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1. Streszczenie 
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Rośliny należące do rodziny psiankowatych (Solanaceae), takie jak psianka czarna 

(Solanum nigrum L.), wytwarzają alkaloidy – wtórne metabolity, które znane 

są ze swoich toksycznych, ale także leczniczych właściwości. Wyniki licznych badań 

wskazują na letalne i subletalne efekty toksyczne względem wielu gatunków owadów, 

w tym szkodników magazynowych. Jednymi z najczęściej stosowanych na świecie grup 

związków w ochronie produktów spożywczych są pestycydy z grupy insektycydów 

fosforoorganicznych, do których należy fenitrotion, związek wciąż wykorzystywany 

w wielu rejonach świata. W niniejszej rozprawie doktorskiej zbadany został wpływ 

ekstraktu z niedojrzałych owoców psianki czarnej na wybrane aspekty fizjologii 

szkodnika magazynów zbożowych, mącznika młynarka (Tenebrio molitor: 

Tenebrionidae: Coleoptera), pod kątem możliwości wykorzystania go w zwalczaniu tego 

owada. Następnie określono, który z głównych składników ekstraktu: solasonina 

czy solamargina, jest odpowiedzialny za obserwowane efekty, przez podanie osobno 

dwóch glikoalkaloidów i porównanie z efektami powodowanymi przez ekstrakt. 

W kolejnym etapie badań określono toksyczne stężenia fenitrotionu dla larw mącznika 

młynarka, powodujące śmiertelność połowy badanej populacji (LC50) oraz innych 

wybranych wartości współczynnika LC (LC40). Ustalenie powyższych parametrów 

posłużyło do określenia wpływu ekstraktu z S. nigrum na toksyczność fenitrotionu, 

w dwóch różnych strategiach aplikacji. W pierwszej ekstrakt został podany 

w mieszaninie z fenitrotionem w proporcji 1:1, natomiast w drugiej, ekstrakt został 

podany na 24 h przed aplikacją fenitrotionu. 

Otrzymane wyniki wskazały, że ekstrakt z S. nigrum powoduje u mącznika młynarka 

efekty subletalne, takie jak zmiany w kurczliwości narządów wewnętrznych, zmiany 

zawartości wybranych makromolekuł oraz zaburzenia w ultrastrukturze komórek jelita 

środkowego i ciała tłuszczowego. Glikoalkaloidy powodują subletalne efekty toksyczne 

u mącznika młynarka, a różnice w działaniu ekstraktu i pojedynczych glikoalkaloidów, 

sugerują synergistyczne działanie tych glikoalkaloidów. Ekstrakt z S. nigrum podawany 

równocześnie z fenitrotionem (LC50 = 400 μg/mL) w przypadku krótkotrwałej ekspozycji, 

nie zwiększał śmiertelności larw, w porównaniu do efektów powodowanych przez sam 

fenitrotion, jednak widoczne były efekty subletalne, na poziomie komórkowym. 

Natomiast druga strategia wykazała, że odpowiednio skorelowane podanie ekstraktu 

z psianki czarnej przed aplikacją fenitrotionu (LC40 = 300 μg/mL), może spowodować 
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istotny wzrost śmiertelności badanych szkodników oraz nasilić efekty subletalne, 

zarówno w porównaniu do stosowania równoczesnego obu związków, jak i samego 

fenitrotionu.  

Przeprowadzone badania wskazują na możliwość wykorzystania ekstraktu z psianki 

czarnej jako naturalnego insektycydu, zwiększającego toksyczność fenitrotionu. Wzrost 

śmiertelności i intensywności efektów subletalnych sugeruje możliwość wykorzystania 

strategii skorelowanego podawania związków naturalnych oraz syntetycznych 

insektycydów w ochronie roślin i produktów spożywczych. 
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2. Summary 
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Plants that belong to the nightshades family (Solanaceae), such as black nightshade 

(Solanum nigrum L.) produce alkaloids, secondary metabolites, known for possessing 

their toxic but also therapeutic properties. Both alkaloids and their mixtures, as well 

as other compounds (i.e. extracts and other plant products), exhibit insecticidal 

properties against many insect species, including pests of stored food. One of the most 

popular groups of compounds used for food protection all over the world 

are organophosphate insecticides, of which fenitrothion is a member. Despite the fact 

of its withdrawal in many countries because of its high toxicity, it is still used in many 

regions of the world. The abovementioned matters are the basis for the presented 

doctoral dissertation. During the research, the influence of the black nightshade 

(Solanum nigrum: Solanaceae) unripe fruit extract on selected aspects of the physiology 

of a yellow mealworm (Tenebrio molitor: Tenebrionidae: Coleoptera) – one of the pests 

of stored food was tested, to estimate its potential usage as an insecticide against 

T. molitor. Next experiments were carried  in order to determine,  which of the main 

ingredients of the extract: solasonine or solamargine, is responsible for the observed 

effects, by a separate application of each glycoalkaloid, and comparison of the obtained 

results with the effects caused by the extract. As a next step, the description of toxic 

concentrations of fenitrothion for yellow mealworm larvae, causing the lethality of 50% 

studied population (LC50) and approximate value (LC40) were calculated. 

