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Modern methods in rhizosphere studies
of fruit-bearing plants

Keywords: pro-ecological nutrient management strategies, rhizosphere,
fruit-bearing plants, root growth and development

Summary

Studies of the rhizosphere of fruit-bearing plants are very useful in determining

the effects of natural components of soil biosphere on the development and growth of
roots, the processes taking place in root zone, plant nutritional status, size and quality
of the fruit yield.

Studies bio-chemical processes taking place in the rhizosphere are very valuable

for on fruit-growing theory and practice. An understanding of the plants ability to
acquire and store the nutrients from soil, and of the factors which are likely to modify
these processes, can contribute to the development of environmentally friendly
methods of fertilization of economically important fruit plants cultivars, as well as to
improvements in fruit quality. Determination of root growth parameters that directly
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affect the uptake of minerals by plants can make it possible to predict acquisition of
these nutrients under specific conditions. Rational fertilization of fruit-bearing plants
means fertilization according to the needs of such plants, their nutritional status and
soil fertility. Therefore, there is a great need for expanding this area of science.

Results of thizosphere studies will contribute to improvements in the methods of
fertilization and cultivation of fruit-bearing plants. Introduction of fertilization and
cultivation methods into fruit production that favour the protection of the environment
and lead to reduction in pesticide residues in fruits conforms to the expectations of
modern societies and consumers. Application of eco-friendly fertilization methods in
fruit-growing practice will increase the development and competitiveness of
fruit-producing farms in Poland and other European countries.
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Wstep

Kolory sa jednym z najwazniejszych atrybutow w $wiecie roslin. Zielen jest
nieodtaczna cecha organizméw roslinnych ze wzgledu na fotosyntetyczna funkcje
chlorofilu. Obecno$¢ chlorofilu przystania zwykle inne sktadniki wybarwienia tkanek
ro$linnych, takie jak karotenoidy i antocyjany. Antocyjany wspoélnie z innymi flawo-
noidami i karotenoidami sa odpowiedzialne za bogactwo odcieni barw kwiatow.
Nazwa antocyjany pochodzi od greckich stow: anthos — co znaczy kwiat, i kyanos —
niebieski, i powstata dla okreslenia zabarwienia ptatkow kwiatu chabra btawatka
(Centaurea cyanus L.). W 1835 roku niemiecki botanik Ludwig Marquart taczac oba
wyrazy uzyl tego okreslenia do nazwania glownych sktadnikow barwy kwiatow.

Antocyjany sa barwnikami powszechnie wystgpujacymi w roslinach. Nie tylko
stanowig podstawowy sktadnik barwy kwiatow, biorg udziat w wybarwieniu jesiennych
lisci, ale pojawiaja sig tez w tkankach roslin bedacych w cieniu lub narazonych na susze
czy niedobor sktadnikow mineralnych. Pierwsze hipotezy dotyczace obecnos$ci antocy-
jandéw w roslinach, datowane na poczatek XIX wieku, wskazywaty, ze powstawanie
tych barwnikow jest efektem jesiennego rozktadu chlorofilu. Za najwazniejsza przy-
czyng nagromadzania antocyjandw przez rosliny uwazano ich role w wabieniu owadow

Praca naukowa czg$ciowo finansowana ze srodkéw na nauke w latach 20062009 jako
projekt badawczy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr N310 040 31.
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zapylajacych kwiaty oraz podobny udzial w rozprzestrzenianiu nasion przez ptaki.
Poznanie w latach 1912-1916 przez niemieckiego chemika Richarda Willstittera
struktur antocyjanow rozpoczelo szersze badania nad ich znaczeniem dla §wiata roslin.
Wazny byt takze udziat barwnikéw antocyjanowych w zapoczatkowaniu w potowie
XIX wieku nowej dziedziny biologii — genetyki. Epokowe badania Grzegorza Mendla
dotyczyly, migdzy innymi, dziedziczenia barwy kwiatéw u grochu.

Wystepowanie i rola antocyjanow w roslinach

Antocyjany wystepuja w wielu organach i tkankach roslinnych, takich jak owoce,
ptatki kwiatow, liscie, todygi, a nawet nasiona. Czasteczka antocyjanu sklada si¢
zwykle z czgsci aglikonowej (zwanej antocyjanidyna), od jednego do kilku podstaw-
nikéw cukrowych oraz jednej lub kilku grup acylowych. W $wiecie roslin odkryto
dotychczas 22 rozne struktury antocyjanidynowe, sposrod ktorych jedynie szes$é
wystepuje powszechnie (tab. 1). R6znia si¢ one liczba i potozeniem grup hydroksy-
lowych i metoksylowych w pierscieniu B. Owe sze$¢ antocyjanidyn — pelargonidyna,
cyjanidyna, peonidyna, delfinidyna, petunidyna i malwidyna — to podstawowe frag-
menty molekularne przeszto 500 dotychczas odkrytych i opisanych w literaturze
naukowej antocyjanéw [3]. Antocyjany rzadko wystepuja w naturze w postaci
glikozydow antocyjanidyn. Sposrod podstawnikow cukrowych wystepujacych w anto-
cyjanach najbardziej rozpowszechniona jest glukoza, a nastgpnie galaktoza, ramnoza,
arabinoza i ksyloza. Wymienione reszty cukrowe zwykle przylaczaja si¢ do grupy
hydroksylowej przy weglu w pozycji 3. Sposrod barwnikow antocyjanowych najpo-
wszechniej w $wiecie roslin wystepuje cyjanidyna i jej glikozydy.

Tabela 1. Struktury gtéwnych antocyjanidyn roslinnych

Rodzaj

antocyjanidyny Miejsce podstawnika

(skrot) 3 5 7 3 5
Pelargonidyna (Pg) OH OH OH H
Cyjanidyna (Cy) OH OH OH OH H
Peonidyna (Pn) OH OH OH OCH3 H
Delfinidyna (Dp) OH OH OH OH OH
Petunidyna (Pt) OH OH OH OCHs OH

Malwidyna (Mv)OH  OH OH OH OCHs; OCHjs
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Wystgpowanie antocyjanéw w poszczeg6lnych tkankach roslinnych jest efektem
ekspresji specyficznych genow regulatorowych, ktore z kolei steruja genami struk-
turalnymi. Synteza antocyjanow jest autonomiczng funkcja poszczegdlnych komorek
[35]. To powoduje lokalne nagromadzanie si¢ tych barwnikow, na ogdt zwiazane
z obecnoscia $wiatta. Antocyjany przede wszystkim akumuluja si¢ w komorkach
fotosyntetycznych tkanek wystawionych na ekspozycje¢ $wiatta (epiderma, migkisz
palisadowy, migkisz mezofilowy) [5]. Charakterystycznym, czgsto obserwowanym
zjawiskiem jest biosynteza barwnikow antocyjanowych w mtodych siewkach i lisciach,
w ktorych jest niewielka zawartos¢ chlorofilu. Niedostatecznie wyksztatlcony w tych
tkankach uktad fotosyntetyczny powoduje, Ze sa one w stanie zaabsorbowac¢ jedynie
niewielka czg$¢ padajacego $wiatta. Wzmozona wowczas biosynteza i nagromadzanie
antocyjanow wskazuja na ich rolg w systemie ochronnym mtodych tkanek przed wa-
runkami srodowiskowymi. Antocyjany absorbuja $wiatto w zakresie dlugosci fali od 400
do 600 nm, dlatego tez uwazane sa za rodzaj pewnego filtra przeciwstonecznego,
ochraniajacego nie w peli wyksztalcony aparat fotosyntetyczny. Jednak dotychczas nie
dowiedziono ostatecznie czy hipoteza o filtrze przeciwstonecznym z udziatem antocyja-
néw jest prawdziwa. Wsrod innych funkeji thumaczacych obecnos$¢ antocyjanow w lis-
ciach wymienia si¢ ich udziat w systemie obronnym przed szkodnikami [7], ochronie
przed fotoinhibicja [13, 34] oraz w unieczynnianiu reaktywnych form tlenu [53].

Niektore gatunki ro$lin, jak np. gryka zwyczajna (Fagopyrum esculentum
MOoENCH.), nagromadzaja szczegdlnie duze ilosci antocyjanow w lodygach [48].
Nieobecnos¢ w tych tkankach chlorofilu prowadzi do konkluzji, Ze antocyjany
spehniajq tam inng rolg niz ochrona systemu fotosyntetycznego. I tak w przypadku
Kalanchoe blossfeldiana — gatunku z rodziny gruboszowatych, nagromadzanie anto-
cyjanéw w todydze jest silnie stymulowane przez jasmonian metylu, co sugeruje
potencjalny udziat tych barwnikow w systemie obronnym roslin przed atakiem
patogena [42]. Ro$linami podobnie reagujacymi na traktowanie jasmonianem metylu
sa migdzy innymi tulipany [43, 44] i Crassula multicava [41].

Antocyjany sa szczeg6lnie zwiazane z barwa kwiatow. Stezenie ich w tkankach
ptatkow kwiatow wynosi od 0,001 do 0,01 mola. Uwaza sig, ze ich podstawowa rola
w kwiatach jest przywabianie zapylajacych je owadow. Okazato sig, ze niektore
barwniki antocyjanowe sa atrakcyjne dla pszczot, a inne dla trzmieli. Pszczoty
preferuja barwniki zotte, niebieskie i fioletowe, trzmiele za§ pomaranczowe oraz
rozne odcienie czerwieni. Gdy sztucznie zmieni si¢ barwe kwiatow moga one nie
zosta¢ zapylone [31].

Barwa kwiatow zalezy od sktadnikow zawartych w komoérkach, ktérymi sa przede
wszystkim antocyjany i inne flawonoidy oraz karotenoidy. Na odcien barwy maja
wplyw rowniez takie czynniki, jak obecnos¢ kationdéw metali mogacych tworzy¢
kompleksy z antocyjanami oraz pH roztworu wakuoli, gdzie one wystgpuja. Dzigki
temu barwniki te daja szeroka game koloréw. Na przyktad glikozydy cyjanidyny
nadaja r6zy kolor czerwony, a zawierajacy je rowniez chaber btawatek ma barwe
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niebieska. Natomiast w zakresie pH od 4 do 6 antocyjany przyjmujq posta¢ bezbar-
wnych chalkonéw, stad tez biata barwa kwiatow nie musi $wiadczy¢ o ich braku.
Potraktowanie chalkonow kwasnymi roztworami powoduje ujawnienie ich obecnosci
w wyniku wytworzenia barwnych jondéw flawyliowych. W Tabeli 2 zestawiono wyste-
powanie barwnikow antocyjanowych w kwiatach niektorych gatunkow roslin [3].

Tabela 2. Wystepowanie antocyjanidyn w barwnikach antocyjanowych kwiatéw wybranych
gatunkow [3]

Nazwa botaniczna Gtéwne antocyjanidyny

Alstroemeria spp. cyjanidyna, delfinidyna

Bellis perrenis cyjanidyna

Campanula spp. delfinidyna, pelargonidyna

Crocus spp. malwidyna, delfinidyna, petunidyna

Dianthus caryophyllus cyjanidyna, pelargonidyna

Hibiscus spp. cyjanidyna, delfinidyna, malwidyna, petunidyna
Hyacinthus orientalis cyjanidyna, pelargonidyna, delfinidyna, petunidyna

Iris ensata delfinidyna, malwidyna, petunidyna, peonidyna, cyjanidyna
Malva sylvestris malwidyna, cyjanidyna, delfinidyna

Nymphaea spp. peonidyna, cyjanidyna, pelargonidyna

Peonia spp. malwidyna, petunidyna, peonidyna, cyjanidyna

Petunia spp. pelargonidyna, cyjanidyna, delfinidyna, malwidyna, petunidyna,
Pelargonium spp. peonidyna

Rosa spp. cyjanidyna, pelargonidyna, peonidyna

Tulipa spp. pelargonidyna, cyjanidyna, delfinidyna

Verbena spp. pelargonidyna, cyjanidyna, delfinidyna

Zapomocg metod inzynierii genetycznej probuje si¢ wplywac nakierunki biosyn-
tezy antocyjanow tak, aby uzyska¢ nowe, cieckawe kompozycje barw kwiatow [14].
Przyktadem jest otrzymanie niebiesko zabarwionych réz. Za niebieska barwe kwia-
tow odpowiada delfinidyna i jej glikozydy, ktore w rdzach nie sa syntetyzowane ze
wzgledu na brak enzymu — hydroksylazy flawonoidowej F3’5’H. Od potowy XIX
wieku hodowcy kwiatow usitowali uzyskac niebieska barwe kwiatow réz, ale kla-
syczne metody hodowlane nie dawaly rezultatu. Dopiero wprowadzenie do genomu
r6z genu wspomnianej hydroksylazy wraz z jednoczesnym wyciszeniem innego
genu, odpowiedzialnego za syntezg reduktazy dihydroflawonolowej (DFR), ktora
tworzy biate tlo do barwy, a takze uzupetnienie o gen DFR innego typu — pochodzacy
z irysa, spowodowato wytworzenie niebiesko zabarwionych kwiatow. Firma, ktora
wyprodukowata takie roze poinformowata o tym osiagnigciu w 2005 roku [14].
W podobny sposoéb nieco wezesniej wytworzono fioletowo zabarwione gozdziki[11].

Innym organem ro$linnym, w ktérym wystepuja w duzych st¢zeniach barwniki
antocyjanowe, jest owoc. Barwa owocow zalezy od kompozycji antocyjanéw, ich
zawarto$ci i pH tkanek. Przypuszcza sig, ze rola fizjologiczng antocyjandw w owo-
cach jest przywabianie ptakow, ktore spozywajac je sprzyjaja rozprzestrzenianiu
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Tabela 3. Wystepowanie antocyjanidyn w barwnikach antocyjanowych wybranych gatunkéw
owocow i warzyw [50]

Nazwa botaniczna Owoce i warzywa Gtoéwne antocyjanidyny

Malus jabtka cyjanidyna

Musa banany delfinidyna

Vaccinium spp. czarne jagody, boréwka, zurawiny  cyjanidyna, malwidyna, delfinidyna,
petunidyna, peonidyna

Ribes nigrum porzeczka czarna cyjanidyna, delfinidyna

Aronia melanocarpa aronia cyjanidyna

Sambucus nigra bez czarny cyjanidyna

Vitis vinifera winogrona czerwone cyjanidyna, malwidyna, delfinidyna,
pelargonidyna, peonidyna, petunidyna

Prunus spp. Sliwki cyjanidyna

Rubus spp. maliny cyjanidyna

Prunus cerasus wisnie cyjanidyna

Prunus avium czeresnie cyjanidyna

Brassica campestris kapusta czerwona cyjanidyna

Solanum melongana oberzyna delfinidyna

Allium cepa cebula czerwona cyjanidyna, delfinidyna, peonidyna

Raphanus sativus rzodkiewka pelargonidyna

zawartych w nich nasion. Obserwowano np., ze ptaki che¢tniej spozywaja czerwone
porzeczki niz owoce odmian o lekko zottym zabarwieniu. Sposrod gatunkow roslin,
ktorych owoce zawieraja szczegodlnie duze ilosci antocyjanow, nalezy wymienic¢
czarne jagody le$ne, bez czarny i aronig (tab. 3) [49]. Z owocow bogatych w anto-
cyjany mozna wyodrgbniac te zwiazki na skalg przemystowa. Tak otrzymane ekstrak-
ty maja zastosowanie jako dodatki do barwienia produktow zywno$ciowych takich
jak stodycze, napoje, jogurty, lody. Barwniki antocyjanowe wystgpuja rowniez w wa-
rzywach, ale w znacznie mniejszych st¢zeniach (tab. 3). Sposrod warzyw jedynie
czerwona kapusta zawiera duze ilosci antocyjanow, wsrdd ktorych dominuja pod
wzgledem ilosciowym pochodne cyjanidyny.

Biosynteza antocyjanow

Antocyjany sgq koncowym produktem szlaku biosyntetycznego flawonoidow.
Zaréwno antocyjany, jak i flawonole sa w roslinach nagromadzane w wakuoli, co
doprowadzito do wysunigcia sugestii, ze w biosyntezie obu typow flawonoidow
moze by¢ wykorzystywany wspolny kompleks polienzymatyczny [47]. Poparciem
tej hipotezy jest potwierdzony fakt wystgpowania glownych enzymoéw syntezy
flawonoidow w cytoplazmie [20]. Innym faktem potwierdzajacym istnienie takiego
kompleksu enzymatycznego jest odkrycie bezposrednich zwiazkow migdzy en-
zymami: syntaza chalkonowa (CHS), izomeraza chalkonowa (CHI), 3-hydroksy-
laza flawonoidowa (F3H) i reduktaza dihydroflawonolowa (DFR) w tkankach
Arabidopsis thaliana [4].
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Wspolna lokalizacj¢ oraz bezposrednie fizyczne interakcje stwierdzono takze
migdzy innymi waznymi enzymami szlaku flawonoidow — amoniakoliaza fenylo-
alaniny (PAL) i 4-hydroksylaza kwasu trans-cynamonowego (C4H) — u tytoniu [1].
Wyniki te potwierdzaja mozliwo$¢ istnienia i funkcjonowania wieloenzymatycznego
kompleksu, w obrebie ktorego istnieje bezposredni przeptyw produktow posrednich
pomigdzy kolejnymi katalizatorami przemian [51]. Wydaje sig, ze taki system organi-
zacji enzymatycznej, zwany tez przedzialem metabolicznym lub metabolonem, jest
korzystny ze wzgledu na ulatwiony, szybki i bezposredni przeplyw produktow
posrednich migdzy centrami aktywnymi kolejnych enzyméw. Umozliwia to utrzyma-
nie wysokiego lokalnego st¢zenia substratow, zwigksza konkurencyjnosc¢ o substraty
wspolne dla roznych $ciezek metabolicznych, jak rowniez chroni komorke przed
szkodliwym dzialaniem produktéw posrednich, ktore czgsto sa wysoce reaktywne
i potencjalnie toksyczne.

Biosynteza antocyjanow steruje przeszto 20 genéw. Enzymy przeprowadzajace
ten proces powiazane sa z btonami siateczki §rodplazmatycznej [4, 20, 21, 45]. Po-
taczenia z powierzchnia bton szorstkiego retikulum endoplazmatycznego sa mozliwe
z biatkami typu P450 [1, 21, 39]. Ostatnio jednak odkryto, ze u rzodkiewnika co naj-
mniej dwa enzymy uczestniczace w biosyntezie flawonoidow — syntaza chalkonowa
(CHS)1izomeraza chalkonowa (CHI) —wystgpuja takze w jadrze komorkowym [46].

Wstgpne etapy biosyntezy wszystkich klas flawonoidow, w tym antocyjanow,
polegaja na tworzeniu trdjpierscieniowego szkieletu weglowego flawonu (rys. 1).
Pier$cien fenylowy A jest syntetyzowany z reszt malonylowych otrzymanych w wy-
niku przemian metabolicznych kwasow ttuszczowych. Natomiast p-kumaroilo-CoA
otrzymywany poprzez szlak kwasu szikimowego z fenyloalaniny jest przeksztatcany
w flawonoidowy pierscien B [15]. W sumie podstawowy szkielet flawonowy powsta-
jezjednej czasteczki p-kumaroilo-CoA i trzech czasteczek malonylo-CoA. W wyniku
kondensacji, w ktorej bierze udziat syntaza chalkonowa (CHS), powstaje 4,2°,4’,6’-te-
trahydroksychalkon inaczej tez nazywany chalkonem naryngeniny (rys. 1).

Natomiast w wyniku jednoczesnego dziatania syntazy chalkonowej (CHS) i re-
duktazy chalkonowej (CHR) na czasteczki p-kumaroilo-CoA i malonylo-CoA, otrzy-
mywany jest 4,4°,6’-tri-hydroksychalkon. Zwiazek ten po kilku etapach wykorzys-
tujacych roézne enzymy, przeksztatcany jest w izoflawonoidy, wazne fizjologicznie
zwiazki ro$lin motylkowatych. Biora one udziat jako przekazniki informacji wptywa-
jacych na tworzenie si¢ brodawek korzeniowych. Dziatanie innego enzymu na wy-
mienione substraty malonylowo-kumaroilowe — syntazy stilbenowej (STS), prowa-
dzi do wytworzenia rezweratrolu, ktorego znaczne ilosci stwierdzono w owocach
winogron. Wymienione w tym akapicie przemiany wykorzystujace reszty p-kumaro-
ilo-CoA i malonylo-CoA nie sa bezposrednio zwiazane z biosynteza antocyjanow, ale
w pewnych warunkach i roslinach sa ich alternatywa.

Powstajacy w wyniku dziatania syntazy chalkonowej (CHS) 4,2°,4°,6’-tetra-
hydroksychalkon ulega z kolei przeksztatceniu w wyniku dzialania izomerazy chal-
konowej (CHI) w szerzej znany flawanon — naryngening (rys. 1). Naryngenina w do-
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p-kumaroilo-CoA 3 cz. malonylo-CoA

CHS

4,2'\4',6'-tetrahydroksychalkan

CHI
A
naryngenina
Rysunek 1. Schemat wstepnych etapéw bio-
\ F3H syntezy réznych typéw flawonoidéw (w tym anto-
A cyjanéw) (CHS — syntaza chalkonowa; CHI —izo-
dihydrokemferol meraza chalkonowa; F3H — 3-hydroksylaza fla-

wanonowa)

sy¢ duzych ilo$ciach gromadzona jest w tkankach owocoéw cytrusowych wpltywajac
znaczaco na ich smak. O obecnos$ci naryngeniny $wiadczy specyficzny, gorzki smak
grejpfrutow.

Kolejny etap biosyntezy antocyjanow polega na dziataniu 3-hydroksylazy flawa-
nonowej (F3H) na naryngening, co w efekcie prowadzi do syntezy dihydrokemferolu
(rys. 1). Zwiazek ten jest wykorzystywany w kilku roznych reakcjach. Enzymy takie
jak 3’-hydroksylaza i 3°,5’-hydroksylaza flawonoidowa (F3’H, F3’5’H) poprzez
wstawienie 1 lub 2 grup —OH w pozycje 3’ lub 3’1 5’ moga go przeksztalci¢ w odpo-
wiednie dihydroflawonole kwercetyny i/lub myrycetyny (rys. 2). Wymienione dihy-
droflawonole moga z kolei podlega¢ reakcji oderwania dwoch atomoéow wodoru
z pierscienia C, co prowadzi do otrzymania kwercetyny lub myrycetyny. Reakcje te
katalizuje syntaza flawonolowa (FLS). Ten sam enzym moze takze przeksztatci¢
dihydrokemferol w kemferol [16]. Zaréwno kwercetyna, jak i kemferol szeroko
wystepuja w fotosyntezujacych tkankach roslinnych. Réwniez organy podziemne
niektorych roslin z rodzaju A//lium nagromadzaja kwercetyne i jej glikozydy w szcze-
gblnie duzych ilosciach [18], natomiast wysokie st¢zenia glikozydow kemferolu
stwierdzono w liSciach chrzanu (Armoracia rusticana) [19].

