w prébkach nasion rzepaku
badanych bezposrednio po zbiorze, jak réwniez w prébkach nasion przechowywanych w warunkach
symulujgcych magazynowanie (ponizej granicy oznaczalnosci). Niski poziom ochratoksyny A
stwierdzono takze w prébkach przechowywanych w warunkach stymulujgcych wydzielanie toksyny.
Okazato sie rowniez, ze skazenie toksynami moze by¢ zréznicowane w zaleznosci od odmiany. Efektem
badan byty publikacje (zat. 4: 11 D 4, 1l D 9) i prezentacja na konferencji (zat. 4: 1l B 28). Cze$¢ badan

byta wykonana w ramach grantu MNiSW (zat. 4: | 1).
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Waznym watkiem badawczym byly doswiadczenia dotyczace wystgpowania toksyn
wytwarzanych przez grzyby z rodzaju Alternaria ze wzgledu na ograniczong wiedzg w zakresie
wystepowania tych metabolitdw w uprawach, w szczegdlnosci na terenie naszego kraju. W nasionach
rzepaku ozimego i jarego, zebranych z poletek doswiadczalnych w Winnej Gérze w sezonie 2008,
przeprowadzono analize mikologiczng oraz chromatograficzng celem okreélenia wystgpowania
grzybdw Alternaria spp. i ich metabolitéw. Na nasionach stwierdzono wystepowanie réznych
gatunkéw z tego rodzaju: A. brassicae, A. brassicicola i A. alternata, a przeprowadzona analiza
chromatograficzna wykazata obecno$¢ mikotoksyn alternaryjnych, przy czym wyzszy poziom toksyn
obserwowano w nasionach rzepaku jarego. Kontynuacja badan pozwolita w sezonie 2010
zaobserwowaé wplyw fungicydéw na rozwdj grzybéw Alternaria spp. w uprawach rzepaku ozimego
i poziom wybranych toksyn w nasionach. Stwierdzono niskie albo bardzo niskie stezenia alternariolu
i eteru metylowego alternariolu w nasionach pochodzacych z poletek chronionych fungicydem jak
i kontrolnych. Aplikacja fungicydu redukowata zaréwno stopieri porazenia roslin grzybami jak
i zawarto$é mikotoksyn w wiekszosci badanych odmian. Podjeto réwniez prébe oceny wptywu
warunkéw przechowywania na zawartos$¢ wybranych mikotoksyn alternaryjnych w nasionach rzepaku.
Analiza mikologiczna po zbiorze wykazata obecnos¢ grzybdw z rodzaju Alternaria w nasionach rzepaku
zaréwno w odmianach jarych, jak i ozimych. Mikotoksyny AOH i AME wystepowaty w niskich ilosciach
lub byly niewykrywalne, jednak podczas przechowywania ilos¢ obu toksyn znacznie wzrastata.
W warunkach podwyzszonej aktywnosci wodnej obserwowano duzy przyrost AOH, z kolei iloé¢ AME
byla poréwnywalna niezaleznie od warunkéw przechowywania. Badania te majg duze znaczenie
poznawcze jak i praktyczne. Rezultatem prowadzonych prac byly publikacje (zat. 4: 11D 10, 11D 12, 1 D
14, 11 D 17) oraz prezentacje na konferencjach (zat. 4: 11l B 18, 111 B 22, 111 B 23, lll B 27).

Biologiczna kontrola patogendw roslin

W ostatnich latach obserwowany jest rozwdj badan nad metodami niechemicznymi
w ochronie roélin przed patogenami. We wspdtpracy z Katedrg Przyrodniczych Podstaw Jakosci
Uniwersytetu Ekonomicznego w Poznaniu podjeto badania dotyczace poszukiwania i mozliwosci
wykorzystania réznych mikroorganizméw jako elementu biologicznej kontroli patogendw roslin.
Jednym z kierunkéw byto wykorzystanie bakterii fermentacji mlekowej i propionowej. W tym celu
izolowano bakterie ze $rodowiska, m.in. z kiszonek i okre$lono ich wtasciwosci fungistatyczne wobec
grzybéw bedgcych patogenami rzepaku oraz zbéz. Pod uwage brano grzyby z rodzaju Fusarium,
Alternaria, Botrytis, Sclerotinia, Verticillium, Phoma (obecnie Plenodomus). Przeprowadzone
doswiadczenia wykazaty, ze oddziatywanie zalezy od izolatu bakterii i od badanego grzyba. Ponadto,
w toku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zastosowanie bakterii fermentacji propionowej

i mlekowej moze ogranicza¢ rozwdj patogenicznych grzybéw w warunkach polowych, a takze wptywac

12



na zwiekszenie plonu nasion i wiekszg zielonos¢ roslin. Oceniano réwniez mozliwos¢ wykorzystania
tych bakterii do ograniczania wybranych choréb zb6z poprzez zaprawianie materiatu siewnego.
Efektem prowadzonej wspdtpracy sg publikacje (zat. 4: I1A5; 11D 3, 11D 5; 11 D 11, 1l D 18, Il D 20-22)
oraz kilka doniesien konferencyjnych (zat. 4: 11l B 13; Il B 19; 11l B 26; 11l B 29-31; Il B 33). Prace te sg
nadal kontynuowane.