The determination of the mentioned parameters was used to carry out the last step 

of the research – the description of the influence of the S. nigrum extract on the toxicity 

of fenitrothion, in two different strategies of application. In the first one, the extract 

was mixed with fenitrothion in the ratio 1:1 and applied to the larvae, and in the second 

one, the extract was applied 24 h before the fenitrothion application. 

The results showed, that the S. nigrum extract causes sublethal effects such 

as changes in the activity of visceral muscles, changes in the concentration of stored 

biomolecules, and disturbed the ultrastructure of the midgut and fat body cells in yellow 

mealworm. Glycoalkaloids present in the black nightshade extract caused sublethal toxic 

effects in yellow mealworm. The differences in the effects caused by the extract 

and single glycoalkaloids suggest the cooperative action of both glycoalkaloids. 

The S. nigrum extract applied at the same time with fenitrothion (LC50 = 400 μg/mL) 
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did not increase the lethality of T. molitor larvae, comparing to the effects caused 

by fenitrothion itself. However, it caused sublethal effects on subcellular and cellular 

levels. Next, application of the S. nigrum extract application before the application 

of fenitrothion (LC40 = 300 μg/mL) caused a significant increase of mortality of studied 

pests, and strengthened the sublethal effects, compared to both the fenitrothion, 

as well as to the mixtures of fenitrothion and extract, administered together. 

The research that was carried, proved that the black nightshade extract can be used 

as a factor increasing fenitrothion toxicity. An increase in the mortality and intensity 

of sublethal effects suggested that the strategy of time-correlated application of natural 

substances and synthetic insecticides can successfully be used in plant and food 

protection. 
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3. Wprowadzenie 
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Rośliny należące do rodziny psiankowatych (Solanaceae), takie jak ziemniak 

(Solanum tuberosum L.), pomidor (Solanum lycopersicum L.), tytoń (Nicotiana 

tabacum L.) czy psianka czarna (Solanum nigrum L.), charakteryzują się wytwarzaniem 

alkaloidów – wtórnych metabolitów, które znane są ze swoich toksycznych, ale także 

leczniczych właściwości. Z racji swej toksyczności, alkaloidy mogą pełnić rolę obronną 

przed roślinożercami, na co wskazuje ich zwiększona produkcja podczas zgryzania 

oraz większa zawartość w młodych, niedojrzałych owocach i pędach roślin (Eltayeb 

i wsp. 1997).  

Naturalne pochodzenie alkaloidów, powszechność ich występowania, a także 

różnorodność, skłaniają naukowców do badań nad praktycznym zastosowaniem tych 

związków w medycynie, farmakologii oraz ochronie upraw i produktów spożywczych. 

W ostatnich latach wzrosła ilość badań prowadzonych nad wpływem tych związków 

na owady będące szkodnikami upraw, wektorami chorób lub zapylaczami. Zarówno 

same alkaloidy, jak i mieszaniny substancji, w których są obecne (np. ekstrakty), 

wykazują działanie insektycydowe. Wyniki licznych badań wskazują na letalne 

i subletalne efekty toksyczne względem wielu gatunków owadów (Chowański i wsp. 

2016). Co ciekawe, ten sam związek bądź mieszanina, może wykazywać wysoką 

aktywność względem danego gatunku owada, a tym samym brak toksyczności 

względem innego gatunku, co wskazuje na ich selektywność. Niewątpliwą zaletą 

potencjalnego zastosowania alkaloidów jako insektycydów jest ich szybka 

biodegradacja, powszechność występowania oraz niska toksyczność względem innych 

organizmów (Al Chami i wsp. 2003). Wiele danych literaturowych wskazuje na działanie 

przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, antybakteryjne i przeciwwirusowe produktów 

pochodzenia roślinnego np. pozyskanych z S. nigrum (Atanu i wsp. 2011). Powyższe 

czynniki sugerują możliwość zastosowania produktów pochodzenia roślinnego, 

w tym alkaloidów, w zintegrowanej ochronie roślin, jako środków zwalczających 

szkodniki oraz ograniczających ich żerowanie, a zatem zwiększających plony oraz zysk 

producentów żywności. Należy zwrócić uwagę, że większość badań nad glikoalkaloidami 

ma charakter wysoce aplikacyjny. Koncentrują się one przede wszystkim na badaniu 

ostrych efektów letalnych, najważniejszych z punktu widzenia agrochemicznego. 