Dihydrokemferol moze by¢ tez przeksztalcany w wyniku dziatania reduktazy
dihydroflawonolowej (DFR) w leukopelargonidyng, bezbarwny prekursor pelargo-
nidyny 1 jej glikozydow. Ten sam enzym bierze udzial w biosyntezie prekursorow
innych antocyjandéw — leukocyjanidyny, z ktorej powstaja glikozydy cyjanidyny oraz
leukodelfinidyny tworzacej w kolejnych reakcjach glikozydy delfinidyny (rys. 2).
Przeksztalcanie leukoantocyjanidyn w odpowiednie antocyjanidyny katalizuje synta-
za antocyjanidynowa (ANS). Reakcja polega na oderwaniu trzech atoméw wodoru
z pier$cienia C wraz z obecng tam grupa hydroksylowa [16]. W nowszych badaniach
enzym przeksztatcajacy leukoantocyjanidyny w odpowiednie antocyjanidyny okresla
si¢ jako dioksygenazg leukoantocyjanidynowa (LDOX) [50].
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dihydrokemferol
F3'|-‘|/ \I:B'S'H
dihydrokwercetyna dihydromyrycetyna
FLS / \ FLS
kwercetyna myrycetyna
DFR DFR
A 4
leukocyjanidyna leukodelfinidyna
ANS | (LDOX) ANS (LDOX)
A A 4
cyjanidyna delfinidyna
36T 3GT
A A
3-glukozyd cyjanidyny 3-glukozyd delfinidyny

Rysynek 2. Schemat korncowych etapow biosyntezy wybranych flawonoli i antocyjanéw (z di-
hydrokemferolu tworzy sie po zblizonych przemianach 3-glukozyd pelargonidyny):

F3'H — 3’-hydroksylaza flawonoidowa; F3’'5’-H — 3’5’-hydroksylaza flawonoidowa; FLS —
syntaza flawonolowa; DFR — reduktaza dihydroflawonolowa; ANS (LDOX) — syntaza antocyja-
nidynowa (dioksygenaza leukoantocyjanidynowa); 3GT — 3-glukozylotransferaza

Waznym etapem, ktory decyduje w duzej mierze o barwie syntezowanego antocy-
janu, jest tworzenie glikozydow antocyjanidyn. Biora w nim udziat glikozylotrans-
ferazy, np. UDP-glukoza:flawonoid 3-O-glukozylotransferaza (3GT) lub UDP-ram-
noza:flawonoid 3-O-ramnozylotransferaza (3RT). Dziatanie ich polega na katalitycz-
nym podstawieniu wodoru w grupie hydroksylowej zwiazanej z weglem 3 przez
glukozg (3GT) lub ramnozg (3RT). Jest tez mozliwa dalsza modyfikacja takich
glukozydow poprzez przytaczenie do czasteczki glukozy pigciowgglowej ramnozy,
co w efekcie prowadzi do powstania rutynozydu. Z kolei za podstawienie wodoru
w grupie —OH przytaczonej do wegla 5 jest odpowiedzialny odmienny typ glukozylo-
transferazy oznaczany jako SGT [16].

Inne z kolei enzymy biora udziat w powstawaniu acylowych pochodnych antocy-
janidyn. Sposrod sporadycznie wystepujacych w antocyjanach alifatycznych pod-
stawnikow acylowych warto wymienic¢ reszty kwaséw malonowego i octowego, na-
tomiast wérdd aromatycznych wystgpuja reszty kwasow fenolowych: p-kumarowe-
go, kawowego, ferulowego i synapowego. Najpowszechniej spotykanym miejscem
przytaczenia podstawnika acylowego w antocyjanach jest wegiel numer 6 3, 16].
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Transport i akumulacja antocyjanow

Flawonoidy (w tym antocyjany) po syntezie w obrgbie cytoplazmy transporto-
wane sa do miejsca ich przechowywania w wakuoli. Proces biosyntezy antocyjanow
zostat dos¢ dobrze poznany, zlokalizowano i opisano wigkszos¢ genow kodujacych
poszczegolne enzymy tego szlaku, oraz mechanizm ich regulacji [16, 24, 50].
Jednakze wciaz niewiele wiadomo na temat molekularnego mechanizmu koncowego
etapu tego procesu — transportu barwnikdéw antocyjanowych do wakuoli.

Transport antocyjanéw do wakuoli wymaga obecnosci w cytozolu biatek zalicza-
nych do grupy transferaz glutationowych (GST, EC 2.5.1.18) oraz wystepowania
w tonoplascie pompy glutationowej nalezacej do specyficznej rodziny transporterow.
Transferazy glutationowe katalizuja reakcje przylaczania czasteczki glutationu (GSH)
do organicznych anionéw heterocyklicznych, w tym glikozydow antocyjanidyn [10].
Tworzenie sprz¢zen z glutationem nie tylko zwigksza hydrofilowos¢ koniugatow, ale
rowniez jest wstepem do ich przeniesienia przez btong tonoplastu za pomoca specy-
ficznych biatek transportujacych typu MRP (ang. multidrug resistance protein) [22].

Transferaza glutationowa typu III jest niezbedna do akumulacji antocyjanow
w wakuoli kukurydzy [28]. U mutantéw kukurydzy, ktore jej nie maja transport
barwnikow zostaje zahamowany i sa one akumulowane w cytoplazmie, gdzie ulegaja
utlenieniu, nadajac komérkom charakterystyczne brazowe zabarwienie. Funkcjonal-
nie zblizone transferazy glutationowe zostaty odkryte takze u petunii [2], gozdzika
[25]irzodkiewnika [23]. Transferaza glutationowa obecna w petunii zaliczana jest do
typu 1 pod wzglgdem sekwencji aminokwasowej znacznie r6zni si¢ od typu III (ho-
mologia jedynie w 12%). Pomimo Ze obie transferazy naleza do innych typow, ich
dziatanie w tkankach r6znych gatunkow roslin moze si¢ uzupehiac [2, 25], co wska-
zuje, ze petnig one podobne funkcje, a powstawaly niezaleznie w procesie ewolucji.

Mimo doniesien o zwiazku transferaz glutationowych z transportem antocyjanow
jak dotad nie udato sig in vivo stwierdzi¢ wystgpowania potaczen tych barwnikow
z glutationem [33], podczas gdy potwierdzono obecno$¢ innych koniugatéw gluta-
tionu, np. z niektorymi herbicydami [6]. Mueller i in. [33] sugeruja, ze w przypadku
petunii GST peia funkcje cytoplazmatycznych biatek ,,eskortujacych” dostarcza-
jacych antocyjany bezposrednio do odpowiedniego transportera w btonie wakuoli.
Podobna funkcjg u zwierzat petni grupa transferaz glutationowych zwanych ligandy-
nami, ktére oddzialuja in vivo z roznymi zwigzkami: kwasami tluszczowymi, biliru-
bina, niektorymi lekami, ale nie tworza z nimi trwatych pofaczen i nie katalizuja
zadnych enzymatycznych przemian. Obecno$¢ ich jest jednak niezbgdna do trans-
portu tych zwiazkow przez btony [10].

Transferazy glutationowe same nie sa zdolne do przeniesienia czasteczek barwni-
koéw przez btong wakuoli. Poniewaz do przeniesienia przez btony zwiazkow sprzezo-
nych z glutationem w komorkach roslinnych i zwierzecych wymagane sa transportery
typu MRP, sugerowano réwniez ich analogiczny udzial w transporcie antocyjanow [ 2,
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28]. Biatka MRP nalezg do duzej rodziny transporteréw typu ABC (ang. ATP-Binding
Cassette) wykorzystujacych do przeprowadzenia procesu przeniesienia roznych zwiaz-
kow przez btony energi¢ z hydrolizy kompleksu Mg-ATP [40]. Ze wzgledu na ich
duze powinowactwo do koniugatow glutationowych nazywane sa one czgsto pompa-
mi glutationowymi. Istnieja doniesienia wskazujace bezposrednio na udziat transpor-
terow MRP w transporcie antocyjanow. I tak: pompa glutationowa wyizolowana
z rzodkiewnika uczestniczy w transporcie do wakuoli 3-glukozydu cyjanidyny [26,
27]. W przypadku kukurydzy nagromadzanie antocyjanow w wakuoli wymaga
obecnosci w tonoplascie biatka ZmMRP3 (Zea mays), nalezacego do transporterow
typu MRP. Interesujace jest to, ze ekspresja genu ZmMRP3 jest kontrolowana przez
regulatory biosyntezy antocyjandw [12].

Inne prace dowodza, ze akumulacja antocyjanow w wakuoli moze zachodzi¢
w wyniku transportu zaleznego od gradientu protonowego. W wakuolach komorek
mutanta Attt12 rzodkiewnika stwierdzono silne zahamowanie nagromadzania pro-
antocyjanidyn [9]. Gen A¢7¢12 koduje biatko zblizone do wtdrnych transporterow
z rodziny MATE (ang. multidrug and toxic compound extrusion), ktére do przeno-
szenia przez blony wykorzystuja mechanizm antyportu jonéw Na' [32]. Mechanizm
ten takze moze stuzy¢ do transportu proantocyjanidyn i antocyjanéw przez tonoplast
do wnetrza wakuoli. Zblizone do MATE biatko zostato odkryte u pomidora, a jego
ekspresja jest czgsciowo regulowana wraz z genami biosyntezy antocyjanow [30].
Hipotezy te wymagaja jednak szerszego potwierdzenia eksperymentalnego.

W badaniach in vitro do wakuol izolowanych z komoérek marchwi (Daucus
carota) przenoszone byty tylko antocyjany acylowane, a transport ten nie wymagat
obecnosci zarowno glutationu, jak tez transferazy glutationowej [17]. W badaniach
tych wykazano takze, ze acylowane pochodne antocyjanéw wyodrebnione z marchwi
nie byty transportowane do wakuol pobranych z komorek innych gatunkoéw roslin. Na
tej podstawie autorzy wymienionej pracy sugeruja, ze transport analizowanych
zwiazkow moze odbywac sig przy udziale zlokalizowanych w tonoplascie specyficz-
nych przenosnikow. Wedtug nich wydaje si¢ mozliwe, ze poszczeg6lne gatunki roslin
wyksztatcity rozne mechanizmy transportu antocyjanow do wnetrza wakuoli.

W wigkszo$ci roslin barwniki antocyjanowe rozproszone sa w wakuolach komorek,
ale czasami wystgpuja tam w postaci intensywnie wybarwionych, kulistych globul
o roznych rozmiarach i r6znej liczebnos$ci. Kuliste i barwne twory, zwane antocyjano-
plastami lub wakuolarnymi inkluzjami antocyjanowymi (AVI), zostaty opisane u po-
nad 70 gatunkow roslin [8, 29, 37, 38]. Nie wystgpuja one we wszystkich komorkach
magazynujacych antocyjany, ale ich obecno$¢ ma istotny wptyw zar6wno na inten-
sywnos¢, jak 1 odcien barwy kwiatow. Przyktadem sa kwiaty gozdzikow, w ktorych
nagromadzenie duzych ilo$ci antocyjanoplastow w wakuolach powoduje, ze ich
barwa jest niebieskoszara, pomimo Ze zawieraja one r6zowo zabarwione pochodne
pelargonidyny [29].

Obserwacje w mikroskopie elektronowym ukazaty, ze antocyjanoplasty nie majq
zadnej blony ani wewngtrznej struktury [29, 36]. Analizy biochemiczne z kolei
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dowodza, ze zawarte w nich antocyjany zwiazane sa nickowalencyjnie z biatkowym
nosnikiem (matriks) [29]. Glowne biatko wyizolowane z AVI ma masg czasteczkowa
24 kDa, i okreslane jest jako wakuolarne biatko 24 (VP24). Wykazano, ze ekspresja
genu VP24 jest Sci$le skorelowana z akumulacja antocyjanéw, co moze dowodzi¢
o istotnej roli biatka VP24 w mechanizmie wiazania tych barwnikow [36, 37, 52].
Stwierdzono, ze AVI zawieraja szczeg6lne typy antocyjanow, rézne od wystgpu-
jacych w pozostatej czesci wakuoli. Na przyktad u Eustoma grandiflorum antocyja-
noplasty zawieraja tylko 3,5-diglikozydy antocyjanidyn [29], natomiast u Vitis vini-
fera selektywnie gromadzone sa glikozydy acylowane [8]. Kumulacja w AVI tylko
niektorych typow antocyjanow zapewne prowadzi do zwigkszenia ich trwatosci
poprzez separacj¢ od enzymow zawartych w wakuolach [29].

Podsumowanie

Wieloetapowy proces biosyntezy antocyjanow zostat do§¢ dobrze poznany. Zlo-
kalizowano i opisano wigkszo$¢ gendw kodujacych niezbedne biatka zwiazane z tym
szlakiem wraz z mechanizmami regulacyjnymi. Scharakteryzowano tez wigkszos¢
enzymow bioracych udziat w tych przemianach. Jednakze wciaz niewiele wiadomo
na temat molekularnego mechanizmu koncowych etapéw tego procesu: transportu
barwnikéw antocyjanowych do wakuoli, ich wykorzystania oraz degradacji. Brak tez
ostatecznych dowodow o rzeczywistej roli fizjologicznej antocyjandéw w wielu
organach roslinnych, takich jak pedy lub korzenie. Szybko rozwijajace si¢ metody
badawcze z dziedzin biochemii i genetyki molekularnej pozwalajg mie¢ nadziejg na
rychle rozwiazanie tych problemow.
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Occurrence, biosynthesis and accumulation
of anthocyanins in plants

Key words: anthocyanins, occurrence, biosynthesis, accumulation

Summary

The occurrence, biosynthesis pathways, as well as transport mechanisms and
accumulation of anthocyanins in plants were reviewed. Anthocyanins are a large
group of plant pigments belonging to flavonoids. They occur in plant tissues mainly as
glycosidic derivatives, and are the main components of flower colours and skin of
many fruits. The first steps of anthocyanins biosynthesis are the same like in case of
other flavonoids, and lead to naringenin. Then the naringenin can be converted into
dihydrokaempferol, which is a substrate for biosynthesis of dihydromyricetin, and/or
dihydroquercetin. Dihydrokaempferol, dihydromyricetin and dihydroquercetin can
be used for biosynthesis of pelargonidin, delphinidin, and cyanidin respectively,
which are next converted in numbers of glucosids. Anthocyanins are accumulated in
cell vacuoles, mainly in the flower tissues and in fruits skin.
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Wstep

Zdolnos¢ kietkowania, definiowana jako procent siewek normalnych wyrostych
z nasion w optymalnych warunkach §rodowiska, jest przyjetym i akceptowanym na
$wiecie kryterium oceny zywotno$ci nasion [5, 15]. Celem tego testu jest okreslenie
potencjalnych mozliwosci kietkowania nasion danego gatunku, dlatego tez jest on
przeprowadzany w optymalnych warunkach. Jednak wysoka wartos¢ zdolnosci kietko-
wania nie zawsze znajduje odzwierciedlenie w zadowalajacych wschodach polowych
[19]. Partie nasion rowne pod wzgledem wyzej wspomnianego parametru, wysiane
w tym samym czasie i miejscu, moga roznic¢ si¢ wschodami polowymi. Ponadto, takie
partie nasion moga roéznie reagowac na warunki przechowania i transportu [5, 15]. Za
przyczyng takiego stanu rzeczy uznaje si¢ roznice w wigorze nasion. Wiadomo, ze
spadek wigoru nasion nastepuje wczesniej niz spadek zdolnosci kietkowania czy
zywotno$ci nasion. Celem oceny wigoru nasion jest wigc uzyskanie szerszych
informacji o warto$ci siewnej 1 jako$ci nasion niz na podstawie oceny zdolno$ci
kietkowania [15]. W nowoczesne] produkcji roslinnej wysoki wigor nasion coraz
bardziej zyskuje na znaczeniu jako czynnik wptywajacy najakos¢ i wielko$¢ plonow.

Oficjalna definicja wigoru nasion, przyjeta w 1977 roku przez Migdzynarodowy
Zwiazek Oceny Nasion (ISTA), glosi, Ze ,,wigor nasion jest suma tych wlasciwosci
nasion, ktore okreslaja poziom aktywnosci i zachowanie si¢ nasienia lub partii nasion
w czasie kietkowania 1 wschodow siewek™ [5, 15, 19]. Juz w 1876 roku, niemiecki
uczony Fredrich Nobbe, wprowadzit termin ,, Triebkraft” (z niem. Trieb — instynkt,
poped i Kraft — sita, moc), bedacy swoistym pierwowzorem pojecia wigoru [15, 19].
Z kolei Stowarzyszenie Urzgdowych Analitykow Nasion (AOSA) —ustalajace zasady
oceny nasion w Ameryce Polnocnej, definiuje wigor nasion jako ,,zbior tych wtasci-
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wosci nasion, ktore okreslaja zdolnos¢ nasion do szybkich, jednolitych wschodow
i wzrostu normalnych siewek w szerokim zakresie warunkow polowych” [4, 6, 9].
Wigor nasion nie jest cecha pojedyncza, mierzalna, lecz pojgciem opisujacym szereg
cech zwiazanych z zachowaniem si¢ nasion w polu i podczas przechowywania [ 5, 15].
Z kolei czynnikami majacymi wptyw na ksztalttowanie si¢ poziomu wigoru nasion sg:
1) uwarunkowania genetyczne; 2) warunki wzrostu, rozwoju i dojrzewania roslin
matecznych; 3) stan dojrzatos$ci nasion w czasie zbioru; 4) cechy morfologiczne
nasion; 5) uszkodzenia nasion; 6) wiek fizjologiczny nasion; 7) patogeny [5, 15].
W sprzyjajacych warunkach §rodowiska, zblizonych do optymalnych, gdy wschody
polowe odpowiadaja w przyblizeniu laboratoryjnej zdolno$ci kietkowania, warto$¢
wigoru nasion traci na znaczeniu [5, 10]. Takie optymalne warunki kietkowania sa
jednak w praktyce dos¢ rzadkie. Udowodniono, ze w stresowych warunkach wysoko-
wigorowe nasiona daja wyzsze i bardziej rtownomierne wschody niz nasiona o porow-
nywalnej zdolnosci kietkowania, ale o niskim wigorze [5, 15, 19]. Wigor nasion ma
niewatpliwie duzy wpltyw roéwniez na plon roslin, gdyz wptywajac na szybkos¢
i rownomierno$¢ wschodow, a potem wzrostu siewek, decyduje o wyrownaniu
morfologicznym ro$lin, a tym samym o wielko$ci ponoszonych strat podczas mecha-
nicznego zbioru [19].

Testy wigorowe

Test wigorowy powinien spetnia¢ nastgpujace wymagania: 1) wysoka korelacja
ze wschodami polowymi (wyzsza niz w przypadku laboratoryjnej zdolnosci kietko-
wania), 2) powtarzalno$¢, 3) obiektywnose, 4) szybkose, 5) prostota, 6) niski koszt [7,
10]. Od roku 1950 do oceny wigoru nasion zaproponowano ponad 60 réznych testow,
jednak Komitet Oceny Wigoru ISTA skoncentrowat si¢ gldwnie na standaryzacji
dziewigciu z nich [16]. Sa to testy: elektroprzewodnictwa, przyspieszonego starzenia,
kontrolowanego starzenia, tetrazolinowy, cold-test, cool-test, test Hiltnera, test wigo-
rowy stresu kompleksowego i testy wzrostowe.

Testy wigorowe nie przewiduja bezposrednio warto$ci wschodow polowych, do-
starczaja jedynie warto$ci wzglednych opisujacych jakos¢ nasion [10]. Ocena wigoru
jest dokonywana poprzez poréwnanie kilku jednoczes$nie badanych probek z probka
kontrolna o znanym wigorze [10]. Z powyzszych wzgledow, dla wielu gatunkow
niezwykle trudne jest wyznaczenie ostrych granic migdzy zadowalajacym poziomem
wigoru nasion a poziomem wigoru, ktory jest nie do przyjgcia [10]. Dabrowska i in. [5]
oraz Oakley i in. [18] wyrdzniaja nastgpujace kategorie testow wigorowych:

Testy oparte na kielkowaniu. Sa najbardziej znane, najszerzej uzywane, tatwe
w stosowaniu i na og6t powtarzalne. Badaja tempo, szybkosc¢ kietkowania, weczesny
wzrost siewki lub tez liczbg skietkowanych normalnych siewek po wczesniejszej
ekspozycji badanej partii nasion na warunki stresowe. Zalicza si¢ do nich: wigorowe
testy wzrostowe (test wzrostu siewki, test szybko$ci wzrostu siewki i test oceny
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siewek), unowoczes$niona forme testow wzrostowych, za jaka mozna uzna¢ kompu-
terowa analize cyfrowych obrazéw kietkujacych siewek; cold-test, cool-test, test
Hiltnera, testy AA, SSAA 1 CD [5, 18]. Badania ISTA wskazuja jednak na niezado-
walajaca powtarzalno$¢ wynikow tych testow migdzy laboratoriami i niska korelacjg
uzyskanych wartosci ze wschodami polowymi [5]. Inne wady to czasochtonnos¢
i koniecznos$¢ precyzyjnej kontroli warunkow przeprowadzania testow, aby mogty
by¢ powtarzalne migdzy laboratoriami [23].

Testy fizjologiczne i biochemiczne. Sa znacznie mniej czasochtonne w stosunku
do opisanych wyzej i uznawane za przysztosciowe. Obejmuja pomiary aktywnosci
metabolicznej nasion; parametrow zwigzanych z oddychaniem, naprawa bton komor-
kowych, czy produkcja substancji lotnych [18]. Zalicza si¢ do nich: test elektroprze-
wodnictwa, test tetrazolinowy, wszelkie metody pomiaru aktywno$ci enzymow:
oksydazy ACC (kwasu l-aminocyklopropano-1-karboksylowego), sumarycznej ak-
tywnosci dehydrogenaz; pomiary zawartosci ATP [5]. Metody oparte na analizie
produkcji etylenu przez nasiona oraz na ocenie wigoru nasion z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej nalezy rowniez zaliczy¢ do tej grupy testow. Z grupy tej
tylko test elektroprzewodnictwa zyskat wigksze uznanie i jest szeroko stosowany
[18]. Jednak z powodu skomplikowanych procedur i cz¢sto niespojnych korelacji ze
wschodami polowymi, ta kategoria testow nie jest rutynowo stosowana [23].

Testy ztozone. Oparte sa na zalozeniu, ze wigor nasion stanowi ztozona odpo-
wiedz na zmienne warunki srodowiska [18]. Polegaja one na ocenie wigcej niz jedne;j
cechy badanych nasion. Zaliczy¢ do nich mozna wigorowy test stresu komplek-
sowego (CSVT). Ta grupa testow wymaga jeszcze dalszych badan do szerszego
stosowana [5].