Poza ww. grupg bakterii, podjeto réwniez badania nad mozliwoscig wykorzystania innych
mikroorganizméw jako potencjalnych czynnikdw biokontroli. W tym celu, we wspétpracy z KPPJ UEP
przeprowadzono ocene fungistatycznych wiasciwosci bakterii glebowych z rodzajow Paenibacillus
i Brevibacillus oraz bakterii wyizolowanych z kompostu. Bakterie Paenibacillus charakteryzowaty sie
wyzszg aktywnoécig funigstatyczng, stad tez wybrano je do dalszych badan, w ktérych podjeto prébe
scharakteryzowania metabolitow wytwarzanych przez te mikroorganizmy. Watek badawczy rozwijano
nastepnie we wspdtpracy z Katedrg Chemii na Wydziale Technologii Drewna na Uniwersytecie
Przyrodniczym w Poznaniu, okreslajgc wptyw bakterii Paenibacilllus na wytwarzanie mikotoksyn przez
grzyby z rodzaju Fusarium.

Doéwiadczenia prowadzone z udziatem bakterii z rodzajéw Paenibacillus i Brevibacillus
pochodzgcych z kolekcji PCM (Polish Collection of Microorganisms) standwi’fy inspiracje do poszukiwan
innych bakterii srodowiskowych wykazujacych wtasciwosci antygrzybowe. Z przydomowego kompostu
wyizolowano kilkadziesigt izolatéw bakterii, ktére przebadano w kierunku hamowania wzrostu
wazniejszych grzybdw patogenicznych wystepujacych w uprawach rzepaku i zbéz. W rezultacie
wyselekcjonowano bakterie o najwiekszej aktywnosci fungistatycznej, ktore obecnie s3
identyfikowane metoda sekwencjonowania. Planowane sg dalsze badania z wybranymi izolatami.

Wyniki badan dotyczacych fungistatycznych wiasciwosci bakterii Brevibacillus i Paenibacillus
oraz bakterii wyizolowanych z kompostu byty przedmiotem publikacji (zat. 4: 11 D 6; Il D 13), a takze
kilku doniesien konferencyjnych na konferencjach krajowych i zagranicznych (zat. 4: 11l B 9-10; 11l B 13;
[l B 20-21; Ill B 24-25). Cze$¢ badan dotyczacych biologicznych czynnikéw kontroli roslin prowadzono

w ramach projektéw statutowych IOR-PIB (zat. 4 11 1 2, Il | 5-6).

Biologiczna degradacja mikotoksyn

Mikotoksyny bedgce drugorzedowymi metabolitami grzybéw strzepkowych, sg wytwarzane
przez te mikroorganizmy m.in. juz na polu, podczas wzrostu roélin i moga przedostawac sie do faricucha
pokarmowego ludzi i zwierzat, stwarzajac zagrozenie dla ich zdrowotnego bezpieczenstwa. Obecnie,
podejmowane s3 liczne badania nad mozliwosciami detoksyfikacji tych metabolitow obejmujgce
degradacje, transformacje lub adsorpcje mikotoksyn. We wspotpracy z Katedrg Przyrodniczych
Podstaw Jakosci Uniwersytetu Ekonomicznego podjeto badania w zakresie detoksykacji mikotoksyn

fuzaryjnych z wykorzystaniem bakterii glebowych z rodzaju Rhodococcus sp. Doswiadczenia wykazaty
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mozliwo$é degradowania toksyn fuzaryjnych przez te mikroorganizmy, przy czym nie stwierdzono
wytwarzania produktow metabolitéw charakteryzujacych sie wyzsza toksycznoscig niz macierzyste
zwigzki. Jest to niezmiernie istotne z punktu widzenia mozliwosci praktycznego wykorzystania takich
drobnoustrojéw. Efektem przeprowadzonych dotychczas badan sa prezentacje na konferencjach
miedzynarodowych i krajowych (zat. 4; lll B 14; 11l B 32).