Natomiast ilość badań podstawowych, dotyczących subletalnych efektów działania 
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glikoalkaloidów na owady jest mniejsza, chociaż badania takie mogą być bardzo ważne 

dla określenia działania tych związków na organy, tkanki i komórki organizmu 

docelowego oraz zastosowania glikoalkaloidów (a także innych alkaloidów) 

w farmakologii, medycynie czy ochronie środowiska naturalnego oraz upraw. Dlatego 

zdecydowałam się na zbadanie wpływu subletalnych stężeń badanego ekstraktu 

i pojedynczych alkaloidów na wybrane aspekty funkcjonowania wybranego organizmu. 

Ochrona plonów i produktów spożywczych należy do najbardziej wymagających 

gałęzi gospodarki pod względem restrykcji w stosunku do stosowania środków 

chemicznych. Przez wzgląd na ludzkie zdrowie oraz konieczność ochrony środowiska, 

zarówno naturalnego, jak i hodowanych roślin i zwierząt, dobierane środki chemiczne, 

a także ich metabolity powinny wykazywać się niską szkodliwością dla organizmów 

neutralnych, pożytecznych oraz konsumentów oraz krótkim okresem półtrwania, 

a zarazem wysoką skutecznością. Jednymi z najczęściej stosowanych na świecie grup 

związków w ochronie produktów spożywczych są pestycydy z grupy insektycydów 

fosforoorganicznych, do których należy fenitrotion. Mimo wycofania go z użytku w wielu 

krajach ze względu na toksyczność (ICSCS: fenitrothion), wciąż jest wykorzystywany 

w wielu rejonach świata. Fenitrotion stosowany jest od lat sześćdziesiątych, stąd 

dostępna jest obszerna wiedza na temat jego toksyczności i działania względem różnych 

grup organizmów (Wang i wsp. 2012), co pozwala na jej wykorzystanie w badaniach 

i analizie uzyskanych wyników.  

Cele pracy 

Wyżej omówione zagadnienia stanowią podstawę niniejszej rozprawy doktorskiej. 

Celem, który sobie postawiłam, było zbadanie wpływu ekstraktu z niedojrzałych 

owoców psianki czarnej (Solanum nigrum: Solanaceae) na wybrane aspekty fizjologii 

szkodnika magazynów zbożowych, mącznika młynarka (Tenebrio molitor: 

Tenebrionidae: Coleoptera) (1) pod kątem możliwości wykorzystania go w zwalczaniu 

tego owada. Kolejnym celem było ustalenie, który z głównych składników ekstraktu: 

solanina czy solamargina, jest odpowiedzialny za obserwowane efekty, przez podanie 

osobno dwóch glikoalkaloidów i porównanie z efektami powodowanymi przez 

ekstrakt (2). Celem kolejnego etapu badań było określenie toksycznych stężeń 

fenitrotionu dla larw mącznika młynarka, powodujących śmiertelność połowy badanej 
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populacji (LC50) oraz innych wybranych wartości współczynnika LC (LC40) (3). Ustalenie 

powyższych parametrów posłużyło do przeprowadzenia ostatniego etapu badań, 

którego celem było określenie wpływu ekstraktu z S. nigrum na toksyczność 

fenitrotionu w dwóch różnych strategiach aplikacji (4).  

1. Wpływ ekstraktu z owoców S. nigrum na fizjologię chrząszcza T. molitor 

Skuteczność produktów pochodzenia roślinnego na szkodniki owadzie jest 

testowana przez wielu badaczy na całym świecie. W celu ograniczenia emisji szkodliwych 

pestycydów i ich negatywnych skutków na inne organizmy, testowane są pochodne 

roślin w postaci olejków eterycznych, ekstraktów, proszków czy oczyszczonych 

pojedynczych związków. Bardzo istotnym aspektem tych badań jest określenie efektów 

działania badanych substancji takich jak śmiertelność czy innych efektów fizjologicznych 

ograniczających liczebność szkodnika (efektów subletalnych). Powyższe czynniki mogą 

zależeć na przykład od sposobu aplikacji związków. Zagadnienia związane 

ze stosowaniem naturalnych pestycydów zostały zebrane i szczegółowo opisane 

w publikacji „Plant-Derived Substances Used Against Beetles – Pests of Stored Crops 

and Food – and Their Mode of Action: A Review.” będącej częścią niniejszej rozprawy 

doktorskiej (Spochacz i wsp. 2018a).  