Charakterystyka testOw wigorowych

Testy wzrostowe

W tescie wzrostu siewki nasiona poddawane sa kietkowaniu w optymalnych
warunkach temperatury i wilgotnos$ci, a poziom wigoru jest oceniany na podstawie
pomiaru dtugosci plumuli (paczka pgdowego) [S]. Wiedzac, ze dlugos¢ siewki jest
pochodna szybkosci jej wzrostu, a tym samym jej wigoru; mozna uszeregowac probki
nasion pod wzgledem ich jakosci. Do zalet tego testu mozna zaliczy¢ prostotg
i doktadnos¢, do wad natomiast: pracochtonno$¢, ograniczenie do gatunkow wytwa-
rzajacych pojedynczy paczek pedowy (np. trawy), niemozno$¢ porownywania wyni-
kow réznych serii badan, gdyz warunki prowadzenia testu istotnie wplywaja na jego
wyniki, oraz brak mozliwosci poréwnan migdzy odmianami, z powodu réznic we
wzro$cie siewek [5]. Za unowocze$niona formg tego testu mozna uzna¢ metode
badania wigoru nasion opartg na komputerowej analizie cyfrowych obrazow kietku-
jacych siewek.
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Test szybkos$ci wzrostu siewki rozni si¢ od opisanego wczesniej tym, ze wigor
nasion ocenia si¢ tu na podstawie suchej masy normalnych siewek [5]. Szybkos¢
wzrostu siewki mozna réwniez mierzy¢ metoda komputerowej analizy cyfrowych
obrazow kietkujacych siewek. Test oceny siewek stanowi rozszerzenie oceny zdol-
nosci kietkowania o dodatkowa klasyfikacj¢ siewek normalnych na: ,,silne” — o wy-
sokim wigorze i ,,stabe” [5]. Siewki stabe charakteryzuja si¢ opéznionym rozwojem
czy tez nieznacznymi uszkodzeniami, ktore nie kwalifikuja ich jeszcze jako siewek
nienormalnych, ale odr6zniaja je od siewek silnych. Taka ocena moze jednak by¢
subiektywna, w wypadku niewystarczajacego doswiadczenia laboranta.

Cold-test i Cool-test

Cold-test jest najpowszechniej stosowany, ze wszystkich testow wigorowych. Za
pomoca tego testu bada si¢ kietkowanie nasion w obecnos$ci takich czynnikow
stresowych, jak wysoka wilgotno$¢ gleby, niska temperatura (chtod) i wystgpowanie
patogenow grzybowych w glebie [5]. Jest on najczgsciej stosowany w ocenie nasion
kukurydzy (Zea mays L.) i soi (Glycine max (L.) MERR.) [5, 10, 19]. Wada tego testu
jest jednak jego staba powtarzalnos¢, szczeg6lnie migdzy laboratoriami, wynikajaca
z trudnosci w standaryzacji niesterylnej gleby uzywanej podczas testu, czego konsek-
wencja jest jego ograniczenie do wewnetrznego uzytku w obregbie laboratorium [5, 10,
19]. Stwierdzono, ze warunki przewidziane w Cold-tescie sa dla niektorych roslin
cieptolubnych zbyt ostre [5]. Cool-test jest jego wariantem o fagodniejszych warun-
kach (wyzsza temperatura gleby), stosowanym m.in. dla nasion fasoli zwyczajnej
(Phaseolus vulgaris L.) i bawelny zwyczajnej (Gossypium hirsutum L.).

Test wigorowy stresu kompleksowego
(complex stressing vigour test — CSVT)

W tescie tym nasiona poddawane sa stresom: niskiej temperatury i niedoboru
tlenu, stosujac ich moczenie w wodzie: najpierw w temperaturze 20-25°C, a nastgp-
nie w temperaturze 2—5°C [5]. Po tej procedurze przeprowadza si¢ standardowa probe
kietkowania w optymalnych warunkach i oceng wigoru nasion w podobny sposéb, jak
w tescie wzrostu siewki [5, 19]. Test ten opracowano dla kukurydzy (Zea mays L.)
i pszenicy (Triticum aestivum L.) [5].

Test Hiltnera (brick grit test)

Przepisy ISTA podaja zastosowanie tego testu dla takich gatunkdéw roslin upraw-
nych, jak kukurydza (Zea mays L.), pszenica (Triticum aestivum L.), jeczmien (Hor-
deum vulgare L.), owies (Avena sativa L.) iryz (Oryza sativa L..) [28]. W teScie Hiltnera
nasiona sa poddawane dziataniu stresu fizycznego, jakim jest przykrywajacaje warstwa
gruzu ceglanego, przez ktory kietkujace siewki musza si¢ przebi¢ [5, 19, 28]. Wskaz-
nikiem wigoru jest tu procent siewek normalnych, ktore przebity si¢ przez gruz [5].
Stwierdzono, ze test ten daje lepsze wyniki dla roslin jednoliSciennych niz dwu-
lisciennych [19]. Wéréd wad tego testu wymienia sig: kosztownos¢, czasochtonnosc,
trudno$ci zwiazane ze zdobyciem, sterylizacja, suszeniem czy ptukaniem gruzu [5].
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Test przyspieszonego starzenia (accelerated ageing — AA)

Test ten jest jednym z dwoch testow wigorowych zatwierdzonych przez ISTA
1 wlaczonych do migdzynarodowych zasad oceny nasion jako standardowa metoda
oceny nasion soi (Glycine max (L.) MERR.) [15]. W tescie tym nasiona poddawane sg
dziataniu dwoch czynnikéw stresowych: wysokiej temperaturze (40—45°C) i wyso-
kiej wilgotno$ci powietrza (wynoszacej prawie 100%) [5, 15]. Test przyspieszonego
starzenia stosowano poczatkowo do okreslenia mozliwej dtugosci okresu przecho-
wywania nasion soi (Glycine max (L.) MERR.) i kukurydzy (Zea mays L.) [5, 20].
Badania wykazaty, Ze test ten nie moze by¢ stosowany dla nasion kapusty glowiastej
(Brassica oleracea var. capitata 1.), kalafiora (Brassica oleracea L. var. botrytis)
i sataty (Lactuca sativa L.) [4,7, 16, 19].

Test przyspieszonego starzenia w nasyconym roztworze soli (SSAA)

Ten test wigorowy wprowadzono w 1996 r. dla badania jako$ci matych nasion,
jako alternatywa dla testow AA i kontrolowanego starzenia (CD), ktore okazaly sig¢
w ich przypadku mato precyzyjne [7, 16, 20]. Metoda ta jest modyfikacja testu AA.
Roznica polega na tym, ze do uzyskania wysokiej wilgotnosci w komorze zamiast
wody destylowanej stosuje si¢ nasycony roztwor chlorku sodu, dzigki czemu wilgot-
no$¢ w komorze sigga tylko okoto 76%, zmniejszajac tym samym tempo pobierania
wody przez nasiona [16, 21]. Zapewnia to tagodniejsze warunki starzenia i zmniejsza
tempo deterioracji nasion. Dowiedziono skutecznosci tej metody w ocenie wigoru
nasion takich gatunkow, jak niecierpek Waleriana (/mpatiens walleriana Hook),
satata (Lactuca sativa L.), pszenica (Triticum aestivum L.), cebula (4/lium cepa L.)
i fiotek trojbarwny (Viola tricolor L.) [4, 18, 20, 21].

Test kontrolowanego starzenia (controlled deterioration — CD)

Nasiona sg w tym przypadku, podobnie jak w tescie AA, poddawane dzialaniu
takich czynnikow, jak wysoka temperatura i wysoka wilgotnos¢ (uwodnienie) nasion
przez okres 24—48 godzin [5, 19]. Test ten byl poczatkowo przeznaczony do oceny
niskiej wartosci siewnej i/lub przechowalniczej matych nasion takich gatunkow
warzyw, jak marchew (Daucus carota L.), cebula (Allium cepa L.), satata (Lactuca
sativa L.) czy warzywa kapustne (Brassicaceae) [5, 16].

Test elektroprzewodnictwa

Test ten jest jednym z dwoch testow wigorowych zatwierdzonych przez ISTA
i wlaczonych do migdzynarodowych zasad oceny nasion jako standardowa metoda
oceny nasion grochu ogrodowego (Pisum sativum L.) [15, 27]. Wigor nasion jest
w tym przypadku oceniany posrednio, poprzez konduktometryczny pomiar przewod-
nictwa elektrycznego (konduktancji) roztworu powstatego przez 24-godzinne mocze-
nie nasion w wodzie destylowanej [5, 15, 19]. Bezposrednio mierzony jest tu stopien
szczelnos$ci 1 ogdlny stan bton komoérkowych, ktory wptywa na ilos¢ elektrolitow
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wyciekajacych z nasienia do wody. Im nizsze elektroprzewodnictwo roztworu, tym
lepszy stan bton komoérkowych i tym wyzszy wigor nasion [5, 19]. Dowiedziono
skutecznosci tej metody w ocenie wigoru nasion takich gatunkow, jak np. papryka
roczna (Capsicum anuum L.) [16], soja (Glycine max (L.) MERR.) [26], komonica
zwyczajna (Lotus corniculatus L.) [ 1], wyka (Vicia benghalensis L.) i lucerna siewna
(Medicago sativa L.) [27]. Metoda ta okazata si¢ jednak nieprzydatna w ocenie
wigoru nasion traw — sorga japonskiego (Sorghum japonicum (HACK.) ROSHEV)
i wydmuchrzycy syberyjskiej (Elymus sibiricus L.) [27].

Test wycieku potasu (potassium leakage test)

Marcos-Filho (1998) przedstawit test wycieku potasu jako wskaznik wigoru
nasion i badat jego uzytecznos¢ w ocenie jakosci nasion soi (Glycine max (L.) MERR.)
[16]. Test ten opiera si¢ na tych samych zasadach, co test elektroprzewodnictwa
imoze by¢ uzywany jako wskaznik szczelnosci bton komérkowych, zabiera przy tym
znacznie mniej czasu [3]. [lo$¢ potasu, ktory wyciekt z nasion zmierzono za pomoca
spektrofotometru ptomieniowego [16]. Badania pokazaty, ze metoda ta uszeregowata
badane partie nasion podobnie jak inne wykonane testy [16]. Potwierdzono rowniez
skutecznos$¢ tej metody w ocenie wigoru nasion kukurydzy (Zea mays L.) [3].

Wigorowy test tetrazolinowy (tetrazolium test)

Te metodg biochemiczng wykorzystuje si¢ zarowno do oceny wigoru, jak i do
oceny zywotnosci nasion [5]. Polega ona na traktowaniu nasion lub tylko ich
zarodkow bezbarwnym roztworem chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliny i obserwacji
barwnej reakcji zachodzacej w tkankach nasienia, redukowaniu soli tetrazolinowej do
trifenyloformazanu —nierozpuszczalnego w wodzie, nieulegajacego rozktadowi zwiaz-
ku o czerwonej barwie [5, 19]. Dzieje si¢ to tylko w zywych komoérkach, gdzie
zachodza procesy redukcyjne i gdzie aktywne sa dehydrogenazy, od ktorych barwnik
przyjmuje wodor [5, 19]. Martwe tkanki pozostaja niezabarwione. Na podstawie
widocznego po barwieniu rozmieszczenia nekroz i ich wielko$ci dokonywana jest
ocena wigoru [19]. Niedogodno$cia tego testu jest to, ze wymaga on doswiadczenia
i wprawy w wykonywaniu procedury oraz w interpretacji wynikow testu [5]. Wiado-
mo tez, ze barwna reakcja zalezy, poza aktywnoscia dehydrogenaz, takze od innych
czynnikow, jak np. stopien zestarzenia tkanek — starsze zywe tkanki sa stabiej
zabarwione; tkanki uszkodzone przy preparowaniu maja kolor ciemnoczerwony —na
skutek przyspieszonego oddychania [5].

Metoda fluorescencji chlorofilu (chlorophyll fluorescence — CF)

Do oceny dojrzatosci i jako$ci nasion zaproponowano metodg oparta na pomia-
rach wartos$ci fluorescencji chlorofilu nienaruszonych nasion [8, 12, 13, 19]. Zaletami
tej metody sa: jej wysoka czuto$¢, catkowita niedestrukcyjnos¢ metody i duza szyb-
kosc¢ pomiaru [13, 19]. Dla wigkszo$ci gatunkow roslin, zawartos$¢ chlorofilu w okry-
wie nasiennej spada wraz z dojrzewaniem nasion [12, 13, 19]. Wraz ze spadkiem
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wspomnianej wyzej wartosci, ich zdolno$¢ kietkowania wzrasta. Utrata zielonego
barwnika w nasionach moze stuzy¢ ograniczeniu mozliwosci emitowania przez
chlorofil wolnych elektronéw, mogacych powodowaé uszkodzenia oksydacyjne,
a spadek jako$ci nasion podczas ich przechowywania jest czgsto przypisywany wyzej
wymienionym uszkodzeniom [13]. Badania na nasionach kapusty glowiastej (Brassica
oleracea var. capitata L..) dowiodly, ze metoda pomiaru fluorescencji chlorofilu moze
by¢ uzywana do poprawy jakoS$ci partii nasion tego gatunku przez identyfikacjg
i odrzucanie mniej dojrzatych nasion [13].

Test etanolowy dla rzepaku (Canola seed vigour ethanol test)

Jak podaja Buckley i in. [2], rzepak dwuzerowy (Brassica napus L.) jest jednym
z gatunkow uprawnych, dla ktérego nie ma na razie wiarygodnego testu wigorowego
[2]. Stwierdzono, ze nasiona podczas pgcznienia przechodza faz¢ metabolizmu
beztlenowego, kiedy to produkowane sa etanol i aldehyd octowy [2]. Po tym okresie,
nasiona przechodza z powrotem na metabolizm tlenowy i produkcja tych zwiazkow
spada 1 ustaje [2]. Jednak w nasionach gorszej jakosci powyzszy proces postgpuje
wolniej. Zauwazono wzrost produkcji tychze zwiazkow towarzyszacy procesowi
naturalnego lub sztucznego starzenia w wilgotnych nasionach soi (Glycine max (L.)
MERR.), grochu (Pisum sativum L.), czy melona (Cucumis melo L.) [2]. Autorzy
badali produkcjg etanolu przez wilgotne nasiona rzepaku i zauwazyli wysoka korela-
cj¢ migdzy wigorem tych nasion a poziomem powstalego etanolu. Wyniki ekspery-
mentu dowiodly, ze poziom emisji etanolu przez wilgotne nasiona rzepaku jest
dobrym wskaznikiem wigoru nasion tego gatunku. Stwierdzono réwniez znaczace
korelacje migdzy wynikami polowych wskaznikow wigoru a emisja etanolu [2].

Q2 Test

Jest to szybka, precyzyjna i nieinwazyjna metoda oceny jako$ci pgczniejacych
nasion [8, 11]. Urzadzenie pomiarowe mierzy, w regularnych odstgpach czasu,
stezenia tlenu w zamknigtych ptytkach sktadajacych si¢ z 24, 48 lub 96 otworow [11].
W kazdym otworze umieszczone jest jedno nasienie. W ten sposob dokonywany jest
catkowicie automatyczny pomiar aktywnosci oddechowej poszczegdlnych nasion
[8]. Ocena jakos$ci nasion mozliwa jest juz po 1048 godzinach od rozpoczgcia
pecznienia. Niestety, nie ma jednak danych o korelacji wynikéw uzyskanych ta
metoda z wynikami wschod6éw polowych lub innymi testami wigorowymi.

Testy oparte na pomiarze aktywnosci enzymow

Sumaryczna aktywno$¢ dehydrogenaz w nasionach jest uwazana za dobry
wskaznik jakos$ci nasion [8, 14]. Metoda ta opiera si¢ na barwnej reakcji z uzyciem
soli tetrazolinowej, podobnie jak w wigorowym tescie tetrazolinowym. Powstaty
w wyniku reakcji trifenyloformazan jest ekstrahowany z nasion za pomoca acetonu,
po czym mierzy si¢ absorbancjg tak otrzymanego roztworu przy uzyciu spektro-
fotometru przy dlugosci fali 488 nm [8].
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Przeksztalcenie ACC w etylen zachodzi przy udziale oksydazy ACC (ACCO)
[8]. Produkcja etylenu zalezna od ACC, jego bezposredniego prekursora, jest uzna-
wana za dobry wskaznik wigoru nasion u wielu gatunkow roslin. Aktywnosc¢ oksyda-
zy ACC in vivo zalezy od stopnia szczelno$ci blon komoérkowych, tak wigc zdolnose¢
nasion do przeksztatcenia ACC w etylen jest posrednim wskaznikiem stanu tych bton,
a tym samym wigoru nasion [8]. Kgpczynska i in. [14], badajac wptyw matrykondy-
cjonowania na jako$¢ nasion cebuli (4//ium cepa L.), zaobserwowali, ze zabieg ten
spowodowat wzrost aktywnosci oksydazy ACC [14]. Stwierdzono ponadto spadek
aktywnosci tego enzymu podczas starzenia si¢ nasion, co w potaczeniu z wynikami
innych pomiaréw jako$ci nasion, potwierdza tezg o zwiazku aktywno$ci omawianego
enzymu z wigorem nasion [14].

Komputerowa analiza cyfrowych obrazow kielkujacych siewek

Testy wigorowe dla roslin uprawnych o mniejszych nasionach oparte sa glownie
na pomiarach wzrostu siewek [7]. Dowiedziono skutecznos$ci takich pomiarow
W ocenie wigoru nasion marchwi (Daucus carota L.), sataty (Lactuca sativa L.),
rzodkiewki (Raphanus sativus L.), buraka cukrowego (Beta vulgaris subsp. vulgaris),
kalafiora (Brassica oleracea L. var. botrytis), cebuli (Allium cepa L.) czy pora
(Allium porrum L.) [7]. Jednak z powodu matych rozmiaré6w nasion, pomiary wczes-
nego wzrostu siewek moga by¢ trudne, czasochtonne i subiektywne [7, 18]. Zastoso-
wanie komputerowo wspomaganej analizy wielkosci siewki rozwiazuje te problemy,
pozwala na szybki, doktadny i obiektywny pomiar. Jak podaje Hoffmaster i in.[9],
czas pomiaru komputerowej oceny wigoru probki nasion soi trwa ponizej 20 sekund,
podczas gdy pomiary rgczne wymagaja dtuzszego czasu, okoto 30 minut [9]. Istnieja
komercyjne systemy, ktore za pomoca komputerowej analizy cyfrowych obrazow
oceniaja wzrost siewek, a na tej podstawie — wigor nasion [7, 18]. Obrazy te sa
uzyskiwane za pomoca kamery wideo sprzg¢zonej z procesorem CCD lub tez przy
uzyciu skanera. Stworzono rowniez oprogramowanie umozliwiajace taka oceng.
Contreras i Barros [4], Pefaloza i in. [20] oraz Sako i in. [22] wykorzystali analizg
komputerowa w badaniu wigoru nasion salaty (Lactuca sativa L..) [4, 20, 22]. Wyniki
wszystkich eksperymentow pokazaty duza precyzjg oceny wigorunasion. Do jej zalet
zaliczono obiektywizm, niski koszt, prostote i powtarzalnos¢ [22]. Hoffmasteri in. [9]
opracowali rowniez system komputerowej analizy obrazow siewek do oceny wigoru
nasion soi (Glycine max (L.) MERR.) [9].

Analiza produkcji etylenu

Stwierdzono, ze podczas wzrostu korzenia zarodkowego w peczniejacych nasio-
nach zachodzi wytwarzanie etylenu [19]. Etylen jest produkowany podczas pgcznie-
nia nasion niebgdacych w spoczynku, z wyraznym wzrostem produkcji towarzy-
szacemu procesowi kietkowania nasion [6, 23]. Wystepuje silny zwiazek migdzy wi-
gorem nasion, czasem potrzebnym do rozpoczgcia kietkowania a zdolnoscia nasion
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do wytwarzania etylenu. Kgpczynska i in. [14] stwierdzili, ze poziom produkcji ety-
lenu spadal wraz z postgpowaniem procesu starzenia si¢ nasion. Jak podaje Dutt i in.
[6], produkcja etylenu jest skorelowana z wigorem nasion wielu gatunkow, takich jak
kukurydza (Zea mays L.), pomidor (Lycopercisum esculentum MILL.), por (Allium
porrum L.), salata (Lactuca sativa L.), fasola (Phaseolus vulgaris L.), rzodkiewka
(Raphanus sativus L.) czy groch (Pisum sativum L.) oraz ze pgczniejace nasiona
o niskim wigorze zaczynaty produkowac wyzej wymieniony zwiazek w p6zniejszym
czasie 1 w mniejszych ilosciach niz nasiona wysokowigorowe [6].

Ocena aktywnosci cyklu komorkowego
za pomoc3g cytometrii przeplywowej

Metodg cytometrii przeptywowej mozna zaadaptowac do oceny jako$ci nasion
[24, 25]. Sliwinska i Pedersen [25] badali za jej pomoca stadia replikacyjne jader
komoérkowych nasion buraka cukrowego (Beta vulgaris subsp. vulgaris) o poréwny-
walnej zdolnos$ci kietkowania, ale roznym wigorze [25]. Stwierdzono, ze stosunek faz
jadrowych G2/G1 wykazuje wysoka, dodatnig korelacjg z wigorem nasion. Zaobser-
wowano takze, ze ilo§¢ komorek w fazie G2 byta wyzsza u nasion dojrzatych, niz
unasion niedojrzatych [24]. Stosunek liczby komorek w fazie G2 do liczby komorek
w fazie G1 (G2/G1) w nasionach niekietkujacych byt wyzszy u nasion o wyzszym
wigorze [25] i wzrastal on podczas kietkowania u wszystkich badanych nasion [24,
25]. Powyzsze badania dowiodly, ze cytometria przeptywowa moze by¢ uzywana do
oceny wigoru nasion. Zdaniem autoréw tych badan, analiza nasion kietkujacych nie
dostarcza wigcej informacji o ich jakosci niz analiza nasion niekietkujacych, ktora jest
metoda szybsza i tansza niz metody klasyczne [25].