Podjeto takze badania nad mozliwoscig wykorzystania olejkow eterycznych jako czynnikéw
zaréwno hamujacych wzrost grzybdw jak i degradujacych mikotoksyny. Wstepne badania wykazaty
znaczgcy potencjat antygrzybowy i detoksyfikujacy réznych olejkdw, dlatego tez badania te sg obecnie
kontynuowane we wspotpracy z UEP i UP. Dotychczasowe wyniki prezentowano na konferenciji (zat.

4:111 B 1-2).

Wptyw warunkéw srodowiskowych na kietkowanie zarodnikéw grzybow

Wptyw warunkéw srodowiskowych na rozwdj grzybow, wystepujacych w uprawach roslin, jest
kolejnym waznym watkiem badawczym, ktéry ma znaczenie w sygnalizacji pojawu i rozwoju chordéb.
W ramach wspétpracy z Zaktadem Metod Prognozowania Agrofagéw i Ekonomiki Ochrony Roslin IOR
— PIB uczestniczytem w badaniach, majacych na celu opracowanie modeli matematycznych opisujgcych
wptyw temperatury na kietkowanie urediniospor Puccinia recondita f. sp. tritici, patogena
powodujgcego rdze brunatng pszenicy, a takze teliospor Tilletia laevis powodujgcej $nie¢ gtadka
pszenicy oraz Tilletia caries, wywotujacej $nie¢ cuchngcg pszenicy. Zastosowanie modelu
matematycznego do szacowania wptywu temperatury na kietkowanie zarodnikéw stanowi odbicie,
licznie reprezentowanych w nauce, pogladéw na prowadzenie badai nad rolg czynnikéw
Srodowiskowych w rozwoju patogendéw. MAj udziat polegat na przygotowaniu i prowadzeniu
doswiadczen laboratoryjnych oraz opracowaniu uzyskanych wynikéw. Efektem prowadzonych badan

byty publikacje (zat. 4: 11 D 2, 7) oraz doniesienia konferencyjne (zat. 4: 111 12, 17).

Podsumowanie

M6j dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 126 pozycji (wytgczajgc
ekspertyzy, recenzje i udziat w projektach badawczych), w tym publikacje w czasopismach z listy JCR,
monografie i rozdziat w monografii oraz patenty i zgloszenia patentowe a takie doniesienia
konferencyjne na konferencjach miedzynarodowych i krajowych, oraz publikacje popularno-naukowe.
W ciggu ostatnich kilku lat wykonatem 6 recenzji artykutéw naukowych oraz bytem autorem 147
ekspertyz i analiz zleconych przez rézne podmioty gospodarcze. W 2006 roku otrzymatem honorowg
odznake ,Zastuzony dla rolnictwa” a w 2011 zostatem odznaczony Bragzowym Krzyzem Zastugi za
dziatalno$¢ naukowa w dziedzinie ochrony roslin. Od 2014 roku petnig funkcje redaktora dziatowego

(dziat Mikologia) w znajdujacym sie na liscie B MRIRW czasopi$mie Progress in Plant Protection.
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Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR): 10,127

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS): 35; 33 ({bezautocytowan)

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Scholar Google: 113; 108 (bez autocytowan)
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS): 4
Indeks Hirscha wedtug bazy Scholar Google: 6

Ponizej, w tabeli, przedstawione zostato zbiorcze zestawienie mojego dorobku naukowego

przed i po uzyskaniu stopnia doktora z podziatem na poszczegélne formy aktywnosci.

Tabela 1.
Zestawienie dorobku przed i po doktoracie.
PRZED DOKTORATEM PO DOKTORACIE
Rodzaj publikacji/aktywnosci Punkty Punkty
llos¢ . llosé IF .
MNiSW MNiSW
Artykuty w czasopismach
indeksowanych w bazie JRC ) . 11as s
Uzyskane patenty - - 5 - 125
Zgtoszenia patentowe - - 9 - 18
Monografie - - 1 - 20
RodeIafy_w monografiach i 1 4 1 ) 4
podrecznikach
Artykuty w czasopismach nie
9 -

indeksowanych w bazie JRC 40 a2 127
Opracowania zbiorowe i inne 1 - 4 - -
Granty/konsorcja/ 1 i 10 i i
projekty badawcze
Referaty/postery prezentowane

: 9 - 40 - -
na konferencjach
Recenzje - - 6 - -
Ekspertyzy/analizy zaméwione

. 76 147

przez podmioty gospodarcze
Publikacje popularno-naukowe 11 - 39 - -
RAZEM 108 24 289 10,127 417
z wy{qczenlem.r-nonogr.afu o ) i 288 10,127 397
prezentowanej jako osiggniecie

Rormnalld Guerdad o
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