Do tej pory opisano efekty toksyczne powodowane przez substancje zawarte 

w tkankach i organach S. nigrum jedynie względem kilku gatunków owadów (Obeng-

Ofori i wsp. 2001, Ben-Abdallah i wsp. 2018, Chowański i wsp. 2018), co skłania 

do dalszych, bardziej szczegółowych analiz. 

Prowadzone przeze mnie badania wykazały powstawanie efektów subletalnych 

zarówno u larw, jak i dorosłych chrząszczy T. molitor, pod wpływem działania ekstraktu 

z psianki czarnej (S. nigrum) oraz pojedynczych glikoalkaloidów, podawanych zarówno 

w diecie, jak i aplikowanych in vitro na izolowane tkanki. Wyniki powyższych 

eksperymentów zostały opublikowane w pracy „Sublethal Effects of Solanum nigrum 

Fruit Extract and Its Pure Glycoalkaloids on the Physiology of Tenebrio molitor 

(Mealworm)” będącej częścią niniejszej rozprawy doktorskiej (Spochacz i wsp. 2018b). 

Badania miały na celu określenie efektów zarówno na poziomie populacji (śmiertelność), 

organizmu (zmiany masy ciała, aktywność miotropowa, pomiar parametrów 
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biochemicznych), jak i komórkowym (obserwacja zmian ultrastruktury wybranych 

tkanek za pomocą transmisyjnej mikroskopii elektronowej) celem szerszego poznania 

mechanizmów działania badanych substancji na różnych poziomach organizacji życia. 

Wyniki przeprowadzonych analiz wykazały, iż ekstrakt z psianki czarnej, podawany 

topikalnie na półizolowany preparat sercowy, powoduje ujemny efekt chronotropowy 

i krótkotrwałe, odwracalne zatrzymanie aktywności miokardium. Zaobserwowano także 

wzrost aktywności skurczowej jajowodów, natomiast nie zanotowano wyraźnego 

wpływu na kurczliwość mięśni jelita tylnego. Powodowane przez ekstrakt zaburzenia 

w pracy narządów kluczowych dla funkcjonowania organizmu (serce) oraz biorących 

udział w procesach reprodukcji (jajowód) u T. molitor, wskazują na możliwość użycia 

ekstraktu z psianki czarnej w celu ograniczenia liczebności populacji mącznika młynarka. 

Z uwagi na sposób podawania substancji owadom – drogą pokarmową – do 

przeprowadzenia analiz wybrane zostały: jelito środkowe odpowiedzialne 

za wchłanianie pokarmu oraz ciało tłuszczowe, które magazynuje substancje zapasowe, 

reguluje metabolizm i bierze udział w detoksykacji ksenobiotyków. Tkanki te są więc 

w istotny sposób narażone na działanie podawanych związków. Obserwacje 

prowadzone przy użyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego wykazały obecność 

zmian na poziomie komórkowym. Podanie ekstraktu, solasoniny lub solamarginy 

w pokarmie spowodowało zmiany w nabłonku jelita środkowego, takie 

jak rozwarstwianie błon jądrowych, zmiany w gęstości cytoplazmy i powstawanie 

na jej terenie obłonionych struktur, prawdopodobnie wakuol glikogenowych 

związanych ze zwiększonym metabolizmem glikogenu (Spochacz et al. 2018a). 

W komórkach ciała tłuszczowego po aplikacji ekstraktu stwierdzono obecność 

niehomogennych kropli lipidowych, które różniły się od kontrolnych, również 

nieregularnym kształtem (Spochacz et al. 2018a i 2018b). Powyższe obserwacje 

wskazują na powinowactwo glikoalkaloidów do zmagazynowanych lipidów oraz steroli 

tworzących błony biologiczne. Grupa steroidowa glikoalkaloidów pod względem 

budowy jest podobna do steroli błonowych, dlatego ich oddziaływanie może skutkować 

wbudowaniem się tych związków w błony biologiczne, a co za tym idzie, zaburzeniami 

ich ciągłości, a w efekcie funkcjonowania. Natomiast grupa cukrowa zawierająca 

ramnozę, może oddziaływać ze sterolami błonowymi, zmieniać ich przepuszczalność, 
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a także obniżać wzajemną adhezję komórek (Siddique i wsp. 2019, Roddick i wsp. 1990, 

Roddick i wsp. 2001, Keukens i wsp. 1996). Intensywność obserwowanych zaburzeń była 

zależna od stężenia i zwiększała się wraz ze wzrostem stężenia zastosowanego ekstraktu.  