Podsumowanie

Obecnie testy wigorowe roznig si¢ stopniem wiarygodnosci i mozliwosciami ich
zastosowania dla poszczegolnych gatunkow roslin. Jak zauwaza McDonald, nie ma
bowiem uniwersalnego testu wigorowego, idealnego dla nasion wszystkich gatunkow
ro$lin, a w zwiazku z tym, nie istnieje jedna standardowa procedura, na tle ktorej moz-
na oceni¢ warto$¢ danego testu [17]. Obecnie wigkszo$¢ dostgpnych testow wigoro-
wych jest opracowanych i polecanych dla konkretnych gatunkéw roslin. Mozna
rowniez zauwazyc¢, ze wigkszos$¢ obecnie stosowanych testow wigorowych okresla
pewien aspekt lub komponent jakos$ci nasion. Jak twierdzi McDonald, szersza infor-
macj¢ o jakosci nasion mozna uzyskac tylko przeprowadzajac serig kilku testow
wigorowych [17]. Takie podejscie wydaje si¢ uzasadnione, ale sa rowniez pewne
watpliwosci utrudniajace wprowadzenie go do powszechnej praktyki. Po pierwsze,
nie wiadomo jaka czg$¢ sktadowa ostatecznego wskaznika wigoru miataby przypadac
kazdemu testowi [ 17]. Druga watpliwo$¢, to wigkszy koszt 1 dtuzszy czas pozyskania
takich informacji [17].
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Traditional and modern methods
of seed vigour testing
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Summary

Germination capacity is a generally accepted and widely used criterion of seed
quality estimation. Yet seed vigour testing provides broader and more accurate
information on its quality. Presented paper concentrates on a description of vigour
tests; both these, which have already reached an acceptation and those, which have not
been widely used yet. In the first group there are tests listed by ISTA, described further
in this paper. The other group includes the following methods: saturated salt
accelerated ageing test (SSAA), potassium leakage test, chlorophyll fluorescence,
ethanol test, Q2 test, enzyme activity measurements, digital image analysis, ethylene
evolution assessment and methods using flow cytometry.
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Wstep

Wycofanie z zywienia zwierzat gospodarskich maczek pochodzenia zwierzgcego
spowodowatlo znaczny wzrost zapotrzebowania na ro§linne pasze bialkowe. Najwaz-
niejsza taka pasza jest Sruta sojowa, a w Polsce i w innych krajach uprawiajacych
rzepak dodatkowo, cho¢ w mniejszym stopniu, poekstrakcyjna sruta rzepakowa.
Mimo wysokiej warto$ci odzywczej biatka obu tych pasz, ich zastosowanie w zywie-
niu niektorych zwierzat jest ograniczone ze wzglgdu na dziatania uboczne, takie jak
dziatanie alergizujace soi u cielat i prosiat, lub wlasnosci goitrogenne $ruty rzepako-
wej. Nic wige dziwnego, ze przemyst paszowy jest zainteresowany wykorzystaniem
wszystkich roslinnych produktow ubocznych przemyshu spozywczego i rolnego,
charakteryzujacych si¢ duza koncentracja i wysoka wartoscia odzywcza biatka. Do
takich produktoéw zalicza si¢ koncentrat biatka ziemniaczanego.

Produkcja biatka ziemniaczanego nie jest duza i koncentruje si¢ w krajach
uprawiajacych ziemniaki na cele przemystowe — w Europie gtéwnie w Holandii,
Niemczech, Polsce i Czechach, natomiast informacje o wartosci odzywczej tego
biatka sa rozproszone i nickompletne. Celem artykutu jest omowienie badan nad jego
sktadem, wartoscia odzywcza i zwiazkami, wywierajacymi rozne dziatania na orga-
nizm zwierzecey.
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Wielkos¢ produkeji i technologia pozyskiwania
koncentratu bialka ziemniaczanego

Koncentrat biatka ziemniaczanego jest pozyskiwany z wody sokowej stanowiacej
produkt odpadowy przy produkcji skrobi. Produkcja koncentratu nie jest ujgta w sta-
tystykach Instytutu Ekonomiki Rolnej, a jej potencjalna wielko$¢ mozna oszacowac
na podstawie przerobu ziemniakow skrobiowych. Rynek skrobi w Unii Europejskie;j
jestrynkiem regulowanym. Roczny limit produkcji skrobi dla Polski wynosi 145 tys.
ton 1 nie w kazdym roku jest osiggany. Do wyprodukowania takiej ilo$ci skrobi
zuzywa si¢ 650 do 800 tys. ton ziemniakow skrobiowych [9]. Przy zalozeniu, ze cata
ilos¢ wody sokowej powstajacej przy produkcji skrobi jest poddana czgsciowemu
odbiatczeniu oraz, ze przy obecnej technologii odzyskiwane biatko stanowi 1% masy
przerabianych ziemniakow [3] daje to potencjalna ilo$¢ 6,5 do 8 tys. ton bialka, co
odpowiada 8—10 tys. ton koncentratu o zawartosci 80% biatka ogdlnego. Jest to
wprawdzie pozycja niewielka, ale stanowiaca okoto potowy ilosci produkowanej
w Polsce maczki rybnej 1 migsnej, ktora wedlug danych Instytutu Ekonomiki Rolnej
wynosita w 2006 1. 18 tys. ton przy wyraznie nizszej zawartosci biatka.

Z prognoz dotyczacych rozwoju przetworstwa ziemniaczanego mozna sadzi¢, ze
w najblizszych latach ilo§¢ wytwarzanego biatka bedzie si¢ zwigkszala. Wynika to
z jednej strony z poprawy rentownosci przemystu skrobiowego i zwigkszenia jego
mozliwosci inwestycyjnych, jak tez z zaostrzajacych si¢ wymogoéw dotyczacych
ochrony $rodowiska. Wody sokowe powstajace przy produkcji skrobi zawieraja do
2,5% bialka [42]1ich wylewanie na glebg stanowi zagrozenie dla rodowiska natural-
nego ze wzgledu na duze zapotrzebowanie tlenu. Usunigcie nawet czgsci biatka z wo-
dy sokowej powoduje znaczne zmniejszenie uciazliwosci przemystu krochmalnicze-
go dla srodowiska [29]. Dlatego inwestycje w przemysle ziemniaczanym maja by¢
skierowane m.in. na unowocze$nienie zagospodarowania odpadow i sciekow [ 18], co
w konsekwencji powinno spowodowac zwigkszenie liczby krochmalni produku-
jacych koncentrat. W obrocie znajduje si¢ takze koncentrat importowany.

Wydzielanie bialek z wody sokowej pozostalej po produkcji skrobi mozna
prowadzi¢ metodami polegajacymi na ich koagulacji termicznej lub kwasowe;j,
tworzeniu kompleksow z karboksymetyloceluloza lub bentonitem, badz ultrafiltracji,
mozliwe jest takze rozdzielanie suchych frakcji ziemniaka [31]. Na skalg przemysto-
wa stosowana jest metoda koagulacji termicznej biatka, w duzych zaktadach poprze-
dzona wstegpna koncentracja poprzez odwrocong osmozg [42]. W przemysle skrobio-
wym w Polsce stosuje si¢ metodg termicznej koagulacji biatka po obnizeniu pH,
a nastgpnie dekantacje i suszenie koncentratu.

W procesie tym do koncentratu przechodza nie tylko biatka i niewielkie ilosci
innych sktadnikow odzywczych, ale rowniez sktadniki niepozadane, jak glikoalka-
loidy, ktore w trakcie przerobu ulegaja zaggszczeniu i adsorpcji przez biatko.

Metody wydzielania i koncentracji bialka, a zwlaszcza stopien zakwaszenia, czas
i temperatura ogrzewania, sila jonowa i potencjat oksydoredukcyjny srodowiska
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reakcji, maja wplyw na wlasciwosci 1 wartos¢ odzywcza biatka. Szczegdlnie duzo
badan poswigcono wplywowi sposobu pozyskiwania i dalszego postgpowania z kon-
centratem na jego wtasciwosci funkcjonalne, jak wodochtonnos$¢, rozpuszczalnose,
olejochtonno$¢, emulsyjnos¢ i pienistosc, istotne w przemysle spozywcezym [29, 31].
Wedlug wigkszosci autorow, termiczna metoda wytracania biatka prowadzi do jego
denaturacji i zmniejszenia rozpuszczalnosci, a w konsekwencji do pogorszenia
wlasciwosci funkcjonalnych.

Wplyw technologii na warto$¢ odzywcza biatka ziemniaczanego i zawarto$¢
substancji antyodzywczych uwzgledniano jedynie w nielicznych pracach. W badaniach
Wojnowskiej i in. [40] sposob wydzielania biatka w warunkach laboratoryjnych
(ultrafiltracja, koagulacja za pomoca elektrolitow i koncentracja przez wymrazanie) nie
wplynalna zawartos¢ glikoalkaloidow natomiast zréznicowal koncentracjg inhibitorow
proteaz, ktora byla 2,5-krotnie mniejsza w preparacie uzyskanym metoda ultrafiltracji
niz w dwoch pozostatych. Ogrzewanie wszystkich trzech preparatow w temp. 100°C
przez 15 min spowodowato znaczne zmniejszenie zawartosci aminokwasow niezbed-
nych (w przeliczeniu na 16 g N) oraz zmniejszenie aktywnosci inhibitorow proteaz o
ponad 40%, glikoalkaloidow za$ az o ponad 80% zawarto$ci poczatkowej (przed
ogrzewaniem). Autorzy ci podkreslaja potencjalnie wysoka warto$¢ odzywcza biatka
ziemniaczanego jako zroédta aminokwasow i zwracaja uwagg na znaczenie ogrzewania
jako procesu zmniejszajacego wprawdzie zawarto$¢ zwiazkow niekorzystnych dla
organizmu, lecz jednoczesnie obnizajacego warto$¢ odzywcza biatka w wyniku
zmniejszenia zawarto$ci aminokwasow, nie omawiaja jednak ewentualnych przyczyn
znacznego — i trudnego do interpretacji — ubytku aminokwaséw w biatku koncentratow
ogrzewanych w porownaniu z nicogrzewanymi. Natomiast Kralova i in. [20] nie
stwierdzili wplywu procesow technologicznych (koagulacja termiczna w niskim pH,
suszenie metoda rozpytowa lub begbnowa) na sktad aminokwasowy, strawnosc¢ i warto$¢
biologiczna biatka oraz na aktywnos¢ inhibitora trypsyny.

Do znaczacych osiagni¢¢ w zakresie technologii produkcji koncentratu nalezy
niemal catkowite usunigcie glikoalkaloidow solanidyny dzigki wprowadzeniu dodat-
kowego etapu oczyszczania (acid-refining step). Wyprodukowany w ten sposob
koncentrat Protastar AVEBE zawiera sladowe ilo$ci tych zwiazkow dzigki czemu jest
on lepiej wykorzystywany w zywieniu prosiat [17] i ryb [32] niz koncentrat o nor-
malnej zawarto$ci tych zwigzkow.

Charakterystyka i wartos¢ odzywcza
bialka ziemniakow i koncentratu

Biatko ziemniaka sktada si¢ z wielu frakcji rézniacych si¢ pod wzgledem cigzaru
molekularnego i wlasciwosci strukturalnych, fizykochemicznych i biologicznych. Postgp
w dziedzinie elektroforezy i chromatografii pozwolit na poszerzenie wiedzy o ich
strukturze, funkcjach i wlasciwosciach oraz na ich sklasyfikowanie [29]. Ze wzgledu na
zakres niniejszego opracowania ograniczymy si¢ do ich ogoélnego omowienia.



94 B. Pastuszewska, M. Taciak, A. Tusnio

Okoto 75-80% bialek ziemniaka stanowia rozpuszczalne biatka globularne.
Gléwnym rozpuszczalnym biatkiem ziemniaka jest tuberyna, zwana obecnie pataty-
na. Jest to biatko charakterystyczne tylko dla ziemniaka, o masie czasteczkowej okoto
44 000, wystepujace czgsto w formie dimerdéw i stanowiace rodzing (grupg) biatek
o charakterze glikoprotein. Patatyna jest glownie biatkiem zapasowym, ale w stanie
natywnym (niezdenaturowanym) wykazuje wlasciwosci funkcjonalne i aktywnos¢
enzymatyczng, a mianowicie aktywnos$¢ acylohydrolazy i esterazy w stosunku do
roznych zwiazkéw lipidowych, a takze aktywnos¢ beta-1,3-glukanazy. Dzigki tej
aktywnosci biatko to jest uwazane za element mechanizmu obronnego rosliny przed
patogenami. Patatyna ma takze dziatanie alergizujace, ktore maleje pod wplywem
ogrzewania [34].

Druga grupg bialek ziemniaka stanowia biatka o masie czasteczkowej od 5 000 do
25 000. W jej sktad wchodza inhibitory enzymow proteolitycznych. Dzigki réoznicom
wystepujacym w budowie i wlasciwosciach biatka inhibitorow, sa one stosowane jako
podstawa identyfikacji i klasyfikacji nowych odmian ziemniaka.

W pracy Peksy [29] zostata wyrdzniona takze grupa biatek oraz agregaty o znacz-
nie wigkszym cigzarze molekularnym.

Oproécz biatek wchodzacych w sktad tzw. biatka wlasciwego, w ziemniakach
wystepuja zwiazki azotowe niebiatkowe, jak wolne aminokwasy, azotany i azotyny,
metabolity. W bulwach azot tych zwiazkow moze stanowi¢ nawet 50% ogdlnej
zawarto$ci azotu [23], aich ilo$¢ zalezy w duzym stopniu od czynnikow zewngtrznych,
przede wszystkim od nawozenia azotowego. Nie wiadomo czy i w jakim stopniu
zwiazki te ulegaja wytraceniu i przechodza do koncentratu biatkowego. W koncentracie
ocenianym przez Taciaka [37] azot aminokwasow stanowit 87,5% azotu ogo6lnego
koncentratu, co oznacza, ze 12,5% pochodzito ze zwiazkéw niebiatkowych.

Zawarto$¢ biatka ogolnego (N x 6,25) w koncentracie wynosi okoto 80% s.m.
Oprocz biatka koncentrat zawiera 2,5-3% popiotu, sladowe ilosci widkna surowego
i ekstraktu eterowego. Zwiazki bezazotowe wyciagowe stanowia do 15% s.m., z cze-
go okoto potoweg (7—8% s.m.) stanowi skrobia.

Gltoéwnymi czynnikami decydujacymi o warto$ci odzywczej biatka, zaréwno dla
ludzi jak i zwierzat monogastrycznych, jest jego sktad aminokwasowy, a zwtaszcza
zawarto$¢ 1 proporcje aminokwasow niezbednych, a takze przyswajalnos¢ biatka
i aminokwasow. Sktad aminokwasowy biatka koncentratu, wyrazony w gna 16 g N
czyli na 100 g biatka ogo6lnego, roézni si¢ od sktadu biatka ziemniakéw. W tabeli 1
poréwnano sktad biatka soku surowych ziemniakéw uzytego w badaniach przez
Wojnowska 1 in. [40], calych ziemniakow selekcjonowanych w kierunku wyzszej
zawarto$ci biatka (dwie serie obejmujace po 6 rodow, rozniacych sig¢ zawartoscia
biatka ogolnego, wg Pastuszewskiej i in. [28]), oraz koncentratow biatka ziemniacza-
nego wedlug réznych autorow. Na podkreslenie zastuguje niewielkie, lecz wyrazne
zwigkszenie koncentracji poszczegolnych aminokwasow niezbgdnych i ich sumy
w biatku ziemniakéw o wyzszej zawartosci biatka ogolnego w suchej masie, co
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Tabela 1. Zawarto$¢ aminokwaséw niezbednych w biatku ziemniakow i biatku koncentratu
[g - 16 g~ N] (wedtug réznych autorow)

Aminokwas Ziemniaki Koncentrat
sok ziemn." rody LP®>  rody HP®  A* B® Degussa 2001°

Lizyna 5,28 5,52 5,85 7,39 7,51 7,64
Treonina 3,84 3,72 410 577 5,70 5,60
Tryptofan nd 1,38 1,52 1,45 nd 1,40
Metionina 1,71 1,63 1,60 2,24 2,18 2,20
Cystyna 1,29 1,63 1,78 1,45 1,57 1,46
Fenyloalanina 3,96 3,98 4,73 6,79 6,40 6,44
Tyrozyna 444 2,83 2,15 6,03 5,62 5,62
Walina 6,59 412 4,92 6,97 6,57 6,57
Izoleucyna 5,89 3,38 3,83 5,82 5,70 5,60
Leucyna 5,50 6,32 7,22 10,45 9,79 10,07
Histydyna 1,76 1,70 1,77 2,09 2,19 2,28
SEAA’ 40,26° 36,21 39,47 56,45 53,23% 54,88
N x 6,25, %s.m. 8,03 9,87 83,20 87,00

" Wedtug Wojnowskiej i in. [40], 2i ® rody o nizszej (LP, n = 6) i wyzszej (HP, n = 6) zawarto$ci
biatka ogolnego (Pastuszewskaiiin. [28]),  przemystowy koncentrat produkcji polskiej (Taciak,
[371), 5 koncentrat Protastar, AVEBE (Refstie i Tiekstra [32]), ®tabele sktadu aminokwasowego
pasz (Degussa [8]), ' suma aminokwasow niezbednych, ® suma aminokwaséw niezbednych
z wyjatkiem tryptofanu.

wskazuje na r6znice zwiazane z genotypem ziemniakow. Zawarto$¢ poszczegolnych
aminokwasow w soku ziemniaczanym i w biatku ziemniakow jest bardzo zblizona
zwyjatkiem nieco wyzszej zawarto$ci tyrozyny, waliny iizoleucyny w soku; podobna
jest takze catkowita zawarto$¢ (suma) aminokwasdéw niezbgdnych w biatku obu
produktow. Natomiast biatko ogdélne koncentratu zawiera znacznie wigcej amino-
kwasow niezbgdnych niz biatko ziemniaka poniewaz suma tych aminokwasow
wynosi okoto 55 g, podczas gdy w ziemniakach zaledwie 36139 g- 16 g ' N. Wedlug
Nestares 11in. [27] biatko koncentratu zawierajace okoto 50 g aminokwasow niezbed-
nych charakteryzuje si¢ umiarkowanie dobra warto$cia odzywcza.

Jak wynika z tabeli 1, wzrost zawarto$ci poszczegolnych aminokwasow w biatku
koncentratu w poréwnaniu z biatkiem bulw nie jest rownomierny i waha od zera
w przypadku cystyny i tryptofanu do okoto 30-60% dla wigkszosci pozostatych
aminokwasow i az do przeszto 100% w przypadku tyrozyny. Mozna stad wyciagnaé
wniosek, ze pod wzgledem sktadu aminokwasowego biatko koncentratu nie jest
biatkiem ziemniaka ,,zaggszczonym” jedynie w wyniku usunigcia rozpuszczalnych
zwiazkow niebiatkowych, lecz rézni si¢ od niego jakosciowo. Roznice w skladzie
aminokwasowym obu biatek $wiadcza o tym, ze w warunkach stosowanych przy
produkcji koncentratu wytraceniu z soku ulegaja frakcje bialek o sktadzie aminokwa-
sowym roznym i korzystniejszym pod wzgledem zywieniowym, niz biatko calych
ziemniakow. Moze to takze oznaczaé, ze dalsze zwigkszanie stopnia odbiatczania
wody sokowej i poprawa wydajnosci produkcji koncentratu spowoduje pogorszenie
jakosci jego biatka.
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Z powyzszych danych mozna wyciagna¢ wniosek, ze pod wzgledem zawartosci
aminokwasOw niezbgdnych, a zwlaszcza aminokwasow najczesciej ograniczajacych
warto$¢ odzywceza biatek roslinnych tj. lizyny, treoniny i metioniny, biatko koncen-
tratu ma wyzsza warto$¢ niz biatko ziemniaka, wobec czego wyniki badan prowadzo-
nych nad warto$cia biatka bulw nie moga by¢ uogélniane na wartos$¢ biatka koncen-
tratu. Biatko ziemniakéw uwazane jest za wysoko wartosciowe. Wedlug Markakisa
[23] wartosc¢ jego wynosi teoretycznie okoto 70% warto$ci odzywczej biatka jajaijest
ograniczone przez niedobdr aminokwasow siarkowych.

Oprocz sktadu aminokwasowego, o wykorzystaniu biatka i aminokwasow przez
zwierzgta monogastryczne decyduje podatnos¢ biatka na trawienie enzymatyczne
w jelicie cienkim, czyli tzw. strawno$¢ jelitowa (ileal digestibility). Strawnos¢
jelitowa jest obecnie podstawa wartosciowania biatka pasz i bilansowania amino-
kwasow w zywieniu $win; bywa takze stosowana w zywieniu drobiu.

Na stopien enzymatycznego trawienia biatka ma wptyw jego struktura drugo- i trze-
ciorzedowa, powiazania z innymi sktadnikami paszy, gtéwnie z weglowodanami
strukturalnymi, a takze obecno$¢ zwiazkéw dziatajacych hamujaco na aktywnosé
enzymow proteolitycznych (inhibitory proteaz, taniny). Warunki proceséw technolo-
gicznych, jakim poddawane sa pasze biatkowe, a zwlaszcza temperatura i czas ogrze-
wania, ci$nienie oraz pH, moga w pewnym zakresie zwigksza¢, ale takze w zna-
czacym stopniu zmniejsza¢ przyswajalno$¢ biatka i poszczegdlnych aminokwasow.
Zagadnienia te byly przedmiotem szerokich badan w odniesieniu do $rut poekstrak-
cyjnych oraz nasion roslin straczkowych, brak jest natomiast informacji o wplywie
kolejnych etapoéw (zakwaszanie, wytracanie termiczne, suszenie) i warunkow pro-
cesu produkcji koncentratu biatka ziemniaczanego na przyswajalno$¢ biatka
1 aminokwasow.

Z nielicznych danych przedstawionych w tabeli 2 wynika, Ze strawno$¢ tego
biatka w catym przewodzie pokarmowym jest nizsza niz kazeiny; badania Taciaka
[37] na szczurach wskazuja, ze takze jego strawno$¢ w jelicie cienkim jest znacznie
nizsza nie tylko od strawnosci kazeiny, lecz takze biatka $ruty sojowej. W badaniach
prowadzonych przez Morite i in. [26] biatko koncentratu ziemniaczanego bylo
stosowane jako model biatka opornego (tzw. resistant), tj. zle trawionego w jelicie
cienkim. Natomiast wartosci podane przez Rademacher i in. [30] i oznaczone przez
Tusnio (dane niepublikowane) dla $win r6znig si¢ wprawdzie znacznie migdzy soba,
lecz nie wskazuja na nizsza strawnos¢ jelitowa biatka koncentratu niz innych pasz
biatkowych pochodzenia roslinnego. Wydaje sig, ze przyczyna rozbieznosci w ocenie
stopnia podatnos$ci biatka koncentratu na trawienie enzymatyczne moga by¢ réznice
w stopniu denaturacji biatka lub inaktywacji inhibitorow proteaz, bedace konsekwen-
cja réznic w technologii produkcji koncentratu.

Nieliczne badania nad ocena biatka koncentratow ziemniaczanych na zwierzgtach
potwierdzaja jego wysoka warto$¢ odzywcza wynikajaca ze sktadu aminokwa-
sowego [20, 27, 37]. Oznaczona przez Taciaka [37] warto$¢ biologiczna biatka, tj.
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Tabela 2. Strawnosc¢ w jelicie cienkim i catym przewodzie pokarmowym oraz warto$¢ biolo-
giczna (BV) biatka koncentratu ziemniaczanego (PPC) i kazeiny (KAZ) wedtug réznych
autorow

Z£6dto Strawno$é¢

w jelicie cienkim (pozorna) w catym przewodzie (rzeczywista) BV

PPC KAZ PPC KAZ PPC KAZ
Szczury
Nestares i in. [27] — — 93,3 97,0 79,5 84,1
Taciak [37] 71,3 83,3 92,3 96,9 82,2 823
Morita i in. [25] — — 92,0 96,0 — —
Urbanczyk i in. [38] — — 94,5 — 58,1 —
Swinie
Rademacheriin. [31] 89,0 — — — —
Tusnio (2007 dane 77,0 88,2 84,5° 86,47 — —
niepublikowane)
Urbanczyk i in. [38] — — — 88,0 — —

' Kazeina uzupetniona DL-metioning, 2 strawnos¢ biatka diety zbozowej uzupetnionej PPC
i KAZ.

wykorzystanie biatka strawionego (w catym przewodzie pokarmowym) koncentratu
produkcji polskiej jest rOwna wartosci biatka kazeiny (tab. 2) i wynosi okoto 80%
wartosci biatka jaja. Warto$¢ biologiczna biatka koncentratu produkcji francuskiej
[27] jest nieco nizsza niz koncentratu ocenianego przez Taciaka [37], co moze
wynika¢ z jego mniejszej zawartosci aminokwaséw niezbednych (tab. 1). Takze
warto$¢ odzywcza biatka koncentratu oznaczona przez Kralova i in. [20] byta wysoka
i porownywalna z warto$cia biatka koncentratu sojowego, natomiast warto$¢ biolo-
giczna biatka oznaczona rowniez na szczurach przez Urbanczyka i in. [38] wynosita
zaledwie 58,1, a wigc byta zdecydowanie niska.

Biatko ziemniaczane jest nie tylko Zrodlem aminokwasow, lecz wptywa takze na
metabolizm innych sktadnikow pokarmowych. W poréwnaniu z dieta kazeinowa
dieta zawierajaca PPC powodowala u szczuréw obnizenie poziomu lipidéw i chole-
sterolu w watrobie i cholesterolu w surowicy krwi, a takze wzrost wydalania kwasow
z6lciowych, cholesterolu i koprostanolu w kale i to nie tylko w poréwaniu ze
zwierzgtami otrzymujacymi kazeing, ale takze biatko sojowe, ktore ma znany efekt
hypocholesterolemiczny [24]. Autorzy uwazaja, ze mechanizm dziatania tych biatek
ro$linnych jest podobny.

Czynniki antyodzywcze w koncentracie bialka ziemniaczanego

Do czynnikéw powodujacych obnizenie wartos$ci odzywczej koncentratu zalicza
si¢ przede wszystkim obecne w ziemniakach glikoalkaloidy oraz — w znacznie mniej-
szym stopniu — inhibitory proteaz. Ziemniaki zawieraja takze lektyny, majace wiasci-
wosci wigzania chityny i cukréw [1]. Lektyny obecne w nasionach roslin straczkowych
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sa powszechnie uwazane za zwiazki antyodzywcze, brak jest jednak informacji o nie-
korzystnym dziataniu lektyn zawartych w $wiezych ziemniakach lub w koncentracie.

Inhibitory proteaz sa to specyficzne biatka ziemniaka, zaliczane do siedmiu
rodzin [21], r6zniace si¢ pod wzgledem cigzaru czasteczkowego, sktadu aminokwa-
sowego, ruchliwosci elektroforetycznej, punktu izoelektrycznego oraz termostabil-
nosci i aktywnosci. Réznice w budowie biatek inhibitorow proteaz sq wykorzysty-
wane w hodowli ziemniakoéw do identyfikacji i klasyfikacji odmian [6, 29].

Inhibitory sklasyfikowane na podstawie specyficzno$ci dziatania dzielg si¢ na
inhibitory trypsyny, trypsyny i chymotrypsyny oraz inhibitory o bardzo szerokim
zakresie aktywnosci, hamujace takze proteazy mikroorganizmow [6]. Zwiazki te maja
takze zdolnos¢ inhibicji katepsyny D 1 karbopeptydazy A i B, dzigki czemu dodane np.
do $wiezego migsa ryb hamuja proces autolizy, rozwdj mikroorganizméw i tworzenie
amin biogennych [2]. Analiza sekwencji polipeptydéw inhibitoréw proteaz z ziem-
niakow poddanych stresowi wodnemu wykazata obecno$¢ dwoch inhibitorow typu
Kunitza, nalezacych do rodziny sojowych inhibitorow trypsyny [21].

Wedtug Friedmana [ 14] zawarto$¢ inhibitorow proteaz w suszonych ziemniakach
(odm. ‘White Rose”), wynoszacaw 1g 1020 jedn. trypsyny, 370 jedn. chymotrypsyny
i 112 jedn. karbopeptydazy A, odpowiada okoto 25% aktywnosci inhibicyjnej soi.
W koncentracie biatkowym inhibitory ulegaja zaggszczeniu, a na ich zawarto$¢ moze
w duzym stopniu wptywac technologia produkcji. Badania Wojnowskiej i in. [40]
wykazaty, ze aktywnos¢ antytrypsynowa preparatow biatkowych zalezata od sposobu
ich pozyskiwania w warunkach laboratoryjnych i byla znacznie nizsza w biatkach
zageszczanych metoda ultrafiltracji niz przez wymrazanie lub wytracanie przez
elektrolity. Inhibitory ziemniaka charakteryzuja si¢ stosunkowo duza termostabil-
noscia [6], na co wskazuja m.in. badania Wojnowskiej i in. [40], ktorzy stwierdzili, ze
ogrzewanie preparatow przez 15 min w temp. 100°C powodowato obnizenie aktyw-
nosci antytrypsynowej jedynie o 43—48%.

Aktywnos¢ antytrypsynowa przemystowego koncentratu biatka ziemniaczanego
produkcji polskiej, stosowanego przez Taciaka [37] w badaniach na szczurach, byta
niska (2,62 TIAmg - g ') i zblizona do TIA poekstrakcyijnej $ruty sojowej, jednak jego
dziatanie w kierunku hipertrofii trzustki byto silniejsze niz $ruty. Leeiin. [22] stosujac
diety zawierajace koncentrat biatka ziemniaczanego i surowa soj¢ w ilo§ciach réwno-
waznych pod wzgledem zawartosci inhibitorow, stwierdzili, Zze inhibitory trypsyny
ichymotrypsyny koncentratu maja podobne dziatanie jak inhibitory sojowe, a miano-
wicie powoduja obnizenie tempa wzrostu zwierzat, zmniejszenie strawnosci biatka,
powigkszenie masy trzustki i zmniejszenie aktywnosci enzymow trzustkowych w jej
tkance. Oznacza to, ze zwiazki te moga stanowi¢ potencjalnie wazny czynnik ograni-
czajacy warto$¢ odzywcza biatka koncentratu. Brakuje jednak danych o zmiennosci
aktywnosci inhibitoréw w zaleznosci od przemystowej technologii produkcji koncen-
tratu, a zwlaszcza od temperatury i czasu ogrzewania, o mechanizmie ich dziatania na
zwierzgta i o dopuszczalnej zawartosci w koncentracie.
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Glikoalkaloidy (GA) ziemniakdéw sa to substancje o gorzkim smaku, toksyczne
w stosunku do owadow i organizmow wyzszych. Ich rola fizjologiczna polega na
ochronie ros$lin przed patogenami. Koncentracja GA w ziemniakach jest zroznico-
wana inp. wtupinie jest 3 do 10 razy wigksza niz w miazszu bulwy, a w kietkach 50 do
100 razy wigksza niz w calych ziemniakach [11]. Na zawarto$¢ glikoalkaloidow
w ziemniakach wptywaja czynniki genetyczne i pogodowe. Podczas wegetacji pod-
wyzszenie poziomu GA moze powodowac zta pogoda opdzniajaca dojrzewanie bulw,
natomiast po zbiorze synteza ich zwigksza si¢ pod wptywem podwyzszenia tempe-
ratury i natgzenia $wiatta, a takze wydhuzenia czasu przechowywania [15, 33]. Na
wzrost zawartoSci GA w tupinach wskazuje ich zielenienie w wyniku syntezy
chlorofilu. Procesy te zachodza wprawdzie niezaleznie, lecz oba sa aktywowane
przez swiatto [7].

Uprawiane obecnie odmiany ziemniakdw zawieraja na ogot niewielkie ilosci GA.
Stezenie GA w $wiezych ziemniakach wysokoskrobiowych uprawianych w Polsce
w latach siedemdziesiatych wahato si¢ od 17 do 119 mg - kg' [36], w ziemniakach
uprawianych obecnie u wiekszosci odmian miesci si¢ w granicach 30-70 mg - kg ',
jednak w pojedynczych odmianach bywa wyzsza (dane niepublikowane). Zawartos¢
GA w odmianach wtoskich waha si¢ od 10 do 50 mg - kg ' [10]; spotykane sa takze
znacznie wigksze réznice miedzyodmianowe [41]. Na przyktad w koncentracie
biatkowym z t¢tow ziemniaczanych zawarto$¢ solaniny u odmiany ‘Uran’ byla
$ladowa, u odmian ‘Merkur’i ‘Nysa’ za$ wynosita odpowiednio 2801 1015 mg - kg™’
[16]. Jako dopuszczalna bezpieczna zawartos¢ glikoalkaloidow solanidynowych
przyjmuje si¢ 200 mg GA w kg $wiezych nieobranych ziemniakow spozywczych,
jednak obecnie uwaza sig, ze poziom ten nalezy obnizy¢ do 60-70 mg - kg ' [35].

Jak podaja Refstie i Tiekstra [32] standardowe koncentraty biatka ziemniaczanego
zawieraja 1500-2500 mg GA - kg ', co w znacznym stopniu ogranicza ilo§é¢ kon-
centratu, jaka mozna podawac zwierzgtom. Podobna jest takze maksymalna deklaro-
wana zawarto$¢ solaniny w koncentracie produkcji niemieckiej, wynoszaca 2000
mg - kg . Zawarto$¢é GA w koncentracie zalezy przede wszystkim od ich zawartoéci
w bulwach po zbiorze, jednak moze zwigkszac sig, jezeli ziemniaki sa przechowywane
w niewlasciwych warunkach, powodujacych ich zazielenienie lub kietkowanie. Ewen-
tualne obnizenie zawartosci GA w koncentracie moze spowodowac ich niecatkowita
ekstrakcja lub warunki koagulacji i wydzielania biatka. Wyniki badan dotyczacych
termostabilnos$ci glikoalkaloidow nie sa jednoznaczne. Wojnowska i in. [40] wykazali
wprawdzie, ze ogrzewanie preparatow biatkowych przez 15 min. w temp. 100°C
powoduje obnizenie zawarto$ci GA az o ponad 80%, jednak Bushway i Ponnampalam
[5] nie stwierdzili wptywu obnizenia poziomu glikoalkaloidow pod wptywem goto-
wania ziemniakdw, a jedynie pod wptywem ich glgbokiego smazenia w temp. 170°C.
Na ogoét uwaza sig, ze GA sa odporne na dziatanie wysokiej temperatury.

Ogodlna zawarto$¢ GA oznaczona metoda Bergersa [4] w trzech probach przemy-
stowego koncentratu biatka ziemniaczanego produkcji polskiej byta znacznie nizsza
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niz podawana przez Refstie i Tiekstre [32]1 wynosita 119,2211677mg kg (Tusnio,
dane niepublikowane). Réwniez w koncentracie produkcji francuskiej ocenianym
przez Nestares i in. [27] zawarto$¢ solaniny byla nizsza i wynosita 400 mg - kg .
Przytoczone wartosci §wiadcza o duzej zmiennosci tej cechy.

Znaczne obnizenie zawartosci GA w koncentracie uzyskano dzigki wprowadze-
niu do procesu technologicznego dodatkowego oczyszczania (acid refining step).
Wyprodukowany w ten sposob koncentrat Protastar AVEBE zawiera ponizej 100 mg
GA - kg ' [32].

Pod wzgledem chemicznym GA sktadajq si¢ z cukréw i aglikonow o budowie
sterydowej. 95% GA ziemniakoéw stanowi alfa solanina i alfa chakonina, bgdace
pochodnymi aglikonu solanidyny, a rozniace si¢ czgs$cia weglowodanowa, ktéra
w solaninie tworzy galaktoza, glukoza i ramnoza, a w chakoninie glukoza i dwie
czasteczki ramnozy [14]. Biologiczne dziatanie GA zalezy w duzym stopniu od
weglowodanowej czgsci zwiazku i r6zni si¢ miedzy chakoning i solaning, a ponadto
alkaloidy te dziataja synergistycznie [35]. Rowniez sama solanidyna, ktora powstaje
w wyniku hydrolizy GA w organizmie, wykazuje roznorodne dzialania toksyczne
[13]. Proporcje solaniny i chakoniny w ré6znych odmianach, a takze czgsciach rosliny
i produktach ziemniaczanych, wahaja si¢ w pewnych granicach, w zwigzku z czym
istotne znaczenie ma okreslanie nie tylko tacznej zawartosci GA lub jedynie zawar-
tosci solaniny, lecz oddzielnie obu alkaloidow.

Informacje o dzialaniu GA na organizm ludzki i zwierzgcy pochodza przewaznie
z badan nad ziemniakami. Wyczerpujacy przeglad literatury dotyczacej m.in. absorp-
cji, przemian i toksyczno$ci solaniny i chakoniny dla czlowieka i zwierzat r6znych
gatunkow przedstawiono w Toxicological reports on alkaloids opracowanych przez
Kuipera-Goodmana i Nawrot, Zeigera i Davis (Potato Page). Na podstawie 2000
przypadkow zatru¢ ludzi po spozyciu zielonych lub uszkodzonych ziemniakow
(w tym 30 przypadkow $miertelnych), opisanych w literaturze siggajacej XIX w.,
ustalono, ze typowymi objawami lzejszych zatru¢ solaning sa zaburzenia ze strony
przewodu pokarmowego, jak bole, wymioty i biegunka, natomiast cigzszym zatru-
ciom towarzysza objawy neurologiczne, jak senno$¢, apatia, zaburzenia wzroku
1 utrata przytomnosci, a takze goraczka, szybkie lub stabe tgtno, niskie ci$nienie
i szybki oddech. Jako najwyzsza bezpieczna dawke dla ludzi przyjmuje si¢ 1 mg
GA - kg ' masy ciata, natomiast dawka toksyczna, wynoszaca okoto 1,75 mg GA jest
tylko niewiele nizsza od dawki uznanej za potencjalnie $miertelna, tj. 36 mg - kg ™'
masy ciata [13]. Oznaczone wartosci LDs, dla gryzoni sa 300 do 500 razy wyzsze.

W badaniach na myszach, szczurach i chomikach wykazano, ze glikoalkaloidy sa
wchtaniane w przewodzie pokarmowym powoli, a znaczna czg¢$¢ dawki jest wydalana
w kale 1 moczu, czgsciowo w formie aglikonu solanidyny. U zwierzat, ktorym
podawano solaning, stwierdzano wzrost koncentracji transaminazy glutaminiano-
wo-szczawiooctowej (SGOT) i glutaminianowo-pirogronowej (SGPT).
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Wedtug Smitha i in. [35] mozna wyrézni¢ dwa odrgbne mechanizmy dziatania
alkaloidoéw. Pierwszy polega na inhibicji enzymu cholinoesterazy, ktory bierze udziat
w hydrolizie neuroprzekaznika acetylocholiny, a wigc w kluczowym procesie prze-
wodzenia impulséw nerwowych przez synapsy cholinergiczne. Zaburzenie tego
procesu jest prawdopodobnie przyczyna objawdw ze strony uktadu nerwowego.
Aktywnos¢ inhibicyjna obu alkaloidow jest podobna chociaz sg takze wzmianki
o silniejszym dziataniu chakoniny.

Drugi mechanizm dziatania GA polega na dezintegracji blon komorkowych
zawierajacych sterole. Tym tlumaczy si¢ uszkodzenia komorek przewodu pokarmo-
wego, a po absorpcji GA takze komorek krwi i watroby. Pod tym wzgledem chakonina
jest bardziej aktywna niz solanina. Szybkie wystgpowanie objawow zatrucia $wiad-
czy o pierwotnym charakterze aktywnosci GA w przewodzie pokarmowym.

Oproécz wywolywania ostrego zatrucia GA moga dziala¢ w sposob podostry
i chroniczny, jednak mato jest informacji o konsekwencjach ekspozycji na stgzenia
nie powodujace zatru¢ ostrych. W dostgpnej literaturze brak jest takze oceny wrazli-
wosci drobiu i $win, a zwlaszcza prosiat, na glikoalkaloidy.

Do najczesciej opisywanych niekorzystnych dziatan GA nalezy obniZenie spozycia
paszy powodowane ich gorzkim smakiem. Obserwacje takie dotycza m.in. myszy [12
za 17], prosiat [17] i ryb [32]. Réwniez w badaniach Taciaka (dane niepublikowane)
szczury zywione dietami z udzialem koncentratu o wyzszej tacznej zawartosci alkaloi-
dow (677 mg GA - kg ') obnizaly spozycie paszy i przyrosty masy ciata w wigkszym
stopniu niz zwierzeta otrzymujace koncentrat zawierajacy 119 mg GA - kg . U zwierzat
tych obserwowano ponadto zmiany masy i morfometrii jelita cienkiego. Zmiany
struktury jelita czczego obserwowano takze u prosiat (Tusnio, dane niepublikowane).

Silne dziatanie toksyczne nieogrzewanych preparatow biatka ziemniaczanego za-
wierajacego ponad 3600 mg GA w kg stwierdzita Wojnowska i in. [40] w badaniach na
szczurach. Podawanie diet zawierajacych 10% biatka tych preparatéw powodowato
$mier¢ zwierzat po 8—10 dniach doswiadczenia, natomiast skarmianie diet zawiera-
jacych preparaty ogrzewane o zawartosci GA obnizonej do okoto 500-600 mg - kg ',
nie powodowato upadkow. Poniewaz ogrzewanie preparatow biatkowych obnizato
takze ich aktywno$¢ antytrypsynowa, nie jest mozliwe jednoznaczne stwierdzenie, ze
przyczyna upadkow byty glikoalkaloidy, mato jest jednak prawdopodobne, zeby
inhibicja proteaz doprowadzata do $mierci szczurow.

Hanczakowski i Skraba [16] oznaczajac warto$¢ odzywcza biatka koncentratow
biatkowych z 1¢tow ziemniaczanych o zawartosci solaniny zrdznicowanej od ilo$ci
sladowych do 1015 mg - kg ', nie stwierdzili wptywu alkaloidu na wartos¢ biologicz-
na i strawno$¢ biatka. Wskazniki te byty jednak bardzo niskie mimo zbilansowanego
sktadu aminokwasowego biatka.

Przedstawione badania $wiadcza o duzym znaczeniu glikoalkaloidow jako czyn-
nika obnizajacego zakres stosowania koncentratu bialka ziemniaczanego w Zywieniu
zwierzat oraz wskazuja na mozliwos$¢ zmniejszania zawartosci tych zwiazkow przez
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stosowanie odpowiednich zabiegdw technologicznych. Brak jest kompleksowego
opracowania obejmujacego zar6wno tolerancj¢ zwierzat gospodarskich na GA w za-
leznosci od gatunku, wieku i stanu fizjologicznego, jak tez wptyw technologii
pozyskiwania koncentratu na zawarto$¢ tych zwiazkow. Przy interpretacji danych
z literatury zrodlem nieporozumien moze by¢ stosowanie przez rdéznych autorow
okreslenia ,,solanina” jako synonimu glikoalkaloidow. Nie jest wowczas jasne, czy
podane zawartosci dotycza tylko tego jednego, czy tez obu alkaloidow.

Zastosowanie w zywieniu zwierzat

Badania przeprowadzone w Holandii w latach dziewig¢dziesiatych nad zastoso-
waniem koncentratu biatka ziemniaczanego w zywieniu $win wykazaty, ze koncen-
trat dodany do paszy w ilosci 3—5% poprawiat wyniki uzytkowos$ci zwierzat, nato-
miast zwigkszenie jego udziatu powyzej 5% powodowalo obnizenie spozycia i przy-
rostow. W cyklu doswiadczen na wczesnie odsadzonych prosigtach Kerr i in. [17]
zastgpowali czg$¢ lub cato$¢ suszonej plazmy krwi, lub maczke rybna jednym
z dwoch koncentratow: konwencjonalnym o zawartosci ponad 3000 mg GA w kg,
w iloéci 2 do 4% diety lub z koncentracja obnizona do 156 mg - kg ', wilosci 2 do 8%
diety. Z otrzymanych wynikow autorzy wyciagaja wniosek o mozliwosci zastapienia
czesci pasz biatkowych pochodzenia zwierzecego koncentratem o niskiej zawartosci
alkaloidow, nie precyzujac jednak jego dopuszczalnego poziomu.

W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Urbanczyka i in. [38] na tucznikach,
zastapienie czgsci lub calosci Sruty sojowej koncentratem ziemniaczanym w ilosci 2,
418% w pierwszej oraz 1, 2 1 4% w drugiej fazie tuczu, nie spowodowato zmniejsze-
nia przyrostoOw ani pogorszenia wykorzystania paszy i jakosci tuszy $win. Autorzy
wyciagaja wniosek o mozliwosci zastapienia koncentratem catej ilosci $ruty sojowej
w paszy dla tucznikow, jednak ze wzglgdu na ogdlnie niskie przyrosty zwierzat w tym
doswiadczeniu, wniosek ten moze nie by¢ prawidtowy w odniesieniu do zwierzat
o wysokiej uzytkowosci. Doswiadczenie przeprowadzone przez Tusnio (dane nie-
publikowane) na $winiach o poczatkowej masie ciata 15 kg wykazato brak ujemnego
wplywu uzupetnienia zboza koncentratem biatka ziemniaczanego (w poréwnaniu
z kazeing) na przyrosty zwierzat zywionych w sposob ograniczony.

Uogodlnienie wynikoéw badan nad zastosowaniem koncentratu w zywieniu §win jest
trudne ze wzgledu na czgsty brak informacji lub réznice w sktadzie koncentratow,
roznice w sktadzie diet, wieku zwierzat i okresie trwania doswiadczen. Wydaje sig, ze
produkowane obecnie koncentraty stanowia wartoSciowe uzupetienie dawek dla $win
rosngcych i tucznikow, jednak ich udziat w dawkach nie powinien przekracza¢ 4-5%.