W wyniku pomiarów zmian masy ciała owadów zaobserwowano liniowe 

zwiększenie masy ciała larw, wraz ze spadkiem stężenia stosowanego ekstraktu, 

co wskazuje na słaby efekt stymulujący pobieranie pokarmu przez niskie stężenia 

ekstraktu i możliwe działanie inhibicyjne przez stężenia wyższe. Uważam jednak, że czas 

trwania eksperymentu był zbyt krótki, aby możliwe było zaobserwowanie wyraźnego 

wpływu ekstraktu na pobieranie pokarmu przez larwy (Spochacz i wsp. 2018b). 

W kolejnych analizach mających na celu zmierzenie zawartości substancji 

zapasowych w ciele tłuszczowym, określenie zwartości glikogenu oraz lipidu całkowitego 

wykazały spadek ich ilości, po podaniu ekstraktu odpowiednio w stężeniach 0,1% i 1%. 

Może to wskazywać na inhibicję pobierania pokarmu przez składniki ekstraktu (Satake 

i wsp. 2000) lub wzrost zużycia energii podczas intoksykacji (Maliszewska i Tęgowska 

2016).  

2. Porównanie działania ekstraktu z psianki czarnej z czystymi glikoalkaloidami 

obecnymi w ekstrakcie 

Solasonina i solamargina stanowiły odpowiednio 49,6% i 46,8% składu frakcji 

glikoalkaloidów badanego ekstraktu (Chowański i wsp. 2018), stąd hipoteza zakładająca 

ich największy udział w jego aktywności insektycydowej. Stężenia molowe obu 

glikoalkaloidów stosowanych w eksperymentach odpowiadały ich stężeniom 

w ekstrakcie. Dzięki temu, można było porównać efekty działania ekstraktu 

i pojedynczych glikoalkaloidów, określenie który z nich jest odpowiedzialny 

za obserwowany efekt, a także stwierdzenie występowania ewentualnego działania 

synergistycznego lub addytywnego. Dane literaturowe potwierdzają, że obecność 

dwóch różnych grup cukrowych może wpływać na występowanie synergizmu (Roddick 

i wsp. 2001).  

W trakcie przeprowadzonych badań, zaobserwowałam, że podawanie 

pojedynczych glikoalkaloidów na izolowane tkanki (miokardium, jajowód i jelito tylne) 

nie powoduje żadnych istotnych zmian w pracy tych narządów. Wobec powyższego 
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stwierdziłam, iż zmiany widoczne przy aplikacji ekstraktu mogą być efektem działania 

synergistycznego badanych substancji jak i innych substancji biologicznie czynnych 

obecnych w ekstrakcie (Spochacz i wsp. 2018b).  

Podobne wnioski przyniosły obserwacje wybranych tkanek z wykorzystaniem 

transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Podanie solasoniny lub solamarginy w diecie 

larw T. molitor nie spowodowało żadnych wyraźnych zmian ultrastruktury nabłonka 

jelita środkowego (Spochacz i wsp. 2018b), natomiast efekty były widoczne po podaniu 

ekstraktu, wskazując na efekt synergistyczny lub będący skutkiem działania pozostałych 

glikoalkaloidów, stanowiących znacznie mniejszą część alkaloidów wchodzących w skład 

ekstraktu (3.6%). W komórkach ciała tłuszczowego, po podaniu solamarginy i solasoniny 

zaobserwowano niehomogenne krople lipidowe, zdegradowane zmagazynowane 

białka, elektronowo gęste jądra komórkowe oraz obniżenie gęstości cytoplazmy 

(Spochacz i wsp. 2018b). Wyniki te są zgodne z efektami obserwowanymi po podaniu 

ekstraktu, co wskazuje na udział tych dwóch glikoalkaloidów w zaburzaniu budowy 

struktur komórkowych, a także na możliwość kumulowania i ich efekty toksyczne w ciele 

tłuszczowym. 

Odmienne skutki działania glikoalkaloidów i ekstraktu zaobserwowałam po zmierzeniu 

poziomu substancji zapasowych w ciele tłuszczowym larw. Ekstrakt obniżył zawartość 

glikogenu w komórkach ciała tłuszczowego, natomiast zarówno solasonina 

jak i solamargina, spowodowały wzrost jego zawartości w stosunku do kontroli. 