Koncentrat biatka ziemniaczanego jest stosowany rowniez w zywieniu drobiu,
zwlaszcza mtodych indykow, ktore do intensywnego wzrostu potrzebuja pasz o wy-
sokiej koncentracji biatka (Smulikowska, inf. ustna). Doswiadczenia przeprowa-
dzone na brojlerach przez Koreleskiego i in. [19] wykazaly, ze zastapienie koncen-
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tratem biatka ziemniaczanego 10, 25 i 50% Sruty sojowej spowodowato niewielkie
obnizenie przyrostow w okresie 8-tygodniowego tuczu, lecz efekt ten nie miat
charakteru liniowego. Natomiast zastapienie koncentratem calej ilosci maczki rybnej
spowodowato znaczne zmniejszenie przyrostow. W badaniach Wilkie i in. [39] nad
czynnikami wptywajacymi na zainfekowanie kurczat Clostridium perfringens, biatko
ziemniaczane bylo stosowane w dietach dla kurczat i byto jedynym biatkiem pocho-
dzenia roslinnego, ktore oprocz biatek zwierzgcych powodowato zwigkszenie liczby
tych bakterii w jelitach. Wyniki do$wiadczenia przeprowadzonego w skali laborato-
ryjnej na kurczgtach wskazuja na mozliwos¢ zwigkszenia udziatu koncentratu do 10%
diety, natomiast udziat 15% —wptywat niekorzystnie (Tusnio, dane niepublikowane).

Ocena koncentratu biatka ziemniaczanego jako skladnika pasz dla ryb rowniez
wykazata znaczenie GA. Koncentrat o nieobnizonej zawartosci GA okazal si¢ pasza
nieodpowiednia, poniewaz nawet w matej ilosci powodowal spadek pobrania paszy
przez ryby, natomiast koncentrat niskoalkaloidowy (ponizej 100 mg GA - kg ') uznany
zostal za paszg wartosciowa, ktora wlaczona do diety w ilosci nawet do 21% nie
obniza spozycia paszy i wzrostu tososi [32].

Podsumowanie

Koncentrat biatka ziemniaczanego jest produktem ubocznym przemyshu skrobio-
wego. Ze wzgledu na duza koncentracj¢ biatka (okoto 80%) i jego sktad aminokwa-
sowy zblizony do biatek mleka, jest cenna pasza biatkowa dla zwierzat rosnacych
o duzym zapotrzebowaniu na biatko. Zastosowanie koncentratu ogranicza obecnos¢
zwiazkow antyodzywcezych, jak inhibitory proteaz i glikoalkaloidy (GA) solanidyno-
we: solanina i chakonina. GA powoduja zaburzenia funkcji przewodu pokarmowego
i ukfadu nerwowego, a mechanizm ich dziatania polega na dezintegracji blon komor-
kowych oraz na inhibicji cholinesterazy i procesow przewodzenia bodzcéw nerwo-
wych. Na zawartos¢ GA w koncentracie wptywa odmiana ziemniakéw, warunki
wzrostu i przechowywania bulw po zbiorze, oraz technologia produkcji. Opracowano
technologie produkcji koncentratu o niskiej (ponizej 100 mg - kg ') zawarto$ci GA.
Obserwacje prowadzone na réznych gatunkach zwierzat wskazuja na ujemny wptyw
zwigkszania ilo$ci koncentratu na spozycie paszy i na przyrosty zwierzat. Nieliczne
informacje $wiadcza o znacznej zmiennos$ci zawartosci GA w koncentracie produko-
wanym w Polsce. Brak jest badan nad wptywem toksyczno$ci chronicznej lub
podostrej GA oraz nad tolerancja zwierzat domowych w zaleznos$ci od gatunku i stanu
fizjologicznego. W badaniach wlasnych, u szczuréw i prosiat zywionych koncen-
tratem biatka ziemniaczanego obserwowano zmiany w morfometrii jelita cienkiego.
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Potato protein concentrate
as protein feed for monogastrics
— production, nutritional value, antinutrients
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Summary

Potato protein concentrate (PPC)—aby-product of starch industry, is used in small
amounts in feeds for young pigs and poultry. Its production in Poland is expected to
increase mainly for ecological reasons. PPC contains more essential amino acids (per
16 g N) that potato tuber protein and its amino acid composition is more favorable than
that of soybean meal. Ileal protein digestibility in pigs is high but in experiments with
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rats PPC was poorly digested and is regarded as a protein resistant to enzymatic
digestion. Dietary level of PPC is limited by the presence of antinutrients: protease
inhibitors and glycoalkaloids. The information on the content and role of protease
inhibitors in PPC are scarce. Factors affecting content of glycoalkaloids — solanine
and chaconine — and their toxicological, physiological and nutritional effects, are
discussed.
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Wstep

Zaklocenia wodnego srodowiska ekologicznego zard6wno w postaci zmian jego
odczynu, jak i sktadu hydrochemicznego nie pozostaja bez wptywu na rozwdj ryb.
Toksyczny wplyw zakwaszenia wod na organizm ryb dodatkowo moze by¢ wzmoc-
niony przez niektore metale, w tym glownie glin. Pierwiastek ten jest jednym z naj-
wazniejszych czynnikow odpowiedzialnych za toksyczny wpltyw kwasnych wod na
organizmy ryb stodkowodnych [24], bowiem wraz ze spadkiem wartosci pH gwattow-
nie wzrasta rozpuszczalno$¢ glinu i stgzenie jego toksycznych form w akwenach
wodnych.

Glin w ekosystemach wodnych moze pochodzi¢ z réznych zrodet. Jednym
z wazniejszych sa odpady przemystowe. Niektore zjawiska pogodowe, takie jak
topnienie $niegu czy duze opady deszczu, mogg roéwniez w znacznym stopniu
wplywaé na wzrost stezenia glinu w wodach. Pierwiastek ten w akwenach wodnych
moze by¢ mobilizowany z przylegtych do nich kwasnych gleb, wilgotnych terenow,
torfowisk czy bagien [10].

Toksycznos¢ glinu jest zalezna od rodzaju jego zwiazku, pH, obecno$ci komplek-
sujacych ligandéw, sity jonowej i temperatury [28].

Rozpuszczalne w wodzie formy glinu obejmuja m.in. wolny glin (AI’*"), uwod-
niony jon Al(H,0); , nicorganiczne, monomeryczne kompleksy z OH i F, delikatny
koloidalny mineral Ali glin zwiazany z rozpuszczalnymi substancjami organicznymi
[32]. Do najbardziej toksycznych form glinu zalicza si¢ wolny jon Al*" oraz kationy
Al(OH)*" i AI(OH);. Toksyczno$é¢ wymienionych kationéw znacznie obniza si¢ na
skutek wiazania ich w kompleksy glinu ze zwiazkami organicznymi (AIl-Org.)
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i fluorkami (Al-F) [1]. Sposrod innych zwiazkéw, nietoksyczne kompleksy glinu
z krzemem w postaci hydroksyglinokrzemianéw wptywaja w znacznym stopniu na
obnizenie poziomu rozpuszczalnych form tego pierwiastka. Nierozpuszczalne glino-
krzemiany odgrywaja wazna rol¢ w kontroli uwalniania glinu z gleb do §rodowiska
wodnego [3, §].

Problem toksycznosci glinu w kwasnych wodach stat si¢ szczegdlnie aktualny
w ostatnich latach w zwiazku z rekultywaja terenéw po likwidacji odkrywkowych
kopalni wegla brunatnego na obszarach wschodniej Europy. W miejscach tych
utworzono sztuczne jeziora z planami ich zarybienia, m.in. siejowatymi. Zbiorniki te
na skutek warunkow pogodowych i mobilizacji geochemicznej charakteryzuja si¢
odczynem kwasnym i wysoka zawartoscia zelaza, jonow siarczanowych (SO3) oraz
wapnia, glinuimanganu [9]. W zwiazku z tymi faktami w ostatnim okresie prowadzo-
no liczne badania nad wptywem zakwaszenia i sktadu hydrochemicznego wod na
rozwoj ryb. Czes¢ badan dotyczyta siejowatych, zyjacych w wodach poéinocnej
Europy [5, 6, 17]. W prezentowane] pracy przedstawiono przeglad szczegodlnie
interesujacych badan z ostatnich lat, dotyczacych wplywu niskiego pH wod, zsyn-
chronizowanego z oddziatywaniem glinu i innych metali na rozrod i rozwoj larwalny
ryb siejowatych.

Zaplodnienie

U ryb siejowatych proces zaptodnienia jest najefektywniejszy w pH obojgtnym
1 wraz ze wzrostem kwasowos$ci wod jest stopniowo ostabiany. Zaptodnienie ikry
wigkszos$ci gatunkdw ryb konczy si¢ niepowodzeniem w pH ponizej 4,0 [22]. Proces
ten wiaze si¢ m.in. ze zmianami destrukcyjnymi plemnikéw. Mlecz sielawy ulega
kompletnej denaturacji w pH 3,5 [29]. Keinénen i in. [17] uzyskali 100% zaptodnio-
nych jaj siei (Coregonus lavaretus lavaretus) w pH 6,5, podczas gdy w pH 5,01 4,5
warto$ci te byly nizsze odpowiednio o 24% i 54%, natomiast w pH 4,0 tylko
pojedyncze jaja zostaly zaptodnione. Cytowani wyzej autorzy wykazali réwniez, ze
w obecnosci glinu (250 pg - dm ) nastepuje znaczne obnizenie zaptodnienia w za-
kresie pH 4,5-6,5. W pH 6,5 w obecnosci Al wartos¢ ta maleje o potowe. Zaktocenia
procesu zaptodnienia przez glin prawdopodobnie wywotane sa przez wptyw tego
pierwiastka na ruchliwo$¢ plemnikow czy aktywacjg jaj, badz obu procesow jedno-
czesnie [17].

Glin w wyzszych stezeniach zaktoca reakcjg korowa, niezaleznie od wartosci pH
otaczajacych wod. W kwasnym §rodowisku pgcznienie jaj siei (Coregonus lavaretus
lavaretus) po zaptodnieniu ulega znacznemu obnizeniu. Zjawisko to ulega nasileniu
w obecno$ci glinu, ktory obniza pobieranie wody przez jaja ryb i w ten sposob
zmniejsza przestrzen okolozottkowa oraz wptywa na ilos¢ 1 sktad ptynu okoto-
zottkowego [17].
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W wodzie z duza zawarto$cia glinu, magnezu i zelaza pobieranie wody przez jaja
sielawy (Coregonus albula) jest znacznie nizsze w pH < 5,0, nizw pH 5,5; 7,01 7,4;
przy czym przy wyzszych warto$ciach pH zachowana jest tendencja zmniejszania si¢
srednicy jaj wraz ze wzrostem kwasowosci [5]. Mechanizm obnizenia pgcznienia
zaptodnionych jaj w niskim pH i obecnosci Al nie jest do konca wyjasniony. Sugeruje
si¢ [30], ze wysokie stezenie jonéw wodorowych i niektorych metali moze interfero-
wac z egzocytoza pecherzykéw korowych i czgsciowo denaturowaé biatkowe koloi-
dy, obnizajac ich osmotyczng aktywnos¢. Ponadto uwaza si¢ roOwniez, ze proces
wchtaniania wody jest bardziej zalezny od trojwartosciowych jonow glinu (AI*"), niz
jednowartosciowych kationdw wodorowych (H"). Zaobserwowano bowiem [7], ze
pecznienie jaj tososia atlantyckiego (Salmo salar) po zaptodnieniu jest znacznie
skuteczniej hamowane w roztworze o pH 4,6 z wysokg zawarto$cia jonéw glinu, niz
w roztworach o pH 3,5 bez tego pierwiastka. Jak wykazaty powyzsze badania stopien
hamowania pgcznienia jaj jest uzalezniony nie tylko od stgzenia, ale takze od
zdolnosci hydratacyjnej jonu. Jony glinu charakteryzuja si¢ wysokimi wlasciwos$-
ciami hydratacyjnymi i moga silnie hamowa¢ procesy koloidalne, takie jak m.in.
przyciaganie wody przez zjonizowane grupy makromolekul w celu stania sig roz-
puszczalnymi [7].

Obserwuje si¢ rowniez zroznicowanie gatunkowe dotyczace wrazliwosci ko-
morek rozrodczych na stopien zakwaszenia wod. Dla przyktadu, szybkos¢ zaptod-
nienia jaj siei (Coregonus lavaretus lavaretus) sukcesywnie maleje w zakresie pH
6,5-4,0 [17], natomiast szybko$¢ zaptodnienia jaj tososia atlantyckiego (Salmo salar
L.) utrzymuje sig¢ na statym poziomie, az do pH 5,0 [4]. W pH 4,5 u obu gatunkéw ryb
zaptodnieniu ulega okoto 50% jaj [4, 17].

Rozwdj zarodkowy i proces wyklucia

Wysokie st¢zenie jonow wodorowych i glinu moze wywiera¢ wieloraki wptyw na
rozw0j zarodkowy ryb siejowatych. Jak wspomniano wczesniej niekompletna reakcja
korowa moze prowadzi¢ do znacznego zmniejszenia $rednicy komorek jajowych
1w konsekwencji zmniejszenia przestrzeni okotozoltkowej [5], Nalezy tu podkreslic, ze
glin oddziatuje niekorzystnie na formowanie przestrzeni okotozolttkowej w szerokim
zakresie pH. Pelny sukces embrionalnego rozwoju ryb siejowatych jest mechanicznie
niemozliwy w pH 4,5 ze wzgledu na zbyt waska przestrzen okolozoltkowa, ktora jest
jeszcze wyraznie zredukowana w pH 5,0. W pH 5,0 przestrzen okotozoltkowa sielawy
(Coregonus lavaretus lavaretus) jest tak waska, ze ruchy zarodka sa utrudnione,
a w pH 4,5 wrecz niemozliwe. Warto$¢ pH 5,5 rowniez nie jest bezpieczna dla
rozwoju zarodkowego tych ryb w wodzie z niska sita jonowa zawierajaca ilos¢
wapnia, podobna do areatéw wod kwasnowrazliwych [17]. Mata przestrzen okoto-
zo6ltkowa zaktoca wzrost zarodka, w wyniku czego dochodzi do r6znych deformacji
tutowia [5, 17].
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Konsekwencja zaktocen reakcji korowej sa rowniez niekorzystne zmiany w skta-
dzie ptynu okotozottkowego. Kwasne pH we wezesnym stadium embrionalnym moze
indukowa¢ zwigkszona przepuszczalnos¢ blony zéttkowej i w konsekwencji ubytek
koloidow ptynu okotozoéttkowego, ktore pelnia funkcje¢ buforujaca i jonoregulacyjna
[26]. Zaklocenia w wymianie jonowej 1 osmoregulacji nie pozostaja bez wptywu na
przezywalno$¢ zarodkow.

Sktad ptynu okotozottkowego moze mie¢ istotne znaczenie, szczeg6lnie podczas
p6zniejszych stadiow embrionalnych w wymianie tlenu i produktow metabolicznych
poprzez ptyn okotozottkowy i chorion. Szczegdlnie niekorzystne dla rozwoju zarod-
kowego jest gromadzenie produktow wydzielniczych w ptynie okotozéttkowym.
Zaktocenia w ekstrakceji produktow wydzielniczych metabolizmu moga prowadzi¢ do
osadzania si¢ ich w plynie okotozottkowym w postaci widocznych precypitatow.
Precypitaty w ptynie okolozottkowym jaj siei (Coregonus lavaretus lavaretus) sa
widoczne w roztworach kwasnych wtaczajac pH 5,5, a w roztworach zawierajacych
glin az do pH 6,5. Precypitaty w zaptodnionych jajach siei skorelowane z zakto-
ceniami w cyrkulacji krwi, nienormalna krzywizna tutowia, spadkiem ruchliwosci
i wzrostem $miertelnosci zarodkéw najintensywniej sa notowane w pH 5,0 [17].
Dodatkowo niska sita jonowa wody moze wzmacnia¢ szkodliwy wptyw kwasnego
pH na regulacje¢ jonowa i wydzielanie produktéw metabolicznych [25].

Niskie pH wywoluje rowniez istotne zmiany w strukturze chorionu, m.in. wakuo-
lizacjg jego warstwy zewngtrznej. W wyniku tych zmian nastgpuje zaklocenie funkcji
fizjologicznych ostony jajowej, co moze doprowadzi¢ do zaktdcen chorionalne;
polprzepuszczalnosci i w konsekwencji zmian sktadu i funkcji ptynu okoto-
zottkowego [18].

Wptyw glinu na rozwoj embrionalny ryb siejowatych zalezy od jego stezenia
i sktadu hydrochemicznego wdd. Badania Duisa i Oberemma [6] wykazaty, ze Al
w niskich stezeniach (0,1-0,2 mg - dm ) w kwasnych wodach o pH 4,75 i 5,0
z zawartoscia 1,0-1,1 mg - dm > Mn i 0,1 mg - dm™ Fe nie wplywa negatywnie na
proces wyklucia oraz na rozwoj zarodkowy i wczesnolarwalny sielawy. Dalsze
badania cytowanych wyzej autorow wykazaty, ze po podwyzszeniu zawartosci Al do
2,112,4mg- dm w tych samych warunkach hydrochemicznych $miertelnos¢ przed
wykluciem byta wysoka, a nieliczne wyklute larwy w pH 5,0 zyly bardzo krétko.
Wapn w stezeniach od 111-117 mg - dm do 233-236 mg - dm nie wykazywal
wlasciwosci protekcyjnych wobec toksycznych oddziatywan Al. Tak wigc zaktoca-
jacy wptyw wysokich stezen Al (2,1-2,4 mg - dm ) byt wigkszy niz protekcyjny efekt
wysokich zawartosci Ca.

W wodach zawierajacych niewielkie ilosci Ca (<4 mg - dm ) nieznaczny wzrost
jego zawartosci prowadzi do znacznego wzrostu tolerancji na zakwaszenie [14].
Protekcyjny wpltyw maja takze jony Mg®", Na" i K, lecz w mniejszym stopniu, niz
jony Ca*" [13]. Interesujace sa rowniez obserwacje, ze Al w niskich stezeniach moze
tagodzi¢ szkodliwy wplyw kwasnego odczynu wod na rozwoj zaptodnionych jaj ryb.
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Dla przyktadu, protekcyjny wptyw glinu na rozw¢j zarodkowy siei (Coregonus
lavaretus lavaretus) w pH 5,0 przejawial si¢ mniejsza iloscia zarodkow z krzywizna
konca ogona i w konsekwencji nizsza ich $miertelnoscia [ 17]. Mechanizm protekcyj-
nego dziatania glinu moze by¢ spowodowany tym, ze w kwasnym srodowisku wyste-
puje on gtéwnie w postaci AI*". Trojwartoéciowe kationy w niektorych przypadkach
wchodza w interakcj¢ z chorionem, ktory jest zdolny do akumulacji wielowarto$-
ciowych jonow dodatnich, co w efekcie obniza przepuszczalnosc tej ostony dla jonow
wodorowych — H' [23].

Przezywalno$¢ zarodkow siejowatych zalezy rowniez w duzym stopniu od sity
jonowej i podobnie jak u innych gatunkow ryb ro$nie wraz ze wzrostem st¢zenia
jonow w §rodowisku wodnym [5, 17]. Zarodki siei (Coregonus lavaretus lavaretus)
nie przezywaja w pH 5,0 w wodzie o niskiej sile jonowej [17]. Jak wspomniano
wezesniej zarodki siejowatych w kwasnych wodach w obecnosci wysokich stezen
glinu rozwijaja si¢ w zmniejszonej przestrzeni okotozottkowej i otoczone sa zdefor-
mowanym chorionem. Oba te czynniki utrudniaja proces wyklucia takich zarodkow.

Szczegotowe badania Duisa i Oberemma [ 5] nad wptywem kwasnego srodowiska
na wyklucie sielawy (Coregonus albula) wykazaty, ze w pH 5,0 i ponizej proces ten
jest praktycznie zahamowany. Natomiast po podniesieniu pH do 5,5 1 7,0 nastgpuje
sukcesywny wzrost wyklucia. Fakt ten zwigzany jest przede wszystkim z enzyma-
tycznym procesem wyklucia u ryb. Enzym wyklucia (chorionaza) siejowatych,
odpowiedzialny za ten proces, wykazuje maksymalng aktywnos$¢ w $rodowisku
zasadowym [ 19, 20]. Przy wysokich stezeniach jonow wodorowych nastepuje sukce-
sywna utrata aktywno$ci omawianej proteinazy. Wyklucie w pH 5,5 jest rowniez

% wyklucia

-3

Rysunek 1. Wplyw stezenia glinu i pH na szybko$¢ wyklucia siei (Coregonus lavaretus
lavaretus); opracowanie autora wedtug danych Keinanen i in. [17]
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op6znione o kilka dni. Na opdznienie wyklucia w tych warunkach ma niewatpliwie
wplyw nie tylko niska aktywnos¢ proteolityczna chorionazy, ale rowniez ostabione
ruchy zarodka wewnatrz zmniejszonej przestrzeni okotozottkowe;j [5].

Interesujacy jest fakt, ze w kwasnych wodach (pH 5,5 i 6,5) zawierajacych glin
(250 pug - dm™) odsetek wyklucia zarodkow siei (Coregonus lavaretus lavaretus) jest
ponad potowg nizszy, niz w tych samych warunkach bez Al. Natomiast w pH ponizej
5,0 larwy nie wykluwaja si¢ wcale i niewiele w pH 5,0, niezaleznie od obecnosci
w medium glinu (rys. 1).

Zaktocenia rownowagi jonowej w ptynie okotozottkowym moga rowniez nie-
korzystnie wplywac na proces wyklucia, bowiem na aktywno$¢ chorionazy siejo-
watych w duzym stopniu wptywaja jony metali [21]. Pozytywny wptyw na proces
wyklucia ryb, w tym siejowatych wywieraja jony wapnia [6]. W kolejnych inte-
resujacych badaniach [27] wykazano, ze ekspozycja jaj troci (Salmo trutta L.)
w $rodowisku kwasnym (pH 4,5) z zawartoécia Ca 20 umol - dm , niezaleznie od
obecnosci takich metali jak Cu, Pb, Zn i Al korzystnie wptywa na przezywalno$¢
zarodkow.

Rozwaoj larwalny

Stadia larwalne wigkszo$ci gatunkow ryb, w tym siejowatych sa bardzo wrazliwe
na zakwaszenie wod i toksyczne dziatanie glinu. U larw siei (Coregonus lavaretus L.)
przejawia sie to spadkiem wymiany zawartosci Na” i CI” w organizmie, zmniejsze-
niem aktywnego ptywania i wzrostem $miertelnosci. Czterodniowa ekspozycja larw
siei w wodzie o $redniej sile jonowej i pH 6,0 z zawarto$cia 400 pg - dm > glinu konczy
si¢ wysoka $miertelnosciag. Wymianajonow sodowych i chlorkowych oraz aktywno$¢
ptywania tych mtodocianych ryb ulega zmniejszeniu w wodzie o tym samym pH,
zawierajacej 200 ug - dm > A1[16]. W innych badaniach [17] wykazano, ze larwy siei
(Coregonus lavaretus lavaretus) sa niezdolne do zycia w pH 5,0, a wysoka $miertel-
nos$¢ wystepuje rowniez w pH 5,5. Wyklute larwy siei nie toleruja Al o stgzeniu
250 pg - dm™ w pH 5,5.

Tolerancja na zakwaszenie wod 1 podwyzszona zawarto$¢ jondw glinu jest
specyficzna gatunkowo. Na przyktad larwy ptoci (Rutilus rutilus) catkowicie gina po
9 dniach ekspozycji w pH 4,75, a w obecnosci 100 pg - dm™ Al juz w pH 5,0,
natomiast odsetek larw szczupaka (Esox lucius) zmniejsza si¢ tylko o 30% po
10-dniowej ekspozycji w wodach o pH 4,0 z zawartoscia 600 pg - dm™ glinu [15].
Larwy pstraga zrodlanego (Salvelinus fontinalis), sa rowniez relatywnie tolerancyjne
na kwasny stres, bowiem przezywalno$¢ ich zmniejsza si¢ dopiero w pH 4,044
w obecno$ci monomerycznego glinu o stezeniu 5 pg - dm ™ [14].

Gatunkowo specyficzna wrazliwo$¢ ryb na zakwaszenie wod 1 toksyczno$¢ glinu
powiazana jest z iloSciowym ubytkiem jondéw z organizmu, podczas ekspozycji
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w tych warunkach. Typowa odpowiedzia $§wiezo wyklutych larw na niskie pH
iwysokie stgzenie glinu jest bowiem obnizenie aktywno$ci ptywania skorelowanej ze
spadkiem zawartosci Na' i CI” w ich organizmach.

Ubytek wymienialnych jondw w organizmach larw moze by¢ czutym bioindy-
katorem ich przezywalno$ci podczas ekspozycji na glin w kwasnych wodach. Uwaza
sig, ze taka graniczng wartoscia jest utrata okoto 30% tych jonow [16]. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze letalne limity utraty jonow dla roznych gatunkow ryb sa funkcja zar6wno
sity jonowej jak i twardosci wod. Na przyktad Booth i in. [2] wykazali, ze utrata 4%
catkowitego sodu po 2 dniach ekspozycji w kwasnym §rodowisku ma skutki Smiertelne
dla dorostych osobnikow pstraga zrodlanego (Salvelinus fontinalis) w migkkiej wodzie
(Ca® — 25 uEq - dm ), podczas gdy w twardej wodzie (Ca®" 400 uEq - dm ) ryby te
toleruja wicksze ubytki sodu.

Wrazliwo$¢ na zakwaszenie wod generalnie spada wraz z etapem rozwoju w na-
stepujacej kolejnosci: §wiezo zaplodnione jaja > zaoczkowana ikra > §wiezo wyklute
larwy = ptywajace larwy. Na przyktad przezywalno$¢ swiezo zaptodnionych i zaocz-
kowanych jaj pstraga zrodlanego (Salvelinus fontinalis) byta obnizona w pH 5,2,
podczas gdy przezywalnos¢ larw nie spadata do pH 4,0—4,4 [14].

Wrazliwo$¢ na stezenie glinu zasadniczo wzrasta z etapem rozwoju, odpowied-
nio: (§wiezo zaptodnione jaja = zaoczkowana ikra < §wiezo wyklute larwy < ptywa-
jace larwy) [14]. Wzrost toksycznos$ci glinu obserwowany u starszych osobnikow
moze wiazac sig z uszkodzeniem przez glin rozwijajacych sig skrzeli, ktore kumuluja
w znacznych ilo$ciach ten pierwiastek [11].

Interesujace jest, ze przy niskich warto$ciach pH glin w ograniczonych stgzeniach
moze wptywac pozytywnie na niektore funkcje zyciowe larw ryb. Keindnen i in. [16]
zaobserwowali, ze w obecno$ci niewielkich stgzen glinu w wodach o pH 4,0 $miertel-
nos$¢ mtodych larw siei (Coregonus lavaretus L.) zmniejsza sig, natomiast wzrasta ich
aktywno$¢ plywania i zawarto$é jonéw Na' i CI” w organizmie. Réwniez w innych
badaniach [31] odnotowano, ze przezywalnos¢ mtodych larw siei (Coregonus lavare-
tus pallasi) w pH < 4,25 wzrasta w obecnosci niewielkich ilosci glinu. Nie wykazano
natomiast takich zaleznosci u mlodych larw gatunkow bardziej wrazliwych na
zakwaszenie, takich jak pto¢ (Rutilus rutilus), sandacz (Stizostedion lucioperca),
a takze u szczupaka (Esox lucius), gatunku tolerancyjnego na zakwaszenie wod. Glin
w stezeniu 37-111 pg - dm ™ wywiera pozytywny wplyw rowniez na wezesne stadia
larwalne pstraga zrodlanego (Salvelinus fontinalis) w pH 4,8-5,2, co przejawia si¢
w postaci wzrostu catkowitej zawarto$ci jonow w organizmie i spadkiem $miertel-
nosci [33]. Mechanizm protekcyjnego dziatania Al nie jest wyjasniony.

Nalezy rowniez podkresli¢, ze obecno$¢ metali w kwasnym srodowisku wywiera
duzy wptyw na sklad mineralny rosnacych organizméw larw ryb. Interesujace
badania wptywu pierwiastkow §ladowych na sktad mineralny larw troci (Salmo trutta
L.) przedstawili Sayer i in. [27]. Autorzy ci wykazali, ze takie metale jak Cu
(80 nmol - dm ), Zn (300 nmol - dm ), Pb (50 nmol - dm ), i A1 (6000 nmol - dm ),
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w kwasniej, migkkiej wodzie zmniejszaja zawartos¢ Mg w organizmach larw tego
gatunku. Dodatkowo Cu moze obniza¢ catkowita zawarto$¢ Ca, K i Na w mtodych
organizmach tych ryb. Cynk zmniejsza sktad mineralny organizmu larwy troci w pH
5,6 i w obecnosci 20 umol - dm Ca. Ekspozycja ptywajacych larw troci na Al i Pb
w kwasnym pH wptywa na obnizenie catkowitej zawarto$ci wapnia, sodu i potasu.
Miedz, glin i otow moga uszkadzaé szkieletowa kalcyfikacje, odwrotnie Zn moze
wzmacnia¢ ten proces w rosnacym organizmie ryb.

Jony wapniowe wywieraja korzystny wptyw na wszystkie stadia rozwojowe ryb
z tym, ze koncowy efekt tych jonow zalezy od stadium rozwojowego, wartosci pH
ipoziomu glinu [14]. Generalnie jony wapnia tagodza stres wywotany u ryb zaréwno
przez zakwaszenie wod jak i glin [12]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze toksyczny wplyw
obu tych czynnikéw na mtode organizmy ryb moze by¢ zminimalizowany, ale nie
catkowicie zahamowany przez wysokie st¢zenie jonéw wapnia.

Podsumowanie

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze toksyczny wptyw na
organizmy zwierz¢ce w zakwaszonych wodach wywotany jest nie tylko przez wyso-
kie stgzenie jonéw wodorowych, ale takze przez podwyzszone st¢zenie dobrze
rozpuszczalnego glinu w kwasnym $rodowisku. Dotyczy to rowniez ryb. Populacje
wielu gatunkéw ryb moga by¢ weryfikowane w zakwaszonych akwenach wodnych
przez podwyzszony poziom glinu. Do nich mozna zaliczy¢ rowniez gatunki ryb
siejowatych, ktore sa wysoce wrazliwe na toksyczne oddziatywanie wysokich stezen
jonow wodorowych i glinu juz w poczatkowych etapach swego rozwoju.

Reasumujac toksyczno$¢ glinu jest jednym z najwazniejszych czynnikow powo-
dujacych spadek liczebnosci ryb w kwasnych, migkkich wodach. Ze wzgledu na fakt,
ze zaktocenia wywotane przez wysokie st¢zenie glinu i niskie pH moga wystgpowac
na poszczegolnych etapach rozrodu jak i w réznych stadiach zycia ryb, mozna
wnioskowa¢, ze populacje siejowatych pod wptywem zakwaszenia wod beda stop-
niowo zanikaly.
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Effect of aluminium in acidified water
on reproduction and early life stages
of coregonid fishes

Keywords: fish, acidified water, aluminium, reproduction, early life stage

Summary

Water acidification and high aluminium levels are the key factors responsible for
toxicity to freshwater fish species. The toxic effects of acidic water and aluminium are
dependent on different life stages of the fish. The early life stages of coregonid fishes
are more sensitive to high concentration of aluminium and hydrogen ions in the sur-
face waters. Both low pH and increased aluminium levels disturbed the fertilization
process and impaired cortical reaction, resulting in the reduction of the egg
perivitelline space and decomposition of perivitelline fluid. Disturbance of the corti-
cal reaction can have harmful effects on embryonic development, ion regulation and
excretion of metabolic products. The combined effects of low pH and aluminium high
levels might delay or inhibit the hatching process. Furthermore, newly hatched fry
showed high mortality rate. The sensitivity of fish embryos and fry to acidic toxicity
decreased with age in the following sequences: freshly fertilized eggs > eyed eggs >
yolk-sac fry = swim-up fry. The sensitivity to aluminium toxicity generally increased
with age: freshly fertilized eggs = eyed eggs < yolk-sac fry < swim-up fry. Calcium
ions have a mitigating effect on low pH and aluminium toxicity to embryonic and lar-
vae development of coregonids.
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Wprowadzenie

W nowej Perspektywie Finansowej na lata 2007—2013 okreslone zostaly wydatki
z budzetu ogdlnego oraz srodki przeznaczone na finansowanie prowadzonych w UE
polityk, w tym rowniez polityki rynkowej oraz polityki rozwoju obszarow wiejskich.
W latach 2007-2013 z og6lnej kwoty $rodkow na ptatnosci, wynoszacej 820,8 mld
euro, na polityke rynkowa przeznaczy si¢ 293,1 mld euro (tj. 35,7% ogotu wydatkow
budzetowych) i 88,3 mld euro na rozwdj obszaréow wiejskich (tj. 10,7% ogéhu
wydatkoéw budzetowych), w tym 33 mld euro dla nowych krajow cztonkowskich [8].
7 tej ostatniej kwoty zarezerwowano 10,6 mld euro dla Butgarii i Rumunii'. W latach
2007-2013 najwigkszym beneficjentem $rodkow przeznaczonych na rozwoj obsza-
row wiejskich bedzie Polska, ktora moze wykorzysta¢ na ten cel 13,2 mld euro, tj.
okoto 15% ogolnej kwoty $rodkow przeznaczonych na rozwoj obszaréw wiejskich?.
Srodki te zostana uzupehione o wktad z budzetu krajowego w wysokosci 3,6 mld
euro. W sumie w latach 2007-2013 na rozw6j obszarow wiejskich w Polsce zostanie
wykorzystanych okoto 17 mld euro.

' W latach 2001-2005 na rozwoj obszarow wiejskich przeznaczano od 4,3% do 6,0% ogoétu

wydatkéw budzetowych [1].
Sa to jednak kwoty znacznie nizsze od propozycji Komisji [6].
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Warto, jak sadzg, podkresli¢, ze po raz pierwszy w historii Unii wigcej srodkow
z budzetu ogodlnego zostanie wykorzystane na finansowanie polityki strukturalnej,
anizeli rynkowej.

Okreslajac kwoty na wymienione wyzej cele wzigto pod uwagg fakt, ze w UE
obszary wiejskie zajmuja 90% terytorium. Zamieszkuje je okoto 50% ludnosci [10].
Rolnictwo i lesnictwo w UE sa nadal najwigkszymi uzytkownikami gruntow wiej-
skich. Wykorzystuja one bowiem okoto 77% ogotu gruntow. Stad sektory te wywiera-
ja decydujacy wplyw na jakosc¢ terendw wiejskich i stan srodowiska naturalnego.

Ocenia sig jednak, ze na obszarach wiejskich dochdod na 1 mieszkanca jest o jedna
trzecia nizszy, anizeli na pozostatych obszarach. Nizszy jest rowniez poziom wy-
ksztatcenia ludnosci zamieszkujacej te obszary oraz wskaznik aktywnosci zawodo-
wej kobiet. Stabiej rozwinigty jest sektor ustug. Ponadto mniejszy odsetek gospo-
darstw domowych ma dostgp do szerokopasmowego internetu. W zwiazku z tym
uznano, ze bez obu filarow Wspdlnej Polityki Rolnej, tj. polityki rynkowe;j (filar I)
irozwoju obszarow wiejskich (filar II) wiele obszarow wiejskich stangtoby w obliczu
narastajacych problemoéw ekonomicznych, spotecznych i srodowiskowych [3].

W trakcie dyskusji nad Perspektywa Finansowa na lata 2007-2013 zmienione
zostaly zrodta finansowania polityki rynkowej i rozwoju obszarow wiejskich. Do
2007 roku pierwsza byta finansowana z Sekcji Gwarancji funduszu FEOGA, rozwoj
obszarow wiejskich za$ z Sekcji Orientacji tego funduszu. Od 1 stycznia 2007 r.
uruchomione zostaty dwa nowe fundusze, tj. Europejski Fundusz Gwarancji Rolnej
(EFGR) oraz Europejski Fundusz Rolny na Rzecz Rozwoju Obszaréw Wiejskich
(EFRROW) [13]. Ze srodkéw pierwszego z tych funduszy bedzie finansowana
polityka rynkowa i ptatno$ci bezposrednie, a drugiego rozwdj obszaréw wiejskich.

Niezaleznie od wymienionych wyzej funduszy realizowane na obszarach wiej-
skich dziatania sa rowniez dofinansowywane ze §rodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego (EFRR), Europejskiego Funduszu Spotecznego (EFS), Fun-
duszu Spojnosci oraz Europejskiego Funduszu Rybolowstwa (EFR). Zarzadzanie
tymi funduszami oraz kontrole ich wykorzystania powierzono Komisji Europejskie;j.

Ze wzgledu jednak na ograniczone ramy artykutu dalsze rozwazania poswigcone
zostang omowieniu celéw 1 kierunkow wykorzystania srodkow z EFRROW, stano-
wigcego w latach 2007-2013 podstawowy instrument wspierania zrOwnowazonego
rozwoju obszarow wiejskich w UE.

Zasady dzialania EFRROW w latach 2007-2013

Rada Europejska ustalita w Goteborgu (w dniach 15 1 16 czerwca 2001) podsta-
wowe zasady Wspo6lnej Polityki Rolnej, w tym polityki rynkowej i rozwoju obszarow
wiejskich. Zgodnie z jej konkluzjami w latach 2007-2013 jednym z celow Wspolnej
Polityki Rolnej jest zapewnienie zrownowazonego rozwoju obszarow wiejskich.
W szerszym ujeciu rozwoj zrbwnowazony oznacza prowadzenie polityki rozwojowej
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w sposob zapewniajacy trwatos¢ struktur spotecznych, gospodarczych i kulturowych
w dhugim okresie. W odniesieniu do obszaréw wiejskich wiaze si¢ on z koncepcja
wielofunkcyjnosci, ksztattowaniem warunkéw dla réznorodnej dziatalnosci ekono-
micznej prowadzonej z poszanowaniem rownowagi srodowiska naturalnego, rozwo-
jem funkcji spotecznych i kulturowych, dbatoscia o zapewnienie mieszkancom wsi
dobrych warunkéw zycia i pracy [15].

Realizacji zrownowazonego rozwoju obszarow wiejskich beda podporzadko-
wane w latach 2007-2013 wydatki z budzetu ogdlnego UE przeznaczone Europejski
Fundusz Rolny na rzecz Rozwoju Obszaréw Wiejskich. Fundusz ten uruchomiony
zostal od 1 stycznia 2007 roku. Nie jest on zaliczany do funduszy strukturalnych. Ze
srodkow tego funduszu wspierany jest, jak wspomniano, zrownowazony rozwoj
obszaréw wiejskich na terytorium catej UE. Ponadto pomoc z tego funduszu stanowi
uzupetnienie polityki wsparcia rynku i wsparcia dochodow rolnikéw w ramach
Wspolnej Polityki Rolnej, polityki spojnosci oraz wspolnej polityki rybolowstwa
[14]. Zgodnie z zasada komplementarnosci EFRROW uzupehnia dziatania krajowe,
regionalne i lokalne, ale tylko tam, gdzie $rodki wlasne sa niewystarczajace.

W zwiazku z tym Komisja i kraje cztonkowskie powinny zapewni¢ sp6jnosc¢
pomocy z EFRROW i krajow cztonkowskich z dziatalnos$cia, polityka i priorytetami
Wspdlnoty oraz catym prawodawstwem wspolnotowym. Niezaleznie od tego Ko-
misja i kraje cztonkowskie obowiazane sa zapewni¢ koordynacj¢ pomi¢dzy pomoca
pochodzaca z réznych funduszy, tj. Europejskiego Funduszu Rozwoju Rolnictwa
(EFRR), Europejskiego Funduszu Spotecznego (EFS), Funduszu Spo6jnosci, instru-
mentu wsparcia wspolnotowego dla rybotowstwa oraz interwencjami Europejskiego
Banku Inwestycyjnego (EBI) 1 innymi wspdlnotowymi instrumentami finansowymi.
Spojnos¢ dotyczy rowniez srodkow finansowanych przez Europejski Fundusz Gwa-
rancji Rolnej i EFRROW [14].

Pomoc udzielana z tego ostatniego funduszu powinna umozliwi¢ osiagnigcie
nastgpujacych celéw polityki rozwoju obszaréw wiejskich [14]:

e poprawe konkurencyjnosci rolnictwa i lesnictwa poprzez wspieranie restruktu-
ryzacji, rozwoju i innowacji;

¢ poprawe stanu Srodowiska naturalnego i terenow wiejskich poprzez racjonalng
gospodarke ziemia;

e poprawe jakoSci zycia na obszarach wiejskich oraz popierania réznicowania
dziatalnosci gospodarcze;.

W latach 2007-2013 wymienione wyzej cele bgda realizowane w ramach nastgpu-

jacych czterech osi:

¢ 0§ 1: poprawa konkurencyjnosci sektora rolnego i lesnego,

e 0§ 2: poprawa srodowiska naturalnego i terenow wiejskich,

e 0§ trzecia poprawa jakos$ci zycia na obszarach wiejskich i promowanie rdznico-
wania gospodarki wiejskiej,

e oS czwarta: leader [3].
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W ramach pierwszej osi srodki z EFRROW moga by¢ wykorzystane w krajach
cztonkowskich na nastgpujace dziatania: restrukturyzacje¢ i modernizacj¢ sektora
rolniczego, poprawg integracji produkcyjnego tancucharolno-spozywczego, utatwie-
nie innowacji i dost¢pu do badan i rozwoju, zachgcanie do wdrazania i rozprzestrze-
niania technologii informacyjno-komunikacyjnych (ICT), wspieranie przedsigbior-
czosci, rozwoj nowych rynkow zbytu produktow rolnych i lesnych oraz poprawe
wynikow gospodarstw rolnych i lesnych w dziedzinie ochrony $rodowiska itp.

W celu ochrony i poprawy stanu zasoboéw naturalnych i krajobrazowych obsza-
row wiejskich UE $rodki z EFRROW przeznaczone na o$ 2 powinny by¢ wykorzys-
tane na trzy priorytetowe obszary, tj. réznorodnos$¢ biologiczna, ochrong i rozwoj
systemoOw rolnictwa i lesnictwa oraz tradycyjnych krajobrazow wiejskich o wysokich
warto$ciach przyrodniczych, wodg i tagodzenie skutkow zmian klimatycznych.

W celu realizacji priorytetow, ustalonych dla osi 2, dzialania podejmowane
w krajach cztonkowskich powinny obejmowac: wspieranie ustug §rodowiskowych
isposobu gospodarowania w rolnictwie przyjaznego dla zwierzat, ochrong krajobrazu
rolniczego i lasow, walkg ze zmianami klimatycznymi, utrwalenie korzystnego
wplywurolnictwa ekologicznego, popieranie dziatan rolno-srodowiskowych, promo-
wanie rownowagi terytorialnej pomigdzy obszarami miejskimi 1 wiejskimi itp.

Z kolei srodki z EFRROW przeznaczone na réznicowanie gospodarki wiejskiej
i poprawg jakos$ci zycia na obszarach wiejskich w ramach osi 3 powinny wspieraé¢
nadrzedny priorytet, tj. tworzenie mozliwos$ci zatrudnienia i warunkow rozwoju,
a takze przyczynia¢ si¢ do zapewnienia atrakcyjnos$ci obszarow wiejskich dla przy-
sztych pokolen.

Realizacja tych priorytetow bedzie mogta nastapi¢ w wyniku podjgcia w latach
2007-2013 w krajach cztonkowskich takich dziatan jak: mobilizacja dziatalnosci
gospodarczej i podniesienie wskaznika zatrudnienia w szerzej rozumianej gospo-
darce wiejskiej, promowanie wchodzenia kobiet na rynek pracy, ozywienie wsi
poprzez: rozwoj przedsigbiorczosci, infrastruktury ustug lokalnych, inwestowanie
w dziedzictwo kultury, rozw6j mikroprzedsigbiorczosci i rzemiosta, zachgcanie do
wdrazania i rozprzestrzeniania ICT, innowacyjne wykorzystanie odnawialnych Zro-
det energii, promowanie rozwoju turystyki oraz modernizacjg¢ lokalnej infrastruktury,
w tym szczeg6lnie w nowych krajach cztonkowskich.

Jezeli chodzi o 0§ 4 to wspiera ona priorytety okreslone przede wszystkim dla osi
3. Celem wykorzystania srodkow przeznaczonych na o$ 4 jest wzmocnienie kapitatu
spotecznego na obszarach wiejskich poprzez promowanie inicjatyw oddolnych,
aktywizacj¢ mieszkancow wsi na rzecz lokalnych spotecznos$ci oraz wymiang naj-
lepszych praktyk. Realizacja wymienionych celow bazuje na budowaniu Lokalnych
Grup Dzialania (LGD) — partnerstwo migdzysektorowe. Do zadan LGD bedzie
nalezato opracowywanie lokalnych strategii rozwoju obszarow wiejskich oraz doko-
nywanie wyboru projektow, ktorych realizacja przyczyni si¢ do osiagnigcia celow
okreslonych w tej strategii [12]. Oczekuje sig, ze takie oddolne podejscie wzmocni



Finansowe instrumenty wspierania rozwoju rolnictwa ... 121

spojnos¢ podejmowanych lokalnie decyzji, podniesie jako$¢ zarzadzania i przyczyni
si¢ do wzmocnienia kapitatu spotecznego w spotecznosciach wiejskich, a takze sktoni
do stosowania innowacyjnych rozwiazan w zakresie rozwoju regionu.