Zawartość lipidu całkowitego w ciele tłuszczowym spadła po podaniu larwom ekstraktu 

z psianki czarnej oraz solasoniny, natomiast wzrosła u larw karmionych pożywką 

z dodatkiem solamarginy (Spochacz i wsp. 2018b). Obserwowane różnice mogą 

wskazywać na odmienne efekty metaboliczne powodowane przez ekstrakt 

jak i pojedyncze glikoalkaloidy, a także na odmienne oddziaływanie na organizm owada.  

3. Określenie toksycznych stężeń fenitrotionu dla larw mącznika młynarka 

Aby określić wpływ ekstraktu na toksyczność fenitrotionu, w pierwszej kolejności 

wyznaczono stężenie tego syntetycznego insektycydu, powodujące śmiertelność połowy 

populacji larw mącznika młynarka (LC50), a w dalszej kolejności jego efekty 

na funkcjonowanie owadów, przy krótkotrwałej ekspozycji (do 72 h). W wyniku 
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podjętych eksperymentów, wyznaczyłam stężenia 400 i 300 μg/mL fenitrotionu jako 

odpowiednio LC50/24h i LC40/24h. Powyższe stężenia zostały użyte do dalszych 

doświadczeń, opublikowanych w pracy „Solanum nigrum Fruit Extract Increases Toxicity 

of Fenitrothion — A Synthetic Insecticide, in the Mealworm Beetle Tenebrio molitor 

Larvae”, będącej częścią niniejszej rozprawy doktorskiej (Spochacz i wsp. 2020). 

4. Wpływ ekstraktu z psianki czarnej na toksyczność fenitrotionu 

Jak wspomniano wcześniej, sposób aplikacji związków może mieć wpływ 

na otrzymany efekt toksyczny (Spochacz i wsp. 2018a). Dlatego postawiłam kolejną 

hipotezę badawczą: efekt toksyczny działania naturalnego insektycydu oraz insektycydu 

syntetycznego może zależeć od odpowiedniego skojarzenia czasowego aplikacji obu 

związków. W celu weryfikacji hipotezy, przeprowadziłam szereg eksperymentów, 

w których równocześnie lub w przedziale czasowym podawano ekstrakt, powodujący 

efekty subletalne, z fenitrotionem aplikowanym w stężeniu odpowiadającemu wartości 

LC50. W pierwszym wariancie, obie substancje podałam larwom jednocześnie, tworząc 

wcześniej ich mieszaniny w stosunku 1:1. Czas trwania eksperymentu był taki sam 

jak w poprzednich badaniach, czyli 5 dni, w tym 72 godziny aplikacji związków. Obecność 

ekstraktu w mieszaninie nie wpłynęła znacząco na wzrost śmiertelności larw 

w porównaniu ze śmiertelnością wywołaną przez podanie samego fenitrotionu (LC50). 

Co więcej, z obliczeń przyrostu masy ciała larw wynika, że utrata masy była mniejsza 

w przypadku mieszanin niż samego fenitrotionu (Spochacz i wsp. 2020), co może 

sugerować niewielki potencjał ekstraktu wpływający na pobieranie pokarmu przez 

larwy, obserwowany we wcześniejszych analizach (Spochacz i wsp. 2018b). Warto 

zaznaczyć, że obserwowana utrata masy ciała nie jest w tym przypadku związana tylko 

z zatrzymaniem pobieraniem pokarmu, bowiem kontrolne, głodzone larwy 

charakteryzowały się istotnie mniejszym spadkiem masy ciała w porównaniu do larw 

zarówno w pierwszym jak i drugim wariancie eksperymentu. Dodatkowy czynnik 

podania substancji silnie toksycznej mógł spowodować zwiększenie nakładów 

energetycznych, koniecznych do detoksykacji organizmu lub zaburzoną gospodarkę 

wodną organizmu, co sugerują dane literaturowe (Maliszewska i Tęgowska 2016).  

W kolejnych badaniach prowadzonych w tym wariancie eksperymentu, 

przeprowadziłam analizy biochemiczne ciała tłuszczowego, które wskazały jedynie 
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na wahania poziomu glikogenu, nieznaczny wzrost zawartości lipidów całkowitych, 

a także niewielki spadek ilości białka w ciele tłuszczowym pod wpływem mieszanin 

(Spochacz i wsp. 2020). Natomiast w obrazie mikroskopowym stwierdziłam różnice 

ultrastrukturze pomiędzy komórkami jelita środowego owadów traktowanych wyłącznie 

fenitrotionem, a traktowanych mieszaninami, zawierającymi dwa najwyższe stężenia 

ekstraktu. U tych ostatnich, zaobserwowałam ponadto rozdęcia siateczki 

śródplazmatycznej, co sugeruje zaburzenia w homeostazie jonowej oraz 

w funkcjonowaniu błon biologicznych na skutek działania glikoalkaloidów. 