Praktyka wykazuje, ze budowa lokalnych strategii umozliwia osiagnigcie szeregu
korzysci, wérod ktorych jako najwazniejsze mozna wymienic¢ lepsze wykorzystanie
posiadanych zasobow (ludzkich i naturalnych) oraz dostosowanie kierunkoéw dziata-
nia do potrzeb podmiotéw funkcjonujacych na danym obszarze [9].

W sumie w Rozporzadzeniu Rady (WE) nr 1698/2005 zaproponowane zostaty,
w ramach poszczegdlnych osi, dziatania, w liczbie 37, ktére od 2007 roku zostana
objete wsparciem ze srodkow EFRROW. Kazdy kraj cztonkowski ma prawo wybraé
z tej listy takie obszary wsparcia, ktére uwaza za najwazniejsze. W konsekwencji
bedzie mogl zbudowaé wlasny program rozwoju obszarow wiejskich dla catego kraju
lub programy dla poszczegdlnych regionéw na okres od 1 stycznia 2007 roku do
31 grudnia 2013 roku [14]. W przypadku Polski, w wyniku przeprowadzonych
selekc;ji, jako priorytetowe uznano 24 dziatania. W zwiazku z tym w latach 2007-2013
najwigcej srodkow przeznaczy si¢ na poprawg konkurencyjnosci rolnictwa i les-
nictwa, tj. o§ 1 [7].

Zasady finansowania programow z EFRROW
w krajach czlonkowskich w latach 2007-2013

Kwota wsparcia wspolnotowego z EFRROW jej podziat na poszczegdlne lata
oraz minimalna kwota, ktdra zostanie wykorzystana w regionach objgtych celem
Konwergencja, jest ustalana przez Rad¢ na wniosek Komisji, zgodnie z Perspektywa
Finansowa na lata 2007-2013. Z kwoty tej 0,25% przeznaczy si¢ dla Komisji na
pomoc techniczna. Podziatu kwot z EFRROW na poszczegolne lata wedtug krajow
cztonkowskich dokonuje Komisja. Przyj¢to, ze pomoc z EFRROW, Europejskiego
Funduszu Gwarancji Rolnej, EFRR, EFS, Funduszu Spdjnosci, Instrumentu Sasiedz-
twa, Instrumentu Pomocy Przedakcesyjnej oraz Europejskiego Funduszu Rybotow-
stwa nie moga przekroczy¢ 4% PKB kraju czlonkowskiego[14].

W latach 2007-2013 dofinansowanie z EFRROW programoéw realizowanych
w ramach poszczegdlnych osi bedzie zréznicowane w zaleznosci od realizowanych
priorytetow. [ tak w przypadku dziatan realizowanych w ramach osi 1 i 3 maksymalny
poziom wsparcia wyniesie 75% kwalifikowanych wydatkow publicznych w regio-
nach objgtych celem 1 — konwergencja oraz 50% kwalifikowanych wydatkow na
pozostatych obszarach. Dla osi 2 i1 4 dofinansowanie realizowanych w ich ramach
dziatan wyniesie 80% w regionach objgtych celem 1 oraz 55% na pozostatych
obszarach. Minimalny poziom wsparcia wyniesie 20% kwalifikowanych wydatkoéw
publicznych.
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Wktad EFRROW moze zosta¢ zwigkszony do 85% dla programow realizowa-
nych w najbardziej peryferyjnych regionach oraz mniejszych wyspach Morza Egej-
skiego. Jezeli chodzi dziatania realizowane w ramach pomocy technicznej pode;j-
mowanej z inicjatywy Komisji to mogg one by¢ finansowane w 100%. Ustalono tez,
ze dzialania dofinansowywane przez EFRROW nie moga by¢ wspoétfinansowane
z innych funduszy strukturalnych, Funduszu Spojnosci lub jakiegokolwiek innego
instrumentu finansowego [14].

W Rozporzadzeniu Rady (WE) nr 1698/2005 przyjeto, ze do kosztow kwalifiko-
wanych nie mozna wlicza¢ podatku VAT, z wyjatkiem podatku VAT, ktory nie podlega
zwrotowi, odsetek od zadtuzenia i zakupu ziemi kosztujacej wigcej niz 10% catosci
wydatkéw kwalifikowanych na dane dziatanie’. W rozporzadzeniu tym okre$lono
takze minimalny poziom $rodkéw z budzetu Unii, jaki kazde panstwo cztonkowskie
powinno przeznaczy¢ na poszczegolne osie priorytetowe. Przyjeto, ze w latach
2007-2013 na o$ 1 i 3 powinno zosta¢ wykorzystanych po 10% $rodkow, na o$§ 2 —
25%, na 0§ 4 zas — 5% $rodkow. W przypadku natomiast programow realizowanych
we francuskich departamentach zamorskich minimalny wktad finansowy Wspdlnoty
dla osi 2 wyniesie 10% [14].

Srodki z EFRROW, zwiazane z realizacja programéw rozwoju obszarow wiej-
skich, przekazuje krajom czlonkowskim Komisja w postaci finansowania wstgpnego,
ptatnosci posrednich oraz wyrdéwnania koncowego (ptatnosci salda) [13]. Laczna
kwota finansowania wstgpnego i ptatnosci posrednich moze wynie$¢ 95% udziatu
EFRROW w kazdym programie rozwoju obszarow wiejskich.

Ptatnos¢ wstepna jest przekazywana przez Komisje krajowi cztonkowskiemu po
zatwierdzeniu programu rozwoju obszarow wiejskich. Wynosi ona 7% wktadu
EFRROW w dany program. Moze ona by¢ podzielone na dwa lata budzetowe,
w zaleznosci od §rodkoéw dostgpnych w budzecie ogolnym UE.

Przy finansowaniu dziatan z tego funduszu obowiazuje zasada ,,n+2”. W praktyce
oznacza to, ze srodki przydzielone na dany rok (rok ,,n”’) musza zosta¢ zrealizowane
i wniosek o ich zwrot musi zosta¢ ztozony w ciagu dwoéch kolejnych lat (tj. do roku
,»1127). Reguta ta ma na celu zapewnienie wysokiego poziomu zgodnosci wydatkow
z planem, efektywnos$ci finansowej, a takze zapewnienie bardziej rOwnomiernego
wydatkowania srodkow z tego funduszu [4]. Kwota przekazana z EFRROW krajowi
cztonkowskiemu tytutem finansowania wstgpnego jest rozliczana w momencie za-
mykania programu rozwoju obszaréw wiejskich.

W przypadku jednak, gdy w terminie 24 miesigcy, od przekazania pierwszej raty
finansowania wstgpnego, nie wplynie zadna deklaracja wydatkow w ramach pro-
gramu rozwoju obszaréw wiejskich, dokonywany jest zwrot do Komisji catosci
kwoty wyptaconej krajowi cztonkowskiemu tytutem finansowania wst¢pnego.

W wyjatkowych i nalezycie uzasadnionych przypadkach moze zosta¢ ustalony wyzszy
odsetek dla dziatan dotyczacych zachowania Srodowiska naturalnego [14].
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W ramach kazdego programu rozwoju obszaréw wiejskich dokonywane sa
rowniez, jak wspomniano, ptatno$ci posrednie. Komisja dokonuje kazdej ptatnosci
posredniej pod warunkiem wywiazania si¢ przez kraj cztonkowski z nastgpujacych
obowiazkow:
¢ przekazania Komisji sporzadzonej i podpisanej przez akredytowana agencje
ptatniczg deklaracji wydatkow odnoszacych si¢ do programow rozwoju obszarow
wiejskich dokonanych przez agencje¢ ptatnicza;

¢ przestrzegania catkowitej kwoty wktadu EFRROW przyznanej dla kazdego z prio-
rytetow dla catego okresu objgtego danym programem;

¢ przekazania Komisji ostatniego rocznego sprawozdania dotyczacego wykonania

danego programu rozwoju obszaréw wiejskich [13].

Komisja dokonuje platnos$ci posredniej w terminie nieprzekraczajacym 45 dni od
daty rejestracji prawidtowo sporzadzonej deklaracji wydatkow.

Jezeli natomiast Komisja stwierdzi na podstawie uzyskanej deklaracji wydatkow,
ze w kraju cztonkowskim nie byty przestrzegane warunki wydatkowania $rodkow
z EFRROW, zawarte w Rozporzadzeniu Rady nr 1290/2005 art. 27, moze zreduko-
wac czasowo lub zawiesi¢ ptatno$ci posrednie na rzecz kraju cztonkowskiego.

Po otrzymaniu natomiast ostatniego rocznego sprawozdania, dotyczacego wyko-
nania programu rozwoju obszaréw wiejskich, Komisja dokonuje wyréwnania kon-
cowego (ptatnosci salda). Ptatno$¢ salda nastepuje najpdzniej w terminie 6 miesigcy
od przekazania Komisji rocznego sprawozdania. Nieprzekazanie natomiast Komisji,
najpozniej do dnia 30 czerwca 2016 roku, tego sprawozdania (wraz z dokumentami
niezbgdnymi dla dokonania rozliczenia rachunkéw z ostatniego roku realizacji pro-
gramu) pociaga za soba odebranie krajowi cztonkowskiemu srodkow, jakie miaty by¢
wyplacone z tytutu wyréwnania koncowego.

Podobna sytuacja wystepuje rowniez w przypadku niewykorzystania srodkoéw
przyznanych na realizacjg ptatnosci wstgpnych lub ptatnosci posrednich. Jezeli
bowiem do Komisji nie wptynie, do 31 grudnia drugiego roku nastgpujacego po roku,
w ktorym powstato zobowigzanie budzetowe zadna deklaracja, nastgpuje automa-
tyczne anulowanie czgsci zobowiazan budzetowych dotyczacych programu rozwoju
obszarow wiejskich. W zwiazku z tym udziat EFRROW w danym programie rozwoju
obszarow wiejskich zostaje zmniejszony dla danego roku o kwotg anulowanej czgsci
zobowigzan finansowych. W takiej sytuacji kraj cztonkowski zobowigzany jest
przedstawi¢ Komisji skorygowany plan finansowania rozwoju obszaréw wiejskich
w celu podzielenia kwoty zmniejszenia migdzy priorytety programu. W przypadku
braku takiego planu Komisja dokonuje proporcjonalnego zmniejszenia kwot przy-
znanych dla kazdego priorytetu [13].

Niezaleznie od tego w Rozporzadzeniu Rady (WE) nr 1290/2005 w art. 33 zostat
uregulowany problem nieprawidtowos$ci w wykorzystaniu srodkéw z EFRROW.
W przypadku stwierdzenia przez Komisjg¢, na podstawie deklaracji wydatkow, wyste-
powania nieprawidtowosci, srodki niestusznie wyplacone beneficjentowi powinny
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by¢ odzyskane przez akredytowana agencjg ptatnicza. Ustalono, ze $rodki odzyskane
moga by¢ ponownie wykorzystane przez kraj cztonkowski dla dziatan przewidzia-
nych w tym samym programie rozwoju obszarow wiejskich.

Natomiast w przypadku, gdy kraj cztonkowski nie wszczat wszystkich postgpo-
wan administracyjnych lub sadowych przewidzianych ustawodawstwem krajowym
lub wspoélnotowym dla odzyskania srodkow niestusznie wyptaconych beneficjentom
Komisja moze podja¢ decyzj¢ o obciazeniu kraju cztonkowskiego kwotami do
odzyskania. Jezeli natomiast odzyskanie kwot niestusznie wyptaconych beneficjen-
tom nastapi po zamknigciu programu rozwoju obszarow wiejskich kraj cztonkowski
zobowigzany jest zwroci¢ odzyskane kwoty do budzetu UE. W przypadku ich
ponownego wykorzystania moga by¢ one przeznaczone jedynie na finansowanie
wydatkow z EFGR lub EFRROW.

Organizacja pomocy i kontrola wykorzystania Srodkow
z EFRROW w latach 2007-2013

Wykorzystanie w latach 2007-2013 $rodkow z EFRROW warunkowane jest
utworzeniem w krajach cztonkowskich instytucji zarzadzajacej, akredytowanej agencji
platniczej i jednostki certyfikujacacej [13, 14]. Instytucja zarzadzajaca (koordynujaca)
odpowiedzialna jest za zarzadzanie programem oraz jego wdrazanie w sposob efek-
tywny, skuteczny i prawidlowy. Instytucja ta czuwa takze nad tym, aby podejmowane
dziatania byly zgodne z kryteriami przyjetymi dla programu rozwoju obszarow wiej-
skich. Jest ona takze odpowiedzialna za upowszechnienie programu rozwoju obszarow
wiejskich. W tym celu informuje ona potencjalnych beneficjentow, organizacje zawo-
dowe, partnerow ekonomicznych i spotecznych, organizacje pozarzadowe o mozli-
wosciach uzyskania dostgpu do finansowania programu i o wktadzie Wspolnoty.

Powinna ona zapewni¢ takze, aby oceny programu byly przeprowadzane w od-
powiednich terminach, a wyniki przeprowadzonych ocen przedktadane odpowied-
nim organom krajowym i Komisji [14]. W krajach cztonkowskich UE ptatnos$ciami
srodkoéw pomocowych pochodzacych z EFRROW zajmuja sig agencje platnicze. Do
zadan tych agencji nalezy m.in.:

e przyjmowanie wnioskow wraz z niezbednymi dokumentami, rejestrowanie wnios-
kow w systemie komputerowym,;

e dokonywanie oceny formalnoprawnej zgodnosci wnioskéw z obowiazujacymi

wymogami,

kwalifikowanie wnioskéw;

podpisywanie umowy z beneficjentem programu, dokonywanie ptatnosci;

monitoring i kontrola umowy podpisanej z beneficjentem;

prowadzenie ksiggowosci;

prowadzenie sprawozdawczosci w terminach i formach okreslonych przepisami

UE itp. [13].
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Niezaleznie od agencji ptatniczej kraj czlonkowski zobowiazany jest, jak wspom-
niano, wyznaczy¢ jednostkg certyfikujaca. Moze to by¢ podmiot prawa publicznego
lub prawa prywatnego odpowiedzialny za zatwierdzanie rachunkow akredytowanych
agencji platniczych w zakresie ich prawdziwos$ci, kompletnosci i doktadnos$ci [13].

Warto podkresli¢, ze w Rozporzadzeniu Rady (WE) nr 1290/2005 przewidziana
zostata mozliwo$¢ przerzucania przez poszczegolne kraje czesci srodkow przy-
znanych im na finansowanie polityki rynkowej na finansowanie programoéw reali-
zowanych w ramach rozwoju obszarow wiejskich.

Kontrolg nad prawidtowym funkcjonowaniem EFRROW sprawuje, jak wspom-
niano, Komisja. W zwiazku z tym kraje cztonkowskie zobowiazane sa, na jej zadanie,
przekaza¢ przepisy ustawowe, wykonawcze i administracyjne, ktore zostaty przyjete
w tych krajach w celu zastosowania aktow prawnych Wspolnoty, dotyczacych
instrumentow Wspolnej Polityki Rolnej, tj. EFGR i EFRROW. Niezaleznie od tego
kraje cztonkowskie zobowiazane zostaty do udostgpnienia Komisji informacji doty-
czacych stwierdzonych nieprawidtowosci w zakresie wykorzystania §rodkow po-
mocowych oraz informacji dotyczace podjgtych dzialan w celu odzyskania kwot
w zwiazku z tym niestusznie wyptaconych.

Ponadto Komisja, w ramach zarzadzania finansowaniem wspdlnotowym, moze
przeprowadzac kontrole w poszczegolnych krajach cztonkowskich. Maja one na celu
sprawdzenie m.in. zgodnos$ci praktyk administracyjnych z unormowaniami wspoélno-
towymi, istnienia niezbgdnych dokumentéw dowodowych i ich zgodnosci z dziata-
niami finansowanymi ze §rodkéw EFRROW, warunkow, w jakich sa przeprowadzane
i kontrolowane transakcje finansowane ze srodkow tego funduszu.

W Rozporzadzeniu Rady (WE) nr 1290/2005 ustalono, ze osobom upowaznio-
nym przez Komisj¢ do przeprowadzenia kontroli w kraju cztonkowskim kraj ten
winien zapewni¢ dostgp do ksiag i wszystkich innych dokumentéw zwigzanych
z wydatkami realizowanymi z EFRROW, lacznie z informacjami sporzadzonymi
i przechowywanymi w postaci elektroniczne;.

Przed przeprowadzeniem kontroli Komisja zawiadamia kraje cztonkowskie lub
kraj cztonkowski, na terenie ktorego kontrola ma si¢ odby¢, o zamiarze jej przepro-
wadzenia. Udziat w tej kontroli moga bra¢ rowniez przedstawiciele zainteresowanego
kraju cztonkowskiego [13].

Podsumowanie

Z powyzszych rozwazan wynika, ze EFRROW bedzie w latach 2007-2013,
zgodnie z obowiazujaca w UE zasada komplementarnosci, uzupetniatl dziatania
krajowe, regionalne i lokalne oraz wspierat priorytety Wspodlnoty [14]. W zwiazku
ztym funkcjonowanie EFRROW winno by¢ spojne i zgodne z innymi politykami oraz
z calym prawodawstwem wspdlnotowym.



126 D. Czykier-Wierzba

Uwzgledniajac fakt, ze w latach 2007-2013 finansowanie rozwoju obszarow
wiejskich bedzie odbywato sig, jak wspomniano, obok EFRROW jeszcze ze srodkow
kilku innych funduszy konieczne staje si¢ w poszczegdlnych krajach cztonkowskich,
w tym i w Polsce skoordynowanie na szczeblu regionalnym srodkow ze wszystkich
zrodet tak, aby powstat logiczny i1 spdjny program finansowania rozwoju obszarow
wiejskich. Brak takiej koordynacji moze, jak wykazuja do§wiadczenia innych krajow
cztonkowskich UE, prowadzi¢ do dublowania realizowanych ze srodkow tych fun-
duszy projektow, marnotrawstwa srodkow pomocowych oraz zmniejszenia efektyw-
nosci wykorzystania tych srodkow. Moze to rowniez wywiera¢ negatywny wptyw na
poziom absorpcji tych srodkow.

Z punktu widzenia Polski niezmiernie istotng sprawa bgdzie bowiem jak naj-
peiejsze wykorzystanie w latach 2007-2013 przyznanych nam z budzetu ogoélnego
UE $rodkéw na wspieranie zrOwnowazonego rozwoju obszarow wiejskich. W latach
tych Polska bedzie, jak wspomniano, najwigkszym beneficjentem pomocy przy-
znanej krajom czlonkowskim na wspieranie rozwoju obszaréw wiejskich. Nalezy
podkresli¢, ze pelne wykorzystanie przyznanych nam srodkoéw stwarza niepowta-
rzalng szansg ograniczenia dystansu, w zakresie poziomu rozwoju, dzielacego polskie
obszary wiejskie od obszarow wiejskich ,,starych” krajow UE.

Realizacja tego celu warunkowana jednak bedzie likwidacja wystepujacych
w Polsce oraz w pozostalych nowych krajach cztonkowskich UE szeregu barier
utrudniajacych wykorzystanie srodkow pomocowych, w tym szczego6lnie takich jak
skomplikowane regulacje prawne dotyczace wdrazania unijnych programéw, zbiuro-
kratyzowane i czasochtonne procedury dotyczace wykorzystania tych srodkow, duza
rotacja pracownikow ministerstw obstugujacych Narodowe Strategiczne Ramy Od-
niesienia na lata 2007-2013 oraz zajmujacych si¢ funduszami strukturalnymi w gmi-
nach, wysokie ceny ustug doradczych itp. [2].

Nie nalezy bowiem oczekiwac, ze po 2013 roku pomoc dla Polski z budzetu Unii
na rozwoj obszaroOw wiejskich bedzie rownie wysoka, jak w latach 2007-2013.
Wynika to z kilku wzgledéw. Przyjeto bowiem, ze w nastepnej perspektywie finan-
sowej obowiazkowy udziat programéw dotyczacych ochrony $rodowiska bedzie
znacznie wyzszy, anizeli w perspektywie na lata 2007-2013. Dyskusja o przysztym
ksztalcie Wspolnej Polityki Rolnej zostata zaplanowana na 2008 rok [11].

Od 1 stycznia 2007 roku cztonkami Unii zostaty rowniez dwa znacznie biedniej-
sze od Polski kraje, tj. Bulgaria i Rumunia. Po 2013 roku, przy istniejacych uregulo-
waniach prawnych, to one stang si¢ najwigkszymi beneficjentami pomocy z budzetu
UE, w tym rowniez przeznaczonej na rozwoj obszarow wiejskich. Jednoczesnie
wszystko wskazuje na to, ze w nowej perspektywie finansowej, obowiazujacej po
2013 roku, uwzglednione zostana w znacznie wigkszym niz dotychczas stopniu
postulaty ptatnikow netto (tj. Austrii, Francji, Holandii, Niemiec, Szwecji i Wielkiej
Brytanii) odnosnie dalszego obnizenia ich wptat do budzetu ogodlnego. Uwzgled-
nienie tych postulatow bedzie skutkowato zmniejszeniem kwoty dotychczasowe;j
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pomocy udzielanej z budzetu ogdlnego UE biedniejszym krajom czlonkowskim,
w tym réwniez dla Polski.

Biorac pod uwagg przedstawione kierunki rozdysponowania $srodkow z EFRROW
mozna stwierdzi¢, ze wykorzystanie w latach 2007-2013 $rodkow z tego funduszu
daje szanse¢ stworzenia warunkow stymulujacych wzrost gospodarczy, tworzenie
nowych miejsc pracy na obszarach wiejskich oraz zréwnowazony rozwoj tych
obszarow. W sumie powinno to przyczyni¢ si¢ do realizacji celow zalozonych
w odnowionej Strategii Lizbonskiej, tj. uczynienia Europy bardziej atrakcyjnym
miejscem do inwestowania i pracy, promowania wiedzy i1 innowacji na rzecz rozwoju
gospodarczego oraz tworzenia wigkszej liczby lepszych miejsc pracy [5].
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Financial instruments supporting the development
of agriculture and rural areas
in the European Union within 2007-2013
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Summary

From 2007 to 2013 the principal instrument supporting the development of rural
areas in the European Union will be The European Agricultural Fund for Rural Devel-
opment. This Fund will finansce measures taken by the EU Member States and aimed
atimproving competitiveness of agriculture and forestry, conservation and restoration
of natural environment, improving quality of live in the rural areas as well as on pro-
moting diversification of economic activity in these areas. Based on analysis results
presented in the paper it can concluded that Poland will be the biggest recipient of the
aid from this Fund from 2007 to 2013. Proper utilization of funds available to Poland
creates a unique opportunity to reduce tha gab between the level of development of
Polish rural areas and the rural areas of the ,,01d” Members of the European Union.