Prawdopodobnie, jak sugeruje literatura, jest to związane z oddziaływaniem grup 

cukrowych glikoalkaloidów z błoną komórkową, co prowadzi do wzrostu 

jej przepuszczalności, a następnie do utraty jonów i zaburzeń w homeostazie jonowej 

(Dalhin i wsp. 2017). W komórkach ciała tłuszczowego obecne były nieregularne, 

niehomogenne, zmagazynowane białka oraz elektronowo gęsta chromatyna 

i cytoplazma. Podanie mieszanin spowodowało dodatkowe efekty w postaci zwiększenia 

przestrzeni międzybłonowej w otoczce jądrowej, zwiększenie przestrzeni 

międzykomórkowych, zmiany w homogenności kropli lipidowych oraz ich fuzję 

(Spochacz i wsp. 2020). Podobne efekty obserwowane były po podaniu samych 

glikoalkaloidów i ekstraktu (Spochacz i wsp. 2018b), co wskazuje, że jest to efekt 

związany z ich oddziaływaniem na struktury komórkowe. 

Zastosowanie składników o potencjalnie różnym mechanizmie działania (ekstrakt 

i fenitrotion) i bogatszym składzie, mogłoby przyczynić się do zmniejszenia 

występowania odporności szkodników na insektycydy oraz zwiększenia skuteczności 

insektycydu, a poprzez zastosowanie mieszaniny tych związków, do ograniczenia liczby 

oprysków i emisji szkodliwych pestycydów do środowiska, a także pozytywnie wpłynąć 

na jakość produktów rolnych. Strategia wykorzystująca równoczesne podanie ekstraktu 

i fenitrotionu nie przyniosła jednak oczekiwanych rezultatów, stąd w drugim wariancie 

eksperymentu ekstrakt, w badanych wcześniej stężeniach procentowych, został podany 

na 24 godziny przed aplikacją fenitrotionu, w stężeniu odpowiadającemu wartości 

ustalonej jako LC50, a następnie w niższym stężeniu, odpowiadającemu wartości 

ustalonej jako LC40. Obniżenie stężenia miało na celu zmniejszenie toksyczności 

fenitrotionu. Wstępne badania wykazały bowiem, że przy stężeniu 400 μg/mL (LC50) 
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śmiertelność larw wzrasta bardzo gwałtownie, uniemożliwiając przeprowadzenie badań 

efektów subletalnych. Zgodnie z postawioną wcześniej hipotezą, w tym wariancie 

zaobserwowałam istotny wzrost śmiertelności larw. W ciągu 24 godzin od podania 

fenitrotionu śmiertelność wzrosła do 100%. Co ciekawe, podobnie jak w pierwszym 

wariancie eksperymentu, wykazano zmniejszoną utratę masy ciała larw po aplikacji 

ekstraktu jako czynnika poprzedzającego podanie fenitrotionu niż samego fenitrotionu. 

Badania biochemiczne wskazały na istotny spadek zawartości lipidu w ciele tłuszczowym 

w porównaniu do kontroli, jak i do samego fenitrotionu, co wskazuje na zaburzenia 

w gospodarce lipidowej, dodatkowo stymulowane czynnikiem w postaci 

glikoalkaloidów. Odnotowano także bardzo znaczący spadek zawartości glikogenu, 

wyraźnie pokazujący wysokie zapotrzebowanie energetyczne badanych owadów. 

Ponadto, obniżyła się zawartości białek w ciele tłuszczowym po zastosowaniu ekstraktu, 

a następnie fenitrotionu, podczas gdy ich zawartość wzrosła po podaniu samego 

fenitrotionu (LC40).  

W jelicie środkowym widoczne były rozbudowane systemy siateczki 

śródplazmatycznej, które ulegały rozdęciom, a także elektronowo gęsta cytoplazma. 

Aplikacja ekstraktu przed podaniem fenitrotionu spowodowała dodatkowe zmiany 

w postaci zwiększenia przestrzeni międzykomórkowych, co wskazuje na osłabienie 

ich wzajemnej adhezji. Zaobserwowałam także wzrost elektronowo gęstej chromatyny 

w jądrze komórkowym. Wyniki te wskazują na pojawienie się istotnego efektu 

toksycznego w komórkach badanych organizmów. Są one zgodne z danymi 

literaturowymi – uszkodzenia połączeń komórkowych są jednym ze skutków działania 

glikoalkaloidów (Roddick i wsp. 2001). W komórkach ciała tłuszczowego zarówno sam 

fenitrotion jak i skorelowana, następująca po sobie aplikacja ekstraktu i fenitrotionu, 

spowodowały zaburzenia adhezji komórek, wzrost zawartości elektronowo gęstej 

chromatyny, zmiany w homogenności kropli lipidowych oraz zmagazynowanych białek, 

a także spadek gęstości cytoplazmy otaczającej organelle. W przypadku aplikacji 

ekstraktu przed podaniem fenitrotionu, dodatkowo krople lipidowe w komórkach 

ulegały fuzji, co po raz kolejny wskazuje na powinowactwo glikoalkaloidów do błon 

biologicznych, prowadzących do zaburzeń w ich ciągłości.  
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Powyższe rezultaty uzyskane w drugim wariancie eksperymentu wskazują 

na zwiększoną toksyczność fenitrotionu w wyniku wcześniejszego, lecz 

nie równoczesnego, podania ekstraktu. Wzrost śmiertelności i nasilenie efektów 

subletalnych umożliwia potencjalne wykorzystanie tej metody jako elementu 

zintegrowanej ochrony roślin.  

Podsumowanie 

W opublikowanych przeze mnie pracach po raz pierwszy opisano wiele efektów 

działania badanych glikoalkaloidów oraz ekstraktu z S. nigrum, na poziomie organizmu 

i na wybranych suborganizmalnych poziomach organizacji życia. Uważam, że badania 

podstawowe, nie skupiające się jedynie na aspekcie aplikacyjnym, czyli efekcie letalnym, 

mogą wnieść wiele istotnych informacji wyjaśniających działanie glikoalkaloidów, 

ale także przyczynić się do skuteczniejszego ich stosowania w ochronie roślin 

i produktów spożywczych. Wzrost śmiertelności i intensywności efektów subletalnych 

sugeruje możliwość wykorzystania strategii skorelowanego podawania związków 

naturalnych oraz syntetycznych insektycydów w ochronie roślin i produktów 

spożywczych, ale równocześnie wskazuje na konieczność szczegółowych badań 

nad strategią stosowania zabiegów agrotechnicznych. Na uwagę, moim zdaniem, 

zasługuje możliwość zastosowania ekstraktu, a nie wyłącznie czystych substancji lub ich 

mieszanin. Uzyskanie takich ekstraktów jest tańsze, niż pozyskanie i stosowanie czystych 

związków. Uważam, że umożliwi to szersze stosowanie produktów naturalnych 

w rolnictwie, W konsekwencji, może się również przyczynić do obniżenia ceny 

produktów spożywczych. 

Podsumowując, uzyskane wyniki pozwalają na sformułowanie następujących 

wniosków:  

(1) Ekstrakt z S. nigrum powoduje u mącznika młynarka efekty subletalne, takie 

jak zmiany w kurczliwości narządów wewnętrznych, zmiany zawartości 

zmagazynowanych biocząsteczek i zaburzenia w ultrastrukturze komórek jelita 

środkowego i ciała tłuszczowego.  
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(2) Glikoalkaloidy obecne w ekstrakcie z psianki czarnej powodują subletalne efekty 

toksyczne u mącznika młynarka. Różnice w działaniu ekstraktu i pojedynczych 

glikoalkaloidów wskazują na synergistyczne działanie glikoalkaloidów. 

(3) Stężenie fenitrotionu powodujące śmiertelność połowy badanej populacji (LC50/24h) 

larw T. molitor wynosi 400 μg/mL, a LC40/24h jest równe 300 μg/mL. 

(4) Ekstrakt z S. nigrum podawany równocześnie z fenitrotionem (LC50) w przypadku 

krótkotrwałej ekspozycji, nie zwiększa śmiertelności larw, w porównaniu do efektów 

powodowanych przez sam fenitrotion, jednak widoczne są pewne efekty subletalne 

na poziomie komórkowym.  

(5) Odpowiednio skorelowane podanie ekstraktu z psianki czarnej przed aplikacją 

fenitrotionu (LC40) może spowodować istotny wzrost śmiertelności badanych 

szkodników oraz nasilić efekty subletalne, zarówno w porównaniu do stosowania 

równoczesnego obu związków, jak i samego fenitrotionu.  
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